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Résumé

La compréhension des mécanismes régissant la réeaistn méiotique chez le blé tendre
(Triticum aestivum L.) devient essentielle puisqu’elle est le levgmincipal utilisé par les
sélectionneurs pour le brassage génétique et olitermouvelles variétés élites comportant des
introgressions de régions d’intérét provenant desgerces génetiques exotiques. A cette fin,
I'utilisation chez le blé tendre d’'une nouvelle teichnologie de ciblage de la recombinaison
méiotique développée chez la levure par la sod#g@dgenix semble étre prometteuse. Cette
biotechnologie, nommée SpiX, fait intervenir un dame protéique de liaison a '’ADN couplé a
la protéine SPO11 responsable des cassures dautde-be I'ADN, initiatrices de la
recombinaison méiotique ou crossovers (CO). Le ldgpement d’'une nouvelle technique de
conservation des embryons immatures a permis diaregles conditions de transformation par
biolistique du blé tendre pour I'application deidghnologie SpiX. L’exploitation de la séquence
du génome du blé a permis d’isoler les genes cqutaunt les protéines SPO11 du blé tendre. La
complémentation hétérologue inédite de mutants lesysrotéines SPO11Atabidopsis thaliana
avec les orthologues ainsi découverts chez le énlddré montre leur grande conservation de
séquence et de fonction au sein des plantes gbddemtielle fonctionnalité pour la biotechnologie
SpiX. Enfin le test de différents domaines de tais 'ADN et de différentes cibles le long du
chromosome 3B de blé tendre montre que la biotdobi® SpiX requiert des ajustements en
fonction de I'espece chez laquelle celle-ci doitdiionner. Ces résultats sont ainsi I'opportunité
de lever un premier voile sur le ciblage de la nelsimaison meéiotique chez une espéce de grande
culture et de mieux comprendre les mécanismes wegnti@ation des sites de cassures double-

brins initiatrices de la recombinaison méiotiquezle blé tendre.

Mots clés: ciblage ; recombinaison; méios@rjticum aestivum; SPO11; transgénese ;

biotechnologie.






Abstract

Understanding the mechanisms governing meiotic méaoation in bread wheatTi(iticum
aestivum L.) is essential since it is the main tool usedbogeders for genetic admixing and
obtaining new elite varieties with introgressiorr@gions of interest from exotic genetic resources.
To this end, the use in bread wheat of a new Winiglogy targeting meiotic recombination
developed in yeast by Meiogenix seems to be progpisihis biotechnology, named SpiX,
involves a DNA-binding domain fused to the SPO1dtgin responsible for DNA double-strand
breaks, initiating meiotic recombination or crossev (CO). The development of a new
conservation protocol for wheat immature embrycs ingoroved the conditions for bread wheat
transformation through biolistic, and thus for gpplication of SpiX technology. The exploitation
of the wheat genome sequence made it possibleotatesthe bread wheat genes for SPO11
proteins. A novel heterologous complementatioArabidopsis thaliana mutants for SPO11s with
the bread wheat orthologous freshly discovered shineir great conservation of sequence and
function within plants and their potential functadity for SpiX biotechnology. Finally, the testing
of different DNA-binding domains and different tatg along bread wheat 3B chromosome shows
that SpiX biotechnology requires adjustments dejpgnoin the species in which it has to function.
These results are the opportunity to uncover thgetang of meiotic recombination in a widely
cultivated crop species and to understand the nmésaina determining sites for double-strand

breaks prior to meiotic recombination in wheat.

Keywords: targeting; recombination; meiosigriticum aestivum; SPO11; transgenesis;
biotechnology.
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INTRODUCTION






1 INTRODUCTION

I | y a environ 12 000 ans, une nouvelle aire deplesthumains a vu le jour, passant d’une vie
nomade a une vie sédentaire grace a la naissasqeat@ues agricoles et de I'élevage?).
Cette domestication nouvelle des plantes et desiani, en plus d’avoir un effet sur les
populations humaines, a eu également un effetesuoriganismes domestiqués. Chez les plantes
par exemple, de nombreuses modifications morphgleg essentielles aux pratiques agricoles ont
pris le pas sur les caractéristiques ancestragmikelles sont souvent décrites des modifications
de la taille et du nombre de grairis-3). Il se pourrait que la domestication ait eu upaact sur
I'apparition d’espéces polyploides, celle-ci n’eéaig qu’a I'état cultivées (blé tendre, colz4)g).
Dailleurs, de nos jours, une grande partie deatpkacultivées est polyploid6é)( Cependant la
domestication des plantes et les pratiques agacttmt pas eu que des effets bénéfiques. On note
gu’au fil du temps, de par l'utilisation d’'un nongblimité d’'individus pour la multiplication et
I'élaboration de nouvelles variétés cultivées, néaisons face a un appauvrissement du pool
génétique et avons atteint un goulot d’étranglen{2nB, 7, 8). En ne sélectionnant que les
individus les plus intéressants pour I'agriculturensive, nous avons contribuer en méme temps
a cet appauvrissement de la diversité génétiQuedj. Les grandes especes cultivées comme le
mais, le riz, le colza et le blé tendre ne fontgpaption a la regle. Alors que la FAO (Organmati
des nations unies pour I'alimentation et I'agriaudt) prévoit que la Terre sera foulée par plus de 9
milliards d’individus en 2050, il existe un beswital de pouvoir répondre a la future augmentation
de la demande alimentaire. Les rendements devagmi@nter de 60% par rapport aux rendements
de 2005-200710). Le blé tendreTriticum aestivuni..), qui fait partie du groupe monophylétique
des monocotylédones (aussi appelé super-ordreilifesae) et de la famille deBoaceagest une

plante annuelle cultivée sur environ 220 milliontsedtares (ce qui équivaut a la superficie de 3
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fois la France). Elle est I'une des trois céréeldelus cultivées au monde devant le mais etle ri
(FAOSTAT 2016). Le blé tendre représente la priale@psource calorique pour l'alimentation
humaine (environ 20%) et sa production mondialeigitiit environ 750 millions de tonnes en
2016 (29Mt pour la France, 6éme rang mondial). Jasuors, Le stratageme utilisé pour répondre
a 'augmentation de la demande consistait a augméed surfaces arables. Il devient évident que
face a 'augmentation de la population et de faite a la flambée de I'urbanisation, ce stratagéme
arrive a bout de souffle. Se rajoute, en plus, pémative nécessité de diminuer notre utilisation
d’intrants dans le modeles de cultures (engraistigp@es, fongicides, eau). Nous devons tendre
vers un systeme plus durable et permettant degaoténvironnement des pollutions engendrées
par nos méthodes actuelles. Pour cela nous deraunget le moyen d’accélérer I'adaptation des
plantes de grandes cultures pour répondre aux Hesnademandes et aux nouvelles conditions
climatiques et environnementales. |l existe de br@wses stratégies permettant I'accélération de
la création variétale. Cependant elles sont étrate liées a la disponibilité des ressources
génétiques et la capacité a pouvoir insérer unigménes caracteres d’intérét dans un nouveau
génotype. Cette insertion n’est pas toujours cliasiée. De nos jours, de nouvelles techniques
d’édition des génomes permettent de répondre smgie a cette problématique mais celle-ci
restent soumises a une législation fluctuanteggjdle en fonction des pays. Un autre moyen serait
de manipuler et contrdler les mécanismes natutelgassage génétique comme la recombinaison
pour pouvoir introgresser de nouveaux alleles gues dans des variétés élites. Mes travaux de
thése s’inscrivent dans ce contexte particuliereet,s’appuyant sur la biotechnologie SpiX
développée par la société Meiogenix, ont pour adibjge contribuer a la compréhension du ciblage
de la recombinaison méiotique chez une espece aedgrculture ayant un intérét socio-

économique mondial indéniable : le blé tendre.
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Figure 1: Mitose et Méiose, deux divisions cellulaires s&gint le vivant. Alors que la mitose se déroule sou
forme d'un cycle, la méiose, elle, a un début &t fim La mitose est composée d’un cycle de 4 étgpephase,
métaphase, anaphase et télophase) suivant unphiaser et se terminant par une étape de cytokiQEtee
division donne naissance a deux cellules fillestidgies a la cellule somatique mére. La méioseligsée en
deux parties, la méiose | et la méiose I, chaaomaposée d'une suite de 4 étapes (prophase |, hastap,
anaphase I, télophase I, prophase I, métaphaaedphase Il et télophase Il). Chaque suite d’étapeprécédée
par une interphase et terminée par une cytokingseéiose permet la formation de quatre gametewiums
(1c) a partir d'une cellule germinale mere. Chagalule est représentée avec une paire de chrongssom
homologues et le nombre de ligne reliant chaqupeétaprésente le nombre ¢ de chromatide par paire d
chromosome homologue)
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2 ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

2.1 Divisions cellulaires

2.1.1 La mitose

L e cycle cellulaire d’un eucaryote est dominé pag division, la mitose (Figure 1). Par
convention, nous notons n le nombre de chromosoh®&sérologues (portant des
informations génétiques différentes) et C le nondewechromatides par chromosome. Ainsi une
cellule diploide possédant deux chromatides paormsbsome est noté 2n, 2C. La mitose est
composée de quatre étapes qui, a partir d'uneleetiare, donnent deux cellules filles identiques
a la cellule mere (2n, 2C donne 2 fois 2n, 2C, dl). Ces quatre étapes sont : La prophase,
durant laquelle la cellule se prépare pour la @wvisen désintégrant I'enveloppe nucléaire, en
condensant les chromosomes et en initiant I'anneatotique ; La métaphase voit les
chromosomes s’aligner par le centrosome au ceatl@ ckllule le long de la plaque métaphasique
(structure imaginaire localisé au centre de lautg)l; L’anaphase consiste en la séparation des
chromatides de chaque chromosome, de part et d’detia cellule, de maniere a les répartir de
facon strictement égale ; Enfin la télophase esel@rsion des éveénements de prophase et de
métaphase afin de reformer deux noyaux au seia dellule. Cette derniere étape peut étre suivie
d’'un autre mécanisme indépendant de la mitoseytkinese, afin de finaliser la formation des
deux cellules filles. Ceci n’est pas obligatoirepmne dans par exemple le cas des cellules

plurinucléées.
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Chionographis japonica Paris japonica
2n=2x=24,1C=1.53 pg 2n=8x=40;1C =152.23 pg

Figure 2 : Le plus grand génome connu chez les plantes.a\fésion du caryotype de deux membres de la
famille des Mélanthiacées (plantes monocotylédaleebordre des Liliales), (AChionographis japonicdl,5
Gb) et (B)Paris japonica(150 Gb). Cette derniere est connu pour étre doigme eucaryote possédant le plus
grand génome. Les deux images sont au méme grerssiss (Pelliceet al, 2010, Photos: Wikipédia)
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2.1.2 La méiose

2.1.2.1 Geénéralités

Au sein du régne eucaryote, la reproduction sexweéepe une place prédominante et voit la
création d’'un type cellulaire spécifique : les géasefemelles ou males créés par la réduction de
moitié du nombre de chromosomes durant la méiogpir@ 1). Cette autre division cellulaire
particuliere qui se met en place est alors uneeétggentielle du cycle de vie des organismes a
reproduction sexuée.

L’'apparition de la méiose a eu lieu tét dans I'éwioin des eucaryotesl]). Des analyses
moléculaires, génétiques et phylogénétiques résesrie montré que le mécanisme de base est
largement conservé parmi les différents regnes igant mais, néanmoins, des différences
significatives existent entre les espécks-{3). Au cours du début du T siécle, les plantes
étaient le fleuron des études méiotiques et ceisiquirs titres. Leurs grands genomeso(tiori
leurs grands chromosomes) les rendent trés in@reEssen cytogénétique (Figure 2)4,(15).
L'examen de la méiose implique aussi I'étude defedilité et des variations génétiques,
représentant de grands enjeux en agronomie. En effelus d’assurer la bonne ségrégation des
chromosomes, la recombinaison méiotique permet nasshge génétique de génération en
génération, étant a l'origine d’une diversité genét sur laquelle s’appuie la sélection variétale.
Enfin, les plantes convenaient tout particulieremamx analyses génétiques, en témoigne le
développement dans les années 1980 de plusielextomis de mutants méiotiques chez de
nombreux végétaux (mais, tomate, seigl®).(Cependant, I'élévation Arabidopsis thalianau
rang d’espéce modele a la fin des année 1990 agpaux scientifiques de combiner les approches
cytogénétiques, moléculaires et génétiques. Dermieént ce sont d’autres especes comme le riz,

le mais, le colza, I'orge et le blé qui rejoignéespece modele dans I'amélioration de notre
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Figure 3: Vue d'ensemble de la méiose. (A) La phase prémaecomprend la différenciation des méiocytes
et la phase S de la méiose. (B) Au leptoteéne Mes des chromosomes se forment et la recombinaganitiee.
(C) Au zygotene, la synapse se produit par la péhsation du complexe synaptonémal et la recombamai
progresse. (D) Au pachytene, la synapse est completa recombinaison progresse. (E) Au diplotéae,
complexe synaptonémal se défait. Les chromosomewlogues sont reliés par des crossovers. (F) Leidad
diakinése, il se produit une condensation chromagaeret les bivalents peuvent étre distinguésLé3)rophase

| se termine et I'enveloppe nucléaire se décompi3&n métaphase I, le fuseau aligne les bivalemnt$a plague
métaphasique. (1) A I'anaphase |, la libérationadeohésion des chromatides sceurs permet la nagrdts
chromosomes au niveau des deux podles. La cohésidneptromérique est néanmoins protégée. (J) A
l'interkinése, deux noyaux se forment et les chsonwes décondensent brievement. Cette étape eniglobe
télophase | et la prophase Il. Chez les monocotylésg, la cytokinése a lieu avant le début de lasedll; chez
les dicotylédones, la cytokinése ne se produitlaut@lophase II. (K) A la métaphase Il, deux fusese forment
qui alignent les chromosomes sur deux plaques masigues. (L) A I'anaphase Il, les chromatides sceer
séparent aprés la libération de la cohésion ceggrigore. (M) A la télophase I, quatre noyaux serfent. (N) A

la cytokinése, les spores haploides sont libé(Btercieret al, 2015)
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connaissance des mécanismes de la méiose, un suscemjeur dont une étape clé est la

recombinaison méiotique.

2.1.2.2 Mécanismes

A linstar de la mitose, la méiose est composédalex étapes de ségrégation chromosomique qui
suivent une unique étape de réplication de '’ADMiasi permet a partir d’'une cellule mére avec
chaque chromosome sous forme de paires de chromgsbomologues a deux chromatides
(Diploide, 2n, 4c), de créer quatre cellules fillegec dans chacune, chaque chromosome sous
forme d’'un chromosome a une chromatide (Haploide) iFigure 3). Ces deux divisions sont
nommées meéiose 1 et méiose 2. La méiose 1 esfigpéca la méiose et est une division dite
réductionnelle donnant deux cellules haploides deschromosomes a deux chromatides chacun.
La meiose 2 est une division dite équationnellendon quatre cellules haploides avec des
chromosomes a une chromatide chacun. Une sérieadations supplémentaires par rapport a la
mitose est a l'origine de ces deux séparationsnebsomiques. Chacune des deux divisions est
composée des quatre phases, les mémes que la .mitbsméiose 2 ressemble dans son
fonctionnement a une mitose classique d’'une celltterevanche la meéiose 1 est plus complexe.
En premier lieu nous pouvons citer la formationbdalents qui consiste en la liaison physique
entre deux chromosomes homologues chacun condgtdéux chromatides sceurs répliquées. Si
les trois derniéres phases consistent en la sépadds chromosomes homologues, la premiere
phase, la prophase 1, est le siege de l'apparieaentes chromosomes homologues. Cette
prophase particuliere est elle-méme divisée empeét: le leptoténe, le zygotene, le pachytene, le
diploténe et la diacinese (Figure 3). Au préalablgque chromatide entre en cohésion avec sa
sceur en vue de se condenser durant le leptotéesd@oe de structures distinctes apparentées a

des fils. Durant ce méme stade, les chromosomeslbgmes commencent a s’apparier en
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préparation du zygoténe, au cours duquel se foansgriapse. Ce processus voit la mise en place
d’'un complexe protéique le long des chromosomesohmgues afin de les relier a I'image d’'une
fermeture éclair, le complexe synaptonémal. Auesfaathyténe, la synapse est compléte, c’est-a-
dire que les deux homologues sont joints étroiteénsem toute leur longueur, le complexe
synaptonémal se désagrége alors et la chromatidécamdense. Ce n’est que lors du diplotene
gue les chromosomes se recondensent et que depligsiques appelés aussi chiasmas, se créent,
pour assurer I'égal répartition des chromosomadia e la méiose 1. Chez la plupart des espéces,
cette liaison particuliere dépend d’au moins unaége réciproque entre deux chromatides
homologues par bivalent appelé crossover (CO). ddi@les chromosomes homologues ségrégent
correctement et que des gametes viables se forfagiotmation d’au moins un CO par bivalent
est indispensable chez la plupart des especes.dles I'entrée dans la premiére phase de division
méiotique aussi appelée diacinése. Une série dedbemspécifiques a la méiose est mise en place
pour assurer la bonne séparation des chromatidess sansi que la bonne orientation du
kinétochore pour assurer une ségrégation équilibeéehromosomes a chaque étape de la méiose
(méiose 1 et 2). Enfin, alors que la mitose imposealternance stricte entre division et réplicgtio

ici les regles changent afin que les deux divisimégtiques se suivent strictement.
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Figure 4: Modéle de la formation de CO et de NCO par Skofans le modéle de Szostak, une cassure double-
brins (CDB) apparait sur un chromosome homologlejlet les deux extrémités en duplex de cette GR
traitées pour former des extrémités 3’ simple inUne extrémité de la CDB envahit 'autre chrsome
homologue (rouge) et met en place une structueelibop (ii). La synthese d'’ADN permet le prolongmnt de

la D-loop et permet I'hybridation du second c6tdad€DB. Une synthése supplémentaire d'ADN coméxde |
lacunes restantes et une double structure ditelelgobction de Holliday (dHJ) se forme (iii). Leivdge et
I'hybridation (ou « résolution ») de I'une ou l'eupaire de brins orientés de la méme facon daaguehdHJ

(« 1 » ou « 2 ») se produisent de maniere aléaans la figure, la dHJ de gauche a été résola lamentation

« 1 »; Larésolution de la dHJ de droite dansdiaation « 1 » produit alors un non-crossover (NQQ et dans
I'orientation « 2 » un crossover (CO) (v). (Crorared Smith, 2007)
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2.2 La recombinaison meiotique

2.2.1 Généralités

Un premier mécanisme de fonctionnement a été péopasJack W. Szostak en 1983 (Figure 4)
(17, 18). La recombinaison meiotique est initiée par lafation de cassures double-brins (CDB)
d'ADN. Ces cassures sont catalysées par la pro@i@l1, initiatrice de la recombinaison
méiotique 19). S’en suit une résection des extrémités 5’ dedblds brins d’ADN et I'invasion,
par le brin réséqué, de la matrice de réparatiompeut étre soit la chromatide sceur soit une des
deux chromatides homologues. Reste enfin I'étapeédaration a proprement dite ou le brin
réséqué envahit puis copie la matrice de réparagiaur former une structure appelée double
jonction de Holliday (dHj) T, 8). Cette structure est ensuite résolue de diffésefdcons et peut
donner lieu soit a des crossovers (CO, échangesétsgoes de grands fragments d'ADN entre
deux chromatides homologues) soit a des non-cressgMCO ; modification asymétrique d’'une
seule des chromatides homologues par copie d’uite pertion du chromosome homologue intact
utilisé comme matrice de réparation). Chez quadsineumes les especes, la distribution des
évenements de recombinaison n’est pas homogénen¢e des chromosomes quelle que soit
I'échelle étudiée. A une échelle plus fine, les&@@s NCO sont regroupés en regions de quelques
kilobases dont la position correspond le plus sotgela position des CDB. Il existe cependant
une grande différence entre le nombre de CO et@i@,én effet les NCO représentent en moyenne

95% des évenements de réparation des CIIB (

2.2.1.1 Les Crossovers ou CO
Deux types de zones peuvent étre identifiés le tbag chromosome en fonction de la répartition

des CO : les zones chaudes (ou recombinogenesuavecx de CO au-dessus de la moyenne et
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Figure 5: Nombre de crossovers (CO) par chromosome parseébez un grand nombre d’eucaryotes. Le
nombre de CO, déduit des cartes génétiques moyemrialefemelle, est tracé en fonction de la tailiggique de
chaque chromosome autosomique (Mb, échelle logaidgtne). (Mercieet al, 2015)
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des zones froides (ou non-recombinogenes) aveawnde CO en-dessous de la moyenne. On
peut également identifier les points chauds (petégions avec un tres fort taux de recombinaison)
et les points froids qui eux ne présentent aucanembinaison. Il y a rarement plus de trois CO
par bivalent, quelle que soit la taille physiqueatitomosome. La figure 21 montre que 76%
des chromosomes présentent au maximum trois C&l%tquatre. Par exemple, le chromosome
3B du blé tendre, considéré comme géant a I'écleBeespéces avec une taille physique d’environ
1 Gb, présente une moyenne de 3 CO par méioseli estgcomparable au nombre du plus long
chromosome drabidopsis(31 Mb) et du plus petit chromosome de levure (Wl3. Cette
apparente limite n’est pas due a un nombre rééuloB, car chez les espéces végétales, le nombre
estimé de CDB dépasse largement le nombre de G@deri0 a 50 fois). Cette limite est plutot
due a plusieurs mécanismes actifs empéchant estddB de devenir des CO. En outre,
linterférence (le phénomene qui fait que deux Qcessifs seront plus éloignés sur un
chromosome que ce a quoi on pourrait s'attendrgygib également contribuer a limiter le nombre
de CO @2, 23). L'interférence va permettre aussi de distinglearx classes de CO, ceux de classe
| et ceux de classe Il. Les CO de classe | voetggnsibles a I'interférence alors que ceux deselas

Il ne le seront pas. Cependant ce n’est pas la& $agbn de distinguer ces deux classes de CO,
deux voies bien distinctes avec des partenaire8aulaires propres a chacune vont étre a l'origine
de ces deux classes de CO. La faible variationatabne de CO par chromosome souléve la
question de savoir quelles forces évolutives limitee nombre. Louis & Borts24) ont émis
I'hnypothése qu'un grand nombre de CO par chromopounngait créer des contraintes topologiques
empéchant une ségrégation adéquate. Néanmoingnesrexceptions comms. pombeet les
abeilles domestiques mettent a mal cette affirmatin effet chez ces especes il y a un nombre et
une densité de CO élevés et pourtant elles prégame ségrégation chromosomique fidele. De

méme, des données récentes obtenuesAtladidopsisont montré que la méiose peut se dérouler
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normalement méme lorsque le nombre de CO augmetifiei@lement de trois foisZ5) ou de
neuf fois (R. Mercier, données non publiées). L4thpse mécanique étant donc peu probable, ces
résultats suggerent qu'il existe un niveau optim@l recombinaison proche d’'un CO par

chromosome nécessaire pour I'adaptation des espéces

2.2.1.2 Les Non-Crossovers ou NCO

Les CO ne représentant qu’'une trés faible proporties événements de réparation des CDB
(environ 5%), il existe donc en plus des deux vaiesormation des CO précédentes d’autres
mécanismes responsables de la réparation des QzByrdnde question encore sans vraie réponse
mais au coeur de toute étude de la méiose estémideles CDB non réparées en CO. Un devenir
évident est la réparation en NCO comme c’est aggement le cas chez la levure par exemple.
Les NCO sont malheureusement trés mal documen&zsles plantes, en partie dd au fait qu’ils
sont extrémement difficiles & détecter. De réceéatades ont porté sur la détection, le taux et la
caractérisation au niveau moléculaire des NCO @&rabidopsis soit grace au séquencage du
génome, de quelques évenements meiotiques ou nméraeseterisant quelques NCO sur quelques
locus par pollen typing ou visuellement grace aldggs marquées par fluorescence. Ces études
ont clairement confirmé I'existence de NCO dansplesites, mais ils ont été détectés a une
fréequence étonnamment faible par méiose. Sur étoides indépendantes a I'échelle du génome
(26-28), seulement 19 événements NCO ont été détectésldameioses indépendantes, soit une
moyenne de 1,7 NCO détectés par méiose. Les 12iéndnis de recombinaison détectés en
moyenne par méiose chArabidopsis(10 CO et 2 NCO) sont encore loin des 250 CDBresi
Cette grande différence peut s’expliquer de deuxiénas, non-exhaustives par ailleurs. Une
premiére explication serait qu’une grande propartdes CDB pourrait étre réparée en utilisant la

chromatide sceur comme matrice, comme observé aHexzure, les rendant ainsi indétectables.
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Chez des plantes Altabidopsis haploides, des études ont montré que les CDB peuve
effectivement étre réparées avec la chromatide soaame modéle, sans pour autant apporter de
précisions sur la fréquence a laquelle ce typéparation a lieu chez les plantes sauvages digloide
(29). Une deuxieme explication serait que la majat#é NCO serait en fait des évenements trés
courts (quelques paires de bases) et 'absencerieau suffisant de polymorphisme pourrait
faire que la plupart d’entre eux n’est pas détdetalba formation des NCO peut découler de
plusieurs mécanisme21) dont le plus important est celui du SDSA (SynikvEependent Strand
Annealing) durant lequel la D-loop est démantelétla formation de la dHj, comblant ainsi de
maniéere simple brin la CDB. S’en suit alors unetlsgae prenant pour matrice I’ADN simple brin
généré lors de linvasion et de la formation d®toop. Un deuxieme meécanisme implique la
dissolution de la dHj une fois celle-ci forméeasinthése ADN terminée. La dHj peut étre aussi
résolue en NCO et non en CO de classe Il. Il exdassi le mécanisme de jonction d’extrémités
non-homologues (ou Non-Homologous End Joining, NHfed va permettre aux deux extrémités
réséquées d'étre ressoudées par linterventionigdesds 80). Il existe certainement d'autres

mécanismes amenant a la formation de NCO, maigaucds ne sont pas connus.

2.2.2 Facteurs impactant la recombinaison

Les mécanismes qui régissent la localisation deB @ fait I'objet de récentes découvertes chez
la souris, 'lhomme et la levure, mettant en lumigitea fois des stratégies moléculaires conservées
entre les especes et des stratégies spécifiqubacue espece. De nombreux facteurs ont été
identifiés comme influencant la recombinaison mdiat : le ciblage de la machinerie de la
recombinaison lié a la séquence ADN, les marquagegtiques, l'interférence et les facteurs

environnementaux.
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Figure 6 : Role proposé de la protéine PRDM9. A gauche : dans les cellules contenant une copie fonctionnelle de
PRDMO (type sauvage), la machinerie (ciseaux) de formation de la cassure double-brins (CDB) est dirigée vers
les sites de CDB préférentiels ou sites de liaison de PRDMO. A droite : en I'absence de PRDMY, la machinerie de
formation de CDB fait des ruptures opportunistes aux marques H3K4me3 indépendantes de PRDMO telles que
celles des promoteurs. Il en résulte une réparation inefficace de la CDB et un arrét de la méiose. (Brick et al.,
2012)
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2.2.2.1 Une protéine : PRDM9

La souris et 'THomme utilisent les mémes stratégieeculaires en ce qui concerne la régulation
de la recombinaison. Initialement chez I'hommea &té montré que le motif CCTCCCT est
surreprésenté aux niveau des points chauds sitaiés le rétrotransposohHE1A/B qui est
spécifiqgue aux primate81-34). De plus, Myert al. en 2008 83) ont suggéeré que tout motif
générigue favorisant I'apparition de points chawgsrait fonctionner dans différent fonds
génétiques chez I'Homme. lls ont aussi révélédagurce d'un motif commun dégénéré de 13 pb
(CCNCCNTNNCCNC) reconnu par une protéine particali@RDM9 85), par le biais d'une
structure en doigts de zinc (Figure 6). Chez laisat 'homme, la protéine PRDM9 possede un
domaine SET qui favorise le dép6t de marque H3K4B6B Les sites de CDB affichent un
enrichissement dans cette marque mais la faconagdlietci est reconnue pour la formation des
CDB reste encore peu connue. Chez la levure le lex@BET1 va déposer le méme type de
marque au niveau des futurs sites de CDB et |laéim®tSPP1 (faisant partie du complexe
précédent) fait le lien entre cette marque et taplexe responsable de la formation des CDB. En
dépit de ces points communs, chez la levure les GiiBieu le plus souvent dans les promoteurs
de génes transcrits alors que chez la souris, PR&W#It plutdt tendance a éloigner les sites de
cassures des sites initiateurs de la transcrig@adn

Chez les plantes, aucun orthologue de la soust&aPRDM9 n'a été trouvé&®). Cependant, la
plupart des genes codant pour des méthylases isiglen de la marque H3K4me3 sont exprimés
dans les cellules méiotiqueg\thbidopsiset de riz 88) et cette marque est associée a des régions
recombinogenes che&rabidopsiset l'orge 89-41). Il pourrait méme s'agir d'un mécanisme
général de régulation chez les eucaryotes proveatetdncétre des eucaryot@d,(38). Chez les
plantes, plusieurs études ont révélé des motifstégpfortement associés a des points chauds de

recombinaison méiotiques. Des associations sigrtifies ont été trouvées entre les points chauds
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et les trongcons poly-A2(7, 39, 40), qui se localisent préférentiellement en amostgites de SST,

ce qui entraine une occupation réduite des nuahdesdacilitant I'accessibilité des sites pour le
mécanisme de recombinaisa@2{45). De maniére similaire, les motifs de séquengestées CCN

et CTT ont également été détectés comme étanti@ssodes points chauds de recombinaiadn (
39, 40). Ces motifs sont également situés a proximit€T®S et sont similaires au motif ciblé par
la protéine PRDM9 chez 'homme et la souris, ceppiit suggérer une reconnaissance similaire
par la machinerie de recombinaison. Les motifs 2QICCN et CTT dégénérés peuvent ainsi
contribuer a la structuration de la chromatine dasségions promotrices des plantes, avec des
conséquences sur la recombinaison méiotique. Capgnaucun motif spécifique tel que celui
ciblé par PRDM9 (CCNCCNTNNCCNC) chez I'hnomme esdarris n'a été trouvé jusqu'a présent
chez les plantes pour expliquer la présence detgpohmuds de recombinaison. De méme, de
récents travaux ont permis de mettre en lumieliereentre la chromatine, les caractéristiques de
I’ADN et la localisation de CDB. Par exemple, chezanais, la méthylation de I'ADN, les sites
d’insertion de transposomdu et la richesse de certaines régions en CO sorélési6).

L'analyse a petite échelle du schéma de recombimaisez le blé tendrditicum aestivuni.) a
longtemps été entravée par la taille, la complestité polyploidie de son génome (17 Gb; 80-85%
de séquences répétées; 2n = 6x = 42). Les premivees étaient basées sur des stocks
aneuploides (lignées de délétioh])(et ont révélé que la fréequence de la recombinais@éotique

est fortement biaisée vers les extrémités des asomes48-50). Toutefois, cela ne dépend pas
de la position distale car, lorsque les bras chemmiques sont inversés (télomeres placés aux
centromeres et vice-versa), les CO se trouvenbtmsijdans la méme région, quel que soit son
emplacementH1). Un seul point chaud a été signalé dans le preanatlu gendaHGAS3sur le
chromosome 3B5Q) et ce point chaud était associé a un NCO couviadit1098 pb. Récemment,

la séquence de référence du chromosome 3B et lgstprd'assemblages des 20 autres
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chromosomes ont été publi&s(54), offrant la possibilité de caractériser avec iéa les points

chauds de recombinaison a I'échelle du génomerentie

2.2.2.2 La Séquence ADN

De nombreuses études ont démontré que les CDE(ebgension les CO) n’était pas distribués
au hasard le long de la séquence et ainsi la foomalkes CDB peut aussi étre favorisée par
I'enrichissement des points chauds en adénine gtagii CTT contribuant a I'organisation de la
chromatine. Par exemple, les points chauds étatiggArabidopsispar typage de grain de pollen
(pollen typing) se sont retrouvés localisés darssrégions promotrices et terminatrices des genes.
Parallelement, sept des huit points chauds dédrés le mais sont proches de génes. Chez le blé
tendre {riticum aestivuni.) les CO sont majoritairement localisés proathes génesbQ, 55) et

au moins un point chaud a été localisé dans un @&heAinsi, et comme pour la levure (mais
contrairement a la souris), la recombinaison mguatichez les plantes co-localiserait avec des
régions régulatrices de genes. Chez la plante radd@bidopsis thalianades analyses dites
coalescentes ont permis de révéler la localisapic#férentielle des points chauds dans les
promoteurs et les terminateurs de gen8$8).(Ces régions présentent en générale des
caractéristiques particulieres favorisant la trapton (RNApol 1) comme la faible densité en
nucléosomes et les marques H3K4me3 et H2A.Z. Sowhez les plantes, a I'échelle du génome,
des régions avec des taux de recombinaison él®heditent avec des régions dont le taux est
nettement inférieur a la moyenne du génome. Chiexlae, Arabidopsis ’lhomme et le blé, plus

de 80% des évenements de recombinaison ont lieurdaims d’'un quart du génome. Ceci est dQ
en partie au fait que dans de nombreuses espégésalas les régions centromériques sont
dépourvues de C(b). Ce n'est pas toujours le cas, par exemple, &ikam fistulosumles

crossing-overs semblent se situer pres du centonwire a l'intérieur §7). De plus chez les
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especes a grand génome, cette distribution estéleiaiux parties distales des chromosomes (les
chiasmas étant distaux) mais d’autres espéces cdmmig, la tomate ou encorrabidopsis
présentent un taux de recombinaison variable lg tatnchromosome.

Chez la Mimule tacheté®&l{mulus guttatusetArabidopsis thaliangla fréquence de CO augmente
en approchant des sites d'initiation de la trapton (TSS) (et dans une moindre mesure en
approchant des sites de terminaison de la tranigeripT TS) chezArabidopsis(39)) et diminue
fortement une fois ces sites dépassés, mettaotr@are une polarité évidente. Chez le sorgho, une
corrélation similaire a été observée avec 97 a @8%CO dans les régions d'euchromat&@.

En étudiant la recombinaison du mas®{61) et du blé %2), des chercheurs ont découvert la
présence de petites régions présentant des tawecaombinaison élevés. Ces intervalles, allant de
380 a 11 600 pb, présentent un taux de recombimaignant de 22 a 132 cM/Mb, alors qu’en
moyenne sur les chromosomes, les taux sont dé&vZMlzpour le mais et 0,20 pour le blé. Comme
pour Arabidopsiset la Mimule, les CO sont plus fréquents dangégsons 5' des genes, ce qui
confirme qu’'a l'instar de la levurd®), de 'THomme et de la souri8§, 37), chez les plantes, les
points chauds sont plutot localisés dans les preanst Cependant, de nombreuses régions riches
en géenes montrent peu ou pas de recombinaisonlebgalantes §2), alors que des régions
enrichies en répétitions recombineBB), Ceci interroge sur un potentiel réle des ségegnc
répétées dans la distribution de recombinaisonbodance, la diversité et l'activité des
transposons varient grandement d'une espéce & legtuteux-ci ont développé diverses stratégies
pour se multiplier chez I'h6te, par exemple paeitisn préférentielle a proximité des genéd, (
65). Les éléments transposables (Transposable Elefirentontribuent a la forme et a la fonction
des chromosomes$®), mais des résultats contradictoires sont obsemwée qui concerne l'impact
du contenu en TE sur la recombinaison. Les séqeagpetées et le taux de recombinaison sont

positivement corrélés cheZaenorhabditis elegang3) et négativement dans le génome de
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Drosophilia melanogastgi67). Chez le blé tendre il existe une différence daromposition en
TE entre les intervalles recombinogénes ou nonmeamgenes §5). Ainsi, les motifs ADN
correspondant a certains TE sont associés a de taat de recombinaison, ce qui laisse a penser

gu’il existe un mécanisme ancestral de recombinatb@z les eucaryotes.

2.2.2.3 Les marques épigénétiques

Chez le riz, la tomate ou encoksrabidopsis les CDB sont localisées dans des régions
chromosomiques dans lesquelles sont fortement otées des histones H3 triméthylées au
niveau de la lysine 4 (H3K4me3). Chez le blé tendne étude montre que la recombinaison a lieu
plus frequemment dans des régions associées aag (gnomoteurs et terminateurs) et que celles-
ci sont enrichies en transposons5)( Ces transposons ont été identifiéss comme faisant
majoritairement partie de la famille des Marineleetotif TIR caractéristique de cette famille se
voit fortement associé aux evenements de reconsainaCe motif est similaire au motif reconnu
par la protéine PRDM9, responsable des CDB chem&amiféres, ce qui suggére que ces deux
mécanismes seraient apparentés.

Chez le mais, les sites d’insertion du transpdgarse concentrent dans les mémes régions ou a
lieu la recombinaison meéiotiquég), alors que des études a petite échelle au lbouszeont
révélé une réduction de la recombinaison dansélgi®ms qui contiennent des TE suggérant une
influence négative des rétrotransposons sur lambtwison en raison de la méthylation associée
a une condensation de la chromati6®-{1). ChezArabidopsis la méthylation de I'ADN peut
neutraliser les points chauds de recombinaisoowet pn réle essentiel dans la formation des
domaines de recombinaison méiotique le long desnobsomes?2). Une étude chez la souris a
récemment révélé que la méthylation de 'ADN peupécher les transposons d'adopter les

caractéristiques de la chromatine susceptibles agditér la recombinaison méiotique’3)

34



35



soulignant I'importance de la conformation de I'ABtNIu réle probable des marques épigénétiques

sur la recombinaison.

2.2.2.4 L'interférence

L’interférence est définie comme l'impossibilitéodserver un CO au voisinage d’'un autre CO sur
la méme paire de chromosome&d)( En effet, lorsque I'on regarde la répartitiors @20 le long

du génome et que I'on connait la classe a laqiisli@ppartiennent, on remarque que les CO de
classe | sont distribués systématiquement suffisaminioin les uns des autres le long du
chromosome pour que cela soit d0 simplement audhasague les CO de classe Il sont distribués
indépendamment les uns des aut2&. Seuls les CO de classe | sont soumis a l'inteniée. Chez

un mutant de la voie de formation des CO de clgdss CO restant sont donc ceux de classe Il
non soumis a linterférencl, 75-77). De facon intéressante, chez un mutant de la deie
formation des CO de classe I, l'interférence esggn@ntée {8). De plus, les CO soumis a
l'interférence et ceux ne I'étant pas cohabiterturedlement dans les planteg82). Chez la
tomate, en associant la détection de tous les C@igaoscopie électronique avec la localisation
des CO de classe | par microscopie optique (fodHW¥), il a été possible d'observer la distribution
le long du chromosome des deux classes de CO empkahtes en fond sauvag8)( Ces résultats
montrent que la proportion de CO non soumis a driiérence est plus élevée en région
péricentromérique que dans le reste du génomehyjmaethese pouvant expliquer cette répartition
serait que les CO de classe | sont répartis réguatient en commencant par les régions distales
pour les grands chromosomes (certains de ces Caapbaussi étre localisés au milieu du bras).
En cas de défaillance de la voie responsable ftgrtzation des CO de classe |, la voie des CO de
classe Il interviendrait alors pour terminer eneamge la résolution de dHj dites tardives

probablement plus fréquentes en région péricentiigoed
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2.2.2.5 Les facteurs environnementaux

D’autres phénomeénes viennent aussi altérer lailalision des CO comme 'augmentation de la
température ou encore l'utilisation d’engrais. CHemye, un léger changement de température
(+5-8°C) est suffisant pour modifier la progressimeéiotique 84) et la répartition des CO,
délocalisée au niveau des régions proximags £n 2017, Draeger and Moo&5{ ont démontré
gue l'exposition a de courtes période de haute éeatpre durant la méiose empéchait une
progression normale de la méiose et réduisaitrigone de grain chez le blé tendre. Les plantes ont
été exposeée a des températures allant de 30 apghbfdant des périodes de 20h durant les étapes
méiotiques et pré-méiotiques. Ainsi une périodsetesibilité a la chaleur a été identifiée allant de
l'interphase au leptotene. Plus récemment, il ané@étré qu’'une température élevée induit une
hyper-recombinaison méiotique ch&mbidopsis thalianat que les CO supplémentaires sont de
classe | mais ne sont pas dus a une augmentatiombre de CDB§7). Des études moins
récentes&8) montrent qu’'une multitude de stress environnementomme la sécheresse, le froid
ou encore l'exposition a des substances chimiqieseat le développement de I'appareil
reproducteur male et ainsi ont un impact sur leosgiPar exemple, le magnésium présent dans la
solution de Hoagland est responsable de l'augmentate la frequence de la recombinaison
méiotique chez des hybrides de blés sauvalyegilops variabili$ mutants pour le gerédP4-B2
(89).

En prenant en compte les différents mécanismeéstdutions des CDB et les différents facteurs
impactant la recombinaison méiotique a proprememtep on se rend compte que celle-ci
représente un processus tres complexe dont laemiptace et la régulation font intervenir un trés

grand nombre d’acteurs.
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des paires de molécules d'ADN double-brins indiqyee deux lignes paralléles trés proches lesdegautres.
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diagramme avec la formation d'une cassure doulg®DB) dans une seule chromatide de 'un des hagnes.
La résection des extrémités 3’ de la CDB favori$entasion d'une des deux chromatides de I'autrermosome
homologue, la formation d'une D-loop et le débutlaleynthese de I'ADN. Ces intermédiaires peuvéet é
déstabilisés et conduire a la réparation de la @IBNCO. lls peuvent étre aussi stabilisés par detetirs
favorisant la formation de doubles jonctions deliday et ainsi la formation de CO. Le clivage asyngée des
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homologues. (Hillergt al, 2017)
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2.3 Les acteurs de la recombinaison

La recombinaison méiotique fait appel a une voiciisée dans la formation et la réparation de
cassures double-brins (CDB) d'ADN. La réalisation tdutes ces étapes est régie par des
partenaires protéiques de mieux en mieux identdi¢dil des années. Le modele actuel de la
recombinaison meéiotique, et les genes impliquéseagentiellement au niveau de la formation et
la réparation des CDB. Plusieurs voies menent aldasformation des CO et des NCO (Figure 7)

(90).

2.3.1 Formation des cassures double-brins

Les cassures double-brins de ’ADN sont catalyk#regie la méiose par la trées conservée protéine
SPO11 (Figure 8). Sa fonction catalytique a été@deerte grace a la similitude de séquence qu’elle
posséde avec la sous-unité A d'une nouvelle cldssepoisomérase (topoisomérase VI) identifiée
dans les archées. Ces enzymes jouent sur la datédat’ADN en induisant des CDB tout en
forcant le passage d’un autre brin ’ADN a trave@ie cassure et assurant enfin la réparation de
la rupture (ligation). La topoisomérase VI forme létérotétramére A2B2, néanmoins aucune
sous-unité B ne semble impliquée dans la recondmnanéiotique. Face a la forte similitude avec
la sous-unité A, SPO11 formerait donc un dimére pooaatalyse des CDB lors de la méiose. Chez
la plupart des especes, SPO11 est codée par ugasebpollimais chez les plantes il existe
plusieurs homologues d&poll ChezArabidopsis thalianatrois homologues ont été identifiés,
AtSpoll-1, AtSpoll-2 et AtSpoll-3. Des études oomtré que les protéines AtSPO11-1 et
AtSPO11-2 sont toutes les deux nécessaires podalesation des CDB, potentiellement sous
forme d’hétérodimere. AtSPO11-3 quant a elle, aidéntifite comme ayant un rdle dans

I'endoréduplication somatique, ne jouant aucun dales la méios(-93) (M. Grelon, données
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Figure 8: Modéle proposé par Robetal.(2016) pour la formation des cassures double-twissde la méiose.
La formation de CDB méiotique est catalysée padinmere SPO11 (orange) dont la formation est susxdept
d'étre médiée par les protéines de type TOPOVI@dvet vert) méiotiques. La formation d'un complatable

de type TOPOVI impliqguant deux sous-unités SPO1ltleetx sous-unités méiotiques de type TOPOVIB est
nécessaire pour cliver 'ADN et déclencher unemdainaison homologue (HR).
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non publiées). Chez le riz, 5 homologues de lagmetSPO11 ont été décri®4( 95) mais seuls
OsSPO11-8t0OsSP0O11-296) sont impliquées dans la formation des CDB. Dadéx génétiques
classiques ont permis de découvrir cinq nouveawmegaécessaires a la formation des CDB
méiotiques chez les plantes (Prd1, Prd2, AtPrd8Raw1, AtDfo, Mpo et Crc1p{-101) (Figure

8). AtPrd3/OsPairl198, 100 et AtDfo (101) sont spécifiques a la plante. PRD1 montre des
similitudes avec MEI1, une protéine de souris égal@ requise pour l'initiation des CDB7.
PRD2 montre de légéres similitudes structurellescades protéines de levure responsables de
CDB, ScMei4 et SpRec2402. A l'instar de PRD2, les gén@#S1deZea may®t d’Arabidopsis
thaliana (102 montrent le méme type de similitudes structuseldéanmoins, le mutaphslne
présente aucun phénotype CDB-déficient, que cecbeit le mais ou chexrabidopsis(103.
Enfin, la protéine CRCL1 de riz, 'hnomologue defat@ine de levure PCH2, est impliquée dans la
formation des CDB99) et interagit notamment avec OsPAIR1/PRiD3vitro. Curieusement,
PCH2 n'est pas nécessaire pour la formation des €&@B la levure ou chekrabidopsis(104)

mais est nécessaire plus tard dans le dérouleradatrdcombinaison méiotique.

2.3.2 Traitement des cassures double-brins et choix dEladomologue

Dans une cellule diploide a la suite d’'une répigrattrois structures ADN intactes sont disponibles
pour la réparation des CDB : la chromatide sceulg®tdeux chromatides du chromosome
homologue. La chromatide sceur peut en effet éliséupour la réparation des CDB9Y) mais la
proportion dans laquelle elle est utilisé reste&tedminée. Le chromosome homologue est bien sar
utilisé comme matrice de réparation, la formatitaudmoins un CO par paire de chromosomes
homologues étant obligatoire en méiose. Au moinsamplexe de réparation des CDB est alors

dirigé vers le chromosome homologue, un phénomese réprimé durant la recombinaison
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Figure 9: La résection lors de la méiose. SPO11 crée desims double-brins, initiatrices de la recomborais
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bidirectionnelle s'ensuit par les exonucléases MREEXO1/BLM/DNA2. SPO11 se trouve alors libérée a
une courte séquence ADN. Ici, RAD51 et DMC1 sortrilés comme formant des filaments mixtes bienl qu'i
existe également des preuves que ces deux recambif@ment des filaments distincts. (Shiketal., 2018)
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somatique et que I'on connait sous le nom de ln#es-homologue (IH). Bien que la formation
d’'un CO soit obligatoire, dans 95% des cas la gdgar mene a un NCO. Les mécanismes qui sont
a l'origine de la reconnaissance et du choix deddrice pour la réparation des CDB sont encore
peu connus et ce sont ces mécanismes qui vontrdgezrle devenir de la CDB en NCO ou CO

(Figure 7).

2.3.2.1 L'étape de résection

Chez la levure et les mammiféres, la protéine SP@%le fixée de maniére covalente aux
extrémités 5’ des CDB. L'activité nucléolytique chmplexe MRX (MRE11/RAD50/XRS2, chez

la levure) et MRN (MRE11/RAD50/NBS1, chez les p&mpar exemple) avec COM1/SAE2,
libére de courts oligonucléotides liés a SPALB). Des analyses fonctionnelles des génes Mrell,
Rad50 et Com1 de plante ont montré une possibleeceation du rble des protéines encodées par
ces genes dans les premieres phases de priserge dea CDB (Figure 9106). Leurs mutants
respectifs montrent tous une trés forte fragmesaties chromosomes a I'anaphase |, SPO11-
dépendante pour les mutaAteom1(107) etAtmre11(108). Le mutantAtcomlprésente aussi une
accumulation de la protéine SPO11-1 et ne parpasta former des foyers RAD510(). La
résection induite par les complexes MRX ou MRN wesiagénérer des extrémités 3’-OH simple
brin plus longues qui sont ensuite fixées par detemes RPA, les protégeant de I'activité des
endonucléases. Chez les plantes, chaque membmblexe hétérotrimérique RPA (RPAL, 2 et
3, aussi nommeés sous-unités RPA de 70, 32 et 14rkB@ectivement)L09, 110 est codé par une
famille multigénique. Des données génétiques ethmiques obtenues chez le riz2@abidopsis
commencent tout juste a révéler au grand jourleedé chacun de ces composants et conduisent a
I'idée que plusieurs complexes RPA partiellemedbrelants coexistent{1-114), certains étant

requis pour la meiose. Ensuite, les recombinaseB®RAet DMC1 sont chargées sur ces simples
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Figure 10: L’invasion lors de la méiose. La recombinaisoriati@ue commence par une cassure double-brins
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brin. Cet ADN est probablement utilisé dans unédneeche d'homologie impliquant les homologues de REC
(protéine de recombinaison) DMC1 et RAD51. Une fqise I'homologue approprié est identifié, DMC1
commence un événement de recombinaison par craegneréalisant une invasion stable du chromosome
homologue en utilisant I'une des extrémités 3eér{@ and Hawley, 2005)
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brins pour former des nucléofilaments préts a &ifercune recherche d’homologie et la formation
d’hétéroduplex. Ce complexe va pouvoir ainsi env#ichromatide sceur ou le chromosome
homologue qui lui servira de matrice pour la répanade la CDB. Cependant plusieurs acteurs
peuvent réaliser cette réparation et le deveniladéDB sera conditionné par la nature de ces

acteurs.

2.3.2.2 L'étape d’invasion

En mitose, les CDB sont réparées en utilisant tarohtide sceur comme matrice. En revanche en
méiose, le chromosome homologue est aussi utitisé lp réparation de ces CDB (Figure 4). Le
choix de la matrice va tout d’abord dépendre deriaéine prenant en charge la recherche
d’homologie de séquence pour la réparation. Deoépres majeures ont été identifiées comme
étant responsables de l'invasion de la matriceégaration, les recombinases RAD51 et DMC1
(Figure 10) 13). La stcechiométrie de ces recombinases a l'intédie nucléofilament est encore
discutée, mais des preuves cytologiques récemnienwes cheArabidopsissuggérent qu’elles
ont tendance a se localiser aux deux extrémitésedliDB (Figure 10)1(15. RAD51 est impliquée
dans la réparation des CDB en mitose et en médms, que DMC1 est exclusivement actif durant
la méiose. Ainsi RAD51 serait responsable de lanampn des CDB sur la chromatide sceur. Au
cours d’'une méiose sauvage, la voie predominantépdeation de I’ADN semblerait se faire grace
au biais IH induit par la protéine DMC1. Dans lauee, comme cheZrabidopsis I'activité
catalytique de RAD51 n’est pas obligatoire pourfdemation des CO, indiquant que RAD51
fonctionne comme un facteur accessoire de DMC1 gquand formation des CALL6, 117). En
outre, RAD51 fonctionne comme une voie de secoous pEparer les CDB quand DMC1 échoue
(115 118). En lI'absence de DMC1, les CDB méiotiques sditagfement réparées via RAD51,

probablement grace a la chromatide sceur commecenalei réparation, conduisant a une absence
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compléte de synapse et de formation de bivalerdss enune réparation correcte de ’ADNLY,
120). Cependant, lorsque DMC1 est présent, il réptlastivité de réparation de RAD51{7),
comme chez la levure, ou un mécanisme de régulaggatif supprimant la fonction de RAD51
pendant la méiose est connu pour étre opératiqhél 122). RAD51 et DMC1 partagent 54%
d’identité en acides aminés chez 'homme et 45% dadevure {23). En revanche, un grand
nombre de protéines a été identifié comme nécesspour le recrutement, la stabilisation et/ou
I'activation de l'une ou l'autre. Ces protéineseasoires pourraient donc expliquer les roles
divergents de RAD51 et DMC1 au cours de la méiBae.exemple, ASY1, I'homologue chez les
plantes de la protéine HOP1 de levure, est uneipmtixiale qui stabilise DMC1 au cours de la
méiose dArabidopsismais pas RAD51 et permet une réparation correstéepbiais IH 124). De
méme, SDS, une protéine plante-spécifique de typkne D est nécessaire pour le recrutement
et/ou la stabilisation de DMCDB§). De facon similaire, la kinase ATR régule le tgement de
DMC1 sur les sites de CDR.15. La voie de réparation faisant intervenir la chadide sceur,
conduite par RAD51, nécessite probablement aussipdetéines accessoires, dont une serait
probablement I'hélicase MCM&Z5). Plusieurs autres protéines sont également stilsiespd'étre
des cofacteurs de recombinases au cours de laenéammmment BRCA2LR6, 127) et plusieurs
paralogues de RAD51 (XRCC3, RAD51B, RAD51C et RADRICependant, selon I'espece, la
nécessité de I'un ou l'autre de ces paraloguesAdbR pour la réparation des CDB de '’ADN
semble varier. Par exemple le paralogue RAD51D &Emle pas avoir de fonction chez
Arabidopsis thalianalors qu'il interviendrait dans la réparation @3B chez le riz.

Une fois I'étape d’invasion réalisée, une structspéciale prend forme, appelée double jonction
de Holliday (double Holliday junction, dHj). C’elst résolution de cette structure qui donnera lieu

soit a un CO soit a un NCO.
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Figure 11: Modele des mécanismes de recombinaison méiotigueecombinaison méiotique est initiée par la
formation d'un grand nombre de cassures double-B@DB) (a) qui sont traitées (b) pour donner degeenites

3’ simple brin. Cet ADN peut alors envahir la chetide sceur intacte (c) ou 'une des deux chromstide
homologues, formant une D-loop (d). Les intermédgiinter-hnomologues peuvent étre protégés par des
composants de la voie ZMM (e), générant des intdiam&s a double jonction de Holliday (dHJ) pouvatre
résolus en crossover de classe | (CO) (f). Altéveatent, les intermédiaires peuvent étre transferer@non-
crossovers (NCO) via differents mécanismes, y caygar hybridation et synthese sur I'autre brin $3 (g),

la dissolution de dHJ (h) et éventuellement d'autnécanismes (i). De plus, une voie indépendanteitiedes
ZMM produit des CO de classe Il (j). Le nombre mstide chaque intermédiaire dakrabidopsis thalianaest
indiqué. (Merciert al, 2015)
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2.3.2.3 Les voies de formation des CO
Au cours des quinze dernieres années, la découdettexistence de deux voies pour la formation
de CO de classe | ou I, suivant I'étape d'invastoee la plupart des eucaryotes a été une avancee

majeure (Figure 11).

2.3.2.3.1 CO de classe | : voie des ZMM
La premiére voie repose sur un groupe de protémgalement identifiées chez la levure et
appelées collectivement les ZMM (Zip1, Zip2, Zig§H4, Mer3, Msh4 et Msh5). Dans les mutants
ArabidopsisAtmsh4, Atmsh5, Atshofip2), AtheilO(I'homologue fonctionnel probable de Zip3),
etAtzip4 et dans des combinaisons de ceux-ci, le nomb@&Qdest fortement réduit mais non-nul
(environ 15% du nombre de CO détectés chez le galWw@hb-77, 128-130). Dans le mutant pour
le géne Ptd nous observons la méme baisse du nalel@®©. Ptd code pour ce qui semble étre
une protéine de type ZMM, spécifique a la plantg, fgrme un dimere avec SHOC1/ZIP2
ressemblant & celui formé entre XPF et ERCIZ1 131). Etrangement, a la différence des autres
mutants pour les autres genes ZMM, le mutant dititseAtmer3montre un niveau légérement
plus élevé de la fréequence résiduelle de &2500) (L32). Cependant, en combinant la mutation
Atmer3avec une autre mutatiamm la fréquence résiduelle des CO revient aux 15%eiés
dans les simples mutants et les combinaisons damntsuties génes ZMM2{, 77, 132). De
I'analyse de ces doubles mutants, il en ressourgupartie des CO résiduels chez le muddimier3
est dépendantes de AtMSH5. De la méme facon, @heiz,lle simple mutanDsmshb5a une
fréquence résiduelle de CO d'environ 1%3. Les mutants simpl€3szip4, Osmerdt Osheil0
ont des fréquences résiduelles de CO d’environ 2@26ui suggere que ces genes ont un impact
moindre dans cette voi@34-137). Néanmoins la preuve que ces mutants sont coempétt KO

n'est pas explicite. Lorsque plusieurs de ces rautatsont combinées, le niveau de CO diminue
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jusqu’a atteindre les 10% mais ne diminue pas daganl33 135-137). Il est donc clair que la
voie ZMM est la voie principale de formation des @fais elle n’est pas unique, puisqu’elle ne
représente que 85 a 90% des CO. Bien qu'ellesiaatqmas considérées comme des protéines
ZMM, deux autres protéines conservées, MLH1 et MLatjissent dans cette voie a la fin de la
recombinaison méiotique pour la résolution des (fFigure 11). Les mutantslhl et mlh3
d’Arabidopsisont donc un phénotype moins prononcé que les rrstamm avec une fréquence
de CO réduite a environ 50% par rapport au sauyagel38), les liaisons physiques (chiasma)
entre chromosomes homologues étant déja établgmer@ant les doubles mutanith3/zmmet
mlh1l/zmmme montrent pas de différence phénotypique pgroraaux mutants simplesnm(139)

(M. Grelon, données non publiées). Chez le mutahB/des10de I'orge, le nombre de CO est
aussi réduit mais n’est pas nt#(Q). Contrairement a MLH1, qui marque spécifiquemeatCO

de la voie ZMM en fin de prophas&4(l), les protéines MSH5, ZIP4, MER3 et HEI10 de pant
forment de nombreux foyers (plus de dix fois le boend'éventuels CO) au début de la prophase
(leptoténe-zygotene). Alors que les autres foci ZMigparaissent lors du pachytedeg 129,

133 135-137), HEI10 se concentre dans un nombre limité dedacicolocalisent avec MLH1 et
les chiasmas de la fin du pachyténe a la diacir{@ée 137). Ainsi, parmi de nombreux
intermédiaires de recombinaison précoce traités lgarZMM, seuls quelques-uns évoluent

progressivement en CO marqués par des foci tanifd0 et MLH1.

2.3.2.3.2 CO de classe Il : Voie indépendante des ZMM
Paradoxalement, on en sait beaucoup moins suctiegra moléculaires des voies de formation des
CO ne faisant pas intervenir les ZMM dans les glanMUS81 est le seul acteur qui ait été
caractérisé (Figure 11). Cette protéine possededamaine ERCC4 ayant une fonction

d’endonucléasel@?). Elle agit en complexe avec les protéines EMEEME2 pour former un
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complexe hétérodimérique ayant une fonction endéase spécifique de structures ADN ayant
une forme de fourche de réplication bloquée. Danggsolution des CO de classe I, ce complexe
va permettre de prendre en charge des jonction®lliday simples (Hj). L'intervention d’un autre
complexe avec MUS81, SLX1-SLX4, permettrait la hé8on des Hj en NCO. Le fait de muter le
géne MUSS8L1 réduit le nombre de CO d’environ 10%rppport au contexte sauvage et élimine
environ un tiers des CO restant dans un fond matam(77, 78, 129. Cela prouve que MUS81
est responsable d’'une partie des CO non induitdapaoie ZMM, mais il n'y a encore aucune
explication concernant I'origine des CO restant.pratéine MUS81 possede un domaine XPF
assez fréquent et d’autres protéines pourraiensi aprendre le relais. La protéine
RAD1/XPF1/MEI-9, qui est impliguée dans la formatile CO chez la drosophile et
Caenorhabditis elegand43 144) semble étre un bon candidat pour expliquer lioegdes CO
restant. Cependant, la protéine AtXPF1 ne semldeapair de fonction durant la méiose, que ce
soit dans un fond sauvage ou un fond mutant zaf6)( Deux autres candidats pour expliquer
I'origine des CO restant sont les nucléases GENAL&t1, impliquées dans la formation des CO
non induits par la voie ZMM chez la levuid§). Ces deux nucléases ont des homologues présents

dans les génomes des plante$g mais ceux-ci n’ont pas été caractérisés foncatiament.

2.3.2.4 Les voies de formation des NCO

Dans 95% des cas, suite a la résection et a l'ionakl chromosome homologue (et la formation
de la dHj), la réparation de la CDB donne lieu &N@O (Figure 11). Cela peut passer par la simple
ligation des brins d’ADN réséqués apres déstatibisale la D-loop (ou NHEJ, Non-Homologous
End-Joining), par la dissolution ou la résoluti@nla dHj et par l'intervention d’antirecombinases
avant la formation de la dHj entrainant la formata@un NCO par la voie dite SDSA (Synthesis-

Dependent Strand Annealing). Le mécanisme de NidiEdntervenir la protéine KU70/80 ayant
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une activité nucléase et étant capable de recuesr ligases 147). Chez Arabidopsis la
topoisomérase I (TOP3x) et la protéine associée AtBLAP75/AtRMI1 sont smitdeux
nécessaires pour parfaire la recombinaidat8 (149 et sont responsables de la dissolution de la
dHj. Dans les mutants pour les genes codant cesmetéines, les chromosomes homologues sont
connectés en métaphase | par des liaisons dépeddaBPO11. Ces liaisons sont par contre
indépendantes des protéines ZMM et l'anaphase ledeve siege d'une fragmentation
chromosomique, ce qui suggere que les intermédideaecombinaison nécessiteraient alors une
activité topoisomérase simple-brin pour que ceusaient résolus en NCQLR0). L’hélicase
RECQ4 (RECQ4A, RECQ4B) empéche la formation de @dadméme facon en dirigeant les
intermédiaires de recombinaison et en agissanfgilissolution des dHj. Dans le double mutant
recq4al/recq4bla fréquence de formation des CO de classe hange jusqu’a six fois par rapport
au sauvagelbl). Comme dit préecédemment dans le chapitre 2.2,28 protéine MUS81 peut
permettre la résolution des dHj en NCO grace apdeenaires particuliers comme le complexe
SLX1-SLX4 ou encore la protéine MMS452, 153). La voie de formation principale des NCO
est la voie dite SDSA faisant intervenir I'hélice8=ANCM et ses deux cofacteurs MHF1 et
MHF2 (25, 154, 155). Dans le simple muta#tfancmla fréequence de formation des CO augmente
trois fois par rapport au sauvage. Comme pour RECEBICO supplémentaires sont de classe I,
ce qui suggere que chez le sauvage, FANCM dirigeides intermédiaires de recombinaison vers
la voie des NCO (Figure 11). Une troisieme hélicaservenant dans le SDSA est RTEL. Cette
protéine qui limite les CO cheéz. elegansexiste chez les plantes mais n'a pas été cassaéh
existe certainement d’'autres voies de formation NE©O mais celles-ci sont encore trés peu
connues. Par exemple, la protéine FIDGETIN-Liké=IGL1) empéche également la formation
des CO de classe Il indépendamment de FANCM en@mapéla formation d’'un complexe inter-

homologue aberrant par la régulation d'interméelaitinvasion, dont la résolution par MUSS81 (et
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eventuellement d'autres facteurs) conduit a la &bion de CO supplémentairedbd) (Figure 11).
Enfin, XRCC2 et RAD51D, deux paralogues de RAD®EmMilent limiter également la formation

de CO, probablement en régulant I'étape d’invasetalysée par DMC1 et RAD51X7).

Ainsi, alors que réparation des CDB en au moin€0nlors de la méiose est une obligation afin
de permettre la formation de gamétes viables chgrupart des espéeces et notamment chez les
plantes, il apparait que ce processus est en ficodgte rare et contr6lé par une multitude de
mécanismes. De la compréhension de ces mécanisohésutaires découle la possibilité d’agir et

de contréler la recombinaison méiotique et le devass CDB.
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2.4 Modification et amélioration de la recombinaison

La recombinaison méiotique est maintenant recogooeme étant le facteur principal permettant
un brassage génétique pour I'apparition de nouvekenbinaison d’alléles et donc de nouvelles
variétés. En effet ce phénomene est depuis longtexploité lors des programmes de sélection
variétale, mais sous sa forme simple, ou naturetleJéatoire. Deux parents ayant des caracteres
intéressants sont croisés et leur descendanceéud#tetafin de trouver I'évenement résultant du
brassage génétique lors de la méiose présentantribinaison de trait la plus intéressante. Son
controle et sa manipulation deviennent alors siiqtées dans I'élaboration de nouvelles variétés,
regroupant des caracteres agronomiques intéresstagts ne peuvent étre réunis dans le méme
individu grace aux méthodes classiques de séledliepuis longtemps, plusieurs essais ont été

menés afin de pouvoir modifier la répartition efrisquence d’apparition des CO.

2.4.1 Aqgir sur la méthylation

Les mutants pour les genes Metl et Ddm1 montrept déficience dans le maintien de la
méthylation de 'ADN résultant en une hypométhylatidans le génome. Ces changements ont
pour conséquence une redistribution des CO dapsatéss distales des chromosomes. De maniere
surprenante, alors que I'absence de méthylaticshleechromatine plus accessible, cela ne conduit
pas a I'augmentation du nombre de CO. Le nombet det CO ne change pas, ce qui suggere que
la méthylation de I’ADN influence uniquement la aéition de CO 72, 156-158). L'identification

de génes par I'intermédiaire desquels il est ptessib modifier la fréquence et la distribution de
la recombinaison ouvre des perspectives intéressa@iependant, alors que I'on peut aujourd’hui
changer le patron de répartition de la recombimaiséiotique de maniére aléatoire, on ne peut

toujours pas la relocaliser précisément. On paumrs imaginer manipuler des facteurs
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potentiellement responsables du choix du site dieppn des CO. PRDM9 étant absent chez les
plantes, un candidat tout a fait désigné seraitsalm membre du complexe responsable des

cassures double-brins a l'origine des CO.

2.4.2 Bloquer la voie des NCO et réduire l'interférence

ChezArabidopsis thaliana90% des crossovers sont de type | (soumis &lifértence, voie des
ZMM) et 10% sont de type Il (non soumis a I'integice). Sur environ 250 cassures double-brins,
seulement 10 seront résolues en crossover. Lesestesoit résolu grace a la chromatide soeur, soit
en NCO. La voie des NCO est régie par plusieurefaacomme FANCM, TOP3a, FIGL1 ou la
famille des RECQ4 (RECQA4A et RECQ4B). Cette demest a I'origine de la déstabilisation de
la boucle D (ou d-loop, a 'origine de la dHJ). Bdas mutants pour ces génes, des CO de classe
Il dépendant de MUSB81 sont distribués dans lesgsatitstalesd5s, 155 159), alors que les CO de
classe | semblent ne pas étre affectés. Parallatemee multiplication du nombre de copies du
géene HEI10 favorise la formation de CO de clasg&5). L'association des deux (HEI10
multicopies et RECQ4 (A et B) mutés) dans un croesat biparental augmente la recombinaison
(et les CO) d'un facteur 5. La distribution de fgwentation du nombre de crossovers n’est pas
hétérogene et a lieu essentiellement aux téloméess.centroméres sont tres peu affectés et
certaines régions présentent une augmentationisupeg 5 fois. Malgré ceci, le nombre de CDB
reste inchangé malgré I'augmentation du nombre @el® phénotype des plantes se traduit par
une légere diminution de la viabilité du pollen%)pet une baisse significative du nhombre de
graines par silique (-30%). Il a été montré pdeaik que les CO nouvellement formés ne sont pas

forcément localisés la ou les CDB sont les plugUfedtes.
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Trois autres protéines ont été identifiées commaetéesponsables de la répartition des CO : PCH2,
remodelant les axes chromosomiques et retirant A&80), AXR1, une enzyme du complexe de
neddylation {61) et PSS1, une protéine similaire & une kinésmpliquée dans la machinerie de
mobilité des chromosome4g2). De fagon tout a fait intéressante, les mutaois ges géenes
montrent une répartition des CO modifiée associgeedsynapse défectueuse. Seul le myteim?
accuse une diminution du nombre de CO alors que leiseautres il reste inchangé. Les CDB se
forment sans encombre mais l'interférence estédtélans quelques régions des chromosomes.
Alors que les mécanismes sous-jacents restent emEar connus, le fait que la synapse soit
impactée chez tous ces mutants, suggére I'impatdhme synapse compléte pour la régulation
de la maturation des intermédiaires de recombinagspnCO. Une perte de cette régulation aurait

pour conséguence une mauvaise localisation deseCilasise |.

Les difféerentes avancées dans I'amélioration derdeombinaison meéiotique permettent
augmentation importante de celle-ci mais centréergiellement sur des régions qui recombinent
déja. Il devient alors nécessaire de découvrir davelles stratégies pour délocaliser la

recombinaison.

2.4.3 Le ciblage de la recombinaison

Les multiples découvertes sur le processus meéwtigus de ces derniéres années ont vu
I'apparition de nombreuses techniques dans le dwragipliqué 125. Malgré une augmentation
constante des connaissances concernant les méeanisioléculaires derriére le processus
méiotique, notamment chez les végétauy, il restererde nombreuses questions en suspens. Celle

soulevant le plus d’interrogations concerne lalisaion des CDB qui seront réparées en CO.
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Figure 12: Schémas des quatre classes de nucléases a ggpéaifique. (A) La méganucléase, I-Scel, est liée
a son ADN cible. Le domaine catalytique, qui déiaerégalement la spécificité de la séquence d'Aést,
indiqué en rouge. (B) Un dimere de protéines egtdale zinc (ZFN) est illustré lié a 'ADN. Les lgb ZFN
sont liées par deux domaines de liaison a 'ADN@gts de zinc (bleu foncé) séparés par une sequiné a 7

pb dans laquelle la coupure Fokl se produit. Chatpigt de zinc reconnait généralement 3 pb. (Cyldrere
TALEN lié a I'ADN est représenté. Les domainesidisdn a I'ADN sont en bleu foncé. Les deux siibtes
TALEN sont généralement séparés par une séquend® de20 pb. Comme les ZFN, les motifs répétés de
I'effecteur TAL sont fusionnés avec Fokl. Chaquetife |'effecteur TAL reconnait une base. (D) bsteme
CRISPR / Cas9 reconnait I'ADN par l'associatiobaiges entre les séquences d'ADN sur le site dible ARN
guide (ARNg). Cas9 possede deux domaines nuclégseéentés par les fleche rouges) qui coupentiohat
brin de 'ADN double-brins. (Voytast al,, 2014)
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2.4.3.1 Les domaines de liaison a ’ADN

Les domaines de liaison a '’ADN ont été depuis tengps utilisés en biologie synthétique pour
modifier ou altérer I'expression d’un géne par egkn{l63). La spécificité du domaine de liaison
a I’ADN est alors cruciale pour un ciblage de psémni. Il existe différents systemes permettant de
cibler certaines régions du génome : les mégansesdedes protéines en doigts de zinc (ZF), les
TALEs, et le systtme CRISPR/CAS9 (Clustered Rebularterspersed Short Palindromic

Repeats/CRISPR associated protein 9) (Figurel62) (

2.4.3.1.1 Méganucléases
Le ciblage de I'ADN, peut étre réalisé en utilisalgs nucléases a séquence spécifique (ou
sequence-specific nucleases, SSN). Ce sont demeszapables de reconnaitre précisément une
séquence unique d’ADN. Les méganucléases sonindgmes naturelles qui se lient a de grandes
séquence d'ADN (de 12 a 40 plp§ 166) et qui peuvent étre concgues artificiellement pour
reconnaitre de nouveaux sites. Cependant, il é8tildi d'obtenir des changements dans la
spécificité du site cible et cela conduit souvenina réduction de l'activité catalytique, ce qui a
empéché leur généralisatioh6@). Le premier exemple d'utilisation des méganuaéas été
réalisé sur des cellules humaines pour le ciblagendtations 167). Chez les plantes, cette
technologie a été efficacement utilisée chez lercgour I'insertion dirigée de transgénésg)
ainsi que dandlicotiana alatapour la réalisation de courtes délétioh69). Récemment, cette
technologie a été utilisée pour la réalisationé@étibns ciblées chez le blé tendt&@. Cependant
la customisation d’'une méganucléase reste extrémtecositeuse et doit étre réalisée a chaque

changement de cible.
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Figure 13 : Les TALEN. Les TALEN (transcription activator-like effector nuclease) sont un outil moderne de
génie génétique permettant d‘effectuer des coupes précises de brins d'ADN a pratiquement n'importe quelle
position du génome. Ces enzymes construites artificiellement consistent en un domaine de liaison a 'ADN
oligopeptidique a forte variabilité de séquence (TAL), modélisé ici sous la forme d’une succession de briques de
couleur, et un domaine de restriction Fokl qui coupe la séquence encadrant un site de liaison (A). FoklI agissant
en dimere, les TALEN sont souvent utilisés par deux. Ils permettent d’éditer avec précision des séquences in situ
et d’introduire tout type de mutations ponctuelles, de délétions, d’additions. (B) Le domaine TAL est constitué
d’une succession de répétions (ici 24), chacune composé de 34 acides aminés identiques entre toutes les

L el eme eme . .. , . .
répétitions saufle 127 et 13~ qui eux vont former des combinaisons spécifiques de chacun des quatre acides
nucléiques. (https://cebiotech.com/articles/A-talen-t-for-treating-leukaemia,380)
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2.4.3.1.2 Protéines en doigts de zinc (ZF)
Historiquement, des systémes comme les motifs{tinchelix, leucine zipper ou zinc finger (ZF)
ont aussi été utiliséslTl). Ce dernier a d’ailleurs été le plus utilisé pdactivation ou la
répression de la transcription, étant donné lgfait reconnait des cibles de tailles variablestt€
protéine agit en monomere grace a deux bras compuEs8 a 6 (et méme jusqu’a neuf) doigts
C2H2 (72 ciblant une séquence allant de 9 a 18pb. Cefdienn excellent outil pour cibler des
sites uniques dans des génomes complexes. Cempsobd@it été utilisées chez les plantes pour des
délétions chromosomiques cibléek’§ 174), des délétions de transgendsg 176) et des
intégration d’ADN ciblées 177, 178. Récemment, cette technologie a été utilisée pditer
efficacement les 3 copies homéologues du gene f&metohydroxyacide synthase) chez le blé
tendre 179. Cependant pour trouver la protéine spécifiquesitkl que I'on étudie, un criblage

minutieux et fastidieux des banques de protéineddiFétre realisél80).

2.4.3.1.3 TALE

Les TALE (Transcription Activator-Like Effectorsi§3 181) ont une affinité supérieure mais
aussi une plus grande flexibilité. Cette protéinét@& découverte chez la bactérie pathogene
Xanthomonagt contient un domaine de translocation en paosilg¢erminal, un domaine central
de liaison a I'ADN et un domaine d'activation ete@ninal (82 183) (Figure 13). Les premiers
domaines identifiés de liaison a 'ADN des TALEfisent aux promoteurs des genes cibles sur
des sites spécifiques, appelés boites UPT (UPé&égular les TALE). Un autre type de domaine
de liaison a I'ADN des TALE existe et est composd @b a 33,5 (la plupart du temps entre 15,5 et
19,5) répétions quasi identiques d’'une longuewB@a 42 (typiquement 34) acides amink4y.

La spécificité de chaque répétition provient d’'ypere d’acide aminés (ou repeat-variable
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Cas9 enzyme -

Guide RNA .__

Target DNA

Figure 14: Le systeme CRISPR/Cas9. Ce systeme est condétudeux éléments, une endonucléase (Cas9) qui
est capable de réaliser des cassures double-@iHALN grace a deux sites catalytiques, et un guMRN
comportant une partie complémentaire de la cibksgmte sur le brin d’ADN que I'on souhaite couper.

(https://labiotech.eu/features/crispr-cas9-reviemeagediting-tool/)
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diresidue, RVD) aux positions 12 et 13 (Figure 18t les quatre combinaisons les plus courantes
sont NI, NG, HD et NN, se liant spécifiquement auxléotides A, T, C et G, respectivemet@d
185-187). Il est alors possible de prédire ces domaindmd®n a 'ADN, chaque répétition étant
indépendante des autrd8§, 186). En organisant a facon les répétitions liant IM\dN peut ainsi
créer de nouvelles protéines synthétiques TALEnmdpnt parfaitement a des besoins spécifiques
de ciblage de 'ADN (Figure 13). Liat al en2014 (88 ont ainsi appliqué ce systéme pour le
ciblage et I'activation d’'un gene rapporteur visibAtPAP1, ce qui a entrainé une production
élevée d'anthocyanes. L'activation de I'expresd®m®tPAPL par des TALE synthétiques a pu
modifier la couleur des feuilles de tabac transgésj passant du vert au violet foncé. Une autre
étude chez le blé cette fois-ci, a montré la pd#gibde muter simultanément trois copies
homéologues d’'un géne de sensibilité a I'oidiunmfémnt ainsi une résistance héritable, grace a
des CDB induites par une endonucléase dirigée cggdrois genes par des TALEZQ). Cette
étude prouve ainsi I'effectivité et I'efficacité i@ ALE chez le blé tendre.

Malgré cette grande flexibilité, la production &da de séquence plasmidique codant pour une
protéine TALE reste onéreuse (entre 1000 et 20@@squar proteéine). D’autres études ont aussi
montré que le domaine de liaison a I'ADN des praéi TAL est sensible a la méthylation de

cytosines, réduisant fortement, voire supprimaaitfinité de la protéine a ’ADN190 191).

2.4.3.1.4 Les CRISPR
Le systéme CRISPR CAS9 cible la séquence voulweegrain ARN guide qui va se lier avec une
cible ADN de maniére spécifique (Figure 1492 193). La protéine CAS9 va ensduite cliver ce
complexe ARN/ADN. Le ciblage de I'ADN grace a uneite sequence ARN évite ainsi de devoir

concevoir une nucléase séquence spécifigueovaa chaque fois que I'on change de cible, ce qui
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Figure 15 : Stimulation dirigée de la recombinaison méiotique chez la levure. (A) La protéine SPO11 de levure
est fusionnée au domaine de liaison a I’ADN. (B) Formation de cassures double-brins au locus GAL2. L’ADN a
été digéré avec les enzymes Xbal et Ncol et hybridé avec une sonde dessinée dans le locus GAL2. (Pecifia et al.,
2012)
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en fait rapidement un systeme de ciblage de chowiadre colt. Ce systeme a commencé a étre
utilisé chez les plantes en 201®4). Nekrasowet alen 2013 195 ont déemontré I'utilisation du
systeme CRISPR/CAS9 pour de la mutagénése dirigée Nicotiana benthamianaDans la
foulée, la technologie a été montrée comme effipace la mutagénese dirigée chez le riz et le blé
tendre 193). La plupart des premiers essais faits sur lestggase focalisait essentiellement sur
I'utilisation de ce systéme en expression trangten protoplastes &t planta Quelques-uns ont
donné des plantes portant des mutations au loblés(@B9, 194, 196). Au fil des années, d’autres
utilisations de ce systéme pour I'édition du génaluélé et d’autres plantes de grandes cultures
par mutagenése dirigé#89, 197, 198). Parallelement, avec la démocratisation de iaailon de

ce systeme chez les plantes, la protéine CAS9wlestodifiée et optimisée afin de répondre aux
besoins des chercheurs et depuis de nombreusegegprde I'utilisation efficace du systeme
CRISPR/CAS9 pour I'édition du génome du blé et tteal plantes de grandes cultures ont été

publiées 197, 199).

2.4.3.2 SpiX, une technologie de ciblage de la recombimaiso

Pecifiaet al. en 2002 200 ont publié des résultats mettant en avant lauéition ciblée de la
recombinaison méiotique chez la levure. Dans étttée, les auteurs ont dirigé la protéine SPO11
dans une zone normalement dépourvue de CO enidafnast avec le domaine de liaison a 'ADN
GAL4-BD, la partie de liaison a 'ADN de la protéirde levure GAL4 fixant une séquence
consensus de 17 pb (CGGNCG) appeléee UA&.L (upstream activator sequenc2dy) (Figure

15). En exprimant cette construction pendant lsosgiles auteurs ont pu ainsi déterminer que la
fusion GAL4BD-Spol1l stimule effectivement la formoatde CDB dans la zone ciblée et que les

CDB sont associées a de la recombinaison a cotgiteedUASaL et d’autres sites fixant GAL4,
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méme dans des régions connues pour étre froidegrésentant habituellement pas de CDB et
donc pas de recombinaison). Une souche déficientelp géne SpolEpolN) dans laquelle est
insére la fusion GAL4BD-Spoll montre une expresdecette construction en meiose et celle-
ci rétablie la viabilité des spores. Ceci impliquee cette fusion protéique va pouvoir induire la
formation de CDB. Les auteurs ont ainsi montré gee CDB sont induites au niveau de sites
présentant naturellement des CDB dans la souclhvagauce qui explique la complémentation du
mutant), mais aussi aux cibles du domaine de lagsdADN, GAL4BD et dans des régions
naturellement froides comme le locus Gal2 (jus@@dois) (Figure 15). Cette stimulation est aussi
détectée dans trois autres locus (Gall, 7 et I®)aralysant des mutants pour d’autres genes
méiotiques complémentés avec la fusion GAL4BD-SRQlLont pu voir que ceux-Ci ne
présentaient aucune CDB, indiquant que cette fusish dépendante d'autres partenaires
nécessaires a la formation des CDB, les mémeseajueicteragissant avec SPO11. Enfin, ils ont
pu démontrer que les évenements de conversiongg@igient 10 fois plus important dans la
souche contenant la fusion GAL4BD-SPO11. Les CDBianduites par cette protéine de fusion
se comportent comme des CDB induites naturellep@nSPO11 et sont prises en charge par les
protéines responsables de l'invasion et réparéasati@ment selon les différentes voies de
formation des CO ou des NCO. Ces résultats fowenisane des premieres preuves que la
fréequence de recombinaison homologue durant lasaéeut étre augmentée a un site précis par
simple modification de la protéine SPO11. Le fait¥associer un domaine de liaison a I’'ADN a
SPOL11, fournit un outil polyvalent, adaptable etaut simple a utiliser étant donné qu'il fait
intervenir les mécanismes naturels de formatiodeetéparation des CDB par la recombinaison
homologue, produisant ainsi une descendance vi@bige sa simplicité, il devient évident que la
possibilité de pouvoir aller cibler la recombinaisméiotique nous rapproche sensiblement de la

possibilité de rompre les liaisons négatives deseenes.
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Figure 16 : la technologie SpiX développée chez la levure et exploitée par la société Meiogenix. La protéine
SPO11 est fusionnée au domaine de liaison a I’ADN GAL4BD. (www.meiogenix.com)
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Les résultats de cette étude ont planté le geromeediouvelle biotechnologie, SpiX, exploitée par
la sociéeté Meiogenix (Figure 16, http://www.meiogecom/). A linstar de cette étude, les

nombreuses technologies développées pour la maiiifiicde la recombinaison I'ont été dans des
organismes sans grand intérét commercial (agri@ylimdustrie chimique, etc.). C’est ainsi que la
société Meiogenix a décidé de mettre en place ogramme permettant I'adaptation de la
technologie SpiX sur des espéces de grande cudtseoir, le riz, le mais et le blé. Cette appeoch

est prometteuse mais elle nécessite une bonne iseanee de l'acteur principal, la protéine

SPO11.
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LUCA

TOPBA/B
LAECA
Archaea Eukarya Bacteria
TOPGA/B 2x Duplication (to SPO11-1and -2)

Rhizaria, Haptophyta

and Cryptophyta
SPO11-3/TOPGEB,5P0O11-1
Loss of 5PO11-2

Stramenopiles, red algae
and green algae

SPO11-3/TOPGB, SPO11-2
Loss of SPO11-1

Land plants Animals and fungi
SPD11-3/TOPGR SPO11-1
5P011-1and -2 Loss of 5P011-2, -3 and TOPG&6B

Figure 17 : Schéma d'évolution de SPO11: deux duplicationdifdrents événements de perte. L'évolution
proposée des trois genes SPO11 que l'on trouvardihjai chez les plantes terrestres est schéma#itis que
les bactéries ne possedent pas de topoisoménaB&GA a développé une topoisomérase de type 6ld@aus-
unité TOPG6A est orthologue de SPO11-3 chez lesrgoies. Deux événements de duplication du gene $301
se sont produits apres la séparation eucarya (aryates)/archées, ce qui a entrainé la créatmgeles SPO11-

1 et SPO11-2. Dans différents phylums, des événesntenperte de SPO11-1 ou -2 se sont produits.itensu
aprées la séparation des regnes animal et fondiegigenes SPO11-2 et -3 ainsi que TOP6B ont d{pétrhus,
ce qui entraine la présence du seul gene SPOllcagandeux regnes. Abréviations: LUCA, dernier amcét
commun universel (last universal common ancestokECA, dernier ancétre commun archaeal-eucaryal (last
archaeal-eucaryal common ancestor). (Sprink antukigyr2014)
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2.5 SPO11, un acteur majeur de la technologie SpiX

2.5.1 Phylogénie

SPO11 est une endonucléase montrant une forte bgieokvec la sous-unité A de la
Topoisomérase VI d’archée (TOPVIA). C'est un destdars clés induisant la formation des
cassures double-brins (CDB) a I'origine de la rebm@ison homologue dans un trés grand nombre
d’organismes, de 'homme Arabidopsis thalianaSon nom provient du mutant de sporulation
chez la levure, isolé en 1969 et présentant unmaliw de la méiose (spores non viabl@2.
Dans ces mutants nuls, nomnggl1 (délétion du géne), aucune CDB n’est détecB&3)(
entrainant une absence de recombinaison. Cetten@bsmuse une ségrégation aléatoire des
chromosomes lors de la méiose | et un contenu alsomique anormal dans la majorité des
spores. Chez les animaux et les champignons, Ungéaa Spoll est suffisant pour assurer la
formation de CDB lors de la méiose. En revanchégetles plantes terrestres jusque-la séquencées
présentent au moins 3 genes Spoll : Spoll-1 ei éhtun rdle durant la méiose et Spol1-3 qui
est impliqué dans le cycle cellulaire somatiqueOSPR1 et SPO11-2 sont essentiels pour la
formation de CDB lors de la méios20d, 205). Paradoxalement, SPO11-3, qui montre de loin la
meilleure homologie de séquence avec la protein@VIA des archées, est fonctionnelle et
interagit avec TOPVIB chez les plantes. Le scérlarfus probable serait que Spoll-1 et Spoll-
2 dérivent d’une duplication de Spol11-3 qui augailieu trés tot avant la séparation des animaux
et des plantes et que les copies des génes Spetl3Zauraient été perdues chez les animaux et

les champignons mais conservées chez les plangsd€R.7) 01, 206, 207).
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Spoll-~2(109) QILIQEXRVIQRELFYKLL Spoll~2(155) RYSLCIMASSRG-LVAGRLFL
DmSpoll (66) RLQVRGGSFIVRGLYY~-~~- DaSpoll (108) PLSLGILAASKG-LVAGOLRL
HsSpoll (123) KLVQSNTYATKRDIYY---~ HsSpoll (165) RRSLEILSTSKG-LIAGNLRY
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MiTop6A(88) QLLETDDFSTLREAYYVSK MiTop6A(134) REHLGFIPEEDGSSVVGPLXI

Motif | Motif 11
223
207 218 22/ 22 254

1 1 /

Spoll-1(206) NRC--IVITGRGYPDVSTRRFLRLL Spoll-1(247) FEILATYRFGSMOM
Spoll=2(234) IPC~~VFITAKGYPDIATRFFLHRM Spoll-2(276) LAILCTFKFGSIGM
DaSpoll (184) FERRFILITGEGYPDCCTRRIVHRL DmaSpoll (227) VEIMLVYRHGSKSM
HsSpoll (241) LSP-CIMITGEKGVPDLNTRLLVKKL HsSpoll (283) IEIMCIYKYGSMSM
ScSpoll (250) TNT--MLITGKGFPDFLTRLFLKKL ScSpoll (294) ISIALNYTHSNERN

SpSpoll (196) ===== IIVTAKGFPDLMIRKFLVKL SpSpoll (235) LCIYSCFKYGSNAY
MITOP6A (214) HNC-~ILVSLKGVPARATRRFIKRL MITop6A (256) LNIYRTLKVGSGKA
Motif IV Motif V

Figure 18 : Principaux sites catalytiques et de liaison a I’ADN de la protéine SPO11-1. (A) Un mode¢le 3D de
SPO11-1 obtenu par modélisation par homologie. Ce modele SPO11-1 comprend les résidus d’acides aminés 71
a363. Les résidus Gly215, Arg222, Arg223 et Arg226 qui se sont avérés fonctionnels pour la liaison a ' ADN sont
représentés en bleu clair. Les résidus Tyr103, Arg130, Arg207 et Arg254 qui ne sont pas impliqués dans la liaison
a I'ADN sont indiqués en blanc. Le résidus Tyr103 est impliqué dans la catalyse des cassures double-brins. (B)
Alignements des régions conservées entre différentes especes. Les protéines SPO11-1 (numéro d’accession :
AJ251989) et SPO11-2 (numéro d’accession : AJ251990) d'drabidopsis thaliana, DmSpoll de Drosophila
melanogaster (mei-W68; numéro d'acquisition: AAC61735), HsSpoll d’Homo sapiens (numéro d'acquisition :
AADS52562), ScSpoll de Saccharomyces cerevisiae, SpSpoll de Schizosaccharomyces pombe (recl2; numéro
d'accession: CAB11511) et MjTop6A de Methanococcus jannaschii (numéro d'accession: AAB98358). Les acides
aminés conservés chez au moins six des sept homologues sont ombrés en gris.
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2.5.2 Organisation fonctionnelle et partenaires

Etrangement, Spol1l-1 et Spoll-2 sont hautement@es chez les plantes mais ne sont pas
retrouveées sous la méme forme chez les protisties @lgues vertes qui elles, auraient conserve
les copies des génes Spoll-3 et On observe par ailleurs une conservation aralestiu
contenu et de la localisation des introns danSRQ11 d’animaux, de champignon et allant méme
jusqu’a 100% chez les plante®0@). L'orthologue de SPO11-1 Atabidopsis thalianaa une
identité protéique allant de 95,5% avec celdirdbidopsis lyrataa 45,4% pouPhyscomitrella
patens Il en est de méme pour SPO11-2. Dans les deuxleasnonocotylédones montrent
approximativement 10% d’identité protéique en maas rapport dArabidopsis thalianaen
comparaison avec les dicotyledones, témoignantda &ncienne séparation entre ces deux
branches. La structure conservée de Spoll-1 chendetes terrestres est formée de 15 exons et
14 introns. Spol1-2 est quant a lui formé de 1hsxat 10 introns.

Chez les plantes, SPO11-1 et SPO11-2 agissenttérodignere pour la formation des CDB par
l'intermédiaire de divers sites de liaison a 'ARNd interactions protéine/protéein20p). La CDB
serait catalysée par un résidu tyrosine présert cbe deux protéine2@8 (Figure 18). Chez le
blé tendre nous retrouvons a la fois les troisginets SPO11 (SPO11-1, 2 et 3) ainsi que la protéine
MTOPVIB, ce qui suggere que le modéle ancestrat [@oiormation de CDB (SPO11-1 + SPO11-

2 + MTOPVIB) serait aussi conserve chez cette esgémtervention de cette autre protéine sous
la forme d’'un homodimére, MTOPVIB, ayant de forsawmilitudes de structure 3D (mais non en
composition en acides aminés) avec la protéineckiéas TOPOVIB, permet la formation d’'un
hétérotétramere qui serait responsable de la fwmdes CDB chez les planteX0@, 210 mais

aussi chez les animau®1(l) (Figure 19).
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Figure 19: De la topoisomérase a la machine de formatiorcdssures double-brins (CDB). (A) TOPOVI utilise
la liaison a I'ATP et I'hydrolyse par la sous-uBt@our coordonner le passage d'un duplex d'ADi&ets une
CDB créé par les sous-unités A, modifiant aingofaologie de I'ADN. (B) Une TOPOQOVI ancestrale alééoen
un complexe méiotique formant une CDB, qui possdifférentes structures tertiaires et quaternairassd

différents organismes.
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Le complexe SPO11 (SPO11-1, SPO11-2, MTOPVIB) estdin complexe protéique élaboré et
tres conserve entre les especes mais malgré exstié au sein de chaque espece des spécificités
pour le fonctionnement de ce complexe. Il est domportant de mieux connaitre ces acteurs chez

notre espece d’intérét, le blé tendfeiticum aestivuni..).
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Table 1 : Exemple d'espéces polyploides cultivées et leur classiffication en fonction de leur intérét commercial, leur origine (synthétique/naturelle) et leur processus de
formation (auto-allopolyploidisation).

Niveau de ploidie

Nom commun Nom scientifique Intérét commercial Origine Formation et nombre de
chromosome
Avoine Avena sativa L. Grains Naturelle Allopolyploidie 6x =42
Banane Musa acuminata Colla Fruits commestibles Naturelle Autopolyploidie 3x=33
Blé dur Triticum turgidum L. Grains Naturelle Allopolyploidie 4x=28
BIé tendre Triticum aestivum L. Grains Naturelle  Allopolyploidie 6x=42
Cacahuéte Arachis hypogaea L. Noix Naturelle Allopolyploidie 4x =40
Caffé Coffea arabica L. Boisson Naturelle Allopolyploidie 4x=44
Canne a sucre Saccharum officinarum L. Industriel Naturelle Allopolyploidie 8x =80
Colza Brassica napus L. Huile et cuisine Naturelle Allopolyploidie 4x=38
Cotton Gossypium hirsutum L. and Gossypium barbadense L. Industriel Naturelle Allopolyploidie 4x=52
Fraise Fragaria > ananassa (Weston) Duchesne ex Rozier  Fruits commestibles Naturelle Allopolyploidie 8x=56
Hibiscus Pourpre Hibiscus acetosella Welw. Ex Hiern Ornamentale Naturelle Allopolyploidie 4x=72
Igname Dioscorea alata L. Tubercules Naturelle  Autopolyploidie 3x=60;4x =80
Kiwi Actinidia chinensis Planch. Fruits commestibles Naturelle Autopolyploidie 4x=116
Kiwi Actinidia chinensis var. deliciosa (A.Chev.) A. Chev.  Fruits commestibles Naturelle Autopolyploidie 6x=174
Lime de Tahiti (citron vert) Citrus latifolia (Yu. Tanaka) Tanaka Fruits commestibles Naturelle Allopolyploidie 3x=27
Luzerne Medicago sativa subsp. sativa L. Fourrage Naturelle Autopolyploidie 4x =42
Moutarde chinoise Brassica juncea L. Czern. Huile et cuisine Naturelle Allopolyploidie 4x=36
Moutarde d'Abyssinie Brassica carinata L. Huile et cuisine Naturelle  Allopolyploidie 4x=34
Patate douce Ipomea batatas (L.) Lam. Tubercules Naturelle Autopolyploidie 6x =90
Poireau Allium ampeloprasum L. Cuisine Naturelle Autopolyploidie 4x =32
Pomme de terre Solanum tuberosum L. Tubercules Naturelle Autopolyploidie 4x =48
Prune Prunus domestica L. Fruits commestibles Naturelle Allopolyploidie 6x=48
Tabac Nicotiana tabacum L. Industriel Naturelle Allopolyploidie 4x=48
Betterave sucriére triploide Beta vulgaris L. Industriel Synthétique Autopolyploidie 3x=27
Camomille sauvage Matricaria chamomilla L. Médicinale Synthétique Autopolyploidie 4x=36
Lys Lilium spp. L. Ornamentale Synthétique Autopolyploidie 3x=36;4x=48
Magnolia de Kobé Magnolia kobus "Norman Gould" Ornamentale Synthétique Autopolyploidie 4x=76
Manioc triploide ‘Sree Harsha’ Manihot sculenta "Sree Harsha" Tubercules Synthétique Autopolyploidie 3x =54
Muflier Antirrhinum majus L. "Tetra Giant" Ornamentale Synthétique Autopolyploidie 4x=32
(Eillets d'Inde triploide Tagetes erecta * patula Ornamentale Synthétique Allopolyploidie 3x=18
Pastéque triploide Citrullus vulgaris Schard. Fruits commestibles Synthétique Autopolyploidie 3x=33
Ray-grass anglais tétraploide Lolium perenne L. "Grasslands Tama" Fourrage Synthétique Autopolyploidie 4x =28
Ray-grass dtalie tétraploide Lolium multiflorum L. "Grasslands Moata" Fourrage Synthétique Autopolyploidie 4x =28
Rhondodendron tétraploide Rhododendron minus "Epoch" Ornamentale Synthétique Autopolyploidie 4x =352
Seigle tétraploide Secale cereale L. Grains/Fourrage Synthétique Autopolyploidie 4x =28
Tréfle des prés tétraploide Trifolium pratense L. Fourrage Synthétique Autopolyploidie 4x =28
Triticale x Triticosecale Wittm. Grains Synthétique Allopolyploidie 6x=42;8x=756
Banane Musa spp. Fruits commestibles Synthétique/ Autopolyplc'nfile/ 3x=33;4x=44
naturelle allopolyploidie
R Synthétique/ Autopolyploidie/ 4x =36; 6x = 54;
hrysanth . - I ’ ’
Chrysanthéme Chrysanthemum L Ornamentale naturelle allopolyploidie  §x = 72: 10x = 90
. Stique/ die/
Pomme Malus spp. Mill. Fruits commestibles Synthétique Autopolyplc.nfhe 3x=51;4x=68
naturelle allopolyploidie
Raisin Vitis spp. L. Fruits commestibles Synthétique/ Autopolypl?lfhe 3x=57;4x=76
naturelle allopolyploidie
Synthétique/ Autopolyploidie/ 3x=21;4x =28;
Rose Rosa L. Omamentale naturelle allopolyploidie  5x=35;6x=42
. . Synthétique/ Autopolyploidie/
L. ’ o =36,4x=4
Tulipe Tulipa spp.L Ornamentale naturelle allopolyploidie 3x=36;4x=48 i
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2.6 La polyploidie

2.6.1 Geéneralités

La polyploidie est relativement fréequente cheplastes. Néanmoins I'estimation de la proportion
d’espéces polyploides est trés variable dansté@diure, allant de 30 & 35%1¢) a 70% 213

pour les angiospermes incluant une grande majdesgéespeces cultivées comme le blé tendre, le
colza, le coton ou encore la pomme de terre (THb{214). Grace a des analyses phylogénétiques
d’EST (expressed sequence tags), @#aal. en 2011 215 ont identifié deux événements de
duplication de génome entier (ou whole genome daptin, WGD) qui auraient eu lieu il y a 319
et 192 million d’années, juste aprés la diversifamades plantes a graines et des plantes a fleur,
respectivement. Par conséquent, il est admis qutegdes plantes a graines ont connu au moins
un cycle de WGD dans leur histoire évolutive, ceasant une ascendance paelopolyplo&je (
Différents mécanismes ont été proposeés pour exgrlicumment les polyploides apparaissent dans
la nature. On sait que deux voies majeures conaludea polyploidie chez les plantes: le
doublement somatique du stock chromosomique edriadtion de cellules reproductrices non
réduites. Le doublage somatique est associé avdegments mitotiques tels que I'endomitose ou
I'endoreduplication, pouvant survenir soit dans ww®lule zygote, soit dans des tissus
méristématiques apicaux, donnant naissance a desploides ou méme a des organismes
complétement polyploides. Bien qu’il soit constaminatilisé pour obtenir des polyploides
artificiels, le doublage somatique est supposérjaneréle mineur dans l'origine des organismes
polyploides naturels2(6). La production et la fusion de gamete non-rédeiss la voie
prédominante conduisant a la polyploidie chez lestps. La capacité a produire ces gameétes
spéciaux est une caractéristique héréditaire mmsévience chez de nombreuses especes de

plantes et qui est de ce fait contrdlé génétiquén@ependant, des facteurs environnementaux tels
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gue la température, les herbivores, les blessl@e@sanque d’eau et de nutriments influencent la
production de gamétes non réduiz$). Une fois formeé, le gamete non réduit peut fuseravec

un autre gamete non réduit (polyploidisation bi® ou réduit (polyploidisation unilatérale).
D’un point de vue cytologique, au cours de la m&iakeux processus permettent la production de
gametes non réduits a partir de plantes diploidegremier processus (aussi appelé restitution de
premiére division, FDR) implique une méiose | ingdite, lors de laquelle la séparation des
chromosomes homologues n'a pas lieu. S’en suitnéiese |l tout a fait normale, cependant deux
cellules diploides sont formées au lieu de quatheles haploides. Le deuxieme processus (appelé
aussi restitution de deuxieme division, SDR) impéicquant a lui une méiose | normale suivie
d'une méiose |l défectueuse, qui aboutit égalenaedeux cellules diploides au lieu de quatre
cellules haploides. On considére souvent que la pBRIuit des gamétes ayant un niveau
d’hétérozygotie comparable aux parents (les detoneaitides étant non-sceurs), alors que la SDR
produit plutdét des gameétes avec un niveau d’héygate inférieur a celui des parents tendant vers
’lhomozygotie (les chromatides étant sceu24)7(218).

Les épisodes de polyploidie ont clairement jouéleamajeur dans I'évolution et la spéciation des
plantes. Les événements de polyploidisation sernbtarvent associés a une augmentation de la
vigueur et a l'adaptation du polyploide ainsi caéde nouvelles conditions par I'apparition de
phénotypes extréme2X9). Grace a des approches phylogénétiques, Faetcaiiten 2009 220)

ont montré que de nombreuses lignées de plantesgontindépendamment des WGD a I'époque
de I'extinction du crétacé-tertiaire (extinctionTi-lls ont également suggéré que la polyploidie a
favorisé certains changements (I'augmentation deal@abilité phénotypique, I'hétérosis, la
tolérance aux mutations, la sous-fonctionnalisatsuite a la duplication de génes et les
modifications des modes de reproduction) permetarntindividus polyploides de survivre aux

modifications environnementales de cette époqud’ansi supplanter bon nombre de leurs

86



Autopolyploidie versus Allopolyploidie

Espece diploide AA Espece diploide AA Espece diploide AA Espece diploide BB
2n=2x=10 X 2n=2x=10 2n=2x=10 X 2n=2x=12
Espece autotétraploide AAAA Espece allotétraploide AABB
2n=4x=20 2n=4x=22

Figure 20 : Différence entre autopolyploidie et allopolyploidie. De fagcon générale, 1’autopolyploidie proviendrait
d’une duplication du méme génome et aurait une origine monophylétique. A I’inverse, 1’autopolyploidie viendrait
de I’association de génomes d’especes différentes et aurait donc une origine polyphylétique.
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progéniteurs diploides. Les nouvelles caractérissgésultant alors de ces changements suscitent
aujourd’hui un grand intérét dans I'optiqgue du déppement de polyploides synthétiques destinés
a étre intégrés dans des programmes de sélectiétala La conséquence la plus répandues de la
polyploidie et 'augmentation de la taille des gkds due a 'augmentation du nombre de copies
des genes, cet effet est appelé effet « Gigasen ue ce ne soit pas toujours le @), les
individus polyploides vont souvent arborer des pegaplus grands comparés a leurs ascendants
diploides, comme les racines, les feuilles, legdrles tubercules, les fleurs et les grairiXl).

Un individu polyploide peut apparaitre au sein d'seule espece (autopolyploide), ou avoir une
origine hybride (allopolyploide)2@1) (Figure 20). L’'appartenance d’'un individu a l'una a

I'autre de ces deux classes est faite en analisaptofils d’appariement et d’héritage.

2.6.2 L’autopolyploidie

Les autopolyploides résultent de I'association difenins 2 lots de chromosomes provenant d'une
méme espece (Figure 20). lls possedent alors mudedx copies de chaque chromosome. Par
exemple les autotétraploides possedent quatre sajgechaque chromosome (deux paires
identiques de chromosomes homologues), on ditggadht & 4n chromosomes. lls forment des
bivalents aléatoires entre paires d’homologuessi @n observe des méioses diploides au sens
cytologique mais pas au sens geneétiQa@) Dans la liste des autopolyploides courammehséiti

en agriculture, on trouve le banani®tusa acuminataautotriploide, 3x=33), la pomme de terre
(Solanum tuberosuni., autotétraploide, 4x=48), ou encore le kiwiciinidia chinensis

autotétraploide, 4x=116) (Table 1).
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2.6.3 L'allopolyploidie

Les allopolyploides ont pour origine une hybridatioterspécifique (Figure 20) c’est-a-dire qu'ils
ont pour chaque chromosome au moins deux pairdgidigs provenant de parents d’especes
différentes. Les allopolyploides sont la plupartelaps considérés comme étant composés de deux
sous-classes qui sont les allopolyploides vraislest allopolyploides segmentaires. Les
allopolyploides vrais résultent de I'hybridatiortrendes espéces a I'apparentement lointain. Dans
ce cas, les chromosomes complémentaires proveaattadjue espece ne se lient pas les uns aux
autres, ce qui entraine la formation d’univalerdss Ide la méiose et un modele héréditaire
désordonné. En ce qui concerne les allopolyploisksgmentaires, ceux-ci proviennent de
I'nybridation d'espéeces étroitement apparentéesepast des génomes partiellement différenciés
(221). Par conséquent, les allopolyploides segmentagegvent présenter la formation
d’univalents, de bivalents et/ou de multivalentsgant la méiose. lls sont ainsi considérés comme
un type de polyploides intermédiaires entre legs\atiopolyploides et les autopolyploid@238).

Le colza Brassica napusL., allotétraploide, 4x=38), le tabad\i¢otiana tabacumL.,
allotétraploide, 4x=48), le cotonGssypium hirsutumL. et Gossypium barbadensé.,
allotétraploide, 4x=52) et le blé tendiificum aestivuni., allohéxaploide, 6x=42) font partie

des allopolyploides couramment utilisés en agtical{Table 1).

2.6.4 Contraintes liées a la Polyploidie

Bien que la polyploidie soit répandue chez lestpirelle oppose une difficulté supplémentaire
aux chromosomes qui ont a leur disposition plus giartenaire auquel ils pourraient s’associer.

En effet, a partir du moment ou un chromosome nkese pas a son homologue, les gametes
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générés vont étre désequilibrés et la fertilitétra réduite Z24). Néanmoins, la probabilité que

cela se produise va étre différente suivant legdolge concerné.

2.6.4.1 Autopolyploides

Chez les autopolyploides, tous les partenairespete sont véritablement des homologues qui
peuvent réellement recombiner entre eux et I'agiparde multivalents devient fréquente mais non
systématique225). Les chromosomes homologues forment des bivaldétgoires résultant en
méioses diploides au sens cytologique mais pa®ral gnétique2@?). Si I'on s’en tient a la
théorie, une simple baisse de la formation de Q€eerait une augmentation de la formation de
bivalents et une amélioration de la ségrégation de®mosomes2Q). Des travaux chez
Arabidopsisarenosa un autotétraploide, ont montré que celui-ci formeins de chiasma par

bivalent que les diploide2Z%6).

2.6.4.2 Allopolyploides

Chez les allopolyploides, la situation est plus plexe du fait que les chromosomes proviennent
de parents diploides différents (on parle ici degiosomes homéologues). Ills ne sont alors pas
complétements complémentaires et interchangeabéeglante doit donc mettre en place un
systeme pour pouvoir separer les chromosomes hgoetodes homéologues pour que la
ségrégation chromosomique se fasse correctemergy<i&me est contrdlé génétiquement chez
tous les allopolyploides227), mais alors que leur rbéle est absolument indispele, les locus
régulant la formation des CO entre homéologuegmésincore mal connus. Seul le locus Phl du
blé a été caractérisé au niveau moléculaire (Muapitre 2.6.5.2). Ph2 est un autre locus bien
caractérisé mais encore non identifié chez le B8 (229). Il altérerait la recombinaison entre

homéologues dans les allopolyploides. NéanmoinsneHanctionnerait pas de la méme maniére

92



Espéce apparentée a la section Sitopsis (SS)
e.g. Aegilops speltoides

Triticum urartu
AA

BB

Triticum turgidum Aegilops tauschii

AA BB t! DD
Yy W
!

Triticum aestivum
AA BB DD

Figure 21 : Origine de blé tendre. Schéma représentant les deux évenements de polyploidisation a I’origine du
blé tendre Triticum aestivum. Ces événements sont spécifiés par les étoiles bleues. La composition des génomes
de chacune des especes est spécifiée sous le nom d’espece par les caracteres A, B, ou D.
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que Phl et en I'absence de Ph2, la synapse satadurcie et retardée alors que dans les mutant

phl chez le blé, elle serait compléte.

2.6.5 Cas du Blé tendre, espéece polyploide modele

2.6.5.1 Historique

Le blé tendre Triticum aestivunlL.) est un allohexaploide dont le génome noté ABRBBest
composé de trois sous-genomes diploides compaggmtchromosomes chacun (2n = 6x = 42)
(Figure 21). Il descend de trois ancétres différepti ont divergé il y a 2,5-4,5 millions d’années.
Deux de ces ancétregiiticum urartu (AA) et un membre de la section d&isopsis(BB) se sont
hybridés il y a 0,5 a 3 millions d’années. C’esptemier évenement de polyploidisation créant
Triticum turgidum diccoides (AABB). Cet ancétre oaditraploide va évoluer suite a sa
domestication il y a environ 10-12 milles ans ehmr Triticum turgidum diccocuntAABB).
Enfin le deuxieme et dernier évenement de polyatobn entre cet ancétre AABB Aegilops
tauschii(DD) a eu lieu il y a 7000-9000 ans pour donnédsléetendre actuelriticum aestivum
(AABBDD).

Ce génome allo-hexaploide AABBDD de grande tadlav{ron 15 Gb, soit prés de 5 fois la taille
du génome humain et 160 fois celuAdibidopsi3 est majoritairement constitué de séquences
répétées (80%). Chacun des sous-génomes (A, B @astDjompose de 7 chromosomes et, par
exemple, les deux chromosomes 1A seront dit homeleglors que les chromosomes 1A, 1B et
1D seront dit homéologues. Ces particularités adorigine du retard conséquent qu'accusent les

études sur la structure de ce génome et notammesds profil de recombinaison.
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2.6.5.2 Recombinaison homéologue

La particularité polyploide du blé tendre pourrpdser la question de I'appariement entre
homéologues de ces sept jeux de chromosomes ayasirilarité tres forte Cependant force est
de constater que le blé tendre se comporte commespece diploide en ce qui concerne la méiose,
impliquant un contrdle supplémentaire de I'appagatentre homéologues. Dans les années 1950
(230, un locus appelé Phl, pour Pairing homeologoua &té identifi€ comme permettant
'appariement correct des chromosomes homologuesalisé sur le bras long du chromosome 5B
(232), il est composé d’un groupe de genes de type(diche des Cdk2 de mammiferez3Z-

234) rendus défectueux par l'insertion d’'une copienddegment d’hétérochromatine provenant de
la partie subtélomérique du chromosome 3B. Ce ltousiserait une méiose de type diploide par
I'altération de la condensation de la chromatineéeluisant I'activité de protéines de type CDK2
(234). 1l contient notamment une copie paralogue dwegeaZip4 nommé TaZip4-2B et présent
en une seule copie et seulement sur le chromos8mBds mutants pour ce seul gene au sein du
locus Phl ont montré de hauts niveau de CO homéetolprs de croisements avec des especes
apparentées sauvages89. Ce locus est absent des espéces diploides apfsece qui suggerent
gue celui-ci est apparu aprés les événement delpalsation 236). L’absence de Phl induit
également une augmentation du nombre de sites Miod4 certaines conditions de cultl2d7).
TaAsyl est un autre gene dont l'activité est meédifpar I'absence du locus Phl. Cependant,
impact sur TaAsyl n’est pas encore trés claiiAdyl pourrait étre une cible du locus Phl comme
il pourrait aussi simplement réagir en réponsechége méiotique laissée par I'absence de Phl.
D’autres portions chromosomiques jouent un rélesdappariement entre chromosomes pour la
recombinaison : le groupe d’homéologie 3. Plusipéuent, un locus nommeée Ph2 localisé sur le
bras court du chromosome 3288-240). Le ou les genes de ce locus n’ont pas encoidaéfiés

mais Ph2 aurait une incidence sur la recombinaisbez les blés allohaploides (ABD),
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Figure 22 : Répartition du taux de recombinaison le long du chromosome 3B de blé tendre dans la descendance
d’une population de croisement entre les variétés de blé tendre Chinese Spring et Renan. Le taux de recombinaison
en cM/MD a été déterminé avec une fenétre glissante de 1Mb. Le chromosome 3B (bleu) est divisé en 5 parties
dont 2 régions distales en rouge et une région centromérique (C) en noir. (Choulet et al., 2014)
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pentaploides (AABBD) et les hybrides haploideseeldrblé et le seigle (ABDRP8S, 239. Un
autre gene qui serait une copie homéologue de &t ar le bras court du chromosome 3A(J
241), préviendrait aussi la recombinaison homéologaés reerait moins efficace que Pl224J).
Le retrait des bras court des chromosomes 3A oul@i® des hybrides entre le blé et le seigle
(240 montre un niveau d’appariement homéologue au snéquivalent a celui de plantes dans

lesquelles Phl est absent.

2.6.5.3 Recombinaison homologue

Chez le blé tendre, la recombinaison est principal# localisée au niveau des télomeres avec un
modele de répartition dit en U (Figure 28),(53, 55). La premiere visualisation de la localisation
préférentielle de la recombinaison dans les patitales a été faite en 1993 avec la visualisation
cytologique des chiasmas chez des lignées de bidaths les parties distales des chromosomes du
groupe 3 242). L'étude d’autres groupes d’homéologie relietaitrecombinaison aux parties
riches en genedl, 243 244). La structure et le contenu de ces régions sdraie des facteurs
permettant la recombinaison. En effet, en modiflastchromosomes (délétions, translocations,
retournement de bras chromosomique), les chiasetadonc la recombinaison méiotique, ont
toujours lieu dans les mémes régio?s5).

La recombinaison chez le blé tendre a tout paréiceinent été étudiée le long du chromosome 3B
(50, 53, 55). Ces études ont permis de montrer que la recaison s'effectue a 90% dans les
régions subtélomérique distales. Ces régions né&gseptent pourtant que 40% du chromosome.
Des études supplémentaires utilisant 3075 marqgugundtiques répartis sur le chromosomes 3B
(38,2+/-9,4 SNPs / 10MB) ont permis le génotypageldis de 280 lignées recombinantes SSD
(Single Seed Descent) entre la variété asiatiqueeSh Spring et la variété européenne Renan, et

720 individus issus d'une collection provenant esspurces génétiques. Ce génotypage met en
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évidence que la recombinaison a lieu dans seulefr@%tdu chromosomé3g) avec un taux de
recombinaison moyen le long du chromosome de QYIBb avec 3,6 CO en moyenne par paire
de chromosomes homologues. Ce taux variable ledargpromosome 3B permet la segmentation
de celui-ci en 3 parties : deux parties distaleseRR3 et une partie centrale R2 contenant le
centromere. Les taux de recombinaison sont de 0,86,et 0,05 cM/Mb respectivement pour ces
régions R1, R3 et RB8). De ces résultats découle alors I'identificati@?2 régions avec un taux
de recombinaison 10 fois supérieur a la moyennehdomosome, pouvant étre ainsi considérées
comme des points chauds de recombinais8hp ['étude d’'un point chaud de recombinaison sur
le chromosome 3B a permis de mettre en évidencéegu€O ont tendance a avoir lieu pres des
génes %2).

La localisation préférentielle des CO au niveau tdesmeéres implique qu’une grande partie des
genes situés au milieu des bras et proches duceérte ont peu ou pas de chance d’étre brasseés
génétiquement. On voit alors se mettre en placdigieens négatives entre des genes d'intérét
agronomique et des genes considérés comme ayaeffdessnégatifs (sensibilité aux maladies,
sensibilité a la secheresse, etc.). Il devientsaladispensable de connaitre et maitriser la
machinerie méiotique pour ainsi pouvoir amélioeebtassage génétique.

Des expériences immunologiques dont certainestéméalisées recemment sur le blé ten24é)(
permettent d’avancer que le déroulement de la rea@hbez le blé serait similaire a celle d’autres
céréales a grand génome comme l'orge. Une strugautieuliere dite en guirlande de Noél (tinsel-
like) a été observés chez l'orge et le blé tendre.plus les acteurs de la méiose et de la
recombinaison méiotique identifiés dans les espeégétales modeles conserveraient leur réle
chez le blé tendre247).

Les connaissances limitées de la mécanistique d&lase chez cette espece de grande culture

opposent alors un frein indéniable a la maitrisa & modification de celle-ci. De hombreuses
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guestions restent alors en suspens et les étudesttent de mieux comprendre la recombinaison

méiotique chez le blé tendre permettront de frarmds écueils pour mieux la contrdler
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2.7 Objectifs de la these

Chez le blé tendre, I'essentiel des évenementsam®mbinaison apparait dans les parties distales
des chromosomes pour décroitre au niveau de larr@gricentromeérique. Ce profil est tout a fait
particulier et il semble spécifique des especemady chromosomes. L'obtention récente de la
séquence complete du génome du blé tendre, aneloaderée sur les cartes génétiques a permis
de progresser sur la distribution et l'intensitéla@ecombinaison et sur I'impact que cela peut
avoir sur le brassage génétique qui en découleffiéty la recombinaison est quasiment absente
des parties péricentromeériques portant pres de d@%ogenes. Ce résultat suggere alors des
difficultés a brasser correctement les génes ellefes et a trouver rapidement des combinaisons
originales susceptibles d’améliorer I'efficacité dieveloppement de nouvelles variétés répondant
aux enjeux actuels d’'une agriculture assez prodeigtour répondre aux besoins et respectueuse
des contraintes environnementales. De nombreusgégies voient le jour pour mieux contréler
la recombinaison. Ainsi la recherche de mutantgélees méiotiques semble étre une stratégie
intéressante pour augmenter la recombinaison nugs &ndroits ou celle-ci existe déja. D’autres
stratégies font intervenir la température et lesgues épigénétiques mais posent la question de
savoir comment cela va fonctionner chez le blésalpie son génome est majoritairement composé
d’éléments transposables. Le ciblage de la recamgmn méiotique semble alors prometteur mais
de nombreuses questions restent en suspens : @aatldque de ciblage ? Quelle stratégie pour
amener la recombinaison a un endroit donner ? €aiekractéristiques de la séquence pour la
cible ?

L’amélioration ciblée de la recombinaison dansaieds régions a déja été expérimentée chez la
levure @00). Afin de diriger la recombinaison méiotique ddes régions normalement faiblement

recombinogenes, La protéine SPO11, catalysant BB @itiatrices de la recombinaison
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méiotique, a été fusionnée a un domaine de ligdstADN afin de cibler des région précises du
génome. Cette protéine de fusion augmente sigtifemaent (jusqu’a 20 fois) les CDB dans des
régions normalement froides et cette augmentasboaiplée avec un accroissement simultané de
la recombinaison (jusqu’a 10 fois). Ainsi, le cifgades CDB stimule la recombinaison le long des
chromosomes. Leurs résultats montrent aussi quegoiela recombinaison soit stimulée au niveau
des CDB ciblées, celle-ci est redistribuée le Idnghromosome. Cette technologie portant le nom
de Spix®, couverte par un brevet détenu par laésddvieiogenix®, est donc intéressante afin
d’évaluer s'il est possible de diriger la recomidoa méiotique chez le blé. En particulier, il stag
d’étudier si le ciblage d’'une région connue poue &aiblement recombinogéne améliore la
recombinaison dans cette région et modifie le t@@xecombinaison autour de cette zone et au
niveau du chromosome entier.

L’objectif principal de mon travail de these estrald’étudier les facteurs déterminants pour le
ciblage de la recombinaison méiotique chez le bt&ite afin d’améliorer celle-ci. Afin dy
parvenir, il s’agit dans un premier temps de retevlet d’annoter les séquences codant pour les
protéines SPO11 chez le blé tendre afin de paraemire séquence fonctionnelle. Ensuite il s’agit
d’exploiter la séquence compléte du chromosome &BIé pour identifier des zones faiblement
recombinogenes et y-définir des zones cibles fdlesapour initier une CDB dirigée, catalysée
par la protéine SPO11. Des projets similaires ¢dtiréties chez le mais et le riz dans d’autres
laboratoires. Enfin, il s’agit aussi de détermigeelle biotechnologie de ciblage a 'ADN est la
plus fonctionnelle, polyvalente et efficace poundoire la protéine SPO11 dans des régions
choisies afin de catalyser les cassures doubls-britiatrices de la recombinaison méiotique.

Si les résultats s’averent concluant, il sera eggant d'utiliser cette technologie pour casser des
liaisons négatives chez le blé. De plus, ces aesmpeurraient étre transférables a d’autres especes

d’intérét dans la mesure ou le génome du blé ptésies particularités uniques (taille, quantité de
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séquences répétées, polyploidie) qui en font I'as chodeles les plus complexes des especes
cultivées. Si cette stratégie est fonctionnelle g8y il est donc trés vraisemblable gu’elle sera

adaptable a toutes les especes ayant un génome ocoonplexe.
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DEBUT

Récupération des contigs contenant la T
sequence potentielle des génes Spol1-1 Utilisation du

et Spo11-2 par BLAST : Pipeline TriAnnot©
pour I'annotation des

sets de contigs

— 3 sets de contigs pour le groupe 5
(Spo11-1) : 5AL; SBL; 5DL

— 3 sets de contigs pour le groupe 7
(Spo11-2) : 7AL ; 7BL; 7DL

Pour le groupe 7 : annotation OK,

Aprés alignement, pas de consensus : ot :
P g + P récuperation de la séquence codantes de

_ possible, Chui’;d‘i gardfaréque les Spol11-2 pour alignement sur les contigs
séquences issues de la copie du génome rorrre T
D:5DL et 7DL

> Al . q Pour le groupe 5 : pas d’annotation fiable,

= |gnfamen.t avec SEQUESFES C‘? antes alignement manuel des contigs du groupe

et Eenomigues et CDS ,Ae‘g" ops 5 contre les séquences génomique et CDS
tauschii (donneur du génome D) _ | e T

FIN

Obtention de séquences
geénomiques et CDS finales des
geénes 5poll-1 et 2 de blé tendre.

Figure 23: Schéma de détermination des séquences génonat|@3S des genes Spoll-1 et Spoll-2 de blé
tendre. La séquence des génes Spoll-1 et SpoHrdbiiopsis thalianaont permis d’isoler 6 contigs dans la
base de donnée des séquences du blé tendre. Glescoontigs est soumis a la plateforme TriAnnot@egts le

cas d'un défaut d’annotation, la séquence est éerita main grace a la séquence génomiqieatdypodium
distachyonEnfin la détermination des CDS est faite pamaigent manuel avec les séquetiédegilops tauschii

et Brachypodium distachyon

111



3 MATERIELS ET METHODES
3.1 Découverte des orthologues de SPO11 chez le blédenet

clonage

L es orthologues de Spoll-1 et Spoll-2 chez le htésués en utilisant comme séquence
source les protéines Afabidopsis thalianaqui sont déja bien identifiées et caractérisées
(Figure 23). Pour ce faire nous avons effectué necberche BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool225 a partir des séquenéeabidopsis(Spoll-1 et Spoll-2) sur la base de données
sur le génome du blé la plus fiable disponibleahotatoire lors du début des recherches (CSS,
Chromosome Survey Sequencig@f). Cette base de donnée est issue du séquencagasdae
chromosomes isolés. De cette maniere chaque seég@sh@associé a un chromosome d’'un des
trois génomes homeéologues. Partant du principelem@eux genes possédaient chacun trois
orthologues correspondant aux trois génomes dtehtfe, seul le premier résultat avec la plus
forte e-value pour chaque génome a été conserveé.

Une fois les séquences génomiques récupéreessitiopales exons et des introns est déterminée
afin de constituer la version codante de chaque.géour cela, nous avons utilisé les deux genes
annotés cheBrachypodium distachygnune poacée proche du blé tendre, avec la version
génomique et CDS (c’est-a-dire les exons mis bduatLéh dans I'ordre dans lequel ils sont présents
dans la version génomique) de chaque géne ainsiegudeux genes annotés chizgilops
tauschij I'ancétre du génome D du blé tendre. Le génomEadeétre du génome Alriticum
urartu, n’était pas d’assez bonne qualité pour étre éépki I'ancétre direct du génome B n’est

pas identifié et les génomes des especes appaerééaent pas disponibles.
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Figure 24 : Modélisation des protéines SPO11-1 et SPO11-2 par homologie de séquences grace a 1’outil en ligne
PHYRE2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index).
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Les séquences génomiques et CDS des deux référ@reetiypodium distachyoat Aegilops
tauschi) ont été alignées au niveau des parties exonigfiresle déterminer la limite de chaque
intron. Les séquences genomiques du blé tendremsutite été alignées sur cet alignement de
séquences de référence pour déterminer les linhtesntrons et des exons. A chaque intron, une
vérification des signaux théorique d’épissage (AG-& été effectuée pour valider I'intron (et par
extension, I'exon). En plus de 'alignement desusdges génomiques de Spoll-1 et Spoll-2 par
rapport a des séquences de référence, chaquernpgéimmique est soumise a la plateforme en
ligne Triannot (https://urgi.versailles.inra.fr/Tlef riAnnot-pipeline) qui a pour but de déterminer
la présence d’'un gene au sein d’'une séquence&ira codante grace a des bases de données
protéiques et transcriptomiques.

Par la suite, le génome annoté du blé tendre aeéthu disponible au sein du laboratoire et la
séquence geénomique et codante des trois copiesolmgnés de Spoll-1 et Spoll-2 a été
recherchée une nouvelle fois par BLAST puis annstden le méme processus. Les CDS des
genes de blé ainsi déterminés ont été traduitsret@éipes grace au logiciel en ligne ExPASy
Translate (https://web.expasy.org/translate/) éeeparametres par défaut. Une modélisation des
deux protéines a ete faite grace a la plateforme yrePh 2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cdiindex) (Figure 24).

Compte-tenu de la forte similarité de séquenceeetetle de blé et celle Aéegilops tauschji
ancétre du génome D, nous avons choisi de synthédiversion ADNc du gene Spoll-1 portée
par le génome D. Celle-ci a été synthétisée avecaarte séquence supplémentaire du cété 5' du
gene (codant pour le peptide PEFMAMEAPGIR), serdenlinker/spacer (ou lien/espaceur) dans
la construction future de protéines de fusion (paiasi vérifier si celui-ci n'interfére pas dans la
fonction de protéine), et flanquée des sites a#Betombinaison de la technologie de clonage

Gateway™. Le produit synthétisé a été inséré dangpDONR221 portant une résistance
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antibiotique a la Zeocin™ et a ensuite été véphé séquencage. Le fragment complet a ensuite
été cloné dans le vecteur Gateway™ de destinaMin@il32 50 dans lequel le promoteur 35S

a été remplaceé par le promoteur du gene RadAfabidopsis(1031 pb en amont de I'ATG du
gene Rad51)1(17, 251) par une digestion Hindlll/Ascl. Le plasmide a @ites été inséré dans une
souche C58C1 &grobaterium tumefaciergui a ensuite été utilisée pour transformer destpta
mutantes hétérozygotes spoll-1-2 par la méthotieiypage floral (Floral dif228). Les graines

T1 des plantes transformées par Agrobacterium @ns@mées sur du substrat de culture et les
transformants T1 ont été sélectionnés pour leustedse a I'nygromycine sur milieu gélosé solide
(0,5X MS/1% de saccharose / 0,8% agar) contenapgl d'Hygromycine B Gold (InvivoGen).

La présence du transgene et les génotypes defotraasts ont été verifies par PCR.

3.2 Complémentation d’'un mutant d’Arabidopsis par le géene

ortholoque chez le blé tendre

3.2.1 Matériel végétal et conditions de culture

Le mutant dArabidopsis thalianaspol1-1-2(AT3G13170) utilisé dans ce travail a été décrit
préecédemment204). Les plantes Arabidopsisont été cultivées dans les conditions standard
suivantes : les graines ont été stratifiées datisalea 4 ° C pendant 2 jours et cultivées sustsab

ouin vitro dans des boites d'agar a 0,8%, additionnées ddel8accharose et de sels Murashige
et Skoog (a moitié de leur concentration usuell@28b; Duchefa Biochemie). Les plantes ont été
cultivées dans une serre ou une chambre de crossamec un cycle lumiére / obscurité de 16/8

heures, a 23 ° C et a une humidité relative de 60%.
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3.2.2 Obtention de séquences des protéines SPO11-1 esphkices et phylogénie

Nous avons utilisé Ensembl Plagb@) et Ensembl254) comme source pour les séquences des
protéines SPO11-1 de plantes et SPO11 d’animauxs lweons également utilisé Plaza 2955
comme source pour les séquences protéiques de SP@H plantes. Les séquences des protéines
SPO11 et SPO11-1 utilisées dans cette étude somtétdes dans la Table 2. La phylogénie a été
réalisée a l'aide de la plateforme Phylogen256(257) avec les parametres suivants: Alignement
ClustalW avec la curation de Gblocks et I'algorithilaximum Likelihood (PhyML) pour la

construction de l'arbre.

3.2.3 Etalements de chromosomes méiotiques males

Les étalements chromosomiques ont été préparés leghwotocole décrit par Ross al. en 1996
(258. En bref, des inflorescences entieres ont étefixdans une solution d'éthanol et acide
acetique glacial (3: 1) pendant 3 x 30 min et coréses & -20 ° C jusqu'a utilisation ultérieure. Les
boutons floraux immatures ont été rincés deux ddismpérature ambiante dans de I'eau distillée
pendant 5 min, suivi de deux lavages dans du tarop@te 1X pendant 5 min. Des bourgeons de
taille appropriée ont été sélectionnés sous loupechlaire et incubés pendant 75 a 90 minutes sur
une lame dans 100 pL de mélange d’enzymes (0,3%d@/eellulase (Sigma), 0,3% p/v de
pectolyase (Sigma) et 0,3% de cytohélicase (Sigae)$ une enceinte humide a 37 ° C. Chaque
bouton a ensuite été ramolli pendant 1 minute & @5dans 15 pL d’acide acétique a 60% sur
lame, fixé avec une solution d’éthanol glacé/aeicktique glacial (3:1) et séché a I'air. Finalement
les lames ont été montées dans une solution deagmitectashield avec DAPI (1,5 pg.mL-1;

Vector Laboratories Inc., http: // www. Vectorlatxmm/).
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eSélection des scaffolds pour la détermination des zones a cibler

. eExtraction des 1000 pb précédant tout les génes identifiés sur ces scaffolds
Extraction des

séquences

eSoumission des séquences précédemment isolées a I'index et masquage des séquences répétées

1ellisianee s eRécupération des sous-séquences non répétées et supérieures a 100pb
séquences

eBlast de ces séquences sur les CSS

eSélection des séquences avec un seul hit avec 100% d’identité et 100% de couverture
eDécoupage de ces séquences en séquences de 100pb exactement

eBlast de ces séquences sur les CSS puis sur la pseudo-molécule du chromosome 3B

esélection des séquences possédant un seul et unique hit sur la pseudo molécules 3B et sur les CSS
*Obtention des zones cibles
Zones cibles

eCréation d’un index Tallymer 25kmer a partir de toutes les « Chromosome Survey Sequences (CSS)» du blé tendre }

Figure 25 : Schéma représentant les étapes de définition des zones cibles sur le chromosomes 3B de blé tendre.
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3.2.4 Microscopie

Toutes les observations ont été effectuées avecmianoscope a épifluorescence Zeiss
Axiolmager.Z1 motorisé (Zeiss) avec un objectif aildn PL Apochromat 100X/1.40. Les
photographies ont été prises avec une cameéra ARIJ@BRm (Zeiss) pilotée par le logiciel ZEN
Pro (Zeiss). Les images capturées ont ensuiter@itéets et ajustées pour la luminosité et le

contraste avec les logiciels ZEN Pro et ImageJ FlJI

3.2.5 Analyses statistigues

Tous les graphigues et analyses statistiques éntatisés a l'aide du logiciel GraphPad PRISM
6. Pour déterminer si les difféerences entre deoxmgs étaient statistiquement significatives, les
groupes ont été comparés a l'aide d’un test classdNOVA a un facteur et d’'un test de Holm-

Sidak afin de prendre en compte les comparaisortpies. Une P-value inférieure ou égale a

0,05 était considérée comme statistiquement scgtitie.

3.3 Recherche de cibles pour la technologie SpiX le lgrndu

chromosome 3B

3.3.1 Définition des zones cibles sur le chromosomes 3B

3.3.1.1 Zones non recombinantes

L’identification des zones cibles a nécessité Ilgsm approfondie de la séquence du chromosome
3B (Figure 25) dont le taux de recombinaison meigti a été initialement déterminé sur des
séquences dites scaffolds résultants de I'assemibedectures de séquengage mais ne couvrant

gue de petites portions du chromosome (quelquesaitadgs). Nous nous sommes servis du
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_———— -_————————— === = - CSS

IndexTallymer
25kmer

Figure 26 : représentation schématique de la création d’un index Tallymer 25kmer. La ligne verte représente les
séquences CSS. Les lignes bleues représentent les séquences de 25pb créées avec un pas de 1pb le long des CSS
pour générer I’index Tallymer.
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résultat de cette cartographie pour détermined8%sscaffolds ayant un taux de recombinaison
égal a zéro. Les données de la littérature indiggee la recombinaison a préférentiellement lieu
dans les parties 5’ des géen88)( Nous avons donc choisi d’extrairesilico les 1000 paires de
bases précédant chacun des 2820 genes présentsedsetsde scaffolds non-recombinants pour
en faire le jeu de séquences de base pour la mehde zones cibles pour la technologie SpiX. Ce
sont alors 2820 séquences correspondant aux rquiometrices des genes qui constituent la base
de données de départ pour la recherche de zones.cib

Le génome du blé présente une haute fréquencegdersee répétées ou éléments transposables,
et afin d’éliminer ces séquences répétées du seB2e séquences, celle-ci ont été soumises a un
index Tallymer 25kmer 259 réalisé a partir des Chromosomes Survey Sequefess)
disponibles pour le blé tendr249 (Figure 26). Cet index est réalisé en extrayast sbquences

de 25 paires de bases avec une fenétre glissait@alees de bases a partir des CSS. Cette étape
a pour action d’identifier et d’éliminer les séques répétées au sein du set de 2820 séquences.
Pour ce faire, les séquences de 25 paires de aseslignées sur les 2820 séquences de notre set
d’intérét. Les régions correspondant & une mémeeseg de 25 paires de bases sont alors
masquées pour pouvoir étre éliminées. L'étape dequage a pour effet de subdiviser chaque
séquence de 1000 paires de bases en une multgwsBEdences faisant parfois quelques paires de
bases. Pour que I'on puisse correctement par fa dassiner des cibles TAL ou CRISPR au sein
de ces séquences, une fois ce processus termitgs s séquences non masquées et superieures
a 100 paires de bases sont conservées, ce quseafgéun total de 6395 séquences. Afin de
s’assurer de l'unicité de chacune de ces séquealbes ont été soumises a des BLAS%8) a la

fois sur les CSS et sur la séquence du chromos&1{g33, afin de ne sélectionner que celles ne
possédant qu’une seule homologie unique dans les das. A la fin de ce crible, seules 25

séquences ont été conservées. Autant que celgpassible, ces séquences ont été subdivisées en
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séquences de 100 paires de bases environ et ssums@ouvelle fois a des BLAST sur les deux
bases de données citées ci-avant. Au final, ce Edrgequences uniques de 100pb qui ont été
retenues afin de servir de set de départ pourdsimele cible TAL ou CRISPR pour le systeme

SpiX dans des régions non recombinantes.

3.3.1.2 Zones recombinantes

Le méme protocole que précédemment a été emplaydréR25), a ceci pres que le set de scaffolds
de départ était cette fois-ci des scaffolds présgntin taux de recombinaison avoisinant la
moyenne de recombinaison sur le chromosome 3Bvairda21 cM/Mb. Nous avons retenu 27
scaffolds de départ sur lesquels nous avons idergg genes et extrait in silico les 261 séquences
dites promotrices de 1000 paires de bases. Etamede faible nombre de séquences par rapport
au précédent jeu de données, nous avons préfésérdihaque séquence de 1000 paires de bases
en séquences de 100 paires. Ceci nous a permigrigeg 2610 séquences a partir des 261
séquences promotrices sans perdre d’informatidas Bint été soumises au méme processus que
le jeu de données précédent afin de masquer leesées répétées et de ne sélectionner que les
séquences de 100 paires de bases n’ayant pasesoigisfjuage. Un total de 652 séquences a alors
été soumis a un BLAST contre les CSS et la séquanmatiromosome 3B et 23 ont présenté une
seule homologie de séquence et ont été sélectismpoée le dessin de cible TAL ou CRISPR pour
le systeme SpiX dans des régions faiblement reauambes.

A partir de ces deux jeux de données, des ciblegtérdessinées en respectant les spécifications
propres a chaque domaine de liaison a ’ADN dés§lodir faciliter 'analyse de la recombinaison
et pour garantir au mieux la réussite du projethdenbre de cible a dessiner en région non-

recombinante comme en région faiblement recombénanété arrété a trois, pour un total de 6
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Figure 27 : Répartition des cibles TAL le long du chromosome 3B de blé tendre. L’axe des abscisses représente
le chromosome 3B. Les cibles potentielles sont matérialisées par des losanges. Les cibles TAL choisies pour le
ciblage TAL sont indiquées par une fleche verte. Le centromere est modélisé en rouge.

9552bp

attB3
Asc1
3'NOS
Spo11-10ouSpo11-2 bla promoter
Linker
\ Amp(R)
TAL C terminus \77/\
¥ 3 Construction SpiX
{ = attB4
| |

Asc1

N \
TAL \ Promoteur UBI + intron UBI
! \\\\attm
V5 épitope tag

NLS
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Figure 28 : Vecteur SpiX comprenant la séquence codante du TAL (TAL N terminus, TAL et TAL C terminus)
juste apres laquelle a été inséré la séquence CDS du geéne Spoll-1 ou Spoll-2 en conservant ou non les deux
premiers introns, sous le controle du promoteur UBI. Les séquences TAL et Spol1-1 ou Spol1-2 sont séparés par
un linker permettant de rendre indépendante les deux protéines une fois fusionnées. Ascl : site enzymatique de
linéarisation du vecteur pour utilisation en biolistique. attB3 et attB4 : bornes de recombinaison Gateway. Bla
promoter et Amp(R) : géne de résistance bactérien. 3’NOS : terminateur de la Nopaline synthase. NLS : signal
d’adressage au noyau. V5 epitope tag : marqueur protéique reconnu par des anticorps commerciaux.
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régions distinctes ciblées pour 'amélioration derécombinaison méiotique grace au systeme

SpiX.

3.3.2 Définition des cibles au sein des zones détermisge$e chromosomes 3B

pour les différentes technologies de liaison a IMO’AL et CRISPR)

3.3.2.1 Cibles TAL

La premiére technologie de liaison a I'ADN retersi eelle des TALEN. Les cibles doivent
respecter des criteres stricts afin de pouvoirgtigeen compte pour la construction de la séquence
nucléotidique codante pour la protéine TALEN :dqsence de la cible doit faire 25pb, commencer
par un T et contenir plus de 50% de GC. C’est dorex les spécifications propres aux TALEN
gue nous avons dessiné trois cibles a partir dulsetéquence unique dans des régions non
recombinantes dans un premier temps. Ces troiscidsit été nommeées 15-412, 28-626 et 47-133
et ont été choisies afin d’étre reparties uniforragtsur le chromosome 3B de blé tendre (Figure
27). Ainsi la cible 15-412 se trouve en 5’ du centére, la cible 47-133 au milieu du bras court et
la cible 28-626 au milieu du bras long. Seule laec28-626 est située dans une région froide
encadré par des régions chaudes alors que les alges sont situées dans des portions du
chromosome éloignées de toute région chaude. Vegi®urs contenant la séquence codant pour
les trois protéines TALEN ont donc été commandéa &ociété GeneArt® sans la partie
endonucléase (EN) qui sera remplacée par les pest&PO11-1 et SPO11-2 et placée sous le
contrdle du promoteur UBI de mais (Figure 28). bendine de liaison est donc nommé TAL. Ces
genes ont une longueur de 3375 paires de basesmtmt une protéine de 1125 aa. Ces protéines
TAL correspondant aux cibles 15-412, 28-626 et 33-%ont ainsi nommeées respectivement

TAL15, TAL28 et TAL47. Ces protéines TAL sont congges de trois parties : une partie N-
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Figure 29 : Schéma de la protéine TAL. La protéine TAL est composée de 3 parties, deux fixes (N-terminale et

C-terminale) et une comportant la spécificité de la protéine TAL a la cible. Ici chaque brique de couleur dans la
partie centrale a une spécificité pour une des quatre bases de I’ADN.

vue de profil vue de dessus

Figure 30 : Modélisation de la protéine TAL par homologie de séquences grace a I’outil en ligne PHYRE2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index). La fleéche jaune indique les acides aminés 12 et 13

de chaque section de la partie spécifique du TAL. Ceux-ci sont orientés vers I’intérieur afin d’entrer en contact
avec la double hélice de I’ADN.

Figure 31 : Schématisation des six guides ARN (orange), chacun suivi par un backbone ARN (gris) et une queue

poly-T (bleue) sous le contrdle du promoteur U6A de blé tendre (vert).
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terminale et une partie C-terminale, qui sont teuteux fixes quelle que soit la protéine TAL, et
une partie centrale qui est, elle, spécifique deiliée (Figure 29). Cette partie centrale est une
succession de séquences identiqgues comportantNfesu$s acides aminés 12 et 13 qui feront la
spécificité a la cible. Ces protéines ont une fotrékcoidale afin de suivre la conformation en

double hélice de la molécule d’ADN (Figure 30).

3.3.2.2 Cibles CRISPR et dCAS9

Ces guides ont été dessinés en respectant degsstéicts pour le dessin de guide CRISPR : la
séquence doit faire 20pb, doit commencer par um @ié étre suivie d’une séquence dite PAM
(NGG) non intégrée dans la séquence qui sera gig@bédnais qui servira de repére a la CAS9 sur
la séquence cible. Chacun des guides est placélsaontréle du promoteur du géne U6 du
génome A de blé tendre (UBA) et est suivi par pusé@ce codante pour un backbone ARN pour
guide CRIPSR (partie reconnue par la CAS9) déjiséitthez le blé tendré89). Les six séquences
U6A-guide-backbone sont mises les unes a la sageadtres séparées par une queue poly T de 7
nucléotides, afin de s’assurer de la fin de ladtaption du guide couplé au backbone (Figure 31),
et synthétisé dans un vecteur plasmidique (Anngxe 1

Pour ce qui est de la protéine CAS9, nous avonsictiotiliser la version mutée de la protéine
CAS9, la dead-CAS9 ou dCAS9. Cette version dedtépre CAS9 porte les mutations D10A et
H840A, c’est-a-dire que la séquence ADN codant peuyrotéine a été mutée pour que le codon
codant pour I'acide aminé 10 ne code plus pourgpamate (D) mais pour une alanine (A) et que
celui codant I'acide aminé 840 ne code plus poerhistidine (H) mais aussi pour une alanine (A).
Ces deux acides aminés sont considérés commdexaites enzymatiques responsables des CDB

induites par CAS9 et ainsi mutés, celle-ci conseve affinité pour le guide CRIPSR mais perd
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Figure 32: Schématisation du vecteur plasmidique contersadClas9 (Wheat optimised dead Cas9) fusionnée

a la séquence codante du gene Spoll-1 (cSpolacBepsous le contrdle du promoteur UBI. AmpR : gime
résistance bactérien a 'ampicilline. NOS terminatierminateur du gene de la nopaline synthast=Carigin

. origine de réplication du vecteur. attB2 et attBrnes de recombinaison Gateway. Ascl : sitgreatique de

linéarisation du vecteur pour utilisation en bititjge.
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sa capacité a couper I'ADN. La séquence codantelpaCAS9 est placée en 5’ du CDS codant
pour la protéine SPO11-1 de fagcon a maintenir dieecde lecture et obtenir apres transcription et
traduction une protéine de fusion dCAS9-cSPO1loas $e contrle du promoteur UBI, suivant

le protocole de clonage Gateway (chapitre 3.4.1HufE 32).

3.4 Elaboration des constructions plasmidiques

Les constructions ont été élaborées suivant leopot¢ de clonage Gateway™ a trois entrées de
Invitrogen™ (Figure 33). Ce systeme fait appel aelegombinaison homologue entre de courtes
séquences ADN flanquant les différentes partied’quesouhaite mettre bout a bout, appelées par
la suite « entrées ». L'entrée 1 est le promotentrée 2 est le domaine de liaison a 'ADN (TALE

ou CRISPR) et I'entrée 3 est la séquence du géea#lSp ou Spoll-2.

3.4.1 Construction des vecteurs plasmidiques

L’entrée numéro un consiste en la séquence du geamdu gene codant pour I'Ubiquitine de
mais inséré dans un plasmide pDONR P4-P1R™. Cegteama déja démontré son efficacité au
laboratoire et dans la littératur@6Q). Par ailleurs, la définition des bornes des prems
endogenes des genes Spoll-1 et Spoll-2 de bhmassjéte faite et leur efficacité n’a jamais été
prouvée. Pour le domaine de liaison a 'ADN (TAL& GRISPR), celui-ci a été élaboré a partir
des séquences déterminées dans le chapitre préc€dsrséquences ont été confiées a GeneArt®
afin de synthétiser une séquence ADN codant poprd&ine TAL spécifique de chacune des
séquences. Ainsi ce sont trois séquences ADN cqubamttrois protéines TAL différentes qui ont
été synthétisées et clonées chacune dans un vgaEDNR221™. Ceux-ci correspondent a

I'entrée numéro deux du systéme Gateway™. En ceapderne I'entrée 3, les séquences ADN
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Vecteurs
pDONR
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Vecteur pDEST

Clone d’expression

Figure 33 : Clonage plasmidique Gateway® a trois entréesisTpoduits PCR flanqués des sites spécifiques
attB ou attBr et trois vecteurs Donneurs (pDONRit siilisés dans trois réactions de recombinais@nlBtinctes
pour générer trois clones d’entrée. Les trois wastd’entrée et un vecteur de destination (pDE®M) stilisés
dans une réaction de recombinaison LR pour crégeateur d’expression contenant les trois fragmewB N

de départ. Multisite Gateway® Pro User Guide, hogen®.
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codant les géenes Spoll-1 et 2, dans lesquelldglespremiers introns ont été conservés (Spoll-
1 et Spo11-2) ou non (cSpoll-1 et cSpoll-2), @nsyaithétisées, accompagnées de la séquence
du terminateur de la nopaline synthase 3'NOS etéds dans un vecteur pPDONR P2R-P3™. La
séquence 3'NOS est utilisée ici comme un signg@algadénylation fort, couramment utilisé pour
assurer l'arrét de la transcription des génes sl@mévecteur plasmidiqu2g0).

Les 3 entrées sont clonées dans un vecteur deakesti pPDEST R4-R3™ en suivant le protocole
du kit Gateway™ LR Clonase™ Il Enzyme mix de Inmifen™ (Figure 28). La réaction se déroule
dans un tube de 1,5 mL a température ambiantee BOtret 150 ng de chaque vecteur d’entrée
pour un volume total compris entre 1 et 7 L soélamgés a 1 pL du vecteur de destination a une
concentration de 150 ng/uL. Le mélange est ensoitgplété avec un tampon TE 1/10 a pH 8,0
pour atteindre un volume de 8 pL. Le mélange d’'eres/LR Clonase ™ Il est décongelé sur glace
pendant 2 minutes environ et est ensuite vorteig&dment deux fois (2 secondes a chaque fois).
2 uL de ce mélange d’enzyme sont ajoutés a laiogadans le tube de 1,5 mL. La réaction est
ensuite vortexée et centrifugée brievement afitida mélanger et de ramener toute la réaction
dans le fond du tube. La réaction est incubée tlauteiit a 25°C. Le lendemain, pour stopper la
réaction enzymatique, 1 pL de protéinase K estutdja@ celle-ci. Le mélange est vortexé,
centrifugé puis incubé a 37°C pendant 10 minutesr faisser le temps a la protéinase de bien
dégrader la LR Clonase Il. Une fois la réactioppée, celle-ci peut étre stockée a -20°C ou utilisé

pour transformer des bactérie E. coli.

3.4.2 Constructions réalisées

Six premiers vecteurs plasmidiques contenant chacartombinaison entre un des trois domaines

TAL de liaison a I’ADN et un des deux gene Spoldsdaquel n'a été retenu que les deux premiers
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Table 3 : Constructions réalisées et leur composition.

Domaine de
Construction Promoteur liaison a Endonucléase Version de 1'endonucléase Terminateur Vecteur

1'ADN
TAL15-Spol1-1 UBI TAL SPO11-1 avec introns 1 et 2 3'NOS pDESTR4-R3
TAL28-Spol1-1 UBI TAL SPO11-1 avec introns 1 et 2 3'NOS pDESTR4-R3
TAL47-Spol1-1 TUBI TAL SPO11-1 avec introns 1 et 2 3'NOS pDESTR4-R3
TAL15-Spol1-2 UBI TAL SPO11-2 avec introns 1 et 2 3'NOS pDESTR4-R3
TAL28-Spol1-2 TUBI TAL SPO11-2 avec introns 1 et 2 3'NOS pDESTR4-R3
TAL47-Spol1-2 UBI TAL SPO11-2 avec introns 1 et 2 3'NOS pDESTR4-R3
TAL15-cSpol1-1 UBI TAL SPO11-1 CDS 3'NOS pDESTR4-R3
TAL28-cSpol1-1 UBI TAL SPO11-1 CDS 3'NOS pDESTR4-R3
TAL47-cSpol1-1 UBI TAL SPO11-1 CDS 3'NOS pDESTR4-R3
TAL15-cSpol1-2 UBI TAL SPO11-2 CDS 3'NOS pDESTR4-R3
TAL28-cSpol1-2 UBI TAL SPO11-2 CDS 3'NOS pDESTR4-R3
TAL47-cSpol1-2 UBI TAL SPO11-2 CDS 3'NOS pDESTR4-R3
dCas9-cSpol1-1 UBI dCas 9 SPO11-1 CDS 3'NOS pDESTR4-R3
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introns ont été construits selon le protocole noemté au chapitre précédent : TAL15-Spoll-1,
TAL15-Spoll-2, TAL28-Spoll-1, TAL28-Spoll-2, TAL&poll-1 et enfin TAL4A7-Spoll-2.
Les vecteurs contenant le gene Spoll-1 font 95@&5pteux contenant le géne Spoll-2 font
9552pb. Suite a la découverte du souci d’épissagje ¢hapitre 4.2.5), trois autres constructions
ont ensuite été réalisées comportant les trois ttmed AL précédemment utilisés, couplés cette
fois-ci & TADNc du gene Spoll-1 (cSpoll-1) : TAEGSPO11-1, TAL28-cSPO11-1 et TAL47-
cSPO11-1. Ces constructions ont une taille de 94343p

Enfin, six guides CRISPR ont été construits a pasitrois cibles situées dans des régions non
recombinantes et de trois cibles situées dans égsns faiblement recombinantes. Tous les
guides, chacun sous le contrdle d’un promoteur déAlé, ont été mis bout & bout dans une seule
et méme construction nommée « 6 guides CRISPR ux Benstructions portant d’'une part la
séquence codante pour une CAS9 fonctionnelle etr@'gart la CAS9 mutée (dCAS9) couplée a
I’ADNc de Spol1-1 ont été réalisées : CAS9 et dCASPo11-1. Afin de produire une population
de secours, une construction contenant le guidem®IBASR7 ayant été démontrée comme
efficace dans la littérature, seule et sous lerétiu méme UBA, a aussi été créée.

Chacune des 11 constructions précédentes (guidssRBRMis a part) est placée sous le contrble
du promoteur du géne ubiquitine de mais noté pUBlyant déja montré une bonne efficacité
d’expression en transgénése chez le blé tendrabaudtoire 170 261). Toutes les constructions

réalisées sont spécifiees dans la Table 3 et téssczorrespondantes sont précisées en Annexe 1

3.4.3 Vérification et production des vecteurs plasmidgjue

La souche E. coli TOP10 a été utilisée pour lasfiamation et la multiplication des vecteurs crées

par LR suivant le protocole suivant : 2uL de LRtsolangés a 25uL de TOP10 fraichement
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Table 4 : Vecteurs commerciaux utilisés et leur resistance antibiotique.

Souche bactérienne

Vecteur oL Antibiotique Concentration
de multiplication

pDONR P4-PIR  E. coli TOP10 kanamycine 50 pg/mL
pDONR221 E. coli TOP10 kanamycine 50 pg/mL
pDONR221-zéo E. coli TOP10 zéocine 25 pg/mL
pDONR pP2R-P3 E. coli TOP10 kanamycine 50 pg/mL
pDEST R4-R3 E. coli TOP10 ampicilline 100 pg/mL
pMDC123 E. coli TOP10 kanamycine 50 pg/mL
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décongelés sur glace dans un tube a bouchon a 2isl et laissés sur glace 30 minutes. Un choc
de température est réalisé au bain marie a 42°Gape30 secondes, puis le mélange est laissé 2
minutes sur la glace. 125uL de milieu SOC sontutg® au mélange et le tube est incubé avec
agitation 1h a 37°C pour débuter la régénératianbdetéries. Ensuite 20 et 130 pL de mélange
sont étalés sur deux boites de pétri, contenamhitlau LB agar figé additionné d’antibiotique.
Les boites de pétri sont incubées une nuit a 3Z&Crable 4 précise la nature et la concentration
de chaque antibiotique en fonction du vecteur pidisjue utilisé.

Une fois les colonies bactériennes développées Brit 10 colonies sont mises en culture liquide
dans 3 mL de milieu LB liquide additionnés d’antifique correspondant a la résistance du vecteur,
pendant une nuit & 37°C sous agitation. 2mL deuikont prélevés pour extraction de vecteur
plasmidique selon le protocole QIAprep® Spin Miripde chez QIAGEN™. La nature du vecteur
plasmidique extrait est vérifiée par digestion enagique avec I'enzyme Haelll. La réaction
s’effectue dans un tube 1,5 mL dans lequel 10 pprdduit d’extraction sont mélangés a 1,5 puL
du tampon NEB2 (correspondant a I'enzyme HaelIN&8). Ensuite, 3,4 pL d’eau up autoclavée
et 0.1uL de I'enzyme Haelll & 50u/pL sont ajoutdla &eaction. La réaction enzymatique est
incubée 1h30 & 37°C et séparée sur gel d’agaros&€AR00.5 pendant 4h a 90V. Le profil de
digestion enzymatique est ensuite comparé au gtefiligestion enzymatique théorique géréré
silico grace au logiciel Vector NTI. Une colonie présenta bon profil de digestion enzymatique
est sélectionnée et 100uL de la culture liquide sgoutés dans 125mL de milieu LB liquide
additionnés d’antibiotique et incubé a 37°C soutatign pendant une nuit. L'ADN plasmidique

est ensuite extrait selon le protocole QIAGEN Pldsifidi Kit de QIAGEN™,
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3.4.4 Production de la cassette plasmidique pour lafioamstion par biolistique.

Afin d’assurer la conservation de l'intégrité dectanstruction lors du bombardement biolistique,
le vecteur plasmidique est digéré de part et deadrla construction plasmidique afin de linéariser
le plasmide et de retirer la partie bactérienngldsmide. La digestion est effectuée a partir de
20ug de plasmide. Ceux-ci sont mélangés a 4 plampadn spécifique a I'enzyme de restriction
et a 7.5uL d’enzyme de restriction & 10u/pL. Etdivolume est ajusté a 37uL avec de I'eau up
autoclavée. La digestion enzymatique est incubéa Z1°C et séparée sur gel d’agarose 0.8% a
70V pendant un temps suffisant pour pouvoir sédasedeux bandes résultant de cette digestion.
La bande d'intérét est purifiee selon le protocdéerit dans Tassy et al. en 20126]). Ces
cassettes ont été introduites grace a la transtmmpar Biolistique dans des embryons hybrides
immatures de blé tendre afin de générer des plartesgéniques TO. Celles-ci ont été cultivées

en serre OGM dédiée afin de produire une descerdehc

3.5 Culture des plantes

Dans cette étude, trois génotypes de blé tendredténutilisés : BobWhite (BW; le cultivar
BWS26), Chinese Spring (CS) et Courtot)(QCees graines des plantes meres sont semées en pot
de germination et laissées pousser 1 semaine.tEresiplantules sont transférées dans des pots
de 4 L avec du terreau de culture additionné dasg diffusion lente (Nutricote®) et cultivées

en serre dans les conditions suivantes : Cycle/rjoitrde 16h/8h avec une température de
22°C/18°C, une luminosité de 200 pmol m-2 s-1 net lutte biologique intégrée. Pour les variétés
nécessitant une période de vernalisation, préatasie au rempotage en pot de 4L, les plantules

sont placées a 6 ° C pendant deux mois, une serapias le semis.
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Figure 34 : Etapes de castration de la fleur de blé. a : une fleur de blé¢ immature (couches vertes externes : glumes;
structures vertes: anthéres immatures; structure grise: carpelle immature (stigmate + ovaire)). b : les glumes sont
coupées pour libérer les anthéres immatures et le stigmate. ¢ : les anthéres immatures sont supprimées. d : apres
2-3 jours, le stigmate est complétement développé. e : le pollen est déposé sur le stigmate pour la fécondation. f':
aprés 11-15 jours, le grain immature a suffisamment grossi et est récolté pour extraction de I’embryon immature
pour la transformation par biolistique.
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3.6 Production d’embryons hybrides

Les croisements sont réalisés dans des infrastascein conditions climatiques contrdlées afin de
permettre une formation et une croissance optiah@deembryons. Afin de produire des embryons
hybrides, les épis immatures des plantes meresrgnttans leur période de floraison sont
émasculés a l'aide de ciseaux et de pinces desjoré¢Figure 34). Les épis en floraison et sur le
point de fleurir sont mis de c6té ou coupés poluteevautopollinisation. Les épis au bon stade
doivent étre suffisamment sortis de leur gaineetd étamines doivent toujours étre vertes. Dans
un premier temps, chaque fleur est ététée pourlibé stigmate et les antheres sans les blesser.
Ensuite, les anthéres sont soigneusement retivéesdas pinces, en évitant de les ouvrir. Le plus
grand nombre de fleurs possible est émasculé, lemiglus petites fleurs situées au sommet de
I'épi sont retirées. Les épis ainsi émasculésmaégés individuellement avec un sac en plastique
perméable a I'humidité en attendant la pollinisatio

Au minimum 3 jours aprés I'’émasculation, afin dedar le temps aux stigmates de se développer,
les épis sont pollinisés avec le pollen du parealiemLe pollen est collecté a partir d’anthéres
matures fraiches sur une boite de Pétri en vetteyée a I'éthanol avec des pinces aussi nettoyées
a I'éthanol. Les grains de pollen collectés sasgamblés grace a un pinceau fin sur un bord de la
boite de Pétri en verre. Le sac de protectionediséret grace au pinceau fin, des grains de pollen
sont déposés sur le stigmate de chaque fleur. lte e Pétri en verre est maintenue sous I'épi
pendant la pollinisation pour récupérer les grailaspollen qui n‘adhérent pas au stigmate et
tombent. Les épis sont tapotés doucement pourrdiné surplus de pollen. A la fin du processus,
le sac de protection est replacé pour éviter |arsdhtion croisée.

Apres 11 & 15 jours suivant la pollinisation, kufl pollinisée devrait avoir donné un grain tougour

immature a ce stade de développement. Pour salesrgrains sont préts a étre collectés, un grain
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Figure 35 : Schéma de dissection des grains immatures pour la récupération des embryons immatures. a : le grain
immature (vert) est posé a plat, le sillon face au sol et la partie basale est scalpé en biais (ligne pointillée). b :
I’embryon apparent (beige) est a son tour scalpé au niveau de la radicule (ligne pointillée) si cela n’a pas été fait
en méme temps que I’étape a. ¢ : I’embryon est retourné pour étre ensuite placé sur le milieu de plasmolyse (rose)
(d). d : Pembryon immature est placé sur le milieu de plasmolyse.
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est prélevé et ouvert pour libérer I'embryon. Stdille de I'embryon est d'environ un a deux
millimétres, il convient a la transformation paoligtique et les grains restant sur I'épi sontltéso
SiI'embryon est trop petit, les grains restant fiesés sur la plante jusqu'a ce qu'ils atteigleen
bonne taille. Dans des conditions stériles, lemgranmatures sont lavés a I'éthanol, séchés,gincé
a l'eau distillée autoclavée, séchés a nouveaudaeép dans un tube en plastique stérile (par
exemple, un tube Falcon® de 50 mL) a 4 ° C danschaenbre froide ou un réfrigérateur jusqu'a

utilisation.
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Figure 36 : Technique de biolistique appliquée sur embryons immatures de Blé. 1 : Prélévement et dissection des
grains afin d’obtenir les embryons immatures. Les embryons sont ensuite placés sur un milieu plasmolysant solide
pendant 2 a 3h. 2 : enrobage des microparticules (billes d’or) avec les constructions a bombardées sous forme
d’ADNp. 3 : Bombardement des microparticules sur les embryons plasmolysés. Le vide est fait avant le tir (a) et
de ’hélium est injecté derriere le disque de rupture pour déclencher le tir (b). 4 : Les embryons bombardés sont
ensuite incubés a I’obscurité jusqu’au lendemain du tir, temps optimal pour que les cellules récupérent du tir.
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3.7 Génération des plantes transgéniques

La technique de production de plantes transgénigetenue est celle de la biolistique suivie
d’étapes de régénératiamvitro sur milieu de sélection. Cette technique requemme matériel
de base des embryons immatures de blé tendresteatila composition des milieux sont indiquées

en Annexe 2.

3.7.1 Extraction des embryons

Dans des conditions stériles, les grains immatsoes lavés dans une solution d’hypochlorite de
sodium a 20%, additionnée d'une goutte de tweepa2® 200 mL puis rincés a l'eau distillée

autoclavée et séchés. Les embryons immatures solésisous loupe binoculaire dans des
conditions stériles. Le grain immature est sectioen partie basale afin de libérer 'embryon

(Figure 35). La radicule de celui-ci est ensuiteédée pour empécher la germination spontanée de
I'embryon. Le reste de 'embryon composé du scueket du coléoptile est transféré a I'envers sur
un milieu solide de plasmolyse, préalablement caldds une boite de Pétri stérile de petit

diamétre. Les embryons ainsi disposés sur le mileeplasmolyse sont laissés minimum 3h a 30°C
afin de laisser le temps aux cellules de parfar@glasmolyse. Cette étape de plasmolyse est
indispensable car elle va permettre aux celluleseddder de leur eau afin d’étre moins sensibles

a I'éclatement lors du bombardement de particules.

3.7.2 Biolistique

Le bombardement de particules est effectué a ldédeappareil BioRad PDS 1000 He avec un
disque de rupture calibré a 900 psi et une distantze cible de 7 cm (Figure 36). Toutes les
manipulations doivent étre effectuées dans desitomsl stériles. Les disques de rupture et les
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Figure 37 : Les étapes de culture in vitro suivant la transformation par biolistique des embryons immatures. a :
un embryon juste aprés la transformation. b : Etape de callogenése (milieu MSE3). ¢ : Premiére étape
d'organogenese (feuilles) sur le premier milieu de sélection PMI1. d : Développement des feuilles sur le deuxieme
milieu de sélection PMI2. e : Développement des feuilles sur le troisiéme milieu de sélection PMI3. f: Seconde
étape d'organogenese (racines) et développement des feuilles sur le milieu de sélection MSO-PMI, juste avant le
transfert en serre.
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disques supports sur lesquels est déposé I’ADN lagast a I'éthanol et laissés a sécher. Un tube
contenant un aliquot de 1 mg de billes d'or degOvbde diametre repris dans 20 pL d'éthanol est
placé sous sonication pendant 5 min afin de sépeseparticules d'or les unes des autres en
douceur. Chaque cassette de construction plasneidigti ajoutée aux billes d’or en quantité
équimolaire sans dépasser la quantité totale dpdlADN. 20 uL de spermidine & 0,1 M et 50 pL
de CaCl2 a 2,5 M sont ensuite mélangés dans ue &ulte avant d’étre ajoutés au meélange
billes/ADN. La solution obtenue est vortexée doueetrpendant au moins 15 minutes, puis
centrifugée pendant 1 minute. Le surnageant estgete culot de billes est lavé avec 200 pL
d'éthanol anhydre, centrifugé et remis en susperdans 100 pL d'éthanol anhydre. 10 pL sont
utilisés pour chaque tir et sont soigneusementsipsur un disque support préalablement placé
sur un support de montage conformément au marutéisdition du dispositif BioRad PDS 1000
He. Le montage final est effectué comme décrit damsanuel d'utilisation du dispositif BioRad
PDS 1000 He. La boite de Pétri contenant les embrimmatures plasmolysés est ouverte sous
conditions stériles et placée a l'intérieur du dsiif BioRad PDS 1000 He a une distance de 7 cm
du disque de rupture. Ensuite, le tir est effectudformément au manuel d'utilisation. Une fois le
bombardement de particules terminég, la boite de &sitrefermée et placée a 30°C pendant une

nuit avant de commencer le protocole de culiunatro.

3.7.3 Culturein vitro

La culturein vitro a été réalisée comme décrit dans Tassy et al0&h 61), sur des milieux
sélectifs enrichis au mannose qui permet la sélectes plantes transformées qui portent un gene
codant pour une Phospho-Mannose Isomérase (PMiuiesont donc aptes a métaboliser le

mannose 462, 263 (Figure 37). Cette sélection est divisée en plusiétapes de multiplication
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Figure 38: Acclimatation des jeunes plantules a la sortiéétape de culture in vitro. Les jeunes plantidest
délicatement sorties du milieu gélosé et sont teeg dans un terreau spécial semis, mises a badigneun bac
d’eau pendant une journée et placées dans unerardetulture dont la température et I'humiditétsamtrolées.
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cellulaire et de régénération des tissus. Apreswitér 30°C, les embryons immatures fraichement
transformés sont placés sur un milieu de callogeaaschi en 2,4-D pendant 2 semaines. Les cals
générés sont transférés sur 2 milieux sélectifs@mutifs enrichis en mannose et en hormones
végétales de synthése (AIA, Acide indole 3-acétieguBAP, benzylaminopurine) respectivement
pour la sélection et I'organogenése des feuilleslg@ 2 semaines chacun. Le second milieu est
moins sélectif que le premier pour alléger la d&eacet laisser pousser les plantules en
régeéneération. Les plantules régénérées sont tréesfeers un troisieme milieu plus sélectif et de
méme composition que le précedent pour la sélefitiate des plantules transformées. Cette étape
permet d’éliminer les événements dits « échappéss»plantes qui survivent a la sélection mais
ne sont pas transformées). Aprés 2 semaines, desufgs survivantes sont transférées dans un
quatrieme milieu sélectif enrichi en mannose et hemmones végétale de synthese pour

I'organogenése des racines.

3.7.4 Criblage PCR et culture en serre S2

Une fois que les plantules ont développé des racttales feuilles dans le dernier milieu de
sélection, chacune d’elles est transférée indiidoent dans de petits pots avec un sol de
germination et placée dans une armoire d’acclinmatgtendant 1 a 2 semaines avec un cycle
circadien de 16h/8h avec 22°C/18°C et 60% dhumidiEigure 38). Elles sont ensuite
systématiquement soumises a une période de 2 m6RC gpour réaliser la vernalisation et
synchroniser la floraison. Les plantules sont segetiu desséchement lors des premiers jours
d’acclimatation. Le prélévement de feuilles poakttaction d’ADN est effectué une fois que de
nouvelles feuilles apparaissent, c'est-a-dire envit & 2 semaines d'acclimatation ou aprés la

période de vernalisation suivant la quantité ddlésudisponible.
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Figure 39 : Culture en serre OGM : a : Aprés 2 semaines dans la chambre d'acclimatation et 2 mois de
vernalisation, les plantes transgéniques TO (positives en PCR) sont transférées en serre OGM dans des pots de 4
L avec un terreau de culture. b : Floraison des plantes transgéniques TO. ¢ : Chaque €pi est isolé dans un sac en
plastique perméable a I'humidité pour une autopollinisation. d : Epis transgéniques TO entiérement fertiles prét a
étre récoltés.
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L'ADN de chaque plante transgénique est extradréirgde 20 a 100 mg de jeune feuilles a I'aide
du systéeme d'extraction d'ADN automatisé Oktopurele kit d'extraction d'ADN de plante
Sbeadex™ (LGC Limited®©). Les plantes transgénigqueste détectées par PCR en utilisant des
amorces specifiques pour les fragments d'ADN irssétrée protocole Amplitag Gold® 360 Master
Mix (Applied Biosystems ™). La transformation a étéaluée par PCR sur transgene grace a des
amorces speécifiques avec, si possible, trois étloenst de feuilles provenant de trois tiges
différentes de la méme plante. Pour éviter les ehasy les plantes ont été considérées comme
transformées lorsque tous les échantillons de laem@ante sont positifs a la PCR. Des amorces
microsatellites spécifiques ont été utilisées fwaqae échantillon (WMS257, Annexe 3) en tant
que contrdle PCR. Les séquences et températurksida de toutes les amorces utilisées sont
spécifiées en Annexe 3.

Chaque PCR est réalisée a partir de 2uL d’ADN &gA4dn 5uL du mix Amplitag Gold® 360
Master Mix (Applied Biosystems ™) sont ensuite s avec 1L de GC enhancer (fournis dans
le kit) et 0.25uL de chacune des amorces a 10ndMuk0 final). Enfin, le volume de réaction est
ajusté a 10uL avec de I'eau up autoclavée. Le progre PCR utilisé est indiqué en Table 5.

Les plantules sélectionnées sont transférées thadllement dans des pots de 4 L et placées dans
une serre dédiée aux OGM, avec un cycle circadeeh6t/8h avec une température respective de
22°C/18°C. On laisse les plantules pousser jusgataration des grains pour les étapes suivantes

(Figure 39).

3.7.5 Récolte des grains T1

Les grains sont récoltés 2 mois suivant la flomaipour s’assurer de la complete maturation de

ceux-ci. Chaque épi est coupé et placé dans uite patteuse de paillasse pour désolidariser les

150



Table £ : Programme PCR pour le criblage des transgenes

Température (°C) Temps Nombre de cycle Etape

95 10min 1 Dénaturation
95 30sec Dénaturation

TM des amorces 30sec 35 Hybridation
72 60sec/kb Elongation
72 5min 1 Fin de I'élongation
15 infini 1 Stase

Cible
marqueur l marqueur

Chromosome 3B >
‘ ~500 Kb

Figure 40 : Stratégie de génotypage des population T1. Chaque cible est encadrée par des marqueurs distants
polymorphe entre les deux parents, Chinese Spring et Courtot.
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grains de I'épi. Les grains récoltés sont placds dkes sachets hermétiques en plastique et placés
dans une enceinte spéciale pour la conservatiogrdéss, avec une température constante de 7°C
et une humidité inférieur a 30%. lls y restent miam une semaine afin de lever la dormance des
grains, qui se serait installée a la fin de la maiton. Une fois la dormance levée, les grains sont
semés en plaque de culture de 96 puits et laisgésser une semaine afin de pouvoir récolter les

feuilles pour extraction ADN selon le protocole dieau chapitre 3.7.4.

3.8 Génotypage des populations T1

L’étude de la répatrtition de la recombinaison mgict le long des chromosomes est, de maniéere
classique, realisée a partir de I'étude globaleRNB dans des populations issues de croisement
entre deux individus suffisamment différents powluge majorité des SNP soit polymorphe entre
ces deux individus (Figure 40). Un SNP aura domgmum deux versions provenant soit du parent
1 soit du parent 2. Ainsi, lors d’'une marche surchmomosome, si l'origine des SNP change
passant d’'un parent a l'autre, alors on peut tradweci par l'apparition d'un point de
recombinaison entre les deux SNP entre lesqualsdrgement a eu lieu. Ici nous appliquons la
méme technique de détection des points de recombimmais a I'échelle locale. Il nous faut donc
travailler sur une population issue d’un croisen@ite deux variétés de blé tendre de provenances
différentes. L'identification de I'apparition d’upoint de recombinaison au niveau de la cible du

systeme SpiX se fait de la méme maniere par lifleation de la provenance des portions

génomiques de part et d’autre de la cible SpiX@&des SNP.
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Figure 41 : Technologie de génotypage KASPar. a : les composants de la réaction sont mis en contact. La matrice
ADN comportant le SNP, le trio de primers (une amorce commune et deux amorces spécifiques des deux alleles

du SNP, couplées chacune a une séquence complémentaire d’une des deux cassettes FRET du master mix). b : 17
cycle PCR. Une fois la matrice dénaturée, I’amorce spécifique du SNP présent sur la matrice va s’hybrider avec

celle-ci et I’amplification va avoir lieu. c : 27 cycle PCR. L’amplicon cré¢ lors du 17 cycle va servir de matrice
a ’amorce commune et I’amplification va continuer. d : 37 cycle PCR. L’amplicon complémentaire créé lors du

27 cycle contient maintenant la séquence complémentaire de la cassette FRET et cette dernicre, dénaturée, va
s’hybrider. Le fluorochrome (F ou H) et le quencher (Q) sont ainsi dissociés et le fluorochrome émet de la lumiére
apres excitation. e : Produit final. Le SNP est maintenant associé a un fluorochrome (séparé de son quencher) et
donc a un signal lumineux précis suivant excitation avec la bonne longueur d’onde. (Smith and Maughan, 2015)
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3.8.1 Stratégie

La stratégie de génotypage des SNP retenue esthadlogie KASPar (Figure 41264 qui
consiste en une PCR faisant intervenir trois ansoreme commune dessinée dans une région non
polymorphe et deux alléle-spécifiques incorporamtSNP identifié entre les deux parents du
croisement et couplées chacune a un fluorophoférelift. L’amorce commune sera normalement
utilisée pour la réaction de PCR quel que soidlindu. En revanche, les amorces spécifiques
seront utilisées pour la réaction en fonction didle porté par I'individu génotypé et celle géde
émettra alors une fluorescence grace au fluorophibbéeé. Ainsi en calculant le ratio de la
fluorescence d'un fluorophore sur l'autre on pewatvair quelle amorce a été utilisée
préférentiellement dans la réaction de PCR et doet allele a été hérité par l'individu génotypé

et descendant du croisement.

3.8.2 Recherche de marqueurs

Cette stratégie repose sur la présence d’'un pojymmsme suffisant entre les deux parents utilisés
pour la production d’embryons hybrides pour querksgions ciblées par la technologie SpiX
possedent un minimum des SNP identifiés entredes garents du croisement. Afin de pouvoir
trouver les SNP permettant la mise au point du typage par technologie KASPar, une marche
sur le génome est effectuée en s’éloignant degiaitautre de la cible SpiX. Dés qu’'un SNP
polymorphe entre les deux parents est découvertangorces sont dessinées et testées avec le
protocole KASPar (voir chapitre 3.8.3). A chaqueoare spécifique de chaque alléle est accolée
une extension spécifique d’un fluorophore pourisimiction entre I'un ou l'autre des deux alleles
lors de la lecture. Trois types de marqueurs antuétisés pour la recherche de polymorphisme

entre les deux parents : des marqueurs SNP, depieuais SSR et des marqueurs ISBP (Insertion
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Table € : programme PCR de protocole KASPar.

Température (°C) Temps Nombre de cycle Etape
94 15min 1 Dénaturation
94 20sec 10 avec un delta de Dénaturation
65 1min -0.8°C par cycle Hybridation
94 20sec 40 Dénaturation
57 1min Hybridation
15 infini 1 Stasi

-(d/dT) Fluorescence (465-510)

815 ) -
Temperature (C)
- e TAL i 1 C5-C: 0295 8 seqas
B 8 [CouwerNew  ~|[1 ~]|B 5 total sequences
Mode: | Select / Shide v Selection: 0
Position:

& 1D IT § oo+ BEEE

3 10 20
(v443 0295 8 GAAACTGCTCGAGACGAACCCAAGGATCATT
Chinese Spri|-~~~~«eceessneeeceesnneeceennnn
Chinese Spri.
(S A A L I Y
Courtot 8-v4

Figure 42 : Découverte de SNP de novo par crible de marqueurs ISBP. a: représentation d’une courbe de
dissociation de produits PCR obtenus pour le méme marqueur ISBP pour chacun des parents, Chinese Spring en
bleu et Courtot en rouge. Le delta température entre les deux courbes est indiqué par la double fleche verte. b :
résultats du séquengage des amplicons PCR du marqueurs pour les deux parents. Le SNP découvert est indiqué
dans le cadre rouge.
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site-based polymorphism2§5). Ces derniers ont servi a la détection de novmaejueurs SNP
par analyse des températures de dissociation deipfCR issus de la méme amplification chez

les deux parents (Figure 42) (protocole en Anngxe 4

3.8.3 Protocole

Le reactif KASPar v4.0 2X Reagent Mix Low Rox (LG&=nomics, KBS-1016-017) est utilisé
afin de réaliser le génotypage. Un mix des amoeseséealisé au préalable afin de le rajouter au
mix KASPar final. Dans un tube 1,5 mL ,12 pL devi@ce spécifique de I'Allele 1 (100uM, 12
UM final) est mélangé a 12 pL de I'amorce spécéige I'Allele 2 (100uM, 12 uM final) et & 30
puL de 'amorce commune (100uM, 30 uM final). EMi® pL d’eau up autoclavée sont rajoutés
pour arriver a un volume final de mix d’amorcesl@®® pL. Pour chaque réaction KASPar, le mix
final est réalisé en mélangeant 2uL d’ADN a 10ngLL du KASPar v4.0 2X Reagent Mix Low
Rox (LGC Genomics, KBS-1016-017) et 0.055uL de diamorces.

La PCR pour le génotypage KASPar est réaliséeutamplaque 384 blanche spéciale LightCycler
480 (LightCycler® 480 Multiwell Plate 384, white,0Bhe, référence : 04729749001) selon le

programme indiqué en Table 6. Le protocole comgdeindiqué en Annexe 5.

3.8.4 Lecture et analyse des résultats

La lecture est effectuée en point final sur le tobightCycler 480 Il (LC480) de Roche par
I'intermédiaire du logiciel LightCycler ® 480 SW5L.L'analyse est effectuée sur le méme logiciel
et évaluée a la maihes recombinants sont détectés lorsque le génestifférent entre les deux
SNP étudiés, ce qui veux dire qu'ils proviennentpadeents différents et qu’il y a donc eu

recombinaison entre les deux marqueurs.
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4 RESULTATS

L 'objectif de cette thése était d’évaluer les fargessentiels au ciblage de la recombinaison
chez le blé tendre afin de I'améliorer et de laigeir vers des zones qui en sont
habituellement dépourvues. Pour atteindre cet tifhjécétait avant tout nécessaire d’établir une
stratégie optimale permettant de produire les t@sulans les temps impartis. Contrairement aux
especes modeles qui disposent d’outils perform@igtsees fluorescentes chézabidopsispar
exemple) ou qui ont des temps de génération rédait®combinaison chez le blé ne peut étre
mesurée que sur des descendants d’hybrides. Waiteide graine a graine est d’environ six mois.
Nous avons donc di élaborer un protocole adaptecoant la production d’embryons immatures
hybrides ce qui constituera la premiére partierdssltats. La deuxieme partie sera consacrée a
I'analyse détaillée du gene Spoll-1 chez le hi@ietert a I'élaboration des constructions destinée
au ciblage. La derniere partie présentera enfinptesiers résultats issus des transformations

initiales.

4.1 Embryons immatures et Culturein vitro

4.1.1 Production des embryons immatures

Nous avons choisi pour la production d’embryons atures hybrides les variétés Chinese Spring
(CS), un blé de printemps référence mondiale ppwehjuencage du génome du blé, et Courtot
(Ct) un blé d’hiver européen, référence locale padransformation par Biolistique du blé tendre.
Afin d'éviter toute possibilité dobtenir des évements de transformation issus de
I'autofécondation d’un des deux parents, le croesetm’est effectué que dans un sens, CS en tant
qgue femelle et Ct en tant que male. En effet, G @ssidéré comme une variété difficilement
transformable par biolistique alors que Ct esélragype de référence utilisé au laboratoire. Ainsi,

un individu issu d’'une autofécondation CS aura geuchance d’étre transformé. Le taux de
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Figure 43 : Pourcentage de réussite au croisement au cours d'une année. Une moyenne de deux croisements par
semaines a ¢té réalisée de 2014 a 2018 lors des campagnes de croisement. Les données de ces campagnes ont été
regroupées par mois et le ratio a été calculé en fonction du nombre de fleurs castrées et pollinisées sur le nombre
de grains obtenus par mois.
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réussite des croisements fluctue grandement sui@g#ériode de I'année, allant de 16% au mois
de juillet a 67% au mois de décembre, avec une mmyde 44% (Figure 43). En prenant en compte
tous les croisements effectués entre 2014 et 20tt8 ees deux variétes dans les mémes conditions
climatiques controlées, nous observons alors wrefplte obtention de grains immatures dans la
période automnale et a la fin de I'hiver/début detpmps. En dehors de ces périodes, le taux
d’obtention d’embryons immatures reste relativeniast Pour optimiser le temps et le colt d’'une
expérimentation de Biolistique, il apparait alove ¢g production d’embryons immatures hybrides
doit étre améliorée afin d’en avoir un nombre saffit & transformer en méme temps. Etant donné
le temps nécessaire pour réaliser un croiseméafable disponibilité du pollen de Courtot, nous
ne pouvions pas augmenter le nombre de croisemaalises en méme temps. C’est ainsi que nous
avons décidé d’optimiser leur conservation et natemt en stockant les grains immatures

fraichement récoltés dans des tubes de 50 mL feetr@g°C.

4.1.2 Conservation de grains hybrides immatures pouléshbqgue

4.1.2.1 Introduction

La transgénese par biolistique d'embryons immatwests un moyen efficace d'introduire
artificiellement de nouveaux genes dans le blé reen@ependant, seuls quelques génotypes
peuvent étre transformés efficacement. De plus,neemu précédemment, I'obtention d'une
descendance apres croisement entre deux variétdé tendre peut étre aléatoire selon la saison
et ne pas étre suffisante pour des expériencesligtique. Dans I'article suivant publié dans la
revue PCTOC, jai stocké des grains immatures, idgsrou non, a température ambiante ou a 4 °

C pendant 4 ou 7 jours avant de les extraire potrahsformation par biolistique.

4.1.2.2 Cold-conserved hybrid immature embryos for efficigheat transformation (PCTOC).

(page suivante)
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Abstract
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Transgenesis through biolistic of immature embryos is the most convenient way to introduce artificially new genes in bread
wheat (Triticum aestivum L.). However, only a few genotypes can be efficiently transformed. To improve the transformation
of wheat varieties, we stored immature seeds at room temperature or 4 °C during 4 or 7 days and extracted immature embryos
prior to transformation. Shelling stops the embryo’s growth and almost all the embryos formed a callus on selective media
when stored at 4 °C for 4 or 7 days (respectively 87% and 99%). We also used hybrid immature embryos derived from a cross
between a transformable line (Courtot) and a non-transformable line (Chinese Spring) for biolistic transformation, Hybrid
embryos showed the same response to biolistic than the responsive parent. All together, these results improve significantly
the biolistic protocol for wheat transformation by reducing the number of mother plants in the greenhouse, and improve the
transformation of additional genotypes through hybrid transformation.
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Introduction

Bread wheat (Triticum aestivum L.; 2n=6x=42; AABBDD)
is one of the most cultivated crops in the world and rep-
resents almost 20% of protein sources for human nutri-
tion (FAO STAT). To face the increase in world popula-
tion, the improvement of bread wheat performances is a
major agricultural challenge, especially within the context
of sustainable agriculture with reduced uses of fertiliz-
ers, water and pesticides. One way to face this challenge
is to use the huge reservoir of the exotic or related genetic
resources to find new original and powerful alleles for the
genes of agronomical interest. These new alleles can then
be introduced into elite material through classical crosses
and recombination between the appropriate segments of the
genome. However, the frequency of meiotic recombination
in wheat is low (average 0.2 cM/Mb; Choulet et al. 2014)
and almost restricted to ~20% of the distal regions of the
chromosomes (Saintenac et al. 2009; Darrier et al. 2017).
As a consequence, low recombination rate results in massive
undesirable linkage drag, if ones wish to introduce, in elite
material, the desirable new alleles originating from exotic
cultivars or wild species. To avoid this drawback, new alleles
can be introduced through genetic transformation and/or
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genome-editing biotechnologies (Jones 2005; Wang et al.
2014; Zong et al. 2017; Kim et al. 2018; Liang et al. 2018,
Sanchez-Leon et al. 2018).

Agrobacterium mediated transformation (Cheng et al.
1997; Carlos Popelka and Altpeter 2003; Przetakiewicz et al.
2004) and Biolistic® (Vasil et al. 1992; Wang et al. 2014)
are successfully used for transformation of a wide range of
European (Rasco-Gaunt et al. 2001) and Chinese (Zhang
et al. 2015) elite varieties. The performance of Biolistic (or
particle bombardment) mainly limited by the lack of plant
regeneration depends on several factors: particle type, size,
quantity and projection speed, the amount, structure and
quality of DNA but also on the tissue type and pretreat-
ment (for review see Altpeter et al. 2016). Traditionally,
tissues with totipotent cells (callus, somatic embryos, etc.)
and treated with growth regulators (auxins and cytokinins)
are best transformed. Stresses of different nature (dark,
protoplasting) also seems to play an important role in plant
regeneration (Florentin et al. 2013; Fehér 2015; Grafi and
Barak 2015).

Even though biolistic has been improved and made flex-
ible, some wheat genotypes remain difficult to transform
(recalcitrant) whereas others are responsive (Shrawat and
Lorz 2006; Hiei et al. 2014). For example, the reference
cultivar for in vitro culture, Bobwhite, has a transforma-
tion efficiency ranging from 2.5 to 3—-6% (Tassy et al. 2014)
while Courtot, a French winter wheat that is responsive to
biolistic, has a transformation efficiency of only 1.47% (49
transformed plants over 3326 shooted immature embryos,
Tassy and Barret 2017). Chinese Spring, a spring wheat used
as a reference cultivar for genome sequencing (Choulet et al.
2014; International Wheat Genome Sequencing Consortium
(TWGSC) 2014; International Wheat Genome Sequencing
Consortium (IWGSC) 2018) is a recalcitrant genotype for
biolistic that cannot be transformed (0 transformed plants
over at least 3000 shooted immature embryos; our unpub-
lished results). On the contrary, Chinese Spring is consid-
ered to have a high regeneration efficiency when not submit-
ted to biolistic (Machii et al. 1998).

Since fertile transgenic wheat plants regenerate only from
a few target cell-types, the choice of the explant for genetic
transformation is a critical step. Three types of tissues are
usually used for transgenic plant production: immature
inflorescence and scutellum of mature or immature zygotic
embryos. Quality of mature embryos depends on the matura-
tion conditions of the plant. Stresses such as drought, heat
chock or pathogen aggression during maturation of the seed
can lead to weak embryos (Samarah 2005) and to regenera-
tion failures. Furthermore, extraction of mature embryos is
quite difficult because they adhere to the endosperm and
external seed layers, which results in their deterioration
while removing them from the seeds whereas immature
embryos are free inside the immature seed so they can be

removed easily. However, transformation efficiency between
mature and immature embryos fluctuate between wheat gen-
otypes (Ozgen et al. 1998).

In wheat, production of hybrid immature embryos is tedi-
ous and encounters a problem of synchronization (material
impossibility to obtain enough embryos at the right stage at
the same time to achieve the genetic transformation). There
1s a short period of optimal collection (around 14 days after
pollination, dap; Pastori et al. 2001; Tassy et al. 2014) and
it is an arduous task to harvest enough immature embryos
at the right stage (around 1 mm long) for transformation.
Moreover, we experienced fluctuation in the success rate of
crosses and found that production of a required amount of
seed can represent three times the amount of work expected
(Online Resource 1). Li et al. (2003) used cold temperature
(4 °C) to store immature spike collected few days (10-16)
post anthesis to enhanced somatic embryogenesis. Cold was
usually used for vernalization of winter crops such as winter
wheats and it reduces or even stops plant growth and induces
its flowering (Dennis and Peacock 2009). Li et al. (2003)
also suggested that a long period of cold storage of spikes is
necessary for efficient somatic embryogenesis.

In the present study, we report the possibility of stopping
embryo growth by shelling and keeping immature seeds at
cold temperature (4 °C) for a few days (4-7 days), and show
that the transformation rate obtained for a hybrid line is simi-
lar to that of the most responsive parent.

Materials and methods
An add-on to this section is given in Online Resource 2.
Plant culture and embryo production

Three bread wheat genotypes were used for this experiment:
Bobwhite (BW; cultivar BWS26), Chinese Spring (CS) and
Courtot (Ct). Donor plants of immature embryos were grown
in a dedicated greenhouse under controlled climatic con-
ditions with a 16 h/8h and 22 °C/18 °C day/night cycle.
The resulting TO (original transgenic generation) transgenic
plants were cultivated in a dedicated GMO greenhouse under
the same conditions. Hybrid seeds were produced using Ct
as male and CS as female. As many flowers as possible per
spike were emasculated and fertilized with Ct fresh pollen
2-3 days after castration. Around eight spikes a day, 3 days
a week were emasculated, to match Ct pollen availability.

Cold conservation and embryo measurement
At 11-12 days after pollination, depending on the culture
conditions, we harvested immature seeds (IS) and sterilized

them in 70% ethanol for 1 min. Then the IS are rinsed with
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autoclaved pure water and allowed to dry on sterile absor-
bent paper. We stored the sterilized IS in a 50 mL plastic
tube either at 4 °C in a cold chamber or on the bench at room
temperature (RT). For measurement, immature embryos (IE)
are extracted from IS and placed on plasmolysis medium
(Tassy et al. 2014). To measure the IE sizes, a picture of
each set of IE is taken on millimeter paper using a stereomi-
croscope. Each picture is analyzed with the image] Measure
tool (https://imagej.nih.gov/ij/docs/guide/146.html, subsec-
tion 30.1) to determine [E sizes that are given in pixels and
translated into millimeters using the references on the mil-
limeter paper.

Preparation of immature embryos (IE) or hybrid
immature embryos (HIE), shooting and in vitro
culture

Preparation of IE (or HIE) and shooting are performed as
described in Tassy et al. (2014). IE (or HIE) were extracted
and their radicula removed. TE (or HIE) prepared according
to the Tassy et al. (2014) protocol are thereafter still des-
ignated as TE (or HIE). Some modifications were made to
the Tassy et al. (2014) shooting protocol: for 10 shootings,
200-250 ng of DNA were coated to gold micro particles. In
case of co-transformation with two DNA fragments, both
fragments are added in equimolar ratio according to the
size of each fragment. DNA fragments for shooting were
prepared as described in Tassy et al. (2014), using gene
cassettes (Breitler et al. 2002; Yao et al. 2007). In vitro
culture was performed as described in Tassy et al. (2014),
on Phospho-Mannose Isomerase (PMI) selective media
(Fig. 1, Wright et al. 2001; Stoykova and Stoeva-Popova
2011). Briefly, after one night at 30 °C, freshly transformed
IE (or HIE) are put on callogenesis medium for 2 weeks.
Generated calli are transferred to two consecutives selec-
tive media for organogenesis (leaves) for 2 weeks each. The
second medium is less selective than the first one to let the
regenerating plantlets grow properly. Regenerated plantlets
are then transferred to a third selective medium for final
selection of transformed ones. This step avoids escape events
(plants that survive selection but that are not transformed).
In the end, after 2 weeks, plantlets selected on the third
medium are transferred to a fourth selective medium for root
organogenesis. Once the plantlets have developed roots and
leaves in sterile IVC containers, each of them are transferred
individually in small pots with germination soil and placed
in an acclimation cabinet for 2 weeks with a 16 h/8 h and
22 °C/18 °C day/night cycle and 60% of moisture, awaiting
for PCR analysis.

Analysis of transgenic plants

Transgenic plant DNA was extracted using Oktopure auto-
mated DNA extraction system and sbeadex™ plant DNA
extraction kit (LGC Limited®). Transgenic plants were
detected by PCR using specific primers for the DNA frag-
ments inserted and Amplitag Gold® 360 Master Mix and
protocol (Applied Biosystems™), Transformation was
assessed by PCR on transgene (here PMT gene with prim-
ers PMI1 and PMI2, Online Resource 3) with, if possible,
a maximum of three leaves samples from three different
stems of the same plant. To avoid chimeras, plants were
considered as transformed when all samples of the same
plant are positive to PCR. Microsatellite specific primers
were used on each sample (WMS257, Online Resource 3) as
a PCR control. Melting temperatures are specified in Online
Resource 3.

Calculations and statistics

Regeneration and transformation rates were determined
using the initial number of embryos and the final num-
bers of respectively regenerated and transformed plants.
To generate the violin plots for embryo sizes repartition, R
geplot function was used in association with geom_violin
and geom_boxplot functions from R package ggplot2. To
assess the significance between the results obtained and the
control, R wilcox.test function (for embryo size repartitions
comparison) and R t-test function (for regeneration capacity
comparison) were applied with a threshold of a=0.05. R
software (version 3.4.3) was exploited with Rstudio (ver-
sion 1.1.423).

Results

Shelling stops the growth of the IE and cold storage
preserves its embryogenetic capacity

To analyze the impact of shelling and cold storage on wheat
IE, we collected 796 IS at 11 days after pollination from
thirty different spikes of BW, each IS giving one IE. IS from
ten spikes were attributed to the control set (BW0, 192 IS).
IS from the twenty spikes left were divided into four test sets
(IS from five spikes each). To test the impact of shelling,
two sets were kept at RT during 4 days (155 IS, BW4RT)
and 7 days (161 IS, BW7RT). We then extracted the IE of
each IS and measured their size, in comparison to BW(0's IE
extracted right after collection as described in “Materials and
methods" (Fig. 2). After 4 days at RT (BW4RT), the mean
size of the IE (0.85+0.19 cm) was not significantly different
from the control (BW0: 0.89 +0.22 mm; p-value =0.06676).
On the contrary, after 7 days at RT (BW7RT), the mean size
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«Fig. 1 IVC steps following biolistic protocol from IE (or HIE) to Tl
(original transgenic generation's first progeny) seeds. a Embryos just
after transformation. b Callogenesis step. ¢ First organogenesis step
(leaves) on the first selective medium. d, e Leal development on the
second selective medium. f Leaf development on the third selective
medium. g Second organogenesis step (roots) and leaf development
just before transfer to greenhouse. h Plantlets transferred in small pots
in acclimation chamber. At this stage, plantlets are not big enough
for DNA sampling (PCR analysis). 1 or 2 weeks are needed to allow
the plant to grow in acclimation chamber. i After 2 weeks in accli-
mation chamber (with additional 2 months at 6 °C for winter geno-
types only), TO transgenic plants (positives to PCR) are transferred
to 4L pots with cultivation soil in a dedicated place. j Flowering TO
transgenic plants. Each spike is isolated in a moisture permeable plas-
tic bag for auto-pollination. k Fully fertile TO transgenic spikes. 1 T1
seeds collected from TO transgenic spikes, each plastic bag represent
T1 seeds collected from one TO transgenic plant

of the IE was 0.77 +0.15 mm, significantly lower than the
control (p-value=1.921e—08). Then, to test the impact of
cold storage, we conducted the same experiment on the other
two sets by storing the IS at 4 °C for 4 and 7 days (BW4C,
BW7C) and the mean size of the IE was 0.87 +0.15 mm and
0.92 +0.17 mm, respectively. This is not significantly differ-
ent from the control (BW0 0.89+0.22 mm; p-value =(1.4496
and 0.1804, respectively).

Next, to test the embryogenic capacity and the transform-
ability of the IE stored at RT or 4 °C, we conducted a trans-
formation experiment for the PMI gene on the previous five
IE sets with Biolistic® and placed them on successive man-
nose selective media (Tassy et al. 2014). For the control set,
0% of the IE aborted, 100% formed a callus, 9% generated a
plantlet and 4% generated a transformed plantlet (Fig. 3). In
contrast, for RT-stored sets, we observed that 76% and 100%

160490
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IE (millimeters)
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Fig.2 Distribution of Bobwhite (BW) IE sizes in millimeters for IE
stored at RT for 4 and 7 days (BW4RT and BW7RT) and at 4 °C (C)
during 4 or 7 days after collection (BW4C, BW7C). BWO is the con-
trol. BW IE were extracted from IS and then measured as described
in “Materials and methods”. Violin plots: distribution of all embryo
sizes for each set. Boxplots: white boxes: lower and upper quartile for
each set, dashed lines: Median size of embryos for each set, circles:
mean size of embryos for each set, black dots: outliers
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Fig.3 Regeneration capacity and transformability of embryos kept at
RT during 4 or 7 days after collection (BW4RT and BW7RT) and at
4 °C during 4 or 7 days after collection (BW4C, BW7C). BWO is the
control. White: aborted embryos (IE that did not form a callus on the
cell multiplication media). Light grey: non-embryogenic callus (IE
that formed a callus on selective media but that did not generate a
plantlet). Grey: embryogenic callus (IE that formed a callus and gen-
crated a plantlet). Dark grey: transformed plantlets (plantlets gener-
ated from embryogenic callus and positives to PMI PCR)

of the IE aborted after 4 and 7 days, respectively. Only 2%
of the total IE generated a plantlet after 4 days at RT, which
is significantly lower than the control (p-value=0.002,
a=0.05) and 1% of the total embryos generated a plant-
let that were transformed with PMI gene, which is not sig-
nificantly different from control (p-value=0.15, «=0.05).
However, callus that formed a plantlet represents 8% of the
callus formed after 4 days at RT, which is not significantly
different from the control (p-value=0.80, ®=0.05) and cal-
lus that formed a transformed plantlet represents 5% of the
callus formed after 4 days at RT, which is not significantly
different from the control (p-value =0.66, a=0.05). We then
observed that after 4 or 7 days at 4 °C, respectively 87% and
99% of the embryos formed a callus and respectively 13%
and 16% of the callus generated a plantlet, which is not sig-
nificantly different from the control (p-value =0.35 and 0.06,
respectively, a=0.05). Callus that generated a transformed
plantlet for BW4C et BW7C represent 1% and 3% of the
total embryo set, which is not significantly different from
the control (p-value =0.06 and 0.91, =0.05).

The number of embryos that formed a callus and further
developed a plantlet represents respectively 15% and 17% of
the callus formed for BW4C and BW7C, which is not sig-
nificantly different from the control (p-value=0.18 and 0.06,
respectively, «=0.05). Then the number of embryos that
formed a callus and further developed a transformed plantlet
represents respectively 1% and 4% of the callus formed for
BW4C and BW7C, which is not significantly different from
the control (p-value=0.07 and 0.92, respectively, a«=0.05).
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Table 1 Transformation efficiency of Ct and CS/Ct hybrids

Set of Number of PCR- Hybrid Cttrans-  P-value
embryos embryos  validated  transfor-  formation
shooted trans- mation efficiency

formed cfficiency (%)

plantsat (%)

the end

of in vitro

culture
1 535 10 1.9 1.5 0.5248
2 615 14 23 1.5 0.2078
3 1901 29 1.5 1.5 0.8814

Embryos were at least stored 3 days at 4 °C before shooting. P-value
were obtained with t-test function on R (version 3.4.3)

Hybrid embryos transform as the best
transformable parent

We performed Biolistic transformation as described in
“Materials and methods™ using HIE derived from the cross
between Chinese Spring (CS female) and Courtot (Ct male;
CS x Ct) kept at 4 °C for 3-5 days. Ct and CS exhibit a
transformation efficiency of 1.5% (Tassy and Barret 2017)
and 0% (our unpublished results), respectively. For the first
set of 535 HIE, we obtained 10 PCR-validated transformed
plants. For the second and the third sets of 615 and 1901 HIE
respectively, we obtained 14 and 29 PCR validated trans-
formed plants, respectively. This represents 1.9%, 2.3% and
1.5%, for HIE sets 1, 2 and 3, respectively. This is not sig-
nificantly different from the results obtained with Ct alone
(Table 1), indicating that the transformation efficiency of Ct
is dominant compared to that of CS. Fertility level of result-
ing transgenic plants is normal with a mean of 18+ 5 seeds
per spike (on 7 independent transformation events).

Discussion

The construction of transgenic plants is a valuable approach
for candidate gene validation and genome editing but is lim-
ited by two main factors: the transformation efficiency that
remains relatively low and genotype dependent (< 5% for
the best genotypes; Tassy et al. 2014), and the availability of
sufficient amount of appropriate material (here, 1E).

Shelling stops the growth of the embryos

Here, we observed no difference between sizes of the fresh
IE and those stored at RT for 4 days or kept at 4 °C for
4 or 7 days. Thus, our results are in accordance with data
obtained in carrot (Daucus carota L.; Geard et al. 2007),
where the maximum seed size is achieved 40-60 days after

full blooming while embryo development continues up
30-50 days after. The results suggested that early shelling
blocks the development of embryos in carrot leading to poor
seed quality. However, the embryos kept at RT for 7 days
arc significantly smaller than fresh embryos. Between 10
and 15 days post anthesis, the embryo is in an exponen-
tial growth phase (Golovina et al. 2001; Fibian et al. 2011)
with a growth of 0.5 mm per day. In wheat, the difference
between the control and BW7RT is of 0.08 mm, representing
approximatively 4 h during the exponential growth phase.
BW7RT may have been sampled earlier than the control
BWO, regarding the days post-anthesis, and this may justify
the small difference in size.

Cold storage preserves embryogenetic capacity
of immature embryos

Previous studies described the positive effect of cold treat-
ment on somatic embryogenesis in Maize (Zea mais, Pesci-
telli et al. 1990), Oat (Avena sativa, Kiviharju and Pchu
1998), Prairie Milkvetch (Astragalus adsurgens, Luo et al.
2003), Patula Pine (Pinus patula, Malabadi and Staden
2006), Oilseed Rape (Brassica napus, Gu et al. 2004), and
Monterey Pine (Pinus radiata, Montalban et al. 2015). In
bread wheat (Triticum aestivum L.), the storage of spikes
collected 11-12 days post anthesis (DPA) during 13 to 16
days at 4 °C was found to significantly affect the percentage
of embryo’s scutella producing somatic embryos (Li et al.
2003). They reported that a long period of spike storage at
4 °C is necessary for efficient somatic embryogenesis. In
our experiments, we see any significant difference neither
in regeneration efficiency nor in transformability compared
to the control and we found no effect of short cold-storage
period on somatic embryogenesis. This is in total accord-
ance with their results, as we did not perform a long period
of storage at 4 °C.

On the contrary, storage at RT abolishes callus formation
upon 7 days conservation, Lublin and Sela (2008) showed
that when stored at RT, pathogens present at the surface
of an egg are capable of multiplication to large numbers.
However, at low temperature (6 °C), even if the pathogen can
survive up to 6 weeks, it is not able to multiply and infect
the egg. Nevertheless, we performed only a surface treat-
ment on the 1S and bacteria could have been introduce inside
the IS through stinging insects (Thysanoptera, Bailey 1935).
As bacterial infection is likely to happen at RT, IS stored
at RT can develop internal bacterial infection affecting the
IE, making it unsuitable for genetic transformation. In con-
trast, cold storage is likely to reduce bacterial spreading,
preventing infection of the IE and preserving its integrity
and embryogenic ability.
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Hybrid transformation

Like in maize (Hodges et al. 1986), we found that wheat
hybrid embryos derived from a cross between Chinese
Spring (recalcitrant parent) and Courtot (responsive par-
ent) retain an equivalent embryogenic capacity than the
embryos of the best transformable parent. It could be due
to the heterosis effect (Birchler et al. 2010) but as we found
no evidence of a such mecanism in in vitro tissue cultures,
we conclude that the transformation capacity could be
a heritable trait dominant in Courtot compared to Chinese
Spring. Transformability and more generally tissue-culture
response is a trait that is genetically controlled and several
QTLs have been identified (Amer et al. 1997; Bolibok and
Rakoczy-Trojanowska 2006; Jia et al. 2007). Gene transfer in
wheat has also long been limited to highly responsive geno-
types such as Bobwhite and Florida, selected for their good
response in tissue culture and amenability to transforma-
tion. However, transformation of elite breeding lines remains
difficult, mainly ranging between 1-5% (Rasco-Gaunt et al.
2001; Tassy et al. 2014). Only a few elite genotypes (15%)
exhibited percentages of ~6-8% (Rasco-Gaunt et al. 2001)
slightly higher than the reference cultivar Bobwhite (~3-5%;
Tassy et al. 2014).

Conclusion

Here we reported that shelling associated to cold conserva-
tion provides the possibility to store multiple sets of IS up to
7 days while keeping the optimal embryogenic ability of the
IE until transformation. This reduces the number of plants
that is necessary to cultivate and so the cost of a transforma-
tion experiment. We also showed that the best transforma-
tion capacity of a parental ling is retain in hybrid embryos.
Altogether, these results optimize the wheat biolistic pro-
tocol for genome engineering and transgenic applications.
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4.1.2.3 Principales conclusions

Le fait de séparer le grain immature de I'épi stfgcroissance de I'embryon et presque tous les
embryons soumis a ce traitement forment un calsunilieu sélectif lorsqu’ils sont conservés a
4 ° C pendant 4 ou 7 jours (respectivement 87%986)9 Nous avons également utilisé des
embryons hybrides immatures issus d'un croisemane @ne lignée transformable (Courtot) et
une lignée non transformable (Chinese Spring) fetransformation biolistique. Les embryons
hybrides conservent la méme transformabilité quealent répondant le mieux a la biolistique.
Dans l'ensemble, ces résultats améliorent consdéngnt le protocole biolistigue de
transformation du blé en réduisant le nombre detpta meres en serre et améliorent la
transformation de génotypes supplémentaires plials d'une transformation hybride. Enfin, le
fait de pouvoir transformer des hybrides permehd®ager un gain de temps substantiel pour la

Suite du projet.

4.1.3 Reésultats de la transformation des embryons immatet plantes TO

Les résultats des transformations ont été asséables suivant les épisodes de transformation,
mais dans I'ensemble le taux de transformatiorerassez stable, autour de 0,7%. Sur 21910
embryons transformés au total, 159 plantes ongété&rées dont 71 sont transgéniques pour la
construction SpiX. Le taux de plantes positivesrpegene de sélection PMI est en moyenne 30%
supérieur au taux de plantes positives pour latoactfon SpiX. Ceci est d( au fait que les deux
constructions sont utilisées en co-bombardememt¢ dadépendante 'une de l'autre, et que la

probabilité théorique de retrouver a la fois I'uetel’autre de ces constructions insérées dans le

génome de I'embryon transformé est de 30%.

180



Figure 44: Semences T1 collectées a partir d'épis transgésid0. Les grains sont placés dans des sachets en
plastique représentant chacun une plante tranag&iiig, Les sachets sont placés en chambre de gakane
température de 7°C pour la levée de dormance.
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Les plantes transformées ont une croissance tdatt aormale, I'étape critique étant située
essentiellement au niveau de la culiareitro et plus précisément lors de la sélection sur leewmi
PMI3 et MSOPMI. En effet, une tendance a perdmndgorité des plantes sélectionnées sur les
milieux PMI1 et PMI2 a été remarquée.

Une fois en serre, celles-ci conservent un rytheemissance normale et présentent toutes le
méme phénotype, confirmant ainsi I'hybridation er@S et Ct (Figure 38). La plante conserve la
taille moyenne des plantes de CS et présente iebaipus, caractéristiques de Ct. La floraison a
lieu normalement au bout de six semaines suivasbite de vernalisation, néanmoins quelques
plantes fleurissent jusqu’a une semaine en avameceombre moyen d’épis est de 10 par plante et
les cas de stérilité sont marginaux (2%). Le reretgnest stable avec en moyenne 20 grains par
épis, mais la quantité de grain étant fonction dmlore d’épis, la récolte varie fortement d’'une
plante a l'autre (Figure 44). Ce matériel serasdtiultérieurement pour I'analyse des variations du

taux de recombinaison (voir chapitre 4.4.2).
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4.2 Les orthologues de SPO11 chez le blé tendre

La technologie SpiX est composée a la fois d’un @lam de liaison & 'ADN et de la protéine
SPO11, essentielle pour la génération de cassotgsedbrins de ’ADN, catalysant I'apparition
de point de recombinaison méiotique. Chez les ptaihexiste au minimum trois versions du gene
Spoll (Spoll-1, Spoll-2 et Spoll-3) dont les deemipres sont impliquées directement en
duplex dans I'apparition des cassures double-bAasdébut du projet il a été décidé d'utiliser
séparément les versions 1 et 2 de Spoll coupléksaine de liaison a I’ADN afin de maximiser
les chances d’induire des CDB. Dans ce méme saygiishisation, les introns 1 et 2 ont été gardées
dans les deux genes, car chez la levure des dosndéne2gulation pré-transcriptionnelle y sont
présents. Cependant chez le blé tendre, cettematan n’est pas connue. Pour ce faire, il a fallu
dans un premier temps identifier et isoler lesipog de génome portant potentiellement les deux
géenes et ensuite déterminer finement les bornesedr-ci ainsi que les parties exoniques et

introniques

4.2.1 Détermination des CDS et protéines

En suivant le protocole de recherche de genestdgti&M, six contigs (portion de séquence

génomique reconstituée a partir de données de 3¢ages, Annexe 6) ont éte isolés, trois portant
une des copies homeéologues du gene Spoll-1 ehtrwess portant chacun une des trois copies
homéologue du gene Spoll-2. Les contigs correspbadagene Spoll-1 sont issus du bras long
des chromosomes du groupe 5 (5AL, 5BL et 5DL) eixamrrespondant au gene Spoll-2 sont
issus du bras long des chromosomes du groupe 7, (M3lLet 7DL). Les séquences génomiques
ainsi isolées ont été alignées manuellement suretaion génomique et le CDS des genes

orthologues de Spoll-1 et Spoll-2Bitachypodium distachyomfin d’obtenir un CDS viable
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Table 7 : Les génes Spoll de blé tendre, leur localisation et leur taille.

Géne Chromosome ID du génes numéro du transcrit Taille génomique (pb) Taille CDS (pb) ID protéine Taille (aa)
Spoll-1-5A 5A TraesCS5A02G391400 1 3937 1164 AO0A3B6KMI14 387
Spol1-1-3B 5B TraesCS5B02G396300 1 3928 1161 A0A3B6LTDI1 386
Spol1-1-5D 5D TraesCS5D02G401100 1 3970 1164 AO0A3B6MY04 387
Spoll-2-7A TA TraesCS7A02G300300 1 2874 1080 A0A3B6RIZ0 359
Spol1-2-7B B TraesCS7B02G201200 1 2082 1161 AOA3B6SFGY 386
Spol1-2-7D D TraesCS7D02G296000 2 2880 1161 A0A3B6TSG3 386

. TraesCS5A02G391400.1 >

GJ protein coding
(ﬁ 6.63 kb
Sl & 5 6 & e e G s G 6 8 e @ e
|_ ;ﬁz?nscsg‘dgirz\gz%zou-l >
.10 kb viard strand e
. protein coding
CU .97 kb viard strand B
FEl o b I I s saiie O s G G O ot B I e
(] >
< | s
b 3.08 kb “ward stra
pratein coding
<U. .30 kb viar
=il & e I I S & & e e—
I_ TraesCS7B02G201200.1 >
protein coding
03 kb viard strand g
., pratein coding
S 98 kb “viard strand pm—
&5 AET7Gv20751300.1 >

protein coding

Figure 45 : Composition en exons et introns des genes Spoll-1 (a) et Spol1-2 (b) de blé tendre (Tr. ae.) et
comparaison avec la composition de ces mémes genes chez Aegilops tauschii (Ae. ta.). Les exons sont matérialisés
par les rectangles bordeaux plein pour les exons confirmés et vides pour les exons putatifs placés aprés le codon
STOP. Les introns sont matérialisés par les lignes courbes entre les exons.
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pour les deux génes de blé, chaque pied d’intréte aérifié afin que ceux-ci soient GT-AG. En
complément, les CDS obtenus ont été alignés sselggences génomiques et les CDS des géenes
Spoll-1 et Spoll-2 de I'ancétre du génomAdyilops tauschijiet les 6 contigs de départ ont été
soumis a la plateforme d’annotation en ligne Tra@nih’alignement des CDS sur les séquences
génomiques et les CDSARgilops tauschia permis de confirmer I'annotation manuelle desSCD
des deux génes de blé tendre. La soumission desgEocorrespondant aux trois copie
homéologues du gene Spoll-2 a la plateforme Trizm@aassi permis de confirmer I'annotation
manuelle du CDS pour les copies 7AL et 7DL. Le mpde la copie 7BL était trop court pour étre
soumis a la plateforme en ligne. En ce qui conclEseontigs correspondant aux trois copies du
géene Spoll-1, la plateforme Triannot a permis edirooer 'annotation du CDS pour les copies
5AL et 5BL, mais non pour la 5DL ou aucun geneét@adétecté, un trop grand nombre de N étant
présent dans la séquence. Les six protéines (SRGIAL, 5BL, 5DL et SPO11-2-7AL, 7BL et
7DL) ont toutes une longueur de 386 ou 387aa (TablRar la suite, la publication du génome de
référence complet du blé tendre ainsi que son atinntR66) a permis de confirmer les séquences
des CDS et des protéines déterminées manuelled@mnexe 7 indique toutes les séquences

génomiques, CDS, protéiques des six protéines.

4.2.2 Organisation et conservation des géenes Spol14cdtiS? de blé tendre.

Les trois copies homéologues du géne Spoll-1 sama@sées de 15 exons et de 14 introns (Figure
45). Les séquences exoniques sont similaires ae3886 séquences génomiques a 93-95%. Celles
du géne Spoll-2 comportent 11 exons et 10 intiEigsre 45). Les copies du génome B et D sont
identiques a 98% au niveau exonique et a 91% aanigénomique. Le CDS de la copie du géne

Spoll-2 portée par le génome A présente quane ailedl délétion de deux nucléotides au début
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Saccharomyces cerevisiae SPO11 Champignons

Drosophila melanogaster SPO11

Caenorhabditis elegans SPO11
_— Animaux

_E Mus musculus SPO11
Homo sapiens SPO11

] Mousses

Populus trichocarpa SPO11-1

—— Solanum lycopersicum SPO11-1

—— Medicago truncatula SPO11-1 Dicotylédones

—— Arabidopsis thaliana SPO11-1

- Brassica campestris SPO11-1

— Oryza sativa ssp. indica SPO11-1

= QOryza sativa ssp. japonica SPO11-1

— Zea mays SPO11-1

Setaria italica SPO11-1

Sorghum bicolor SPO11-1

Brachypodium distachyon SPO11-1 MOﬂOCOtylédones
Triticum aestivum SPO11-1-5BL
Triticum aestivum SPO11-1-5DL
Aegilops tauschii SPO11-1

Triticum aestivum SPO11-1-5AL

b Triticum urartu SPO11-1

Figure 46 : Arbre phylogénétique réalisé a partir de séquences de protéines SPO11-1 de plantes et de mousse, et
de séquences de protéines SPO11 d’animaux et de champignons.
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du gene qui abaisse sa similarité a 90% par rappartieux autres copies. En revanche sa séquence
génomique conserve une similitude a hauteur de pafaapport au génome B mais celle-ci
descend a 88% par rapport au génome D. Dans I'dilsgpour les deux génes, les copies A et D
sont les plus divergentes au niveau des exonslatsguence génomique.

Lors de I'alignement avec les séquences CDS etrgépues de la protéine SPO11-1 des ancétres
Aegilops tauschifpour le génome D) dtriticum urartu(pour le génome A), il a été remarqué que
celles-ci sont conservées par rapport aux sequelesegénomes A et D de blé avec une similitude
avoisinant les 100%, avec notamment une conservatiasi parfaite des structures des introns et
des SNP. En effet, par exemple les SNP que I'oectieentre les copies A et D (que ce soit dans
les exons ou dans les introns) sont aussi prédantsles séquences des ancétres. La méme étude
a été réalisée pour les séquences CDS et génonigules protéine SPO11-2 avec les mémes
résultats, une conservation quasi parfaite deuatstre du gene. Par la suite, une étude apprafondi

du géne Spoll-1 a été réalisée.

4.2.3 Conservation de la protéine SPO11-1 au sein dwereggétal

SPO11-1 étant une protéine clé dans le processadaritental de la méiose, elle a longtemps éte
considérée comme étant généralement conservéedeheambreuses especes de plari2é$) (
Nous voulions donc savoir si les protéines de IR©EL-1 (TaSPO11-1-5A, TaSPO11-1-5B et
TaSPO11-1-5D) étaient elles aussi conservées. dwrss donc élaboré un arbre phylogénétique
(Figure 46) basé sur la séquence en acides aminghusieurs protéines SPO11-1, provenant de
différentes especes de plantes, notamment des wiyléxtones, des dicotylédones et des mousses
(Table 2, Annexe 8). Nous avons également collestééquences des protéines SPO11 d'animaux

et de champignons en tant que groupes externeke(Zahnnexe 8). Il est intéressant de noter que
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Solanales

Malpighiales . ,
Dicotylédones

Fabales

Brassicales

Poales Monocotylédones

Figure 47 : Arbre phylogénétique inspiré de Burleigh ez al., 2011 et Chanderbali et al., 2016 ne prenant en compte
que les ordres des plantes a fleurs mentionnées dans notre étude phylogénétique.
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la phylogénie basée sur la protéine SPO11-1 (etlSpPreflete le classement phylogénétique des
plantes (Figure 47, Table 2247, 268. Comme prévu, les plantes sont séparées des @nieta
des champignons. Etonnamment, au sein du régnéavdgémousse est bien séparée des plantes
a fleurs, qui sont également parfaitement sépageaaonocotylédones et en dicotylédones. Ces
résultats suggerent que la protéine SPO11-1 sesuhlee le modele évolutif des plantes.

En raison de certaines incohérences dans les sgggiannotées d’ADNc des génes Spoll-1 de
Triticum urartu et dAegilops tauschjinous avons décidé d'annoter a nouveau ces sé&yuarna
main en utilisant la séquence de blé nouvellemenbi&e comme base pour les sites d'épissage.
Aegilops tauschiest connu pour I'ancétre direct du génome2B9| et Triticum urartul’'un des
donneurs du géenome A70. Fait intéressant, si nous examinons de presédesiences des
protéines SPO11-1A et D du blé par rapport a lancétres respectifs, nous constatons qu'il existe
une similitude de 100% entre les protéines SPO1thiblé et SPO11-1 Aegilops tauschiet de
98% entre SPO11-1A et SPO11-1Tdd@icum urartu Il y a méme des SAP (Single Amino Acid
Polymorphism) conservé entre la séquence prot&igu€P0O11-1 de blé et celle de I'ancétre
respectif. Les SAP Cys/Ser en position 64 et Ser&sposition 66 entre la protéine SPO11-1 de
Triticum urartu et d’Aegilops tauschisont conservés entre les génomes A et D du bidé.eSe
également vrai pour les SNP lorsque nous avons aanies séquences génomiques de ces genes.
Ce résultat signifierait que depuis I'événememalgploidisation la séquence de SPO11-1 de blé

n'a pas évolué, ce qui renforce la nature tresezwés de ce gene meiotique.

4.2.4 Domaines parfaitement conservés entre le bhgabidopsispour la protéine

SPO11-1.

Les régions fonctionnelles de la protéine SPO11Atabidopsis thalianant déja été décrites. Le
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Arabidopsis thaliana SPO11-1
Triticum aestivum SPOl11-1-5A
Triticum aestivum SPOl11-1-5B
Triticum aestivum SPOl1l-1-5D

Arabidopsis thaliana SPO11-1
Triticum aestivum SPOll-1-5A
Triticum aestivum SPOll-1-5B
Triticum aestivum SPOl1l-1-5D

Motif 3

Motif 4

Motif €

Figure 48 : alignement des protéines SPO11-1 de Triticum aestivum et Arabidopsis thaliana. Seuls les motifs
conserves sont représentés. Les acides aminés conservés sont surlignés en vert et les acides aminés similaires sont
surlignés en jaune. La tyrosine catalytique (Y) impliquée dans 1’activité de cassure double-brins et les glycines
(G) et arginines (R) conservées, impliquées dans l'activité de liaison a I'ADN, sont indiquées en rouge.

.
a
» . » .
e exon 1 intron 1 exon 2 intron 2 exon 3 exon 4 EEEEREN
-« <
b - i,
Taille attendue des Exon 1-Exon 2 Exon 2-Exon 3
amplicons
(& Cct 11-2 11-1 CS Ct 11-2 11-1
Intron Intron
retenu épissé
Exon 1-
Exon 2 224 106
Spoll-1 :x
Exon 2- .
Exon 3 228 124 §$ ’
Exon 1- 100 ‘ . . . ’ .
230 141
Exon 2
Spoll-1
Exon 2- 290 167
Exon 3 v v v v
141 106 290 228

Figure 49 : Vérification de 1’épissage des introns 1 et 2 des transcrits des transgenes Spoll-1 ou Spoll-2 dans
des plantes TO. a : positions des amorces encadrant les introns 1 et 2 de Spol1-1 et 2 spécifiquement. b : tableau
indiquant les tailles théoriques attendues des amplicons PCR obtenus avec les amorces spécifiques, avec ou sans
présence de I’intron. ¢ : RT-PCR sur feuilles provenant des TO portant les constructions TAL28-SPO11-2 et
TAL28-SPO11-1. La taille (en pb) des amplicons majoritaires obtenus pour chaque échantillon TO est indiquée
par la fleche. MM : marqueur moléculaire. 11-1 : plante transformée avec la construction 28TAL-SPO11-1. 11-2
: plante transformée avec la construction TAL28-SPO11-2. CS : contrdle Chinese Spring. Ct : controle Courtot.
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résidu Tyrl03 a été montré comme étant le domaatadytique de l'induction des DSRQQ) et

les résidus Gly215, Arg222, Arg223 et Arg226 sompliqués dans l'activité de liaison a I'ADN
avec les résidus Gly215 et Arg222 requis pour fetionnement méiotique in vivo de SPO11-1
(271). Ces résidus font partie de 5 motifs fonctionmeééstifiés chez plusieurs espec2gd). Ici,

nous avons aligné les trois protéines de blé Ta3PIOdur la protéindrabidopsiset avons pu
récupérer tous les résidus et les 5 motifs fonoets(Figure 48) montrant des similitudes allant
de 66 a 85% au sein de ces motifs et a 55% paseleble des séquences. La tyrosine active est
située en position 129, les glycines et les argmimpliquées dans la liaison a I'ADN sont situées
en position 241, 248, 249 et 252, respectivement paSPO11-1-5A et TaSPO11-1-5D. Pour
TaSPO11-1-5B, en raison d’une délétion d’'un acidmé en position 67, la position de la tyrosine

active est 128, et celles pour les glycines eatgmines sont 240, 247, 248 et 251.

4.2.5 Epissage

Pour des raisons hypothétiques de régulation pedssdriptionnelle, nous avions décidé de
conserver les deux premiers introns des deux g@umd 1Sl et Spoll-2 dans les premiéres
construction SpiX. Cependant, une expérience déPRR-montre que l'intron 2 des deux génes
n'était pas épissé correctement dans les feuileegpldntes transformées avec les premieres
constructions SpiX (Figure 49). L’ARN messager @ éxtrait de feuilles de plantes sauvages
Chinese Spring et Courtot ainsi que de plantesfioamées avec les constructions SpiX TAL28-
SPO11-1 et TAL28-SPO11-2. Les ARN ont subi une n&veranscription afin de générer de
I’ADNc pour une PCR. Dans chaque cas les amorcgdifiant une région partant de I'exon 1 a
I'exon 2 et de I'exon 2 a I'exon 3. Sur la Figur@, 40us pouvons observer un signal dans les

plantes dites sauvages. Alors que I'on s’attendraite absence d’expression des protéines Spol1-
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Figure 50 : Comparaison des séquences Spoll-1 et Spol1-2 copie D sans et avec la rétention de 1’intron 2. La
séquence théorique du CDS aprées rétention de ’intron 2 a été alignée avec le CDS d’origine pour les deux genes.
Les exons putatifs sont matérialisés par les rectangles bleus et les introns par les lignes les reliant. Les ATG sont
représentés par les traits verts et les codons STOP par les traits rouges.
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1 et 2 dans les feuilles, ce signal peut s’expliquee le fait que le gene serait exprimé aussi dans
les feuilles mais que 'ARN en résultant seraituamiant d’épissage non conforme, comme le
suggeéraient Sprink et Hartung en 20206). Dans le cas des plantes SpiX nous observons une
amplification correspondant a la région allant '@&dn 1 a I'exon 2 et présentant une taille de
106pb et 141pb (respectivement pour Spoll-1 et SAptorrespondant au cas ou l'intron 1 est
épissé. Néanmoins, nous observons l'inverse poguicest de la région allant de I'exon 2 a I'exon

3 avec une amplification de 228pb et 290pb (respmuent pour Spoll-1 et Spoll-2)
correspondant a la taille théorique de 'amplificat(124pb et 167pb, respectivement pour Spol1l-
1 et Spol11-2) a laquelle s’ajoute la valeur dailietde 'intron 2 (104pb et 123pb, respectivement
pour Spoll-1 et Spoll-2). Le cas est similaire pewprojet mené sur le mais (P Rogowsky,
communication personnelle), I'intron 2 est retenaisrcela ne cause qu’un allongement de la
protéine d’'une trentaine d’acides aminés sans neodd reste de la séquence. Dans le cas du blé
tendre, larétention des introns 1 et 2, dansdag genes, que ce soit séparément ou simultanément,
cause in silico I'apparition prématuré d’'un coddopset la traduction de ’ARN messager en une

protéine tronquée non fonctionnelle (Figure 50).

Les travaux précédents réalisés sur le géne Spairisilque le défaut d’épissage nous ont conduit

a focaliser la suite de notre étude sur ce gemguenent, et d'utiliser sa version ADNc dans les

futures constructions SpiX.
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ATG stop codon

pRAD51 | TaSPO11-1-5Dcps |r'|OST
—/h

(1031 bp)

pDEST-Ta ¢SPO11
11 478bp

Figure 51 : Construction génigue et vecteur de transformagianAgrobacteriumpour la complémentation
hétérologue. a : la séquence codante du gene SpbDlde blé tendre est mis sous le contrble du pteuar du
géne RADS51d'Arabidopsis thaliana(pRAD51). ATG : début de la transcription. Stopdon : arrét de la
transcription. Nos T : terminateur de la nopalipetiase. b : la construction génique est placée darvecteur
plasmidique pour la transformation pagrobacterium Hygro : géne de sélection des plantes transf@amée
résistance a I’hygromycine. KanR : géne de sélediaxrtérien, résistance a la kanamycine
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4.2.6 Complémentation hétérologue de mutantArdbidopsis thalianapour les

genes Spoll-1 et Spoll-2 par les genes Spollpb#l-& de blé tendre

Pour valider la fonctionnalité de la version CDS gkne Spoll-1, il aurait été nécessaire de
complémenter un mutant de blé tendre pour le gbfaheureusement il est trés compliqué
d’obtenir un mutant pour les trois copies présertesleux exemplaires (diploidie de chaque
génome) dans chaque génome du blé tendre. Celmirapl’avoir deux copies du gene mutées de
fagcon homozygote et le maintien de la troisiemdecapl’état hétérozygote afin de conserver la
fertilité indispensable a la production des embsyommatures pour I'étape de transgénése. Les
banques de mutants EMS et d'irradiation disponiptas le blé tendre n’ont pas été élaborées sur
les variétés que nous utilisons ici et quand biémm pour nettoyer le fond génétique, de multiples
croisements sont nécessaires pour ne conserveéa guatation qui nous intéresse et éliminer des
mutations parasites qui pourraient affecter le phgre étudié. Face a ces problématiques de
complémentation intra-espéce, nous avons fait @xche procéder a une complémentation
hétérologue d'un mutant Arabidopsis thalianapour les genes Spoll-1 et Spoll-2 avec les
orthologues de ces genes chez le blé tendre saufotenes CDS.

Les résultats présentés ci-aprés dans ce chafté(4insi que le chapitre Matériels et Méthodes
associé, 3.2) ont été realisés en collaboration Bweité CNRS INSERM Genetics, Reproduction

& Development (GReD) de Clermont-Ferrand, par @liviba Ines (équipe Recombinaison et

maintenance de l'intégrité du génome).

4.2.6.1 L'expression hétérologue du géne TaSPO11-1-5Daleetdblit |a fertilité du mutant
spoll-1 d'Arabidopsis.

Comme décrit ci-dessus, la protéine SPO11 de typaisomérase est essentielle dans la plupart
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Figure 52 Complémentation d’un mutant
d’Arabidopsis thaliana pour le géne Spoll-1 avec le
gene orthologue de blé tendre. a : comparaison entre
des inflorescences d’Arabidopsis sauvage (Col0),
mutantes pour le gene Spoll-1 (Atspoll-1) et
complémentées avec le géne Spoll-1 de bl¢ tendre
(Atspoll-1-2 + TaSPOI11-1CDS). b : comptage du
nombre de graines par silique des transformants
primaires (Atspoll-1-2 + TaSPOI11-1) (noir). Le
nombre de graines par silique du sauvage (WT) et
indiqué en bleu et celui du mutant (spoll-1-2) est
indiqué en rouge.



des eucaryotes pour initier la recombinaison neieti La situation est encore plus complexe chez
les plantes ou plusieurs homologues non redondEn&poll ont éte identifiés et se sont révelés
essentiels pour la formation de CDB méiotiques. léssiltats présentés ci-dessus indiquent que
les protéines SPO11-1 sont hautement conservéas learespéces de plantes et en particulier au
niveau des modules partagés avec les topoisoméaad&N de type Il. Sur la base de cette
observation, nous avons prédit que les protéingetates SPO11-1 présentaient une fonction
conservée au cours de I'évolution dans la format®DSB méiotiques. Pour tester cette prédiction,
nous avons cherché a déterminer si I'expressida geotéine SPO11-1 provenant d'une espéece
modeéle monocotylédone (ici le blé tendre) permitttta restaurer le phénotype méiotique du
mutant spoll-1 drabidopsis plante modéle dicotylédone. Les mutantgabidopsisspoll-1lne
parviennent pas a former des CDB méiotiques, cecguduit & un phénotype stéril20d). La
complémentation peut donc étre facilement visualigér 'augmentation de la production de
graines par siligue. La séquence codante du géa&lSh extraite du génome D du blé tendre
(TaSpol11-1-5D; voir ci-dessus) a été synthétisgaaete sous le contrdle du promoteur du géne
Rad51 dArabidopsis(Figure 51). Ce promoteur a été choisi parce guRad51 semble avoir une
expression plus élevée que SPO11-1 dans les mésochArabidopsis(273-275 et (ii) ce
promoteur s’est avéré efficace pour complémentautdés mutants méiotiquesAdabidopsis
(Olivier Da Ines, communication personnelle).

Cette construction a été introduite dans des pdami¢erozygoteArabidopsisSPO11-1$poll-1-

2 et des transformants primaires exprimant la pnetdiaSPO11-1-5D ont été sélectionnés sur un
milieu de sélection a I’hnygromycine. Le génotyppgePCR du locus Spol1-1 de 41 transformants
primaires de TaSpoll-1 a montré que 15 étaient hggaovtes pour l'allélspoll-1-2(spoll-1-
2/spoll-1-2, 15 hétérozygotes (SPO11sf6ll -1-2 et 11 étaient de type sauvage (SPO11-

1/SPO11-1). Ces proportions ne suivent pas unetdisbn mendélienne di au caractere aléatoire
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Figure 53: Co-ségrégation du transgéne de blé (TaSPO11dl) ghénotype complémenté dans la descendance
des plantes d&rabidopsiscomplémentées avec ce transgene. Les grainedatgegpcomplémentées et portant

le transgene (T3, T12, T13 et T36) sont seméegxigtaines issues des descendants sont comptées. Le
descendants ayant conservé le transgéne sont reethes ségrégants nuls sont en rouge. Le sauVsge est

en bleu.
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de la transformation génétique et a la sélectiom.ntaniere remarquable, 14 plantes mutantes
homozygotes spoll-1-2 sur 15 exprimant la protéll@SP0O11-1-5D ont présenté une
augmentation significative de la fertilité par rappau mutanspoll-1-2(Figure 52-B). Comme
prévu, les mutants spoll-1-2 produisent une qéadst graines tres réduite et présentent une
fertilité résiduelle d’environ 5% par rapport ap¢ysauvage (Figure 52-A3(4). En revanche, la
fertilité résiduelle dans les transformants priregivariait de 8% a 70%, la plupart des lignées
présentant une fertilité résiduelle de I'ordre G&a210%. Pour confirmer que la restauration de la
fertilité est due a la présence du transgéne, avoss évalué la fertilité dans la descendance
(génération T2) de 4 plantes T1 sélectionnées daemaaléatoire. Ces lignées ont montré un
schéma de ségrégation de 3:1 sur un milieu det&#let I'nygromycine suggérant une insertion
de I'ADN-T a un seul locus. Comme le montre la fiiggh3, la complémentation co-ségréege
strictement avec le transgéne dans la génératiorC&8 résultats démontrent que I'expression
hétérologue de la protéine TaSPO11-1-5D de blér¢east capable de restaurer la fertilité du

mutant spo11-1-2 é&rabidopsis

4.2.6.2 Une progression méiotique de type sauvage est obs@hez les mutants spol1-1-2
d'Arabidopsis complémentés par le géne TaSPO11-deShlé tendre

Nous avons examiné la méiose male des plantes testpaur spoll-1 et complémentées par le

gene TaSPO11-1-5D de blé en colorant des chromasawse du 4',6-diamidino-2 phénylindole

(DAPI). Dans les plantes de type sauvage, les obsomes meéiotiques se condensent,

recombinent et synapse pendant la prophase | @i§drA). Une synapse complete des

homologues est observée au pachytene (figure 54d3).chromosomes se condensent ensuite

davantage et cing bivalents (chromosomes homoldgasesntre eux par un chiasma et la cohésion
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Atspo11-1-2
Wild-type Atspo11-1-2 + TaSPO11-1

Figure 54 : Progression méiotique dans des siliques d’Arabidopsis sauvage (Wild-type), mutantes pour le géne
Spoll-1 (Atspoll-1-2) et complémentées avec le gene Spoll-1 de blé (Atspoll-1-2 + TaSPO11-1). Apres
¢talement, les chromosomes sont colorés au DAPI et observés sous microscope a épifluorescence Zeiss
Axiolmager.Z1 motorisé (Zeiss) avec un objectif a huile PL Apochromat 100X/1.40. Les photographies ont été
prises avec une caméra AxioCam MRm (Zeiss) pilotée par le logiciel ZEN Pro (Zeiss). Les images capturées ont
ensuite ¢té traitées et ajustées pour la luminosité et le contraste avec les logiciels ZEN Pro et ImagelJ FIJ1. A, F,
K : prophase I. B, G, L : pachyténe. C, H, M : métaphase I. D, I, N : métaphase II. E, J, O : fin de méiose II. P :
métaphase [ du mutant complémenté.
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des chromatides sceurs) sont observés en métaphéSmgure 54-C). Les chromosomes
homologues se séparent ensuite aux poéles opposés domner deux ensembles de cing
chromosomes en métaphase Il (Figure 54-D). La radiose poursuit ensuite et donne lieu a 4
noyaux haploides équilibrés (Figure 54-E). En rehanles mutantspoll-1sont caractérisés par
un manque de formation de DSB et donc l'absenceedembinaison (Figure 54-F-J). En
conséquence, I'appariement et la synapse des choomes homologues sont altérés chez le mutant
spoll-1(Figure 54-G). Cela aboutit a un déficit de crosse visible en métaphase | par la
présence de 10 univalents (Figure 54-H). La maevaégrégation des chromosomes produit
finalement une métaphase Il non équilibrée (Fidg4¢) et des polyades (Figure 54-J). L'analyse
cytogénétique de la progression méiotique dansdigles méres de pollen de plantes mutantes
spoll-1-2exprimant la protéine TaSPO11-1-5D a révélé unpmtement méiotique normal
(Figure 54-K-0). En particulier, une métaphaseda@¥ bivalents a pu étre observée (Figure 54-
M). La ségrégation des chromosomes homologues aphase | (Figure 54-N), suivie de la
séparation des chromatides sceurs au cours de Xg&nmudivision donnent alors les 4 produits
méiotiques haploides attendus (Figure 54-0).

Il est toutefois important de noter que, bien ge’'umétaphase | normale a été observée, la plupart
des métaphases | présentaient un mélange de hsvaem'univalents (Figure 54-P). Ceci est
conforme a la fertilité accrue mais incomplete ob&e dans nos plantes complémentées. Pour
déterminer le niveau de complémentation atteinisravons estimé le nombre moyen de bivalents
et de chiasmas en métaphase | durant la méiosedadtedes plantes de type sauvage, mutant
spoll-1-2et dans les plantegpoll-1-2/spoll-1-2omplémentées avec TaSPO11-1 -5D. Nous
avons sélectionné deux lignées transgéniques indépées homozygotes pour le transgene
TaSPO11-1-5D et présentant une fertilité d'envdi@¥. Nous avons d’abord examiné la fréquence

des bivalents par cellule sur la base du nombreivhilents et de bivalents en métaphase I. Les
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Figure 55 : Fréquence des bivalents par cellule dans des plantes d’Arabidopsis mutées pour le géne Spoll-1

complémentées par le géne orthologue du blé tendre. Apres étalement chromosomique et coloration au DAPI, le
nombre d’univalents et le nombre de bivalents en métaphase 1 ont été comptés.
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résultats sont présentés a la figure 55. Commeuprd@x univalents intacts sont observés en
métaphase | chez le mutapgol1-1-2(0,05 bivalents/cellule; n = 19) au lieu de 5 bews chez

le sauvage (n = 36). Dans les deux lignées compit&es, nous avons observé une moyenne de
1,7 (n=57) ou 2,6 (n=74) bivalents par cellule éspntant une augmentation de 30 a 50 fois
supérieure a celle du mutasgol1-1-2d’'Arabidopsis(Figure 55). En conséquence, le nombre de
chiasmas par cellule a augmenté de maniére sigtifiicdans les lignées complétées, avec une
moyenne dans la lignée 3 de 2 chiasmas par célidlgZ, n=57) et dans la lignée 36 de 3,6 (+ 2,6,
n=74). Ceci est fortement contrasté par rapporedX chiasmas par cellule chez le mutant spol1-

1-2 (£ 0,2, n = 19) mais inférieur a celui des parde type sauvage (9,3 + 0,8, n = 36).

4.2.6.3 La protéine SPO11-1-5D de blé interagit fonctiofer@lent avec les protéines SPO11-2
et MTOPVIB d’Arabidopsis pour induire la formatide CDB au cours de la méiose.
Il a été démontré que SPO11-1 interagissait av€xrl$R2 et MTOPVIB pour former un complexe
de type topoisomérase VI qui catalyse la formatienCDB méiotique 209, 276). Nous avons
donc cherché a déterminer si TaSPO11-1-5D intesaiiégalement avec les protéines SPO11-2
et MTOPVIB d’Arabidopsispour l'initiation de la recombinaison méiotiqueodd avons croisé
des plantes transgéniqusgol1-1 TaSPO11-1-5D avec des mutant&rdbidopsisspoll-2ou
mtop6bet analysé la fertilité des doubles mutants. Cortemaontre la figure 56, la suppression
de SPO11-2 ou de MTOPVIB chez des plantes tranggésspoll-1 TaSPO11-1-5D entraine
une perte de fertilité. Cela indique que TaSPO1Inb@luit pas seul les CDB, mais nécessite (et
est capable) d'interagir avec AtSPO11-2 et AIMTCRVI
Nos données montrent donc que I'expression héguelale la protéine TaSPO11-1-5D de blé

rétablit la fertilité et la progression méiotiqua chutantspoll-1d’Arabidopsis Ceci établit
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WT spo11-1 spo11-2

Figure 56: Complémentation d’un mutadtArabidopsis thaliangour le gene Spoll-1 avec le gene orthologue
de blé tendre et de double mutants pour le genélSpet Spoll-2 et Spoll-1 et MTOP6B. a : compamais
entre des inflorescencesAdabidopsissauvage@ol0), mutantes pour le géne Spollspdll-), mutantes pour

le gene Spoll-2spoll-3, mutantes pour le gene MTOP6B1tbp6h), mutantes pour le géne Spoll-1 et
complémentées avec le gene Spoll-1 despl#l(-1 + TaSPO11-1cDNAdouble mutantes pour les géne Spoll-
1 et Spoll-2 et complémentées avec le géne Spdéble §poll-1/spoll-2 + TaSPO1)-4t double mutantes
pour les genes Spoll-1 et MTOP6B et complémentéeedagene Spoll-1 de bip6ll-1/mtopbb + TaSPO11-
1).
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clairement que la protéine TaSPO11-1-5D de bleagsable de remplacer la protéine SPO11-1
d’Arabidopsisdans sa fonction méiotique essentielle et est dlortbologue chez le blé de la

protéine SPO11-1.

4.2.6.4 La protéine TaSPO11-2 de blé peut remplacer lagnet SPO11-2 d’Arabidopsis

Les résultats présentés ci-dessus nous ont amexésrgner si d'autres membres du complexe de
CDB, a savoir SPO11-2, présentaient égalementanaién conservée dans I'évolution. La méme
stratégie que celle décrite ci-dessus pour TaSPIOA &té utilisée. La séquence codante du géne
TaSPO11-2-7D de blé a été placée sous le promiteggne Rad51 Arabidopsiset cette cassette
d'expression a ensuite été insérée dans une pfaatante hétérozygotétspoll-2-3 Les
transformants primaires ont ensuite été isolésusumilieu de sélection et leur fertilité a été
analysée.

De maniere remarquable, les 10 plantes mutante®hautesspoll-2analysées exprimant la
protéine TaSPO11-2 ont présenté une augmentatimifisative de la fertilité par rapport au
mutant spol1-2 (Figure 57). La fertilité des diiéts transformants est restaurée de 50% a 100%
par rapport a celle des plantes sauvages. AieSicéicité de la complémentation du mutspo11-

2 d'/Arabidopsigoar la protéine SPO11-2 de blé est méme supéiderake obtenue avec la protéine
SPO11-1 de blé (voir chapitre 4.2.6.1). Ceci acétgirmé par une analyse cytogénétique de la
progression de la méiose (Figure 58). Nous avosergb une progression méiotique normale dans
une plante transgénigepoll1l-2TaSPO11-2 et une moyenne de 4,4 bivalents pareéh = 35)

et de 8,2 chiasmas par cellule (= 2,7, n = 30). ddws1ées montrent donc que la protéine TaSPO11-

2 de blé peut se substituer a la protéine SPOIRaMidopsis
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Figure 57 : Complémentation d’un mutant d’Arabidopsis thaliana pour le géne Spol1-2 avec le géne orthologue
de blé tendre. a : comparaison entre des inflorescences d’Arabidopsis sauvage (Col0), mutantes pour le gene
Spol1-2 (spoll-2) et complémentées avec le géne Spoll-2 de blé (spoll-2 + TaSPOI1I-2). b : comptage du
nombre de graines par silique des transformants primaires (Atspol/-2 + TaSPO11-2) (noir). Le nombre de graines
par silique du sauvage (WT) et indiqué en bleu et celui du mutant (spol1-2-3) est indiqué en rouge.

Wild-type

Atspo11-2-3
+ TaSPO11-2

Figure 58 : Progression méiotique dans des siliques d’Arabidopsis sauvage (Wild-type) et complémentées avec
le géne Spol1-2 de bl¢ (Atspoll-2-3 + TaSPO11-2). Apres étalement, les chromosomes sont colorés au DAPI et
observé sous microscope a épifluorescence Zeiss Axiolmager.Z1 motorisé (Zeiss) avec un objectif a huile PL
Apochromat 100X/1.40. Les photographies ont été prises avec une caméra AxioCam MRm (Zeiss) pilotée par le
logiciel ZEN Pro (Zeiss). Les images capturées ont ensuite été traitées et ajustées pour la luminosité et le contraste
avec les logiciels ZEN Pro et Image] FIJI. A, E : prophase 1. B, F : métaphase 1. C, G : métaphase 1. D, H : fin
de méiose II.
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Ici nous avons démontré la complémentation efficicdeux mutants Arabidopsis thaliangour

les génes Spoll-1 et Spoll-2. Nous avons aussé dffifiliation phylogénétique de ces deux
genes au sein du régne des plantes et montré gyeicgont extrémement conserves et suivent la
classification phylogénétique générale des esp&ggtale et animales inclues dans I'étude. Cette
étude nous a permis de valider la fonctionnalitdaderotéine SPO11-1 issue de la séquence
codante du gene Spol1-1-5D de blé tendre quedfaiicet que nous utilisons conjointement avec
les domaines de liaison a 'ADN TAL et le systeneedaiblage CRISPR/dCAS9 pour la mise au
point de la technologie SpiX sur le blé tendre. DMc peut donc étre utilisé pour I'élaboration

des constructions futures pour un ciblage effickeca recombinaison.
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Name p-value [?]_Motif Location [7]
1. UnigSeqTalN100pb_09 4.54e-1

2. UnigseqTalN100ph_11  3.80e-2
3. UnigseqTalNiooph_15  2.60e-1 T,
4. UnigSeqTalN100pb_17  3.4Ze-2
5. UnigseqTalN100pb_18  5.01e-2
6. UnigseqTalN100ph_21  4.24e-2
7. UnigSeqTalN100pb_22  5.0e-1
8. UnigSeqTalN100pb_28  1.23e-2
9. UnigSeqTalN100ph_35  5.46e-3

10. UnigSeqTalN100ph_37  7.83e-7

+

42. UniqSeqTalR100pb_24  2.75e-5

11. UnigSeqTalN100ph 38  1.06e-8
12. UnigSeqTalN100pb_40 2.44e-5 — I —
13. UnigSeqTalN100ph_43  4.72e-6 I T
14. UnigSeqTalN100ph 44  2.09e-9 T f
15. UnigSeaTalN100pb_46  9.9%e-§ ™ . , I —
16. UnigSeqralNiooph_a7  9.7se1 T —
17. UniqSeqTalN100ph_55  3.60e-5 +— —
18. UnigSeqTalN100pb_56  1.27e-2
19. UnigseqTalN100ph_61  9.87e-1 I
20. UnigSeqTalR100pb_11 7.87e-2 L
21. UnigSeqTalR100pb 26  1.77e-2 D
22. UnigseaTalR100pb_25  1.6%e-1 © I 000000
23. UnigSeqTalR100pb_27 3.51e-4 f 1
24, UnigseqTaR100p0.25  0.74e:t e ————————————————
25. UnigSeqTalR100pb_08  1.79e-2
26. UnigseqTalR100pb_09  1.99e1 © 0
27. UnigSeqTalR100pb_10  5.8%-1 ©
28. UnigSeqTalR100pb_13  2.30e-2 © I ——
38, UnigSeqTalR100pb_12  ©.25e-1 © —_— T —
30. UnigSeqTalR100pb_14  5.19%-2 ©
31. UnigseqTalR100pb_01  3.32e5 © I |
32. UnigSeqTalR100pb_15  3.32e-1 © I 1
33. UnigSeqTalR100pb_16 2.50e-8 * S — e
34. UnigSeqTalR100pb_17  347e-5 T
35. UniqSeqTalR100pb_18  5.49e-11 © T f
36. UnigseqTalR100pb_03  7.00e-11 © I T { 1
37. UniqSeqTalR100pb_19  1.07e-9 1 . ;
38. UnigSeqTalR100pb_20  2.65e-4 © L |
39, UnigSeqTalR100pb_21  1.30e-7 © L L 1
40. UnigSeqTalR100pb 22 9.80e-1 .
41. UnigSeqTalR100pb_23  1.00e+0
- —_—

Figure 59 : Recherche de motifs conservés entre les zones cibles en région non-recombinantes et recombinantes.
Les zones cibles en région non-recombinantes sont délimitées par le cadre bleu et sont numérotées de 1 a 19. Les
zones cibles en région recombinantes sont délimitées par le cadre rouge et sont numérotées de 20 a 42. Les
rectangles d’une méme couleur correspondent a un méme motif et matérialisent sa position sur la séquence de la
zone cible. La recherche de motifs a été faite via le site http://meme-suite.org/tools/meme.
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Figure 60 : Exemple d’un motif détecté via le site http://meme-suite.org/tools/meme. Il s’agit du motif le plus
long correspondant au rectangle bleu foncé présent sur les zones cibles en Figure 59. Ce logo représente la
séquence 5°-3° du motif.
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4.3 La technologie Spix appliquée au Blé tendre

4.3.1 Ciblage sur le chromosome 3B

Le systeme SpiX repose sur le ciblage de la séguabdN pour lI'induction de cassures double-
brins, il faut pour ceci déterminer des séquenddsscdans le génome de I'organisme d’intérét.
Lors de la mise au point du systeme SpiX dans/arée les séquences cibles étaient des séquences
UAS fixées par le domaine de liaison a 'ADN deptatéine GAL4 de levure. Chez le blé tendre,

le nombre de ces séquences UAS se monte a 2 956Ul &6 totalité du génome, ce qui est bien
au-dela des capacités de génotypage et d’'analyseitme de la recombinaison. Nous avons donc
limité notre choix a quelques cibles le long duochosome 3B du blé tendre, chromosome
originellement séquencé au sein du laboratoireoat th séquence de sa pseudo-molécule était
disponible au début du projet. Plusieurs criterescernant ces cibles ont été retenus : étre
présentes dans des régions identifiées comme mwomi@nantes ou faiblement recombinantes,

situées dans des promoteurs de géenes, uniquemalegdeut le génome du blé tendre.

4.3.1.1 Analyse des zones ciblées sur le chromosome 3B

Une analyse approfondie de ces 19 séquences dééasntomme des cibles uniques potentielles
pour la technologie Spix dans des régions non-regmantes a été réalisée pour savoir si celles-ci
présentaient des similitudes. Une recherche dd gréice a I'outil MEME (Multiple Em for Motif
Elicitation) 277 révele que celles-ci ne présentanpriori aucun motif conservé entre elles
(Figure 59). Le plus grand (Figure 59), cependantetrouve dans 2 d’entre elles (15 et 47), faisan
partie des zones cibles choisies. Celui-ci a ungueur de 48pb et est majoritairement composé
de GC (Figure 60). Par ailleurs, le contenu en @€ zbnes cibles en régions non recombinantes

est en moyenne de 49% avec une fluctuation alu30da 60% (Table 8).
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Table 8 : Zones cibles en zones non-recombinantes et recombinantes et composition en GC.

Nom de la cible Zone Taille (pb) %GC
UniqSeqTalIN100pb_09 non-recombinantes 100 54%
UniqSeqTalN100pb_11 non-recombinantes 100 51%
UniqSeqTalN100pb_15 non-recombinantes 100 50%
UniqSeqTalN100pb 17 non-recombinantes 100 56%
UniqSeqTalN100pb_18 non-recombinantes 100 49%
UniqSeqTalN100pb_21 non-recombinantes 100 54%
UniqSeqTalN100pb_22 non-recombinantes 100 60%
UniqSeqTalN100pb_28 non-recombinantes 100 34%
UniqSeqTalN100pb 35 non-recombinantes 100 58%
UniqSeqTalN100pb_37 non-recombinantes 100 44%
UniqSeqTalN100pb_38 non-recombinantes 100 42%
UniqSeqTalN100pb_40 non-recombinantes 100 39%
UniqSeqTalN100pb_43 non-recombinantes 100 42%
UniqSeqTalN100pb_44 non-recombinantes 100 30%
UniqSeqTalN100pb_46 non-recombinantes 100 35%
UniqSeqTalN100pb_47 non-recombinantes 100 53%
UniqSeqTalN100pb_55 non-recombinantes 100 60%
UniqSeqTalN100pb_56 non-recombinantes 100 58%
UniqSeqTalN100pb_61 non-recombinantes 100 58%
UniqSeqTalR100pb 11 recombinantes 100 45%
UniqSeqTalR100pb_26 recombinantes 100 48%
UniqSeqTalR100pb_25 recombinantes 100 58%
UniqSeqTalR100pb_27 recombinantes 100 51%
UniqSeqTalR100pb_28 recombinantes 100 76%
UniqSeqTalR100pb_08 recombinantes 100 47%
UniqSeqTalR100pb_09 recombinantes 100 60%
UniqSeqTalR100pb 10 recombinantes 100 63%
UniqSeqTalR100pb_13 recombinantes 100 59%
UniqSeqTalR100pb_12 recombinantes 100 68%
UniqSeqTalR100pb_14 recombinantes 100 61%
UniqSeqTalR100pb_01 recombinantes 112 58%
UniqSeqTalR100pb 15 recombinantes 100 59%
UniqSeqTalR100pb 16 recombinantes 100 33%
UniqSeqTalR100pb_17 recombinantes 100 39%
UniqSeqTalR100pb 18 recombinantes 100 52%
UniqSeqTalR100pb_03 recombinantes 98 53%
UniqSeqTalR100pb 19 recombinantes 100 34%
UniqSeqTalR100pb_20 recombinantes 100 47%
UniqSeqTalR100pb_21 recombinantes 100 40%
UniqSeqTalR100pb 22 recombinantes 100 61%
UniqSeqTalR100pb_23 recombinantes 100 69%
UniqSeqTalR100pb_24 recombinantes 100 45%



Au fil de nos investigations nous nous sommes lioggrs sur la pertinence de ne choisir que des
cibles dans des régions non recombinantes. Il Bsuspparu que non seulement I'absence de
recombinaison pouvait étre di a une répartitiona@&nements de recombinaison au niveau des
télomeéres, a un contrdle épigénétique de la firaties protéines responsable de I'apparition des
crossover, mais aussi a une inaccessibilité phgsitpices régions par ces protéines, due a une
compaction importante de la chromatine a cet en(®@B). Face a ces hypothéses, nous avons fait
le choix de constituer un deuxiéme set de dépaut o dessin de cibles a partir de régions
faiblement recombinogenes, écartant ainsi la pii$&ild’'une inaccessibilité physique des
potentielles cibles dessinées. Ainsi, 23 zonesesilthéoriquement uniques de 100pb ont été
trouvées le long du chromosome 3B. De ces 23 zuhkss, 3 ont été sélectionnées pour dessiner
des séquences cibles. Cependant, au contrair@des eibles dans les régions non recombinantes
qui devaient répondre aux critéres des TAL, callass les régions dites recombinantes doivent
répondre aux criteres pour le dessin de guides BRIgiquement. Ainsi ce sont les zones cibles
01, 12 et 14 qui ont été choisies. Cependant,esor@me mode opératoire que précédemment les
23 zones cibles ont été analysées plus finemerd.reltherche de motif grace a I'outil MEME a
aussi été faite et réevele que celles-ci ne préseaferiori aucun motif conserve entre elles (Figure
59), a l'instar des zones cibles non-recombinahiesnéme motif que précédemment (Figure 60)
a cependant aussi été retrouvé dans 5 d’entre @tlasles cibles 12 et 14, faisant partie des gone
choisies. Le contenu en GC des zones cibles eorrégcombinantes est en moyenne de 53% avec
une fluctuation allant de 33 a 76% (Table 8), cendest pas différent des proportions identifiees

dans les zones cibles dans les régions non recantbi

Ainsi, les deux lots de zones cibles identifiésaddis dans des régions non recombinantes et

recombinantes sont homogenes dans leur séquencaex@@emoins des motifs différents au sein
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Figure 61 : Expression des genes ciblés par les domaines TAL et CRIPSR sur le chromosome 3B (gris) et des
homéologues sur les chromosomes 3A (bleu clair) et 3D (bleu) durant la méiose. L’expression est exprimée en
transcrit par million (tpm).
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de ces zones cibles. Il est alors intéressant iyseraplus finement chaque cible dessinée a la fois

pour les TAL et pour les CRISPR.

4.3.1.2 Analyse des cibles TAL

Trois cibles ont été dessinées a partir des taigg 15, 28 et 47. Ces cibles respectent lesasiter
requis pour le dessin de cibles TAL spécifiés darshapitre 3.3.2 et sont nommeées 15-412, 28-
626 et 47-133. Les séquences correspondantes des@bpdonnées dans la Table 9. Elles ont un
taux de GC de 76, 72 et 84% respectivement pourdetl 2, 28-626 et 47-133, et sont localisées
dans les promoteurs des génes TraesCS3B02G25300esCIS3B02G408400,
TraesCS3B02G140700, respectivement. Ces trois geaes redondants et présentent des
homéologues sur les deux autres génomes A et Dpsaule premier qui n'a pas d’homéologue
identifié sur le génome A (Table 9). Le gene cqroesiant & la cible 15-412 est impliqué dans le
métabolisme des carbohydrates (ou glucides), quiresfonction métabolique de base. Celui-ci
est exprimé lors de la méiose, seul la copie A oetre aucun signe d’expression (Figure 61). Le
promoteur de celui-ci serait alors physiguemengssible, le gene étant exprimé au moment ou la
construction SpiX doit agir. La cible 15-412 ereathéme est unique sur tout le génome du blé
mais présente une copie similaire & 92% sur lemgério et 4 autres ailleurs dans le génome (68%
de similitude, Annexe 9). Le gene correspondaat éhllle 28-626 n’a pas de fonction identifiée.
Celui-ci n'est pas exprimé lors de la méiose,ab#ait d’'un pseudogene et seule la copie B montre
une tres faible expression (Figure 61). Le promodeLcelui-ci est alors théoriquement accessible.
La cible 28-626, a I'instar de la précédente, egfue sur tout le génome du blé et présente deux
copies similaires a 92% sur le génome A et 84%lswénome D. D’autres séquences sont

similaires a 76% ailleurs dans le génome (Annexé®yene correspondant a la cible 47-133 est
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impligué dans les voies de régulation par 'auxwaes généralement constitutives. Celui-ci est
exprimé lors de la méiose (Figure 61), et doncrtemteur de celui-ci est alors théoriquement
accessible lors de la méiose. La cible 47-133 raortnent aux deux précédentes, n’est pas unique
sur tout le génome du blé et présente une copigagiena 100% sur le génome A et une autre a
96% sur le génome D. D’autres séquences sont giesila 68% ailleurs dans le génome (Annexe
9). Le fait que cette cible ne soit pas uniquedéstwu fait que les séquences utilisées pour la
recherche de zones cibles n’étaient pas complétpseecelles-ci se sont vues améliorées depuis

I'obtention de la nouvelle séquence du génome d@6i6).

4.3.1.3 Analyse des cibles CRISPR

En tout, ce sont 6 cibles CRISPR qui ont été déssintrois correspondant aux trois zones cibles
non-recombinantes ayant servi pour de dessin disscibles TAL et trois correspondant aux trois
zones cibles recombinantes. Elles sont nomméesecigpment CRISPR15, CRISPR28,
CRISPR47, CRISPRO1, CRISPR12 et CRISPR14. Les ségaeorrespondantes de 20pb sont
données dans la Table 9. Les trois premieres amt@bles les mémes promoteurs que les cibles
TAL15, TAL28 et TAL47. Les trois suivantes ciblenles promoteurs des génes
TraesCS3B02G422500, TraesCS3B02G401900 et TraesR&R2300 (respectivement pour
CRISPR0O1, CRISPR12 et CRISPR14). Les génes Tra®&2&3122500 et
TraesCS3B02G422300 présentent des homeéologuedtigkestr les deux autres génomes A et D
(Table 9). TraesCS3B02G401900 n'a pas d’homéolagmieement identifié, mais un candidat
potentiel est présent sur les deux autres géenofredde( 9). Le géne correspondant a la cible
CRISPRO1 n’a pas de fonction identifiee mais latgne en résultant présente des répétitions

contenant des pentatricopeptides. Celui-ci estieéplors de la méiose (Figure 61). Le promoteur
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de celui-ci serait alors physiquement accessildeilble CRISPRO1 en elle-méme n’est pas unique
sur tout le génome du blé et présente une copidagiena 100% sur le génome D et une autre a
80% sur le génome A (Annexe 9). Elle ne présenfeermgant pas d’autres cibles externes
potentielles (off-target). Le gene correspondalat éible CRISPR12 est impliqué dans la liaison
aux ARN avec une activité de déphosphorylationamaine C terminal de 'ARN polymérase Il.
Celui-ci est exprimé lors de la méiose (Figure @1g. promoteur de celui-ci serait alors
physiquement accessible. La cible CRISPR12 ennediee est unique sur tout le génome du blé
et présente 3 copies similaires a 80% sur le génfoieune autre aussi a 80% sur le génome A
(Annexe 9). Elle présente cependant d’autres offeta similaires a 80% ailleurs dans le génome
(Annexe 9). Le gene correspondant a la cible CRISPgderait pour une protéine chaperonne
semblable a une ubiquitine. Celui-ci est exprimés Ide la méiose (Figure 61) rendant son
promoteur physiquement accessible. La cible CRISRRlelle-méme n’est pas unique sur tout le

génome du blé et présente une copie similaire 8180r le génome D et A (Annexe 9). Elle

présente une autre off-target sur le chromosomesi2dilaire a 80%.

Dans I'ensemble, les cibles (TAL ou CRISPR) sotuiésis dans des promoteurs de génes exprimeés

au cours de la méiose, possédant des homéologukes ggénomes A et D et ayant des fonctions

constitutives de base.

4.3.2 Zoom sur le promoteur UBI

Le promoteur pUBI permet une bonne expressionahstrene en transformation stable chez le blé
tendre (89 198 279 mais peu de preuve de son expression en méiggaie280). Nous avions

a notre disposition des graines descendant d'wmedi de blé transformée stable avec le géne
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Figure 62 : Fonctionnalit¢ du promoteur UBI en méiose. Des antheres prélevées a différents stades de
développement sur des plantes sauvages et des plantes transformées stables avec le géne rapporteur GUS sous le
controle du promoteur UBI ont été¢ préalablement incubées dans une solution contenant le substrat X-Gluc.
L’observation a été faite sous microscope. a : anthére immature au stade pré-méiotique colorée au Carmin-
acétique et provenant d’une plante transformée de manicre stable avec la construction UBI::GUS. On peut
observer les noyaux colorés en violet. b : anthére immature au stade post-méiotique provenant d’une plante
transformée de manicre stable avec la construction UBIL::GUS. On peut observer des structures rondes qui sont
les grains de pollen. ¢ : anthére immature au stade pré-méiotique colorée au Carmin-acétique et provenant d’une
plante sauvage. Les noyaux des cellules sont aussi visibles en violet. d : anthére immature au stade post-méiotique
provenant d’une plante sauvage. Comme pour b les structures rondes sont les grains de pollen.
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rapporteur GUS sous le controle de ce méme promptéBl. Les grains de cette lignée ainsi que
celle d’'une ligné sauvage ont donc été semés ptdeges cultivées jusqu’a pouvoir récupérer des
antheres aux stade pré-meéiotique et post-méiotiake-ci sont alors mises en contact avec un
substrat liquide contenant le substrat X-Gluc (@ci&é-Bromo-4-chloro-3-indolyg-D-
Glucuronique). Le gene GUS qui code pour prggucuronidase provenant d’Escherichia coli, lors
d’une incubation & 37°C, va cliver le substrat Xs6pour produire un précipité bleu et insoluble
qui confere alors une coloration bleue indigo. Bufigure 62 nous pouvons observer que les
antheres pré et post-méiotiques sauvages ne peésenicune coloration aprés incubation alors
gue celles provenant de la lignée portant la caogtm pUBI-GUS montrent une coloration bleue
caractéristique au sein des cellules, signe d'urtevité du promoteur a ces stades. Nous
confirmons alors que le promoteur pUBI utilisé dessconstructions SpiX est fonctionnel durant

la méiose et permet bien la production de la cangtm SpiX lors de celle-ci.
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Sondes

Cible 47-133* Cible 28-626*
Protéine TAL47 - + - +

e

Figure 63 : Analyse de I’interaction entre les séquences cibles 47-133 et 28-626 et la protéine recombinante
TALA47. Expérience de gel retard de la protéine recombinante TAL47 avec des sondes de 25 bp dérivées des cibles
47-133 et 28-626. Les produits d’interaction ont été séparés par électrophorese sur gel de polyacrylamide 6%
(v/v). Le gel a été transféré sur membrane de nylon et celle-ci révélée sur film autoradiographique apres
hybridation avec la Streptavidine. - et + : respectivement, absence et présence de la protéine recombinante TALA47.
* : les sondes sont marquées a la biotine pour révélation.
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4.4 Efficacité de la technologie SpiX sur le blé tendre

4.4.1 Ciblage de la technologie SpiX

44.1.1 TAL

Des testsn vitro de retard sur gel ont été développés afin de désrole ciblage des TAL a
I’ADN. Des sondes correspondant aux cibles TAL atguées a la biotine ont été mises en contact
avec des protéines TAL recombinantes (produitdsaetérie) (Figure 63). Dans la figure 63 nous
observons la présence d’'un retard sur gel pourdgtime TAL 47 avec les sondes correspondant
aux cibles 47-133 et 28-626. Ceci démontre le gibla ’ADN mais implique que celui-ci n'est
pas spécifique. Cependant, les deux cibles prégentee composition similaire (voir chapitre
4.3.1) et ceci pourrait expliquer I'interaction @AL47 avec une autre cible proche en séquence
de la cible dont il est spécifique. Les TAL que s@awrons dessinés se fixent donc bien a 'ADN
vitro mais de maniére non spécifique.

Afin de déterminer si les régions ciblées présdrdenia méthylation de I’ADN, des expériences
de PCR-bisulfite-séquencage ont été conduites emai&in. Les régions ciblées présentent toutes
un tres fort taux de GC et il a été impossible dssther des amorces pour ce type d’expérience
dans ces régions. De plus, les données de méthyldd 'ADN disponibles au laboratoire ne
présentent pas une résolution suffisamment fine pawoir si les cibles de 25pb contiennent une

ou plusieurs cytosines méthylées.

4.4.1.2 CRISPR

Afin de vérifier I'efficacité de chacun des guideme population de plantes TO, contenant une
CASS9 fonctionnelle et les 6 guides CRISPR (voirpitia 3.3.2) a été générée a partir de 1642
embryons hybrides immatures. 7 plantes ont étér§éaét 3 d’entre elles sont transformées a la
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Table 10 : Campagnes de transformation par biolistique et leur résultats.

Nombre d'embryons Nombre de Nombre de
Constructions bombardés et ayant passé plantules plantules
I'étape de callogenese régénéreées transformées
lére campagne de transformation
témoin (PMI) 535 16 10
TAL15-Spoll-1 691 20 -
TAL28-Spoll-1 760 17 4
TAL47-Spoll-1 1846 3 -
TAL15-Spoll-2 762 49 -
TAL28-Spoll-2 1033 25 14
TAL47-Spoll-2 1901 36 20
2éme campagne de transformation
TAL15-cSpoll-1 4935 8 3
TAL28-cSpoll-1 1940 36 16
TAL47-cSpoll-1 1952 33 10
3éme campagne de transformation
Cas9 KE + 6 guides CRISPR 1642 7 3
dCas%-cSpoll-1+ 6 guides CRIPSR 851 23 8
dCas9-cSpoll-1+ guide GASR7 527 20 -
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fois avec les guides et la CAS9. L’ADN des feuiltess 7 jeunes plantules a été prélevé selon le
protocole chapitre 3.7.4 et envoyé a séquenceivaaun des six cibles. Malheureusement aucun
signe d’éedition n’'a été détecté a ce stade. Degresqres au laboratoire ont montré que des
mutations pouvaient apparaitre tardivement et notant au niveau des épis, derniéres parties de

la plante a se former.

4.4.2 Production et génotypage de la descendance T1

Au total, pour la premiére série de constructiomitgnt les TAL et les génes Spoll-1 et Spoll-2
avec introns, sept populations de plantes TO @ahgénérées a partir de plus de 6000 embryons
hybrides immatures, une population témoin transé&ravec juste le géne de sélection (PMI) et
six autres transformées chacune avec une desrsxraotions plasmidiques (Table 10). Toutes les
populations ont été génotypées sur les transgenssutes les populations témoin et TAL28-
Spol1-1 ont vu leur descendance T1 analysée.

Le génotypage de la population témoin (dite PMtpafirmé I'absence totale de recombinant sur
363 individus génotypés. La seconde populationyagal est la population SpiX TAL28-Spol11-1,
encadrée par deux marqueurs polymorphes entre €&hiSering et Courtot. Pour cela 282
individus T1 issus de trois plantes TO indépendantd été analysés. Il en est ressorti qu’aucun
individu n’était recombinant entre les deux margee®our tester les cing populations suivantes
avec les deux autres cibles nous avons été coafeolat difficulté de trouver des marqueurs pour
les cibles 15-133 et 47-412 du fait de I'absenceagmorphisme entre les deux parents utilisés
dans le croisement. Aucun SNP n’a été trouvé emiprdieu, et aucun des marqueurs SSR n’était
polymorphe entre les deux parents. Sur 42 marqu8BR testés, seulement un seul présentait un

SNP pour le génotypage de la cible 47-133. De n@mé5 marqueurs ISBP testés, seulement un

224



R (H2I0T0E)

Cible 15-133
Courtot
Chinese Spring i
i (2R
Cible 28-626 -

-

Courtot Igm
Chinese Spring i

EEFE!EE BEF! PP EREERCT (RREE K |
TTE ¥ 1T FN) FEF INRNRNTY

AT [(OERGE)

Cible 47-133

Courtot |
Chinese Spring |

Figure 64 : Comparaison des haplotypes des variétés Courtot et Chinese Spring au niveau des régions ciblées par
les protéines TAL15, TAL28 et TAL47 (cadres rouges). Les pavés de couleur représentent la nature de I’haplotype
de la variété le long du chromosome 3B de bl¢ tendre. Si, entre deux variétés, a la méme position, la couleur de
I’haplotype est la méme alors il y a peu de chances d’observer du polymorphisme entre les deux variétés.
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seul présentait un SNP pour le génotypage de la ¢5-133. L’Annexe 10 indique tous les
marqueurs testes, leur nature et le polymorphismre ¢ées deux parents. La figure 64 montre les
données haplotypiques au niveaux des 3 ciblesldanggions non recombinantes pour les deux
parents, CS et Ct. Nous observons que pour la2®g26, le contexte haplotypique est hétérogene
entre les deux parents, signe de la présencereedaiSNP, que nous avons trouvés. En revanche,
au niveau des cibles 15-412 et 47-133, il y a uaade homogénéité entre les deux parents,
corroborant la grande difficulté que nous avons prawver des SNP encadrant ces deux régions.
Les cing populations SpiX restantes n'ont pas ététypées, en raison de I'absence de SNP, mais
surtout du non épissage de l'intron 2 et pour éouser du temps d’expérimentation et rebondir
rapidement sur la construction de nouveaux plassnmbntenant cette fois-ci uniquement la
séquence codante de Spoll-1. 8827 embryons hyhmestures ont été transformés avec les
trois nouvelles constructions pour donner 29 pltr@nsgéniques (Table 10). De gros problemes
de régénérations ont été rencontrés pour la tramaf@mn avec la construction TAL15-cSpol1-1,
dues aux conditions de cultures estivales et arddif¢gration des maladies a cette période,
contaminant les milieux de cultuire vitro.

La premiére des nouvelles populations a étre gegetyut la population T1 TAL28-cSpoll-1,
toujours encadrée par les deux mémes marqueursmpgifes entre les deux parents. Comme
précédemment, 380 individus ont été génotypés lgsuteux SNP, apres en avoir extrait '’ADN.

Il en est ressorti la aussi qu’aucun recombinaétait présent entre les deux marqueurs.

Face a ces résultats nous nous sommes interrogéstsel capacité a détecter des recombinants
avec l'effectif que nous avions déterminé et I'adreanent par deux SNP polymorphes. Nous avons
dessiné des essais KASPar a partir de SNP polyresmatitre nos deux parents mais cette fois-ci
avec un encadrement bien plus large et sortanadreau scaffold. Ainsi nous espérions détecter

guelques recombinants naturels et permettre deerakpérimentalement cette technique sur notre
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Table 11 : Analyse du taux de recombinaison dans la descendance T1 avec des marqueurs distants

Construction Plu‘nt? Nombl.‘e de Taille de la population Tau.x de.
transgénique recombinants T1 recombinaison
témoin PMI 1 5 55 9%
témoin PMI 2 14 48 29%
témoin PMI 3 30 55 55%
témoin PMI < < 16 25%
témoin PMI 5 2 16 13%
témoin PMI 6 - 32 13%
témoin PMI 7 4 32 13%
témoin PMI S 23 55 42%
témoin PMI 9 18 55 33%
témoin PMI 10 3 16 19%
TAL28-cSpoll-1 1 38 %0 42%
TAL28-cSpoll-1 2 15 %0 17%
TAL28-cSpoll-1 3 7 %0 8%
TAL28-cSpoll-1 - 19 %1 21%
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matériel et dans nos conditions d’expérimentatidwus avons effectivement pu détecter un grand
nombre de recombinants mais dans des proporti@ateidues. La Table 11 ci-contre montre le
nombre de recombinants obtenus pour la populagiomin et pour la population SpiX en rapport
au nombre total d'individus. Nous constatons queol@bre de recombinants n’est pas équivalent
entre les deux populations et que la populatioX pésente sensiblement moins de recombinants
gue la population témoin au niveau de la méme régémotypée. La table 11 montre le détail des
recombinants au sein de la population témoin, raldere constituée de plusieurs populations T1
provenant de plantes TO distinctes. Nous constaloescertaine disparité entre les différentes
sous-populations T1 avec un taux de recombinantantade 9% a 55%. Dés lors nous pensons
gu’étant donné que la région génotypée auparavamhantre aucun recombinant alors que le
nombre de ceux-ci est fluctuant par ailleurs eteelds différentes populations témoins et SpiX,
I'apparition d’'un ou plusieurs recombinants a Bneur de cet intervalle ne serait alors pas fortui
et serait imputable a la construction SpiX.

Néanmoins, I'absence de recombinants avec la deexiersion de SpiX nous amene a remettre
en question le ciblage de I'ADN par le domaineidsbn a 'ADN TAL. En effet, il ne nous est
pas possible de démontrer pour I'instant le cibldgge TAL & ’ADN in vivo etin planta De plus,

les protéines TAL sont connues pour étre sensilasnéthylation de I’ADN or les cibles sur le
chromosome 3B sont localisées dans des promoteuggnks, sujet & un important turnover des
marques épigénétiques dont les marques de méthyl&ous en avons donc déduit qu’il y a de
trés fortes probabilités que les TAL ne se fixead p ’ADN, empéchant alors la technologie SpiX
de fonctionner.

Pour pallier & cela nous avons décidé de changeysiéme de liaison a I’ADN et avons opté pour
I'utilisation de systeme CRISPR couplé a la pra&idCAS9, elle-méme fusionnée a la protéine

cSPO11-1 (dCAS9-cSPO11-1). 851 embryons ont énsfoemés, 23 plantules ont régénéré et
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huit plantes transgéniques pour les deux constngtnt été obtenues (Table 10). Une population
témoin transformée avec les mémes guides maisfoettei avec une CAS9 fonctionnelle a aussi
été générée (Table 10). Quelques 1642 embryonétéitansformés, sept plantules ont régéenéré
et trois plantes transgéniques pour les deux agei&ins ont été obtenues. Enfin une population
de secours a été créée (Table 10) portant a l#afomnstruction dCAS9-cSPO11-1 et un guide de
la littérature, le guide GASR7Z98). A ce jour, les plantes sont en maturation eelscendance T1

n'est pas disponible pour génotypage.
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5 DIscUSSION ET PERSPECTIVES

Dans un contexte d’agriculture durable, de réducties intrants et de stagnation des

surfaces arables, I'amélioration des rendementsl@gtnue un des enjeux majeurs du
21°me sigcle. Dans ce but, il est nécessaire d’explodtetes les pistes possibles et notamment la
grande réserve d’alléles originaux que sont lesogges génétiques. L'exploitation de celles-ci
nécessite de mieux comprendre et maitriser les mgroas de la recombinaison méiotique chez le
blé tendre comme chez d’autres especes cultivées.de ma these j'ai exploité le brevet dépose
par la société Meiogenix, décrivant la biotechn@o@piX développée chez la levure
(Saccharomyces cerevisiae L.). Cette biotechnolo@itant pas applicable en I'état chez le blé
tendre, j’ai conduit des études génétiques et dppél des approches de transgénese, de biologie
moléculaire et bio-informatique afin de détermilesrconditions d’utilisation de la biotechnologie

SpiX chez le blé tendre.

5.1 Embryons immatures et Culturein vitro

Grace a la mise au point d'une technique inéditecagservation des grains immature avant
transformation par biolistique81), il m’'a été possible d’optimiser le protocoleraf’améliorer
I'obtention de plantes transgéniques de blé temdra fortiori de populations F2 portant les
constructions SpiX pour I'analyse de la recombioaid.a création de plantes transgéniques est
une approche intéressante pour la validation deggéandidats et I'édition des génomes, mais elle
demeure limitée par deux facteurs principaux chd®d tendre : I'efficacité de transformation, qui
reste relativement faible et dépendante du géndyp¥ pour les meilleurs génotypegp0), et

la disponibilité d'une quantité suffisante de matéapproprié (les embryons immatures par

exemple).
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5.1.1 Mise en pause de la croissance des embryons

Nous n’avons observé aucune différence entreilésstdes embryons fraichement isolés de grains
immatures et celles d’embryons stockés a tempéraimbiante pendant 4 jours ou maintenus a 4
° C pendant 4 ou 7 jours. Ainsi, nos résultats sonformes aux données obtenues chez la carotte
(Daucus carotd..) (282, ou la taille maximale de la graine est atte#tiéx 60 jours apres la pleine
floraison, tandis que le développement de I'embggpoursuit 30 a 50 jours aprés. Les résultats
suggerent qu'un égrainement précoce bloque le a@vement des embryons chez la carotte, ce
qui entraine une mauvaise qualité de la graineeagmt, les embryons conservés a la température
ambiante pendant 7 jours sont nettement plus ppigsles embryons frais. Entre 10 et 15 jours
aprés l'anthese, I'embryon est dans une phaseotsance exponentiell&3 284 avec une
croissance de 0,5 mm par jour. Chez le blé, |&diffce entre le témoin et le set conservé 7 jours
a température ambiante (BW7RT) est de 0,08 mmuceeqrésente environ 4 heures pendant la
phase de croissance exponentielle. BW7RT a peaieédréchantillonné plus tot post-anthese que

le témoin, ce qui justifie la petite différencetddle.

5.1.2 Le stockage au froid préserve la capacité embniggéndes embryons

immatures

Des études antérieures ont décrit I'effet positiftchitement par le froid sur I'embryogenése
somatique chez le maiZda maiy (285, l'avoine Avena sativa (286), Prairie Milkvetch
(Astragalus adsurgeng287), Patula Pin Rinus patuld (288, le colza oléagineuxBfassica
napug (289 et le pin de MontereyPinus radiatd (290). Chez le blé tendréTl iticum aestivum
L.), le stockage des épis collectés 11 a 12 joprésal’anthése (DPA) pendant 13 & 16 jours a 4 °

C a une incidence significative sur le pourcentiigmbryons somatiques issus du scutell29i,
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lIs ont également montré qu'une longue périodetaletkage des épis a 4 ° C est nécessaire pour
une embryogenése somatique efficace. Ici, noumyens aucune différence significative ni dans
I'efficacité de la régénération ni dans la transfaivilité par rapport au contréle et nous n‘avons
trouvé aucun effet de la courte période de stockagioid sur 'embryogenése somatique. Nos
résultats correspondent aux leurs, n‘ayant pascqaplne longue période de stockage a 4 ° C,
nécessaire a la stimulation de 'embryogenéese squeat

Nous avons aussi montré que le stockage des gramstures jusqu’a 7 jours a tempeérature
ambiante empéche la formation de cals lors desgtde culturén vitro. Lublin et Sela en 2008
(292 ont montré que, lorsque des ceufs sont conservigsnpérature ambiante, les agents
pathogénes présents a leur surface sont capabkes meltiplier en grand nombre. Cependant, a
basse température (6 ° C), méme si l'agent patleggéut survivre jusqu'a 6 semaines, il n'est pas
capable de se multiplier et d'infecter I'ceuf. Dans expérimentations, seul un traitement de la
surface du grain est effectué. Par conséquencdale®ries qui auraient pu étre introduites a
I'intérieur de celui-ci par des insectes piquelisysanopterp(293) ne sont pas éliminées. Comme
une infection bactérienne est susceptible de stupa température ambiante, les grains stockés
a cette température peuvent développer une infedtactérienne interne pouvant contaminer
'embryons immature, ce qui le rend impropre arknsformation génétique. En revanche, le
stockage au froid est susceptible de réduire lpggation bactérienne, de prévenir l'infection de

'embryon immature et de préserver son intégritgéaetapacité embryogénique.

5.1.3 Transformation d’embryons hybrides

Comme chez le maif94), nous avons constaté que les embryons hybridddédessus d'un

croisement entre Chinese Spring (parent récaltjtram Courtot (parent transformable)
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conservaient une capacité embryogéne équivalentell@ des embryons du meilleur parent
transformable. Cela pourrait étre di a la viguatoride 295, mais comme nous n'avons trouvé
aucune preuve d'un tel mécanisme dans les cultledsssusin vitro, nous concluons que la
capacité de transformation pourrait étre un trarétitaire dominant chez Courtot par rapport a
Chinese Spring. La transformabilité et plus géménaint la réponse en culturevitro est un trait
génétiquement contrdlé et plusieurs QTL ont étatiiés 296-298. Le transfert de génes dans
le blé a également longtemps été limité a des gpesttransformables tels que Bobwhite et
Florida, sélectionnés pour leur bonne réponse kuarein vitro et leur aptitude a la transformation.
Cependant, la transformation de lignées élitesléeemdre reste difficile, principalement entre 1
et 5% @61, 299. Seuls quelques génotypes élite (15%) présedenpourcentages allant de 6 a
8% (299 légerement plus élevés que le cultivar de réf@@@&@obwhite (environ 3 a 59§1). Les
premiers résultats de la transformation d'un aoyteide dérivé d'un croisement entre Chinese
Spring et Cadenza, génotype considéré comme étansformable (1,7%)209, viennent
confirmer nos précédents résultats et I'intérét'utdisation d’embryon hybrides de blé pour la
biolistique. Sur 64 embryons transformés, 1 plématesgénique a été obtenue, ce qui représente un
taux de transformation de 1,56%, non significatieaindifférent du taux de transformation de
Cadenza (1,7%,, p-value = 0,932299).

La transformation des hybrides présente un autemtage non négligeable : le fait que nous
pouvons agir sur le génome dérivé du génotype cifiaait. Nous n'‘avons actuellement aucune
idée de I'endroit ou le transgene serait intégrés de génome des plantes transgénique obtenues.
Théoriquement, 50% des événements seraient saniegénome transformable et les 50% restant
sur le récalcitrant. Le seul moyen de pouvoir déieer s'il se trouve sur le génome transformable
ou récalcitrant est de localiser génétiquementitéedsinsertion du transgene. Peu de techniques

sont utilisées a cet effet, dont I'hybridation itu ®n fluorescence (FISHBQO), les approches
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basées sur la PCR (PCR inversée ou médiée paiohiygdB0l) et le séquencage de nouvelle
génération (NGS) (séquencage du génome compleéfquescage aprés capture a l'aide de sondes
appats) 802 303). Malheureusement, ces techniques sont assecilddfa mettre en ceuvre sur le
blé en raison de la polyploidie de son génome éa deéquence élevée des séquences répétées.
Une autre technique consisterait a établir unee@éhétiqgue a basse densité sur un individu F2
pour savoir sur quelle partie du génome (CS os€tjouve le transgene. A la vue des études QTL
citées précédemment, la capacité de transformaéimait un caractere multigénique et ne pourrait
pas étre facilement transférée d’'un génotype skensitun génotype récalcitrant. L'utilisation
d’hybride serait alors un bon moyen d'agir sur émgme d’'un génotype intéressant mais non
transformable.

Dans le contexte de ce travail de thése, il s’d@tudier I'effet d’'une biotechnologie sur la
recombinaison méiotique du blé tendre. Cela imglidétudier les évenements de recombinaison
dans une descendance biparental® %5). Sans l'utilisation d’embryons hybrides nous ans
dans un premier temps diU produire des embryonspemt du géenotype transformable Courtot,
les transformer, attendre que les plantules tram&fes (en faible nombre trés probablement)
atteignent le stade de floraison pour ensuite Heiser avec le génotype Chinese Spring. Enfin il
aurait fallu semer cette descendance F1 et attéagmn®duction des grains F2 sur lesquels aurait
été étudiée la recombinaison. Ici la capacité devpio transformer directement une population F1
nous fait gagner I'équivalent de la durée nécessaiune génération de blé tendre (a minima 6
mois) et de pouvoir utiliser le génotype de notreix sans se soucier de sa transformabilité (ici
Chinese Spring, génotype pour lequel sont dévekppés principales ressources génétiques
disponibles a ce jour). Cet avantage nous pernéodomiser un tiers du temps nécessaire a
I'étude de I'impact de différentes versions deitatdchnologie SpiX sur la recombinaison du blé

tendre.
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Le taux général de transformation observé duramtaseil de thése (0,7%) est significativement
différent du taux attendu pour cet hybride (p-vaiu®0006) 281). Quelques 21910 embryons ont
été transformés au cours du projet de these deoen28% durant la période allant de mars a
juillet. Cette période est particulierement favdeabu développement de maladies telle que
I'oidium (304) a cause principalement de I'augmentation de l'iditéren serre, facteur favorable
a la germination et a I'infestation de la plantelpahampignon responsable de I'oidilBlymeria
graminisf. sp.tritici. Cette période est aussi favorable a I'infestaties plantes par des parasites
tels que les Trips, se nourrissant de pollen @oresables de piqures dans les grains en formation
(Thysanoptern (293). La combinaison des deux favorise l'introductide spores d&lumeria
graminisf. sp.tritici a I'intérieur des grains immatures. Nous ne posweulement stériliser les
grains immatures qu’en surface et par conséqugsplares qui se retrouvent a l'intérieur ne seront
pas détruits et vont se retrouver sur 'embryomagixet ainsi contaminer celui-ci et le milieu de
culture. Il est méme arrivé que malgré la consewmatles grains immatures au froid, un
développement de myceélium a été observé danslies tie conservation sur les grains immatures.
De nombreux lots de grains immatures et d’'embrgomsnilieu plasmolysant ont ainsi été perdus
dd a des contaminations par des champignons. Gmairgit expliquer le faible taux de
transformation observé dans ce travail. Malgré ttass efforts entrepris pour contrbler les
infestations de maladies et de parasites en semeste trés difficile de vérifier I'état sanitaides
grains immatures pour éviter toutes contaminatpmserieures.

Nous avons observé aussi que nous avions beaueopprtke entre le passage du deuxieme au
troisieme milieu de sélection. L’explication la plprobable serait la vigueur hybride engendrée
par le croisement entre CS et Ct qui rendrait lastples plus vigoureuses sur les premiers milieux

de sélection et notamment sur PMI2, ou la sélecéeretrouve réduite pour permettre aux jeunes
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plantules en cours de régénération de pouvoir dpper leurs parties aériennes (et aussi
racinaires) sans pression de sélection.

Enfin, environ 2% de stérilité a été observée ¢beplantes transgéniques cultivées en serre OGM.
Ceci est probablement la conséquence du protocelebidlistique. En effet lors d'une
transformation par biolistique, de nombreuses rariatou variations somaclonales peuvent avoir
lieu (305 et il est possibles que celles-ci, dans certaass touchent des genes essentiels et

induisent de la stérilité.
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5.2 SPO11 chez le blé tendre

5.2.1 Orthologie

Les études génétiques que nous avons meneeggamame du blé et sur les orthologues des genes
Spoll-1 et Spoll-2 Arabidopsis thaliana nous ont permis de retrouver ceux-ci sur les
chromosomes des groupes 5 et 7, respectivement]ebh& tendre. Chacun des deux genes a été
retrouveé a chaque fois sur les 3 sous-génomesderudire, A, B et D. Chez le blé tendre 55% des
groupes d’homéologie sont composés de trois coppestie sur les 3 sous-génome&q), il n’est
donc pas surprenant que Spoll-1 et Spoll-2 emfgssdie. Lloydet al.en 2014 306) montrent

que les genes impliqués dans la recombinaison igeeobnt tendance a retourner plus vite a I'état
simple copie que les autres génes du génome. Captalsdmontrent aussi que dans les polyploides
récents comme le blé tendre, en analysant 19 genpdisjués dans la recombinaison méiotique,
ceux-ci sont toujours présents en trois copies lotogées et que globalement toutes les copies
sont exprimées de facon équivalente. Nos réswitaitisdonc en accord avec les leurs, puisque nous
retrouvons bien trois copies pour les deux genes.

Chez le blé tendre, des études d’orthologie &rabidopsis thaliananontrent que certains génes
ont en moyenne une similarité de 880'F309). Des études impliquant d’autres céréales, comme
le riz, montrent qu’en général, entkeabidopsiset céréales, le pourcentage d’identité varie de 30
a 100% 810, 311). Ici les deux génes que nous étudions montremsimilitude a hauteur de 55%
en moyenne avec leurs orthologues cAegbidopsis thalianaNos résultats sont aussi en accord
avec ceux de Sprink et Hartung en 202d4g. lls montrent que l'identité des orthologues pleur
gene SPO11-1 Arabidopsisva de 95.5% poulrabidopsis lyrataune espéce proche, a 45.5%
pour Physcomitrella patensine bryophyte, phylogénétiquement éloignée. Wa&de méme pour

SPO11-2. Avec 55%, nous nous situons dans cetvaiker considérant la perte de 10% de
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similarité gu’ils identifient entre les monocotyttes et les dicotylédones, représentant la
séparation ancienne de ces deux classes phylogéesti
Ces résultats tendent a confirmer le fait que @asxdyenes et leurs fonctions sont fortement

conservés au sein des plant2@4 272).

5.2.2 Complémentation hétérologue et conservation detifmmc

La complémentation génétique est utilisée depuiebat des années 1950 afin de pouvoir valider
la fonction d’'un gene dans un contexte mutant meugene et dans une multitude d’organisme
animaux et végétaux3{2-316). Plus récemment, des expeériences de complénmntatier-
especes ont été menées chez les aningilik 818 et les champignon819 pour la validation

de la fonction d’'un géne entre différentes especes.

ChezArabidopsis thalianacette technique est couramment utilisée poualidation fonctionnelle

de génes en complémentant avec des genes prowAaabidopsisméme 68, 320-323) mais
aussi avec des génes d’autres espéeces. Gomezsgidets en 19948p4) ont restauré avec succes
un phénotype mutant Arabidopsis thalianaavec un cDNA humain codant pour une N-
acetylglucosaminyltransferase | malgré une exposesde la protéine humaine bien plus faible
(environ 10%) que celle de la protéine endogereatiidopsiset une grande distance évolutive
entre les deux espéces. Quelques exemples de coentédions hétérologues ont été réalisés entre
plantes supérieures. En 2001, DoRg5 a réalisé la complémentation de plusieurs mutants
d’Arabidopsis thalianaavec les génes orthologues du mais. Gkrebidopsis trois locus, TT4
(Transparent Testa 4), TT5 et TT3 ont été idetiiémme responsables de la pigmentation de
I'enveloppe de la graine et portant respectivemestgenes codant pour les protéines CHS

(Chalcone Synthase), CHI (Chalcone Isomerase) & (DfhydroFlavonol 4-Reductase). Chez le
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mais, les orthologues sont les genes C2, Chil eteSpectivement, codant pour les protéines C2,
CHI1 et Al. La protéine C2 a une similarité de 8&9éc la protéine CHS alors que les protéines
CHI1 et A1 ont une similarité de 58 et 59% respectient avec les protéines CHI et DFR. Les
trois mutantArabidopsistt4, tt5 et tt3 ont été parfaitement complémeaiée les génes de mais
correspondant a chaque locus, respectivement Cd, €hAl montrant ainsi que des genes
orthologues codant pour des enzymes impliquées l@gaesimulation de métabolites secondaires
sont transférables entre plantes supérieures éesgau niveau phylogénétique. Ce travail montre
aussi que malgré un niveau de similarité moyero(aute 60%) une complémentation hétérologue
est possible. Cependant les géenes étudiés ci-dasssisnt pas impliqués dans des mécanismes
fondamentaux comme la méiose, impactant la péredeit’'espéce.

Nos résultats montrent que les génes Spoll-1 étiSpprésentent des similarités allant de 55 a
66%, respectivement, entre le blé tendrabidopsis thalianat que le taux de complémentation
de la fécondité atteint un maximum de 70% a 10@¥pectivement, pour la complémentation des
mutantsspoll-letspoll-2d’Arabidopsis Nos résultats sont donc en adéquation avecdetiaés

de la littérature dans le cas d’'une complémentatiét@érologues325 et impliquent que les
domaines conservés entre les deux especes semsiigsdants pour l'interaction entre SPO11-1 et
SPO11-2, mais aussi avec I'ADN et avec le troisiamenbre de ce complexe, MTOPVIB76,
326). Des expériences de complémentation pour ce idroes membre ainsi que la
complémentation du triple mutant pourraient fouhds informations sur le complexe SPO11-
1/SP0O11-2/MTOPVIB et sur le fait qu'il pourraitgitadu complexe protéique minimal requis pour
la formation de CDB méiotique. La présence de chis indique qu'une recombinaison
homologue a lieu chez les plantes exprimant TaSPIGAD et que, par conséquent, des CDB se

forment dans les lignées transgéniques. Il faudiaits confirmer la capacité de TaSPO11-1-5D a
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former des CDB dans des cellules méiotiques ecteti@t une immuno-localisation de la protéine
RAD51 (117, 251).

Ces résultats fournissent une nouvelle vision deolaplémentation hétérologue et un nouvel
horizon potentiel pour la validation fonctionnetle génes chez les plantes supérieures. Cette
technique pourrait étre utilisée, par exemple, dawalidation de génes d'especes de grandes
cultures, difficiles a transformer, et ayant desagges complexes ou polyploides a partir desquels
il est difficile de générer des mutants KO. Cettghhique pourrait aussi étre utilisée dans 'ogiqu
de la création de mutants hypomorphes qui dangsdede I'étude et de la manipulation de la
recombinaison meéiotiqgue permettrait de travaillanglun contexte ou le géne « endogene » (il
s’agirait alors dans ce cas du géne servant aii@lémentation du mutant KO pour ce méme gene)
aurait une expression réduite au maximum, perntettart de méme d’effectuer une méiose
correcte et d’éviter la stérilité, phénotype réentrdes mutants pour les principaux genes de la

recombinaison méiotique chézabidopsis thaliang97, 117, 205, 208 209, 251, 271, 276, 327)

5.2.3 Epissage alternatif

Au début de ce travail de thése nous avions dél@dénserver les deux premiers introns des génes
Spoll-1 et Spoll-2 pour la technologie SpiX enuvdtt fait que ceux-ci pouvaient avoir une
fonction régulatrice de I'expression de ces gébepuis longtemps il est connu que les introns
jouent un réle dans la régulation de I'expressies genes chez la sour82@) mais aussi chez les
plantes et d’autres organismes, notamment darssle’'expression de génes transgéniques chez
les plantes329). Chez la levure, peu de genes possedent dessr{t®o) et encore moins subissent
un épissage alternatiB80. Le gene Spoll de la levure fait partie de laonit&j des genes ne

possédant pas d’intron et la construction SpiXiséal chez la levure comportait alors le géene
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Spoll sans intron et celle-ci s’est averée effi¢@06). Notre démarche chez le blé se voulait
cependant précautionneuse pour maximiser nos chafeir une expression correcte des génes
Spol1-1 et Spoll-2 dans la construction SpiX. Mows sommes malheureusement rendu compte
alors que lintron 1 était parfaitement épisse, amas l'intron 2, dans les feuilles du moins,
conduisant dans les deux éasilico a une protéine tronquée non fonctionnelle. Il paitis’agir

la d’'un épissage alternatif qui n'aurait lieu qans les feuilles.

L’épissage alternatif est un mécanisme trés répandsein des eucaryotes pluricellulaires pour
augmenter la complexité de I'expression des gemggogent un role tres important dans la
différentiation cellulaire et le développement deganismes331). Chez 'lhomme en revanche,
alors que le nombre de génes codant pour une pectét d’environ 25000, le nombre de protéines
générées est supérieur a 900882, rendant alors obsoléte I'idée originelle d'1 génl ARN =

1 protéine. De cette maniere, 95% des genes hureabissent un épissage alternadgy. A
linverse de I'épissage constitutif qui est I'é@ge de tous les introns et la ligation de tous les
exons dans l'ordre dans lequel ils apparaissens dlargene, I'épissage alternatif consiste en
I'exclusion de certains exons (38%), le changendestbornes 3’ et/ou 5’ des introns (26%) et la
rétention de certains introns (398B8@). Chez les plantes, I'épissage alternatif estidtessrépandu
pour I'adaptation et la réponse de celles-ci a Ewironnement avec environ 60% des géenes
identifiés pour I'instant comme étant soumis a éamisme335-339).

Des analyses des séquences codantes pour lesSpoils 1 et Spoll-2 ainsi que les différentes
formes d’épissage ont été conduites ohebidopsisBrassica rapala papaye, le riz et la mousse
(206). Un épissage alternatif a été observé chez taetesspéces, conduisant a des isoformes non
fonctionnelles en raison de la rétention des irgron a la réduction des exons, entrainant des
codons stop prématurés dus au décalage du catiretadiee. Nous avons tenté de réaliser ce travail

pour le géne Spoll-1 copie 5DL a partir des basedodnées ARN disponibles pour le blé au
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Figure 65 : Analyse des transcrits pour le géne Spoll-1 copie D. Les transcrits issus d’une base de données
RNAseq disponible au laboratoire et correspondant au géne Spol1-1 copie D ont été alignés sur le CDS du géne.
Les exons putatifs sont matérialisé€s par les rectangles bleus et les introns par les lignes les reliant. Les ATG sont
représentés par les traits verts et les codons STOP par les traits rouges.
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stade méiose mais il nous a été impossible deunadrda version entiére pleinement épissée pour
ce géne (Figure 65). Seules deux formes tres pestient été retrouvées, présentant une deélétion
de plusieurs exons soit au milieu soit en partieCg#s deux formes ne correspondent pas a une
version ou l'intron 1 serait présent et pas l'int2 Il se pourrait alors que la rétention de tomnt

2 que nous observons dans le cas de notre precgigséruction SpiX comportant les introns soit
dd a un autre mécanisme comme par exemple un sigapadsage présent dans un autre intron que
NOuUS N'avons pas conserve.

Les résultats de complémentation cAeabidopsisnous confirmant que la version ADNc du géene
Spoll-1 est fonctionnelle, celle-ci est donc ail@ayer. Une autre alternative serait d’utiliser la
version génomique du géne comportant tous les natrddans la littérature, pour la
complémentation de mutantsAdabidopsis thalianales chercheurs utilisent soit I'une soit I'autre
des deux formes (ADNc et génomiquélL{, 339 340 sans préférence particuliere. L’intérét
d'utiliser la version génomique du géene est deside choix a la plante dans I'épissage de celui-
ci. L'utilisation du gene Spoll-2 peut aussi émeigagée, soit sous la forme cDNA, soit sous la

forme génomique
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5.3 Application et efficacité de la technologie SpiX otz le blé

tendre

5.3.1 Les cibles

L’analyse des zones cibles déterminées in siligéleeque celles-ci ne présentent a la fois aucune
différence et aucune similitude flagrante. Ellesitspaturellement toutes localisées dans des
promoteurs étant donné que les séquences de départesquelles elles ont été dessinées sont des
régions promotrices de génes. De plus, elles artesoune composition en nucléotides similaire
mais ne possedent pas de domaines conserves BasteLa détermination des cibles TAL et
CRISPR s’est faite sans a priori et uniquementagctfon des prérequis existant pour le bon
fonctionnement de ces systemes de liaison a I’ABBuUI varie leur emplacement le long du
chromosome 3B et par extension le paysage génépue lequel elles se retrouvent, il faudrait
alors observer celui-ci a bien plus grande échmdlgr ainsi identifier de potentiels groupes de

cibles en fonction du paysage génomique.

5.3.2 Le ciblage

Comme moyen de ciblage de 'ADN nous avons d’abdrdisi les TAL, grosses protéines
construites a facon et ciblant une région prédiggédéterminée de 'ADNLE3 341). Les TAL

ont par ailleurs déja montré leur efficacité chez plantes189 et ont été utilisés par exemple
dans le projet ANR GENIUS (Pierre Barret, Commutiacapersonnelle). Cependant elles ne sont
pas infaillibles et présentent une sensibilité aéhylation et notamment, il a été montré que ces
domaines de liaison a I’ADN sont sensibles a |a@née d’une 5-méthylcytosing4@), une forme

de cytosine méthylée, souvent considérée comniedaiéme base de I’ADN et trés présente dans

260



261



les ilots CpG des promoteurs des ged$)( régions que nous ciblons préférentiellement dans
travail.

Valton et al.en 2012 190) ont mis en place plusieurs méthodes sur cultareetlules humaines
pour évaluer la fixation et I'activité de protéinEAL en présence de méthylation et trouver un
moyen de contourner cette difficulté. Pour suiviactlvité des protéines TAL, ils suivent
'apparition de mutations dans les séquence ADN adlsiles transfectées avec les différentes
constructions qu'ils ont élaborées. Dans notre cag, est impossible puisque les protéines TAL
gue nous utilisons sont couplées aux protéines $HAQIU SPO11-2 et non a une endonucléase
capable de couper et d'induire des mutations.rtsaoissi a leur disposition une base de données
« méthylome » chez 'homme, base de données gsii p&s disponible pour le blé tendre avec une
précision qui nous permettrait de connaitre I'éaméthylation des cytosines au sein de nos cibles.
Un des moyens pour tester si la méthylation de NA®Dun impact significatif sur la fixation des
TAL sur 'ADN qu’ils utilisent, est un test de fikan in vitro de type interaction ADN-protéine.
Dans notre cas, nous pourrions réaliser un tesetded sur gel comme effectué déja lors de ce
travail de these mais cette fois-ci avec des sonmeitlylées artificiellement. Bien évidement ceci
reste un tesh vitro et ne fournira que quelques indices de ce qujilasse in vivo. La technologie
Sun-Tag qui consiste en la fixation d'un tag fllsment & une protéine d’intérét pourrait nous
permettre d’observer si la technologie SpiX avee protéine TAL comme systéme de liaison a
I’ADN forme des foci dans les noyaux au niveaualenblécule d’ADN.

Les TAL ont été efficacement utilisés chez le lelédrre pour I'édition des génomesil). Wang

et al.en 2014 189) ont réussi I'édition des trois copie homéologdegéne TaMlo grace aux TAL
couplés a une endonucléase. Cependant, les domBftiesont de trés grosses protéines qui
restent tres cher a produire, et qui demandentediésynthétisées si I'on veut changer de cible.

D’un autre coté la technologie CRISPR/CAS9 estitBcomme étant beaucoup moins sensible
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aux modifications épigénétiques et beaucoup mdies & utiliser, les guides ARN étant le seul
elément a modifier a fagon pour correspondre ddkie choisie. Wanget al en 2014 189 ont
utilisé avec succes la technologie CRISPR/CAS9 thbie tendre pour éditer la copie portée par
le génome A du géne TaMlo. Leur cible CRIPSR adéssinée au sein de leur cible TAL, avec
une longueur de 20pb et un pourcentage en GC de Bé%iuis, d’'autres cibles ont été utilisées
avec succedl@8) dont la cible GASR7 dans le géne TaGasr7, que avons utilisé dans ce travalil
pour élaborer une population SpiX de secours darm$ d’'une défaillance des 6 autres cibles
CRISPR. Ces cibles que nous avons dessinées poansa&ruction dCAS9-cSPO11-1 respectent
exactement les caractéristiques des cibles puhis& 198 avec une longueur de 20pb et une
teneur moyenne de 65% en GC. De plus cette techieofmermettrait de cibler plusieurs sites
simultanément dans la méme plante et ainsi dam®uoiexte mutant spoll, nous pourrions nous
retrouver dans la capacité de faire des CDB oudmrhaite et a un niveau au moins équivalent au

nombre de CO par chromosome observé dans despkateages.

Dans ce travail doctoral, nous travaillons en caetsauvage ou agissent les protéines endogenes
SPO11-1 et SPO11-2. Le fait de travailler en cdetesauvage peut avoir un impact sur la
technologie SpiX qui rentre alors en compétitioreclie avec ces protéines endogénes. Ceci est un
biais non négligeable dans le sens ou les expétatiens de modification de la recombinaison par
la technologie SpiX s’apparentent a de la compléatem fonctionnelle, puisque nous voulons
gue le systéme SpiX prenne le pas sur la machieaedegene de cassures double-brins. Dans la
littérature toutes les études de complémentatiomnee cheZArabidopsis thaliangar exemple,

se font dans un contexte mutant. L’obtention deamist KO chez le blé tendre est fastidieuse et
incertaine, nécessitant de nombreux croisementsrpanir dans une méme lignée les trois copies

mutées d’'un gene. De plus, nous travaillons sugdass dont la version mutée induit une stérilité
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qui implique de conserver une copie du géene atlté¢éérozygote afin de pouvoir obtenir une
descendance étudiable. Néanmoins, l'efficacité aléethnologie CRISPR/CAS9 redonne de
I'espoir dans I'obtention rapide et efficace d’'unitant KO ou hypomorphe. De plus, des études
récentes menées au sein du laboratoire montrem& gopie du gene Spol1-2 portée par le génome
A est non fonctionnelle, le double mutant copiedple D étant stérile (nos résultats non publies).
Dés lors, 'obtention d’'un mutant pour ce genefastitée et permet ainsi de travailler en contexte

mutant avec la technologie SpiX, faisant intervgiair conséquence la protéine SPO11-2.

5.3.3 Le promoteur UBI

Le promoteur du gene Ubiquitine 1 de mais couplépemier intron de ce méme géne,
communément appelé promoteur UBI, a longtempstéigeuen transgénéese chez les plantes pour
I'expression forte et constitutive de transgergs)(345 346). Chez le blé tendre, ce promoteur
est aussi utilisé depuis longtemps et il a été adr@ajue celui-ci a en général une forte activité
dans les tissus jeunes et métaboliqguement aati§s @ile dans les grains de poll@8@. Depuis,

le promoteur UBI est couramment utilisé chez le telédre pour I'expression de transgenes, a
l'instar des travaux cités dans le chapitre prége@E89 198 279). Dans le cadre du projet
développé autour de la biotechnologie SpiX, ce mtenr est également utilisé dans les versions
des constructions SpiX pour le Riz et le Mais (Emugh Guiderdoni, lan Fayos, Peter Rogowsky,
communications personnelles). Cependant chez |derigromoteur UBI, bien que globalement
exprimé dans la plupart des tissus, présente degivas importantes dans son activité durant le
développement de la plan®). Le méme phénomene est observé chez |€2B@.(Nous avons
donc di confirmer I'activité de ce promoteur dassdntheres d’une lignée de blé tendre exprimant

constitutivement le gene rapporteur GUS sous lérglende promoteur UBI.
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Néanmoins, dans I'expérience de complémentatioérblégue cheArabidopsis thaliananous
avons utilisé le promoteur Rad51 du géne méiotitjdeabidopsis thalianayant déja prouvé son
efficacité L17) (Olivier Da Ines, communication personnelle) pbexpression efficace de genes
méiotiques, dans le temps et dans I'espace. Audssnprojets SpiX chez le riz et le mais, les
promoteurs endogénes des genes Spoll-1 et Spakit-2ussi utilisés pour les constructions
SpiX, avec notamment un franc succes du promotetatipdu gene Spoll-1 de mais pour la
complémentation d’un mutant de mais sur ce méme geec la construction SpiX TAL-SPO11-

1 (Peter Rogowsky, communication personnelle). @zlcorrespond a 1.27kb en amont de 'ATG
du géne Spoll-1 de mais, comprenant le dernienint dernier exon et la partie 3'UTR du gene
précédent, et la région intergénique. CAeabidopsis thalianale promoteur endogéne de Spoll-
1 est aussi utilisé (lan Henderson, communicatiensgnnelle). Chez le blé tendre, nous avions
choisi de ne pas utiliser les promoteurs propregganes Spoll-1 et Spoll-2 car la définition des
bornes chez le blé n'a pas encore été faite etlagrmasardeuse. Malgré le bon fonctionnement
du promoteur UBI, l'utilisation du promoteur endagédes genes Spoll-1 et Spoll-2 pourrait
aussi étre envisagée pour une expression de kechimblogie SpiX plus précise dans le temps et
dans I'espace. A cette fin, les promoteurs putalifs 3 copies de chacun des deux génes ont été
isolés de la méme maniére que chez le mais etami@spondant a la copie D du géne Spoll-1 a
été synthétisé afin d’étre utilisé dans la rédtisatle nouvelles constructions SpiX en cas d’échec

de la derniere tentative avec la construction dGASBO11-1 sous le contrble du promoteur UBI.

5.3.4 Génotypage des populations T1 SpiX

Tout d’abord nous avons remarqué que les régionspodant les cibles 15-412 et 47-133

présentaient peu ou pas de polymorphisme entigeles parents, Chinese Spring et Courtot. Une
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explication viendrait du fait que chez Courtot, o&gions sont au sein d’introgressions provenant
du génotype asiatique Norinl0, le rendant alossggréche du génotype asiatique Chinese Spring.
Nous ne disposions pas de ces informations lochdix et du dessin des cibles TAL et nous nous
basions sur l'origine géographique différentes deax génotypes parents pour la présence
hypothétique de SNP encadrant ces cibles.

Ensuite, les résultats de génotypage sur les piqmsgaTll SpiX montrent que pour l'instant la
technologie SpiX dans sa forme actuelle (UBI::TARR©O11-1) ne permet pas de modifier le
niveau de recombinaison méiotique au niveau déla étudiée (28-626), a I'inverse de ce qui a
été obtenu chez la levur@Q00. En revanche, nous sommes en adéquation ave@dalats
observés pour I'instant chez le mais et le riz (EBmoel Guiderdoni, lan Fayos, Peter Rogowsky,
communications personnelles). Nos résultats montressi que lorsque I'on élargit la région a
génotyper afin de détecter des recombinants nafurells sommes confrontés a une forte disparité
dans le nombre de recombinants naturels entregmugations d’'une méme population T1 et entre
les populations T1. Par exemple, dans la populdtbbtémoin ne portant que le géne de sélection,
une grande disparité est observée entre les squdgbons issus de plantes différentes. Il est
néanmoins utile de prendre en compte toutes lespopulations pour tamponner cette disparité
et ainsi éviter d’'introduire un biais dans le noenlthéorique de recombinants naturels. Nos
résultats ne permettent pas pour l'instant d’inéirrau d’affirmer I'efficacité de la biotechnologie
SpiX chez le blé tendre, il reste encore des poipus T1 a analyser pour d’autres cibles et d'autre
formes de la construction SpiX (dCAS9-cSPO11-1).

D’un autre coté, nos résultats montrent que laniecke KASPar employée jusqu’a lors est efficace
et permet d’obtenir les données nécessaires ptinteed’efficacité de la biotechnologie SpiX.
Elle reste néanmoins cantonnée a l'analyse de geglgentaines d’individus par population, et

I'augmentation du nombre d’individus représentémwestissement en temps non négligeable. Une
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Figure 66 : Pollen typing par ddPCR. Observation au microscope de micro-gouttelettes suite a I’émulsion d’un
mélange réactionnel contenant des grains de pollen grace au Droplet Generator QX200 de Bio-Rad. La fléche
bleue indique un grain de pollen a I’intérieur d’une micro-gouttelette.
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alternative intéressante serait d’arriver a germtyps grains de pollen eux-mémes et de facon
automatisée. Il existe déja plusieurs techniquess d& sens. Une premiere, faisant intervenir
I'extraction d’ADN de grains de polle®2), risque de voir les deux marqueurs distants deiglirs
centaines de kilobases dissociés et répartis deérsaaléatoire dans les puits. Une deuxieme
consiste a isoler des noyaux de grains de polles daaque puits grace a un cytometre en flux
suivie d’une amplification du génome entier pounyaair ensuite réaliser un test KASP&AY).

Bien qu’évitant de dissocier les deux marqueurstecechnique reviens au méme que celle
employée dans ce travail de thése en terme de moddrhantillons traités. Lors de ce travail de
these, nous avons commencé a développer une taehda double génotypage des grains de
pollen en PCR digitale en microgouttelette (ou tdigdroplets PCR, ddPCR). Des premiers
résultats prometteurs d’intégration des grainsalep dans des microgouttelettes ont été obtenus
sur un appareil QX200 de chez BioRad (Figure 8@ste maintenant a réussir a mener a bien le

génotypage de ces grains de pollen individualisés.
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6 CONCLUSION

Au cours de ce stage doctoral, jai pu affinerdesditions d’utilisation de la biotechnologie SpiX
chez le blé tendre. Nous savons maintenant quitldéliser soit le gene Spo11-1 ou Spoll-2 sous
leur forme cDNA en priorité et théoriquement saLg forme génomique. La fonctionnalité de la
version cDNA de Spoll-1 a d'ailleurs été validée quamplémentation hétérologue d’un mutant
spoll-1 dArabidopsis Nous savons aussi maintenant que les protéinésneAsont pas ideales
pour le ciblage a 'ADN et la mise en place rowgnei de la biotechnologie SpiX malgré leur
efficacité démontrée par le passé, principalemdéntadleur colt et a leur sensibilité aux
modifications épigénétiques. Il sera préférabldiliser des systemes moins chers, moins sensibles
et plus flexibles comme les CRISPR/CAS9. Pour len@at nous ne savons pas encore si la cible
peut se situer n'importe ou sur le génome. Biemlémiment nous avons choisi de cibler des
promoteurs de genes mais a la fois dans des régions recombinantes et faiblement
recombinantes. Cependant, nous ne savons pas émopeect du niveau initial de recombinaison
sur I'efficacité de la biotechnologie SpiX. Lesuttats qui seront obtenus avec les guides CRISPR
dessinés sur les deux types de régions devrai@stagporter une réponse claire a ce sujet.

La reussite de la mise au point de cette biotecigi®ichez le blé tendre serait un pas de plus vers
le déverrouillage des liaisons négatives entreg@ses qui sont un des freins actuels dans
'amélioration variétale chez le blé tendre. De bosuses études font état de liaisons négatives
associant des genes de résistance biotiques afaut dé rendemenB48). Par exemple le gene
Pchl de résistance au piétin-verse ayant été untrddns des lignées élite de blé, et provenant
d'une portion génique @&egilops ventricosdransloquée au niveau du chromosome 7D, est
toujours fortement lié a un défaut de rendemedeequalité. Il s’agit ici d’'un exemple flagrant de

liaisons négative. Cependant, apres de multiplesldgpements variétaux (au moins 4 a la suite),
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guelques variétés ont été obtenues, portant le geagant un rendement compétitif, sans savoir
s’il y a eu recombinaison au niveau de ce genepamtia liaison négative. Un deuxieme exemple
est celui du géne Pm16, un géene de résistanceauhointrogressé depufsegilops speltoidesur

le chromosome 5B, qui est associé a un défautrkeneent encore plus important que pour Pchl.
En moyenne, le rendement est diminué de 15% darggteées portant ce geng4@). Il est fort
probable que ce géne soit négativement lié a addawgenes qui auraient un effet négatif sur le
rendement. Bien sOr d’autres espéeces présentephé@nomene similaire. L'orge, une espece
apparentée au blé tendre, peut posséder une neégisid’oidium grace au gene Mlo qui confere
aussi une sensibilité accrue aux maladies néciudopt hémibiotrophe849). Les technologies
d’édition des génomes telles que CRISPR/CAS9 pmuntrétre une alternative afin de modifier le
gene dit « négatif ». Mais ceci implique de comeadt la fois le géne d'intérét mais aussi le ou les
autres genes ayant un potentiel effet délétereeClon géne est déja en soi un exercice complexe
et il le sera d’autant plus s’il y a deux genes.dles, il existe surement des cas ou I'édition sera
compliquée dans le cas ou le géne a éditer faitepdiune famille multigénique, ou que l'effet
négatif est porté par un cluster de centaines degggcomme les genes codant pour les gluténines
chez le blé tendre)360-353. Il parait donc plus simple de rompre la liaiso@gative. La
biotechnologie SpiX peut apporter une réponse srapefficace pour permettre la recombinaison
ciblée aux abords de génes d’intérét agronomiga@st permettre de débloquer la stagnation du
potentiel génétique observée depuis quelques anladassla création variétale chez le blé tendre.
Pour ceci il est nécessaire de mieux connaitreoetr@er les acteurs intervenant dans cette
biotechnologie et les mécanismes fins de la mé&bse le blé tendre. L'obtention de nouvelles
variétés de blé tendre capables de faire face auxeaux enjeux sociétaux, économiques et
climatiques, est étroitement liée a cette problémuatpour I'introgression d’alleles nouveaux et

performants issus de variétés exotiques apparentégsésultats obtenus lors de mon travail de
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these ont permis de défricher une premiere paeecdnditions d’utilisation et d’application de la
biotechnologie SpiX chez le blé tendre, mais aaspporter une pierre a I'édifice pour la

compréhension générale de la recombinaison méatiqu
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8 ANNEXES

Annexe 1: Cartes des vecteurs plasmidiques
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Annexe 2: Compositions des milieux de culturevitro :

Milieu plasmolysant :

Maltose

Milieu MS micro et macro éléments + vitamines

Agar

Thiamine HCI

Asparagine

gsp eau osmosée

Faire le pH a 5,7 et autoclaver

2-4D filtré (1mg/mL)

Milieu de callogenese MSE3

Saccharose

Milieu MS micro et macro éléments + vitamines

Agar

Thiamine HCI

Asparagine

gsp eau osmosée

Faire le pH a 5,7 et autoclaver

2-4D filtré (1mg/mL)

Milieu de régénération et sélection PMI1

Saccharose

Milieu MS micro et macro éléments + vitamines

509
2,29
49
0,029
0,075g

500mL

1,25mL

60g
4,49
89
0,049
0,159

1000mL

2,5mL

59

4,49
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Agar 89

Thiamine HCI 0,049
Asparagine 0,15¢g
gsp eau osmosée 1000mL

Faire le pH a 5,7 et autoclaver

IAA filtré (1mg/mL) 0,5mL
BAP filtré (1mg/mL) 1mL
Mannose (solution meére a 0,5g/mL) 20mL

Milieu de régénération et sélection PMI2
Saccharose 20g

Milieu MS micro et macro éléments + vitamines 4,49

Agar 89
Thiamine HCI 0,049
Asparagine 0,15¢g
gsp eau osmoseée 1000mL

Faire le pH a 5,7 et autoclaver

IAA filtré (1mg/mL) 0,5mL
BAP filtré (1mg/mL) 1mL
Mannose (solution meéere a 0,5g/mL) 10mL

Milieu de régénération et sélection PMI3
Milieu MS micro et macro éléments + vitamines @,4

Agar 89
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Thiamine HCI 0,049
Asparagine 0,15¢g
gsp eau osmoseée 1000mL

Faire le pH a 5,7 et autoclaver

IAA filtré (1mg/mL) 0,5mL
BAP filtré (1mg/mL) 1mL
Mannose (solution meéere a 0,5g/mL) 30mL

Milieu d’enracinement MSO PMI :
Milieu MS micro et macro éléments + vitamines @,2
Agar 89
gsp eau osmoseée 1000mL
Faire le pH a 5,7 et autoclaver
IAA filtré (1mg/mL) 1mL

Mannose (solution mere a 0,5g/mL) 30mL
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Annexe 3: Amorces PCR utilisées

Name Sequence Taille (pb) TM(°C) but

PMI-1 forward GCACAGCCACTCTCCATTICA 20 60 génotypage transgéne sélection

PMI-2 reverse ATCGGAGTTTGCCATCACTIC 21 60 génotypage transgéne sélection

TAL_C-ter F GGACTGCCTCACGCCCCTGC 20 60 génotypage transgéne TAL

linker-Spol1_R CGCCATACGTATGCCCG 17 60 génotypage transgéne TAL

WMS257R CCRAGACGATGCTGARAGTICA 20 60 controle amplification
CACGACGTTGTAARRACGACAGAG

WMS257L-M13 TGCATGGTGGGACG 37 60 controle amplification
GAAGGTGACCAAGTTCATGCTAC

cfn1936783_C TTTGCTCGTGTGGIGGTIC 41 60 Génotypage KASPar population T1 TAL2S
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTAC

cfn1936783_T TTTGCTCGTGTGGTIGGTIT 41 60 Génotypage KASPar population T1 TAL2S

cfn1936783_commune TTCCGCTGGGGTCCTTIGG 18 60 Génotypage KASPar population T1 TAL2S
GARAGGTGACCAAGTTCATGCIGA

cfn0108244_C GAGCCTATCRATCTACATTICC 45 60 Génotypage KASPar population T1 TAL28
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGA

cfn0108244 T GAGCCTATCAATCTACATTICT 45 60 Génotypage KASPar population T1 TAL2S

cfn0108244_commune CTCRACGCTTGATGGCTICAC 20 60 Génotypage KASPar population T1 TAL2S
GICGGTICtccgcaccggaccgge

Sonde 15412 F gtcgeccactGCCCTCAC 40 60 EMSA
GTGAGGGCagtggcgacgccggt

Sonde 15412R ccggtgcggaGACCGAC 40 60 EMSA
CAACTTTtgagcacgccggcaga

Sonde 28-626 F cgccgtctgCACAGCCC 40 60 EMSA
GGGCTGIGcagacggcgtctgee

Sonde 28-626 R ggcgtgctcaRRAGTTG 40 60 EMSA
CACCCGCtcgecgecggecccgecgt

Sonde 47-133 F gccgecactGITCCGCT 40 60 EMSA
AGCGGAACagtggcggcacggeg

Sonde 47-133 R ggccgegegaGCGGGTG 40 60 EMSA

Spoll-2 exonl F GGACGTACCCGCRACCTIC 18 60 Epissage

Spoll-2 exon2 R GCCGGAGARGAGGGAGAC 18 60 Epissage

Spoll-2 exon2 F ACGCTCTCGICTCCCICTITC 20 60 Epissage

Spoll-2 exon3 R BATGCCTTGGCATCATTTIC 20 60 Epissage

Spoll-1exonl F CCTGCTCCTCCACAAGATCA 20 60 Epissage

Spoll-1exon2R GGCGCAGTAGTTCTGGTAGC 20 60 Epissage

Spoll-1exon2 F GCTCCRCCGCTACCAGRAC 19 60 Epissage

Spoll-1exon3 R CTTGCGGAGGAGGGAGAG 18 60 Epissage

CrispSeql5_R AAGGGATGGGGGTGGGAC 18 60 criblage mutation CRISPR

CrispSeql5_F1 CTARRCCTGACCCACCARCC 19 60 criblage mutation CRISPR

CrispSeql5_F2 ACCCACCACCACGCCARAC 18 60 criblage mutation CRISPR

CrispSeq28_R GAGGGAGTAGTCGATAGIGA 20 60 criblage mutation CRISPR

CrispSeq28_F CCGACCGARGAGACGCCA 18 60 criblage mutation CRISPR

CrispSeq47_R CTGCTGCTGCGAATGCTIGC 19 60 criblage mutation CRISPR

CrispSeq47_F CRRRACRAGGTGGCGIGICA 20 60 criblage mutation CRISPR

CrispSeq01_F1 GGGGTGRRAGACGGCGAGT 19 60 criblage mutation CRISPR

CrispSeq01_F2 AGATTCAGGGAGGTGCGCT 19 60 criblage mutation CRISPR

CrispSeq01_F3 GCTGACGGCTGCGGACTT 18 60 criblage mutation CRISPR

CrispSeql2_F AGACCCAGACCCAGACCC 18 60 criblage mutation CRISPR

CrispSeql4_F CCTAGCAATGCCTGGATGG 19 60 criblage mutation CRISPR

CrispSeql4_R CCTATGGCRRAGCAGCAGAG 19 60 criblage mutation CRISPR

CrispSeq01_R1 CAGGGRCACATGGCACTICA 19 60 criblage mutation CRISPR

CrispSeq01_R2 GCCGACGARATCARAGCCCA 19 60 criblage mutation CRISPR

CrispSeql2_R GGTGGGGGAATGGAGGGA 18 60 criblage mutation CRISPR

CasSKE_F GGCAAARTCACCAAGCACGTT 20 60 génotypage transgéne Cas9 ou dCas®

CasSKE_R TCTTGACGATGTTIGACTITGIG 21 60 génotypage transgéne Cas9 ou dCas®

6gRNAguides-Re-NRe_F
6gRNAguides-Re-NRe_R

GAAGGTCTAGAGTITTTAGAGC
GCTCTARAACCGCTTICGCC

21
19

60 génotypage transgéne guide CRISPR
60 génotypage transgéne guide CRISPR
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Annexe 4: Génotypage de marqueurs ISBP : analyse en caerdessociation.

Clermont-Ferrand

Mode opératoire

l GENOTYPAGE DE R&f : MO-MOL-135
I ]l a \ MAROQOUEURSISEP Version
UMR 1055 ANALYSE EN COURRBE  date: 29/08/2011

page 1/5
DE DISSOCIATION

Objet et domaine d'application

Ce mode opératoire décrit les €tapes pour réaliser une PCR avec des marqueurs ISBP en
condition SYBR Green en plaque 384 puits en vue d’une analyse en courbe de
dissociation sur I’appareil ABI PRISM 7900HT Applied Biosystems.

Documents de référence
Liste de diffusion et si nécessaire niveau de confidentialité

Hygiéne et sécurité

Porter une blouse. Manipuler le SYBR Green (agent intercalant de I’ADN) avec des gants
en nitrile.

Evacuer les déchets liquides et solides contaminés par le SYBR Green dans un seau blanc
avec couvercle prévu a cet effet.

Principe de la méthode

La PCR réalisée se fait selon le méme protocole que la PCR classique mais en ajoutant du
SYBR Green, un agent fluorescent marquant spécifiquement les doubles brins d’ADN
(fixation dans le grand sillon de la double hélice d’ADN) il n’y a donc pas de fluorescence
lorsqu’il est en solution.

Nous utilisons un programme PCR en «touch-down» qui consiste a avoir une
température d’hybridation trés haute lors des premiers cycles afin d’assurer une forte
stringence et donc une amplification spécifique. Une fois que la séquence d'intérét devient
majoritaire, la température d’hybridation est progressivement abaissée (-1°C par cycle)
afin d’assurer une meilleure efficacité de la PCR.

Les résultats de cette amplification PCR sont analysés a 1’aide d’un appareil de PCR
quantitative (ABI PRISM 7900HT). Ce dernier permet de suivre Iintensité de
fluorescence du SYBR Green dans chaque puits en temps réel au cours d’une
augmentation progressive de température et ainsi d’établir une courbe de dissociation des
produits d’amplification de chaque puits.

Le protocole de dissociation est le suivant :

- étape préliminaire : dissociation-renaturation des produits d’amplification en
augmentant la température a 95°C puis en diminuant jusqu’a 60°C. Cela permet
"obtention de produits PCR correctement renaturés sous leur forme double brin.

- étape suivante : augmentation progressive de la température, de 0,7°C toutes
les 15 secondes, de 60°C a 95°C. Lors de cette étape les produits d’amplification PCR
se dissocient lorsque la température de ’appareil atteint leur température de fusion
(Tm). L’ADN n’est plus sous forme double brin, le SYBR Green se retrouve en
solution et on observe donc une diminution brutale de la fluorescence.

Rédacteur Vérificateur Approbateur

Nom : Karine PAUX Christel LAUGIER
Fonction : Assistante Ingénieur Al Responsable d'éguipe
Visa : &/ou Responsable AQR
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Mode opératoire

Im GENOITYPAGE DE Réf : MO-MOL-135
MARQUEURS ISEBP Version
el ANALYSE EN COURBE  date: 29/08/2011

Clermont-Ferrand page 2/5

DE DISSOCIATION

La Tm étant différente selon la taille et la séquence du fragment d’ADN, les fragments
différents ne se dissocient pas 4 la méme température et donc la diminution de la
fluorescence n’a pas lieu au méme moment. Les profils des courbes obtenues sont donc
différents. L appareil mesure l'intensité de fluorescence tout au long de cette derniére
étape, et fournit des données numériques et graphiques permettant de détecter a quelle
température chaque produit PCR se dissocie.

6. Matériels nécessaires

- Plaques PCR 384 puits

- Films transparents

- Film aluminium

- Tubes pour le mix

- Tubes eppendorf

- Pipettes et pointes correspondantes avec et sans filtre
- Centrifugeuse

- Thermocycleur

- ABI PRISM 7900HT Applied Biosystems.
- Robots pipeteurs

- Bac de glace

7. Réactifs (chimiques et biologiques)
- ADN génomique
- Amorces ISBP (cfp) gauche et droite — solutions meres a 100 uM
- ANTP — solution mere & 100 mM
- Tampon 10X contenant 31 mM de MgCl,
- Bétaine SM
- SYBR Green — solution de travail a 1,6 X préparée a partir de la solution diluée a
100 X elle-méme préparée a partic de la solution mere a 10 000X (sous hotte
acrylamide plateforme)
- ADN Taq Polymérase
- H,O ultra pure

8. Contraintes de la méthode

Préparer le mix des amorces a4 10uM et le mix de INTP 10mM a I’avance.

Laisser décongeler la solution de SYBR Green a I’abri de la lumiere. Ne pas recongeler
les tubes apres utilisation.

Réserver les blocs du thermocycleur.

Réserver I' ABI PRISM 7900HT et ’allumer environ 15 minutes avant utilisation.

Rédacteur Veérificateur Approbateur
Nom : Karine PAUX Christel LAUGIER
Fonction : Assistante Ingénieur AL Responsable d'équipe
Visa : &/ou Responsable AQR
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Mode opératoire

INA

UMR 1095
Clermont-Ferrand

GENOTYPAGE DE

MARQUEURS ISBP Version

ANALYSE EN COURBE
DE DISSOCIATION

Réf : MO-MOL-135

date : 29/08/2011
page 3/5

9. Contenu du mode opératoire

Réalisation de la réaction PCR — travail dans la glace

- Préparer les dilutions d’échantillon d’ADN a 10 ng/uL dans de I’eau ultra pure (ou

tampon TE 0,1X)

- Distribuer 2,5 nL d’ADN de chaque échantillon dans des plaques PCR 384 puits

(possibilité dutiliser le robot Biomek FX)
- Couvrir avec un film aluminium
- Centrifuger en mode pulse

- Préparer un mix d’amorces a 10uM a partir de la solution mére a 100pM en utilisant

les pointes a filtre

- Préparer un mix de dNTP a 10mM a partir des solutions meres a 100mM
- Préparer le mix d’amplification PCR en respectant les volumes suivants :

PRODUITS

1 réaction

ADN 2 10 ng/uL

Tampon 10X (contenant 31mM MgCl12)
Bétaine 5SM

dNTP10mM

Amorces G + D 10um

ADN Taq polymérase

SYBR Green 1,6X

H>O up stérile gsp 7,5 uLL

2.5 uL

1 pL
2uL
0,4 pL
0,5 pL
0,25 uL
1pL
2,35l

VOLUME TOTAL

10 pL

! Manipuler le SYBR Green avec des gants en nitrile.

- Distribuer 7,5 uL de mix d’amplification PCR et amorces sur les échantillons d’ADN

(possibilité d’utiliser le robot Biomeck 3000)

- Réaliser des témoins d’amplification négative en remplagant I’ ADN par de I’eau
- Appliquer un film transparent sur la plaque en prenant soin qu’il adhére bien pour

éviter les évaporations
- Centrifuger en mode pulse
- Lancer le programme PCR suivant :

Rédacteur Vérificateur Approbateur
Nom : Karine PAUX Christel LAUGIER
Fonction : Assistante Ingénieur Al Responsable déquipe
Visa : &/ou Responsable AQR
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Programme CFP

95°C  S5min

((95°C 30s

7X | 62°C 30s  -1°C par cycle
72°C  30s

~—

=

95°C 30s
31X | 55°C 30s
L72°C 30s

(95°C  30s
11X | 56°C 30s
72°C 305

72°C  Smin
15°C for ever

Centrifuger la plaque en mode pulse

Analyse en courbe de dissociation

Lancement d’un run :

Allumer I’appareil ABI PRISM 7900HT. Compter 15 minutes de préchauffage
Ouvrir la session Ugenotypage - mot de passe LabGenOtypel
Ouvrir le logiciel SDS
Créer un nouveau fichier, cliquer sur « file -> new »
Sélectionner les parametres suivants :

o Assay : Absolute quantification (standard curve)

o Container : 384 wells clear plate

o Template : Dissociation curve ISBP

Valider le choix en cliquant sur OK pour accéder a la feuille de route
Dans I'onglet Instrument, sélectionner le mode standard (décocher 9600 émulation)
Indiquer le volume de la réaction (10uL en général)

Rédacteur Veérificateur Approbateur
Nom : Karine PAUX Christel LAUGIER
Fonction : Assistante Ingénieur AL Responsable d'équipe
Visa : &/ou Responsable AQR
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UMR 1095
Clermont-Ferrand

Mode opératoire

Réf : MO-MOL-135
MAROUEURSISEP Version

ANALYSE EN COURBE de :;‘;/ 08/2011
age
DE DISSOCIATION Peg

Sauvegarder I’essai. Sous le menu « File » choisir « Save » et entrer le nom de la
plaque

Connecter I’appareil en cliquant sur « Connect » dans I’onglet instrument

Cliquer sur « open/close » pour faire sortir le portoir

Placer la plaque sur le portoir en mettant le puits Al en haut & gauche

Cliquer sur « close » pour faire rentrer le portoir

Lancer le Run en cliquant sur « Start »

Analyse des données :

A la fin du Run, sélectionner ’ensemble des puits en cliquant en haut & gauche du
dessin de la plaque

Dans I’onglet Setup, cocher la case du détecteur SYBR Green

Pour lancer ’analyse des résultats, cliquer sur la fleche verte dans la barre de tiche
Enregistrer en cliquant sur 1’icone disquette

Pour visualiser les courbes de dissociation, se placer sous I’onglet Dissociation Curve
Sélectionner les différents puits pour visualiser la courbe

Analyse en électrophorése

Rajouter 2,5 pL de rouge de crésol dans chaque puits
Déposer sur un gel 0,8 % d’agarose dans du tampon TE1X

Rédacteur Vérificateur Approbateur
Nom : Karine PAUX Christel LAUGIER
Fonction : Assistante Ingénieur AL Responsable déquipe
Visa : &/ou Responsable AQR
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Annexe 5: Protocole KASPar

Version : 5
date : 23/06/2015

GENOTYPAGE SNP PAR LA CHIMIE KASPAR EN |Page 1 sur 5
PLAQUE 384, LECTURE AU LC480

MODE OPERATOIRE

Plateforme Gentyane

Version Date Modifications

1 02/08/11 | Création

2 04/07/13 | Ajout paragraphe Analyse des résultats et suppression du logo Jean Perrin
3 28/03/14 | Modification du tableau de préparation des mix

4 18/03/15 | Modification du paragraphe « Préparation et distribution du mix PCR »

5 26/06/15 | Ajout conservation mix Assay dans le paragraphe 5.2

1. Objet

Ce mode opératoire définit I’ensemble des ¢tapes a respecter, pour réaliser du génotypage en
plaque 384 a partir de marqueurs de type SNP (Single Nucleotide Polymorphism), via la
chimie KASPar. La lecture de fluorescence est réalisée sur le LightCycler” 480 (LC480) de
Roche, en point final.

2. Matériels

- LightCycler® 480 Multiwell Plate 384, white (04 729 749 001)
- Plaque PCR96 Biorad (réf : HS59601)

- LightCycler® 480 Sealing Foil, (04 729 757 001)

- Film aluminium autocolant (DUTSCHER, réf. 106570)

- Robot Hamilton Microlab Star

- Robot Beckman Coulter Biomek®3000

- Thermocycler Veriti 384 Well (Applied Biosystems)

- LightCycler® 480 II (LC480), Roche

- Microtube 1,5 ml (DUTSCHER, réf.034013)

3. Réactifs chimiques et biologiques

- KASPar v4.0 2X Reagent Mix Low Rox (LGC Genomics, KBS-1016-017), stocké a -20°C
- MgCl, 50mM, LGC Genomics, stocké a -20°C

- H,0 milliQ

4. Contraintes de la méthode

- L’ADN doit étre dosé et normalisé a une concentration finale de 10ng/ul et réparti dans des
plaques 96 PCR ou des plaques 96 Storage de 0,8mL.

- Les manipulations pré-PCR se déroulent en salle « mix », et les manipulations post-PCR, en
salle « séquenceur ».

- Penser a réserver les appareils sur les plannings.

5. Contenu du mode opératoire

5.1 Répartition de ’ADN en plaque 384
Répartir, avec le robot de pipetage Hamilton Star, 2ul. d’ADN a 10ng/ul, dans les plaques
384 PCR (blanches) selon I’ordre de distribution suivant: A1, B1, A2, B2.
Les plaques doivent étre centrifugées et scellées si nécessaire avec du film aluminium
autocollant.

Rédigé par : Véronique Gautier

Modifi¢ par : Lydia Jaffrelo

Approuvé par : Charles Poncet

Signatureyaronique -
GAUTIER /=t

GDEC ID ~ amsiorora

que de

Signature
Lydia JAFFRELO oo
GDEC ID DN : c=FR, o=INRA, ou=GDEC,

en=Lydia JAFFRELO GDEC ID
Date: 2016.01 28 08:40:11 +0100°

Signature
Charles PONCET *crepecn "
COECID ON €1, o WA, cu=GOEC,

en=Charles PONCET GDEC 1D
Date  2016.01 28 08:40:42 401°00"
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Plateforme Gentyane

MODE OPERATOIRE

GENOTYPAGE SNP PAR LA CHIMIE KASPAR EN
PLAQUE 384, LECTURE AU LC480

date

Version : 5

: 23/06/2015

Page 2 sur 5

5.2 Préparation et distribution du mix PCR
- Préparation des « assays mix » (mix de primers) :

Pour 100pl d’assay mix :

12 pL d’amorce spécifique de 1’Allele 1 (100pM)=> 12 pM final
+ 12 pL d’amorce spécifique de I’ Allele 2 (100uM)—> 12 uM final
+ 30 pL d’amorce spécifique de common (100uM)—> 30 pM final

+46 ul d’H20 mQ

Les assay mix sont préparés dans du TE lowEDTA puis conservés au maximun 2

mois au congélateur.

- Les mix PCR sont préparés en microtube de 1,5 ml puis sont distribués en plaque 96.
Le tableau suivant référent les volumes ainsi que la disposition en plaque (volume

mort compris) :

Le mix KASPar posséde une concentration de 1,8mM en MgCl,, lorsque le pourcentage en
GC des assays KASPar est trop faible, il faut alors rajouter du MgCl; dans le mix :
st % GC entre 33% et 55% 2 2,2 mM MgCl; final
5i % GC < 33% 2 2,5 mM MgCl, final

NB: Le mix de chaque marqueur est placé sur une colonne de la plaque 96 PCR. Ex : le
programme « Imker/quart » nécessite 4 colonnes de la plaque 96 PCR (4 mix) alors le
programme 2 mkers/plaque nécessite 2 colonnes de la plaque 96 PCR (2 mix). Le programme
« Imker/plaque » nécessite 2 colonnes composé du méme mix (1mix).

1mker/quart |2mkers/plaque | Imker/plague
support distribution PCR96 PCR96 PCR36, 2 colonnes
nombre d'individus 1 140 256 490
Master Mix 2X 2 280 512 980
assay mix 0.055 r A7) 14.08 26.95)
1.8 mM de
volume total 2.055 287.7 526.08 1006.95
o volume a distribuer/puits 30 58 58
ADN 2 280 512 980
Master Mix 2X 2 280 512 930,
assay mix 0.055 1. 14.08 26.95
2.2mMde |MgCl2 0.032 4.48 8.192 15.68|
MgCl2  |volume total 2.087 292.18 534.272 1022.63|
volume a distribuer/puits 30 58 58
ADN 2 280 512 980
Master Mix 2X 2 280 512 980
assay mix 0.055 7.7 14.08 26.95
2.5 mMde |MgCI2 0.056 7.84 14.336 27.44)
MgCl2  |volume total 2.111 295.54 540.416 1034.39
volume a distribuer/puits 30 58 58
ADN 2 280 512 980

- Les mix sont distribués dans les plaques 384 PCR (blanches) contenant I’ADN avec le
Biomek 3000. Les programmes sont localisé dans le répertoire « Formation » du
logiciel « Biomek Software ». Choisir le programme adapté au nombre de marqueurs

par plaque.

330



Platef: » Gentvane MODE OPERATOIRE Version : 5
e date : 23/06/2015

: ”\RA GENOTYPAGE SNP PAR LA CHIMIE KASPAR EN | Page 3 sur §
PR PLAQUE 384, LECTURE AU LC480

- Les plaques doivent étre scellées avec les films préconisés pour le LC480.

5.3 PCR

L’amplification est réalisée sur les thermocycleurs avec le programme suivant, nommé
«Projet extérieur KASPar» :

94°C - 15 min

94°C > 20's

10cycles, -0.8°C/cycle
65°C > 1 min ] e Y

94°C =2 205
57°C = 1| min x 40cycles

15°C > =

Apres lecture au LC480, si cela semble nécessaire (intensité de fluorescence trop faible), il est

possible de relancer des cycles d’amplification avec le programme suivant : « Projet extérieur
KASPar 3recycles»

94°C = 15 min

94°C 2 10s

: ] X 3cycles
57°C = 1 min

15°C >

5.4 Lecture au LC480

A Avant d’insérer la plague dans le LightCycler® s’assurer que le voyant de droite est
orange (siles 2 voyants sont verts, une lecture est en cours)

- Ouvrir le logiciel « LightCycler® 480 SW 1.5 »

- User name : admin et MDP : LightCycler 480- Cliquer sur « New experiment from
template »

- Puis sélectionner le Run template : « Lecture Kaspar Plateforme »
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Plateforme Gentyane

MODE OPERATOIRE

GENOTYPAGE SNP PAR LA CHIMIE KASPAR EN

Version : §
date : 23/06/2015
Page 4 sur §

L

PLAQUE 384, LECTURE AU LC480

Le protocole de lecture est le suivant :

181
Database: Research Database {Research)
x | User: System Admin
- | Run Protocol ] Data [ Run Notes | .
mant P
Detection Format [Dua1 Color Hydralysiz Probe / UPL Probe j[m.m’ Block Size [ -1 Plate ID Reaction Volume [ 3]
Color Comp 10 [ Lot Ho TestiD [
[ Programs
Program Hame Cycles Analysis Mode
blend point genotyping 1 SlMeicing curves |
caoling 1 <|None E .

e Targets
Ramp Rate (C/s) | Acquisitions (per ') | Sec Target (C)| Step Size (C) | Step Delay (cycles)

oo g o e

Acquisition Mode | Hold fsh:mmiss)

NE R

i
1004
£
i
£ |
g &0
- 50
40| - e
N —
o 2 4 5 13 10 12 13 15 7 " 19 n
Estimated Time (hmm ss)
A End Program || 10 Cyees || StartFum
o] 8 @ [Framcromsmr TAG= aem

- Ouvrir la porte du LightCycler® en appuyant sur le bouton avec les 2 fléches et mettre la
plaque, refermer en appuyant de nouveau sur le bouton

-Puis « Start Run » et renseigner le nom de la plaque ainsi que le dossier dans lequel le fichier
sera stocké.

La lecture dure moins d’une minute.
5.5 Analyse des résultats

- Ouvrir le logiciel « LightCycler® 480 SW 1.5 »

- User name : admin et MDP : LightCycler 480

- Dans la ligne « Window » (I) choisir « Navigator » et rechercher le fichier. Si le fichier
n’est pas stocké ici, cliquer sur le bouton « Import » et rechercher le fichier

- Dans I'onglet « Subset Editor » on peut créer différents subset (=zone d’analyse). Pour cela,
cliquer sur le bouton « + », nommer le subset, sélectionner les puits concerné et cliquer sur le
bouton « Apply »

- Dans I’onglet « Sample Editor », on peut coller la liste des individus (copier coller & partir
d’un fichier excel) en faisant bien attention a 1’ordre
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P!

MODE OPERATOIRE Version : 5
lateforme Gentyane date - 23/06/2015
IN?A GENOTYPAGE SNP PAR LA CHIMIE KASPAR EN | Page 5 sur §
SRR PLAQUE 384, LECTURE AU LC480

1 —p window:

- Dans 'onglet « Analysis », cliquer sur « end point genotyping » et choisir le subset. Une
fois le graph apparu, cliquer sur le bouton « Calculate » (2)

- Pour modifier le graph, cliquer sur « Select » (3) et entourer les points a modifier, puis dans
la ligne «New Call » (4) choisir la nouvelle assignation de la sélection et cliquer sur

« Apply » (§)

- Pour analyser un autre subset sur le méme run, choisir « Overview » dans la ligne

« Analyses » (6) et relancer ’analyse

Pour analyser un autre run, choisir « Navigator » dans la ligne « Window » (1) et

recommencer |’analyse

Instrument:  LC 480 / Standby (no MWP)

Database: Research Database (Research)

RCIET)

|E|ll| PlaqueAdrecycl KaspEI3 051012

K User:

System Admin

.A,.ﬂp..||:ndpmnt Genotyping for All Semples

@00 .

ol = I BOAE@
[9 Anf 1

A2A3AAMSHEA7ABAIR0R1EIRI24

EEECRuC ]

Report

U
ﬂ

==

®
olole/elslo/o/cle/o/o/clo/e/elelee
L} | 1
[Endposne Genotepe resulcs =
@ Aelex @ BothAlleles @ AlleleY
@ unknown @ Ilngnlllm
Samples | Ellllpnlm Flunr-nm | ngil
. C..|Pos| Name | 465510 & 533580 Call
EI B A Sewple 176 5.50 Alele ¥
¥ M 22 Samle 1.7 6.85 Allele ¥
v M 13 sample 1.96 7.68 Allele Y
“ B a4 Senple 1.75 6.91 Allele ¥
“ M A5 sample 1.70 6.62 Allele ¥
¥ M A6 Sample 2.08 .54 Allele ¥
[ B A7 Sample  2.56 1.2 Mlele ¥
i . A8 Sample 4.20 .77 Both Allele:
v M A9 Sample 2.63 10,34 Rllele ¥
] W AlO semple  2.30 a.50 Allele ¥
(v M 11 Ssmple  2.36 9.76

|
==

Il‘ﬂmlﬂnnl?uuu(fm- end point genotyping, Color Compensation: Off

Fluorescence [ Scatter Plat I .
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v .
]
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Annexe 6: Contigs dans lesquels sont contenus les géreklSpet Spol1-2 de blé tendre
Spoll-1-5A:

>5AL_2686861 6212 89232 656300-,1329145+

Spoll-1-5B:

>5BL_10897570 18438 350801 9137197+,...,10725867+

Spol1-1-5D:

>5DL_934837 12243 404669

Spoll-2-7A:

>7AL_4436538 14778 234459 350761-,...,3798250+

Spoll-2-7B :

>7BL_6547054 1085 5900 2717944-,5747744-,2922732-

>7BL_6685333 2200 12894 3306271+,...,5402843-

Spoll-2-7D:

>7DL_3344379 10321 335407 1345348+,...,209633-
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Annexe 7: Séquences CDS et protéique des Spoll-1 et Shdéblé tendre. Les espaces dans
les séquences correspondent aux gaps générée lbatighement.

Spoll-1-5A:

CDS:

ATGGCCGEEGAGT GCGAAGAGGAGGECGCGCGACGGT GCT CGACGACGACGAGCEECEEEEG
CGGCCGAGECT GGAGGAGGCGECCCT GCT CCTCCACAAGAT CAAAGGCECTGGTGECELT GG
GT' GGT CCCGGAGGT CAGCGCCGEECCGATCCCCT TCCCTGECTCTCCACCGCTACCAGAAC
TACT GCGCCTGECECCT CCECCECCECCECCGCCECGT CCCTGTCCACATGCGCCTGCAGC
TACGACGCCCCCGT CGGCACGGACGT CCTCTCCCTCCTCCGCAAGGAATTCCACGCCTCC
CGACTCAATGT GCTTCTCAGGGT CCTGCT CGT GGTGCAGCAACT CCTGCAGGAGAATAAG
CACTGCTCCAAGAGGGACATCTACTACATGTACCCCTCCATGT TCGTAGAACAAGCGATT
GITGATCGT GCCATCAATGATATCTGCATACTCTTCAAGT GCAGCCGGCATAATCTCAAC
GIGGTTCCTGT GGCAAAAGGT TTGGT GATGGGCTGGATAAGAT TTGT GGAGGEGT GAAAAG
AAAGTGTATTGTATAACAAACGT CAATGCTGCTTTCCCCATTCCAGT TAGCATTGAGGCA
ATCAAAGATGTTGTTAGTGT TGCTCACTACATCCTTGI TGT TGAGAAGGAGGCAGTGITC
CAGCGT TTGECCAATGACAAGT TCTGCGAAAAGAATCGCTGCATTGTTATTACAGGAAGA
GGCTACCCAGATATTCCAACAAGAAGATTCTTGCGCTACCT TGTCGAACAGCTGCACTTG
CCTGCTTATTGCTTAGT GGATTCAGATCCGTATGGTTTTGATATTCTGGCTACCTATAAA
TTTGGT TCCATGCAATTGGCATATGATGCAAATGT TCTGCGT GTGCCTGAGATACGATGG
CTTGGGGTCTTCACATCTGACT TTGAGGAGTATTGT CTTCCAGACTGCTGT CAGCTTCAA
TTGTCATCTGAAGATAGGAGGAAGCT TGAAGGAAT TCTAACCAGATGT TACTTGCACAAG
GAAGCCCCAGAAT GGAGGT TGAAGT TGGAAGCCATGCTGGAAATGGGTGTCAAGT TTGAG
ATTGAAGCATTGTCAGCAAGT TCCATTTCGI TTCTGI CGCAAGAGT ACATCCCCCAACAG
ATCAGGCTAGGGAGGTATATATAG

Protéine :

MAGSCGKRRRATVL DDDERRGRRRL EEAAL L LHKI KGLVGWVAEVSAGRSPSLALHRYQN
YCACASAAAAAASL STCACSYDAPVGTDVLSLLRKEFHASRLNVLLRVL LVWQQLLQENK
HCSKRDI YYMYPSMFVEQAI VDRAI NDI Cl LFKCSRHNL NVVPVAKGLVMGW RFVEGEK
KVYCI TNVNAAFPI PVSI EAI KDVVSVAHYI LVWEKEAVFQRLANDKFCEKNRCI VI TGR
GYPDI PTRRFLRYLVEQLHLPAYCLVDSDPYGFDI LATYKFGSMQLAYDANVLRVPEI RW
LGVFTSDFEEYCLPDCCQLQLSSEDRRKLEG LTRCYLHKEAPEWRL KL EAM_EMGVKFE
| EALSASSI SFLSQEYI PQQ RLGRYI

Spoll-1-5B:

CDS:

ATGGCGCGEGAGT GGGAAGAGGAGGECGECGECGACGGT GCTCGACGACGACGAGCEECEEEEC
CGGCGCGAGGCT GGAGGAGECEECCCT GCTCCTCCACAAGAT CAAAGGECTGGTGEECT GG
GT' GGTCGCGGAGAT CAGCGCCGECCGATCCCCT TCCCTGECGCTCCACCGCTACCAGAAC
TACTGCGCCTGCGECCT CCECCGCCECCEC~~~EECGT CCCCGT CCACATGCGCCTGCAGC
TACGACGCCCCCGT CGECACGGACGT CCTCTCCCTCCTCCGCAAGGAATTCCACGCCTCC
CGCCTCAATGTGCTTCTCAGGGT CCTGCT CGTGGTGCAGCAGCT CCTGCAGGAGAATAAG
CACTGCTCCAAGAGGEGACATCTACTACATGTACCCCTCCATGT TCGTAGAACAAGCGATT
GTTGATCGTGCGATCAACGATATCTGCATACTCTTCAAGT GCAGCCGGECATAATCTCAAC
GTGGTTCCTGTGGCAAAAGGT TTGGT GATGGEECTGGATAAGATTTGT GGAGGGT GAAAAG
AAAGTGTACTGCATAACAAACGTCAATACTGCTTTCCCCATTCCAGT TAGCATTGAAGCA
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ATCAAAGATGITGT TAGTGIT TGCTCACTACATCCTTGT TGT TGAGAAGGAGGCAGTATTC
CAGCGT TTGECCAATGACAAGT TCTGCGAAAAGAAT CGCTGCATTGTTATTACAGGAAGA
GGCTACCCAGATATTCCAACAAGAAGATTCTTGCGCTACCT TGT CGAACAGCTGCACTTG
CCTGCTTATTGCTTAGT GGATTCAGATCCGTATGGT TTTGATATTCTGGECCACCTATAAA
TTTGGTTCCATGCAAT TGGCATATGATGCAAATATTCTGCGT GT GCCTGAGATACGAT GG
CTTGGGEGTCTTCACATCTGACT TTGAGGAGTATTGT CTTCCAGACTGCTGT CAACTTCAA
TTGICATCTGAAGATAGGAGGAAGCT TGAAGGAAT TCTCACCAGATGT TACTTGCACAAG
GAAGCCCCAGAAT GGAGGT TGAAGT TGGAAGCCATGCTGGAAATGGGTGTCAAGT TTGAG
ATTGAAGCATTGT CAGCAAGT TCCATTTCGI TTCTGI CGCAGGAGT ACATCCCCCAACAG
ATCAGACTAGGGAGGTACATATAG

Protéine :

MAGSCGKRRRATVL DDDERRGRRRL EEAAL L LHKI KGLVGWVAEI SAGRSPSLALHRYQN
YCACASAAAAASPSTCACSYDAPVGTDVLSLLRKEFHASRLNVLLRVLLVWQQLLQENKH
CSKRDI YYMYPSM-VEQAI VDRAI NDI CI LFKCSRHNLNVVPVAKGLVVGW RFVEGEKK
VYCl TNVNTAFPI PVSI EAl KDVWSVAHYI LVWEKEAVFQRLANDKFCEKNRCI VI TGRG
YPDI PTRRFLRYLVEQLHLPAYCLVDSDPYGFDI LATYKFGSMQLAYDANI LRVPEI RWL
GVFTSDFEEYCLPDCCQLQLSSEDRRKLEG LTRCYLHKEAPEWRL KLEAM_EMGVKFEI

EALSASSI SFLSCQEYI PQQ RLGRYI

Spoll-1-5D:

CDS:

AT GCGCCGEEGAGT GCGAAGCGGAGGECGCGCGACGGT GCT CGACGACGACGAGCEECEEEEG
CGGCGGAGGECT GGAGGAGGCGECCCT GCTCCTCCACAAGAT CAAAGGECTGGTGEELT GG
GT GGT CCGCGGAGAT CAGCGCCGEECCGAT CCCCT TCCCTGECGCT CCACCGCTACCAGAAC
TACT GCGCCT CCECCGACGECCECCECCECCGCCGCGT CCCCGT CCACATGCGCCTGCAGC
TACGACGCCCCCGT CGGCACGGACGT CCTCTCCCTCCTCCGCAAGGAATTCCACCCTTCC
CGCCTCAATGT GCTTCTCAGGGT CCTGCT CGT GGTGCAGCAACT CCTGCAGGAGAACAAG
CACTGCTCCAAGAGGGACATCTATTACATGTACCCCTCCATGIT TCGTAGAACAAGCGATT
GITGATCGT GCCATCAACGATATCTGCATACTCTTCAAGT GCAGCCGGCATAATCTCAAC
GTGGTTCCTGT GGCAAAAGGT TTGGT GATGGGCT GGATAAGAT TTGTGGAGGEGTGAAAAG
AAAGTGTATTGTATAACAAACGT CAATGCTGCTTTCCCCATTCCAGT TAGCATTGAGCECA
ATCAAAGATGITGTTAGTGT TGCTCACTACATCCTTGT TGT TGAGAAGGAGGCAGIGITC
CAGCGT TTGGCCAATGACAAGTI TCTGCGAAAAGAATCGCTGCATTGT TATTACAGGAAGA
GGCTACCCAGATATTCCAACAAGAAGATTCTTGCGCTACCT TGTCGAACAGCTGCACTTG
CCTGCTTATTGCTTAGTGGATTCAGATCCATATGGTTTTGATATTCTGGCCACCTATAAA
TTTGGTTCCATGCAATTGGCATATGATGCCAAATGT TCTGCGT GT GCCTGAGATACGATGG
CTTGGGGTCTTCACATCTGACT TTGAGGAGTATTGTCTTCCGGACTGCTGTCAATTACAA
TTGICATCTGAAGATAGGAGGAAGCT TGAAGGAATTCTCACCAGATGI TACTTGCACAAG
GAAGCCCCAGAAT GGAGGT TGAAGT TGGAAGCCATGCTGGAAATGGGTGTCAAATTTGAG
ATTGAAGCATTGI CAGCAAGI TCCATTTCGT TTCTGTCGCAAGAGTACATCCCCCAACAG
ATCAGACTAGGGAGGTACATATAG

Protéine :

MAGSGKRRRAT VL DDDERRGRRRL EEAAL LLHKI KGLVGWVAEI SAGRSPSLALHRYQN
YCASADAAAAAASPSTCACSYDAPVGTDVLSLLRKEFHASRLNVLLRVLLVVQQLLQENK
HCSKRDI YYMYPSMFVEQAI VDRAI NDI Cl LFKCSRHNL NVVPVAKGLVMGW RFVEGEK
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KVYCl TNVNAAFPI PVSI EAI KDVVSVAHYI LVWEKEAVFOQRLANDKFCEKNRCI VI TGR
GYPDI PTRRFLRYLVEQLHLPAYCLVDSDPYGFDI LATYKFGSMQALAYDANVLRVPEI RW
LGVFTSDFEEYCLPDCCQLQLSSEDRRKLEG LTRCYLHKEAPEVRLKL EAM.EMGVKFE
| EALSASSI SFLSQEYI PQQ RLGRYI

Spoll-2-7A:

CDS:

AT GCGCCGAGGECGEAGGCEGAGECGEGACGT GCCCGCGECCTCECTCTTCGGT GCGGACCGC
CGCCTCTGCTCAGCCGACATGCTCTCGCCECCCCAGAT T- - - - = - - - m e o - - - -
~~- - - - TCCCGCAAGT CCACCAATTGCAGCCTGCGCAGCGECTTCCTGAGCGATGITTCA
TCGGTTTATCTGTCCTACGCCTTTTGCAAGAGGT CACTAAT GAGAGAAAATGATGCCAAG
GCATTCGT CAGAGT ATGGAAAGT CATGGAGATGTGCTACAAGAT CTTGGGECGAAGEGAAG
CTTGTCACCCAGCGGGAGT TGT TCTACAAACTACTATCGGACTCACCCAAGTACTTCAGC
TGTCAGCGT CATGT CAATCAAACTATCCAAGATGT TGI TTCATTGCTCCGT TGCACAAGG
CAGAGT TTAGGAAT CATGGCATCAAGTAGAGGECCTCTGAT TGGACGACT TGTGTTGCAT
GAACCGGAGGAAGAACACATTGATTGT TCCATTCTTGGACCT TCTGGGCATGCCATTACT
GGGGATCTGAACCAATTGAGCAGATTAAATTTGTCTTCAGATGCCCGTI TATCTCATTGTA
GTGGAGAAGGATGCCATATTTCAGAGGCT GGCTGAAGACCGCTTATATAATCAGATTCCA
TGTATCCTCATCACTGCAAAAGGATATCCTGATATCGCCACAAGGT TTATCTTGCATCGA
CTGAGCCAGACTTTTCCAAATATGCCAATATTTGCAT TAGT GGACT GGAACCCT GCGGEGEG
CTCTCTATACTGTGTACTTACAAATATGGAAGCATAT CAAT GGGCTTGGAATCATACAGA
TACGCTTGCAATGTAAAATGGCTTGGACTAAGAGGAGATGATCTGCAACTTATCCCTCAG
AGTGCATTCCAGGAGT TGAAACCT CGTGATTTGCAGAT CGCCAAAAGCTTGCTGT CATCT
AAGT TTCTGCAGGACACGCACAGGECECAGAGT TGACGCGGAT GGT CGAGACGGEECACGCGT
GCTGAGATCGAAGCTCTCTACTGCCATGGATTTGATTTCCT GGGGAAGT TCATCGCCAGG
AAGATTGTGCAGGEGTGACTACATTTGA

Protéine :

MAEAEAEADVPAASL FGADRRL CSADM_SPPEI SRKSTNCSLRSGLLSDVSSVYLSYAFC
KRSL MRENDAKAFVRVWKVMEMCYKI LGEGKLVTQREL FYKL L SDSPKYFSCQRHVNQTI

QDVVSLLRCTRQSLG MASSRGALI GRLVLHEPEEEHI DCSI LGPSGHAI TGDLNQLSRL
NLSSDARYLI| VWEKDAI FQRLAEDRLYNQ PCl LI TAKGYPDI ATRFI LHRLSQTFPNWVP
| FALVDWNPAGLSI LCTYKYGSI SMELESYRYACNVKW.GLRGDDL QLI PQSAFQELKPR
DLQ AKSLLSSKFLQDTHRAEL TRWETGTRAEI EALYCHGFDFLGKFI ARKI VQGADYI

Spoll-2-7B:

CDS:

AT GGCCCAGGCGGAGECEEA~ ~~~~~ CGTACCCGCAGCCTCGCTCT TCGGT GCGGACCGEC
CGCCTCTGCTCAGCCGACGT GCTCT CGCCGCCCGAGGT TCEGEGECAAGGAT CGAGGT GBCG
GTGCTCAATTTCCTCGCCGCCCTCTCGTCTCCCTCTTCTCCGECCATCTCTGICCTCCCC
CTGATCTCACGCAAGT CCACCAAT TGCAGCCTGCGCAGCGECTTCCTGAGCGATGI TTCA
TCGGTTTATCTGTCCTACGCCT TCTGCAAGAGGT CACTAAT GAGAGAAAATGATGCCAAG
GCATTCGT CAGAGTATGGAAAGT CATGGAGATGTGCTACAAGATCTTGCGAGACGEGAAG
CTTGTCACCCAGCGGGAGT TGT TCTACAAACTACTATCGGACTCACCCAAGTACTTCAGC
TGTCAGCGCCATGT CAATCAAACCATCCAAGATGT TGTTTCATTGCTCCGT TGCACAAGG
CAGAGT TTAGGAAT CATGGCATCAAGTAGAGGECCTCTGATTGGACGACTTATGT TGCAT
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GAAGCGGAGGAAGAACACATTGATTGT TCCATTCTTGGACCT TCTGGGCATGCCATTACT
GGGGATCTGAACCAAT TGAGCAGATTAAATTTGTCTTCAGATGCCCGI TATCTCATTCTA
GIGGAGAAGGATGCCATATTTCAGAGGCT GGCTGAAGACCGCT TATATAACCAGCT TCCA
TGTATCCTCATCACTGCAAAAGGATATCCTGATATCGCCACAAGGT TTATCTTGCATCGA
CTGAGCCAGACTTTTCCAAATATGCCAATATTTGCAT TAGT GGACT GGAACCCT GCAGEG
CTCTCTATACTGIGTACTTACAAATATGGAAGCATAT CAATGGGCTTGGAATCATACAGA
TACGCTTGCAATGTAAAAT GGCT TGGACT AAGAGGAGATGATCTGCAACTTATCTCTCAG
AGTGCATTCCAAGAGT TGAAACCT CGTGATTTGCAGATCGCCAAAAGCT TGCTGT CATCT
AAGT TTCTGCAGGACAT GCACAGGGECGGAGT TGACT CGGAT GGT CGAGACGEGAACGCGC
GCTGAGATCGAAGCTCTCTACTGCCATGGATTTGAT T TCCT GGGGAAGT TCATCGCCAGG
AAGATTGTGCAGEGTGACTACATTTGA

Protéine :

MAQAEADVPAASL FGADRRL CSADVL SPPEVRARI EVAVLNFLAAL SSPSSPAI SVLPLI

SRKSTNCSLRSALL SDVSSVYL SYAFCKRSL MRENDAKAFVRW\KVNVEMCYKI LGDGKLYV
TQRELFYKLLSDSPKYFSCQRHVNQT T QDVVSLLRCTRQSLA MASSRGAL I GRLM_HEA
EEEHI DCSI LGPSGHAI TGDLNQLSRLNLSSDARYLI LVEKDAI FQRLAEDRL YNQLPCI

LI TAKGYPDI ATRFI LHRLSQTFPNMPI FALVDWNPAGLSI LCTYKYGSI SMALESYRYA
CNVKWLGLRGDDLQLI SQSAFQELKPRDLQ AKSLL SSKFL QDIVHRAEL TRMWETGTRAE
| EAL YCHGFDFLGKFI ARKI VQGDYI

Spoll-2-7D:

CDS:

AT GGCCCAGGCGGAGECEEA~ ~~~~~ CGTACCCGCAACCTCGCTCTTCGGT GCGGACCGEC
CGCCTCTGCTCAGCCGACGT GCTCTCGCCCCT CGAGGT TCEGGECAAGGAT CGAGGT GBCG
GIGCTCAATTTCCTCGCCACCGCTCTCGTCTCCCTCTTCTCCGGECCATCCCTGICCTCCCC
CTGATCTCACGCAAGT CCACCAAT TGCAGCCTGCGCAGCGECTTCCTGAGTGATGI TTCA
TCGGTGTATCTGICCTACGCCTTTTGCAAGAGGT CACTAATGAGAGAAAAT GATGCCAAG
GCATTCGI CAGAGTATGGAAAGT CATGGAGATGT GCTACAAGAT CTTGGEGCGAAGGGAAG
CTTGTCACCCAGCGGGAGT TGT TCTACAAACTACTATCGGACTCACCCAAGTACTTCAGC
TGTCAGCGCCATGT CAATCAAACCATCCAAGATGT TGTTTCATTGCTCCGT TGCACAAGG
CAGAGT TTAGGAAT CATGGCATCAAGT AGAGGGECECTCTGAT TGGACGACTTGTGT TGCAT
GAACCGGAGGAAGAACACATTGATTGT TCCATTCTTGGACCTTCTGGGCATGCCATTACT
GGGGATCTGAACCAATTGAGCAGATTAAATTTGTCTTCAGATGCCCGTTATCTCATTCTA
GTGGAGAAGGATGCCATATTTCAGAGGCT GGCTGAAGACCGCTTATATAATCAGCTTCCA
TGTATCCTGATCACTGCAAAAGGATATCCTGATATCGCCACGAGGT TTATCTTGCATCGA
CTGAGCCAGACTTTTCCAAATATGCCAATATTTGCAT TAGT GGACT GGAACCCT GCAGGG
CTCTCTATACTGTGTACTTACAAATATGGAAGCATAT CAAT GGGCTTGGAATCATACAGA
TACGCT TGCAATGTAAAAT GGCTTGGCCTAAGAGGAGATGATCTGCAACTTATCCCTCAG
AGTGCATTCCAAGAGT TGAAACCT CGTGATTTGCAGAT CGCCAAAAGCTTGCTGT CATCT
AAGT TTCTACAGGACACGCACAGGECECGGAGT TGACGCGGAT GGT GGAGACAGGCACTCGT
GCTGAGATCGAAGCTCTCTACTGCCATGGATTTGATTTCCTGGGGAAGT TCATCGCCAGG
AAGATTGTGCAGGEGTGACTACATTTGA

Protéine :
MAQAEADVPATSLFGADRRL CSADVL SPLEVRARI EVAVLNFLATLSSPSSPAI PVLPLI
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SRKSTNCSLRSGLL SDVSSVYL SYAFCKRSL MRENDAKAFVRVW\KVMEMCYKI LGEGKLV
TQRELFYKLLSDSPKYFSCOQRHVNQT T QDVVSLLRCTRQSLG MASSRGAL| GRLVLHEP
EEEHI DCSI LGPSGHAI TGDLNQLSRLNLSSDARYLI LVEKDAI FORLAEDRL YNQLPCI
LI TAKGYPDI ATRFI LHRLSQTFPNWPI FALVDWNPAGLSI LCTYKYGSI SMELESYRYA
CNVKW.GLRCDDLQLI PQSAFQELKPRDLQ AKSLL SSKFLQDTHRAEL TRMWETGTRAE
| EALYCHGFDFLGKFI ARKI VQGADYI
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Annexe 8: Séquences des protéines SPO11-1 et SPOl11lesiléirr générer I'arbre
phylogénétique.

>Triticum aestivum SPOL1-1 5AL

MAGSGKRRRAT VL DDDERRGRRRL EEAAL LL HKI KGLVGWVAEVSAGRSPSLALHRYQNYCACA
SAAAAAASL STCACSYDAPVGTDVL SLLRKEFHASRLNVL L RVL LVWQQLL QENKHCSKRDI YYM
YPSMFVEQAI VDRAI NDI Cl LFKCSRHNLNVVPVAKGLVMGW RFVEGEKKVYCI TNVNAAFPI P
VS| EAl KDVVSVAHY! LVWEKEAVFQRLANDKFCEKNRCI VI TGRGYPDI PTRRFLRYLVEQLHL
PAYCLVDSDPYGFDI LATYKFGSMQLAYDANVLRVPEI RW.GVFTSDFEEYCLPDCCQLQLSSED
RRKLEGQ LTRCYLHKEAPEWRLKLEAMLEMGVKFEI EALSASSI SFLSQEYI PQQ RLGRYI - - -
>Triticum aestivum SPOL1-1 5BL

MAGSGKRRRAT VL DDDERRGRRRLEEAAL LLHKI KGLVGWVAEI SAGRSPSLALHRYQNYCACA
SAAAAASPSTCACSYDAPVGTDVL SLLRKEFHASRLNVL L RVL L WWQQL L QENKHCSKRDI YYMY
PSMFVEQAI VDRAI NDI Cl LFKCSRHNLNVVPVAKGLVMGW RFVEGEKKVYCI TNVNTAFPI PV
S| EAl KDVWWSVAHY| LWEKEAVFQRLANDKFCEKNRC! VI TGRGYPDI PTRRFLRYLVEQLHLP
AYCLVDSDPYGFDI LATYKFGSMQLAYDANI LRVPEI RALGVFTSDFEEYCLPDCCQLQLSSEDR
RKLEG LTRCYLHKEAPEWRLKLEAM_EMGVKFEI EALSASSI SFLSQEY! PQQ RLGRYI - - - -
>Triticum aestivum SPOL1-1 5DL

MAGSGKRRRAT VL DDDERRGRRRL EEAAL L L HKI KALVGW/VAEI SAGRSPSLALHRYQNYCASA
DAAAAAASPSTCACSYDAPVGTDVLSLLRKEFHASRLNVL L RVLLVWQQL L QGENKHCSKRDI YYM
YPSMFVEQAI VDRAI NDI Cl LFKCSRHNLNVVPVAKGLVMGW RFVEGEKKVYCl TNVNAAFPI P
VS| EAI KDVWSVAHYI LVWEKEAVFQRLANDKFCEKNRCI VI TGRGYPDI PTRRFLRYLVEQLHL
PAYCLVDSDPYGFDI LATYKFGSMQLAYDANVLRVPEI RALGVFTSDFEEYCLPDCCQLQLSSED
RRKLEGQ LTRCYLHKEAPEWRLKLEAMLEMGVKFEI EALSASSI SFLSQEYI PQQ RLGRYI - - -
>Aegi | ops_t auschii _SPOL1-1

MAGSGKRRRAT VL DDDERRGRRRL EEAAL L L HKI KALVGW/VAEI SAGRSPSLALHRYQNYCASA
DAAAAAASPSTCACSYDAPVGTDVLSLLRKEFHASRLNVLLRVL LVWQQLL QENKHCSKRDI YYM
YPSMFVEQAI VDRAI NDI Cl LFKCSRHNLNVVPVAKGLVMGW RFVEGEKKVYCI TNVNAAFPI P
VS| EAI KDVWSVAHYI LVWEKEAVFQRLANDKFCEKNRCI VI TGRGYPDI PTRRFLRYLVEQLHL
PAYCLVDSDPYGFDI LATYKFGSMQLAYDANVLRVPEI RW.GVFTSDFEEYCLPDCCQLQLSSED
RRKLEGQ LTRCYLHKEAPEWRLKLEAMLEMGVKFEI EALSASSI SFLSQEYI PQQ RLGRYI - - -
>Triticumurartu SPOL1-1

MAGSGKRRRAT VL DDDERRGRRRLEEAAL LL HKI KGLVGWGAAGSARTAGRSPSLALHRYQNYC
ACASAAAAAASPST CACSYDAPVGTDVL SLLRKEFHASRLNVL L RVL L VWQQLL QENKHCSKRDI
YYMYPSMFVEQAI VDRAI NDI Cl LFKCSRHNLNVVPVAKGLVMEW RFVEGEKKVYCl TNVNAAF
Pl PVSI EAI KDVVSVAHY! LVWWEKEAVFQRLANDKFCEKNRCI VI TGRGYPDI PTRRFLRYLVEQ
LHLPAYCLVDSDPYGFDI LATYKFGSMQLAYDANVL RVPEI RN.GVFTSDFEEYCLPDCCQLQLS
SEDRRKLEG LTRCYLHKEAPEWRLKLEAM_EMGVKFEI EALSASSI SFLSQEY! PQQ RLGRYI
>Brachypodi um di stachyon_SPO11- 1

VEGREKRRRAT VL DDDDEL RGRRREQEAAL L LHKI KALVGWVAEVGAGRSPSVALNRYQNYCTS
AAASPPTCACSYDAPVGTDI LCLLRKEFHASRL SVL LRVL FVWQQL L QONKHCSKRDI YYMYPSI
FI EQAVVDRAI NDI Cl LFKCSRHNLNVVPVAKGLVMGW RFVEGEKKVYCl TNVNAAFSI PVSI E
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TI KDI VSVAHY| LVWEKETVFQRLANDKFCERNRC! VI TGRGYPDVPTRRFLRHLVEQLHLPAYC
LVDSDPYGFDI LATYKFGSMQLAYDANLLRVPGE RALGVFTSDFEEYCLPDYCL L DL SSEDRKKL
EG LTRCYLHREAPEVWRAEL EAM_EKGVKFEI EALSASSI SFLSQEYI PQKI KLGRHI - - - - - - -

>(Oryza_sativa_japoni ca_SPOL1-1

MAGREKRRRVAAL DGEERRRRQEEAATLLHRI RGLVRW/VAEVAAGRSPTVALHRYQNYCSSASA
AAASPCACSYDVPVGTDVL SLLHRGSHASRLNVL LRVLLWQQLL QONKHCSKRDI YYMYPSI FQ
EQAVVDRAI NDI CVLFKCSRHNLNVVPVAKGLVMGW RFLEGEKEVYCVTNVNAAFSI PVSI EAI

KDVVSVADY! LI VEKETVFQRLANDKFCERNRCI VI TGRGYPDI PTRRFLRYLVEQLHLPVYCLV
DADPYGFDI LATYKFGSLQLAYDANFLRVPDI RALGVFTSDFEDYRL PDCCLLHL SSEDRRKAEG
| LSRCYLHREAPQARL ELEAM.QKGVKFEI EALSACSI SFLSEEYI PKKI KQGRHI - - - - - - - - -

>Oryza_sativa_indica_SPOl1-1

MAGREKRRRVAAL DGEERRRRQEEAATLLHRI RGLVRW/VAEVAAGRSPTVALHRYQNYCSSASA
AAASPCACSYDVPVGTDVL SLLHRGSHASRLNVL LRVLLWQQLL QONKHCSKRDI YYMYPSI FQ
EQAVVDRAI NDI CVLFKCSRHNLNVVPVAKGLVMGW RFLEGEKEVYCVTNVNAAFSI PVSI EAI

KDVVSVADY! LI VEKETVFQRLANDKFCERNRCI VI TGRGYPDI PTRRFLRYLVEQLHLPVYCLV
DADPYGFDI LATYKFGSLQLAYDANFLRVPDI RALGVFTSDFEDYRL PDCCLLHL SSEDRRKAEG
| LSRCYLHREAPQARL ELEAM.QKGVKFEI EALSACSI SFLSEEYI PKKI KQGRHI - - - - - - - - -

>Zea_mai s_SPOL1-1

MAGRDKRRRAAPL EGDEQQL RRRLEEAAL LLRRI KALVRW VEEVAAGRSPSI VLHRACSYDI PV
GTDVLSLLHKDYHTSRLNVLLRVL FVWWQQLL QONKHCSKRDI YYMYPSI FVEVAVVDRAI NDI Cl

L FKCSRHNLNVVPWKGALVMGW RFMEGEKKVYCI TSVNAAFSI PVDI EAI KDVWSVAHYI LVWE
KETVFQRLANDKFCERNRCI VI TGRGYPDI PTRSNVWHVMQTCCVSLI YGALEFSHLI LKNI AFQT
AAYFVCHLKI GGKLKAFLLGAI YTCKPQNGESWKQCCKRVSSLRLRHYPQ PFPFYRMSTFPRK
SNKACI YKI GHSCI RPGCVI EYNLFLSDYSYI RRHI MCKH- = - - = - = = == - = e - e e e o e o - - -

>Setaria_italica_SPOLl1-1

MAGRDKRRCAAAL GCDKQRL RRRQDAAAL L L RRI KALVRW/VKEVAAGRSPSI VLHRYRNYCSAA
DAASPSPCACSYDAPVGTDVL SLLHKDCHTSRLNVL LRVLLVWQQL L QQNKHCSKRDI YYMYPSI

FVEVAVVDRAI NDI Cl LFKCSRHNLNVWPVWWKGLVMGW RFVEGEKKVYCl TSVNAAFSI PVSI E
Al KDWSVAHYI LVWEKETVFQRLANDKFCERNRCI VI TGRGYPDI PTRRFLRHLVEQLHLPAYC
LVDSDPYGFDI LATYKFGSLQLAYDANLLRVPDI RALGVFTSDFEDFCL PDCCL LHL SPEDRRKA
ESI LARCYLHKEAPEVRSEL EAM.QKGVKFEI EALSASSI SFLSDKYI PQKI KQGRHL- - - - - - -

>Sor ghum bi col or _SPO11-1

MAGRDKRRRAAPL EGDEQQL RRRQEEAAL L L RRI KALVRW/VEEVAAGRSPSI VLHRYRNYCSAA
DSASPSPCACSYDVPVGTDVL SLLHNDYHTSRLNVL LRVL L VWQKL L QQNKHCSKRDI YYMYPSI

FVEVAVVDRAI NDI Cl LLKCSRHNLNVWPVWKGLVMGW RFVEGEKKVYCl TNVNAAFSI PVDI E
Al KDVWSVAHY| LVWEKETVFQRLANDKFCERNRCI VI TGRGYPDI PTRRFLRYLVEQLHLPAYC
LVDSDPYGFDI LATYKFGSL QLAHDANLLRVPDI RALGVFTSDFEEYCL PDCCL LHL SPEDRRKA
ERI LARCYLHREVPEVWRSEL EAM.QKGVKFEI EALSANSI SFLSDEYI PQKI KQGAVHL- - - - - - -

>Brassi ca_canpestris_SPOL1-1

MEGNFQ SETTNLLRKI KEFTRSI VEDLAEGKSPEI SI NRFRNYCNDPEADCFCSSDEPKGREI L
TLRKRSQTYRI DMLLRVLLI VQQLLQENRHGSKRDI YYMHPSAFKAQSVVDRAI ADI Cl LFQCSR
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YNLNVVSVGNGL VMGW. KFREAGRKFDCL SSLNTAFPVPVLVEEVED! VSLAEY! LVWEKETVFQ
RLANDMVFCKTNRCI VWTGRGYPDVSTRRFLRLLMEKLQLPVHCLVDCDPYGFEI LATYRFGSMQM
AYDI ESLRAPEMKW.GAFPSDSDI YGVPHQCLLPLTEEDKKRTEAMLLRCYLKREMPQARLELET
M_KRGVKFEI EALSVHSLSFLSEVY!I PSKI RSEGSFH- - - - = - - == - - oo e e e e -
>Ar abi dopsi s_t hal i ana_SPO11- 1

MEGKFAI SESTNLLQRI KDFTQSVVVDLAEGRSPKI SI NQFRNYCMNPEADCL CSSDKPKGQEI F
TLKKEPQTYRI DMLLRVLLI VQQLLQENRHASKRDI YYMHPSAFKAQSI VDRAI GDI Cl LFQCSR
YNLNVVSVGNGLVMGAL KFREAGRKFDCLNSLNTAYPVPVLVEEVEDI VSLAEY! LVWEKETVFQ
RLANDMVFCKTNRCI VI TGRGYPDVSTRRFLRLLMEKLHL PVHCLVDCDPYGFEI LATYRFGSMQM
AYDI ESL RAPDVKW.GAFPSDSEVYSVPKQCLLPLTEEDKKRTEAMLLRCYLKREMPQARLELET
M_KRGVKFEI EALSVHSLSFLSEVYI PSKI RREVSSP- - - - - - - == - - oo e o oo -
>Sol anum | ycoper si cum SPOL1- 1
MEGKRSNTRPLTLLRKI KGFTRSI VEDLARGRPPLI YI ERFRNYCTDTSGNCSCSSGLSTGKEAI
SLKRECHARRLDVM_RVLLI VQQLLQENRHGSKRDI YYMHPTVFKEQSVVDRAI NDI Cl LLQCSR
HNL NVVSVGNGHTPFQSLLKKLMVAMAVTVTPLMLEQDI | SVAQYVI VWEKESVFQRLANDQFCKR
NRCI VI TGRGYPDVPTRRFLRLLI DKLHLPVYGLVDCDPYGFDI LTTYKFGSLQVAYDATFLRVS
El QALGVFVQDCDNYSI PQQCLLPLTAEDKRKI EAMLPRCYLQREVPQARFELEL L LHKGVKFE
EALSVHSLTFLSHEYLPSKI HNGGY! - - - = = - = oo s e e e e e e e e oo -
>Medi cago_truncatul a_SPOL11-1
MVEGKRVKLESQKAENAI HLLDKI KEFTRSLLI NLTNGNSSI | LI NRFRNHCTL SDSNCFCGSDLP
VGNEVLTLCKETRVHRLGHSLYLLLSSMCACSLI | LLLFKLGFENKHSSKRDI YYMVHPSVFLDQS
VVDHAI NDI CVRMQCSRHNL NVWSAGNGL VMGW RFVECGKKI FDClI NSPNTAHPTPVYVEEI KDI
VSMAHYI LVWEKESVFRI LANDHFCNANHCI VI SGRGYPDI PTRRFLRLLVDNLYI PAYCLVDCD
PYGFDI LTTYRFGSMQVAYDTKHLRVPEI HAL GAFPSDSDRYFVPKQCL L PL TVEDKRKI KAMLL
RCYLQREVPEVRLEL RMM.QKGVKFEI EALSVHTLSFLTESYI PSKI HGKVKI - - - - = - - - - - - -
>Popul us_trichocarpa_SPOL1-1

MERNASSRALL SKI KDLTTSLVKELSEGRSPNI Cl HKFRNYCTDPNSNCL CSSDLPKGQQVLTLT
RQCHACRI DVLLRVLVI VQKLLQENRHGSKRDI YYMVHPSVFSEQSVVDRAI NDI Cl LLQCSRHNL
NVVSVGNGL VMOAL QFLEAGRKFDCI SSPTTAYTI PVHVEEVKDI VSVANYI LI VEKESVFQRLA
NDKFCNANRCI VI TGRGYPDI PTRRFLRLLVEKLCLPVYCLVDCDPYGFDI LTTYRFGSMQVAYD
AKl LRVPEVQAL GAFPSDFEKYDL PQQCLLPLTAEDKRRTETM_LRCYLQKEVPEVWRLELELM_Q
KGVKFEI EAFSVHTLSFLSEQY! PSKI PKVEVLPGNNI KS- - - - = = - - = e s o m e e -
>Physcom trel |l a_pat ens_subsp. patens_SPOL1-1

MEGGTSDSTYLLPQ QVFLHTVLSDI ERGGQASVSI PVFKPREYPLETNKKCLTI FEETNTFEE
SCSSEGGSQRLVAMLKVLQ VEVLLQNRHATKRDVYYNDTALLKGRLDQSI NDI CCFFHCSRPS
LNLVSSSKALVTGQLSYYEEGRLI NCSKRSSTSNGLPVPVHI NKVSHLSSSAEY! LLVEKETVFQ
RLANDKFCAKNCCI LL TGKGYPDVATRSFLRRLVDQLHL PVYGLVDGDPYGLDI LSl YRFGSLTM
AYDAKVLAVPSI LW.G FLSDLGHFG.TENCLL PMSKRDEKKADAI LNKSYI QQLAPAWASKLAE
FRTRRVKLEVEAI STVSFTSLADHY! PSKI RGQCYl - - - - == - - = - - o e e e e -

>Saccharonyces_cerevi si ae_SPO11
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MAL EGL RKKYKTRQEL VKAL TPKRRSI HLNSNGHSNGTPCSNADVLAHI KHFL SL AANSL EQHQQ
Pl SI VFQNKKKKGDTSSPDI HTTL DFPLNGPHL CTHQFKLKRCAI LLNLLKVVMEKLPLGKNTTV
RDI FYSNVEL FQRQANVWQALDVI RFNFKLSPRKSLNI | PAQKGLVYSPFPI DI YDNI LTCENEP
KMXKQT| FPGKPCLI PFFQDDAVI KLGTTSMCNI VI VEKEAVFTKLVNNYHKLSTNTM. | TGKGF
PDFLTRLFLKKLEQYCSKLI SDCSI FTDADPYA SI ALNYTHSNERNAY! CTMANYKG RI TQVL
AQNNEVHNKSI QLLSLNQRDYSLAKNLI ASLTANSWDI ATSPLKNVI | ECQREI FFQKKAEMNEI

DARI FEYK- - - - - - s oo e e e e e e e oo

>Dr osophi | a_nel anogast er _SPOL1

MDEFSENI ERI ALELL SNLVHGNATL SVPRNSSG\VI SEYRRVSYNNRGSRHSFCVLI YMLSRVH
RLQVRGGSFTVRGLYYDNPLLVRSQSRI AEARLDVCRMLRTSPLSLG LAASKGLVAGDLRLLMI
NGDVLDSSLYGGPLTLPTDPEKI DRI ETLAEFVLI VEKESVFESLL SRNVFGTFERRFI LI TGKG
YPDCCTRRI VHRLTEENQLAAYI LVDADPFGVEI MLVYRHGSKSMSFSSQGLTTPALRW GLHPS
El PALGTGAVAL VAGDNKKI NDLLARHDL EPGVRQEL RMLQDVQLKAEI ESVI DFLTDDY! PNKI

>Caenor habdi ti s_el egans_SPO11

MYEYSFNPNI DHEPGSVESQQST! YSDSDDSDDSFL DDEVI PPKEQAMRKI EFALADI KRQVDNK
EKSLTLRI STSKSHFCLRYTAKRKGKL DRDL HCL HQVYDL L ENDKRSTKREL YYEHKAVYGNCQKY
LDSSI KSI CELLNESRANLNI LSCGRA | RGAI TFLVENVGVI DARVQEVLI TDALLFSNI | SEA
DFI LVWEKDTTFQKL MDENFQAMFPRG LATSKGYPDI ATRNVLKM.SEKRKFPI YGLFDADPHG
| EI YLTYKYGPTKEFAEGRGAFVPTI EW GLFPTDFHRFTI DQSQCLPLVRTDFVKI EKM PRSI
QLGElI VWTRELDWV ONKFKMELESI NMCGQEYMARFLI APRVMVSI EKEI Pl QPETI | NEYHEDS
QCSL STDDDREAKDDDY! DSDAEEKFQNM DNDSD- - - - - == === === === === - - -
>Hono_sapi ens_SPOL1
MAFAPMGPEASFFDVL DRHRESL L AAL RRGGREPPTGGSRLASSSEVLASI ENI | QDI | TSLARN
EAPAFTI DNRSSVEENI KFEDSVAL QWSHCT TRKI KSDSPKSAQKFSLI LKI LSM YKLVQSNTY
ATKRDI YYTDSQLFGNQTVVDNI | NDI SCMLKVSRRSLHI LSTSKGLI AGNLRYI EEDGTKVNCT
CGATAVAVPSNI QG RNLVTDAKFVLI VEKDATFQRLLDDNFCNKLSPCI M TGKGVPDLNTRLL
VKKLWDTFHVPVFTLVDADPHG El MCl YKYGSMSMSFEAHHL TVPAI RW.GLLPSDLKRLNVPK
DSLI PLTKRDQVKLDSI LRRPYVTCQPFWRKENMEI MADSKIVKAEI QAL TFLSSDYL SRVYLPNKL
€ € R e R
>Mus_rnuscul us_SPOL1

MAFAPMGPEASFFDAL DRHRASL LAMWKRGAGETPAGATRVASSSEVLTAI ENI | QDI | KSLARN
EVPAFTI DNRSSVEENI MFDDSVGELRM PQCTTRKI RSDSPKSVKKFALI LKVLSM YKLI QSDTY
ATKRDI YYTDSQLFGNQAAVDSAI DDI SCMLKVPRRSLHVL STSKGLI AGNLRYMEEDGTRVQCT
CSATATAVPTNI QGMOHLI TDAKFLLI VEKDATFQRLL DDNFCSRVSPCI MWTGKGVPDLNTRLL
VKKLWDTFHI PVFTLVDADPYd ElI MCI YKYGSMSMSFEAHNLTI PTI RALGLLPSDI QRLNI PK
DSLI PLTKHDQVKLDSI LKRPY!I TYQPLWKKEL EMVADSKIVKAEI QAL TLLSSDYL SRVYLPNKL
€ € N e R
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Annexe 9: Liste des off-targets pour les 9 cibles TAL+CRFSapres BLAST sur
plants.ensembl.org contre le génome du blé tendre.

Genomic Location Overlapping Gene(s) Orientation Lagth Score E-val %ID
TAL15

3B:406459445-406459469  TraesCS3B02G253000 Forward 25 25 7.5E-5 100.0
3D:313313918-313313940  TraesCS3D02G230000 Reverse 23 23 0.0012 100.0
1A:276276453-276276469 Forward 17 17 4.4 100.0
5B:14997709-14997729 Forward 21 17 44 95.2
4A:76801741-76801757 Reverse 17 17 44 100.0
6A:232247676-232247692 Reverse 17 17 4.4 100.0
TAL28

3B:644016930-644016954 TraesCS3B02G408400 Reverse 25 25 7.5E-5 100.0
3A:625039504-625039526  TraesCS3A02G376100 Reverse 23 23 0.0012 100.0
3D:481878447-481878471  TraesCS3D02G368600 Reverse 25 21 0.018 96.0
7B:635872129-635872147 Forward 19 19 0.28 100.0
TAL47

3A:95476772-95476796 Forward 25 25 7.5E-5 100.0
3B:126919919-126919943 Forward 25 25 7.5E-5 100.0
3D:81206330-81206353 Forward 24 24 3.0e-4 100.0
2B:14167770-14167789 Forward 20 20 0.072 100.0
1D:431490228-431490246 Forward 19 19 0.28 100.0
1D:456525328-456525350 Forward 23 19 0.28 95.7
6A:301441801-301441822 Reverse 22 18 1.1 95.5
5B:206766933-206766950 Forward 18 18 1.1 100.0
3D:315887649-315887670 Forward 22 18 1.1 95.5
7A:459999301-459999317 Reverse 17 17 4.4 100.0
7A:574081565-574081581 Reverse 17 17 4.4 100.0
4A:144310633-144310649 Reverse 17 17 44 100.0
4A:296065037-296065053 Reverse 17 17 44 100.0
4A:703320953-703320969 Forward 17 17 44 100.0
3A:706642589-706642605 Forward 17 17 4.4 100.0
3A:742883413-742883429 Reverse 17 17 4.4 100.0
7D:430935144-430935160 Reverse 17 17 4.4 100.0
3B:419797541-419797557  TraesCS3B02G261700 Reverse 17 17 44 100.0
3B:532640272-532640288 Forward 17 17 44 100.0
7B:682389733-682389749 Reverse 17 17 44 100.0
1D:79800952-79800968 TraesCS1D02G094000 Reverse 17 17 4.4 100.0
4B:602693869-602693885 Reverse 17 17 4.4 100.0
1A:3790608-3790624 Forward 17 17 4.4 100.0
5B:436288796-436288812 Forward 17 17 44 100.0
1B:514349628-514349644 Reverse 17 17 44 100.0
2A:609112345-609112365 Reverse 21 17 44 95.2
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5D:124343644-124343660 Reverse 17 17 44 100.0
5D:124504360-124504376 Reverse 17 17 4.4 100.0
5D:249877921-249877937 Reverse 17 17 4.4 100.0
5D:291916924-291916940 Forward 17 17 4.4 100.0
5D:429575777-429575793 Reverse 17 17 44 100.0
5D:442670641-442670657 Reverse 17 17 44 100.0
3D:611882596-611882612 Reverse 17 17 4.4 100.0
CRISPR15

3D:313313928-313313947  TraesCS3D02G230000 Forward 20 20 0.024 100.0
3B:406459438-406459457  TraesCS3B02G253000 Reverse 20 20 0.024 100.0
7A:658067879-658067895 Forward 17 17 15 100.0
7A:288476528-288476544 Reverse 17 17 15 100.0
7D:515901131-515901147 Reverse 17 17 15 100.0
3D:385287423-385287439 Forward 17 17 15 100.0
2D:231066010-231066026 Forward 17 17 15 100.0
2D:366340314-366340330 Reverse 17 17 15 100.0
1D:19984146-19984162 Forward 17 17 15 100.0
1D:345092176-345092192 Reverse 17 17 15 100.0
6D:262767635-262767651 Forward 17 17 15 100.0
6B:311693734-311693749 Reverse 16 16 5.9 100.0
1B:505918656-505918671 Forward 16 16 5.9 100.0
3B:87169136-87169151 Forward 16 16 5.9 100.0
5B:459688116-459688131 Forward 16 16 5.9 100.0
CRISPR28

3B:644016946-644016965  TraesCS3B02G408400 Reverse 20 20 0.024 100.0
2B:641895823-641895839 Reverse 17 17 15 100.0
2B:632929887-632929903 Forward 17 17 15 100.0
3D:592380120-592380136 Reverse 17 17 15 100.0
2D:1618384-1618400 Reverse 17 17 15 100.0
2D:45142119-45142135 Reverse 17 17 15 100.0
4D:178472329-178472345 Reverse 17 17 15 100.0
4D:185594498-185594514 Reverse 17 17 15 100.0
5D:511561859-511561875 Forward 17 17 15 100.0
2A:76928392-76928408 Forward 17 17 15 100.0
6D:10079531-10079547 Reverse 17 17 15 100.0
5B:626408290-626408306 Reverse 17 17 15 100.0
1A:19284583-19284599 Forward 17 17 15 100.0
1A:19398721-19398737 Forward 17 17 15 100.0
1D:408702050-408702066 Forward 17 17 15 100.0
1D:439815251-439815267 Forward 17 17 15 100.0
5A:309086650-309086666 Forward 17 17 15 100.0
6B:470599892-470599908 Reverse 17 17 15 100.0
6B:45849917-45849933 Forward 17 17 15 100.0
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6B:84080680-84080696 Forward 17 17 15 100.0
7B:688670372-688670388 Reverse 17 17 15 100.0
7B:725390284-725390300 Reverse 17 17 15 100.0
3B:793988669-793988685 Reverse 17 17 15 100.0
3B:794059973-794059989 Reverse 17 17 15 100.0
3B:452312478-452312494 Forward 17 17 15 100.0
3B:766054693-766054709 Forward 17 17 15 100.0
3B:766055018-766055034 Forward 17 17 15 100.0
7D:74681810-74681826 Reverse 17 17 15 100.0
7D:92549532-92549548 Reverse 17 17 15 100.0
7D:107609518-107609534 Reverse 17 17 15 100.0
7D:43103419-43103435 Forward 17 17 15 100.0
3A:267904283-267904299 Reverse 17 17 15 100.0
Un:44597977-44597993 Reverse 17 17 15 100.0
Un:165260667-165260683 Reverse 17 17 15 100.0
Un:201927769-201927785 Reverse 17 17 15 100.0
Un:206836168-206836184 Reverse 17 17 15 100.0
Un:279214678-279214694 Reverse 17 17 15 100.0
Un:44017682-44017698 Forward 17 17 15 100.0
Un:44106017-44106033 Forward 17 17 15 100.0
Un:172882356-172882372 Forward 17 17 15 100.0
Un:201167191-201167207 Forward 17 17 15 100.0
4A:689433966-689433982 Forward 17 17 15 100.0
3D:481878465-481878480 TraesCS3D02G368600 Reverse 16 16 5.9 100.0
1B:676733533-676733548 Reverse 16 16 5.9 100.0
7B:639750081-639750096 Reverse 16 16 5.9 100.0
3A:302421638-302421653 Forward 16 16 5.9 100.0
Un:10387964-10387979 Forward 16 16 5.9 100.0
Un:201147208-201147223 Forward 16 16 5.9 100.0
4A:319921196-319921211 Reverse 16 16 5.9 100.0
CRISPR47

3B:126919982-126920001 Reverse 20 20 0.024 100.0
CRISPRO1

3B:659542721-659542740  TraesCS3B02G422500 Reverse 20 20 0.024 100.0
3D:498860549-498860568  TraesCS3D02G383300 Reverse 20 20 0.024 100.0
3A:638926568-638926587  TraesCS3A02G390700 Reverse 20 16 5.9 95.0
CRISPR12

3B:636455679-636455698  TraesCS3B02G401900 Reverse 20 20 0.024 100.0
6B:34223522-34223538 Reverse 17 17 15 100.0
1A:584513814-584513829  TraesCS1A02G433100 Reverse 16 16 5.9 100.0
1D:486883258-486883273  TraesCS1D02G442500 Reverse 16 16 5.9 100.0
1B:678069376-678069391  TraesCS1B02G468900 Reverse 16 16 5.9 100.0
1B:683412918-683412933 Forward 16 16 5.9 100.0
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7B:433525081-433525096  TraesCS7B02G231000 Reverse 16 16 5.9 100.0
7B:603336313-603336328 Reverse 16 16 5.9 100.0
7B:749676753-749676768 TraesCS7B02G499700 Reverse 16 16 5.9 100.0
3A:652393984-652393999 Forward 16 16 5.9 100.0
3A:652633718-652633733 Forward 16 16 5.9 100.0
3A:652770228-652770243 Forward 16 16 5.9 100.0
7D:417780007-417780022  TraesCS7D02G327100 Reverse 16 16 5.9 100.0
TA:482742447-482742462  TraesCS7A02G330300 Reverse 16 16 5.9 100.0
3D:477256627-477256642 Reverse 16 16 5.9 100.0
CRISPR14

3B:659274849-659274868 Forward 20 20 0.024 100.0
3A:638445769-638445787 Forward 19 19 0.095 100.0
3D:498263171-498263189 Forward 19 19 0.095 100.0
2A:568420060-568420075 TraesCS2A02G334700 Reverse 16 16 5.9 100.0
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Annexe 10: Marqueurs testés pour la recherche de SNP.

cible Marqueurs type SNP |cible Marqueurs type SNP |cible Marqueurs type SNP
47-133  cfb27408 SSR 0]15-412 v443 0202_115 ISBP 0]47-133 v443_0295_10 ISBP 0
47-133  cfb12199 SSR 0]15-412 v443 0202_853 ISBP 0]47-133 v443 0295 11 ISBP 0
47-133  cfb27404 SSR 0]15-412 v443_0202_858 ISBP 0]47-133 v443_0295_23 ISBP 0
47-133  cfb27395 SSR 0]15-412 v443_0202_869 ISBP 0]47-133 v443_0295_31 ISBP 0
47-133  cfb27394 SSR 0]15-412 v443 0202_871 ISBP 0]47-133 v443 0295 29 ISBP 0
47-133  cfb27393 SSR 0]15-412 v443 0202_878 ISBP 0]47-133 v443_0295_43 ISBP 0
15-412 v443 02029 ISBP 0]15-412 v443_0202_879 ISBP 0]47-133 v443 0295 44 ISBP 0
15-412  v443 0202_11 ISBP 0]15-412 v443 0202_882 ISBP 0]47-133 v443_0295_48 ISBP 0
15-412 v443 0202_18 ISBP 0]15-412 v443 0202_883 ISBP 0]47-133 v443 0295 49 ISBP 0
15-412 v443 0202_19 ISBP 0]15-412 v443_0202_890 ISBP 0]47-133 v443_0295_51 ISBP 0
15-412 v443 0202_23 ISBP 0]15-412 v443 0202_894 ISBP 0]47-133 v443 0295 110 ISBP 0
15-412 v443 0202_27 ISBP 0]15-412 v443 0202_895 ISBP 0]47-133 v443 0295 123 ISBP 0
15-412 v443 0202_28 ISBP 0]15-412 v443 0202_914 ISBP 0]47-133 v443 0295_131 ISBP 0
15-412 v443 0202_32 ISBP 0]15-412 v443 0202_916 ISBP 0]47-133 v443 0295 135 ISBP 0
15-412 v443 0202_34 ISBP 0]15-412 v443 0202_919 ISBP 0]47-133 v443 0295_136 ISBP 0
15-412 v443 0202_36 ISBP 0]15-412 v443 0202_923 ISBP 0]47-133 v443 0295 138 ISBP 0
15-412 v443_0202_37 ISBP 0]15-412 v443 0202_925 ISBP 0]47-133 v443 0295_174 ISBP 0
15-412 v443 0202_38 ISBP 0]15-412 v443_0202_927 ISBP 0]47-133 v443 0295 177 ISBP 0
15-412 v443 0202_43 ISBP 0]15-412 v443 0202_928 ISBP 0]47-133 v443 0295_178 ISBP 0
15-412  v443_0202_45 ISBP 0]15-412 v443 0202_933 ISBP 0]47-133 v443 0295_183 ISBP 0
15-412 v443 0202_54 ISBP 0]15-412 v443_0202_936 ISBP 0]47-133 v443 0295 191 ISBP 0
15-412  v443_0202_55 ISBP 0]15-412 v443_0202_939 ISBP 1147-133 v443_0295_198 ISBP 0
15-412 v443 0202_58 ISBP 0]15-412 v443 0202_943 ISBP 0]47-133 v443 0295 203 ISBP 0
15-412 v443_0202_59 ISBP 0]15-412 v443_0202_948 ISBP 0]47-133 v443 0295_233 ISBP 0
15-412 v443 0202_63 ISBP 0]15-412 v443_0202_968 ISBP 0]47-133 v443 0295 235 ISBP 0
15-412 v443 0202_64 ISBP 0]15-412 v443_0202_969 ISBP 0]47-133 v443 0295_242 ISBP 0
15-412 v443 0202_67 ISBP 0]15-412 v443 0202_982 ISBP 0]47-133 v443 0295 251 ISBP 0
15-412 v443 0202_68 ISBP 0]15-412 v443 0202_983 ISBP 0]47-133 v443 0295 267 ISBP 0
15-412 v443 0202_74 ISBP 0]15-412 v443 0202_985 ISBP 0]47-133 v443 0295_268 ISBP 0
15-412 v443 0202_76 ISBP 0]15-412 v443 0202_993 ISBP 0]47-133 v443 0295 269 ISBP 0
15-412 v443 0202_78 ISBP 0]15-412 v443 0202_994 ISBP 0]47-133 v443 0295_274 ISBP 0
15-412 v443 0202_88 ISBP 0]15-412 v443_0202_996 ISBP 0]47-133 v443 0295 275 ISBP 0
15-412 v443_0202_100 ISBP 0]15-412 v443_0202_999 ISBP 0]47-133 v443 0295_278 ISBP 0
15-412 v443 0202_102 ISBP 0]47-133 v443 0295 3 ISBP 0]47-133 v443 0295 281 ISBP 0
15-412 v443_0202_105 ISBP 0]47-133 v443_0295_5 ISBP 0]47-133 v443_0295_287 ISBP 0
15-412 v443_0202_106 ISBP 0]47-133 v443 _0295_6 ISBP 0]47-133 v443 0295_288 ISBP 0
15-412 v443 0202_110 ISBP 0]47-133 v443 0295 8 ISBP 1]47-133 v443 0295 296 ISBP 0
15-412 v443 0202_112 ISBP 0]47-133 v443 0295 9 ISBP 0
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Résumé

La compréhension des mécanismes régissant la rétaisin méiotique chez le blé tendre
(Triticum aestivumL.) devient essentielle puisqu’elle est le levmincipal utilisé par les
sélectionneurs pour le brassage génétique et olitemouvelles variétés élites comportant des
introgressions de régions d’intérét provenant desgerces génetiques exotiques. A cette fin,
I'utilisation chez le blé tendre d’'une nouvelle teichnologie de ciblage de la recombinaison
méiotique développée chez la levure par la sodigiédgenix semble étre prometteuse. Cette
biotechnologie, nommée SpiX, fait intervenir un dame protéique de liaison a I’ADN couplé a
la protéine SPO11 responsable des cassures dauide-be I'ADN, initiatrices de la
recombinaison méiotique ou crossovers (CO). Le ldgpement d’'une nouvelle technique de
conservation des embryons immatures a permis diaraéles conditions de transformation par
biolistique du blé tendre pour I'application detdghnologie SpiX. L'exploitation de la séquence
du génome du blé a permis d’isoler les genes cqutaunt les protéines SPO11 du blé tendre. La
complémentation hétérologue inédite de mutants lesyprotéines SPO11A¥abidopsis thaliana
avec les orthologues ainsi découverts chez le énddré montre leur grande conservation de
séquence et de fonction au sein des plantes gbdéentielle fonctionnalité pour la biotechnologie
SpiX. Enfin le test de différents domaines de taiss 'ADN et de différentes cibles le long du
chromosome 3B de blé tendre montre que la biotdobi@ SpiX requiert des ajustements en
fonction de I'espéce chez laquelle celle-ci doitdiionner. Ces résultats sont ainsi 'opportunité
de lever un premier voile sur le ciblage de la nelsimaison meéiotique chez une espéce de grande
culture et de mieux comprendre les mécanismes tendi@ation des sites de cassures double-
brins initiatrices de la recombinaison méiotiquezle blé tendre.

Mots clés: ciblage ; recombinaison; meéios&rticum aestivum SPO11; transgénese ;

biotechnologie.



