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Introduction [ NEGTNGS

| 1.1 Introductiongénérale

Les nématodes a galles du genre Meloidogyne sont des parasites obligatoires extrémement
polyphages desracigsont | 6i mpact au ni veau moetdix al es
pour cent des pertes de récottagtes cultures confondues.

La lutte chimique contre ces parasites éstuse et don@servéaux cultures dégageant les plus
fortesplusvalues. L#oxicitéélevéales moléculeg®maticidest leur impactsudle nvi r onn e me
sont © | 6origine de | eur r®duction progressi
du marché. Face a ceéttlutionl & u t ide vasérs résistantes aux nématodes a galles est une
r®el |l e alt.Cettemtthode ddaiveni ®pondr e “exttme obj ec
polyphagie des nématodes Meloidogyne leur permet de maintenir dans le sols cultivés aux dépens

des plantes adventi¢gk.

Chez les arbres fruitiers du gePnenuslepécheet | 6 amandi er ( Amygdal ®e
plus touchées par les nématodelititegyne mais de nombreux prunierg gsgalementes
sensibleDiversportegrefferésistants aux Meloidogyne ontdééeloppés en priorifiour le
péchermaisceuxci présententles spectres de résistancemplets et sont souvent peu adaptés

aux conditions méditerranéennes de culd@ee fait une résistance a spectre complet et haut

niveau a été recherchée plusane nt chez dbéautres esp ces et

Chez plusieurs accessions de prunier myroBolaru€erasifgria bonne aptitude de ce prunier

au croisement avec |@gechey | 6 amandi er ou | @reationd 6 by b et d epse
interspécifiques gsont potentiellement utilisables comme gype#fe pour tous ldrunuset en

font uneespécec ent r al e de pr ogr ammaeeffedd panmael viueo r at i
nématologiqueces hybrides offrent la possibilité de cumuler les génes de plusieessdsour
résistances aux Meloidogywur cette stratégikeest important de connaitre la relation entre les

genes.

La résistance a spectre complet mise en évidence chez certains clones de myrobolan est
monogénique. Elle est portée par le gengévia migur et complétement dominant dont deux
alleles ont été identifiésez les accessions P2175 et(Pa298iveau du chromosoimdorsque

chezl 6 a ma ngéne a été idemtifé serait un orthologue du géne Ma
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Dans ce cadre notre traxaibrde :

- L @&ud@edesgensorthologus de Madans différentes espéces Prunus

- L 0 a n dellayseqeienamndidate, pautilisation de données de reséquencage illumina
alignéesur des séquences de réefggate BAC contenant le géne Ma.

- Lamise au point de marqueursl@éculaires Kasp® pourdénotypageddh y br i des po

greffe Prunus
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1.2 Présentation 8 £ QIbdtitut Natioal de Recherche
Agronomique

L 6 | aune vocation finalisée bien identifiée au sein de la recherche publigue 8ascaise

missons ont été définies dans les lois sur la recherche de 1982 et 2006.

Depuis 1982I'Inra a le statut d'établissement public a caractére scientifique et technologique

(EPST)placé sous la double tutelle des ministeres en charge de la Recherchécattdesl'Agr

Son champ de compétenfoed a sa création en 1946 autour des recherches pour « la production
agricolela production animale et la conservation et la transformation des produits agricoles » est
précisé en 1984 : « organiser et exécutertodteeeg c he sci enti fique int®

industries qui lui sont liées ».

Si |l dagriculture est touj our s , Llesqestponensents on ¢
se sont profond®ment r en o unater¢ll@ent @&olué depEssa ct i \
création. Dans un contexte de changements démograptquemiques et environnementaux
globauxla recherche agronomique est désormais confrontée a des défis planétaires : fournir de
maniere durahlen quantité et en ditg de quoi nourrirdans un marché mondialisé complexe

pr s de 10 mijtdulen palliattda raséfactiondées\énedjiassossiles.

Initialement centrées sur la production agylesleecherches se sont progressivement étendues a
latrans or mati on des produits et ,lpusauxguestonslidgesi o n

|l enviTronmemensti on des territoir ewvleuet " I
nutritionnelle et s®cur i tdébitldsssienaed biologiguds snt . AV
connu une v®ritable r®volution : elles sont
la concurrence et la coopération entre recherche publique et recherche privée. Le progres de la
modélisation et des duts i nf or mati ques permettent dobéabor
di ff®rents ni,saauxedd ®cdeeri st ideen t emps et d
socialesenfin sont davantage mobilisées par des recherches dont les implicciatess so

économiquesulturelleséthigues ne cessent de croitre.

La recherche finalis®e impliqgue que | es conn
société et puissent étre utilissesc déontologie et éthigd@ns diverses innovatiobs.la méme
maniere c e | a i mplique gue |l es expertises, qudil

prioritairement publics et politiques (site INR#://institut.inra.fr/Missions).
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| 2.1 Les nématodes

Les nématodesstodes vers ronds de la classe des Némathelminthes. Leur structure anatomique
est simple : leur corps est rondrmalement cylindrique et allarggns téte bien définieon

segmenté et a symétrie bilatérale. Sur le plan anatdsgqunt constituéxe ®r i eur e me nt
fourreau ®pidermique ~ | 8int®rieur duquel s o
une cuticule flexible. Cet ensemble forme un tube dans lequel prennent place les appareils digestif

et reproducte(2].

Ce groupgechez lequel plus de 200speces ont été décrjgdet plusieurs dizaines de milliers

restent a découvrir (notamment pour les especes mparés)te une grande diversité de taille

(de quelques dixi mes de mm ~ Dragzunecusis ntedregms m t r
de mode de vie. Les nématodes peuvent étre aquatiques et se rencontrer en eaux salées ou douce
ou bien terrestreglans ce dernier¢asl s se d®pl acent dans | e fil
de sol. Parmi les nématodes terrestresr t ai ns sont | i brCaenorhaiisnme |
elegnsd dautres sont p ar a AscarisBrugiadl dchimella mzeékrés v er t ®
(HeterorhabdiBseinerngnoa de plantes (phytoparasites).

2.1.1Les nématodes phytoparasites
2.1.1.1Les différentes formes de parasitisme

Les nématodes phytoparasites appartiennent essentiellement a deux diglsshida et les
Dorylaimida. Environ 4000 especes sont actuellement dff}it€e sont des parasites
obligatoires qui se nourrissent du cytoplasme des oedigétales. Les différentes espéc
partagent un caractére morphologique commun : urbstydet leur permettant de perforer les

parois végeétales (Figl)l Si certains nématodegnent les parties aériennes de la plante a partir

du sol Ditylenchus dipgaamasite degeuilles tiges et bulbeshu via des insectes vecteurs
(Bursaphelenchus xylophiaste dgpin et transmis par les Longicornesy  pl upart doe
sont des parasites du systéawnaire. Chez ces derniers distingue alors de nombreuses
stratégies de f@mitisme allante | 6 ect oparasiti sme ¢ migrateur

nématodes phytoparasgest classiquement répartis en trois catégories :

- Les ectoparasites | ar ves et adul tes se trouvent
ponctonent | es cellules © | daide de | eur sty
des genrexiphinemet Longidoruys

- Lessemendoparasitéss nématodes ne sont que partiellement engagés dans les tissus et
| 6adul t e f emel |aglanteoCitahs par eketnplex t ®r i eur de |

- Tylenchulus gmmetrasgr racines deitrus
6
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- Lesendoparasites| es | arves p®n trent puis se d®ve
des tissus végétaux. Cette catégorie se divise en deux groupes : les wigenuiles
nématodes a kyste des genteterodeesa Globoder les nématodes a galles du genre

Meloidogyatdes migrateurs tels queHestylenchus

Centre nerveux
.

landes
igestives

Figurel: Sch®ma de | 6organisati on dA:demelle Weenterdiet.eB: @@t asi t e
de | a partie ani ®oip8.ag eouderdég la partie ch@enedu corps. D : partie
postérieure du mald4]
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2.1.1.2Dégats directs et dfirects- Importance économique

Les attaques de nématodes peuvent étre sfara@vec un fort pourcentageadb a i sles e me n t
récolte notamment en France pdeterodera avenneéréalebl. schachsiur betterave a sugcre
Meloidogyspmpsur cultues maraichéres et fruitieresGdobodera rostoctsengiemme de terre.

On les estimaiténviron 100 billions de dollgar an en 1994], les nématodes étant considérés

commerespmsables de 10ées pertes de productidans le mondé].

Il est toutefois difficile de chiffrer précisément ldegpgque ces nématodes causéntag r i.c ul t ur
Celleci sont tr s vlacultueeledrégiens sudes annéed. 6 esp ce

Le dommage est le plus souvent insidigueuetisiblgavégétation moins vigourepisgécolte

réduite et pour les plantes pérenadsngévité dimin® e . 1 e st avdcipfédisio i | e ¢
les dommages causés par une espece pat@ulige plante donnée,dsgsfréquemmenta

plante héberge également divers autres nématodes phytoparasites.

Les dommages causés aux plantes et les Baissedements qui en résultent provientent
mode d'alimentation deématodes

1) lls détournent a leur profit une partie du métabatisriaplante.

2) lls endommagent sgstemeadiculaire de lalante par réductions et destructions des

racine®t des radicelles ce qui réduit I'alimentatiagau et en sels minéraux.

3) lls injectent dans les cellules des sécrgtamttulaires destinédaéfier le contenu
cellulaire avant de I'absorber. Ces sécrstinphgénéralement toxiques pour les cediules
les tuent. LesTrichodorus parviennentainsi a détruire totalement les zones de
multiplicatioret d'élongatiosituées a I'apex desines

4) Les nématodes endoparasstssétenigénéralemendes substances modifiant les
cellulesdu cylindre central et du cortex provoquefdrmation de cellules géantes ; ceci
audela de la zone attaquée ce qui entrafimenation de galles. Les cefiude cylindre

central étant déformedsscirculation desévedrute et élaborée est fortement perturbée.

5) Certains nématodes commeutellonema cavenessigénent ['établissement des
Rhizobium sur les racines des légumineuses praiasi ces plantesud apport

substantial'azote.

6) Les nématodes appartenant aux gdmigsodorus, Longidorus et Xiphinema
peuveniétre des veetirs de virug u 0 i | s dansrg pame ee mé&me temps que leur

salive.



Synthése bibliographic (I EEGTNE

7) En s'insérant entre les celludes les perf@ant pour se déplacer et se nouits
provoquentdes Iésions par lesquelles peuvent s'intratiitees agents pathogenes tels

guechampignons et bactérék.

2.1.2Les nématodes phyparasites du genm®eloidogyne
2.1.2.1Position systématique et répartition

Les Meloidogyaep p ar t i e n n e nTylenchidgli Somprehd ene grandeajorité de
phytoparasitesau sourdre desTylenchinat a la famille deldeteroderidg@ regroupdes
nématodes endoparasites sédentaires a kysteHgtemedeeaGlobodgrat a galledMeloidogyne

spp).

Chezlesnématodesagdlles noti on dod&esp c e,cqrtainesspetasétant par f
parthénogénétiques mitotiques strictiéls ihcognjtaM. arenariaM. j av a)ni d@d@ ut r e s
amphimictiquedM. carolinends me g a leyt & né& ieproduisdrd pat parthénogeneése
méiotique facultative en absence de nmMldsaplaM. chitwoqdil. exigua ) . Les descri
morphobgiques et/ou caryotypiques complép@edes outils de biologie moléculaire définissent

les différentes especes. Cellesontreprésentées par différents isolats caractérisés par leur
provenance geéographigueur hoted 6 or i gi ne et iwderafcontosrnerpdes | eu
résistances bien identifiees (comelle conférée par le géviede la tomate). Lédeloidogyne
constituent le groupe dématodes le plus important par les dommages qu'ils provoquent a de tres
nombreusesultures tropicak ou deltnats chaudg’]. Cinquante&ing espéeces de genre ont

®t ® d®crites mai s-elleseeprbsemeat®% dgudedats eausdséaeint r e
mondial ;M. incognjt®. arenaridl. javanicat M. haplaont en effetonsidérées comme les
principales espéces danre[8]. Les troispremiéres se rencontrent en régions chaudes ou
méditerranéennesont regroupées solisd appel |l ati on ddesp ces du
Meloidogyeteont uneg mme  d ddrhprehamtplus de 3000 especesatted9]. En France

elles séimitent en plein ajraux régions méridionales mais peuvent causer desagksrsous

serre®u tunnel s en t bMhapasdévrel®ppe gunantsa.elle endzens empérée
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2.1.2.2Cycle de développement

Les Meloidogyne spprd communément appelés nématodedu n i uadgalles (Root Knot

NematoddRKN) en raison deeurs #aques caractéristiques racine@igure 2.

Figure 2 : Racines contenant des gallede portegreffe pécher(photo H Duva) INRA)

Tous les Meloidogyne spp antcycle de vie similaire. Les estrouvent a la surface desnes

sous forme de masggdatineusesrangees. lIs peuvent survidems le sol ou dans lesdési
végétauxLes larves(juvéniles ou J2) éclosent des f s et veeslesaracmesiuées a

proximité Les larved2 gnetrent dans la racine egnanit vers le ba®ntre les cellules du cortex

etle méristeme apical. lls se déplacent ensuite vers le haut dans le cylindrandsicalaites

cellules hypertropBésmulti-nucléée spécialisées connues sous le noelludes géantes. lls
devienent sédentaires et se transforment en tierslanélgiles de quatrieme étape. Eitdise
développent en femelles aduldest chacua peut pondreplus de1l 000 7T uf s dans ur
d ' T,sduwent situé sua surface exiéure de la racine (figuBe Les cellules d'alimentation

géantes ées divisions des cellules environnantes du parenchyme vasculaire donnerdaunaissance

galles racines typiqUi&s]

10
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Glant celis

ROOT /

Eggs hatch

) P
—» || Infective
'// juveniie

v

Figure 3: Cyclede développement des nématodes a galles
2.1.2.3Moyens de lutte contre les Meloidogyne

Le mode de vie souterrain des nématodabegleurscaractereghysiologiquesjuiles rendent
insensibles a beaucoup déstances toxiques etule s f or mes de esurvi e
particulierement difficile de mettre au point des miesharatiques de luti2e plus latres jeune

| arve repr®sente | a seule phase | ibre de I 0e

Passé cstadelesanimaux seduvent dans les tissus végeétaux ou ils sont parfaipeoiéges

et donc invulnérables a tout traitement classiqusystEmique.

La lutte chimique est en net recul en Europe et dans les pays industrialisésrdtrdaitdu

nombreuses moléculearft e t oxi ci t ® p o u envilorhénmemanParnd les ~ f C
solutions alternativdss rotationsulturales someuefficacesdbai t de | dextr ° me
especes majeures déeloidogyne L 6 ut i |chasnpignons(Arthrotdotrys irreglaris,

Paecilomyce$iacinus Verticillium chlamydosporignou de bactéries(Pasteuria penetrans
parasites de nématodeseregicate du fait des coltpdaduction élevés demculums et de la
difficulté alesintégrer durablement a des sol$ivésde fagon intensive. Enfin des recherches
orienttesverlut i | i s at i onnéndadcidptéllesmuedes crotaldasgagéetes ou le
ricin noenrdébouphéd sur @mneercialisation de nouvelles molécules activges pl
spécifigueg11Rappelonggalement quelu fait que lesématodes aienine autonomie de
déplacement limitée dans les, $e6 méthodeprophylactiques restent particulierement utiles
méme si elleost insuffisantes. Au niveauldearcelle contamind meilleure alternative a la

l utte chimique rvwagttserésidtantex Leb riémdtodds soat &n effed inféodés
au sokt leur dispersion ne revét pascaractére épidémique comparable a celui des pawasites o
agents pathogéenes aériensplDg le mode de reproduction par parthénogénése mitotique des
espees qui ont la plus fortiecidence économique devrait limiter les risques de contourfdgément.

11
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2.1.2.4La résistance des plantes aux nématodes

Les parades développées par les plantegivides nématodes phytoparasiteggohablement

au moins aussi variées que les stratégies parasitaires dévaetagstespni er s. Quand |
d 6 u neéce vwgetale donnée estnsible a un nématodelleci est considérée comme non

héte. Quand certaines variétéssop op ul at i o n s préséntemt ene mcOmpathitté h 1 t e
avec un nématoden parle de résance celleci pouvant étréotale ou quditative. Une des
premieres armes dont peisposer la plante contre mésnatodes phytoparasites est simplement

d d ®c h a p weption (ou alleeconpaessancear les nématodes via les exsudats racinaires. Il

est cependantficile de démontrer ertellestratégid es r aci nes ®t ant aussi
des substances répulsives vo@raaticidesr( vitrp comme dans le cas des tagédtes il, ded a

| doi gnon o B8iledasieres physeuey (eusiatlparois cellulaires) oppesgar la

plante a la pénétration des nématodes semblemiaredtifférents mécanismes msistance

peuvent intervenir aprés leur pénétratiemécanisme le plus couramnassbcié a la résistance

aux nématodes endoparasites est lsoréhgpersesible (HR) celleci se traduit par une nécrose

des celluledirectement en contact avec le nématode (céhitleymiquescorticales ou du
protoxyleme) ou en contact avec les cellules géantes.r@ess péabablement associéela a

synthese de ligres de callose la production de phytoalexirdes protéines de déferdetype

PR (pathogenesisrelgted d 6 i daelpriddased/ozreude chitinas@guvent bloger et tuer le

nématode au coudg sa migration ou de son développement seloddeatdés interviennent.
Cependantendabsence de ,defRlavenl? ddsincogeitelvent érd bioguses

auni veau de | dapex raci nairrlesjeuwhestissus vasculandzu ne i n
des plants de luzerneigtantsL 6 e x p ®r i e n eté&Velbte(19%9% nols measgigne aussi

sur le réle relatif de léaction hypersensible dan®sistance de tomates porteuses duMjene

M. incognitaen inhibant partiellement dgnthese protéique de racines de tmmavec du
cycloh&imide ceuxci sont parvenusi@hiber la réaction hypersensible visible chez des plants de
tomaes résistantsans pour autamthiber totalement la croissance racinaire (ni lati@nndas

galles chez des plardensibles). Cette &p i enc e a montr® quden I
hypesensible les plantgsistants le demeurajelets larves quittant les racinesesgeur
pénétration. Ceci notegppelle que la réaction hypersensible définie par la nécrose cellulaire rapide
nodest utjsubpuml @mMent ai re dont di sposent | es pl a
dépendainsique ddaut,d@sne aedc o 0 mane plgsdondareentdlal Enfimm t h o g
deslarves quittant les racines aprés leur pénétration onét@usksees pour des variétés

résistantes de luzerf]

12
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| 2.2 Les espéces du genReunus

LesPrunusomprennenlies especdriitieresa noyau: les prunierdes abricotierdes péchers
lesamamliers et les cerisipgsont | es f r uicbnsommés a traveasiteangrniie s o n
fraig séchés ou transformés. Les productions mes@iahuelles de péclpFanesabricots

cerises et amandes pour 2003 sont réesuméesTbisde 4]

Tableau 1: Production mondiale (en tonnes) et répartition géographique de fruits issus dé3unus

compar ®es aux productions de pomnd® et poires pour | ¢
Monde  Europe  Amérique du Nord et  Amérigue du Asie Afrique
Centrale Sud
Péche & nectarine | 14 787 539 4 170 243 1649793 821292 7359768 687117
Prune 10109515 3448206 202722 373130 5269051 190256
Abricot 25291359 739726 92129 47 465 1276638 348 801
Cerise 1872436 933967 223 466 41023 652 600 8931
Cerise acide 1054894 733693 107 899 - 213300 -
Amande 1679444 366 709 741 500 0 380 389517 152 638
Pomme 57967 289 16 248 526 4050045 3267212 30534305 1576 809
Poire 17191205 3421750 824 630 833274 11290265 581320

2.2.1Classification et origines du geiieinus

Le genrd’runuappatient a la soufamille des Prunoideé@€gure 4 parmi laguelle il constitue le
groupe principal et léys diversifié avec prés de dSpeced es Amygdaloideae appartiennent a
la famile desRosacées ~° | 6 ordre des Rosal es.

Dans la classification de Rheder (18#0enrd’runuest divisé en cingq segenres :

- Amydalus : cehgi comprend des espedgsloides le pécherP. persich 6 a mamh di er |
dulcjset des especemusaged?( davidiara mirp;

- Prunophora: celuici comprenant le groupe des pruniessaploides Rdomestida.
insititig)tétraploidesR. spingsau diploidesR. cerasifdPasalicinaet celui des abricotiers
(P. armeniaPa mume. brignting,;

- Cerasus : il regroupe les merigiera\iujret les cerisierB.(ceradus

- Laurocerasus et Padus : ces -genges compnnent des espéces sauvages et

ornementales.

13
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Espéce Section Sous-genre Genre Famille Ordre
Prunocerasus
(Ameérnque)
P. cerasifera Ehy___ EUpronus P hora ——
(Eurasie) funophora
Armeniaca — Prumis — Amygdaloidae
(Prunoidae)
Amygdalus — Maloidae Rosaceae
} Rosales
Rosoidae Ulmaceae Eurosids T
Cerasus — ete. ete. Fabales
Padus — efc.
Lavrocerasus —

Figure 4: Classification du prunier myrobolan @ cerasifery du genre Prunuset,d d apr s R@bher (195

2.2.2Données génétiques et moléculaires

Les especes du geRrenuforment ure série polyploide de 2n =16 &=648 dandaquelle tous
les niveaux intermédiaires de ploidie sont représentés notamnienesp@sesatériel utiiees
comme portgreffe[12] Legénome diploide egllativement petit. ChezpécherP. persicd a

été estimé a 230 méga de [&e

Les péchers et certaines®ari®s de pruni ers et pméeeneldtands | er
gue | 0,hmarceéiresi er do uptunierdifotaninant le prumisr myrebolan®t ® s
sont autostériles panto incompatibilit§amétophytiqueu parfoiparstérilitém©!l e. L d e x i st
de nombreux croisemeritderspecifiquea at ur el s ai n s ide lg plgartldésh ®t ®r
esp ces ont permis | e mainti espécesdansleursiégiomo r t a
ddorigine. L 6 h y b r prodlut parfoigde maméreespostan@eartout éntfeu e s e
espéeces appartenant au mémegais r e . C 0 exantple des péchars et ges amandiers
(sousgenreAmygdalusu des différentes espéceprdaiers (sougenrePrunophgrd.ayne and
Shermanl9% ) . LOi s ol e meriginel dgs@epgaesa(potammenteentre péchers et
amandi er s) et | 6 ® périedeso de rfleraisern selon ries tegpéces| (casddess
Prunophora) expliquent probablemeri abs ence de b aspécifiguedazisag ®n ®t i
la fertilité de certains hybrigéks.

14
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| 2.3 Les génes de résistance
2.3.1Introduction

Pour lutter contre les défis constants des agents pathleggulastes ont développé un systeme
sophistiqué de défense a deux coudhaes lequel les protéines codées par les genes de résistance
aux maladies (R) permettent de détecter les signaux d'invasion des agents pathogenes et d'obteni

des réponses de défense.

Plus de 140 genes R ont étéctanaés a partir de différentes plantes a flaurd al., 2007 ;
Yang et al., 2018 qui confere une résistance a un large éventail d'agents payhogapes

les bactériekes champignonkes oomyceétekes virus et les nématodéd]

2.3.2Les NB&RR

La grande majorité des génes de résistance identifiés appartiennent a la fdonuléotids

Binding SiteLeucineRich RepedfBSLRR). Une étude récente du génainé A . erhal i an
dénombre environ 1485chez cette planteéépartis approximativement en 93 TNLs et 50 CNLs

Au niveau du génomees genes se répartisggmtéralement en cluster pouvamhporter de
nombrewges copies en tandem® me  srouveladss des ¢opies isolBasicturellementes

géenes ont en commun de posséder un domaine NB&igspécifiquemenNB-ARC) capable

de fixer ¢éDAd®hy d®omlbyn $Mi-Retl?), etwnr donkhieed RRyposdénts

des résidus hypervariatdesnpliqués dans la spécifidis interaction® @ine maniére générale
lesNBSLRR sont classés en deux familles structurellemi@mttelsselon la nature de leur

extrémité Nterminale :

- LesTNL (TIR-NBSLRR) possédant un domaingdxminal TIR ;

- LesCNL (coiled coiNBSLRR) possédant une structure de type emiiédou CC
structure en épingle swggoulée) a leur extrémitédtminale. A cette derniére famille
sont classiquement rattachés les FRONBSLRR » pour lesquels une structure de type

coiledcoil en position Nerminale ne peut étre véritablement définie.

2.3.2.1Le domaine NBS (ou-RBRC)

Ce domaine est souvent présent dans des protéineaativitelnécessite la fixattdATP ou

de GTRtdles que les ATP synthases ou les facteurs d'élongation (GTPase).

Le motif NBS (320 résidus environ) se carsetgar la présence d'un domkinase aussi appelé
P-loop (pour phosphateinding log), d'un domaine hydrophobe (skquene GLPL, GNLPL
ou SSNLPL) [15F des domaines kinase 2 et 3a

15
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Le motif kinase 2 est supposé lier un ion métalliguen®tgessaire au tedart duphosphore
tandis que le motif kinase 3a interagiraitav | a base purique de | 06ATP.

ChezA. thalianals définissent au total 8 motifinservés dans le domaine NBEdee ns e mb | e d

genes de résistance du génome

2.3.2.2L.e domaine LRR

- s s 7

I'indique ces domaies sont riches en leucine ou aerires acides aminés hydrophobes et

contiennent également désidus proline et asparagiggulierement espaces

Deux typesde motifs LRR ont été décritsLes LRR extra cytoplasmiquegt lesLRR

cytoplasmiques

Les motifs LRR retrouvés a la fois dans le xégdtal et animal sont souventliqués dans les
interactions protéifgrotéine lls interviennent par exemple daas Inéractions enzyme
inhibiteur (RNAse et inhibiteur de RNAselans la fixatio d'hormones sur des récepteurs

transmembranaires ou dans la cascade de transduction d'un signal.

Des motifs LRR des genes de résistance dessant parfois décrits comatypiques ou peu

conserv§l6]

2.3.2.3Le domaine TIR

Chez les plantesce domaine est vu comme un module signalisation capable
doh®t ®r odi m®r i sati on d aia ses dbmanesitrast comserds i on s
dd homodi mdre dediaasoni aven des proddésves des pathogenda seslomaines
variables. Ce domaine pourrait donc servir auenaenit de protéines adaptatrmesffectrices
porteuses TIRSIlupourrdit@uss intareenir sur la spécificité de la résisidmoe

comme dans le cas @dleles du genedu lin différenci@niquement par leurs domesiTIR et

fonctionnelsvigsvi s doi sol ats di ff ®r ent s

Enfin,un contr t | eivith dugdaniaim TIR semblel eRistec ten effeb e x pr es s i c
hétérologue de différents alleles du behe, L6, L10) du lin chez le tabaarentré outre un
ph®notype de type ¢ gainLbadeel exptessalld®ndaddsn
compl et associ [Rl6trohquécapréslles poamiers modand du NBSe(et donc
essentiellement salomaine TIR) conférait aussi phénotyp a « gain de fonctiofil®]

Loexpr e #aire do domaimredld & | [6l@dad agrdingltration de feuilles de tabac a

ensuié montré que cetai induisaitine forte réaction de mort celluldigg
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HBS: ATP hydrotysis and
refease of the signaling potential

W-terminal LRR platform:
signaling parinars imohied
in the modulation of acfivation

C-terminal LRR platform:
interaction platform for upstream activator

Interaction platform for
downstream signaling partners \

NouvB s/

el el

CCorTIR MBS LRR=LRR LRR LRR

Figure 5: schéma récapituatif du réle de chaque domaine

2.3.3Lesgénes de résistae chez ledPrunus

Parmies nombreuses variétés existantagin de ce gendes espéecessistantes aux nématodes
ont déja pu étre observédsd a b o le plan phémotypiqupuis par cartographét enfin par
découverte des genes de résistance. Certainsffyéneane protection contre tous les types de
nématodes a gall®é. (ncognjt@renariat javanig@omme le gene Migcavertechez le prunier

myrobolan®. cerasifetandis ue ddautr es of $tanaeplus restreintsepgeec t r e

RMja que | dlodamandiver c Ak g e nMareadargtMjavanici géne n t
RMia quanta luiempéche les infections parincaogtaetM. arenaridous ces genes de résistance
sont des genes domingiig]. Letableal? montre le spectide résistance des trois genedez

les trois espéces Prunus

Tableau?2 :Spectre de résistnce auxMeloidogynedes sourcesPrunusdu projet et des trois génes majeurs

correspondants et spectre attendu par-v @iye séistatdiR g e
S sensible[20]

Porte-greffe M. arenaria M. incognita M. javanica M. floridensis

Pécher, amandier ou prunier
communs S S S S

Sources de résistance

Prunier myrobolan

P.2175 <« R R wma R R
Pécher

Nemared 4_R RMia R;, RIS S
Amandier

Alnem1 R S R ]

Alnem88 «— 7 —»> <+  RMja —»

Hybride 3-voies

P2175x = [T ITC ittt bttt
Alnem x Nemared [ RMia [ R’“Ja il

17

co

dan s



Matériel et

Méthodes




| 3.1 Matériels
3.1.1Matérielvégétal

Au cours de ce stage nous avons utilisé plusieurs datfiéyésbolanpécherAbricotieret

Matériel et méthod i EEGTIE

d 0 A ma lresl dewx tableasuivantsistentces variétés

Tableau3: Liste des variétégde la collection Prunus utilisés pour étudier lepolymorphisme dugéne Ma.

CodeINRA Espéce Nom variété
B29 armeniaca Yalta

B17 cerasifera Pissardi 163.3
P2032 cerasifera Myrabi

P2828 cerasifera Myro Iran Rouge
P3172 pumila Myruni

S2535 persica Chulla Nam Do
P2980 cerasifera Myrotop®

P1090 cerasifera Myrocal®

Al1236 armeniaca Manicot

B29 armeniaca Yalta

P3170 tomentosa Weito T6

P3871 cerasifera x persi( Krymsk 86

B11 americana P americandl4 9
B24 subcordata Prunussubcordatd
GF31 cerasifera x salicil GF31

P2037 besseyi Semis de P besseyi
P1908 davidiana Prunusdavidiana n°4
B10 davidiana Prunusdavidian&
B13 cerasifera Korolkowii 1059
P16 cerasifera P165

P34 cerasifera P3416

P855 cerasifera Castelmarn

P1079 cerasifera Myro poupre

P1090 cerasifera Myrocal®

P1254 cerasifera P1254

P2175 cerasifera Myro P2175

P2550 cerasifera Myro purpusi
P2646 cerasifera Myro Magda Jensen
pP2792 cerasifera Purpurovaya

P2823 cerasifera Myro Iran n°3
P2825 cerasira Myro Iran gros fruits
P2826 cerasifera Myro Iran Sarde
P2924 cerasifera Purpurovaya FL (2x)
P2932 cerasifera Altos

P2933 cerasifera KablechkovePF
P2935 cerasifera Myro pg péche2
P2980 cerasifera Myrotop®
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CodelINRA Espece Nom variété
P2934 cerasifera Myro pg péchet
P2®8B5 cerasifera Myro pg arv/
P3206 cerasifera Sogdijskaja
P3439 cerasifera Mykla
P3440 cerasifera MYVS 1
P3443 cerasifera Adara
P3615 cerasifera Hamyra
P3668 cerasifera Myro compatible cerisi
P3862 cerasifera Myrobolan 29C
P3890 cerasifera (P2175xP934)29
P3891 cerasifera Myro de Lesdain(P500
J23 salicina Ozark premier
J114 salicina Toka
J222 salicina Fabre
J265 simonii P. simonii °15
B18 cerasifera pissardiLlO5 14
P18 cerasifera Myrobolan B
P1993 cerasifera Myro 4001
Tableau 4: Liste desvariétés de Prunuy e s ®quenc®es (NGS il | uéndedale et anae
polymorphisme du géneMa
Espece Nom Usuel Variété
Prunus cerasifera Myrobolan P1079
Prunus cerasifera Myrobolan P2175
Prunus armeniaca Abricotier Bergeron
Prunus persica Pécher Rubira
Prunus persica Pécher Pamir
Prunus persica Pécher Montclar
Prunus persica Pécher Nemared
Prunus persica Pécher zephir
Prunus persica Pécher Summergrand
Prunus persica Pécher Malokonare
Prunus persica Pécher Pleureur
Prunus dulcis Amandier Lauranne
Prunus dulcis Amandier Dorée
Prunus dulcis Amandier Ferrastar
Prunus dulcis Amandier Princese
Prunus dulcis Amandier A la Dame
Prunus dulcis Amandier Pointue d'Aureille
P,Fenzliana*P,bucharica. Amandieisauvag¢ P,Fenzliana*P,buchari
Prunus webbii Amandier sauva¢ Prunus webbii
Prunus bucharica Amandier sauva¢ Prunus bucharica
Prunus kuramica Amandier sauva¢ Prunus kuramica
Prunus dulcis Amandier Alnem
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3.1.2 Appareilsutilisés

Les appareils utilisésnulant notre travail sont les suivantes :

LaCentrifugeuseu ni veau de | 6dextraction de | 68ADN
Le Thermocycleupour la PCR

LeVortexpour | 6homog®n®i sation des r®actifs
La Thermoesoudeusafin de bien sellé la plaque pour éviter la vaporisation desisoluti

au niveau du thermocycleur a cdesdempératurégeve.

Lesmicropipettesnulticanaux électronique.

| 3.2 Méthodes

3.2.1Partiemoléculaire

3.2.1.1Extraction5 Q! 5 b
Le protocoleutilisé esk extraction d’ADN en plaque 96 puits » de Christelle Troadec UMR INRA

1165 CNRS 8114JEVE ; protocole inspiré du Dneasy kit de Quiyeir annexB.L 6 ADN e st
extrait a partides feuilles.

3.2.1.2PCR
La réaction de PCR

Dans une plaqueCR nous mélangeonisans chaque puit

T
T
T
1
1
1
1

ADN 20 |

Mélange de dNTP 4mM TEQ |

Amor ces  22Q0 d@iow 02Q | reverse
Tag polyméraseldpul 0,050 |

Tampon 5x de la Taq polymérase buftgt 3

MgClI2 25mM 0,90 |

H20 70 |

Lecycle PCR utilisé est le suivant

Une étape de dénaturation a 94°C pendant 30 secondes.

Un e ®tybridation defidant 30 secondlesune t emp®r ature dbann
selon les amorces variant entre 55°C €t 63°

Une ®t ape adZ@déndantgaseconales.

Ce cycle est répétefdis.
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3213 yFfe8aS RS Q! 5b LI NJ St SOGNRPLIK2NEBAS
Les acides nucléiques sont des madéodes polyanioniques uniformémehargéesnous

pouvons donc les faire migrer glan chamglectrique.

Les échartil ons d& ADN s o gl du voi@ne dentamparert et amigrdiob est
ensuite effectuée a 2&fts 200 mA.

Aprésmigratiod a vi sual i sat i onalapeésehcg duBHRT gsiestaid@a | i s e ¢
fluorescent. Eerffet onimmergde gel dans un bain de BET pendant quelgue minute (IDmin)

fait de la planéitde sa structurée BET possedéa propriétéd e s der entreeles paares de

bases des acides nuciéggou sa fluorescence dans le visible est exaltée. Efleckst par

excitation souslumination par UV courts (ve880nm) en placant le gel sur le transilluminateur

LOADN col or ® fluavescernrcee ai ns i une

321.4{ SljdzSy et 3S RS& FN}X3IYSyilia RQ!5D

Aprés vérification sur gédsproduits dePCR sontenvoyésa la firme privée MWG pour le

séquencages Sangergond
Paired-End Reads Alignment to the Reference Sequence
e — ] |
_
—_—T]
—_—
2nce I | I
-
3.2.1.5Génotypage par marqueur kasp®
La chimie KASPar permet de réaliser du génotypage SNPleesimp EIl | e repose s
ddbassays comprenant 3 amorces ; 2 ®tant all

spécifigue de chaque alléle est alors couplée a une émission de fluorescence particuliere. La
fluorescence est déteetpard a p p a r e i de la doeiétd Perkint Hinterde via un protocole de
|l ecture en point final, p er mde go@aoleestdbt@iec q u ®r |

dand 0 a nanmexed). (
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3.2.2 Analysédio-informatique
L 6 a n a | éuyseacessdtiaite ensplusieurs étapes en utiligdusieurs sourcee donnéest

Matériel et méthod i EEGTIE

des logiciels de binformatiquelL.e schéma qui suit illustre ces étapes.

raction @D Plateforme
Xlﬁ;/'ngFL MGX Montpellier DRGenome Database Fgr
NAGFCRG Barcelgné Rosaceag
Y z
Mumina2500 GénomeReference
ReadFichieFastq  (Fasta
Génome Pécherd/
| Génome réference)
Pécher ¥/ Ma R Bac MaR(Myrobolan) INRA
q (Fasta Antibe
Script Alignement
des reads
sur les genomes de Génome référence. :
références Pécher 2 Alnem BacRmja
BowtieLinux »  AlnemAmandie)
(Fast3 INRACNRG
Toulouse
N INRA GAF
A4 %
Variété amandier Variété myrobolan
Fichiers BAM triés Fichiers BAM triés
[
v
séquences consensus de la Région gene M.
(9-10kb)
Fichier Fasta
L
CL@inux
A 4
A 4
Fichiers @lignement
Arbres phylogéniques
FichiersCLC
Figure 6: Di agramme do®t apes dbéanalyse des s®q
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3.2.2.1Intégration des séquences issues de banque bac dans le génome de

référence
Les séquences deas 76H19 et 40K9 téléchargissite welNCBI (figure 7§ et celle du bac

Alnem obtenue du CNRGV Toulousat été substitugans le génome d&férenc@écher.

On applige le mémeprincipe sur cestiacsen créantauslinux deséquences patcton blaste
d 0 a bedacdur le génome de référpéobe/2 (téléchargde GDR: Genome Database for
Rosaceag)n détecte tepositionsle débuetdefin du BAC surd référence V2 ehsuiteon au

niveau de ceéntervalle, on enleve la séquence V2 etsenda séquenadu bac figure §.

= NCBl Resources(~] How To [+ Sign in to NCB

:'-jNCB] Nucleotide v ]| | w

National Center for
Biotechnology Information

NCBI Home Welcome to NCBI
Resource List (A-Z)

Popular Resources

The Matienal Center for Biotechnelogy Information advances science and health by PubMed

A P ees providing access to biomedical and genomic information Bookshelf
Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News & Blog PubMed Central
Data & Software PubMed Health
DNA & RNA Submit Download Learn BLAST
Domains & Structures Deposit data or Transfer NCBI data to Find help documents, Mucleotide
Genes & Expression rJnan:Jscripts into NCBI your computer attend a clasls or Gename
watch a tutorial SNP
Genetics & Medicine
Genomes & Maps Gene
Protein
Homelogy
. PubChem
Literature
Proteins
Sequence Analysis Develop Analyze Research NCBI News & Blog
Taxonomy Use NCBI APIs and Identify an NCBI toal Explore NCBI ClinVar Allele-Based Summaries Now
Training & Tutorials code libraries to build for your data analysis research and #wvailable for FTP Download I
. applications task collaborative projects ) . . e
Variation ClinVar, NCBI's archive of submitted

as=nciatione hatwaan alleles in tha

New on YouTube: Automate PubMed
Searches & Save Citation Collections

Figure 7 : Interface de site NCBI
Génome de
référence
pécher V2 / \

Bac 76H19 _
Bac 40K9
Bac Alnem _ ] |

Nouveau
cone I [

Figure8&s c h®ma e x pl i cafion duwbac dahe le dédomende @fErence
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3.2.2.2Alignement des séquences NGS illumina sur les nouvelles références

Lo6al i gességeences NGS illumina sundeiveaux génomesréférence skit a partir

de programmes soliisux dontles scriptsont détdlies en annexaudinux (annexe )3

3.2.2.30btention des séquences consensus du gene Ma (IGV)
Afin de faire la compasan des séquences du géne Ma deupnsextraire ces séquences

d 01 nCe®@rest fadn utilisante logiciel IGM ar e x t r a auénceconsedsdsugni est s ® q

alignée sur le géne Ma de la nouvelle séquence de référence.

Ensuite sous linuxous utilisons le logiciel IGV et nous mettons regtgeiencde référence et
par la suite nous alignons reesds

On repére la zone qui encadreclgegMa et on extrait notre séquence consensusl(igure

Prupe20 patch_76H... «

Ppo7 » |Pp07:10,353,400-10,353,910 Go B 4 @0 x 2 | e [+

[ 1 = }

511 bp

20 by 10 353 500 bp 10353 600 bp 10 353 700 bp 10 353 400 bp 10 353 900
| | | | | | | | | | |

P1079_cutad 3 al20 va Pp20] |
300wk sorted bam Covarage |

i
I 1079 cuta d_p3 ql20 vs Pp20 76H19 01 ext.sorted.bam

Rename Track...
Copy read details to clipboard

Group alignments by 3
Sort alignments by »
Color alignments by b

Re-pack alignments
) # Shade base by quality

¥ Show mismatched bases

F1079_cutad p3 ol20_vs_Pp20, [ Show all bases

5.01_ext seeted barm
| View as pairs
1 Go to mate
View mate region in split screen
[ Set insert size options ...
Collapsed
* Expanded
Squished
Select by name...
Clear selections

Copy read sequence

Blat read sequence
I]Fly consensus sequence

N1 HRNEERTRMIVSRRETECLONE TRECRIRCCTATICADL AR TEMSEERSROIECR IS N U g o o i plot TR0 CANTRVIRANY TETET EOONDAORT

BE T

Hide Track

£

S aqanca

Figure 9: obtention du séquence consensus
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3.2.2.4Alignement des séquences consensus
Léal i gnement dsse kiagee lgina ELE ercsoivarst Empesuvantes

- Importerdesséquences consensus sous &1 iquant sur file import puis standard
import figurel0

Gx CLE Genomics Workbench 14¢
Eile| Edit Wiew Download Toolbox Workspace Help
= show Ctrl-0
E Mew D Unda Reda Cut Copy Faste Delete
Close Tab bl : .
Close Tab Group _ iImporter une
Close All Other Tabs e K4
- o H nouvelle séquence
3 cClose All Tabs Ctrl-M s :
Save Ctrl-g
Sawe As,,, Ctri4+-Maj-s
& Import » Standard ler—@ Ctrl-l
EX Export... ctrl-E EE Tracks...
Export with Dependent Elements... g Roche 454...
Export Graphics... Ctrl-G = llurnina...
Location ¥ i FacBio...
43 Page Setup... = soLiD...
Print... Ctrl-p = Fasta Read Files...
S| Enit ctrl-o = Sanger...
ST PELTIET JANYriermerii_Lree g lon Torrent...
i£E bakour alignment o
bricotl alignment £ (0 Syt eing
LMEM -RC alignment B2 sanM/BAM Mapping Files...
iEE R190 translations alignment || 25 Import Metadata...

ic: £
] i | |>|_|§;
|

Q- [=enter search term

Figure 10: importation des séquences

- Aller | a barre dooutil et cl i g wssraligsement t oo |
and trees et enficreate alignement pw8lectionneles séquences dont on veut faire
| 6al i @iguelhe nt

Gx CLC/Genomics Workbench 10.0:1
File Edit View Download Ioo\bUH| workspace Help
I::_> E_ é @ #7 Launch Ctri+MaiT |
Show New Save Impart Export lay Classical Sequence Analysis b L Alignments and Trees » HE Create Alignment., CrHMa-A
Navigation Area [& Molecular Biology Tools ¥ [ General Sequence fnzlysis b i[Z [oin Alignments...
B O [Z BLAST ¥ LA Hucleotide Analysis ¥ B Create Painwise Compason...
d =
[ o e | [ MGS Core Tools ¥ 7 Protein Analysis ¥ £ K-mer Based Tree Const
=t rubira [ Track Tools 3 @BNA Structure ¥ Il Create Tree. .,
: pan;l.r i3 Resequencing Analysis J &= Model Testing. ..
zephir
e m:Iokona 2 RNA-Seq Analysis » I Maximum Likelihood Phylogeny..
E e
% wip &= Microarray and Small RMA Analysis ] (=L additional Alignments creation »
[l nemared | E& Epigenomics Analysis 4 ol
# Nemared | o5 pe Novo Sequencing 3 d allgnement
o4
e f&g‘]r:egg Workflows 4
®¢ mantclar-f e Legacy Tools D
2 pamir-RC
®t Nermared -RC
# £ aling

iEE pecher alignement

1z: pecher alignement_tree
iEE bakour alignment

iEE abricotl alignment

iEE ALNEM -RC alignment
iEE R190 translations alignment |

Gx

4 i | N
O + Pr— [ & ¢

Figure 11: alignement des séquences

Si les séquences ne sont pas dans le méme sens il fautnfdire dvad al i gne ment
compl ®mentaire de | a s®quencd?d.afin ddavoir u

26



Gx

File Edit View Download Ioo\box|workspace Help
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CLC Genomics Workhench 10:0:1

¢7 Launch

EJEJEN N

CtrlHMaT |

Lo Classical Sequence Analysis
[& Moleculzar Biology Tools

f2 BLasT

3 MGS Core Tools

[ Track Tools

it Resequencing Analysis

2 RMA-Seq Analysis

Show New Save Import Export
Mavigation Area

W BB O
R mantear |
%% rubira

G parmir

% zephir

% malokona
R wfp

[=] nemared
=L Memnared
R gummerg
%% rubira-RC
% montclar-

[ Epiganomics Analysis
De Move Seguencing
Workflows

& Legacy Tools

= Microarray and Small RHA Analysis »

¥ (= plignments and Trees ]
» @ General Sequence Analysis ¥
¥ LA Hucleotide Anzlysis 4
¥ [ Protein Analysis »
» [ RMA Structure »
» <

3 £ Reverse Sequence. ..

Wol

A Translate to Protein... CtrlMai-P
A Conwert DHA to RMA..,
W Corwert RMA o DNA..,

Reverse Complement Seguence..,

%4 Find Open Reading Frames...

G pamir-RC
% Memnared -RC
¢ k7 aling
iZE pecher alignement
pecher alignement_tree
bakour alignment
abricotl alignment
ALMEM -RC alignment
R180 translations alignment

Figure 12: création de séquence reverse

3.2.2.5LQrbre phylogénétique

L a
résume les étapese

on de
cr ®at

cr ®at i

File Edit View Download Workspace Help

| 6 ar bdesesguenbey &ligngé® achégna qui suite f ai t

ion de | darbre par CLC.

CLC Genomics Workbench 10.0.1

[zl nemared | (@ Epigenomics Analysis
%% Nemared | &3 pe Novo Sequencing
R summergr
% rubira-RC
% montclarf © \°
2% pamir-RC
% Nemared -RC

¢ E2 aling
iZ% pecher alignement

<& pecher alignement _tree

bakour alignment

abricotl alignment

ALNEM -RC alignment

R190 translations alignment | |

I L 1 T

B G S Bt e
Show New fonor w.J-Q‘Q“ﬁFﬂS‘!W!‘W!& "! I Slignments and Trees ¥ iZE Create Alignment... Ctri+Maj-A
Navigation Area {@ Molecular Biology Tools )| ‘.,\ General Sequence Analysis | % Join Alignments...
b By O f2 BLAST »| R Nucleotide Analysis » B8 Create Pairwise Comparison...
[ —ThOTCTaT T i NGS Core Tools b: & Protein Analysis » & K-mer Based Tree Construction...
%6 rubira | fal Track Tools »| £ RNA Structure ) .@
:c‘ s:;;nr:; b3 Resequencing Analysis b Model Testing...
%¢ malokonal - ¥ BNA-Seq Analysis » /2: Maximum Likelihood Phylogeny...
¢ wip i Microarray and Small RNA Analysis » f Additional Alignments N

création d'arbre phylagénétique

»
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Select alignments of same type
Navigation Area
r TeE TTE STENT L& e arie=mrurg
¥ k& chaima m
iEE Ma_S alignment alignment selection
== 2] work

1. Select slignments of same
type

7 k=% ma_chaima
= am
=V pe
¥ k& aling =
iE% pecher alignement

MNEM -RC alignment

S0 translations alignment
025 alignment alignment alignn=| |
a_R alignment-1

NEM alignment alignment

a_R alignment

a_R alignment-2

07 selection selection alignmer
a_R align |
a alnem bac lauranne-amandier|
a alnem bac lauranne-amandier|
a aln

Q- [<enter search term=

[]Batch

Selected elements (1)
fEE SNP ma alnerm prupe pech abri m...
]
[ Chet > ; | cancel |

Lreate Iree

Tree Construction
1. Select alignments of same
type

2. Tree Construction

Tree construction
Tree construction method MNeighbor Joining |v

Nucleotide distance measure |Jukes-Cantor Iv

Bootstrapping
[¥] Perform bootstrap analysis

Replicates :1 00

EEEEAY

Figure 13: les étapes de création d'arbre phylogénétique so@4.C

3.2.2.6Recherche des SNP spécifique et recherche de marquetir Kasp

Pourlar echerche de SNP

sp®ci fique il

repgren f a i

SNP qui différencilkes individus sensibles des individus résidbantsnotre projet ora utilise

le prgrammeCLC.

1 Aprés avoirepérere SNP il faut dessineneamorceavec.l y a plusieurs outils qui
permettent de faire cette étgpamer3 ou primer Blgst

91 AvecPrimer blaston définit différents parametres.

- Taille des produits d'amplification : le plus petit possible45pbmax :100pb

optimal :45p
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- Tm->min :53°Cmax :77°C (le plus souvent les amorces sont définies entre 57
62°C).

- Taille deamorces 25 basemin :20max :32 (sans compter les extensions)

- Max SelfComplementarityflax 3' Self Complementarity: 3
1 Imposerledagnd e | 0 aéuifiquee @ u 15 p ppredeeSINBUe salerniere base.
1 Une fois les amorces dessing&utvérifierla spécificité demorces KaspparBlast sur

le génome deférence péchesurGDR.
T Choisir | e duo ddamor ce | dessipdesupgrimerBlagtc i f i qu
(r

et éviter que leoefficient deself complémearity soits u p ®r i eur es ~ 5
hybridation de | damorce)

Enter accession, gi, or FASTA sequence 1) & Cleas Range
CCGEOCTATCTEEAAGT TGAAGCAMGAAGAAALT TAAGATE TAGT TGTAA -
e ” ¥ From To
Forward primer —
Reverse primer
Or, upload FASTA file Choisissez un fichier | Aucun fichier choisi
Pnmer Parameters
Use my own forward primer GATGTTAACCTGCCCTTCTAACTG 3 lear
(5'>3" on plus strand) e
Use my own reverse primer 4 Clear
(5'>3" on minus strand) =T
Min Max
PCR product size 145 100
# of primers 1o return 10
Min Opt Max Max Te differance
Primer melting temperatures 55 60.0 65
(Tm)
Exon/intron selection A refseq MRNA sequence as PCR template input is requirad for options in the section 43
Exon junction span No preference vl g
Exon junction match Exonat5' side Exonatd side
7 4
Minima A5E ) ) 3 1o at | jur 2
Intron inclusion Primer pair must be separated by at least one intron on the comasponding genomic DNA &
Intron length range Mir Max
1000 1000000
Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow
Pnmer Pair Specificity Checking Parameters
Specificity check Enable search for primer pairs specific 1o the intended PCR tampiate &)

Figure 14: lancer Primer Blast
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Résultats et Discussi(i GG

| 4.1 Analye des séquences

4.1.1Rappel des données acquises
La s®quence et | dannot at i onontété publiéepaeChMdrze du c |

et al (2011) aint étéenregistréed ans | a base de donn®es de NCB
résistant deAL75aété séqueneé partir du B ME&sensibléclP2l7=de | 6al |
séquenceé a partir du BAC Q0Ke géne Ma a été identifié par clopagjéonnel parmin cluster

de génes, comme le géne responsable de la résistance aux nématode. leedetigusdopaence

transcrite de ce gene a permis de positionner la position des exons et des introns dans le géne et d
définir la structure du gene comme un étagenale la famille NBS LRR.

En Dblastant ce géne sur legénome de référence du Pécher V2
(https://lwww.rosaceae.org/species/prunus_persica/genome_v2.0.@lpusoir que le géne
PRUPE G7. 6500 du p°cher ®tait | 6orthologue
gene Ma, avec 9 exons et 8 introns mais il a perdu sa fonctioh demésie . Lodall | e s
P2175 a également la méme struqturee  IréSistdntiMa.l e

La structure de cealleles est représéa dans ligurel6, avec le nombre de nucléotide présent
dans chaque domaine. Dans le tabl@ala position suelscaffold 7 du génome de référence
pécheN2, des introns et exons de PRUPE G7.6500 est indiquée.

TIR NBS LRR PL1 PL2 PL3 PL4 PLS
8
TIR NBS LRR PL1 PL2 PL3 PL4 PLS

2
9

Figure 15: structure des alleles Ma et Prupe G7. 6500
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4.1.20btention de nouvelles séquences de gene orthologue Ma a
partir des séquences NGS disponibles

Des données de séquencage ont été obtenues par séquencage NGS lllumina de variétés de prunie
myrobol an, ddabr i c ot (taeleas4Elled amttgpatigndessur legénontkd a ma

der ®f ®r en c e @nencehasec leswariétésldépedigicette référence donne de bons

r®sul tats car cbest |l a m°me esp ce. Par cont
amandier sur | a r®f ®r ence p°cher esgenremoi ns
Prunus sondifféerenteet seul ement 60 ° 70% des reads ont
s6int®resse " | a r®gi on dwsengubsiiteantdans cettemégian cr ®

la séquence pécher par les séquea@&BACRelled e | r@sistaiMa tlueBAC76H19 celle

del 6all | e semMKOkdleddMaaldu | BA®rthol ogue de M
correspondant au gene RMja. Ces 3 nouvelles séquences de (rédérerae aussipatch »)

ont été appelées péchtr MaR, pécher VAMaS et péchev2-Alnem.

Dans le tabledt la position des alleles Ma sur ces 3 nouvelleaagéfé=patch)est indiqué

Les «eads» llluminades variétés de pécheséquencéest été alignés sur la séquence pécher
V2, mais lesreads>llluminadey ar i ®t ®s de myrobol an et dbabri

référencepécheV2 MaRetMaSetlesead®e des vari ® ®s ddbédamandi el

s®quence p°cher V2 Al nem. Pesrfobheaers Hdaakft
étévisualiséavec le lagiel IGV avec lg u e | i est possible doextra
| dall | e Ma dans | 0iiongingdiguées Hahsdetablefubni ~ parti
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Tableau 5: Position du géne Ma dans les différents bacs et patch

Résultats et Discussic

source NCBI (cDNA) GDR (sens -)| Blast Ma R sur patch ? Blast Ma R sur patch ? [Blast Ma R sur patch ?

gene Ma Prupe7G065400 patch 76H19 patch 40k9 patch alnem

ma R

début fin |inter |[Début Fin inter |[Début Fin inter [Début Fin Début Fin inter
region 1025102210509515 1025102210 587 147
gene Ma 1/9477/9476] 10389382 |1038109(0 8292
MRNA 1
five_prime UTR 1] 91| 91| 10389382 |10389254 126 10 448 467
exonl (ATG) TIR 92| 521| 521 10389255 |10388732| 523 10407030 10406510 520 10 385 8061038528(0 10448 41110 447 853 558
intronl 613[2636| 2115 1038873110388089 642 0 10 447 85210 447 211 641
exon2 NBS 2728 1108 10388090 103869831107 104043961040328¢1110, 10 383 236$1038212Q0 10447 21010 446 1031 107
intron2 3836 4080] 245 1038698210386739 243 0 10 446 10210 445 859 243
exon3 NL 40814359 279 10386734 10386460 278 1040304310402763 280] 10381 88410381600 10 44585810 445580 278
intron3 4360[ 4499 140 1038645910386318 141 0 10 445 57910 445 440 139
exon4 LRR] 4500[5471] 972 1038631910385351 968 104026241040165Q0 972 10381 46310380490 10 44543910 444 471 968
intron4 5472/5586| 115 10385350 10385249 101 0 10 444 47010 444 368 102
exon5 PL1 5587/ 6264 678 10385248 10384571 677] 1040153710400857 680] 1038041210379730 10444 36710443793 574
intron5 62656368 104 1038457(0 10384431 139 0 10 443 79210 443 693 99
exon6 PL2 6369 7157 789 1038443210383644 788 1040075910399964 791] 10379 64810378850 1044369210442 904 788
intron6 7158 7255 98 1038364310383523 121 0 10 442 90310 442 77Q0 133
exon7 PL3 7256 7894 639 1038352310382944 581| 10 399 86610399220 646] 10378 72410378090 10442 76910 441 840 929
intron7 7895[7989] 95 1038294110382813 128 0 10 441 83910 441 743 96
exon8 PL4 79908613 624 10382814 10382200 614 1039913310398508 625 10378 01310377390 10441 74210 441 128 614
intron8 86148741 128 1038219910381938 261 0 10 441 12710 440 891 236
stop_codon 0 10 440 89010 440 884 2
exon9 PL5 87429477 537 1038193910381403 536| 10398 38110397840 541] 10377 1711037663(Q0 10 440 88710440160 727
three_prime UTR 92799477 198
three prime UTR 92799442 10381090 10 587 147
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4121 Séquences myrobolaf2175 (MA/ma) et P1079 (MA/MA)

P217%st hétérozygote pour le géne Messeden alléle sensible et un alléle résistant, Les deux
séquences de sesdeuxsalléls ont connues puisqudelles ont ®
40K 9. Mais pour vérifier notre méthode, nous avons alignées les reads NGS de P2175 obtenus par
séquencage illumina, sur nos deux références pédiaiRE MasS. (figure 16 La séquerc

consensus obtenu avec IGV correspond bien aux séquences obtenues avec les BAC. Cela confirme
gue le reséquencage NGS illumireateff par la plat®rme MGX de Montpellier est de bonne

qualité.

Les séquences consensus a partir des variétés aloitadiessi été extraites. Sur certaine partie
de | a s®quence Ma, on a pu voir quodi l noy

~

di ff®rente de | desp ce myrobolan, cb6est | ogi

Dans la séquence corsans | es zones o0 Y% santnotéedavec ke symboleu n
N (= inconnu)

Prupe20_patch_76H... v‘ ‘Fp(ﬂ |v‘ ‘F’po? 10,397,840-10,407,030] Go T « @ = v | [E=RERRRIRERANA] AR E
|
9172 bp
392 000 bp 10399 000 bp 10 400 000 bp 10 401 000 bp 10 402 000 bp 10403 000 bp 20 404 000 bp 10 405 000 bp 10 406 000 bp 1040
1 1 1 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1
abricot_vs_Prups20_patch_7en] || 461 ‘ ; ‘| i | | ‘ ) ||‘\
Lot mtmttom coverage ||| pyonpiioin, 0o s i e ettt o i DO QDY 1|11 TS [ 111 LNy
- 18 _Im[ &3 -
1 e ST- L Ey -
- B - 3 o3 -
- g El » e
- m - i
| o 3
sbricot_us_Prupe20_patch_76H - - - — — ) ) -
1_est sorted bam S
B 7 »
- [ ]
- |
H »
-
»
-
= - i
bakour_us_Prupezn_patch_76H] || © &1 ! 'M I 0 |
—esortadbam Covarags 1 1L | NPT Ors v TN N NP | |17 1L ||“HH ‘ e ol . . ” Do, vt il H [l F\’lln. e
TN E B ¥ E B = B
= ]
[} [
bakour_vs_Prupe20_patch_76H: - E = . X
_est.sortedbam =] B = ] ! = -
T B 3 T - 0 LE H B E
-
- B i
]

[ - -
Figure16: al i gnement des aréremtepéotiel dAHID c ot sur |

La s®quence doéun autr e c lé#analysabom a pyidertiflerddsa n  r
séquences des deux alléles présents qui sorrasbezon a représenté sur le méme arbre
phyl og®ni que, | es deux myrobol aBergerdanl 75 ( Ma _R
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# bergeron-RC

[ Ma_ R
1079-all selection-RC

= 1079-al2 selection-RC

® M3 5

Figure 17 Arbre phylogénique Ma pour lesvariétés abricot et myrobolan

Tableau 6: % identité de la séquence (partisupérieurd et différence de nomie de bases (partie
inférieure)

1 2 3 4 5
1079-all selection-RC 98 51| 8983 9393 91,52

1079-al2 selection-RC 99.47| 93,70 91,47
Ma_R-trim l 93,90| 91,51

Ma_S s68] 589| 570
780| 784| 781 1194H

Déapr s | es r ®sdePlo78estproclel@dt evlau eRs  IcbeededPIOTPeo g i g u

esthomozygoteésistant. Donity aunev a r i a b ialléleR sAns geadre gasidtafice.

Wl ra) =

el

bergeron-RC

Il'yaun % identité d83.906d e | 6 a lalv elce | Maa MR _Sdtl ed asl el n sl ps| Ma _ R
procheque Ma_Sd ealldledabricch vec respectivement ,.Pdrant51 % e
Loatdbriecot n Gémistagneer t e pas | a

4.1.2.2Séquences pécher

Huit variété de pécher ont été reséqcées et alignées sur la référence V2 du pécher. Sous IGV,
une ségence consensus a été extraite a partir des positions connues du gene PRUPE G7.6500 sur
le scaffold 7 de la référescitde la positiod0381403 a 1389382 {ablealb)
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® rubira

{ pamir
montclar

Memared

zephir

summergrand

malokonare

wfp

Figure 18: Arbre phylogénique Ma pour les variétéspécher((UPGMA, Distance JukesCantor)

Tableau 7: % identité de la séquence et différence de nombre de bases pour les pé&cher

montclar
pamir
zephir

wfp
malokonare
rubira

Memared

summergrand

Il'y atrés peu de différergentre les variétéesséquencées alewvariétéu génome de rééce

Lovel avec seulement O a 9 baseé&difes.

Par contre Rubira est trés éloignée, de la variété de référence oyl enoins avec Wfp et
maldonare. Dans la séquence consensus de Rubira, il y a eu beaucoup de zoses avec de
nucléotides inemus (N »)car il y a eu beaucoup de reads non alignées sur la séquence de
référence V20n ne connaitpas 8 or i gi ne exacte de Rauwbner a, m:

introgression de g nes venant ddautres esp ¢
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4.1.2.3 Séquenceamandier

Ondisposaitde M ar i ®t ®s d 0 a mdllandina)Tableaud)es® yarietas ca@ranse (

et Alnemayant étdeséquencées a la pfarene MGX de Montpellier et 8utresvariétés
reséquencées par la platefo8NAG-CRG de Barcelone $eecherches dmractérisatiodu

g ne de r®sistance aux n®matodes dO6Al nem RM,
orthologue de Ma. Une banque BAC a été corsttul@NRGV de Toulouse et d84C (43001

et 17 1) contenant le géne RMja é#t screenés et séquencés. Les deux séquences des deux
BAC ont été alignée sur leur partie commune et une séquence BAC unidpbead&t0btenue
(4300117E21).

Comme pour | 0®t ugddee s lud e x ieesttmheen osbRogliuddmagr ne BAC d
nouvelle référence appelée pécher V2 Alnem a été a été construite en substituant de la référence
pécher V2, la zone blastant avec le BAC (4BTA1), par la séquence de ce BAC. Les positions

du géne RMja orthmjue de Ma dans cette nouvelle référencerpé&Ztfdnem, sont indiquées

dans lg¢ablealb, soit dda positionl0440160 al0448411sur le scaffold 7

Quand on fait | dalignement de | a s®quence N
Alnem, on observe un alignement de reads sur toute imdoant le BAC RMja, ce qui montre
gue | e r es ®dlnemrétaitadg lwonnd Gualité.d 6

 ———
| Rm.a ] | |
16 kb
| 440 kb 10 442 kb 10 444 kb 10 445 kb 10 442 kb 10 450 kb 10 452 kb 10 454 kb 10 4586
| | | | | | | | |
I 42]
! o i |
R | | | B | ! A | [ B IS B B |
| i ] mo [ (1 | [ B 1
n | (I I | | ]
[ | RTINS |
] I ] 1 | mi 1 | ] |
[T B | \ | [
| ] [ | 1 nn [ N N | 1 [N (1| [
[ | o | [ | SR R | 1 ]
| ] B | I | | BRI
i e B - —— 1 nl - LU
Figure 19: alignement des read$ | | u milnem sudaré&érence pécher V2 alnem

On peut remarquer qu dsufldréférence pécmeeVv bvewpdses av ai t
reads doéAl nem, montrai-t beaucoup de zones
correspondant au promoteur du géne. Et parmi les reads alignés dans le gene, on peut voir que la
gualit® doaklevene ment est pe
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o= 83 kbh —p .
103?0“) RMIa Canldldat IOBTIIH) 1041‘"”(5
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Figure 20: alignement des reads alnem sur la référence pécher V2

Apr s | 6alignement des autres vari ®t ®s doamas
consensus dans | 0i nt ehaquevhrieté. Cds BHquences o été&Raligpées r a
entreelles ecomparéesk{gure21 et tablau8).

el | FLIFANNE

L e Dorée

—® Ferrastar

———= Princesse_|R

A la Dame

———» Pointue d'aureille

# P .fenzliana*P. bucharica

# Prunus webbii

® Prunus bucharica

# Prunus kuramica

® ALNEM

Figure21: ar br e phyl og @PGMAuDIStancéd hkesdCantbi) e r
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Tableau 8: % identité de b séquence et différence de nombre de basssre amandier

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Lauranne 1 99.83| 99.84| 99,81 eo,79| s9.81| 9981 99.65| 99.13] 9844 97.26

Dorée 2 14 99,78 o99,81| 99,79 99,77| 99,55 99,53 o9.01] 9sz0] 86,96

Ferrastar 3 13 18 og.88| 99.81| 99.75[ 9o.60] go.60] o99.04| 9832 97.03

PrincessedR 4 16 16 10 09,78] 99.75| go.58] go.65| 99,02 9827 @693
A la Dame 5 17 17 16 18 09,76 ©9.62| 9954 9891 9817

Pointue d'Aureille 5 16 19 21 21 20 99,67| 99,54 98,98| 9824 m
P.fenzliana*P.bucharica 7 16 37 33 35 31 27 99,44| 9891 9817

Prunus webbii 8 29 39 33 29 38 38 46 09,30| 98.98| 97.62

Prunus bucharica 9 72 82 79 81 90 84 90 58 29,61 97.87

Prunus Kuramica | 10 129 140 139 143 151 145 151 84 32 98,05
ALNEM | 11 228 253 247 255 264 255 260 198 177 162

La s®quence RMja doAl nem est assez diff®ren
doi dentit® avec | es autres vPaunus @dbBr87%dave ma n d i
le clone d€runus buchaeic@8,05 % avec le cloneRtanus kurami€as derniéres espéeces sont
desespeces auvages doéamandi er et l e fait qudAl ne
cultivé(Prunus du)aigiedes espéces sauvages laissesarppre RMjatea®t ® i nt r ogr es s
autres espéece PrurasmivagePar ailleurs, parmi les variétés de ce groupdlrssmul préseet

une résistance aux nématodes.

4.1.2.4 Alignement multiples sur toutes les espéces Prunus

Nous avons fait un alignement mutipls ur | 6ensembl e des esp ces

situent lesariétéseésistantes par rapport aux variétés sensibles.

D a n sbreph¥lagéniquda positiordes différentes variétés correspa@klle trouvée dans la
classification dé&runusde Reher,excepté@our deux variétés Alnem et RubMaemse situe

entrele pécher ele Myrobolan alors qu®ubirase situgarmi leyvariétésnyrobolan

Ce seraiintéressant de retrouver des espéces Prunus qui ait une séquence trés proche de celles de
de ces deux accessions et on pourrait faire des hypethéses ldéle@it padibee €¢t6 or i gi ne

des introgressions qui sont présentes dangdaome.
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——— Prunus bucharica

@ Frunus kuramica

——® Lauranne

——® Prunus webbii

Maontclar

MNemared

e Famir

—& Malokonare

—e Wip

® ALMNEM

®Ma S

® Fubira

———— e Ma R

‘'8 P1079-al2

® Eergeron

Figure 22: Arbre phylogéniqueavec différentes variétés et especdzunus((UPGMA, Distance Jukes
Cantor)

Tableau 9: %doi dentit® et di ff ®rence entre Prunus

10 11 12 13 14 15

Prunus Bucharica 1 87, 88| 76,71 9635| 7822 7538
Prunus Kuramica 2 898,19| 76,57 9567| 77.89| 7502
Lauranne 3 97,30 7613 9508| 77.79| 74,85
Prunus Webbii 4 97,73 7663| 9613| 7814 7528
Montclar 5 98,18 7627| 97.30| 77,51 7457
Nemared 3 98,20 76.28| 97.31| 77,51 7457
Parmir 7 98,16 76,22| 97.29| 77,50 74,57
Malokonare 8 98,51 78,46 75,43
wip ] 98,47 78,38 75,35
ALNEM 10 o01| 001 o002 o001 o001 o001 o001 o001 001 76,27| 9638| 77.64| 74,59

Ma s | 11 0,02/ o002 o003 o002 o002 o002 o002 o002 002 002 7552 90,06| 93,70
rubira-RC | 12 0,02 o003 o003 o002 o003 o003 0,03 003 77.56| 74,55

Ma R [ 13 0,03 0,04 o004 o003 o004 o004 0,04 o003 004 95,86 87,51

1079-al2 14 0,03 o004 o004 o003 o004 o004 o004 o003 o003 o004 003 004 90,02
bergeron | 15 0,04 0,04 5.04_ 0.03 0.03- 0.04 0.03] 003
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4.1.3Recherche et mise au point de marquekiesp® poue géne
RMja
4.1.3.1Recherche du SNP

A partir des alignements obtenus sur plgsieuietés, nous avons recherché un SNP qui pourrait

servir de marqueunsoléculairepour di ff ®rencier | es vari ®t ®s
de |l a vari ® ® r ®si stante doAleswmtés porldussSNP | ¢
| 6dlel R®si stant de Ma et RMja d6Alnem des aut
PL2 du géne Ma et RMja. Pour transformer cet SHRueueur&kK ASP®, il fallait également
gue cet SNP ne spids, entourd 6 a ut r equi étaiNeFcadrigure23).
SNP T
Ma_R_annot GGHETTEGTT TGGGH BEE BEGTTTGETE 6947
ma alnem BAC GGEHETTHEGTT TGGGH BEE BEGTTTGETHE 5453
Ma_s GGHETTHEGTT TGGGH BN BAGTTTGETE 6739
montclar-RC GGEBTTEGTT TGGGH BE BEGTTTGETHE 5529
Nemared -RC GGHETTEGTT TGGGH BE BEGTTTGETHE 5529
pamir-RC GGHETTHEGTT TGGGH BN BAGTTTGETE 5529
rubira-RC ECEETTEGEIT TGGGH BN BECITTGETE ss529
| Prupe. 7GOE5400 GG.....G.. IGGGI l. IIGIIIGIII 5529
co_lauranne-RC GGEETTHEGTT TGccHE EE BEcTTTcETHE s485
R1046-RC GGEBTTEGTT TGGGH BEE BEcTTTGETHE s485
R190-RC GCHETNTEGTT TGGGH BN BECITTGETE s485
R800-RC GGHETTHEGEN WGGGCH BE BEGTTTGETHE s485
R1025-RC GGEBTTEGTT TGGGH BEE BEEcTTTcETHE s485
R197-RC GGHETTHEGTN WGGGH BE BEGTTTCETHE s4s5
Consensus GGAATTAGTT TGGGA AC AAGTTTGCTA
10
Conservation |_|
2.-]:'1:':.{: -'....,'H al [alalal ™ ™ ™
seauencetogo [GAATTAGTT TOGGAGTTAC ARGTTTGCTA
| . OV L1 TOLUADT VIRRRY
T os0 T Ogao
1 1
Ma_R_annot BEGEETETGG TTcHEEGEEG EEETEEEGE co77
ma alnem BAC BECEETETGE TTCEECGEEG BEEETERECE c4:22
Ma_s BECEETETGE TTGEAGEEG BEATERAEGE 5759
montclar-RC BECGEETETCE TTCEECEEG EEETEEE @ ==:co
Nemared -RC BEEGEETETGE TTcGEEGEEG BEEETEEEGE 5559
pamir-RC BECGEETETGE TTcEEGEEG BEEETEEEGE 5559
rubira-RC BEGEETETGE TTcEEGEEG BEETEEEGE 5559
| Prupe.7G065400 BEGEETETGE TTGEEGEEG BEETEEEGE 5559
co_lauranne-RC BECEETETGE TTCEEGEEG BEEETEEE CE =15
rlic4as-rCc BECEETETGE TTcEEcCEEG EEETEEECE 5515
rloo-rc BECEETETGE TTcEECEEG EEETEEECE 5515
reco-rc BECEETETGE TTcEBECEEG EEETEEECE 5515
rlozs-rc BEGEHETETGE TTcEEcCEEG EEETEEECE 5515
rRl1o7-rc BECEETETGE TvcBEcEEG EEETEEECE 5515
Consensus ACGAATCTGC TTGCAGCAGC CAAATCCAGC
1% — — —
Conservation
T
2.0t ™ ™ ™ ™ fal [l
seauencetogo [(GARTCTGC TTGCAGCAGC CARATCCAGC
T 100
Figure 23: Alignementdes di ff ®r entes s®quences et d®tect
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4.1.3.2RechercheR QI Y2 NDS a

A partirdu SNP détec®, coupl es ddamorces ont ®t ® dessi n
de var i ®ided sonteomn corthdissajt ke génotR@sultats a montrgueDeux couples

ddamorces ont donn® des rlLRiguréqdi suit résunperecésudtat t e u r
obtenu.

HEX (int) HEX (int)

30 4 2%

25+ &

20
. @
. ® +* o ®o |
20 - ¢ /
) L /
*e 15

6 ] 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30
FAM (int) FAM (int)

Amorce sp903 Amorce sp904
HEX (int) HEX (int)
0 O
20 . % - 20 - U’ . . @ *
15 2 g 15 3 4 ’ .“ =
‘0 - - . *
b 38 :
10 Q 10 - ¢ L/_\
O
FAM (int) FAM (int)
Amorce sp905 Amorce sp906

Figure 24résultats du test kasp® des marqueurs sp903, 904, 905, 906 sur des hybrides F2 Lauranne x Alnem

D 6 a pes ®sultats nous remarquons quradequelsle plus spécifique dans ces 4 marqueurs
qguenas avons de s08etle®®D0puishee nous poevons gifférencier entre les

nuagesPar contre, il y a des points négatifs et une optimisation dRGfyaeittreeffectuée.
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4.1.3.3Génotypage de nouveaux hybrides a partir du nouveau marqueur Kasp

Nous avons utilisé les demarquelgsp903 etsp904 spir us dd hybri des Lawur an

HEX (int)
2000000 -
*
1800000 -
*

1600000 -| PS
1400000 -
1200000 +
1000000 +

800000 -

600000 -

400000 -

200000 -

0K+ T T T T T 1
0 200000 400000 600000 800000 1000000 1200000
FAM (int)

Figure 25: Résultats du test K&SP pour le marqueur SP903 s@ib0 hybrides Lauranne x Alnem

Vert = homozygotesSS jouge = hétérozygotesRS ;Bleu= homozygotesRR Noir = Négatives
Le phénotypage de ces hybrides est en dordaN R A driapurfaire ubegpeemiélecture
sur20 hybrides(et nousavonscompaé les résultatsugohénotype avec les génotypes obtenus

par Kasp®Tableau 10
TableaulQ Génotypage par technique kasp@ t ph®not ypage ddhybrides amandi e

sp904_TM60 sp904_TM60 sp903 _TM60 sp903_TM60 génotype phénotype

avec avec
recycling recycling
LA115_015 FAMFAM FAMFAM FAMFAM FAMFAM RR R
LA115 08 = FAMFAM FAMFAM FAMFAM FAMFAM RR R
LA115_021 FAMHEX FAMHEX FAMHEX FAMHEX RS R
LA115 028 - FAMHEX FAMHEX FAMHEX RS R
LA115 044 FAMHEX FAMHEX FAMHEX FAMHEX RS R
LA115_046 FAMHEX FAMHEX FAMHEX FAMHEX RS R
LA115 047 FAMHEX FAMHEX FAMHEX FAMHEX RS R
LA115052 HEXHEX HEXHEX HEXHEX HEXHEX SS S
LA115_053 FAMHEX - FAMFAM FAMFAM RR R
LA115 055 - - FAMHEX FAMHEX RS R
LA115_073 FAMHEX FAMHEX FAMHEX FAMHEX RS R
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avec
recycling

avec
recycling

Résultats et Discion [[INEGGEE

sp904_TM60 sp903 TM60 sp903 TMG60| génotype phénotype

LA115 074 - HEXHEX - - SS S
LA115 079 HEXHEX HEXHEX HEXHEX HEXHEX SS S
LA115_143 FAMHEX FAMHEX FAMHEX FAMHEX RS R
LA115 146 - - FAMHEX FAMHEX RS R
LA115 147 - - FAMFAM FAMFAM RR R
LA115 148 HEXHEX HEXHEX HEXHEX HEXHEX SS S
LA115 149 FAMFAM - FAMFAM FAMFAM RR R
LA115_151 HEXHEX HEXHEX HEXHEX HEXHEX SS S

Il y a une bnne cohérencentre les rédalks de génotypage et les résultats de phéngtgpage

2 marqueurssont utilisable pour la Sélection assistée par marqueurs (@AM)cribler les

hybridesportegreffe porteursl e |

nématodes

oal | |

Avantages de la sélection assistée par marqueur

Cette technologie permet un gain de temps considérable slams la ct i o n
population importantd_e temps nécessaire pour génotyper une plague de 384 indidelus est
deux heures trentle manipulatign
d 6 A D.bdltestphénotypique pownoir si les hybrdies sont résistants durent au moins de 4 mois

entre | a pr®partaion

auquel

e

des

il f aut

le phénotypage, dans individur ®s i st ant on

hétérozygotecar le gene RMja est un géne domiSafitiavait un autre géne de résistance aux
nématodes autre que RM;j, le phénotypag e
génedle résistanc&nfin, les nématodes algal sont des organisnpesasites trés difficiles a

détruireet la réalisation des tedésphénotypage avec des inoculations nécessite des imstallatio

tréscontrolées

En résumgda sélection assistée par margestuune alternative du clonggpsséde les avantages

suivant sur la sélectiolassique :

- Rapiditdd obt enti on

des

per met

ne

pas

r ®sul t at s

- Possibilitée tester simplement un grand nombre de plantes

- Distinctionentre les individus hétérozygotes et homozygotes

- CoQtsmoindres que le phénotypage
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| 4.2 SBquencageSanger de deux régions de L4 et RRR

Pour des g®notypes dont nous ndavons pas de
faire une analgartielle de la séquence du géne Ma au niveau de deux régions situées dans les
motifs PL4 et LRR, 0% | 6on mutatobsser v® un nomb

4.2.1Construction des amorces
En premier lieu nous avons dessioéo2u p anoices dpécifigapouramplifier ce2 régions

par PCR(Figure 2p

‘ LRR-F | | LRR-R ‘ | PL3F | ‘ PLSR ‘
v V. vV
| i | i \

a b C d e

>PL3F
GGCAGGATCATCTAGTATAACTGGC
>PL5R
AGATTGTTGCCGAGGAGTCAT

>LER—R
ACCTCAAAGAATGTTTGATAGAATGG
>LER-F

AGCCCTTGGAAAAGCTGGC

Figure26: | es deux couples ddamorces de LRR et PL4 e

4.2.2PCR et électrophoreésarggel pour séquencage

Sur | es vari ® ®s <choisies pour ce s®e®sen-ag
feuilles.Lepr odui t s PCR obt enus alRRcFLRReR)etdPLI-K coup
PL5_R) ont été séparés par électrophoresegue | ddagar ose.

Ler ®sul tat au niveau du gel & éeamantilan(figureae d i |y
qui correspond a deux alleles différents du gene. Une extraction séparée de chaque bande du gel
Sui vi ddune nouv elesdeux &l€dR séparép e dengs envaydr a seguencer
séparément.
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Figure27: s ®par ati on dOADN sur gel dbdagar ose

4.2.3Lecture du séquencage

Pour ks 2ZégiorsPL4etLRRl es r ®sul t ats de s ®qge&casededpe ndor
pr®sence doéun mi cr os aRigare 2BiCe¢laea induit undiéedlage du dadre | a
de |l ecture entre | es fr agememtséueRc€fiRbleyleichoire p e

de | 0 amor jodicieuxjba@raitddu ka chpisir aprés microsatellite
‘L'%" Sl TR Sample: PLASIZ7726_25_CP11 File: P-thduval Squences COL17-03Q7_Chaima 11ave2017P1079 PL4 7P137 PL3F 43.2b]
30 60 10 2 e 1l 120 130 14
CAAT GATAAGAAAT G GGTAC GAT @TCTC TCTCTCTCTICTCTCTCTICTCTICTCTATC T_{HHTAT@CACAC TGTICT
\ microsatellite
of
g g M‘“mm“m“mmm‘m ‘ i
i

Figure 28 résultat du séquencage du domaine PL4 po&1079
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5 Conclusion et perspectives

Du fait des restrictions doémicidesichimgues, ke | &
probleme des nématodes a galles se révele de plus en plus prébasipdonc nécessaire
débassocier chercheurs et professionnels au s
| 6exp®ri ment at i esde |dtte économiquenent dablesrat@trdbles

(@]}

Cbest poumotcreel at rdauvraainlt ®I| anbue av@ns é@udiédsgénesnde d e |
résistances au nématode chez les Prunus par le biais de la biolagdarenokicla bio

informatique afin déévelopper des outils moléculaires poéer des variétphis résistantes.

Pendant ce temps imparti, on aepploiter des données skquences existants plusieurs

variétés de myrobolan, pécher, abricotier et amandierett on a fsarilatégidnd al i g1
ciblées du gene M&n effet, nous avonsilisé unestratégiel 6 anal yse original e
types de données disponibles, la séquence de référence du pécher accessible a la communaut
scientifique sur GDRGenome Database Rosacaémt et les séquences BAC provenant de
banques BAC g®n®r ®es "Sophi@dlesi ®A utd d Avsgman netve
phylogéniqupour cette région du gene Ma ont montré tres peu de diffgrance r appor t
phylogéniqueesespeces Prusde la classification de RedHieapparait toutefois que le géne

RMja de | 6amandi er Al nem est assez ®l oigne

certainement Riuhusappartenaptutétre ae sopgenced’runophora.

Lamisea p oi marqueubkagp(SP903etSP904) partir doéun SNP i ss
de s®quence est un r®sultat tr s pr ®ci eux. I
génotypés et phénotypés. Il reéstnfirmer sur un nombre plusgno r t ant dohybri
optimiser les conditions de PCR pour une lecture facilement uthigablies marqueurs
SCAR(CT34N et NSCAFLPRquisontdisponibles pougénotypelte géne Malans les variétés

de Myrobolanil sera possible de génetyfes hyrides portgeffe Myrobolan x amandieen

utilisant a la fois les marquEAR(CT34N et NSCAFLP2) et les marqueurs Kasp[r]SP903 et
SP904.

En perspectivé, | sera Iint®ressant dobéanalyser | e poly
diff ®r ent es vari ® ®s ®tudi ®es. ||l sera aussi |
aux variétés résistantes ou aux variétés sensibles pour voir quels domaipbgussntans la

résistance au nématodes
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On sdest conclaséqueneedensMa ,| on®atiusd ei Idef audr a aussi
du promoteurPeut® t r e qudi | existe des g nes de r ®g

résistance aumématodes.
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Annexes

Annexes [N

Annexe 1

extracti

on doADN

MODE OPERATOIRE

EXTRACTION ADN en plaque 96 inspiré du Dneasy 2

kit de Qiagen

UR GAFL BioMol

Objectif : Extraction ADN en plaque 96 pour un ADN de bonne qualité (pour

cartographie génétique)

1. REFERENCES ET VERSIONS

-D'apres le protocole « extraction d'ADN en plaque 96 puits » de Christelle Troadec UMR
INRA 1165 CNRS 8114 UEVE; protocole inspiré du Dneasy kit de Quigen
-Version réécrite et modifiée par Carole Confolent et Elodie Lecerf

2. PREPARATION DES SOLUTIONS

Préparation des tampons

AP1: Tampon de lyse ; 40ml nécessaires par plaques
role: dénaturation des protéines et Lyse des parois cellulaires

Tampon AP1
Quantité (pour
Solutions: n° CAS produit 500ml)
Tris HCI 1 M pH 8 Tris 1185-53-1 50 ml
HCI 7647-01-0
EDTA 0,5M pH 8 600-00-4 50 ml
NaCl 2,5 M 7647-14-5 100 ml H312 : Nocif par contact cutané
SDS 20% 151-21-3 31,5ml H315 Irritant pour la peau
PVP 40 000 9003-39-8 5g H319 Irritant pour les yeux
H20 268 ml (gsp) H335 Irritant pour les voies respiratoires
a ajouter au dernier moment
Sodium bisulfite 7681-57-4 | 59

Attention le sodium bisulfite est a ajouter juste avant utilisation
Ajouter 1ml de RNAseA (100mg/ml) pour 400ml de tampon AP1, et stocker a 4°C
Si le tampon AP1 est visqueux et précipité, le réchauffer a 65°C quelques minutes jusqu'a

liquéfaction.

AP2; 13ml nécessaire par plaque

role: Précipitation des protéines et des polysaccharides par acidification du milieu

Tampon AP2
n°® CAS Quantité (pour

Solutions: produit 200ml)

KAc 5M 127-08-2 | 120 ml

Acide acétique Glacial 64-19-7 23 ml

H20 57 ml (gsp)

H226 Hautement Inflammable
H314 Risque de brulure pour la peau et les yeux

L:\Especes\Prunus\Mode Opératoire_G2IP\BM\MO_Extraction_ADN_pl96_inspireQiagen_20140826.doc
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AP3/E : 60ml nécessaires par plaque
role: Constitution des sels d'ADN

Annexes [N

Tampon AP3/E

Solutions:

n°® CAS produit

Quantité (pour 900ml)

Guanidinium Chloride 50-01-1 22359
Ethanol 96% 64-17-5 600 ml H302 : Nocif en cas d'ingestion
H20 300 ml (gsp) H315 Irritant pour la peau

H319 Irritant pour les yeux
H226 Hautement Inflammable

AW : 75ml nécessaires par plaque
role: dessaler et laver ' ADN

Tampon AW Stock

Solutions: n° CAS produit | Quantité (pour 1L)

Tris 1M pH 8 Tris 1185-53-1 [ 22,5 ml

EDTA 0,5M HCI 7647-01-0 | 200ul

KAc 5M 600-00-4 32 ml H315 Irritant pour la peau
H20 127-08-2 945,3 ml (gsp) H319 Irritant pour les yeux

H335 Irritant pour les voies respiratoires

AWJE : 75 ml necessaire par plaque
Ce tampon est préparé en mélangeant 100ml de solution AW et 170ml d'éthanol 96%

Ethanol 96%

120 ml

Tampon AW/E
Solutions: Quantité (pour 190ml)
AW Stock 70 ml H315 Irritant pour la peau

H319 Irritant pour les yeux

H335 Irritant pour les voies respiratoires

H226 Hautement Inflammable

Tampon AE : 15ml nécessaire par plaque

Tampon d'élution

Tampon AE

Solutions: n® CAS produit | Quantité (pour 100mi)
Tris 1M pH9 Tris 1185-53-1 |1 ml

HCI 7647-01-0
EDTA 0,5M pH9 600-00-4 0,1ml

H315 Irritant pour la peau

H319 Irritant pour les yeux

H20

99 ml (gsp)

H335 Irritant pour les voies respiratoires

L:\Especes\Prunus\Mode Opératoire_G2IP\BM\MO_Extraction_ADN_pl96_inspireQiagen_20140826.doc
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Préparation du stock de RNase A (si necessaire):

-Peser la ribonucléase A de Sigma (ref R5125)

-Ajouter de I'eau milliQ pour une concentration finale a 100mg/ml

-Préparer un bain-marie avec un bécher d'eau distillée. Lorsque I'eau bout, y plonger le tube
avec la RNAse (avec un grand volume de vide). Laisser 20min

-Aliquoter et conserver a -20°C

3. PROTOCOLE

Prélévements et Broyage

-Placer une bille d'acier de 4mm dans chaque tube de transfert allant contenir les échantillons
-Prélever en tube de transfert 3 jeunes feuilles d’apex non épanouies et placer ces feuilles a
mi hauteur du tube.

-Immerger de moitié les plaques dans de l'azote liquide (!> (attention aux projections, porter
des protections adaptées pour éviter les brtilures)

-Sortir les plaques de l'azote, laisser couler l'excédant d'azote liquide et placer les plaques
dans le broyeur

-Broyage 20s a vitesse 15 quatre fois. Penser a changer de coté la plaque pour homogénéiser
le broyage.

-Centrifuger les plaques 1min & 3000rpm pour culotter la poudre

-placer la plaque a -80°C pour stockage ou bien lancer I'extraction

Extraction

-Faire chauffer le bain-marie a 65°C, ajouter le sodium bisulfite au tampon d'extraction AP1
puis chauffer le tampon d'extraction au bain marie.

>Si vous souhaitez supprimer les ARN de votre extraction, il faut ajouter au tampon
d’extraction 1ul de RNase A (100mg/ml) par échantillon soit 100ul de RNase pour 40ml de
tampon AP1 (100ech)

-Retirer les bouchons et déposer sous la hotte 400uL de tampon AP1 réchauffé a 65°C dans
chaque tube.

-Remettre les bouchons puis mélanger efficacement de haut en bas puis par retournement la
plaque. (15s)

-Mettre quelques instants la plaque au bain marie (cela décongele les puits encore congelés)
et agiter de nouveau la plaque.

-Centrifuger Imin a 3000rpm

-Ajouter 130 pL de tampon AP2 par tube, bien agiter les plaques (15s)

-Centrifuger 1min a 3000rpm

-Placer la plaque 10min & -20°C (cette étape favorise la précipitation des protéines et peut-
étre prolongée sur la nuit)

-Centrifuger 5min a 4600g (attention pas 4000rpm)

-Transférer 300uL de surnageant dans une nouvelle plaque de transfert. Ce surnageant doit
étre net (400pl possible mais risque d'aspiration du culot...). Procéder par rangée de 8 tubes
pour plus de confort et de visibilité.

Les déchets de tampons contenus dans la plaque a jeter doivent étre jetés dans le container « kit
extraction » situé sous la hotte.

-Ajouter 1,5vol (450ul) de AP3/E a chaque échantillon.

-Mélanger énergiquement la plaque 15s

-Centrifuger 1min a 3000rpm

-Placer la plaque de colonne WhatMan sur le Sbloc

L:\Especes\Prunus\Mode Opératoire_G2IP\BM\MO_Extraction_ADN_pl96_inspireQiagen_20140826.doc
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6
-Transférer 600l d'échantillon sur les colonnes (prendre en 2 ou 3 X le volume)
-Centrifuger 5min a 4600g (un scellage des plaques avec un film poreux est possible, mais pas
forcement utile)
-Vider le Sbloc dans le container « guanidinium » et remettre la plaque de colonne dessus
-Ajouter 600ul de tampon AW/ E a chaque colonne (ne pas avoir oublié I'éthanol dans I'AW)
-Centrifuger 15min a 4600g
-Vider le S Block dans le container « guanidinium »
-Placer la plaque de colonne sur la plaque d'élution (attention au sens de la plaque)
-Ajouter 50ul de tampon AE (qui peut etre réchauffé a 65°c pour avoir une meilleure lere
élution) a chaque colonne
-Laisser incuber 1min & température ambiante
-Centrifuger 3min a 4600rpm
-Ajouter 50ul de tampon AE a chaque colonne
-Laisser incuber 1min a température ambiante
-Centrifuger 3min a 4600rpm
-Faire une troisieme élution dans une nouvelle plaque (I’ADN sera moins concentré mais cette
plaque pourra étre idéale pour une utilisation PCR)
-Sceller la plaque d’élution et la stocker a -20°C
-Nettoyer la salle et évacuer les déchets.

Nettoyage des colonnes de purification:

Apres deux ou trois lavages les filtres s'alterent

-Immerger 10min dans I'eau osmotée préalablement chaufée a env 70°C

-Centrifuger 10min & 4600rpm sur un S-Block

-Mettre 100 pl de TE 1mM Tris; 0,1mM EDTA; préalablement chauffé a 70°Cdans chaque
colonne et incuber 10min

-Centrifuger 10min a 4600rpm sur un S-Block

-Mettre 40pl de tampon d'équilibration dans chaque colonne et incuber 10min

tampon d'équilibration: dissoudre 43,83g de NaCl et 10,46g de MOPS (free acid) dans 800ml
d'eau. Ajuster le PH a 7,0 . Ajouter 150ml d'isopropanol pur et complter a 1L avec de I'eau.
-Centrifuger 10min a 4600rpm sur un S-Block

4. REFERENCE DU MATERIEL

-Plaque de tubes de prélevements: Chez Dutscher, tubes de transfert 1,2ml, barrettes de 8
tubes sur portoir ref 104412 pour 10 boites de 96
-Scellage de la plaque :
>Barrettes de 8 bouchons pour tubes de transfert : chez Dutscher, ref 104418, pour 120
barrettes (de quoi fermer 10 boites)
>Plaque de bouchons (alternative aux barrettes de bouchons) :
-Microplaques de filtrations :
>Whatman chez Dutscher ref 036020, en PS transparent filtre GF/B 800ul par puit. C
carton de 25 plaques filtrantes. (Environ 1000euros les 25 plaques)
>Plaques filtrantes Pall Acroprep 96 puits, 350ml chez VWR, ref: 516.6894, vendues
par lot de 5, 85euros P.U.H.T le lot
-Billes d'acier 4mm chez centre roulement, 10 rue George Besse, ZI Brezet Est, 63017
Clermont Ferrand cedex 2. Tel 04 73 98 82 82, fax 04 73 98 82 80
-Plaques d'élution:
>microplaques Greiner96 puits PP fond conique: chez Dutscher, ref 651201, carton de
100 plaques.
>Plaque PCR simple

L:\Especes\Prunus\Mode Opératoire_G2IP\BM\MO_Extraction_ADN_pl96_inspireQiagen_20140826.doc
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-S-Block kits Dneasy de Qiagen. Réutilisables (car plaque poubelle) avec lavage: 2 rincages
eau osmosée + 1 rincage en alcool technique et séchage a I'envers.
-centrifugeuse : SORVALL Heraeus Multifuge 3 S-R

-Broyeur: Retsch MM300

Annexes [N

5. HYGIENE ET SECURITE

7

Produit

Pictogramme
sécurité

Phrase Ret S

Tris

R: 36/37/38  Trritant pour les yeux, les
voies respiratoires et la peau.

S:26 En cas de contact avec les yeux, laver
immédiatement avec de I'eau et consulter
un spécialiste. 36 Porter un vétement de
protection approprié

EDTA

S ©

R : 22 Nocif en cas d'ingestion.

NaCl

Pas de danger

SDS

S

R:36/37/38 Irritant pour les yeux, les voies
respiratoires et la peau. 11 Facilement
inflammable. 42 Peut entrainer une
sensibilisation par inhalation. 41 Risque
de lésions oculaires graves. 20/21/22
Nocif par inhalation, par contact avec la
peau et par ingestion.

S: 26 En cas de contact avec les yeux, laver
immédiatement et abondamment avec de
l'eau et consulter un spécialiste. 36/37/39
Porter un vétement de protection
approprié, des gants et un appareil de
protection des yeux/du visage. 22 Ne pas
respirer les poussiéres.

PVP

S: 22 Ne pas respirer les poussiéres. 24/25
Eviter le contact avec la peau et les yeux.

Bisulfite de sodium Na25205

O

R : 22 Nocif en cas d'ingestion.

31 Au contact d'un acide, dégage un gaz
toxique. 37 Irritant pour les voies
respiratoires. 41 Risque de Ilésions
oculaires graves.

S: 26 En cas de contact avec les yeux, laver
immédiatement et abondamment avec de
l'eau et consulter un spécialiste. 39 Porter
un appareil de protection des yeux/du
visage.

L:\Especes\Prunus\Mode Opératoire_G2IP\BM\MO_Extraction_ADN_pl96_inspireQiagen_20140826.doc
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8

R : 36/37/38 Irritant pour les yeux, les voies
respiratoires et la peau. 25 Toxique en cas
d'ingestion.  23/24/25 Toxique par
inhalation, par contact avec la peau et par
ingestion. 21 Nocif par contact avec la
peau.

S: 26 En cas de contact avec les yeux, laver
immédiatement et abondamment avec de
l'eau et consulter un spécialiste. 24/25
Eviter le contact avec la peau et les yeux.
45Fn cas d'accident ou de malaise,
consulter immédiatement un médecin (si
possible lui montrer I'étiquette) 36/37/38
Porter un vétement de protection
approprié, des gants et un appareil de
protection des yeux/du visage.

KAC acétate de potassium

R 42 Peut entrainer une sensibilisation par
inhalation. 35 Provoque de graves
bralures.10 Inflammable. 36/38 Irritant
pour les yeux et la peau.

S 26 En cas de contact avec les yeux, laver
immédiatement et abondamment avec de
l'eau et consulter un spécialiste 36/37/39
Porter un vétement de protection
approprié, des gants et un appareil de
protection des yeux/du visage 45En cas
d'accident ou de malaise, consulter
immédiatement un médecin (si possible
lui montrer l'étiquette). 23 Ne pas respirer
les gaz/fumées/vapeurs/aérosols
(terme(s) approprié(s) a indiquer par le
fabricant). 24/25 Eviter le contact avec la
peau et les yeux.

Acide acétique

R 22 Nocif en cas d'ingestion. -36/38 Irritant
pour les yeux et la peau.

S 22 Ne pas respirer les poussiéres. -26 En
cas de contact avec les yeux, laver
immeédiatement et abondamment avec de
l'eau et consulter un spécialiste. 36 Porter
un vétement de protection approprié.

Guanidinium Chloride

R:11 Inflammable.

S: 7 Conserver le récipient bien fermé. 16
Conserver a l'écart de toute flamme ou
source d'étincelles — Ne pas fumer.

Ethanol

® 0 o O

L:\Especes\Prunus\Mode Opératoire_GZIP\BM\MO_Extraction_ADN_p|96_inspireQiagen_20140826.doc
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6. ETIQUETTES POUR LES SOLUTIONS
Nom: Date : Nom: Date :
Tampon AP1 Tampon AP2
Stockage température ambiante Stockage température ambiante
Solutions: n° CAS produit |  Quantité (pour 500ml) Solutions: n° CAS produit |  Quantité (pour 200ml)
Tris HCI 1 M pH 8 Tris 1185-53-1 50 ml KAc 5M 127-08-2 120 ml
HCI 7647-01-0 Acide acétique Glacial 64-19-7 23 ml
EDTA 0,5M pH 8 600-004 50 ml H20 57 ml (gsp)
NaCl 2,5 M 7647-14-5 100 ml
SDS 20% 151-21-3 31,5 ml
PVP 40 000 9003-39-8 5g
H20 268 ml (qsp)

H226 Hautement Inflammable
H314 Risque de brulure pour la peau et les yeux

a mettre au demier moment

Sodium bisulfite 7681-574 | 59

H312 : Nocif par contact cutané
H315 Irritant pour la peau
H319 Irritant pour les yeux

H335 Irritant pour les voies respiratoires

Nom: Date :

Nom: Date :

Tampon AP3/E

Tampon AW Stock

Stockage température ambiante

Stockage température ambiante

Solutions: n° CAS produit |  Quantité (pour 900ml) Solutions: | n° CAS produit Quantité (pour 1L)
Guanidinium Chloride 50-01-1 223,59 Tris HCI 1 M pH 8 Tris 1185-53-1 22,5 ml
Ethanol 96% 64-17-5 600 ml HCI 7647-01-0
H20 300 ml (qsp) EDTA 0,5M 600-004 200!
KAc 5M 127-08-2 32 ml
H20 945,3 ml (qsp)

H302 : Nocif en cas d'ingestion
H315 Irritant pour la peau
H319 Irritant pour les yeux

H226 Hautement Inflammable

Nom: Date :

Tampon AW/E
Stockage température ambiante

Solutions: Quantité (pour 270ml)
AW Stock 100 ml
Ethanol 96% 170 ml

H315 Irritant pour la peau
H319 Irritant pour les yeux
H335 Irritant pour les voies respiratoires
H226 Hautement Inflammable

H315 Irritant pour la peau
H319 Irritant pour les yeux
H335 Irritant pour les voies respiratoires

Nom: Date :
Tampon AE
Stockage température ambiante
Solutions: n° CAS produit | Quantité (pour 100ml)
Tris HCI 1 M pH 9 Tris 1185-53-1 1ml
HCI 7647-01-0
EDTA 0,5M pH9 600-004 0,1ml
H20 99 ml (gsp)

H315 Irritant pour la peau
H319 Irritant pour les yeux
H335 Irritant pour les voies respiratoires

L:\Especes\Prunus\Mode Opératoire_G2IP\BM\MO_Extraction_ADN_pl96_inspireQiagen_20140826.doc
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Annexe2 : extraction

NuckeoSpur® Gel and PCR Clesn-up

5.2 DNA extraction from agarose gels
Betore starting the preparation:

. -

Excine DNA fragment/ solubliize gel slice

Mote: Munite UV axposore Sme 10 avol! damagey the
DA Reler 1o section 25 for more i o0 agarose gol
exmracton

Toke a clean scaipel 10 axciss the DNA fragment trom an
Moaose gel. Romove all ox00ss 300000

Dotormine the weight of the pel sice and transier £ 10 &
cloan tube

For sach 100 mg of agarose gel < 2% add 200 pl.
Bufter NTY

For gels containing > 2% agieose, double the volume of
Bufler NTL

Incubate sampie for 5-10 min at 50 °C. Vortex the sample

briafly every 2-3 min untl the gel slico is completely
Susoved’

Place a NucleoSpin® Gel and PCR Cleanup Column
nto a Colection Tube (2ml) and load up 0 700 il
sample.

Contrituge for 30 & & 11,000 x g Descard fow-Shwough
and place the column back into the collecion tube

Load remainng sample # nocessiry and repeat the
Contrifugation step.

Wash silica momtrane

ASd 700 pl. Buffer NT3 10 the NuckoSpe® Gel and
PCA Cloan-up Column. Contrifuge for 30 s o 11,000 x g
Descard fow-Swough and place the column back into the
collecton b

*  Check i Wash Bulor NT3 was propaved acconding 10 section 3

+200 plLNTY
per
ﬁ 100 mg gel
L
5-10 min

MACHEREY-NAGEL - 01/2012, Rev.(02

59

de

Annexes [N

O0ADN du

gel

d



NucleoSpin® Gel and PCR Cloan-up

Becommended: Ropoat provious washing step 1o

minkmize chaokropec sak carmy-over and low A_J/A, (300
section 2.7 kot detadod informason) E +700 L NT3

o “:l’

Dry silica membrane

Contriuge for 1 min at 11,000 x 10 remove Buffor NT3
completoly. Make sure the spin column does not come in
contact with the flow-through while removing & rom the
contrifupe and the collection tube.

bots: Rescinl emanc! fom Buller NTI might knbe > 11000x g
nymatc mections. R removal of ethano! can be 1 min
achieved Dy incubating the colsmns ky 2-5 mi af 70
prioe 1 okaion.

4

Place the NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column + 15-30 L NE
N0 & new 1.5 ml microcontrifuge tube (not provided)

Add 15-30pl Buffor NE and ncsbale ot room RY
tomporature (15-25°C) for 1 min. Cantrifuge for 1 min 1 min
MN00xg

e O 1nN000xg

Nots: DNA recovery of larger bagrments (> 1000 tp) ppviy

NOPased Dy muliple elution stops wen fesh Dufter,
£ 70°C andt incutation for 5 min. See section 2.6 for
krmaton

i}

MACHEREY-NAGEL ~ 01/2012, Rev 02 21
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Annexe 3 Script pour lenappingdes séquencBESS sur la nouvellgférence (créatiate
fichiers. bam

#! /bin/bash
# cbengagi - 16/05/2017

chemins et variables & modifier avant lancement du script

emplacement du dossier d'ou est lancé le script

cd /data nasl/home/gafl/cbengagi/tcha/mapping vs Pp20 patch Alnem 01

emplacement des données aprés selqual

Rep fastg="/data/wgs/rosaceae/Prunus_persica/PeachReSeq/Lauranne/selqual”

reference

Ref bowtie="/data_0/proj/G2IP/Pecher/RMja/patched ref/Prupe20 patch Alnem/Prupe2® patch Alnem 01/bowtie2/Prupe20 patch Alnem 01 ext"
Ref fai="/data 0/proj/G2IP/Pecher/RMja/patched ref/Prupe20 patch Alnem/Prupe2@ patch Alnem 01/bowtie2/Prupe20 patch Alnem B1 ext.fai"
fichier fastq R1

fastgRl="Lauranne S8 L0O5 Rl 6O1"

#fichier fastqg R2

fastqR2="Lauranne S8 LOO5 R2 001"

#nom du fichier bam et sam

fibam="Lauranne_vs_Prupe20 patch Alnem 01 ext"

S

# mapping palred sequences

fusr/local /bin/bowtie? --end-to-end --score-nin L,-0.7,-0.7 -x $Ref bowtie -1 ${Rep fastq}/${fastaRl} cutad p3 ql20 p PF.fastq -2 ${Rep_
sfasta}/s{fastaR2} cutad p3 ql20 p PF.fastg -S §{fiban}.sam -p 6 --fr -X 600 > bowtie2.stdout 2> bowtie2.stderr

santools view -bS -t $Ref fai ${fibam}.sam > ${fiban}.ban

santools sort -0 ${fiban}.sorted.bam ${fibam}.bam

santools sort ${fiban}.bam ${fiban}.sorted
santools index ${fiban}.sorted.ban
santools idxstats §{fibam}.sorted.bam > ${fiban}.sorted.idxstats

echo "mapping des fichiers fastq R1 et R2 $fastqRl et $fastqR2 " > Infos mapping ${fiban}.txt

date > 1nfos mapping S{fiban}.txt

echo " traitenent des reads: utilisation de cutadapt et de selqualfast " >> 1infos mapping ${fiban}.txt
echo "references utilisees : SRef bowtie et SRef fai " >> infos napping ${fibam}.txt
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Annexed : Scripts pour laréation dyatchavec insertion se sequebaesous linux

#! /bin/bash
# jpb - 18/04/2017

# objectif : genome Pecher avec patch sur chr 7 pour insérer le BAC 76H19 de P cerasifera

ce BAC contient 1'alléle Mal résistant aux nématodes
positions : cf /data 8/proj/G2IP/Pecher/RMja/blast

e HE O H B

lancement par nohup ./lance build.bsh &

# Quelques variables

RepBAC="/data @/proj/G2IP/Pecher/RMja/jpbouchet/doc”
RepProg="/usr/lacal/prive/bi/gafl"
RepRefPp="/db/seq/public/phytozome/peach/v2.1/Assembly Phytozome"

Rep76H19 01="/data 0/proj/G2IP/Pecher/RMja/patched ref/Prupe20 patch 76H19/Prupe20 patch 76H19 01"

cd $Rep76H19 01

NewF1cTmp="Prupe20 patch 76H19 01 ext.tmp"
NewFicFasta="Prupe20 patch 76H19 01 ext.fa"
NewFicStats="Prupe20 patch 76H19 01 ext.stats"

# Pp01 a PpB6 inchangés

cat ${RepRefPp}/Ppersica 298 v2.0 Pp0l.fa > $NewFicTmp
cat ${RepRefPp}/Ppersica 298 v2.0 Pp02.fa >> shewFicTnp
cat ${RepRefPp}/Ppersica 298 v2.0 Pp03.fa >> shewFicTnp
cat ${RepRefPp}/Ppersica 298 v2.0 Ppd.fa >> shewFicTnp
cat ${RepRefPp}/Ppersica 298 v2.0 Pp05.fa >> SNewFicTmp
cat ${RepRefPp}/Ppersica 298 v2.0 Pp@6.fa >> shewFicTnp

# Pp07 modifié pour insérer le BAC 76H19

# blastn // Sbjct : 18528543 10528411 22388614 - // Query : 4 138 287717 + // 5=222 E=7e-54 1=130/135 (96%) Gaps=2/135 (1%)
# blastn // Sbjct : 10251508 10251010 22388614 - // Query : 287210 287717 287717 + // 5=605 E=le-169 I=468/515 (90%) Gaps=23/515 (4%)

# attention : ce bac contient Plasposon NKBOR
# Sbjct: gnl|uv|AF310136.1:224-2163 Plasposon NKBOR

# blastn // Sbjct : 1681 1750 1940 + // Query : 287781 207850 287717 + // 5=139 E=3e-31 I=70/70 (100%)
# blastn // Sbjct : 50 1307 1940 + // Query : 207847 209104 287717 + // S5=2478 E=0.0 I=1256/1258 (99%)
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# Sbjct: gnl|uv|AF318136.1:224-2163 Plasposon NKBOR
# blastn // Sbjct : 1681 1750 1940 + // Query : 207781 207850 287717 + // S=139 E=3e-31 1=70/70 (100%)
# blastn // Sbjct : 50 1307 1940 + // Query : 207847 209104 287717 + // 5=2478 E=0.0 I=1256/1258 (99%)

echo ">Pp07" >> $NewFicTmp
${RepProg}/N_provider.py -count 50 >> $NewFicTmp

${RepProg}/fetch_segment -db ${RepRefPp}/Ppersica_298 v2.0_Pp@7.fa -no_header -id Pp@7 -pi 1 -pf 10251009 -lg 200 >> $NewFicTmp
${RepProg}/N_provider.py -count 100 >> $NewFicTmp

${RepProg}/fetch_segment -db ${RepBAC}/genomic_76H19.fa -id FM253563.1 -no_header -pi 209105 -pf 287717 -lg 200 -rev_cpl >> $NewFicTmp
${RepProg}/N_provider.py -count 100 >> $NewFicTmp

${RepProg}/fetch_segment -db ${RepBAC}/genomic_76H19.fa -id FM253563.1 -no_header -pi 1 -pf 207780 -1g 200 -rev_cpl >> $NewFicTmp
${RepProg}/N_provider.py -count 100 >> $NewFicTmp

${RepProg}/fetch_segment -db ${RepRefPp}/Ppersica 298 v2.0_Pp07.fa -no_header -id Pp@7 -pi 10528544 -1lg 200 »> $NewFicTmp
${RepProg}/N_provider.py -count 50 >> $NewFicTmp

# Pp08 et scaffolds inchangés

cat ${RepRefPp}/Ppersica_298 v2.0_Pp08.fa >> $NewFicTmp

cat ${RepRefPp}/Ppersica 298 v2.0 scaffolds.fa >> $NewFicTmp

# e5ten510n5

# genome chloroplastique

cat ${RepRefPp}/GAFL extension/sequence chloroplast 014697.1 sh.fa >> $NewFicTmp

# ajout génome mitochondrial Malus
cat /db/seq/public/ncbi/mitochondrion/mitochondrion Malus.fna >> $NewFicTmp

${RepProg}/filtre_fic_fasta.py -lg 200 < $NewFicTmp > $NewFicFasta

calculate_stats -o $NewFicStats $NewFicFasta

Annexe 5 résultatde Prédiction de gene avec le lodiciglstus

gene 133116 146784 0.01

transcript 133116 146784
tss 133116 133116
exon 133116 133424
start codon 133336
intron 133425 133536
intron 133612 133776
intron 133957 134641
intron 134981 135660
intron 135910 136267
intron 136362 136470
intron 136595 138735
intron 139295 139936
intron 141045 141288
intron 141568 141707
intron 142677 142779
intron 143455 143554
intron 144344 144477
intron 145108 145204
intron 145820 146056
) 133336 133424
CDS 133537 133611

Lad
P = = Rl
MO0 00 L
Lad
oo

OO0 OO OO -
[T= T Y R
00 = LA D
++++++++++++++++ + -
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Annexe 5

MODE OPERATOIRE

Utilisation de latech QLTXH .$63& .RPSHWLWLYH $0OHUR GAFL BioMol
LGC Genomics Version du 18/07/2016

1- Principe

Séquence spé fluo :
e Woew
e -

TAGCAGTGTCTGACCTAGCGATGCCGTAGTTCGGTTTAGCGCTGATCTCAGTGTC > parent 1

P

e "

— #

— i |

TAGCAGTGTCTGACGTAGCGATGCCGTAGTTCGGTTTAGCGCTGATCTCAGTGTC > parent 2 [
wl| [

ol

individu type parent 1 individu hétérozygote individu type parent 2 U

ko
Premiers cycles PCR ‘e

Séquence spéflun Séquence ADN
110

T TR R
-

Dans le mix PCR il y a des petites amorces fluorescentes qui vont s’hybrider aux
amplifications. La fluorescence ne s’active que si I'amorce est utilisée

Autres cyclesPCR / ~ '_ '_
o— o— o—

[ - = — S [ - = — S O
— o ) o— o o— o

Résultats finaux de la PCR

e —— ) ——— i—
— )

* _,{\‘ 4
— o— PR o o—
o— o— ) *— o— — o— o—

Détails

Séquences des deux individus :
TAGCTGTCGATGCTAGTGTCGAGCTTCCTGGTCGTATATAAAGTCGAC
TAGCTGTCGATGCTAGTGTGGAGCTTCCTGGTCGTATATAAAGTCGAC

Définition du triplet d’amorces et ajout des extensions en 5’

Sy
7 e
Deux amorces
TAGCTGTCGATGCTAGTGTCGAGCTTCCTGGTCGTATATAAAGTCGAC spécifiques du SNP,
& une amorce
> commune
B
TAGCTGTCGATGCTAGTGTGGAGCTTCCTGGTCGTATATAAAGTCGAC
goascrc
Cycles PCR
TAGCTGTCGATGCTAGTGTCGAGCTTCCTGGTCGTATATAAAGTCGAC ADN & amplifier
ATCGACAGCTACGATCACAGCTCGAAGGACCAGCATATATTTCAGCTG
TAGCTGTCGATGCTAGTGTCGAGCTTCCTGGTCGTATATAAAGTCGAC
‘ CAGCTG
Gy Début du 1% cycle

e
ATGCTAGTGTC

ATCGACAGCTACGATCACAGCTCGAAGGACCAGCATATATTTCAGCTG
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