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Résumé

La tomate cultivée (Solanum lycopersicum) est 'une des cultures maraichéres les plus
importantes au monde. Cependant, sa domestication puis son importation en Europe ont
engendré un goulot d’étranglement génétique, et donc une réduction de la variabilité génétique
de I’espece. La tomate est notamment sensible a certains stress biotiques et abiotiques tels que
le stress salin. Il existe toutefois d’autres espéces de tomates sauvages présentant
potentiellement des genes de résistances a divers stress, notamment au stress salin, qui
pourraient potentiellement étre introgressés chez la tomate cultivée. C’est le cas de Solanum
chilense, une espece de tomate sauvage retrouvée au Pérou et au Chili, principalement dans le

désert de sel de I’ Atacama.

Solanum chilense présente toutefois une auto-incompatibilité (Al) gamétophytique alors que
Solanum lycopersicum est auto-compatible. De plus, le clade des Lycopersicon, regroupant la
tomate cultivée et les tomates sauvages, présente une incompatibilité unilatérale (IU), qui se

chevauche probablement avec les mécanismes d’auto-incompatibilité.

Ce mémoire porte donc sur les barriéres de reproduction entre Solanum lycopersicum et
Solanum chilense, mal connues. La phénologie des fleurs de S. lycopersicum, S. chilense et des
hybrides résultants des deux especes a été étudiée. Des croisements ont été effectués entre les
plantes de S. chilense, S. lycopersicum et leurs hybrides et des all¢les d’Al (S-RNases) ont été
séquences chez S. chilense et les hybrides. Finalement, I’expression des génes H7-4, HT-B et
ODC2, impliqués dans 1’ Al gamétophytique et dans I’IU a été étudiée chez S. lycopersicum, S.

chilense et leurs hybrides.

Trois alleles d’Al ont pu étre s€quencés dont deux jamais décrits chez S. chilense. Les all¢les
de plusieurs plantes de S. chilense disponibles au laboratoire ont pu étre déterminés grace aux
résultats des croisements entre différents individus de S. chilense. Les hybrides présentaient
¢galement une Al gamétophytique et I’existence d’une barric¢re de reproduction entre S.
chilense et S. lycopersicum a pu €tre prouvées. Par ailleurs, la présence chez S. chilense et
I’implication du géne ODC?2 dans I’IU et des génes H7-4 et HT-B dans 1’ Al gamétophytique et

I’IU a pu étre supposée au vu des expressions chez les différentes especes.

En conclusion, les genes HT et ODC?2 sont fort probablement impliqués dans 1’incompatibilité
unilatérale entre S. chilense et S. lycopersicum mais leur role exact n’est pas encore

complétement compris.



Abstract

The cultivated tomato (Solanum lycopersicum) is one of the most important vegetable crops in
the world. However, its domestication and subsequent importation into Europe have created a
genetic bottleneck, and thus a reduction in the genetic variability of the species. The tomato is
particularly sensitive to certain biotic and abiotic stresses such as salt stress. However, there
are other wild tomato species with potential resistance genes to various stresses, including salt
stress, which could potentially be introgressed into cultivated tomatoes. This is the case of
Solanum chilense, a wild tomato species found in Peru and Chile, mainly in the Atacama salt

desert.

However, Solanum chilense shows gametophytic self-incompatibility (SI) whereas Solanum
lycopersicum is self-compatible. In addition, the Lycopersicon clade, grouping cultivated and
wild tomatoes, exhibits unilateral incompatibility (UI), which likely overlaps with the

mechanisms of self-incompatibility.

This thesis therefore focuses on the poorly understood reproductive barriers between Solanum
lycopersicum and Solanum chilense. The phenology of the flowers of S. lycopersicum, S.
chilense and the resulting hybrids of the two species was studied. Crosses were made between
plants of S. chilense, S. lycopersicum and their hybrids and alleles of SI (S-RNases) were
sequenced in S. chilense and the hybrids. Finally, the expression of H7-4A, HT-B and ODC2
genes, involved in gametophytic SI and Ul were studied in S. lycopersicum, S. chilense and

their hybrids.

Three SI alleles could be sequenced including two never described in S. chilense. The alleles
of several S. chilense plants available in the laboratory could be determined from the results of
crosses between different S. chilense individuals. The hybrids also showed gametophytic SI and
the existence of a reproductive barrier between S. chilense and S. lycopersicum could be proved.
Moreover, the presence in S. chilense and the involvement of the ODC?2 gene in Ul and of the
HT-A and HT-B genes in gametophytic SI and UI could be assumed in view of the expressions

in the different species.

In conclusion, the HT and ODC?2 genes are most likely involved in the unilateral incompatibility

between S. chilense and S. lycopersicum but their exact role is not yet fully understood.



Table des matieres

REMETCICIMENLS ...ttt ettt ettt et sbt et et sae e be e e ebeeaeeaee 1
RESUIME ...ttt sb e ettt e bt e st e b e saneennee e 2
AADSEIACE ..ttt b et s h e bttt e h e bttt eat e bttt e b et e 3
INEEOAUCTION ..euee ettt ettt st sbe et e it s bt et et e bt e neeeaee 6
Synthese bIblHOGrapRIGUE .......cccviiiiiiiiiiiiieie ettt ee 8
L@ TOIMALE ...ttt ettt saneenee e 8
GENCralites SUT 12 tOMALE.....cccueiiiiiiiiiii e et 8
Solanum [YCoOPerSIiCUIM L. ..........ccueoeeuiiiiiieeiiie ettt ee e e e sae e e aeeessseeessee s 9
Solanum chilense DUN..........c...cccuiiiiieiiiie ettt ee e st e e s e e e saee e s eseeesnseeennees 12
L’auto-compatibilité et 1I’auto-incompatibilite ............ccceeeviieiiiiieiiieeieece e 14
Généralités sur I’auto-incompatibilite............cocvveriiieriiieeiieece e 14
L’auto-incompatibilité gameEetophytiQUEe.........cccueeeriieeiiieeiiieeiieeeee et e e e evee e 15
Incompatibilité chez les especes de tomMaALes ........cccuveeeiieeriieeiiieeie e 17
Compatibilité interspécifique chez les tomates...........cccueeviieriieniienieeiieeieeeeee e 18
Matériel €t MEKOAES ......cccuivuiiiiiiiii ettt 21
Matériel végétal et conditions de CUItUIE.........ccueeriiiiiiieriiieiieie et 21
Mesures de la phénologie des fleurs et de leur fertilité............coocveviiiiiieniiniienieeeee. 21
CIOISEIMEIILS ...ttt ettt ettt et ettt et s h e bt et sht et et eb e bt e st e sbee bt eabeese e b e eneenbeebeenee e 22
Identification des S-RINASES.......ccueriiiiiiiiieieieeee ettt 23
Etude de I’expression des genes HT et ODC2 par qRT-PCR .......ccoovviiiiiiiiiiiieiieeiee, 29
PN o) (o o) 1N (0T T e L0 1TSS 30
ANALYSES STALISTIGUES ..eeuvreeieiieeeiieeiiieeeieeeteeeiteesteeesteeesteeessbeeessaeeesseessaeeasseeessseeessseesnees 31
RESUITALS ...t ettt et e st e et e bt e et eesbeeenbeenaeas 32
Partie I : Durée d’anthese et fertilité des fleurs .........cooviiiiiiiiiiiiiniiiee, 32
Partie I1 1 CrOISEMENLS .....cc.eiiiiiiieiiieiie ettt ettt ettt b et e bt e st e bt e s e e nbeesaeeas 34



Croisements Solanum chilense x SOlanum CRIIENSE............ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 34

Croisements hybrides X hybrides ..........ccocuieiiieriiiiiiiiieeiee e 36
Croisements entre Solanum chilense et Solanum lycopersicum ................cccccveeeeeueennn. 37
Partie I1I : Biologie MOIECULAITE ........ccueevuiieiieiieeiiecie ettt 39
Identification des alléles d’auto-incompatibilité............c.cecueeriieiiieniieiiiienieeieree e 39
ATbres PhyloOgENETIQUES .......occvieriiieiieiie ettt ettt ettt steesteeeeteenbeessaeensaens 41
Etude de I’expression des génes de HT-A, HT-B et ODC2............ccccueveeveveeeciieniaareannnn. 45
DISCUSSION ...ttt ettt ettt ettt et a et e e e sat e bt et e eaeesb e et e eatesaeenseestenbeenbesnnenseenneas 48
Phénologie des flEUTS.......ccouiiiiiie e e e 48
Auto-incompatibilité gameEtOPhYtIQUE ......ccuviieuiieiiiieeiie et 49
Auto-incompatibilité chez Solanum chilense................cccoovvuveeoiieciiieniieeeieeeeeeeee e 49
Auto-incompatibilité chez les hybrides ..........coccuvveiiieeiiiiiiiceece e 53
Incompatibilité UNIlaterale........c..covciiiiiiiiiiiiicieee e e 54
CONCIUSION € PEISPECTIVES ..eeiuvvieeiiieeiieeeiiteeeiteeeeteeeeteeesteeessaaeessseessseessseesssaeessseeensseeessseennnes 57
REETEICES ...ttt ettt sb et sb ettt st e b et 59
ATIIIEXES ...ttt ettt ettt bttt b e e et e bttt h e a e bttt e b et ea bt e bt e eat e e b e e nat e e bt e e e ennee 66



Introduction

La tomate cultivée (Solanum [lycopersicum) est une des cultures maraicheres les plus
consommées au monde (Fernandes et al., 2018). Certains de ses composants, comme le
lycopéne, ont été reconnu comme anti-oxydants et anti-cancéreux et elle est également une trés
bonne source de métabolites secondaires (Gerszberg et al., 2015). Cependant, lors de sa
domestication puis de son introduction en Europe, un nombre limit¢ de génotypes ont été
sélectionnés, réduisant la variabilité génétique de 1’espéce (Faraone et al., 2021). La sélection
de I’espece s’est surtout focalisée sur la productivité au détriment d’autres aspects, ce qui fait
que la tomate cultivée est sensible a plusieurs stress biotiques et abiotiques, notamment le stress
salin (Gharbi et al., 2017a, Gharbi et al., 2017b, Verlaan et al., 2011), qui est un probléme

majeur dans 1’agriculture moderne (Kashyap et al., 2021).

Parall¢lement, il existe plusieurs espéces de tomates sauvages (Bedinger et al., 2011), dont
Solanum chilense, originaire du Chili et possédant plusieurs résistances a des stress abiotiques,
notamment au stress hydrique et salin (Gharbi et al., 2016, Gharbi et al., 2017a, Gharbi et al.,
2017b, Martinez et al., 2012, Martinez et al., 2020, Nosenko et al., 2016). L’introgression des
résistances de S. chilense chez la tomate cultivée serait donc intéressante d’un point de vue de
I’amélioration végétale étant donné la proche parenté des deux especes (Gharbi et al., 2017a,

Gharbi et al., 2017b, Kashyap et al., 2020).

Cependant, Solanum chilense est une plante auto-incompatible tandis que Solanum
lycopersicum est auto-compatible. Dans 1'optique de I’amélioration végétale de S.
lycopersicum, il est important de comprendre les mécanismes d’incompatibilité interspécifiques
qui régissent les croisements entre les especes de tomates (Tovar-Mendez et al., 2014). En effet,
des croisements ont ¢té réalisés précédemment au laboratoire en vue d’obtenir des hybrides
entre S. lycopersicum et S. chilense et nous avons mis en €vidence que la réussite de ces
croisements dépendait du génotype des plantes parentes utilisées et que les croisements
fonctionnaient avec certaines plantes de S. chilense mais pas toutes. Il a été montré que la
compatibilité¢ interspécifique chez diverses especes de tomate dépendaient de mécanismes
dépendant et indépendant des mécanismes d’auto-incompatibilité intra-spécifique (Qin et
Chetelat, 2021) mais ces mécanismes restent a ce jour treés largement méconnus, en particulier

chez S. chilense.



Les objectifs de ce mémoire sont donc liés a I’incompatibilité interspécifique entre Solanum
chilense et Solanum lycopersicum et sont multiples. Le premier objectif est de déterminer la
phénologie des fleurs de S. chilense, de S. lycopersicum et des hybrides de ces deux espéces
ainsi que de déterminer s’il existe une phase male et une phase femelle chez ces fleurs dans le
but d’identifier le stade de développement le plus adéquat pour la réalisation des croisements.
Notre hypothese est qu’il n’existe pas de phase male et femelle ni chez S. chilense, ni chez S.
lycopersicum, ni chez les hybrides. La viabilité pollinique ainsi que la réceptivité stigmatique
sont également évaluées dans cet objectif. Le second objectif est d’évaluer les croisements entre
différentes plantes de S. chilense et de S. lycopersicum, ainsi que les causes de I’incompatibilité
lors de I’échec des croisements. Pour ce faire, les alléles d’auto-incompatibilité de S. chilense
seront identifiés et I’expression des geénes connus comme étant impliqués dans I’incompatibilité
interspécifique sera évaluée. Le dernier objectif a pour but de déterminer si les hybrides de S.
chilense et S. lycopersicum sont capables de se croiser et s’ils présentent une auto-

incompatibilité gamétophytique.



Synthese bibliographique

La tomate

Généralités sur la tomate

La tomate cultivée, Solanum lycopersicum, est originaire d’ Amérique du Sud et a été¢ importée
en Europe au XVlIe siécle en tant que plante ornementale. Au XVlle siécle, elle a gagné en
popularité en tant que culture maraichere et sa popularité s’est rapidement accrue en Europe
(Mazzucato et al., 2010). Aujourd’hui, la tomate est considérée comme 1’une des cultures
maraicheres les plus lucratives au monde et est la seconde culture 1égumiére la plus cultivée sur
Terre apres la pomme de terre (Fernandes et al., 2018). En 2019, 180 millions de tonnes de
tomates ont ét¢ produites mondialement sur 5 millions d’hectares répartis a travers le globe
(FAOSTAT, 2021). Les plus grands pays producteurs de tomate sont la Chine, 1’Inde, la
Turquie, les Etats-Unis, ’Egypte, I’Iran et I’Italie (Kashyap et al., 2021).

La domestication puis, plus tard, I’introduction en Europe de la tomate a engendré un goulot
d’étranglement génétique de 1’espéce, les formes cultivées ayant alors une base génétique plus
étroite que celle des especes sauvages (Faraone et al., 2021). Cependant, la tomate cultivée
présente beaucoup plus de tailles et de formes de fruits différentes par rapport aux especes
sauvages. Depuis les années 1930, des genes de résistance aux stress biotiques provenant des
especes sauvages de tomate ont été introgressés chez la tomate cultivée afin d’¢élargir la diversité
génétique des variétés modernes par rapport aux variétés anciennes (Verlaan et al., 2011). Au
méme moment, des variétés furent développées pour le marché du frais et dans les années 1960,
des tomates spécifiques pouvant étre récoltées mécaniquement furent développées (Sim et al.,
2011). Ces différentes spécialisations ont engendré des différenciations génétiques dans les
variétés de tomates contemporaines (Sim et al., 2011). Paralléelement, la tomate a acquis une
nouvelle popularité ces derni¢res années via la découverte des propriétés anti-oxydantes et anti-
cancéreuses d’un de ses composants, le lycopéne (Gerszberg et al., 2015). Elle est également
une trés bonne source de métabolites secondaires tels que des caroténoides ou des composés
phénoliques (Faraone et al., 2021). La tomate peut étre vendue non seulement fraiche, mais

¢galement en soupe, en sauce, en jus, ou en concentré en poudre (Gerszberg et al., 2015).

La tomate est également un organisme modele en biologie étant donné qu’elle offre, entre
autres, plusieurs avantages. Son génome a ¢été entiérement séquencé et est relativement petit

(950 Mb), elle peut pousser sous différentes conditions de culture, son cycle de vie est assez



court, elle est auto-compatible, elle produit beaucoup de graines, une grande variété de mutants

est disponible, etc (Gerszberg et al., 2015).

Solanum lycopersicum fait partie de la famille des Solanacées, du genre Solanum et plus
particulicrement d’un clade appelé Lycopersicon comprenant 12 autres espeéces de tomates
sauvages. Ce groupe inclut des espéces telles que Solanum chilense ou Solanum
pimpinellifolium, qui serait I’ancétre sauvage le plus proche de la tomate cultivée (Gao et al.,
2014, Gerszberg et al., 2015). Bien qu’elle soit a 1’origine une plante tropicale, la tomate peut
actuellement étre cultivée pratiquement n’importe ou sur Terre, excepté aux endroits ou les
températures sont trés basses. Cependant, la tomate cultivée est sensible a plusieurs stress
abiotiques dont le stress salin et pourrait tre améliorée via 1’utilisation de genes de résistance

présents chez les tomates sauvages, notamment chez S. chilense (Kashyap et al., 2021).

Solanum lycopersicum L.

Solanum lycopersicum est originaire de la région des Andes, c’est une plante herbacée vivace.
Les cultivars ayant une croissance déterminée peuvent atteindre 2 m de haut et ont un port érigé
et buissonnant avec une période de floraison et de fructification restreinte. Les cultivars ayant
une croissance indéterminée peuvent atteindre 10 m de hauteur en un an dans des conditions de
serres et fleurissent réguliérement et de maniére uniforme (Picken et al., 1986). Les plantes
ayant une croissance indéterminée ne montrent pas de limite prédéterminée dans leur
croissance, qui continue tant que les ressources de la plante le permettent. Les plantes ayant une
croissance déterminée développent quant a elles un nombre prédéfini de feuilles et de fleurs sur
une période fixée (Taiz et Zeiger, 2010). Leur croissance est ensuite interrompue par la

production de deux inflorescences consécutives sur I’axe principal (Kwak et al., 2010).

Solanum lycopersicum a une croissance sympodiale, la tige végétative principale produit une
inflorescence apres le développement de 8 a 12 feuilles, ce premier segment est appelé segment
initial. Une nouvelle tige végétative se développe ensuite a partir du bourgeon axillaire de la
derniere feuille formée juste en-dessous de I’inflorescence terminale et développe une
inflorescence aprés avoir produit généralement trois feuilles. La croissance de ce segment,
appelé segment sympodial, reprend la croissance en hauteur de la tige en rejetant la premicre
inflorescence sur le c6té. Un nouveau segment sympodial se développe alors a partir du
bourgeon axillaire de la dernicre feuille formée et le cycle continue (Fig. 1) (Kimura et Sinha,

2008, Quinet et Kinet, 2007).



Fig. 1 : Croissance sympodiale de Solanum lycopersicum. Le segment en noir représente le segment initial du
méristeme apical, les segments en blanc et gris représentent les segments sympodiaux initiés par les méristemes

sympodiaux (Quinet et Kinet, 2007).
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Les feuilles de la tomate sont composées unipennées et ont des morphologies parfois différentes
en fonction des cultivars (Fig. 2C) (Kimura et Sinha, 2008, Picken et al., 1986). Les feuilles des
variétés utilisées en serre font généralement 50 cm de long pour un peu moins de 50 cm de
large, possedent une grande foliole terminale ainsi que jusqu’a 8 folioles latérales qui peuvent

elle-méme étre composées (Picken et al., 1986).

Les inflorescences de la tomate sont des racémes (Fig. 2D). Les primordia sont situés en deux
rangées disposées en angle droit et les primordia les plus vieux se trouvent a la base et disposés
alternativement dans les rangées. Les fleurs sont hermaphrodites et actinomorphes (Quinet et
Kinet, 2007). Le nombre d’organes floraux peut varier en fonction des génotypes (Atherton et
Harris, 1986). On retrouve généralement cing a six sépales fusionnés formant un court tube,
une corolle de cing a six pétales formant ¢galement un court tube, un verticille de cinq a six

¢tamines attachées a la corolle via des filaments supportant des anthéres allongées qui sont
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fusionnées latéralement pour former un cone, un gynécée central composé de deux carpelles ou
plus ayant un long style terminé par un stigmate plat enfermé dans I’androcée qui 1’entoure
(Quinet et Kinet, 2007). Les fleurs passent de jaune-vert a jaune profond a ’anthése et les
pétales s’ouvrent pour exposer le cone d’anthére (Atherton et Harris, 1986). Les fruits sont
variables en forme et en taille, ils peuvent atteindre plus de 10 cm de diametre et peser jusqu’a
500g (Fig 2E). IIs sont composés de chair faite des parois du péricarpe et de la peau ainsi que
d’une pulpe faite de placenta et de tissus loculaires (Ho et Hewitt, 1986). La couleur est
¢galement un trait variant avec les variétés, allant de vert a rouge en passant par orange et jaune

(Kimura et Sinha, 2008).

Fig. 2 : Plantes et parties de Solanum lycopersicum. 4 : Plantule de Solanum lycopersicum. B . Plante entiére
de 40 jours. C : Feuille. D : inflorescence et fleur. E : Fruits. F : Graines. Echelle = 2cm (Kimura et Sinha,
2008).

La tomate cultivée est une plante auto-compatible et autogame, ce qui la rend particuliérement
intéressante en tant que culture mais également en tant qu’organisme mode¢le en biologie (Gao

et al. 2014, Gerszberg et al., 2015).
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Solanum chilense Dun.

Solanum chilense est une espece de tomate sauvage de la famille des Solanacées. Elle est
trouvée en Amérique du Sud, dans les canyons volcaniques profonds des Andes, ainsi que sur
les cotes chiliennes longeant 1’océan Pacifique (Raduski et Igi¢, 2021). Son aire de répartition
s’étend du Pérou au Chili et son aire d’altitude varie entre 0 et 3500 m (Chetelat et al. 2008).
Raduski et Igi¢ (2021) ont séparé deux groupes de populations de S. chilense en se basant sur
des analyses génétiques. Le premier groupe comprend les populations cotieres du Chili
retrouvées dans de larges canyons en dessous de collines capturant la brume. Ces populations
sont trouvées entre 0 et 1000 m d’altitude et sur 600 km dans le nord du Chili. Les plantes de
ces populations ont généralement un port plus tombant et sont plus petites que celles des
populations du second groupe. Le second groupe comporte les populations situées a 1’intérieur
des terres, trouvées le long des pentes occidentales de la cordillére des Andes, entre 800 et 3600
m d’altitude. Ces populations s’étendent du nord du Chili au sud du Pérou et occupent des
pentes ouvertes ainsi que canyons andins. Elles forment souvent des peuplements plus denses
et les plantes sont généralement plus grandes que celles du premier groupe (Raduski et Igi¢,
2021). 11 est cependant important de préciser que d’apres Blondel et al. (2015), les populations
de S. chilense seraient plutot séparées génétiquement en quatre groupes distincts, dont un étant
génétiquement plus éloigné que les trois autres (Blondel et al., 2015). Ce groupe génétiquement
plus ¢loigné de Blondel et al. (2015) correspond au premier groupe décrit par Raduski et Igi¢
(2021) tandis que les trois autres groupes identifiés par Blondel et al. (2015) sont rassemblés au
sein d’un méme groupe par Raduski et Igi¢ (2021). Cette différence est sans doute due aux
marqueurs génétiques différents utilisés dans les deux études. Cet exemple illustre le fait que la
séparation en différents groupes de 1’espéce n’est pas unanime et que différentes visions
peuvent étre rencontrées quant au regroupement de populations au sein de I’espece de S.

chilense (Blondel et al., 2015, Raduski et Igi¢, 2021).

L’aire d’altitude large de S. chilense implique potentiellement une résistance aux basses
températures de la part de la plante (Nosenko et al., 2016). Elle est également résistante au
stress hydrique (Tapia et al., 2016) et survit dans des endroits tres secs tels que la base de roches
dans des falaises ou des crevasses rocheuses. Solanum chilense est également résistante au
stress salin (Gharbi et al., 2016, Gharbi et al., 2017a, Gharbi et al., 2017b, Martinez et al., 2012,
Martinez et al., 2020) et peut étre retrouvée proche de dépdts de sel épais de plusieurs

centimetres (Chetelat et al., 2009).
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Solanum chilense atteint une hauteur comprise entre 0.5 et 1.5 m et posséde une croissance
sympodiale (Raduski et Igi¢, 2021). Les feuilles sont pétiolées et deux fois pennatiformes, les
pédoncules sont longs (Rick et Lamm, 1955). Le systéme racinaire est développé et s’enfonce

fortement dans le sol (Moyle, 2008).

Les inflorescences de S. chilense comptent 10 a 12 fleurs (Fig. 3). Chaque fleur posséde un
calice de cinq sépales, une corolle de cinq pétales, un cone jaune de cinq antheres et un pistil
long dépassant du cone. Les grains de pollen sont arrondis, tricolpés et d’un diameétre d’environ
13 um (Gao et al., 2014). Ces grains sont libérés via des fentes longitudinales a I’intérieur du
cone de I’anthere (Chetelat et al., 2008). Les fleurs passent d une couleur vert clair a jaune avant
I’anthése (Gao et al., 2014). Les fruits sont verts-blancs, parfois rayés de mauve et portants des

trichomes a la surface. Ils mesurent entre 1 et 1,5 cm de diametre (Moyle, 2008).

Fig. 3 : Inflorescence (A) et fleur (B) de Solanum chilense (Gao et al., 2015) (Barre d’échelle = Icm).

Les fleurs sont hermaphrodites et auto-incompatibles (Cheletat et al., 2009). Leur auto-
incompatibilité est gamétophytique et permet donc d’éviter 1’autopollinisation par le biais d’un

mécanisme de reconnaissance et de rejet du pollen (Igic et al., 2009).

Solanum chilense posséde plusieurs génes de résistance aux stress biotiques qui peuvent
participer a I’amélioration végétale de la tomate cultivée. Cela a notamment été le cas lors de
I’introgression de génes présents chez S. chilense et résistants aux begomovirus, causant la
maladie des feuilles jaunes en cuillére de la tomate (Tomato yellow leaf curl disease) chez la

tomate cultivée (Verlaan et al., 2011). Le taux de résistance élevé a certains stress abiotiques
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de la part de S. chilense pourrait également tre utilisé dans I’amélioration végétale de la tomate

cultivée (Gharbi et al., 2017a, Gharbi et al., 2017b, Kashyap et al., 2020).

L’auto-compatibilité et I’auto-incompatibilité

Généralités sur I’auto-incompatibilité

L’auto-incompatibilit¢ est un mécanisme présent chez les angiospermes qui empéche
I’autofécondation des fleurs. Ce mécanisme sert donc a maintenir la diversité génétique de
I’espece en évitant la consanguinité (Fujii et al., 2016, Takayama et Isogai 2005). Il est en effet
suppos¢ que 1’auto-compatibilité et la consanguinité chez des espéces engendre un plus grand
taux d’extinction de celles-ci et sont parfois vues comme des culs-de-sac évolutifs (Fujii et al.,
2016). La réponse d’auto-incompatibilité (Al) est composée d’un mécanisme de reconnaissance
du soi et du non-soi entre le pollen et le pistil. Il est suivi par une inhibition du développement
du tube pollinique lorsque le pollen provient du « soi». Chez la plupart des especes, la
reconnaissance du soi ou du non-soi est controlée par un locus appelé le S-locus qui exhibe de
multiples S-haplotypes (Takayama et Isogai, 2005). Chaque S-haplotype comporte des
déterminants spécifiques male et femelle appelés S-déterminants, la discrimination du soi ou

du non-soi est réalisée grace a ces S-déterminants (Fujii et al., 2016).

I existe deux grands types d’auto-incompatibilit¢ chez les angiospermes: [’auto-
incompatibilit¢ gamétophytique, notamment présente chez les Solanacées et [’auto-
incompatibilité¢ sporophytique, notamment présente chez les Brassicacées. Dans [’auto-
incompatibilité gamétophytique, le pollen haploide détermine la S-spécificité, le rejet du pollen
est le résultat d’une absence d’interaction moléculaire et la reconnaissance du pollen non-soi
permet la fécondation. Dans 1’auto-incompatibilité sporophytique, le génotype du tissu diploide
donneur détermine la S-spécificit¢ du pollen, les interactions alléliques sont donc trés
importantes dans ce type d’auto-incompatibilité. Le rejet est alors le résultat d’une interaction

entre les déterminants male et femelle (Fig. 4) (Fujii et al., 2016).
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Fig. 4 : Schéma comparatif de I’auto-incompatibilité gamétophytique et sporophytique (McCubbin et Kao, 2000)

Gametophytic SI Sporophytic SI

pollen SI pollen SI
; phenotype phenotype

$182 5152
pistil pistil

Chez les Brassicacées, ’auto-incompatibilité sporophytique fonctionne comme suit. Deux
genes de S-déterminants sont fortement li€s et hautement polymorphiques : le S-déterminant
male est appelé Protéine S-locus 11 (SP11) ou Protéine S-locus riche en cystéine (SCR) et est
un petit peptide se trouvant dans le manteau du pollen, le S-déterminant femelle est appelé S-
locus Receptor Kinase (SRK) et est un récepteur kinase qui se situe dans la membrane
plasmique des cellules papillaires du stigmate. L’interaction moléculaire directe entre
SP11/SCR et SRK provenant d’un méme haplotype engendre une réponse d’auto-

incompatibilité dans le stigmate qui mene au rejet du pollen (Fujii et al., 2016).

Chez les Solanacées, le déterminant femelle est une glycoprotéine S-RNase qui est présente
abondamment dans le tissu du style. Le déterminant male est une protéine F-box appelée S-
locus F-box (SLF) et qui est comprise dans un complexe E3 ubiquitine ligase appelé SCF. Le
rejet du pollen s’effectue via la S-RNase qui entre dans le tube pollinique et inhibe la croissance
du tube via son activité de ribonucléase cytotoxique si le pollen montre le méme S-haplotype

que la S-RNase (Fujii et al., 2016).

L’auto-incompatibilité gamétophytique

Comme précisé précédemment, les Solanacées suivent un mécanisme d’auto-incompatibilité
gamétophytique. Sous le modele « collaborative non-self recognition », il est supposé que le S-
déterminant male est constitué de multiples geénes. Chez les Pefunia auto-incompatibles, entre
16 et 20 geénes ont été€ recensés comme étant liés aux S-RNases (Fujii etal., 2016), chez Solanum

pennellii, 23 génes ayant une fonction similaire ont été retrouvés, dont 19 sont également
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représentés dans le génome de S. [ycopersicum (Li et Chetelat, 2015). Ceci implique que chaque
protéine SLF interagit avec une ou plusieurs S-RNases ayant un autre haplotype que la protéine
SLF (Fujii et al., 2016). Cette interaction permet la détoxification de la S-RNase, le complexe
SLF/SCF cible les protéines et les ubiquitine, elles vont ensuite Etre dégradées par le
protéasome. L’interaction se fait comme suit. Les S-RNases poss€dent cinq régions hautement
conservées et deux domaines hypervariables chez les Solanacées, le complexe SLF/SCF
contient également deux domaines ; I’un fixe le domaine hypervariable des S-RNases de facon
spécifique au S-haplotype et I’autre fixe un domaine commun a toutes les S-RNases. La fixation
de maniére spécifique au S-haplotype ménerait a la poly-ubiquitination et la dégradation de la
S-RNase fixée (Takayama et Isogai, 2005). La polyvalence des protéines SLF leur permettent
donc d’ubiquitiner des S-RNases possédants différents S-haplotypes. Cependant, il a été mis en
¢vidence que chaque S-haplotype ne porte pas de copie d’un SLF capable de reconnaitre une
S-RNase provenant du méme S-haplotype(Fujii et al., 2016). Ceci implique donc que
lorsqu’une S-RNase entre dans un grain de pollen possédant le méme S-haplotype que I’un des
deux S-haplotype du style, elle n’est pas fixée dans le complexe SLF/SCF, son activité
ribonucléase engendrera alors un arrét du tube pollinique dans le style (Fig 5), (Fujii et al.,

2016).

Fig 5 : Modele d’auto-incompatibilité gamétophytique chez les Solanacées. A gauche, les mémes S-haplotypes
sont représentées en jaune, la S-RNase jaune peut donc effectuer son activité ribonucléase. La S-RNase d’un S-
haplotype différent (en vert) est ubiquitinée (représentée par la lettre U) par le complexe SLF/SCF. A droite, les
deux S-RNases (vert et jaunes) sont d’un S-haplotype différent de celui du complexe SLF/SCF (bleu) et sont donc
ubiquitinées (Kaothien-Nakayama et al., 2010).
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Il est également supposé que des genes modificateurs (« modifier genes », MGs) sont également
impliqués dans la réponse d’auto-incompatibilité. Du co6té du pistil, plusieurs genes
modificateurs ont été identifiés, notamment les protéines HT qui sont des glycoprotéines de 120
kDa ainsi qu’un inhibiteur de protéase NaStep. Ces génes modificateurs sont directement
impliqués dans le rejet du pollen S-spécifique. Du c6té du pollen, les génes modificateurs du
complexe SLF/SCF incluent les génes codants pour I’homologue de Skpl, Cullinl et/ou
certaines protéines faisant la liaison avec les S-RNases (Tovar-Mendez et al., 2014). Le role
des génes modificateurs serait de réguler 1I’expression des geénes du S-locus ou de participer a

la signalisation de la réponse d’auto- incompatibilité (Liao et al., 2020, Nasrallah, 2017).

Incompatibilité chez les espéces de tomates

Dans le clade des tomates, 1’auto-incompatibilité a ét¢ perdue chez plusieurs especes,
notamment chez S. lycopersicum, S. pimpinellifolium, S. galapagense et S. cheesmaniae, qui
sont strictement auto-compatibles (Bedinger et al., 2011). Cette perte d’auto-incompatibilité est
associée a des mutations de H7-A, HT-B et/ou des geénes S-RNases, selon les especes (Tovar-

Mendez et al., 2014).

En général, une acquisition d’auto-compatibilit¢ (AC) peut arriver selon deux possibilités.
Premiérement, et comme cela a été le cas chez les especes de tomates citées précédemment,
une mutation entraine la perte de fonction des génes des S-RNases ce qui résulte en un S-
haplotype qui acceptera n’importe quel pollen dans la population de I’individu, méme le sien.
Par ailleurs, une mutation peut entrainer le gain de reconnaissance de soi, c’est-a-dire la
reconnaissance par les SLF des S-RNases du méme haplotype. Dans ce dernier cas, méme si
I’auto-compatibilité est fixée dans la population, I’auto-incompatibilité peut a nouveau survenir
si une mutation entrainant la perte de connaissance du soi surgit ou encore si une mutation
touche les S-RNases de facon qu’elles ne puissent plus étre reconnues par les SLF du méme S-

haplotype (Fujii et al., 2016).

Certaines espéces du clade des tomates sont strictement auto-incompatibles, ¢’est notamment
le cas de S. chilense (Bedinger et al., 2011). Dans le clade, il existe ¢galement des especes qui
sont auto-incompatible de maniére prédominante mais dont certaines populations sont auto-
compatibles. C’est le cas pour S. pennelli, S peruvianum et S. habrochaites (Bedinger et al.,

2011).
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Au niveau de la diversité des S-haplotypes chez le clade des Lycopersicon, 34 all¢les de S-

RNases ont été trouvés chez S. chilense (Iglic et al., 2007).

Compatibilité interspécifique chez les tomates

En plus de I’auto-incompatibilité, le clade des tomates posséde également une barriére de
reproduction interspécifique appelée 1I’incompatibilité unilatérale (IU) (Qin et Chetelat, 2021).
L’incompatibilité unilatérale est une barriere de reproduction dans laquelle le pollen d’une
espece est rejeté du pistil d’une autre espece tandis que le croisement contraire est accepte.
L’incompatibilité unilatérale suit généralement la régle SI x SC (en frangais Al x AC). Cette
régle stipule qu’une femelle d’une espéce Al rejettera unilatéralement le pollen d’une espéce
AC (Fujii et al., 2016). Dans le clade des tomates, les especes dites « a fruits rouges », qui sont
auto-compatibles et n’ont pas de S-RNAses ou de proté¢ines HT fonctionnelles, acceptent le
pollen des especes dites « a fruits verts », qui sont auto-incompatibles et dont les S-RNases et

protéines HT sont fonctionnelles (Fig 6) (Tovar-Mendez et al., 2014).

Fig. 6. Compatibilité entre especes du groupe Lycopersicon. Les espéces en rouge sont les espéces a fruits
rouges et les espéces en vert sont les espéces a fruits verts. Les fleches signifient un croisement compatible

tandis que les lignes barrées indiquent un croisement incompatible (Tovar-Mendez et al., 2014).

Red-fruited
species

Green-fruited
species
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Etant donné I’implication unilatérale de 1’auto-incompatibilité, il a été supposé que celle-ci
entre en jeu dans I’incompatibilité¢ unilatérale (Tovar-Mendez et al., 2014). En effet, certains
genes impliqués dans le complexe SLF/SCF, tels que CULI (un composant central d’un
complexe ubiquitine ligase du SCF) ou SpSLF-23 (un géne SLF chez S. pennelli) sont soit
présents a 1’état de pseudogene soit inexistants chez S. lycopersicum (Fujii et al., 2016). Par
ailleurs, des mécanismes de rejet de pollen impliquants des S-RNAses ont également été
découverts dans le cadre de I’incompatibilité unilatérale (Chalivendra et al., 2013). En effet,
Tovar-Mendez et al. (2014) ont mis en évidence que I’introduction de génes S-RNases et HT
fonctionnels chez S. [lycopersicum engendrait une incompatibilit¢ unilatérale entre S.
lycopersicum et les autres espéces a fruits rouges (Tovar-Mendez et al, 2014).
L’incompatibilité¢ unilatérale dépendante des S-RNases fonctionnerait donc d’une manicre
similaire a I’auto-incompatibilité gamétophytique en rejetant le pollen n’ayant pas les protéines

nécessaires a la résistance contre les S-RNases (Qin et Chetelat, 2021).

11 est cependant important de souligner que certains croisements interspécifiques ne nécessitent
pas de S-RNases fonctionnelles. En effet, la souche LA0716 de S. pennelli ne posséde pas de
S-RNases mais est tout de méme capable de rejeter le pollen de S. lycopersicum (Fujii et al.,
2016). Ceci impliquerait donc I’existence d’une voie d’incompatibilité unilatérale indépendante
des S-RNases (Tovar-Mendez et al., 2014). En effet, du coté du pistil, trois QTLs
(« Quantitative Trait Loci» ou Loci de Caractére Quantitatifs) ont été¢ identifiés comme
controlant la force de rejet du pollen dans le cadre de 1’incompatibilité unilatérale (Tovar-
Mendez et al., 2014). Ces QTLs agiraient de concert pour rejeter le pollen. Les protéines HT-
A et HT-B sont également impliqués dans les mécanismes de rejet du pollen dépendants et
indépendants des S-RNases dans le cadre de I’IU et ont été identifiées comme étant un des trois
QTLs précités. Du c6té du pollen, des loci ont également été découverts comme ayant un role
central dans I’IU. Les loci codant pour une suite de protéines SLF ainsi que la protéine Cullinl
agissent dans un mécanisme d’IU dépendant des S-RNases tandis qu’un geéne codant pour la
Farnesyl Pyrophosphate Synthase (FPS2) agit dans une voie d’IU indépendante des S-RNases
(Tovar-Mendez et al., 2014). Qin et Chetelat (2021) ont isolé le groupe de genes responsable
coté pistil de la sélectivité pollinique de FPS2 dans I’'IU. Ces geénes codent pour 1’ornithine
décarboxylase et sont appelés ODC?2 et ont ét¢ précédemment cartographiés comme étant des
QTLs impliqués dans I’IU. Quatre génes ODC?2 sont présents chez S. pennelii tandis qu’un seul
gene ODC?2 est retrouvé chez S. lycopersicum (Qin et Chetelat, 2021). Le produit de ces genes,

I’ornithine décarboxylase, est une enzyme intervenant dans le métabolisme des polyamines et
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est supposé avoir un réle dans le mécanisme de rejet du pollen indépendant des S-RNases. Les
genes ODC? interagissent également avec les loci codants pour les protéines HT-A et HT-B,
ce qui suggere que le mécanisme de rejet du pollen dépendant de ODC?2 pourrait se chevaucher
avec les mécanismes d’auto-incompatibilité (Qin et Chetelat, 2021). La présence des génes HT

et ODC2 n’a pas encore ¢ét¢ étudiée chez S. chilense.
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Matériel et méthodes

Matériel végétal et conditions de culture

Trois especes végétales ont été utilisées dans cette étude : la tomate cultivée (S. lycopersicum
cv. Ailsa Craig, TGRC, accession LA2838A), I’espéce parente halophyte S. chilense (TGRC,
accession LA4107), ainsi que des hybrides résultants de croisements manuels entre des plantes
femelles de S. lycopersicum cv. Ailsa Craig et une méme plante male de S. chilense (appelée
SC2). Les graines de S. chilense et S. lycopersicum ont été fournies par le TGRC (Tomato

Genetics Ressource Center, UC Davis, USA) et multipliées au laboratoire.

Dans la suite de ce travail, ces trois groupes de plantes seront mentionnées comme trois

génotypes par souci de facilité.

Les plantes ont ¢été cultivées en serres a Louvain-la-Neuve a une température moyenne de

23.5°C le jour et 20.4°C la nuit et a une humidité relative de 63% en moyenne.

Mesures de la phénologie des fleurs et de leur fertilité

La durée de vie des fleurs de S. chilense, S. lycopersicum et des hybrides et leur phénologie a
¢été suivie du stade 15 de Brukhin a la fin de I’anthése (Brukhin, 2003). Pour ce faire, cinq fleurs
par génotype ont été s¢lectionnées et ont été photographiées tous les jours, jusqu’a la sénescence

des fleurs.

Par ailleurs, la période de fertilité femelle et male des fleurs de S. chilense, S. lycopersicum et
des hybrides, a été évaluée respectivement pour ’analyse de la réceptivité stigmatique et la

viabilité pollinique.

La réceptivité stigmatique a été détectée pour les trois génotypes (SC2 pour S. chilense et S.
lycopersicum cv. Ailsa Craig et les hybrides) deux jours avant I’anthése et lors de I’anthése en
testant I’activité peroxydase a la surface du stigmate en suivant la méthode de Dafni et Maués
(1998). Dix fleurs ont été récoltées par stade de développement et génotype. Les stigmates ont
ensuite ét¢ disséqués et immergés durant 5 minutes dans la solution décrite au tableau 1. La
coloration rouge-brune s’étant développée a la surface du stigmate indique que le stigmate est
réceptif et lui confére un score de 1 tandis que 1’absence de coloration indique que le stigmate

n’est pas réceptif et lui confere un score de 0.
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Tableau 1 : Composition du tampon acétate pour la réceptivité stigmatique.

Réactifs Concentrations
CaChL.2H:0 112,2 mM
3-amino-9-éthylcarbazole 2,3 mM
N-N-diméthylformamide 4% (v/v)
H20:2 3% (v/v)

La viabilité pollinique a également été mesurée sur deux étamines par fleur et dix fleurs par
stade de développement et génotype. La viabilité pollinique a été évaluée en utilisant du
colorant d’Alexander (Tableau 2). Chaque étamine a été écrasée sur une lame de microscopie
pour en faire sortir le pollen et 10 nL de colorant d’ Alexander ont été rajoutés avant observation
au microscope. Le pollen était considéré comme viable lorsqu’il présentait une coloration rouge
tandis qu’il était considéré non-viable lorsqu’il présentait une coloration bleue. Un minimum
de cent grains de pollen par anthére a été compté et le rapport entre les grains de pollen viables

et non viables a été calculé.

Tableau 2 : Composition du colorant d’Alexander pour 100mL de solution (Alexander, 1969).

Réactifs Quantité
Alcool 95% 10 ml
Vert de malachite 10 ml
Eau distillée 50 ml
Glycérol 25 ml
Phénol 5ml
Chloral hydraté Smg
Acide fuschine 50 mg
Orange G 5 mg
Croisements

Trois types de croisements ont été réalisés :

1) S. chilense x S. chilense. Pour tester la compatibilité entre plantes et attester des différences
dans les S-haplotypes au sein de la population de plantes de S. chilense, des croisements entre
onze plantes de S. chilense ont tout d’abord été réalisés. Les fleurs en anthése d’une plante de

S. chilense ont été pollinisées manuellement a I’aide du pollen d’une autre plante de S. chilense.
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Les autres fleurs de ’inflorescence pollinisée qui n’étaient pas en anthése au moment de la
pollinisation ont été retirées. Au total, vingt fleurs ont été pollinisées par croisement et 19

croisements ont été effectuées.

2) croisements interspécifiques : Afin d’évaluer la compatibilité interspécifique, des
croisements entre des plantes de S. chilense et S. lycopersicum (S. chilense femelle et S
lycopersicum male et vice-versa) ont €té réalisés. Pour les croisements entre S. chilense et S.
lycopersicum, entre 5 et 20 fleurs en anthese par type de croisements ont été pollinisées tandis
que pour les croisements avec les hybrides, entre 2 et 6 fleurs en anthése par type de croisement
ont été pollinisées. Lors des croisements entre S. [ycopersicum femelle et S. chilense male ainsi
que S. lycopersicum femelle et hybride male, les fleurs de S. [ycopersicum ont été émasculées
au stade 15 de Briikhin (2003). Comme mentionné précédemment les fleurs non pollinisées

restant sur I’inflorescence ont été retirées.

3) hybride x hybride : Pour tester s’il existe de 1’auto-incompatibilité¢ chez les hybrides, des
pollinisations croisées ont €té€ réalisées entre plantes hybrides a raison de 8 a 16 fleurs en anthése
par type de croisement. Comme mentionné précédemment les fleurs non pollinisées restant sur

I’inflorescence ont été retirées.

Le succes des différents croisements a été évalué par le nombre de fruits produits afin de
calculer le taux de mise a fruit (pourcentage du nombre de fruits par nombre de fleurs pollinisées
pour chaque croisement). Pour chaque fruit obtenu, le nombre de graines par fruit a également

¢té compte.

Identification des S-RNases

Afin d’identifier les S-haplotypes (all¢les de S-RNases) dans la population de S. chilense
disponible au laboratoire, les pistils d’environ trente a cinquante fleurs d’'une méme plante (pour
un total de 6 plantes) ont été récoltés dans de 1’azote liquide, puis conservés a -80°C. L’ARN a
été extrait grace au RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Strasse 1, 40724 Hilden, Germany). Les
pistils ont été broyés plante par plante a I’azote liquide et chaque broyat a été transféré dans un
tube Eppendorf de 2 mL auquel 450 pL de tampon RLT ont été ajoutés pour lyser les cellules.
Aprés mélange au vortex, le lysat de chaque tube a été transféré dans une colonne QIAshredder,
elle-méme placée dans un tube de collection de 2 mL et centrifugé pendant 2 minutes a 14 000
RPM. L’¢luat a ét¢ transféré dans un nouveau tube de centrifugation auquel 225 uLL d’éthanol
96 % ont été ajoutés et mélangés par pipetage. L’échantillon a été directement transféré dans

une colonne placée dans un tube de collection de 2 mL. Apres centrifugation (15 secondes,10
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000 RPM), I’¢luat a été ¢éliminé et 700 uL de tampon RW1 ont été ajoutés a la colonne qui a
¢été a nouveau centrifugée (15 secondes, 10 000 RPM). Apres élimination de I’¢luat, 500 pL de
tampon RPE ont été ajoutés a la colonne afin de laver I’ARN, qui a été centrifugée pendant 15
secondes a 10 000 RPM. Un second lavage avec 500 uL de tampon RPE a été réalisé mais la
centrifugation a duré cette fois 2 minutes. La colonne a ensuite été placée dans un nouveau tube
de collection et a été centrifugée 1 minute a 10 000 RPM afin de sécher la membrane. Apres
transfert dans un nouveau tube de collection et ajout de 30 pL. d’eau RNase-free, la colonne a
¢été centrifugée (1 minute, 10 000 RPM) afin d’¢luer I’ARN. L’opération a été répétée sur la

méme colonne avec 20 ul d’eau RNase-free.

Les concentrations d’ARN obtenues pour chaque échantillon ont ét¢ mesurées a 1’aide d’un

spectrophotométre NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, Villebon-sur-Yvette, France).

Chaque échantillon d’ARN a été rétrotranscrit en cDNA par deux méthodes : via la méthode
RACE (3’-rapid amplification of cDNA ends) et via la méthode oligo-dT. La méthode oligo-
dT consiste en I’utilisation d’un primer possédant une queue poly(T) se liant a la queue poly(A)
des ARN messagers. C’est une méthode peu spécifique qui a ét¢ utilisée afin de rétrotranscrire
tous les ARN messagers. La méthode RACE consiste ici en 'utilisation d’un primer appelé
RaceA composé d’une queue poly(T) et d’une s€quence connue (Tableau 3). La queue poly(T)
se lie avec la queue poly(A) des ARN messagers qui sont rétrotranscrits en cDNA et possedent
alors une séquence terminale connue. Un second primer, appelé RaceB (Tableau 3), est
complémentaire a la séquence connue de RaceA et vient donc s’y lier. Parallélement, un
troisiéme primer, ici PR1 (Tableau 3), est utilis¢ afin de se lier avec les séquences conservées
des S-RNases. Cette méthode est donc tres spécifique et a été utilisée dans le cadre du

séquengage des S-RNases.

La transformation d’ARN en cDNA via la méthode RACE a été effectuée d’apres Igic et al
(2007) en utilisant le kit Thermofisher Strand cDNA Synthesis Kit (Thermofisher, 168 3rd
Avvenue, Waltham, Massachussets, Etats-Unis). Le volume correspondant a 100 ng d’ARN a
été dilué a de I’eau DEPC Milli-Q afin d’obtenir un volume total de 11 pl, et 2 uLL de primer
Race A 10uM ont été ajoutés (Tableau 3). Aprés incubation 5 minutes a 65°C, les échantillons
ont ét¢ déposés sur glace. Apres ajout du mélange décrit en tableau 4, les échantillons ont été
incubés 1h a 42°C puis 15 minutes a 70°C. Par apres, une amplification des cDNA a été réalisée
par PCR en utilisant 2 pl de cDNA et les primers spécifiques PR1 et RaceB (Tableau 3 et mix
Tableau 5) et la Go Taq (Go Tag G2 DNA Polymerase, Promega 3800 Woods Hollow Road,

Madison, WI, USA). La PCR a consisté en une étape de dénaturation initiale de 3 minutes a
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94°C, de 35 cycles composés chacun d’une étape de dénaturation de 30 sec a 94°C, d’une étape
d’hybridation de 30 sec a 48°C et d’une étape d’¢élongation de 1 minute a 72°C, suivie par une

¢longation finale de 12 minutes a 72°C.

Pour la synthése de cDNA via oligo-dT, le volume correspondant & 500 ng d’ARN a été ajouté
au mix détaillé au tableau 6 et a de I’eau Milli-Q DEPC afin d’obtenir 12 pL en utilisant le kit
Thermofisher Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Thermofisher, Waltham, Massachussets, Etats-
Unis). Les échantillons ont été placés a 65°C pendant 5 minutes et apres ajout de 1’enzyme, les
¢chantillons ont été placés a 42°C pendant une heure puis a 70°C pendant 5 minutes. Une PCR
qualitative (mix décrit au tableau 7) a ensuite été réalisée avec la GoTaq afin de vérifier les
cDNA amplifiés. Elle comprenait une dénaturation initiale (94°C pendant 3 minutes), puis 35
cycles (94°C pendant 30 secondes, 60°C pendant 30 secondes, 72°C pendant 1 minute) et
finalement une ¢longation finale a 72°C pendant 12 minutes. Les cDNA obtenus via la méthode
RACE et la méthode oligo-dT ont ensuite été déposés sur gel d’agarose 1,8% pour vérifier la

présence des produits PCR amplifiés.

Afin de séquencer les deux alleles de S-RNAses pour chaque plante, les fragments amplifiés
par la méthode RACE ont été clonés et multipliés. Pour le clonage avec le kit TopoTA Cloning
Kit (Invitrogen), les produits PCR amplifiés par RaceB et PR1 ont ét¢ mis en présence d’1 puL.
de solution saline (provenant du kit), de 2uLL d’eau et de 1ul de solution contenant le vecteur
pCR4-TOPO (provenant du méme kit). La solution a ensuite été incubée a température
ambiante pendant 5 minutes. Pour la transformation des bactéries, 2 pL de la solution ont été
prélevés et ajoutés a 25ul de bactéries thermo-compétentes TOP 10F One Shot E. Coli sous
flux laminaire. L’ensemble a ¢t¢ mélangé et a reposé 5 minutes dans la glace puis 30 secondes
dans un bain marie chauffé a 42°C suivi directement d’un bain de glace avant ajout immédiat
sous flux de 200 pL de milieu LB (1 % tryptone, 0,5 % yeast extract, 0,5 % NaCl, 0,75 % agar).
Les bactéries ont ensuite ét¢ multipliées dans un agitateur a 150 RPM pendant une heure a
37°C. Elles ont ensuite été déposées sous flux dans des boites de pétri comprenant du milieu
LB et 0.1 mg. mL! d’ampicilline et ayant préalablement recu un mix de X-Gal (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside, 80 pL 20 mg.mL™) et d’IPTG (isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside, 20 pL 200 mM) a trois concentrations différentes de solution
bactérienne : 20 uL, 100 uL et 400 puL par boite. La présence d’un geéne de résistance a
I’ampicilline dans le vecteur pCR4-TOPO permet seulement aux bactéries ayant intégré le
plasmide de se développer sur le milieu tandis que la présence d’IPTG et d’XGal permet de

révéler les bactéries contenant un plasmide avec fragment PCR. En effet, le fragment PCR est
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inséré dans le géne LacZ du plasmide, le rendant non-fonctionnel. La réaction entre les bactéries
possédant de tels plasmides et le X-Gal et IPTG du milieu engendrent une coloration blanche.
Les bactéries présentant un géne LacZ fonctionnel montrent quant a elles une coloration bleue
dans un milieu comprenant du X-Gal et IPTG (détails en Annexe S1). Aprés incubation 1 nuit
a 37°C, 5 colonies blanches par échantillon ont ét¢ sélectionnées pour vérifier la présence du
fragment PCR dans le plasmide et sa taille. Les 5 colonies blanches ont été transférées a I’aide
d’un cure-dent stérile dans une nouvelle boite de Petri contenant du milieu LB mélangé a de
I’ampicilline 0.1 mg.mL™! (afin de conserver une réserve de bactéries) ainsi que dans un tube
PCR contenant de 1’eau MILLI-Q en vue de réaliser une PCR de vérification en utilisant les
primers universels T3 et T7 présents dans le plasmide de part et d’autre de I’insert (Tableau 8
pour les conditions du mix PCR, Tableau 3 pour détails des primers). Finalement, le cure-dent
a ¢té¢ plongé dans un tube falcon contenant 4 mL de LB liquide avec ampicilline afin de
multiplier la colonie en culture liquide. Les tubes falcon ont été déposés dans un incubateur a
37°C tournant a 180 RPM pendant 24h. Les conditions PCR étaient de 94°C pendant 3 min, 35
cycles de 94°C pendant 30 sec, 55°C pendant 30 sec, 72°C pendant 1 min puis finalement 72°C
pendant 10 min (mix détaillé au Tableau 8). Apres dépot sur gel, les colonies contenant des
plasmides avec un insert correspondant a la taille des S-RNases ont ét¢ marquées afin d’en

extraire les plasmides et de les séquencer.

Les plasmides ont ensuite été extraits des bactéries grace au kit PureYield Plasmid Miniprep
System (Promega, 3800 Woods Hollow Road, Madison, WI, USA). Deux fois 1.5 mL de culture
bactérienne ont été ajoutés a un tube et centrifugés (30 secondes, 14 000 RPM) et le surnageant
a été éliminé. Ensuite, 600 pL de tampon TE ont été ajoutés au tube et la solution a été re-
suspendue entiérement. Les cellules bactériennes ont été lysées par 1’ajout de 100 pL. de tampon
Cell Lysis (mélange par inversion du tube six fois). Ensuite, 350 puL de solution neutralisante
froide ont été¢ ajoutées et mélangées en inversant le tube. Les échantillons ont ensuite été
centrifugés a vitesse maximale (14 000 RPM) pendant 3 minutes. Le surnageant a été transféré
doucement (pour éviter le transfert du culot) dans une mini-colonne PureYield afin de fixer les
plasmides dans la colonne. La mini-colonne a été placée dans un tube collecteur et centrifugée
a vitesse maximale pendant 15 secondes. L’¢luat a été éliminé et la mini-colonne a été remise
dans le méme tube collecteur. Afin de nettoyer la mini-colonne, 200 pL de tampon ERB
(Endotoxin Removal Wash) ont ét¢ ajoutés a la colonne qui a été centrifugée a vitesse maximale
pendant 15 secondes. 400 uL de solution CWC (Column Wash Solution) ont ensuite été ajoutés

a la colonne qui a été centrifugée a vitesse maximale pendant 30 secondes. Afin d’éluer la
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solution, la mini-colonne a été transférée dans un nouveau tube collecteur et 30 uL de tampon
d’¢lution ont été ajoutés directement sur la matrice de la mini-colonne. Une période d’une
minute de pose a €té respectée puis la mini-colonne a été centrifugée pendant 15 secondes afin

d’¢luer I’ADN plasmidique, qui a été entreposé a -20°C.

La concentration des échantillons d’ADN a ensuite ét¢ mesurée a I’aide d’un spectrophotometre
NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, Villebon-sur-Yvette, France). L’équivalent de 960 ng
d’ADN ont ensuite été prélevés et ajoutés a 2.5uL de primer soit forward T3 soit reverse T7
(Tableau 3) et ajustés a 15 pL avec de ’eau et envoyés a séquencer via la méthode Sanger a

Microsynth (Microsynth Seqlab GmbH, Germany).

Une fois les échantillons séquencés, les fichiers contenants les séquences ont ¢té nettoyés en
repérant les primers T3, PRI, RaceA ou T7 et en retirant les séquences qui n’étaient pas
comprises entre les primers. Les séquences forward et reverse ont ensuite été alignées sur
BioEdit (version 7.0.5.3). Elles ont enfin été blastées sur le site du NCBI (National Center for
Biotechnology Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), afin de trouver les

correspondances avec les séquences des S-RNases décrites sur le site.

Tableau 3 : Description des primers utilisés pour la transformation d’ARN en cDNA, les températures

d’hybridation sont toutes de 48°C (Igic et al. 2007).

Nom des primers Séquences (5’-3°)

RaceA GCGCACGCGTC
GACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTT

PRI GAATTCAYGGNYTNTGGCCNGA

RaceB GCGCACGCGTCGA CTAGTAC

13 GCAATTAACCCTCACTAAAGG

17 TAATACGACTCACTATAGGG

Tableau 4 : Description du mix utilisé pour la synthése de cDNA par la méthode RACE

Réactifs Volumes
Tampon transparent x5 4 uL
Ribolock 20 unités/uL 1 uL
dNTP 1 ul
RevertAid Minus RT 1 uL
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Tableau 5 : Description du mix utilisé pour I’amplification de cDNA par PCR pour la méthode RACE.

Volumes

Primer forward PR1

Eau Milli-Q 34,75 ul

Tableau 6 : Description du mix utilisé pour la synthése de cDNA par la méthode oligo-dT.

Réactifs Volumes

Ribolock 20 unités/uL

RevertAid HMinus

Tableau 7 : Description du mix utilisé pour la PCR quantitative de la méthode oligo-DT. Les séquences des

primers sont disponibles dans le tableau 9.

Réactifs Volumes
Primer forward LEEF1alphaF 0,5 uL
Tampon vert x5 Sul
dNTP 0,5 uL

Tableau 8 : Description du mix utilisé pour la PCR de vérification suite a la transformation.

Réactifs Volumes

Tampon x5

Primer T3

goTaq 200 unités
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Etude de "expression des genes HT et ODC2 par gRT-PCR
L’expression des genes HT-A, HT-B et ODC2 (Ornithine décarboxylase 2) a été étudiée. Ces

genes ont €té sélectionnés sur base de la littérature (Tovar-Mendez et al., 2014 ; Qin et Chetelat,

2021) car ils interviennent dans 1’auto-incompatibilité et/ou I’incompatibilité unilatérale.

Les séquences des trois génes chez la tomate ont ét¢ identifiées sur base des articles sus-cités
et les séquences homologues chez S. chilense ont été identifiées par blast de nucléotide sur les
banques de données du NCBI (National Center for Biotechnology Information,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) et du SGN (Solanaceaec = Genomics Network,
https://solgenomics.net/). Les séquences complétes ont été utilisées pour dessiner les primers
soit par Primer3Plus (Untergasser et al. 2007) soit manuellement apres alignement sur BioEdit

(version 7.0.5.3). Les séquences des primers sont décrites en tableau 9.

Durant 1’anthése, des pistils et des étamines ont été récoltés chez les fleurs de S. chilense, S.
lycopersicum et d’hybrides. L extraction d’ARN et la synthese des cDNA par la méthode oligo-
dT ont été faites comme décrit au paragraphe précédent. Des PCR de vérification avec un géne
de référence (LeEFlalpha) ont été réalisées afin de contrdler 1’efficacité des primers sur le
cDNA des pistils et étamines (Tableau 9). Les niveaux d’expression des génes candidats et de
référence (Tableau 9) ont ensuite été quantifiés par qPCR en triplicats pour chaque réplicat
biologique. Ces qPCR ont été réalisées en utilisant le GoTaq qPCR Master Mix (Promega) dans
une machine StepOnePlus Real-Time PCR systems (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) ; le mix PCR est décrit au tableau 10. Les cycles de la qPCR consistaient en un cycle de
dénaturation a 95°C pendant 10 minutes, puis 40 cycles de 15 secondes a 95°C et 1 seconde a
60°C. Les genes LeEFI-a (Elongation factor 1-alpha, Solyc06g005060) et 77P41 (TIP41-like
protein, Solyc10g049850) ont été utilisés comme geénes de référence (Asins et al., 2013,
Leelatanawit et al. 2017). Les résultats ont ensuite été exprimés via la méthode de calcul de la
droite de calibration en unités arbitraires en comparant ’expression des pistils de S.
lycopersicum sous des conditions de controle et en les normalisant avec LeEF[-a et TIP41. Une
analyse de type melt-curve a également été réalisée afin de vérifier la présence d’amplifications

spécifiques.
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Tableau 9 : Détails des primers utilisés pour la RT-gPCR (toutes les températures d’hybridation sont de 60°C, F

signifie forward et R, reverse)

Nom du primer Séquence Sens
oDnC2 GTGCTAGCTTACTCGAGATTG F
oDnC2 TAGTGAGATTGACCCCAACAG R
HTA-F GAATTGGACAATCCGACGCT F
HTA-longR CTAACAACACATGGCTTTAC R
HTA-courtR AACTGCAACCCAAACACGCT R
HTA-SCR TTTTTGGGCAACTGCAACCCA R
HTB-SCF TTGGACAAGGGCAACGTGAAC F
HTB CCATAATACAGAGCTGAACA | F
HTB CTTGGACAAGGGCAACGTGA R
LeEFlalpha GACAGGCGTTCAGGTAAGGA | F

Tableau 10 : Détails du mix PCR de vérification des primers utilisés pour la RT-qPCR

Réactifs Volumes
Tampon x5 vert Sul
goTaq polymerase 0,125 uL
dNTP 0,5 uL
Eau Milli-Q 17,875 uL
cDNA dillué 3uL
Primer forward 0,5 uL
Primer reverse 0,5 uL

Arbres phylogénétiques

Les arbres phylogénétiques des séquences de genes des especes de tomates sauvages et de la
tomate cultivée du clade Lycopersicon ont été réalisés pour les génes ODC2, HT-A, et HT-B
afin de vérifier le nombre de copies par espece et leur homologie. Pour ce faire, la séquence de
ODC2 (Solyc03g098300) provenant de Qin et Chetelat (2021) et les séquences de H7T-4
(Solyc12g056585.1.1) et HT-B (AB066585 Solanum lycopersicum) de S. Ilycopersicum
trouvées sur NCBI ont été blastées sur NCBI et sur SGN afin de trouver les génes homologues
chez d’autres especes de Solanum. Pour chaque géne, les séquences des différentes especes ont
ensuite ¢t¢ alignées sur Bioedit (version 7.2) et nettoyées si besoin en fonction de 1’alignement.

Les séquences ont été renommeées pour correspondre a la nomenclature de SGN lorsque c’était
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possible. Un arbre phylogénétique a ensuite ét€¢ construit grace au site phylogeny.fr. Les
séquences ont tout d’abord été alignées avec MUSCLE (version 3.8.31). Les séquences
ambigiies (par exemple les séquences qui contiennent des trous ou qui s’alignent mal) ont été
enlevées avec Gblocks (version 0.91b). L’arbre phylogénique a ensuite été reconstruit en
utilisant la méthode de maximum de vraisemblance implémentée dans le programme PhyML
(version 3.1/3.0 aLRT). La représentation graphique et I’édition de I’arbre phylogénique ont été

faites en utilisant TreeDyn (version 198.3).

Analvyses statistiques

Les tests statistiques ont été effectués sur le logiciel R Studio (version 4.1.2). Les tests de
corrélation ont été effectués avec la fonction « cor.test » et en utilisant la méthode de Spearman.
Lors d’un test ANOVA, les conditions d’application, soit I’homoscédasticité et la normalité des
variances, ont ét¢ vérifiées avec les fonctions « shapiro.test » et « flinger.test ». Lorsque les
conditions n’étaient pas remplies, une transformation de la variable réponse a été effectuée via
une transformation logarithmique ou racine carrée. Si les conditions étaient correctes,
I’ANOVA a été réalisée. Si apres transformation les conditions ne sont toujours pas correctes,
un test non paramétrique est alors utilisé (tous les tests dont les conditions n’étaient pas remplies
ont nécessité un test Kruskal-Wallis). Des analyses post-hoc sont ensuite appliquées pour
comparer chaque génotype (fonction Tukey pour les tests ANOVA, fonction DunnTest pour
les tests Kruskal-Wallis). Pour les variables comptage, des régressions linéaires de type Poisson
ont été effectuées. Les différents graphes ont été effectués sur le logiciel Excel (version 2111

Build 16.0.14701.20254).
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Résultats

Les résultats de ce mémoire se divisent en trois parties. La premicre partie compare la durée
d’anthése et la fertilité des fleurs de S. lycopersicum, S. chilense et des hybrides. Une deuxiéme
partie décrit les croisements qui ont été réalisés entre S. [ycopersicum, S. chilense et les hybrides
afin d’identifier les génotypes compatibles et incompatibles. Finalement, la troisiéme partie
porte sur les analyses de biologie moléculaire qui ont été réalisées afin de mieux comprendre
les mécanismes génétiques impliqués dans la régulation de 1’auto-incompatibilité et de

I’incompatibilité unilatérale chez ces especes.

Partie I : Durée d’anthése et fertilité des fleurs

Le développement des fleurs de S. chilense, S. lycopersicum et des hybrides a été suivi avant
anthése (stade de 15 de Brukhin, Brukhin et al., 2003, annexe S2) jusqu’a la fanaison des fleurs
et la fertilité des fleurs (viabilité pollinique et réceptivité stigmatique) a été évaluée avant (stade
15 ou 16 de Brukhin, Brukhin et al., 2003) et en anthése afin de déterminer les meilleurs stades

de développement pour la réalisation des croisements.

La durée d’anthése était similaire pour les 3 génotypes (F2,10 = 1,1674, p-val = 0,3503, Figure
7). Elle était en moyenne de 4 jours pour S. lycopersicum et respectivement de 3,33 et 3,69 jours

pour S. chilense et les hybrides.

Figure 7 : Durée d’anthese pour les trois génotypes de tomate.
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La viabilité pollinique différait entre génotypes (y2 = 33,622 et p-val = 5,001e-08) ainsi qu’au
cours du développement des fleurs (y2 = 11,679 et p-val = 0,0006322, Figure 8). En effet, S.

lycopersicum avait un pourcentage de viabilité pollinique plus élevé que les hybrides, qui eux-
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mémes avaient une viabilité pollinique plus élevée que S. chilense (Figure 8). Bien que
I’interaction du génotype et du traitement n’ait pas eu d’effet significatif sur la viabilité
pollinique (y2 = 2,747 et p-val = 0,2532702), celle-ci était plus faible chez les hybrides avant
antheése que lors de ’anthese (x2 = 10,343 et p-val = 0,0013) mais cette différence n’était
significative ni chez S. chilense (y2 = 2,4964 et p-val = 0,1141) ni chez S. lycopersicum (32 =
2,0619 et p-val = 0,151).

Figure 8 : Viabilité pollinique des fleurs chez les trois génotypes de tomate avant anthése (stade 15 de Brukhin,
Brukhin et al., 2003) et en anthése (stade 20).
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Au contraire de la viabilité pollinique, la réceptivité stigmatique était de 100% pour les pistils

des trois génotypes tant avant anthése qu’en anthése.
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Partie II : Croisements

Plusieurs sortes de croisements ont été effectués. Tout d’abord, des plantes de S. chilense ont
été croisées entre elles et le taux de mise a fruit et le nombre de graines par fruit ont été suivis
afin de déterminer les croisements compatibles et incompatibles et ainsi identifier les génotypes
possédant des alleles d’auto-incompatibilité différents. Par ailleurs des plantes hybrides ont
¢galement été croisées entre elles et la production de fruits et de graines a été analysée. Tous
les hybrides croisés provenaient du méme parent male S. chilense, appelé SC2. Ces croisements
ont permis de vérifier si les hybrides étaient auto-incompatibles comme leur parent méle et de
déterminer quelles plantes possédaient les mémes alleles d’auto-incompatibilité. Finalement,
des croisements entre S. chilense et S. [ycopersicum ont été effectués et le taux de mise a fruit
et le nombre de graines par fruit ont été comptés, pour déterminer les plantes plus ou moins

compatibles dans les croisements interspécifiques.
Croisements Solanum chilense x Solanum chilense

Des croisements ont été réalisés entre 9 plantes de S. chilense. Les différents croisements
réalisés sont présentés au Tableau 11 et les taux de mises a fruits et de nombre de graines par
fruit sont présentés dans la figure 9. Un tableau récapitulatif détaillant plus amplement les
résultats des croisements est disponible en annexe (Annexe S3). Au niveau de la compatibilité
des croisements, trois groupes de S. chilense ont pu étre mis en évidence d’apres le tableau S3

en annexe et sont détaillés dans le tableau 11.

Premiérement, certains croisements n’ont donné aucun fruit, suggérant une auto-incompatibilité
entre les génotypes impliqués. C’est le cas des croisements PIS6 x PIS 19, PIS 10 x PIS 19, PIS
6 x PIS 21, PIS 9 x PIS 21, PIS 10 x PIS 21, PIS 31 x PIS 32 (Tableau 11).

A I’opposé, certaines plantes de S. chilense se sont montrées compatibles avec plusieurs autres
plantes. C’est le cas des croisements entre PIS 10 et PIS 23 et entre PIS 21 et PIS 23 (Tableau
11). Pour ces croisements le taux de mises a fruit est supérieur a 75% et le nombre de graines

par fruit est de 10,364 + 82 et 7,222 + 5,96 respectivement.

Finalement, un grand nombre de croisements se sont révélés peu ou moyennement compatibles.
Les croisements peu compatibles sont PIS 9 x PIS 10, PIS 6 x PIS 14, PIS 9 x PIS 17, PIS 19 x
PIS 23, PIS 9 x PIS 23, PIS 6 x PIS 9, PIS 17 x PIS 23, PIS 9 x PIS 14, PIS 10 x PIS 32 (Tableau
11). Pour ces croisements, le taux de mise a fruit variait entre 5 % et 41,67 % et le nombre de

graines par fruit variait entre 3 et 11,8. Les croisements moyennement compatibles concernent

34



PIS 10 x PIS 14, PIS14 x PIS 23 et PIS 9 x PIS 26 (Tableau 11). Ces croisements ont montré

un taux de mise a fruit compris entre 47,37 % et 66,67% et le nombre de graines par fruit variait

entre 8,375 et 19,33. Par ailleurs, un taux élevé de mise a fruit n’impliquait pas forcément un

grand nombre de graines par fruit (Figure 9) et il n’y avait pas de corrélation entre le nombre

de fruits et le nombre de graines par fruit (R =-0,021, p-val = 0,9391). En effet, le croisement

PIS23 x PIS21 qui a eu un taux important de mise a fruit (66,67%) n’a eu en moyenne que 7

graines par fruit alors que le croisement PIS6 x PIS14, malgré un taux trés bas de mise a fruit

(7,14%) a eu en moyenne 13 graines par fruit (Tableau 11).

Tableau 11 : synthése des croisements réalisés entre plantes de S. chilense en fonction du succes des croisements

ma
femelle
PIS 6
PIS 9
PIS 10
PIS 14
PIS 17
PIS19
PIS 21
PIS 23
PIS 26
PIS 31
PIS 32

Légende : - : pas de croisement ; x : croisements non-compatible (0% de mise a fruit) ;
croisements peu compatibles (<50% de mise a fruit),
(50-75% de mise a fruits), croisements fortement compatibles (>75% de mise a fruits)

PIS
6

PIS9

PIS 10

PIS 14

PIS 17 | PIS19 | PIS21 | PIS 23 | PIS PIS 32
26
X X
X
X X
X
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Figure 9 : Nombre moyen et écart-type de graines par fruit en fonction du taux de mise a fruit dans les croisements

entre S. chilense et S. chilense. Légende : voir Tableau 11.

120

=
=]

100

Taux de mise afruit (36)
o
=
Mambre degraines par fruit

wn

(=1

. ;
) I ) ] 5 o A b o - " o
P AR S T T P R AR P A A G
B 4 4 4 £ el ey £ e 4 5 L gt + At
o & & o o g @ R 3 g o o o A R
gv < ? q el - v < g g qv < Q\"’ gv
. T de mise afruit (en %) [ oyenne de graines par fruit

Croisements hybrides x hybrides

Huit combinaisons de croisements ont été réalisées entre 6 plantes hybrides différentes (Tableau
12). Plusieurs croisements, notamment ceux entre HSA et HIC ainsi qu’entre H13B et HOA,
n’ont donné aucun fruit, ce qui suggere que ces croisements sont incompatibles. Pour les autres
croisements, le taux de mise a fruit n’a pas dépassé 33% et seuls deux croisements ont donné
des graines (H7A x H9C et H9A x H9B). Cependant, le nombre de graines par fruit n’a pas pu
étre analysé pour tous les croisements car un grand nombre de fruits résultant de croisements

entre hybrides sont morts en cours de développement.
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Tableau 12 : Production de fruits et de graines pour les différents croisements réalisés entre hybrides.

Femelle Maile N fleurs N fruits N graines N fruits Misea N graines par
pollinisées totales morts fruit fruit
(%)
H5A H9C 9 0 0 0 0 0+0
H13B HO9A 10 0 0 0 0 0+0
H9A HOC 16 1 0 1 6,25 0£0
H13B HOC 12 1 0 1 8333 0=£0
H9B HOC 8 1 0 1 12,5 0+0
H7A HOC | 13 2 7 0 15,385 | 3,5+3.,5
H9C H7A 8 2 0 2 25 0+0
HO9A H9B 9 3 22 0 33,333 | 7,333+ 6,129

Légende : N = nombre de

Croisements entre Solanum chilense et Solanum lycopersicum

Des croisements ont été réalisés en utilisant soit S. chilense comme parent femelle, soit S.

lycopersicum comme parent femelle.

Neufs plantes S. chilense différentes ont servi de parent femelle pour les croisements avec S.
lycopersicum et entre 5 et 20 fleurs ont été pollinisées par croisement (Tableau 13). Ces
croisements n’ont pas donné de fruits, a une exception pres. Il s’agit du croisement PIS 10 x S.
lycopersicum, qui a donné 3 fruits sur les 20 fleurs pollinisées mais deux fruits sont morts et le

seul fruit mir a donné deux graines.
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Tableau 13 : Production de fruits et de graines pour les différents croisements réalisés entre S. chilense (parent

femelle) et S. lycopersicum (parent mdle).

Femelle Male N fleurs N fruits N fruits morts Mise a fruit N graines total
(%)
PIS 10 AC 20 3 2 15 2
PIS9 AC 15 0 0 0 0
PIS 21 AC 11 0 0 0 0
PIS 14 AC 14 0 0 0 0
PIS 31 AC 21 0 0 0 0
PIS 19 AC 21 0 0 0 0
PIS 23 AC 10 0 0 0 0
SC2 AC 10 0 0 0 0
PIS 26 AC 5 0 0 0 0

Légende : AC = Solanum lycopersicum, N = nombre de.

Cing plantes de S. chilense ont servi de parent male dans les croisements avec S. [ycopersicum.

Entre 2 et 6 fleurs ont été pollinisées par croisement (Tableau 14). Cinq croisements ont donné

des fruits. Deux croisements, respectivement AC x PIS 10 ainsi que AC x PIS 19, ont donné un

fruit pour un taux de mise a fruit inférieur a 50% (respectivement 20 % et 33,33 %) et les deux

fruits ont produit respectivement 20 graines et 9 graines. Par ailleurs, deux croisements, AC x

PIS 9 et AC x PIS 31, ont chacun donné 1 et 2 fruits pour un taux de mise a fruit égal ou

supérieur a 50% (50 % et 66,66 % respectivement). Ces deux croisements ont donné 2 graines

et 22 graines au total. Les croisements restants détaillés dans le tableau 14 n’ont engendré aucun

fruit.

Tableau 14 : Production de fruits et de graines pour les différents croisements réalisés entre S. lycopersicum
(parent femelle) et S. chilense (parent male).

Femelle Mile N fleurs N fruits Mise a fruit (%) N graines N graines par
total fruit

AC Pis10 5 1 20 20 200
AC Pis19 6 1 33,33 9 9+0
AC Pis9 2 1 50 2 2+0
AC Pis31 3 2 66,66 22 11+12,73
AC Pis23 5 0 0 0 0
AC Pis9 4 0 0 0 0

Légende : AC = Solanum lycopersicum, N = nombre de.
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Partie 111 : Biologie moléculaire

Afin de mieux comprendre les mécanismes génétiques sous-tendant 1’auto-incompatibilité et
I’incompatibilité unilatérale chez la tomate, plusieurs analyses moléculaires ont été réalisées.
Premiérement, les S-all¢les d’auto-incompatibilité ont été identifiés chez certaines plantes de
S. chilense et d’hybrides afin de potentiellement lier ces S-alleles au comportement
reproducteur de la plante observé précédemment. Par ailleurs, des arbres phylogénétiques ont
¢été réalisés pour les génes HT-A, HT-B et ODC a partir des séquences de plusieurs espeéces du
clade des tomates ou du genre Solanum. Ces différents génes semblent impliqués dans le
controle de 1’auto-incompatibilité et de I’incompatibilité unilatérale chez la tomate au niveau
du pistil (Tovar-Mendez et al., 2014 ; Qin et Chetelat, 2021). L’¢élaboration de ces arbres a pour
but de comprendre I’histoire évolutive de ces génes et de voir le nombre de copies existants
chez les différentes especes. L’expression de ces geénes a ensuite ¢té étudiée chez S.
lycopersicum, S. chilense et les hybrides afin de pouvoir potentiellement lier I’expression de
ces génes avec les comportements de reproduction intra- et interspécifiques des especes

représentees.
Identification des alléles d’auto-incompatibilité

L’ARN de quatre plantes de S. chilense (PIS 9, PIS 19, PIS 23, SC2) et de deux plantes hybrides
(H9B, H13B) présentant potentiellement des S-alleles différents sur base de nos croisements a
¢été extrait afin d’identifier les all¢les d’auto-incompatibilité. Le cDNA de ces échantillons a été
obtenu avec la méthode RACE (3’-rapid amplification of cDNA ends), et leur migration sur gel
a permis de confirmer I’amplification des fragments ADN et que la taille des bandes obtenues
correspondait a la taille attendue pour les S-RNAses (Figure 10). Ces fragments ont ensuite été
introduits dans un plasmide et multipliés apres transformation de bactéries. Cinq colonies par
¢chantillon ont été amplifiées par PCR afin de vérifier I’insertion du fragment d’intérét. Apres
vérification via gel (Figure 11), des bandes ont pu étre obtenues pour tous les échantillons
excepté PIS19. En tout, 14 colonies (correspondant a 5 plantes) ont été sélectionnées sur base

de la taille du fragment amplifié et apres extraction, les plasmides ont été séquencés.
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Figure 10 : Gel des échantillons PCR convertis en cDNA par la méthode RACE. Ladder benchtop 100 bp.
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Figure 11 : Gel de vérification par PCR de la présence de plasmide avec fragment d’intérét dans les colonies
bactériennes. Les échantillons dont les plasmides ont été séquencés sont annotés selon leur plante d’origine.

Ladder benchtop 100bp a gauche et ladder benchtop 1kbp a droite.
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La séquence des S-RNAses a été obtenue pour cinq individus (H9B, H13B, PIS 9 PIS 23, SC
2). Pour les échantillons provenant des plantes hybrides, deux S-all¢les différents ont été
séquences, I’un provenant de H9B, 1’autre provenant de H13B. Le blast de ces séquences sur
NCBI a permis d’identifier que 1’all¢le extrait de H9B correspondait a I’all¢le S70 S-RNase (n°
NCBI EF680088.1) d’auto-incompatibilité de S. chilense (annexe S4) et que celui extrait de
H13B correspondait a un alleéle non encore décrit chez S. chilense mais similaire a deux all¢les
d’auto-incompatibilité de S. peruvianum S16-RNase (n°NCBI AB072458.1) et SP13 S-RNAse,
(n® NCBI HM357225.1) avec un pourcentage de similarit¢ de respectivement 90,13% et
90,54% (Annexe S5). Pour les échantillons provenant de plantes de S. chilense, trois S-all¢les
ont pu étre séquencés. Pour PIS 9, deux alléles ont pu étre déterminés. Le premier all¢le est le
méme que 1’allele S70 S-RNase trouvé chez HIB (annexe S6) et le second all¢le est le méme
que celui trouvé chez H13B et blaste également avec deux alléles de S. peruvianum (S16-RNase
290,46 % et SP13 S-RNAse a 91,23 %, annexe S7). Pour PIS 23, le blast a été réalisé sur SGN,
un all¢le a pu étre déterminé et correspond a I’allele S8 S-RNase de S. pimpinellifolium (n°® SGN
Sopim01g055200.0.1, annexe S8) mais il n’a pas non plus été décrit pour S. chilense a ce jour.
Le deuxiéme allele de PIS 23 ainsi que les deux alleles de SC2 n’ont pas pu étre déterminés via
le séquengage car les fragments amplifiés ne correspondaient pas a des S-RNAses. Les
séquences des S-alleles identifiés ainsi que leurs alignements avec les séquences disponibles
sur NCBI pour PIS 9, H9B et H13B et SGN pour PIS 23 sont disponibles en annexe (Annexes
S4 a S8).

Arbres phylogénétiques

Sur base des séquences de S. lycopersicum pour ODC1 (n° SGN : Solyc04g082030.1.1), ODC2
(n° NCBI : XM004235341.3) et ODC3 (n° SGN : Solyc03g098310.1) d’une part et de H7-4
(n° NCBI : GU362647.1) et HT-B (n° NCBI : AB066585.1) d’autre part, les séquences proches
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pour d’autres especes de tomate ont pu étre obtenues en utilisant la fonction « blast » du site du

NCBI et de SGN. Les arbres ont ensuite pu étre construits a partir de ces séquences.

L’arbre phylogénétique des génes ODCI, ODC2 et ODC3 (Figure 12) reprend 8 séquences
provenant de S. pennellii (Sopen), 2 séquences provenant de S. chilense (SOLCI), une séquence
provenant de S. peruvianum (pSolyc), 3 séquences provenant de S. lycopersicum, 3 séquences
provenant de S. pimpinellifolium (Sopim), une séquence provenant de Solanum chacoense, et
une séquence provenant de la pomme de terre Solanum tuberosum, ces deux dernieres especes
n’appartenant pas au clade des tomates (Solanum, section Lycopersicon, Peralta et al 2008).
L’arbre phylogénétique se sépare en deux branches principales. La premiere branche de I’arbre
sépare les séquences correspondant a ODC1 de celles correspondant a ODC2 et ODC3. Au sein
du groupe ODC2-ODC3, une deuxieéme démarcation peut €tre notée. Le premier groupe
rassemble des séquences de S. chilense, S. pennellii et S. pimpinellifolium proches de
Solyc03g098310 (ODC3). Le deuxiéme groupe rassemble des séquences proches de
Solyc03g098300 (ODC?2) appartenant a S. pennellii et S. pimpinellifolium. Les membres du
groupe de ODC(C3 blastent ¢galement avec la séquence ODC?2 de S. lycopersicum. 1l existe donc
2 génes codant pour ODC chez S. chilense et la séquence de S. chilense homologue a ODC?2 est

SOLCI004508500. Les alignements utilisés pour construire cet arbre sont disponible en annexe
S9.
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Figure 12 : Arbre phylogénétique des genes ODC de plusieurs espéces de tomates sauvages, de la tomate
cultivée (Solanum lycopersicum) et de la pomme de terre (Solanum tuberosum). SOLCI, Solyc, Sopen Sopim,
genes de respectivement Solanum chilense, Solanum lycopersicum, Solanum pennellii, Solanum
pimpinellifollium.
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L’arbre phylogénétique du géne H7-A4 (Figure 13) comprend une séquence pour les especes S.
chacoense, S. tuberosum, S. hirsutum, de S. habrochaites, S. chmielewskii, S. cheesmaniae, S.
pimpinellifolium, S. chilense, S. lycopersicum, S. pennellii, et deux séquences pour S.
peruvianum. L arbre sépare tout d’abord le clade des tomates des especes de pommes de terre
(S. chacoense et S. tuberosum). Une deuxiéme séparation isole les séquences de S. hirsutum et
S. habrochaites du reste des tomates. Dans le dernier groupe, trois sous-groupes peuvent étre
observés. Le premier regroupe les deux séquences de S. peruvianum, le second montre la
séquence de S. pennellii dans un groupe isolé et le troisieme regroupe des séquences de S.
chmielewskii, S. cheesmaniae, S. pimpinellifolium, S. chilense et S. lycopersicum. L ’arbre
confirme qu’il existe une seule séquence de H7-A chez S. chilense et qu’elle est homologue a
la séquence de S. lycopersicum. Les alignements utilisés pour construire cet arbre sont

disponible en annexe S10.
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Figure 13 : Arbre phylogénétique du gene HT-A de plusieurs espéces de tomates sauvages, de la tomate cultivée
(Solanum lycopersicum), de la pomme de terre (Solanum tuberosum) et d ‘une pomme de terre sauvage
(Solanum chacoense). SOLCI, Solyc, Sopen Sopim, Sotub genes de respectivement Solanum chilense, Solanum
lycopersicum, Solanum pennellii, Solanum pimpinellifollium, Solanum tuberosum.
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L’arbre phylogénétique de HT-B (Figure 14) comprend une séquence issue de S. tuberosum, de
S. peruvianum, de S. hirsutum, de S. habrochaites, de S. pennellii, de S. lycopersicum, de S.
pimpinnellifolium, de S. neorickii, de S. chmielewskii, et deux séquences de S. chilense. L arbre
sépare tout d’abord une des séquences de S. chilense du reste des séquences. Une deuxieme
subdivision sépare la séquence de la pomme de terre S. fuberosum des autres séquences de
tomates. Plusieurs divisions sont ensuite a noter. Quatre branches se séparent, la premicre
comprenant une séquence de S. peruvianum isolée, la deuxiéme comprenant les séquences de
S. hirsutum et S. habrochaites, la troisiéme isolant la séquence de S. pennellii et la quatrieme
comprenant les séquences restantes. Dans cette derniére séparation, une division isole la
deuxieme séquence de S. chilense des autres séquences. Deux groupes peuvent étre observés
dans les séquences restantes, ’'un comprenant les séquences de S. lycopersicum et S.
pimpinellifolium et I’autre comprenant les séquences de S. noerickii et S. chmielewskii. 11 ressort
de I’arbre que la séquence HT-B de S. chilense la plus proche de celle de S. lycopersicum est

Solci005673800. Les alignements utilisés pour construire cet arbre sont disponibles en annexe
S11.
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Figure 14 : Arbre phylogénétique du gene HT-B de plusieurs espéces de tomates sauvages, de la tomate cultivée
(Solanum lycopersicum), de la pomme de terre (Solanum tuberosum) et d ‘une pomme de terre sauvage
(Solanum chacoense). Solci, Sopen, Sotub genes de respectivement Solanum chilense, Solanum pennellii,
Solanum tuberosum.

— Sotub12g024900

—— AB072481_Solanum_peruvianum

7_5: GU362668_Lycopersicon_hirsutum_f._glabratum
GU362664._Solanum_habrochaites

— Sopenl2g029200

78

98 | AB066585_Solanum_lycopersicum
71 (- AB072489_Solanum_pimp inellifolium

05 LI— AB072483_Solanum_neorickii
GU362661_Solanum_chmielewskii

Solci005673800

Solci005673 700

0.08

Etude de I’expression des génes de HT-4, HT-B et ODC2

L’analyse phylogénétique a permis d’identifier les génes H7-A, HT-B et ODC2 de S. chilense
homologues aux séquences de S. lycopersicum. Suite a cela, I’expression des genes ODC2, HT-
A et HT-B a ¢été étudiée par qPCR dans les pistils et les étamines de fleurs en anthése chez S.

lycopersicum, S. chilense et les hybrides en utilisant les génes de référence LeEF[-o et TIP41.

L’expression de ODC2 était peu ¢€levée dans les étamines par rapport aux pistils pour
I’ensemble des génotypes (Figure 15). Au niveau des étamines, 1’expression d’ODC2 était
similaire pour les 3 génotypes (F2,15 = 1,99, p-val = 0,172). Au niveau des pistils, I’expression
d’ODC?2 différait entre les génotypes (¥2 = 18,207 et p-val < 0,001) et était significativement
différente entre S. chilense et S. lycopersicum (Z = -4,123, p-val < 0,001) ainsi qu’entre S.
lycopersicum et H13B (Z = -2,858, p-val = 0,02133).
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Figure 15 : Expression de ODC2 normalisée aux pistils de S. lycopersicum (4C) avec EF lalpha et TIP41 comme
gene de référence. H13B et H9B sont tous deux des hybrides et SC2 est la plante de S. chilense qui a été utilisée
comme parent male pour la formation des hybrides. Les génotypes partageant une méme lettre pour un méme

organe ne sont pas significativement différents (P>0,05).
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L’expression de HT-A ¢tait également plus basse dans les étamines que dans les pistils (Figure
16). Dans les étamines, 1’expression était similaire chez les trois génotypes (F2,15 = 0,56, p-val
= 0,583). Dans les pistils, I’expression de H7-A ne variait pas significativement entre les

génotypes (x2 = 4,687 et p-val = 0,196).

Figure 16 : Expression de HT-A normalisée aux pistils de S. lycopersicum (AC) avec EF lalpha et TIP41 comme
gene de référence. HI3B et H9B sont tous deux des hybrides et SC2 est la plante de S. chilense qui a été utilisée
comme parent male pour la formation des hybrides. Les génotypes partageant une méme lettre pour un méme

organe ne sont pas significativement différents (P>0,05).

2
a

1.8
< 16
—
I 14
S
o 12 a a
2
& 1
© a
c 08
iel
(%]
2 0.6 b b )
S
S 04
w

0.2

0

AC H13B H9B SC2 AC hybride SC2
pistils étamines

46



L’expression de HT-B ¢était également plus faible dans les étamines que dans les pistils (Figure
17). Dans les étamines, 1’expression différait en fonction des génotypes (y2 = 11,661 et p-val =
0,003). L’expression différait entre S. lycopersicum et les hybrides (Z =-2,65, p-val =0,0161),
entre S. lycopersicum et S. chilense (Z = -3,1903, p-val = 0,004), mais pas entre S. chilense et
les hybrides (Z = -0,5407381, p-val = 0,588688134). Au niveau des pistils, I’expression ne
variait pas significativement entre les génotypes (F3,20 = 2,9728, p-val = 0,0563).

Figure 17 : Expression de HT-B normalisée aux pistils de S. lycopersicum (AC) avec EF lalpha et TIP41 comme
gene de référence. HI3B et H9B sont tous deux des hybrides et SC2 est la plante de S. chilense qui a été utilisée
comme parent male pour la formation des hybrides. Les génotypes partageant une méme lettre pour un méme

organe ne sont pas significativement différents (P>0,05).
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Discussion

Phénologie des fleurs

Nos résultats ont montré que la durée d’anthése des fleurs de S. lycopersicum, S. chilense et de
leurs hydrides était similaire et durait 3-4 jours. Par ailleurs, les mesures de réceptivité
stigmatique ont montré que les trois génotypes possé€daient des stigmates réceptifs déja avant
anthese (stade 15 de Brukhin) et que les grains de pollen étaient également viables avant
ouverture des anthéres, bien que la viabilité pollinique était plus importante en anthése pour les
hybrides. Ces résultats sont en partie confirmés par Zhao et al (2011), qui ont étudi¢ la viabilité
pollinique a partir du début de 1’anthése et ont montré que le pollen de tomate était viable
jusqu’a six jours apres 1’antheése (Zhao et al., 2011). Les organes males et femelles des fleurs
présentent donc une maturité concomitante, et il n’existe pas de phase male ou femelle chez S.
chilense, S. lycopersicum et leurs hybrides. Le fait que les organes males et femelles sont fertiles
en méme temps favorise 1’autopollinisation et I’autofécondation chez les fleurs hermaphrodites
(Sandivo et al., 2008). C’est le cas de S. lycopersicum dont le style est également enfermé dans
le cone d’étamines (Hurd et Cooper, 1970, Welty et al., 2007). S. lycopersicum est en effet
considérée comme une espece auto-compatible et peut donner des fruits et des graines sans
intervention extérieure (Gerszberg et al., 2015). Au contraire, S. chilense a besoin d’une
pollinisation croisée pour former des fruits et des graines (Chetelat, 2008). De ce fait, seuls
I’exertion du style et les mécanismes d’auto-incompatibilité gamétophytique sont responsables
de I’allogamie chez cette espece (Gao et al., 2015, Li et Chetelat, 2009). Nous avons mis en
¢vidence que les hybrides sont aussi auto-incompatibles et présentent une exertion du style

(Leclef, 2021) comme leur parent S. chilense.

Le fait que les stigmates soient réceptifs avant I’ouverture de la fleur facilite la réalisation de
croisements intra- et interspécifiques par pollinisation manuelle. Pour la réalisation de
croisements chez S. [ycopersicum, les fleurs de tomate sont généralement émasculées au stade
15-18 de Brukhin avant anthése et déhiscence des étamines, or a ce stade les stigmates sont déja
réceptifs et peuvent donc étre pollinisés, méme si souvent un deuxieme dépot de pollen est
réalisé un ou deux jours plus tard (Quinet et al, 2006). Nos résultats montrent ¢galement que le
pollen peut étre utilisé durant toute la période d’anthése pour la réalisation des croisements.
Etant donné que la phénologie et la fertilité des fleurs est similaire chez S. chilense et les
hybrides, la méme technique peut étre utilisée pour les croisements intra et interspécifiques

chez ces génotypes. Cependant, vu l'auto-incompatibilité de S. chilense et des hybrides,
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'émasculation des fleurs n'est pas toujours nécessaire avant pollinisation pour la réalisation de
croisements. En effet, nous n'avons jamais observé de formation spontanée (sans pollinisation
manuelle) de fruits en serres chez S. chilense et s’il peut y en avoir chez les hybrides, ce sont
des fruits parthénocarpiques qui ne contiennent pas de graines (M. Quinet, communication

personnelle).

Auto-incompatibilité gamétophytique

Trois alleéles d’auto-incompatibilité ont pu étre identifiés dans ce travail dont deux qui n’ont
jamais été décrits chez S. chilense a ce jour mais qui sont similaires a des S-RNases d’autres
especes proches. Il s’agit de 1’allele S7/0 S-RNase de S. chilense, de I’allele S8 S-RNase de S.
pimpinellifolium et de ’allele S16-SRNase/SP13 SRNase de S. peruvianum. A ce jour, une
trentaine de S-all¢les ont été décrits chez S. chilense (Igic et al., 2007). On considere qu’il doit
exister autour d’une cinquantaine de S-alleles différents par espece chez les plantes présentant
une auto-incompatibilité gamétophytique (Igic et al., 2007). Il est connu que les séquences de
S-RNases d’un méme S-alleéle d’especes proches sont plus similaires que les séquences de
différents S-all¢les au sein d’une méme espece, montrant que la diversification des S-alléles est
antérieure a la séparation des especes (Brisolara-Correa et al., 2015). Nous avons ainsi pu
identifier les deux S-all¢les de S. chilense PIS 9 (S10 et S16/SP13), un des S-all¢le de S. chilense
PIS 23 (88) et les S-all¢les des hybrides H9B (S10) et H13B (§16/SP13). Méme s’il n’a pas été
possible de déterminer les alleles de SC2 (parent S. chilense des hybrides actuels) par
séquencage, ces alleles ont pu étre déduits grace aux hybrides. En effet, SC2 étant le parent
male de tous les hybrides, chacun de ceux-ci posséde un des deux alle¢les de SC2, 1’autre
provenant du parent femelle S. lycopersicum. S. lycopersicum a une S-RNase tronquée et non
fonctionnelle, ce qui la rend auto-compatible (Kondo et al., 2002). Il est donc possible
d’affirmer que SC2 posséde 1’allele S70 (qu’on retrouve chez H9B) ainsi que 1’allele S716/SP13
(présent chez H13B). Pour ’alléle de PIS 23 qui n’a pas pu étre identifié, il est possible de
statuer que cet alléle n’est pas le méme qu’un des deux alleles de PIS 9 étant donné que les

deux plantes sont capables de se croiser.
Auto-incompatibilité chez Solanum chilense

Au niveau des croisements des plantes de S. chilense, il est possible de prédire quelle plante
possede au moins un des alléles identifiés précédemment en fonction de son comportement de
croisement avec les plantes PIS 9 et PIS 23. En effet, PIS 9 ne se croise pas avec PIS 21, il est

donc possible de supposer que PIS 21 posséde au moins un allele commun avec PIS 9. 1l est
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¢galement possible de statuer que PIS 9 et PIS 21 ne possédent qu’un seul allele en commun
¢tant donné que PIS 21 ne se croise pas avec PIS 10 alors que ce croisement fonctionne avec
PIS 9. En poussant cette logique, on peut alors statuer que PIS 21 et PIS 10 ont un alléle en
commun (qui n’est donc pas le méme qu’un des all¢les de PIS 9), qui est également commun
avec PIS 19 étant donné que ni PIS 21 ni PIS 10 ne se croisent avec PIS 19. De méme, PIS 19
ne se croise pas avec PIS 6 mais ces deux plantes ont en commun un allele différent de celui
que partage PIS 19 avec PIS 21 et PIS 10 étant donné que PIS 21 se croise avec PIS 6. Par
ailleurs, PIS 31 et PIS 32 ont au moins un all¢le en commun, qui n’est pas le méme que partagent
PIS 10, PIS 19 et PIS 21. Il serait intéressant de poursuivre I’analyse des différentes S-RNAses
chez les individus qui ont ét¢ identifiés comme ne partageant pas les mémes S-RNAses sur base

des croisements afin de confirmer les relations de compatibilité/incompatibilité.

Comme expliqué précédemment, les S-Rnases sont les déterminants femelles de 1’auto-
incompatibilité, les déterminants males sont de multiples génes appelés SLF (S-locus F-box)
(Williams et al., 2015). Les protéines SLF sont comprises dans un complexe E3 ubiquitine
ligase appelé SCF (Fujii et al., 2016). Les S-Rnases des Solanacées sont composées de cinq
régions conservées et deux régions hypervariables (Takayama et Isogai, 2005). Ces
changements dans les régions hypervariables engendrent un grand nombre de S-haplotypes
différents. En effet, selon Igic et al. (2007), il existerait au moins 35 S-all¢les différents chez S.
chilense (Igic et al., 2007). Les S-RNases sont synthétisées dans les cellules du stigmate, du
style et de ’ovaire (Liao et al., 2020), elles sont ensuite transportées dans le cytosol du tube
pollinique par endocytose ou par des transporteurs membranaires (Williams et al., 2015). Selon
le modeéle « non-self recognition », les S-RNases interagissent alors avec le complexe SCFSE,
qui reconnait uniquement les alléles du non-soi. Les S-RNases du non soi reconnues sont
ubiquitinées par le complexe et ensuite dégradées dans le protéasome. Les S-RNases du soi,
non-reconnues par le complexe, engendrent un arrét de croissance du tube pollinique grace a
leur activité RNase (Takayama et Isogai, 2005). Cependant, un tel mécanisme implique qu’un
grain de pollen contient un arsenal de protéines SLF capables de reconnaitre n’importe quel S-
haplotype excepté le sien. Chez Petunia inflata, une autre espéce de Solanacées montrant une
auto-incompatibilité gamétophytique, certaines protéines SLF ont été identifiées (Williams et
al., 2015). Certaines sont capables d’interagir avec un seul S-haplotype de S-RNases, mais il a
¢galement ét¢ observé que d’autres SLF sont capables d’interagir avec plusieurs S-haplotypes
de S-RNases différents, notamment S2-SLF1, qui est capable d’interagir avec quatre S-

haplotypes différents (Williams et al., 2015). Cette observation pourrait expliquer les
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différences dans les taux de mise a fruit obtenus dans nos croisements. En effet, le taux de mise
a fruit dans les croisements de S. chilense pourrait étre supposé¢ comme €tant un systéme
tranché, de par le fonctionnement de 1’auto-incompatibilité gamétophytique. De prime abord,
¢tant donné le systeme « clé-serrure » de 1’auto-incompatibilité gamétophytique, I’expectative

serait d’avoir trois situations tranchées :

1) des croisements compatibles entre S-alleles différents donnant un nombre de fruits et de

graines relativement €levé et similaire,

2) des croisements semi-compatibles quand les plantes partagent un S-alléle commun et
différent par le deuxiéme, ne permettant donc le succes et la mise a fruit/graine que de la moitié

des croisements,
3) des croisements incompatibles entre S-alleles identiques et ne donnant aucun fruit/graine.

Or, nous avons plutdt observé un gradient dans nos croisements de S. chilense. Ceci pourrait
étre expliqué par des facteurs externes tels que les conditions environnementales ainsi que par
le nombre et la nature des pollinisations effectuées sur les fleurs de la plante (Visser et
Marcucci, 1984), mais également par la capacité d’interaction des SLF du pollen (Williams et
al., 2018). En effet, si un grain de pollen posséde des protéines SLF sachant chacune interagir
avec un seul S-haplotype, le tube pollinique aura plus de risque d’étre détruit par les S-RNases
si les protéines SLF subissent des mutations. Seulement, si un grain de pollen possede des
protéines SLF chacune capable d’interagir avec plusieurs S-haplotypes différents, alors les
chances de rejet suite a une mutation des SLF sont plus basses ¢tant donné que d’autres SLF
seraient potentiellement capables de se lier avec toutes les S-RNases (Williams et al., 2015).
Les gradients observés dans les taux de mise a fruit des croisements pourraient alors étre en
partie expliqués par les différences dans les nombres d’interactions des SLF des différentes
plantes de S. chilense. De plus, certaines incohérences dans les croisements pourraient
¢galement étre expliquées grace aux affinités des SLF. Par exemple, dans les croisements
effectués dans le cadre de ce mémoire, le croisement PIS 9 x PIS 21 était incompatible alors
que des croisements effectués précédemment ont montré que le croisement PIS 21 x PIS 9 était
compatible. Les deux plantes ne seraient peut-étre pas incompatibles. Il se pourrait qu’il
n’existe chez PIS 21 qu’une seule protéine SLF capable de détoxifier chaque S-RNase de PIS
9 et que celle-ci ait subit une mutation, la rendant incapable de détoxification. De nombreuses
inconnues demeurent sur la structure du S-locus chez S. chilense et le fonctionnement des SLF

chez cette espece et les autres espéces de tomate sauvage. Par ailleurs, nous avons évalué le
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succes des croisements en regardant les taux de mise a fruits et a graines, or I’arrét de la
croissance des tubes polliniques suite a I’auto-incompatibilité gamétophytique a lieu dans le
style (McCubbin et Kao, 2000). Nous ne pouvons donc pas exclure que d’autres barrieres pré
et post-zygotiques sont intervenues et expliqueraient nos résultats. Il serait intéressant de suivre
la croissance des tubes polliniques afin d’observer si leur croissance est arrétée ou non dans le
style en fonction des croisements. Par ailleurs, nous n’avons pas observé de relation entre le
taux de mise a fruit et le nombre de graines par fruit, ce qui pourrait impliquer que le

développement des fruits et des graines dépend en partie de mécanismes différents.

Il est également intéressant de noter que PIS 23 se croise avec un particuliérement grand nombre
de plantes. Ceci pourrait étre expliqué par le fait que PIS 23 posséde des alleles rares dans la
population disponible au laboratoire. En effet, dans 6 croisements sur 7, PIS 23 était utilisée
dans les croisements comme plante femelle, ce qui implique que ses deux alléles sont peu
présents dans la population. De fait, les plantes possédant un S-allele rare ont une plus grande
chance de reproduction que les plantes possédant des S-alleles communs, ce qui engendre une
s¢lection négative dépendante de la fréquence des alleles (Wright, 1939). Cette sélection
négative engendre une persistance du polymorphisme au sein du S- locus (Igic et al., 2007). De
fait, les S-alleles des Solanacées sont hautement polymorphiques (Liao et al., 2020, Paape et
Kohn, 2011, Williams et al., 2015). Les all¢les rares sont donc hautement favorisés par
sé¢lection, il serait donc possible d’en observer dans la population disponible au laboratoire, et

PIS 23 en montre les caractéristiques.

Par ailleurs, selon Liao et al. (2020), d’autres génes sont impliqués dans I’auto-incompatibilité,
dont certains seraient reliés aux S-alleles et en modifieraient I’expression (Liao et al., 2020).
Les geénes HT feraient partie de ces genes. En effet, la suppression de 1’expression des genes
HT empéche le rejet du pollen de méme S-haplotype (Goldraji et al., 2006, Tovar-Mendez et
al.,2017). Les génes HT pourraient jouer un role dans la séquestration des S-RNases en fonction
de la réponse d’incompatibilité. Certaines théories ont été émises sur le réle des protéines HT
dans la réponse auto-incompatible liée aux S-RNases, dont celle de Goldraij et al. (2006) qui
ont décrit un modeéle de « compartimentalisation ». Selon ce modele, les S-RNases transportées
dans le cytosol du tube pollinique seraient directement compartimentées dans la vacuole et leur
libération serait dictée par la présence de protéines HT-B, selon la réponse d’auto-
incompatibilité. Ce modele a été élaboré a la suite de plusieurs observations. La premicre est
que les S-RNases sont compartimentées dans la vacuole du tube pollinique et la deuxi¢me est

que I’absence de protéines HT engendre une séquestration des S-RNases dans la vacuole
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(Goldraji et al., 2006). Ce modele s’oppose donc au modele qui a été présenté précédemment
(pouvant étre qualifié de modele de « dégradation »), étant donné que les S-RNases ne sont pas
dégradées par le protéasome, mais compartimentées dans la vacuole (Liu et al., 2014).
Cependant, ce mode¢le a été€ remis en question, notamment par Liu et al. (2014), qui ont réussi
a mettre en évidence la dégradation des S-RNases du non-soi via I’implication du complexe
SCFSHF et du protéasome chez Petunia hybrida (Liu et al., 2014). 11 est toutefois possible de
combiner les deux modeles afin de prendre en compte les observations faites par Goldraji et al.
Les S-RNases pourraient étre transportées vers le cytosol du tube pollinique, puis interagir avec
le complexe SCFS'F. Les S-RNases du non-soi seraient alors mono-ubiquitinées et envoyées
vers les vacuoles, pour ensuite étre dégradées (Williams et al., 2015). Ce nouveau mode¢le laisse
cependant certaines questions sans réponse, dont le role exact des protéines HT. Nos résultats
ont montré que les génes HT-A et HT-B étaient exprimés dans les pistils des trois génotypes,
sans distinction significative dans 1’expression entre les génotypes pour H7-4. Ceci conforte
I’idée de I’'implication des protéines HT dans la réponse d’auto-incompatibilité (Goldraji et al.,
2006, Liao et al, 2020 Liu et al., 2014, Tovar-Mendez et al., 2017). Par ailleurs, 1’expression
des génes HT chez S. lycopersicum correspond avec la littérature stipulant que la perte de I’auto-
incompatibilité chez S. lycopersicum résulte d’une mutation de perte de fonction des geénes
codants pour les S-RNases ainsi que pour les protéines HT. Solanum lycopersicum montre donc
une expression de genes AT mais ces genes ne codent pas pour des protéines fonctionnelles
(Kondo et al., 2002). Les protéines HT sont considérées comme intervenant uniquement dans
la partie femelle du controle de I’auto-incompatibilité (Tovar-Mendez et al., 2017), nos résultats
d’expression confirment que H7-B et HT-A sont surtout exprimés dans le pistil bien que nous

ayons aussi observé une faible expression dans les étamines.
Auto-incompatibilité chez les hybrides

Au niveau des alleles chez les hybrides, 1’identification des S-RNases concorde avec les
résultats des croisements. En effet, HOB et H13B possédent chacun un all¢le différent au sein
des deux alleles présents dans la population. Ceci se vérifie également avec les croisements,
HO9B se croise avec I’hybride H9A, qui ne se croise pas avec HI3B. De méme, H13B se croise
avec H9C, qui ne se croise pas avec H9B. Ces résultats dans les croisements sous-entendent
que les hybrides montrent également de 1’auto-incompatibilité. Par ailleurs, la présence d’une
expression des genes H7-A et HT-B chez les hybrides a ét¢ démontrée dans les résultats. Ce
constat, en combinaison du comportement d’auto-incompatibilit¢ des hybrides, suggere que

ceux-ci possédent au moins un alléle fonctionnel pour H7-4 et pour HT-B.
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Incompatibilité unilatérale

Les barrieres de reproduction interspécifiques permettent de maintenir une isolation
reproductive entre les especes qui vivent en sympatrie (Covey et al., 2010). Chez les Solanacées
notamment, les barriéres de reproduction interspécifiques s’expriment sous forme
d’incompatibilité unilatérale, qui est le fait que, dans un croisement entre plantes de deux
especes différentes, le pollen d’une espéce est rejeté du pistil de I’autre espece tandis que dans
le croisement contraire, le pollen n’est pas rejeté par le pistil. L’ incompatibilité unilatérale suit
laregle Al x AC (auto incompatible x auto compatible) chez les Solanacées, ¢’est-a-dire que le
pollen d’une espéce auto-compatible sera rejeté par le pistil d’un espéce auto-incompatible mais
que le croisement contraire est accepté (Fujii et al., 2016). Nos résultats confirment en effet
qu’il existe une incompatibilité unilatérale entre S. chilense et S. lycopersicum car nous n’avons
pas obtenu de fruits, a une exception pres, dans les croisements interspécifiques ou S. chilense
était utilisé comme parent femelle alors que plusieurs fruits et graines ont été obtenus quand S.
lycopersicum était utilisé comme parent femelle. Cependant 1’incompatibilité unilatérale n’a
pas été¢ complete car nous avons obtenu 3 fruits et 2 graines quand PIS 10 a été utilisé comme

parent femelle, sans pour autant savoir pourquoi ce croisement a été possible.

11 est supposé que certains facteurs impliqués dans 1’auto-incompatibilité entrent également en
jeu dans I’incompatibilité unilatérale (Tovar-Mendez et al., 2014). De fait, certaines études
génétiques ont montré que des QTL coincidant avec le locus S ont un effet majeur dans la
réponse d’incompatibilité unilatérale dans le grain de pollen mais aussi dans le pistil. Les
especes auto-incompatibles possédent des S-RNases fonctionnelles, tandis que les espéces auto-

compatibles ne possédent pas de S-RNases fonctionnelles ou de complexe SCFSLF

capable de
détoxifier des S-RNases et cette différence expliquerait en partie pourquoi les croisements ne
sont possibles que dans un sens (Li et Chetelat, 2010, Qin et Chetelat, 2021). A c6té du S-locus,
d’autres QTL ont été identifiés. Ces QTL sont du c6té pollen, la protéine Cullinl et Skpl, qui

sont des composants du complexe SCFSHF

impliqué dans 1’auto-incompatibilité, ainsi que la
protéine NASIPP, qui est une protéine de transport de phosphate mitochondrial. Du c6té pistil,
les QTL connus comme étant impliqués dans I’incompatibilité unilatérale sont le locus des
genes HT, une thiorédoxine réductase (NaTrxh), un inhibiteur de protéase (NaStEP) et une
protéine de 120KDa (Tovar-Mendez et al., 2014, Qin et Chetelat, 2021). Nous n’avons pas pu
identifier les S-alleles de PIS10 afin de voir pourquoi ce croisement a fonctionné au contraire

des autres quand S. chilense est utilis¢ comme parent femelle dans les croisements avec S.

lycopersicum. Par contre, nous avons identifié les génes H7-4 et HT-B chez S. chilense et tous
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deux sont exprimés dans le pistil et pourraient donc intervenir dans I’incompatibilité unilatérale
et empécher la croissance des tubes polliniques de S. lycopersicum dans les styles de S. chilense.
Tovar-Mendez et al. (2014) ont démontré que I’instauration de S-RNases et de protéines HT
fonctionnelles chez S. lycopersicum entrainait une barriére de reproduction interspécifique au
niveau du pistil (Tovar-Mendez et al., 2014). Par ailleurs, ils ont également démontré que la
suppression de 1’expression des protéines HT chez les espéces auto-compatibles telles que S.
habrochaites et S. arcanum engendrait une levée des barriéres de reproduction (Tovar-Mendez
et al., 2017). Dans notre étude, I’expression de H7-A4 était similaire dans le pistil de S. chilense
et de S. lycopersicum mais pour HT-B, I’expression chez S. chilense était significativement
supérieure par rapport a S. lycopersicum. 1l est supposé¢ que HT-B intervient surtout dans I’auto-
incompatibilité tandis que HT-A intervient plutdt dans 1’incompatibilité unilatérale (Covey et
al., 2010, Goldraji et al., 2006). Il serait intéressant d’étudier 1’expression de ces genes en
réponse a des croisements compatibles et incompatibles pour mieux comprendre leur
implication. De méme il serait également intéressant d’identifier les déterminants males chez

S. chilense et de voir leur niveau d’expression dans le pollen et les tubes polliniques.

Les arbres phylogénétiques effectués sur H7-4 et HT-B nous ont permis d’identifier qu’il y
avait une copie de chaque gene chez S. chilense au contraire de d’autres espéces de tomate. Ces
arbres montrent également une séparation des espéces en fonction de leur auto-
compatibilité/auto-incompatibilité. Les especes de tomates auto-compatibles présentes dans les
arbres sont: S. chmielewskii, S. cheesmaniae, S. pimpinellifolium, S. neorickii et S.
lycopersicum (Baek et al., 2015). Les especes montrant des populations auto-incompatibles et
d’autres auto-compatibles sont : S. pennellii, et S. habrochaites (qui est la méme espéce que
Lycopersicon hirsutum) (Baek et al., 2015, Peralta et al., 2005). Les espéces auto-incompatibles
présentes dans les arbres sont : S. peruvianum, S. chilense, (Peralta et al., 2005). Dans les arbres
se retrouvent également des especes du clade Petota, a savoir S. tuberosum et S. chacoense,
elles ne font donc pas partie du clade Lycopersicon (Miller et Spooner, 1996). Pour résumer les
arbres phylogénétiques de HT-A et HT-B, I’arbre de HT-B présente un regroupement des
especes completement auto-compatibles et une isolation de ces espéces par rapport aux especes
auto-incompatibles et aux espéces qui présentent les deux types de compatibilité. Comme
expliqué précédemment, le géne H7-B est considéré comme étant associé principalement a
I’auto-incompatibilité¢ par rapport a H7-A qui serait plutdét impliqué dans I’incompatibilité
unilatérale (Covey et al., 2010, Goldraji et al., 2006). Cette observation pourrait expliquer

I’isolation des espéces auto-compatibles dans ’arbre phylogénétique de H7-B, qui auraient
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toutes subies des mutations dans le géene H7-B rendant la protéine non-fonctionnelle, et séparant
donc ces especes des autres especes de Lycopersicon. Pour ce qui est des especes présentant les
deux types de compatibilité, il est possible que les populations ayant perdu [’auto-
incompatibilité ne présentent des mutations que dans les S-RNases et pas dans le géne H7-5,
le rendant similaires a celui des especes auto-incompatibles strictes. Il est plus difficile d’isoler
une tendance dans 1’arbre phylogénétique de H7-A, principalement a cause de I’emplacement
de S. chilense. 1l est tout de méme intéressant de souligner a nouveau 1’isolation des especes
auto-compatibles strictes, méme si elle ne peut pas étre expliquée par I’incompatibilité

unilatérale étant donné que le groupe contient également S. chilense.

A c6té des facteurs impliqués dans 1’auto-incompatibilité, I’incompatibilité unilatérale implique
d’autres mécanismes qui se chevauchent (Qin et Chetelat, 2021). Il existe en effet des cas ou
une espece auto-compatible rejette tout de méme le pollen d’une autre espéce auto-compatible
dans un croisement interspécifique. C’est le cas de Solanum pennelli qui rejette le pollen de
Solanum lycopersicum alors que S. pennellii n’a pas de S-RNases fonctionnelles. Ceci implique
qu’il existe un mécanisme indépendant des S-RNases dans 1’incompatibilité unilatérale (Qin et
al., 2018). En effet, Qin et Chetelat (2021), ont montré qu’un géne exprimé dans le pollen, FPS2
(farnésyl phosphate synthase), était nécessaire pour rejeter le pollen auto-compatible
indépendamment des S-RNases chez S. pennellii (Qin et al., 2018). Ils ont également montré
que le rejet de pollen auto-compatible via FPS2 nécessitait un autre locus chez S. pennellii,
appelé ODC?2 (ornithine décarboxylase) et exprimé dans le pistil. Par ailleurs, ODC?2 interagirait
avec le locus qui code pour les protéines HT-A et HT-B, ce qui pourrait suggérer que le
mécanisme de rejet du pollen dépendant de ODC?2 se chevauche avec les mécanismes d’auto-
incompatibilité¢ (Qin et Chetelat, 2021) et que les génes HT interviennent ¢galement dans les
mécanismes de rejet du pollen indépendant des S-RNases. Sur base de 1’arbre phylogénétique
des génes ODC, nous avons mis en évidence qu’il existe un géne ODC2 chez S. chilense
homologue du géne ODC2 de S. lycopersicum alors qu’il existe plusieurs copies chez S.
pennellii. Nous avons pu montrer que le géne ODC?2 s’exprimait dans le pistil chez S. chilense
et que son expression était bien supérieure a celle de S. lycopersicum, ce qui laisse suggérer
qu’il peut jouer un role dans I’incompatibilité unilatérale. Ceci soutiendrait la théorie que les
mécanismes d’incompatibilité unilatérale se chevauchent, méme chez les espéces auto-
incompatibles, étant donné que S. chilense pourrait donc montrer des mécanismes de rejet du

pollen dépendants et indépendants des S-RNases.
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Conclusion et perspectives

En conclusion, ce mémoire a permis de démontrer plusieurs points liés a 1’auto-incompatibilité
gamétophytique et I’incompatibilité unilatérale chez les Solanacées ainsi que sur la phénologie
des fleurs de S. chilense, S. lycopersicum et de leurs hybrides. En ce qui concerne la phénologie
des fleurs, nous avons pu montrer qu’il n’existait pas de phase male ou femelle chez les trois
génotypes et que ’allogamie chez S. chilense était seulement due a 1’auto-incompatibilité

gamétophytique et a I’exertion du style.

Au niveau de 1’auto-incompatibilit¢ gamétophytique, nous avons décrit trois S-alléles, dont
deux jamais décrits chez S. chilense et avons pu déduire les S-all¢les de toute une série de
plantes disponibles au laboratoire. Nous avons également pu conforter 1’idée que les protéines
HT sont impliquées dans le mécanisme d’auto-incompatibilité gamétophytique. Par ailleurs,
nous avons suppos¢ que le gradient observé dans les taux de mise a fruits des croisements de S.
chilense est en partie dli aux capacités d’interaction vari€es des protéines SLF avec différents
S-haplotypes. Finalement, nous avons pu montrer que les hybrides présentaient ¢galement une

auto-incompatibilité gamétophytique.

En ce qui concerne I’incompatibilité unilatérale, nous avons pu mettre en évidence qu’il existait
bien une barriére de reproduction entre S. chilense et S. l[ycopersicum, que S. chilense posséde
des copies des genes H7-A, HT-B et ODC2 et que ces geénes pourraient intervenir dans
I’incompatibilité unilatérale, ce qui tend a confirmer que les mécanismes impliqués dans
I’incompatibilité¢ unilatérale sont multiples et se chevauchent avec ceux de [’auto-

incompatibilité.

Plusieurs perspectives peuvent étre imaginées pour la suite de ce travail. Premiérement, il serait
intéressant de caractériser d’autres S-alléles dans la population de S. chilense disponible au
laboratoire. Ceci permettrait potentiellement d’expliquer le gradient observé dans le taux de
mise a fruit dans les croisements de S. chilense ainsi que de confirmer les relations de

compatibilité.

Par ailleurs, il serait intéressant d’effectuer des rétrocroisements entre les hybrides et les parents
S. chilense et S. lycopersicum afin d’analyser I’incompatibilité¢ unilatérale. Nous avons pu
mettre en avant que les hybrides présentaient une expression de ODC2 intermédiaire aux
parents, il serait donc intéressant d’observer les conséquences de cette expression intermédiaire

sur les rétrocroisements, afin de potentiellement comprendre les niveaux d’expressions de
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ODC?2 requis dans I’incompatibilité unilatérale. Par ailleurs, il a été démontré qu’un géne coté
pistil, appelé FPS2, agit dans les mémes voies indépendantes des S-RNases de I’incompatibilité
unilatérale que ODC?2 (Qin et Chetelat, 2021). Il serait donc intéressant d’étudier I’expression
de ce geéne dans les étamines des trois génotypes et de mettre en lien ces expressions et les
résultats des rétrocroisements. De méme, Munoz-Sanz et al. (2021) ont mis en évidence
I’implication du géne Defective in Induced Resistance 1-like (SpDIR1L) dans une voie de rejet
du pollen indépendante des S-RNases chez S. pennellii. Munoz-Sanz et al. ont également pu
démontrer que ce geéne n’engendrait pas de production de protéines chez S. lycopersicum
(Munoz-Sanz et al., 2021). Vérifier I’existence de ce geéne chez S. chilense ainsi que d’étudier
I’expression de ce geéne chez S. chilense et les hybrides permettrait de mettre en évidence
I’implication de cette voie dans I’Al chez ces especes. Une autre stratégie serait de créer des
mutants knock-out des génes ODC2 et SpDIRIL afin de vérifier si ces génes sont impliqués

dans la méme voie de rejet du pollen et s’il existe une relation entre eux.

Ce mémoire a illustré I'importance des protéines HT dans I’auto-incompatibilité¢ et dans
I’incompatibilité unilatérale. Il serait donc intéressant d’étudier les protéines HT chez les
hybrides, notamment de vérifier si les protéines sont fonctionnelles et de mettre en lien ces
résultats avec les rétrocroisements. De plus, la création de mutants knock-out pour les génes
HT-A et HT-B pourrait également permettre de mieux comprendre 1’implication de SpDIRIL

dans I’incompatibilité unilatérale.
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Annexes

Annexe S1 :

LacZa initiation codon
M13 Reverse priming site | T3 priming site
I

Composition du vecteur pCR4-TOPO (Thermofisher, thermofisher.com)

201 CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTCA GAATTAACCC TCACTAAAGG
GTGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGAGT CTTAATTGGG AGTGATTTCC

ﬂSpeI Pst | Pmel EcoRI EcoR |
- 1 I ] i ] 1
261 GACTAGTCCT GCAGGTTTAA ACGAATTCGC CCTT PCR BAGGGC GAATTCGCGG
CTGATCAGGA CGTCCAAATT TGCTTAAGCG GGANNBEELIGENTTCCCG CTTAAGCGCC
T7 priming site M13 Forward (-20) priming site

31

CCGCTAAATT
GGCGATTTAA

Comments for pPCR®4-TOPO®
3956 nucleotides

lac promoter region: bases 2-216
CAP binding site: bases 95-132
RNA polymerase binding site: bases 133-178
Lac repressor binding site: bases 179-199

Start of transcription: base 179

M13 Reverse priming site: bases 205-221

LacZa-ccdB gene fusion: bases 217-810
LacZa portion of fusion: bases 217-497
ccdB portion of fusion: bases 508-810

T3 priming site: bases 243-262

TOPO® Cloning site: bases 294-295

T7 priming site: bases 328-347

M13 Forward (-20) priming site: bases 355-370

Kanamycin promoter: bases 1021-1070

Kanamycin resistance gene: bases 1159-1953

Ampicillin (b/a) resistance gene: bases 2203-3063 (c)

Ampicillin (b/a) promoter: bases 3064-3160 (c)

pUC origin: bases 3161-3834

(c) = complementary strand

| | 1
CAA'I"Z‘CG’CCC TATAGTGAGT CGTATTACAA TTCACTGGCC GTCGTTTTAC
GTTAAGCGGG ATATCACTCA GCATAATGTT AAGTGACCGG CAGCAAAATG
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Annexe S2 : Stades de Brukhin du développement floral de Solanum lycopersicum (Brukhin et

al., 2003)

o6 TR

st8 st

210 flower length (mm)

18 20 development stages

Annexe S3 : : Récapitulatif des croisements entre les plantes de Solanum chilense, avec le taux
de mise a fruit, de production de graines et de fruits morts (n’ayant pas donné de graines).
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Femelles

PIS 21

PIS 23

PIS 19

PIS 9

PIS 23

PIS 21

PIS 23

PIS 6

PIS 9

PIS 19

PIS 26

PIS 23

Miles Nombre de fleurs Nombre de Taux de mise 3 Nombre de
fruit (en %)

Fruits avec graines  Fruits sans graines

(en %) (en %)

L L L L L L
L L . N L L
L L L L L L
L L A S R
L LR N £ L B
e m e mmes 0 o o
L L LA S L
W w0 mesn s 00
L R LS £ A L S L
L L L L L
L L L S R L
N wawss 6w ma

pollinisées fruits totaux graines totales

Fruits morts

(en %)

(=}

S

100

S

27,27

100

50

0

0

0
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Annexe 4 : Alignements entre 1a séquence de S-RMase de H9B et alléle 518 S-RMase

(n® NCBI EFGBE@E8.1).

H9B
518 allele
Clustal Co

H3B
518 allele
Clustal Co

H38
518 allele
Clustal Co

H3B
S1d allele
Clustal Co

HSB
518 allele
Clustal Co

H3B
518 allele
Clustal Co

H38
518 allele
Clustal Co

--—-ATTCAT
kkEEEkE

ATCTTACAAA

ATCTTACAAA
FEEEEEEEEE

. P
125

CTTGAARAAGA

CTTGAARAGA
EEEEEEERER

o o
185

TAAGCATGEA

TAAGCATGGA
EEEEEEEEEE

SR S |
245

AAATTTARAG

AAATTTGAAG
tkkEEE BEE

385

ATTCGCTTAT

ATTCGLTTAT
EEkEEEEEEE

3565

AAACATGAAG

AARCATGRAG
EEEEEEEREE

GEGCTETEGET
kk kxR EEE

] wewa]
75

GATATAAGGGD

GATATAAGGG
FEEEEEEEEF

.
135
GCAAAGTGET

GCAAAGTGGET
EEEEEEEEEE

oy g |
195

TOGTGCAGCA

TOGTGCAGCA
EEEEEEEEEE

oy (R |
25
GACAAGTTTG

GACAAGTTTG
EEEEEEEEEE

315

ACTGTTARAG

ACTGTTAAAG
FEkEEEEEEE

*kkEEE

CAGATAATGA
COGATAATGA
* EEEEEEEE

ATTTGCCCAT

ATTTGCCCAT
EREEEEEEEE

-
145
TGTGTATGAA

TGTGTATGAA
EEEEEEEEEE

B, S|
285

TOGACAGATA

TGGACAGATA
EEEREEEEEE

A [P
265

ACCTTTTGAC

ACCTTTTGAC
EEEEEEEEEE

s et |
325
AAATTEEGEEA

AAATTGGGEA
EEEEEEEEEE

GAACAACGTG
GAACAACGTG
tEEEEEEERE

FEFEREFERE

S P |
155
AGATCAAGAS

AGATCAAGAG
EEEEEEEEEE

PEY I |
215

COATCAAAAR

COATCAAAAR
FEEEEEEEEE

B e |
275
AACTCTCOGG

AACTCTCOGE
EEEEEEEEEE

335

TECTATCAAR

TGCTATCAAR
tEEEEEEEEE

CTGAATAACT
CTGAATAACT
EkEEEERERE

S |
185

ATATACGATC

ATATACGATC
FREREEEEEE

S P
165
TTCTGECGEAL

TTCTEGECEAC
FREREEEEEF

o
225

GCATATTTCG

GCATATTTCG
EREEEEEEEE

G S |
285
AAACATAGAA

AARCATAGAR
tkEEEEREEE

345

ACAGTTACGA

ACAGTTACGA
T

GCARGCCTAA
GCAAGCCTAA
FEEEEEEREE

| ety |
115
BCTEECCTEA

GCTEGCCTEA
FEEEEEEEEF

.
175
ATGAATTTAA

ATGAATTTAA
EREEEEEEEF

iy e |
235

ATTTAGCTAT

ATTTAGCTAT
EEREEEEEEE

oy (R |
29
TTTATCCTGG

TTTATCLCTGG
tRkEEEEEEE

355

CeaTTTATCC

CGGTTTATCC
tEkEEEEEEE
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Annexe 5 : Alignements entre la séguence de S-RMase de H13B et les alléles s.
peruvianum S16-RMase (n°MCBI ABB72458.1) et SP13 S-RMAse, (n® NCBI HM357225.1).

5 15
S16-RNase  ATACATGGGGE TGTGGCCAGA TAACCATTCG AGGCAGCTGA ATTACTGTGA CCGCCAGGCT
H13B -TTCATGGTT TATGGCCGEA TAATCACTCG ASGCAGCTAA ATTACTGTGA COSCCAGECT
Clustal Co * EkEkEE ¥ kkEkE Fk FEE FE EEE FEERFEEE K EFEEEREEEER EEFEEEEREEE
= rar ISait) Rty ol il [EFeRro -yated i okl It IS ated |
65 75 85 95 185 115
S16-RNase  ACTTTTGTTG ACGTCCCGTT AGGCAAGAAA CTCGATGATC TAGACAAGCE ATGECCTCAA
H13B ACTTTTSTTE ACGTCCOGAT AGGCAAGAAA CTCGETGATC TAGACAAGCS ATGSCCTCAA
Clustal Co FEEXFFEXFFE FEEXEFFEE F FFEXEFEXEF XEEE FFEEF EXFFEXEFERE FEXEEEFEEE
) A [T (I NI [ [N (SN [ AN D P
125 135 145 155 165 175
S16-RNase  CTGAAACACA ATAAGGAATA TGGETGAGAAA CACCAGCCTC ACTGGAGAGA AGAATTCATG
H13B TTGAAACACA GTAAGAAATA TGETGAGGAA GCGCAGCCTC ATTGGAGAGA AGAATTCATG
Clustal Co FEEEEXREE  FEEE XEEF EEEXEEE X FEEEEEE F EXEAEXEE FEXEFERETE
B B | By [LIRNRNE) RS Iy ey (e ey sl (LR R |
185 195 285 215 225 235
S16-RNase  AAGCATGGAA CATGTTGCAA AAATCTGTAC AACGAAGAAC AATACTTTGA TTTAGCTATA
H13B AAGCATGGAA CETETTETAA GAATCTATAC AACGAAGAAC AATACTTTGA TCTAGCTATG
Clustal Co FEXEFEXEEE F XFEEE FF FEEEE IFEF FFFEAFFERF EXFEXRFEER ¥ FEEEREE
S ) [ PR NERR el [Fesy [ s QR iy (R ecy (R |
245 25 265 275 285 29
S16-RNase  AACTTCATAG ATAGGTTTGA TATTTTGAGA ATACTCAGAT ATCACGGAAT TATCCCTGGA
H13B AACTTGATAS ACASGTTTSA TATTTTGAGA ATACTTGGAT ATCAGGGEGAT TATCCCTGGEA
Clustal Co kkFEF FEEE k FEEEREEE FEEREEEREE EEEEE k¥ kkFEk *F k¥ FEkEkEEEREEE
salasiad) veg | s seea s [rasn e viss] smaalasad]) v [ s
385 315 325 335 345 355
S16-RNase  AAATCTTACA TCGTTCAAAA GETCCAAGAT GCAATCAGGA CCGTTACGCA TAAACTTCCT
H13B AATTCTTACA TOGTTCAGAA GGTTCAAGAC GCAATCATGA COGTTACGCA TAATCTTCCT
Clustal Co ¥k FEEEFER FEkEEEE ¥F EFE EEEkE FkkkkEE k¥ kkEFEkEEEE ¥Rk FEEEEE
) e | cl Al ndslaaii | Esvalaads] sELayE G 5 |
365 375 385 395 485 415
S16-ANase  AAGCTCCAGT GCCTTGAGAA TTCTGTAGGA TTGGAACTAT CTGAGGTTGE TATAT-----
H13B AAGCTCCAGT GOCTTGAGAS TTCTCTTGSA TTTGAACTAA GTGASGTAGT TATATGTTTC
Clustal Co FkFFEkEEFEE FkkERkkEE ¥k¥F ¥ FEE FF EEEEEF FEEEEE ¥ REEFE
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Annexe @

S-RNase {n® MCBI EFGESEEE.1).

518 allele
PIS 9
Clustal Co

518 allele
PIS 9
Clustal co

S18 allele
PIS 9
Clustal Co

518 allele
PIS 9
Clustal Co

S18 allele
PIS 9
Clustal Co

518 allele
PIS 9
Clustal Co

518 allele
PIS 9
Clustal Co

ATTCATEEGC

----ATGEAT
kkkE

o mim ] i i]
65

TACAAAGATA

TACARAGATA
tkkkdddbE

LEE S 2 EE 2 2 2]

185

CATGGATCGT

CATGGATCGT
EEEEEERREE

TTGAAGGACA

TTARAGGACA
£E EEEEREE

.
3
GCTTATACTG

GCTTATACTG
EEEEEEEREE

365

ATGAAGTGCA

ATGAAGTGLA
EERREEEEEER

TaTaaECCGEA

TaTGESCTEA
EkdE & E%

IR P
75

TAAGGGATTT

TAAGGGATTT
E

135

AGTGGTTGTG

AGTGGETTGTGO
T

195

GCAGCATGEA

GCAGCATGEA
EEEEEEEREE

255

AGTTTGACCT

AGTTTGACCT
FEEEEERREE

.
315
TTAAAGAAAT

TTAAAGARAT
FEEEEEEREE

TAATGAGAAC

TAATGAGAAC
tkEkEEEbEE

A .
85

GCCCATTCAA

GCCCATTCAA
*EbdbebdbE

145

TATGAAAGAT

TATGAAAGAT
ki dEedE

295

CAGATACGAT

CAGATACGAT
EEEEEEEERE

265

TTTGACAACT

TTTGACAACT
EEEEEEERRE

3
TeGGGATGET

ToGEGATGECT
EEEEEEEEEE

AACGTGCTEA

BACGTGCTGA
*kkdkdEEbE

S [
95

AACAAGATAT

AACAAGATAT
R

155

CAAGAGTTCT

CAAGAGTTCT
thEddEEEEE

215

CAAAAAGCAT

CAAAAAGCAT
FEEEEEEEEE

275

CTCOGGAAAC

CTCOGGAAALC
FEEEEEEERE

335

ATCAARACAG

ATCAAAACAG
EEEEEEEEEE

ATGGTACTAT

ATAACTGCAA

ATAACTGCAA
O

S —
185

ACGATCECTG

ACGATCGCTG
I

165

GLCGACATGA

GOCGACATEA
tkEEEdEEEd

235

ATTTCGATTT

ATTTCGATTT
EREEEEREEE

28%

ATAGAATTTA

ATAGAATTTA
EEEEERREEE

345

TTACGACGET

TTACGACGOT
EEEEEEREEE

TAGAAATCGG

: Alignement entre la sequence de S-RMase de PIS 9 et 1'allele s1@

E1

GCCTAAATCT

GCCTAAATCT
EkkdddhEEs

IR S
115

GLCTGACTTG

GCCTGACTTG
EE

175

ATTTAATAAG

ATTTAATAAG
tEkEEEdEEE

235

AGCTATARAT

AGCTATAAAT
FEREEERREE

295

TCCTGEGATTC

TCCTEGATTC
FEEEEERREE

I -
355
TTATCCAAAL

TTATCCAAAL
FEEEEEEREE
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Annexe 7

PIS 9
516-RMNase
Clustal Co

PIS 2
516-RNase
Clustal co

PIS 9
516-RMNase
Clustal Co

PIS 9
516-RNase
Clustal Co

PIS 9
516-RNase
Clustal Co

PIS 9
516-RNase
Clustal Co

PIS 9
516-RMNase
Clustal Co

ACTTTTGTTG

ACTTTTGTTG
tkkkddbebE

125

TTGARACACA

CTGARACACA
EhEEdEEEd

185

AAGCATGGAA

AAGCATGEAA
EEEEEERREE

245

AACTTGATAG

AACTTCATAG
EEEEE BREE

.
3
AATTCTTACA

AAATCTTACA
£k EEEEREE

365

AAGCTCCAGT

AARCTCCAGT
EERREEEEEER

ACGTCOCGAT

ACGTCCCGTT
*hkkeddE &

135

GTAAGAAATA

ATAAGGAATA
tkdE EEEE

195

CaTGTTGTAA

CATGTTGCAA
£ EEEEE EE

255

ACAGGTTTGA

ATAGGTTTGA
* FEEEEREE

315

TOGTTCAGAA

TOGTTCAAAA
FEEEEEE KX

375

GCCTTGAGAG

GLCTTGAGAA
EERREEEEE

EE2 222222 22

145

ToLTGAGGAL

TOGTGAGAAA
EEEEEEE Bk

295

GAATCTATAC

AAATCTGTALC
EEEEE ERE

265

TATTTTGAGA

TATTTTGAGA
EEEEEEERRE

GaTCCAAGAT
EEE EEEEE

I
385
TTCTCTTGGA

TTCTETAGGA
EEEE £ EEE

AGGCAGCTAA

AGGCAGCTGA
*kEdkEEE &

S [
95

CTCGETGATC

CTCGATGATC
tkEt BEEEE

155

GCGCAGCCTC

CACCABCCTC
T TEE

215

BACGAAGAAC

AACGAAGAALC
FEEEEEEEEE

275

ATACTTGGAT

ATACTCAGAT
EEEEE ERE

335

GCAATCATGA

GCAATCAGGEA
EEEEEEE KX

TTGGAACTAT
£% EEEEER

ATTACTGTGA

ATTACTGTGA
O

S —
185

TAGACAAGLG

TAGACAAGCG
I

165

ATTGGAGAGA

ACTOGAGAGA
 kEEdEEEd

235

AATACTTTGA

AATACTTTGA
EREEEEREEE

28%

ATCAGGGGAT

ATCACGGAAT
tEEE 2R EE

345

CCGTTACGCA

CCGTTACGCA
EEEEEEREEE

485

GTGAGGTAGT

CTGAGGTTGGE
EEEERE £

: Alignement entre la sequence de S-RMase de PIS 9 et les alléles s.
peruvianum S16-RMase (n°NCBI ABB72458.1) et SP12 S-RMAse, (n® MNCBI HM357225.1).

E1

COGCCAGELT

CCBCCAGGIT
FkkddbhbEs

IR S
115

ATGECCTCAA

ATGECCTCAA
*hkkdbbbEs

175

AGRATTCATG

AGAATTCATG
tEkEEEdEEE

235

TCTAGCTATG

TTTAGCTATA
£ EEEbERE

295
TATCCCTGGA

TATCCCTGEA
FEEEEERREE

I -
355
TAATCTTCCT

TARACTTCCT
*EE FEEEEE

415

TATATGTTTC

FEREE
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Annexe 8 : Alignement entre la séquence de S-RNase de PIS 23 et 1'alléle s8
S-RNase de 5. pimpinellifolium (n® SGN Sopime@lgessiea.@.1).

5 15
M_T3 -TTCATGEEC TTTEGCCG6A GAAGAAGGGE TTTCRTCTGE AGTTCTGCTC CGGCGETAAA
ABBT2458.1  ATACATGGGE TGTGGCCAGA TAACCATTCG AGGCAGCTGA ATTACTGTGA COSCCAGECT
Clustal Co ¥ kkkkEEx ¥k kEEEE k¥ k¥ 0k E ¥ kkk ¥ ¥ ¥k¥ ¥ kE
= e ety [ty [l Pl al] [ERRra Fraiet ) e | H A |
65 75 85 95 185 115
M_T3 GCGTATAAGA AATTTGAACT ACAAGATCAT ATAGTCAATE ATCTGGATCA CCATTGGATT
ABB72458.1 ACTTTTSITG A---CGTCCC GTTAGGCAAS AAACTCGATE ATCTAGACAA GOGATGECCT
Clustal Co ¥ % ¥ ¥ ¥ *x ¥¥ * ¥ F FE FEE FEEE XX X ¥ FEX &
) A [T (I NI [ [N (SN [ AN D P
125 135 145 155 165 175
M_T3 CAAATGAAGT TCACCGAACA TGATGCTAAA CAAAAACAAC CTCTCTGEAA CCACGAATAC
ABB72458.1 CAACTGAAAC ACAATAAGGA ATATGGTGAG AAACACCAGC CTCACTGGAS AGAAGAATTC
Clustal Co XX FEEE LE 4 * & E ¥ X ¥ F % Ok ¥EE FEEEF * FEXE ¥
B B | By [LIRNRNE) RS Iy ey (e ey sl (LR R |
185 195 285 215 225 235
M_T3 ACAAGACATE GAAGGTGTTG TTTCAATCTC TACGATCAGA ACGCATATTT TTTACTAGCC
ABA7245E.1  ATGAAGCATG GAACATSTTG CAAAAATCTG TACAACGAAGS AACAATACTT TGATTTASCT
Clustal Co ¥ ¥ FEEE FEE FXEEE FEEFE FEE F 0¥ ¥ ¥ % F FEEE
o) s ([ [y EERs (R IER SR ey R TISE ISy RO |
245 255 265 275 285 29
M_T3 ATGCGCTTAA AAGATAAATT AGATCTTETA AGAACTCTCA GAAATCATGG AATTACCCCA
ABBT245E.1  ATAAACTTCA TAGATAGGTT TGATATTTTG AGAATACTCA GATATCACGS AATTATCCCT
Clustal Co k¥ *EkE *® EEEEE ¥ ¥kk k% ¥ kEEE ¥kEE k¥ FkEE k¥ FEEEE FEE
) v ] wvsslimm [ rasilnas] amiadaidd) v | s
385 315 325 335 345 355
M_T3 GEGACAAAGC ATACATTTGA TGAAATCAAA AGTGCTATTA AGACCGTTAC TAATCAAGTA
ABB72458.1  GEAAMATCTT ACATCGTTCA AAAGGTCCAA GATGCAATCA GGACCGTTAC GCATAMACT-
Clustal Co kk ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥¥ ¥k¥ k¥ ¥ kkFEkEFEER ¥k ¥k ¥
g [ | cl el Eadsleii] asaaliais] Eahad]) ek sEE]
365 375 385 395 485 415
M_T3 GATCCTGATC TCAAGTGCET CAAGTATACA AATGGAGTAC AGGAATTAAA TGAGATAGGC
ABB72458.1  --TCCTAAGLC TCCAGTGLCT TGAGAATTC- --TGTAGGAT TGGAACTATC TGAGGTTGET
Clustal Co *¥k¥EF ¥ ¥ k¥ EEEEE ¥ ¥k k% ¥ *% % ¥ *EEE ¥k *%kkE ¥ ®F
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Annexe S9 : Alignement des séquences utilisées pour la création de 1’arbre phylogénétique des

genes ODC.

pSolyc04g082030
Solanum chacoen
Solanum_ tuberos
Solyc04g082030
Sopim04g082030
SOLCI004909300
Sopen04g 5
Sopen04g a
Solyc03g098310
Sopim039g098310
Sopen03g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010
Solyc03g098300
Sopim039g098300
Sopen03g029030
Sopen03g029020
Sopen03g029050
Sopen03g029040

pSolyc04g082030
Solanum chacoen
Solanum tuberos
Solyc04g082030
Sopim049g082030
SOLCI004909300
Sopen0O4g 5
Sopen04g a
Solyc03g098310
Sopim03g098310
Sopen039g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010
So0lyc03g098300
Sopim03g098300
Sopen03g029030
Sopen03g029020
Sopen03g029050
Sopen03g029040

pSolyc04g082030
Solanum chacoen
Solanum_ tuberos
Solyc04g082030
Sopim04g082030
SOLCI004909300
Sopen04g_5
Sopen04g a
Solyc03g098310
Sopim039g098310
Sopen03g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010

10 20 30 40 50 60
==== + + + t========= t========= +
--—ATGGCCGGCCAAACAGTCATTGTTTCCGGTTTGAA-—-———— TCCGGCGGCCATTCT
——-ATGGCCGGCCAAACAGTCATTGTTTCCGGTTTGAA--————— TCCGGCGGCCATTCT
ATTATGGCCGGCCAAACAGTCATTGTTTCCGGTTTGAA--————— TCCGGCGGCCATTCT
——-ATGGCCGGCCAAACAGTCATTGTTTCCGGTTTGAA--————— TCCGGCGGCCATTCT
-—-—ATGGCCGGCCAAACAGTCATTGTTTCCGGTTTGAA-—-———— TCCGGCGGCCATTCT
——-ATGGCCGGCCAAACAGTCATTGTTTCCGGTTTGAA--————— TCCGGCGGCCATTCT
-—-—ATGGCCGGCCAAACAGTCATTGTTTCCGGTTTGAA-—-———— TCCGGCGGCCATTCT
—-—-ATGGCCGGCCAAACAGTCATTGTTTCCGGTTTGAA--————— TCCGGCGGCCATTCT
== AT G T A = == =
-—-ATGTTA-—————————————— =~~~ —————— - ——————————————————
-—-ATGTTA-—————————————————————————— - ————————————

70 80 90 100 110 120
m——m————e + + + t========= t========= +
T CAATCGGYGGAGCTCCGGTGGC——=======———— AGCGGCGGCGGAGAACG
T CAATCGGCGGAGTTCCGGTGGC——=======—=——— AGCAGCGGCGGAGAACG
T CAATCGGCGGAGTTCCGGTGGC———======———— AGCAGCGGCGGAGAACG
T CAATCGGTGGAGCTCCGGTGGC——=======—=——— AGCGGCGGCGGAGAACG
T CAATCGGTGGAGCTCCGGTGGC——=—======———— AGCGGCGGCGGAGAACG
T CAATCGGTGGAGCTCCGGTGGC———======—=——— AGCGGCGGCGGAGAACG
T CAATTGGCGGAGCTCCGGTGGC——=—======———— AGCGGCGGCGGAGAACG
T CAATTGGCGGAGCTCCGGTGGC——=======—=——— AGCGGCGGCGGAGAACG

CATCTCATGTCATGTC—-——=====——=———————————————————————— ——

CATCTCATGTCATGTC—————— === === —— e mm e
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Solyc03g098300 TCAAGATGTCTAAAATTACTGTTGTAGS
Sopim03g098300  ————-——————-
Sopen03g029030  —-—-=-=——————-
Sopen03g029020  —-=-==——————-
Sopen03g029050  —-=-==——————-
Sopen03g029040  -—-==——————-

ORI
==

QO

QO QQ

pSolyc04g082030
Solanum chacoen
Solanum tuberos
Solyc04g082030
Sopim049g082030
SOLCI004909300
Sopen0O4g 5
Sopen04g a
Solyc03g098310
Sopim03g098310
Sopen039g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010
So0lyc03g098300
Sopim03g098300
Sopen03g029030
Sopen03g029020
Sopen03g029050
Sopen03g029040

pSolyc04g082030 GIMNE T T'T C Cleili}
Solanum chacoen GNNE T TTCC/oilN
Solanum_ tuberos GNNET T T CClogy
Solyc049g082030 GlNNE T T T CCloluy
Sopim04g082030 GIMNE T T'T C Cleili}
SOLCI004909300 GlNNE T T T CClouy
Sopen04g_5 GIMNE T T'T C Cleili}
Sopen04g a e
Solyc03g098310
Sopim039g098310
Sopen03g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010
S0lyc03g098300
Sopim039g098300
Sopen03g029030
Sopen03g029020
Sopen03g029050
Sopen03g029040

TG
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T

Q00 Q0300000

pSolyc04g082030
Solanum chacoen
Solanum tuberos
Solyc04g082030
Sopim049g082030
SOLCI004909300
Sopen0O4g 5
Sopen04g a )
Solyc039g098310 CTGTC GCAAC 5 C SCMCTTCTTACT




Sopim03g098310  [CHNEHR GCAACABTGAACCAGCMCTTCTT

Sopen03g029060 C . C G CTTCTT
SOLCI004508500 ( ) G (

Sopen03g029010 . . C e CTTETT
Solyc03g098300 CTG ( ( G ( CTTETT
Sopim03g098300 C . C e . CTTETT
Sopen03g029030 CTG ( ( G ( CTTETT
Sopen03g029020 C . C e CTTETT
Sopen03g029050 CTG ( ( G ( CTTETT

Sopen039g029040 “TGTC 5 C e CAGCACTTETT

pSolyc04g082030

Solanum chacoen GATTGT
Solanum tuberos SATTGT
Solyc04g082030 GATTGT
Sopim049g082030 SATTGT
SOLCI004909300 SATTGT
Sopen0O4g 5 SATTGT
Sopen04g a GATTGT
Solyc03g098310 GATTGT
Sopim039g098310 SATTGT
Sopen03g029060 GATTGT
SOLCI004508500 SATTGT
Sopen03g029010 SATTGT
Solyc03g098300 SATTGT
Sopim03g098300 GATTGT
Sopen03g029030 SATTGT
Sopen03g029020 GATTGT
Sopen03g029050 SATTGT
Sopen03g029040

pSolyc04g082030

Solanum chacoen
Solanum_ tuberos
Solyc04g082030
Sopim04g082030
SOLCI004909300
Sopen04g_5
Sopen04g a
Solyc03g098310
Sopim039g098310
Sopen03g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010
Solyc03g098300
Sopim039g098300
Sopen03g029030
Sopen03g029020
Sopen03g029050
Sopen039g029040

HHE 8883833

pSolyc04g082030
Solanum chacoen
Solanum tuberos [elel§
Solyc04g082030 lele TCTCACT
Sopim049g082030 elele TCTC

[@N@!

N QC

Q




SOLCI004909300
Sopen0O4g 5

Sopen04g a

Solyc03g098310
Sopim03g098310
Sopen03g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010
Solyc03g098300
Sopim039g098300
Sopen03g029030
Sopen03g029020
Sopen03g029050
Sopen03g029040

pSolyc04g082030
Solanum chacoen
Solanum tuberos
Solyc04g082030
Sopim04g082030
SOLCI004909300
Sopen04g_5
Sopen04g a
Solyc03g098310
Sopim039g098310
Sopen03g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010
So0lyc03g098300
Sopim03g098300
Sopen03g029030
Sopen03g029020
Sopen03g029050
Sopen03g029040

pSolyc04g082030
Solanum chacoen
Solanum_ tuberos
Solyc04g082030
Sopim04g082030
SOLCI004909300
Sopen0O4g 5
Sopen04g a
Solyc03g098310
Sopim03g098310
Sopen03g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010
Solyc03g098300
Sopim039g098300
Sopen03g029030
Sopen03g029020
Sopen03g029050
Sopen03g029040

pSolyc04g082030

CT
CT
CT
CT
CT
CT
CT
CT

CTTTTG
CTTTTG
CTTTT

CTTTTG
CTTTTG
CTTTTG
CTTTTG
CTTTTG
CTTTTG
CTTTTG
CTTTTG

TTCT
TTCT
TTCT
TTCT
TTCT
TTCT
TTCT

EEEEEEEI O QOEIO O C

SN lIoHelK

~
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GTGET
[EUNEC N
GTGET
[EUNEC N
GTGET
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Solanum chacoen S 88CCTIG GleCTOINSe CCCCTTTCOTTE®C elele EACGCCE
Solanum tuberos 5 5 CCIeiNG T CCf TTTCETTEC E)CGCCE
Solyc04g082030 ) ( 5 o6 CTeRNeeCCCCTETCOT TeC 5 € ACGCClE
Sopim049g082030 5 5 CCIENC T CCf TETCETTI®C & CGCClE
SOLCI004909300 5 ( 5 o6 TeRNeeCCCCTETCOT TeC 3 € ACGCClE
Sopen0O4g 5 5 5 CCIENC T CCf TETCETTI®C &/ CGCClE
Sopen04g a ; ( G CCIEIC T CClE[E[GIEUN NG CINNC @ € ACGCCE
Solyc03g098310 5 GT@GTAC TTRCATTTCACG C CAAG
Sopim03g098310 TG 5G GT@GTAGGCG CATTTCACG

Sopen03g029060 - 5 CATTTC

SOLCI004508500 ele ( ) INCATTTC

Sopen03g029010 5 glelele CATTTC

Solyc03g098300 e G ) CATTTC

Sopim039g098300 5 e
Sopen03g029030
Sopen03g029020
Sopen03g029050
Sopen039g029040

pSolyc04g082030
Solanum chacoen C TCNee
Solanum tuberos ( IO TAGG
Solyc04g082030 ) TClyNele
Sopim04g082030 TCpyNele
SOLCI004909300 RO T A GG
Sopen04g_5 0T AGG
Sopen04g a
Solyc03g098310
Sopim039g098310
Sopen03g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010
So0lyc03g098300
Sopim03g098300
Sopen039g029030
Sopen03g029020
Sopen03g029050
Sopen03g029040

T
T
T
T
T
T
T
T
T
T

pSolyc04g082030
Solanum chacoen
Solanum tuberos
Solyc04g082030
Sopim049g082030
SOLCI004909300
Sopen0O4g 5
Sopen04g a
Solyc03g098310
Sopim03g098310
Sopen03g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010
Solyc03g098300
Sopim03g098300
Sopen03g029030
Sopen03g029020
Sopen03g029050
Sopen03g029040
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QO
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pSolyc04g082030
Solanum chacoen
Solanum_ tuberos
Solyc04g082030
Sopim049g082030
SOLCI004909300
Sopen0O4g 5
Sopen04g a
Solyc03g098310
Sopim03g098310
Sopen039g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010
Solyc03g098300
Sopim039g098300
Sopen03g029030
Sopen03g029020
Sopen03g029050
Sopen039g029040

pSolyc04g082030
Solanum chacoen
Solanum_ tuberos
Solyc04g082030
Sopim04g082030
SOLCI004909300
Sopen04g_5
Sopen04g a
Solyc03g098310
Sopim039g098310
Sopen03g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010
Solyc03g098300
Sopim03g098300
Sopen03g029030
Sopen03g029020
Sopen03g029050
Sopen03g029040

pSolyc04g082030
Solanum chacoen
Solanum tuberos
Solyc04g082030
Sopim049g082030
SOLCI004909300
Sopen0O4g 5
Sopen04g a
Solyc03g098310
Sopim03g098310
Sopen03g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010
Solyc03g098300
Sopim03g098300
Sopen03g029030
Sopen03g029020

TCGAGGAAATAGCTACTGTAGTAAACGAAGCAGTCCAAG
TCGAGGAAATAGCTACTGTAGTAAACGAAGCAGTCCAAG
TCGAGGAAATAGCTAGTGTAGTAAACGAAGCAGTCAAAG
TCGAGGAAATAGCTAGTGTAGTAAACGAAGCAGTCCAAG
TCGAGGAAATAGCTAGTGTAGTAAACGAAGCAGTCCAAG
TCGAGGAAATAGCTAGTGTAGTAAACGAAGCAGTCCAAG

BTTCTTCGEAE
TTTCTTCGCR&
BTTCTTCGECE
WTTCTTCGECE
BTTCTTCGECE
BTTCTTCGECE
BTTCTTCGECE
T TCTTTGelNE
T TCTTTGelNE
BT TCTTTColNe
BT TCTTTGelNE

AGCTAACAATCATA
AGCTAACCATCATC
AGCTAACCATCATC
AGCTAACCATCATC
AGCTAACCATCATC
AGCTAACCATCATCel®

ATTTGAAAATAATT)
ATTTGAAAATAATT(E
ATTTGAAAATAATTE
ATTTAAAAATAATTHE
ATTTAAAAATAATT)
ATTTAAAAATAATTS

TMCTGGATCAACGAYGG

TACTGGATCAACGATGG
TACTGGATCAACGATGG
TACTGGATCAACGATGG
TACTGGATCAACGATGG
TACTGGATCAACGATGG
TACTGGATCAACGATGG
TACTGGATCAACGATGG
BRIGTATTGGATTGACGAAGG
MGTATTGGATTGACGAAGG
BRIGTATTGGATTGACGAAGG
MGTATTGGATTGACGAAGG
TATTGGATTGATGAGGG
TATTGGATTGATGAGGG
TATTGGATTGATGAGGG
TATTGGATTGATGAGGG

[@CCATGNE
[CCATGNE
[@CCATGNE

=il > IsReleRE) > > > > > > >
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Sopen03g029050
Sopen039g029040

pSolyc04g082030
Solanum chacoen
Solanum tuberos
Solyc04g082030
Sopim049g082030
SOLCI004909300
Sopen0O4g 5
Sopen04g a
Solyc03g098310
Sopim03g098310
Sopen03g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010
Solyc03g098300
Sopim03g098300
Sopen03g029030
Sopen03g029020
Sopen03g029050
Sopen03g029040

pSolyc04g082030
Solanum chacoen
Solanum_ tuberos
Solyc04g082030
Sopim04g082030
SOLCI004909300
Sopen04g_5
Sopen04g a
Solyc03g098310
Sopim039g098310
Sopen03g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010
S0lyc03g098300
Sopim03g098300
Sopen039g029030
Sopen03g029020
Sopen03g029050
Sopen039g029040

pSolyc04g082030
Solanum chacoen
Solanum tuberos
Solyc04g082030
Sopim049g082030
SOLCI004909300
Sopen0O4g 5
Sopen04g a
Solyc03g098310
Sopim03g098310
Sopen039g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010

TRECCATGINERUNNEIE®
TIRECCATGINERUNNE[E(®

TATTGGATTGATGAGGG
TATTGGATTGATGAGGG

1040
========= + + +

1050 1060 1070
f========= f========= +
GTTATACGGATCGATGAACTGTGTACTTTACGACCATGCGACGGYGACSKCGRCGCCATT
GTTATACGGATCGATGAATTGTGTACTTTACGACCATGCTACGGTGACGGCGACGCCATT
GTTATACGGATCGATGAACTGTGTACTTTACGACCATGCTACGGTGACGGCGACGCCATT
GTTATACGGATCGATGAACTGTGTACTTTACGACCATGCGACGGTGACGGCGACGCCATT
GTTATACGGATCGATGAACTGTGTACTTTACGACCATGCGACGGTGACGGCGACGCCATT
GTTATACGGATCGATGAACTGTGTACTTTACGACCATGCGACGGTGACGGCGACGCCATT
GTTATACGGATCGATGAACTGTGTACTTTACGACCATGCGACGGTGACGGCGACGCCATT
GTTATACGGATCGATGAACTGTGTACTTTACGACCATGCGACGGTGACGGCGACGCCATT
GATTTATGGATCATTTAGGCCAACACTGTACAACAGTTGCTTTGTGG-——-——————————
GATTTATGGATCATTTAGGCCAACACTGTACAACAGTTGCTTTGTGG———-——————————
GATTTATGGATCATTTAGGCCAACACTTTATAACAGTTGCTTTGTGG-————————————
GATTTATGGATCATTTAGGCCAACACTTTACAACAGTTGCTTTGTGG-——-——————————
GGTTTATGGATCGTTTAGGCCAACACTGTACAACAGTTGCTTTGTGG———-——————————
GGTTTATGGATCGTTTAGGCCAACACTGTACAACAGTTGCTTTGTGG-————————————
GGTTTATGGATCGTTTAGGCCAACACTGTACAACAGTTGCTTTGTGG———-——————————
GGTTTATGGATCGTTTAGGCCAACACTGTACAACAGTTGCTTTGTGG———-——————————
GGTTTATGGATCGTTTAGGCCAACACTGTACAACAGTTGCTTTGTGG-————————————
GGTTTATGGATCGTTTAGGCCAACACTGTACAACAGTTGCTTTGTGG———-——————————

1100 1110
————————— + + +

1120 1130

CTRCRRCRGSTCG]
CTGCGGGGGGTCG
CTGCGGCGGGTCG
CTGCGGCGGGTCG
CTGCGGCGGGTCG
BNCTGCGGCGGGTCG
OGCCTGCGGCGGGTCG
MAGCTGCGGCGGGTCG

TGTGAAATAC
BT TGTGAAATAC
F T TGTGAAATAC

1160 1170
m——m———ee + + +
—-———-TCCGTCGACTGTATTCRRGCSCACCTGTE
—-——-TCCGTCGACTGTATTCGGGCCCACCTGTE
—-———-TCCGTCGACTGTATTCGGGCCCACCTGTiE
—-——-TCCGTCGACTGTATTCGGGCCCACCTGTE
—-———-TCCGTCGACTGTATTCGGGCCCACCTGTiE
—-———-TCCGTCGACTGTATTCGGGCCCACCTGTE
—-———-TCCGTCGACTGTATTCGGGCCCACCTGTiE
—-——-TCCGTCGACTGTATTCGGGCCCACCTGTE
GTGAATCATCGACTATTTACGGACCAAGTTGTE
GTGAATCATCGACTATTTACGGACCAAGTTGT
GTGAATCATCGACTATTTACGGACCAAGTTGT]

1180

>

) IEREREEE RN

GTGAATCATCGACTATTTACGGACCAAGTTGTHS
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Solyc03g098300
Sopim039g098300
Sopen03g029030
Sopen03g029020
Sopen03g029050
Sopen03g029040

pSolyc04g082030

Solanum chacoen

Solanum tuberos
Solyc04g082030
Sopim049g082030
SOLCI004909300
Sopen0O4g 5
Sopen04g a
Solyc03g098310
Sopim03g098310
Sopen039g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010
Solyc03g098300
Sopim03g098300
Sopen03g029030
Sopen03g029020
Sopen03g029050
Sopen03g029040

pSolyc04g082030
Solanum chacoen
Solanum_ tuberos
Solyc04g082030
Sopim04g082030
SOLCI004909300
Sopen04g_5
Sopen04g a
Solyc03g098310
Sopim039g098310
Sopen03g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010
S0lyc03g098300
Sopim039g098300
Sopen03g029030
Sopen03g029020
Sopen03g029050
Sopen03g029040

pSolyc04g082030
Solanum chacoen
Solanum tuberos
Solyc04g082030
Sopim049g082030
SOLCI004909300
Sopen0O4g 5
Sopen04g a
Solyc03g098310

GCGA---GTCGACCATTTACGGACCAAGTTGCT cH®
GCGA---GTCGACCATTTACGGACCAAGTTGTHS
GCAA---GTCGACGATTTACGGACCAAGTTGCT eH®
GCGA---GTCGACGATTTACGGACCAAGTTGTH
GCGA---GTCGACGATTTACGGACCAAGTTGCT c®
GCGA---GTCGACGATTTACGGACCAAGTTGTHS

1220 1230

o)

EEERCEEREEE ) O O

CRAAAGCTGCTS
CAAAAGCTGCT]
CAAAAGCTGCT]
CAAAAGCTGCT]
CAAAAGCTGCT]
CAAAAGCTGCT]
CAAAAGCTGCT]
CAAAAGCTGCT]
CAAATTGTGCA
CAAATTGTGCA
CAAATTGTGCA
CAAATTGTGCA

CAAAATGTGTC]

CAAAATGTGTT
CAAAATGTGTTEE
CAAAATGTGTTEE

1330 1340 1350 1360 1370 1380
=========+ + + =t========= t========= +
——————— TTGTTACTCACCTWGC—--—-TTATGCTTATCC-——-2 -
------- TTGTTACTCACCTTGC----TTATGCTTATCC——-—-A e
——————— TTGGTACTCACCTTGC—---TTATGCTTATCC-——-2 e et
------- TTGTTACTCACCTTGC----TTATGCTTATCC——-—-2 e
——————— TTGTTACTCACCTTGC—---TTATGCTTATCC-——-2 e et
------- TTGTTACTCACCTAGC----TTATGCTTATCC——-—-2 e
——————— TTGTTACTCACCTTGC—---TTATGCTTATCC-——-2 e et
------- TTGTTACTCACCTTGC----TTATGCTTATCC——-—-2 -
——————— CGCCTACCTATATTGT--—-TAGCACCAATTC-—- - NSO — - — - ——-—-
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Sopim03g098310
Sopen03g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010
Solyc03g098300
Sopim03g098300
Sopen03g029030
Sopen03g029020
Sopen03g029050
Sopen039g029040

pSolyc04g082030 ——————=——————————"—"—"—"—"—"——————"—"—"—\———
Solanum chacoen ----------""7"""""7""7""—"-"——"-"——"——"———
Solanum tuberos -—————————""———————————————————————

Solyc04g082030
Sopim049g082030
SOLCI004909300
Sopen0O4g 5

Sopen04g a

Solyc03g098310
Sopim039g098310
Sopen03g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010
Solyc03g098300
Sopim03g098300
Sopen03g029030
Sopen03g029020
Sopen03g029050
Sopen03g029040

1450 1460 1470

pSolyc04g082030 --------———————-——-——————————————
Solanum chacocen -------------"-"-"-""-"-"-"-"-"-"—"-"—"—-"——"—————
Solanum tuberos —---—-—--—-—-—-—--—-—-——————————————

Solyc04g082030
Sopim04g082030
SOLCI004909300
Sopen04g_5

Sopen04g a

Solyc03g098310
Sopim039g098310
Sopen03g029060
SOLCI004508500
Sopen03g029010
Solyc03g098300
Sopim039g098300
Sopen03g029030
Sopen03g029020
Sopen03g029050
Sopen039g029040

Annexe S10 : Alignement des séquences utilisées pour la création de I’arbre phylogénétique du

gene HT-A.
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AF442139.1 Sola
Sotubl2g024890.
GU362652.1 Lyco
GU362650.1 Sola
AB066582.1 Sola
AB072480.1 Sola
Sopim12g009490.
AB072490.1 Sola
SOLCI005673700

GU362648.1 Sola
Solycl2g056585.
Sopenl2g029190

AF442139.1 Sola
Sotubl12g024890.
GU362652.1 Lyco
GU362650.1 Sola
AB066582.1 Sola
AB(072480.1 Sola
Sopiml2g009490.
AB072490.1 Sola
SOLCI005673700

GU362648.1 Sola
Solycl2g056585.
Sopenl2g029190

AF442139.1 Sola
Sotubl12g024890.
GU362652.1 Lyco
GU362650.1 Sola
AB066582.1 Sola
AB(072480.1 Sola
Sopiml12g009490.
AB(072490.1 Sola
SOLCI005673700

GU362648.1 Sola
Solycl2g056585.
Sopenl2g029190

AF442139.1 Sola
Sotubl12g024890.
GU362652.1 Lyco
GU362650.1 Sola
AB066582.1 Sola
AB(072480.1 Sola
Sopiml12g009490.
AB(072490.1 Sola
SOLCI005673700

GU362648.1 Sola
Solycl2g056585.
Sopenl2g029190

—————————————————————————————————————— ( TiNe
—————————————————————————————————————— wTTCTT!TG
TG
ACAAAATGGCATTCAAGGCAAATATTTTGCTTATATT THNeMIGN CTTATG

ACAAAATGGCATTCAAGGCAAATATTTTGCTTATAT T THKSHUNN TG
————— TG

HHEHEaaa383388a3

GTAAGTTGTTCTAATTGTAGTTTTAAG
i GGTAAGTTGTTCTAATTGTAGTTTTAAG
GTAAGTTGTTCTAATTGTAGTTTTAAG

I GGTAAGTTGTTCTAATTGTAGTATTAAG
GTAAGTTGTTCTAATTGTAGTTTTAAG

TACTAATTACAAATTTCATATGACAAATTAAATTAAGTGCATAATGGGATATGGTC--AA
TACTAATTACAAATTTCATATGACAAATTAAATTAAGTGCATAATGGGATATGGTC--AA

TACTAATTACAAATTTCATATGACAAATTAAATTAAGTGCATAATGGGATAT-GTCAAAA
TACTAATTACAAATTTCATATGACAAATTAAATTAAGTGCATAATGGGGTATGGTCAAAA

AGAGAACTTTTACTTTATGAAATATCTTAGTTTTACCCTTTGTTTTATAGCCTTGTTATT
AGAGAACTTTTACTTTATGAAATATCTTAGTTTTACCCTTTGTTTTATAGCCTTGTTATT

AGAAAACTTTTACTTCATGAAATATCTTAGTTTTACCCTTTGTTTTATAGCCTTGTTATT
AGAAAACTTTTACTTCATGAAATATCTTAGTTTTACCCTTTGTTTTATAGCTTTGTTATT
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AF442139.1 Sola
Sotubl2g024890.
GU362652.1 Lyco
GU362650.1 Sola
AB066582.1 Sola
AB072480.1 Sola
Sopim12g009490.
AB072490.1 Sola
SOLCI005673700

GU362648.1 Sola
Solycl2g056585.
Sopenl2g029190

AF442139.1 Sola
Sotubl12g024890.
GU362652.1 Lyco
GU362650.1 Sola
AB066582.1 Sola
AB(072480.1 Sola
Sopiml2g009490.
AB072490.1 Sola
SOLCI005673700

GU362648.1 Sola
Solycl2g056585.
Sopenl2g029190

AF442139.1 Sola
Sotubl12g024890.
GU362652.1 Lyco
GU362650.1 Sola
AB066582.1 Sola
AB(072480.1 Sola
Sopiml12g009490.
AB(072490.1 Sola
SOLCI005673700

GU362648.1 Sola
Solycl2g056585.
Sopenl2g029190

AF442139.1 Sola
Sotubl12g024890.
GU362652.1 Lyco
GU362650.1 Sola
AB066582.1 Sola
AB(072480.1 Sola
Sopiml12g009490.
AB(072490.1 Sola
SOLCI005673700

GU362648.1 Sola
Solycl2g056585.
Sopenl2g029190

AGCAAATCGTCTCATGCAAATGAGTAATTTTGAACTTTTTTTTTACAAAGTATTGTAATA
AGCAAATCGTTTCATGCAAATGAGTAATTTTGAACCTTTTTTTTACAAAGTATTGTAATA

AGCAAATCGTCAGATGCAAATGAGTAATTTTGAAGTTTT-TTTTACAAAGTATTGTAATA
AGCAAATCGTCTCATGTCAATGAGTAATTTTGAACTTTTCTTTTACGAAGTATTGTAATA

CGTAAAACTCAACGTCTAAATTGGAGCTCATTTATGTTTTAAAATTAAGAGCAAATATGA
TGTAAAACTCAACGTCTATATTGAAGCTCATTTAAATTTTAAAATTAAGCGCAAATATGA

TGTAAAACTCAACGTCTATATTGGAGCTCAATTAAATTTTAAAATTAAGAGCAATTATGA
TGTAAAACTCAACGTCTATATTGAAGCTCATTTAAATTTTAAAATTAAGAGCAAATATAA

GAGAATTTACCAGTGTAAATCTATATAAAATAGACCCAAAATATAATTAAGGGTAACATT
GAGAATTTACTAGTGTAAAACTATATAAAATAGACCCAAAATATAATTAAGGGTAAAATT

GAGAATTTACTAGTGTAAAACTATATAAAATAGACCCAAAATATAATTAAGGGTAAAATT
GAGAATTTACTAGTGTAAAACTATATAAAATAGACCCAAAATATAATTAAGGGTAAAATT

AAGAAATCTTATATAGTAGCATTAGTTGACTTGTCTAAGCAACCATTGATCCCACATGAA
AAGAAATCTTATATAGTAGCATTAGTTGACTTGTCTAAGCAACCATTGATCCCACATGAA

AAGAAATCTTATATAGTAGTATTAGTTGACTTGTCTAAGTAACCATTGATCCCACATGAA
AAGAAATCTTATATAGTAGCATTAGTTGACTTGTCTAAGCAACCATTGATCCGACATGAA
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AF442139.1 Sola
Sotubl2g024890.
GU362652.1 Lyco
GU362650.1 Sola
AB066582.1 Sola
AB072480.1 Sola
Sopim12g009490.
AB072490.1 Sola
SOLCI005673700

GU362648.1 Sola
Solycl2g056585.
Sopenl2g029190

AF442139.1 Sola
Sotubl12g024890.
GU362652.1 Lyco
GU362650.1 Sola
AB066582.1 Sola
AB(072480.1 Sola
Sopiml2g009490.
AB072490.1 Sola
SOLCI005673700

GU362648.1 Sola
Solycl2g056585.
Sopenl2g029190

AF442139.1 Sola
Sotubl12g024890.
GU362652.1 Lyco
GU362650.1 Sola
AB066582.1 Sola
AB(072480.1 Sola
Sopiml12g009490.
AB(072490.1 Sola
SOLCI005673700

GU362648.1 Sola
Solycl2g056585.
Sopenl2g029190

AF442139.1 Sola
Sotubl12g024890.
GU362652.1 Lyco
GU362650.1 Sola
AB066582.1 Sola
AB(072480.1 Sola
Sopiml12g009490.
AB(072490.1 Sola
SOLCI005673700

GU362648.1 Sola
Solycl2g056585.
Sopenl2g029190

AAAGGTGGTATATTTGACTATATAGAGAAAAAAAAGAAAATTATAATAATTACT--———-
AAAGGTGGTATATTTGACTATATAGAGAAAAAAAGAAAATTAT-AATAATTACT——————

AAAGGTGGTATATTTGACTATATAGAGAAAAAAAGAAAATTATAAATAATTACTATTAAA
AAAGGTGGTATATTTGACTATATAGAGAAAAAAAGAAAATTAT-AATAATTACTATTAAA

—————————————— ATGAAGAAAATGTTATGAACTTCATTATTATATTTTGATTTTTGAA
—————————————— ATGAAGAAAATGTTATGAACTTCATTATTATATTTTGATTTTTGAA

ATTAACATGGAAGAATTAAGAAAATGTTATGAACTTAATTATTTTATTTTGATTTTTGAA
ATTAACATGGAAGAATTAAGAAAATGTTATGAACTTAATTATTATATTTTGATTTTTGAA

HHHEAE33838343833

85



AF442139.1 Sola
Sotubl2g024890.
GU362652.1 Lyco
GU362650.1 Sola
AB066582.1 Sola
AB072480.1 Sola
Sopim12g009490.
AB072490.1 Sola
SOLCI005673700

GU362648.1 Sola
Solycl2g056585.
Sopenl2g029190

AF442139.1 Sola
Sotubl12g024890.
GU362652.1 Lyco
GU362650.1 Sola
AB066582.1 Sola
AB(072480.1 Sola
Sopiml2g009490.
AB072490.1 Sola
SOLCI005673700

GU362648.1 Sola
Solycl2g056585.
Sopenl2g029190

AF442139.1 Sola
Sotubl12g024890.
GU362652.1 Lyco
GU362650.1 Sola
AB066582.1 Sola
AB(072480.1 Sola
Sopiml12g009490.
AB(072490.1 Sola
SOLCI005673700

GU362648.1 Sola
Solycl2g056585.
Sopenl2g029190

AF442139.1 Sola
Sotubl12g024890.
GU362652.1 Lyco
GU362650.1 Sola
AB066582.1 Sola
AB(072480.1 Sola
Sopiml12g009490.
AB(072490.1 Sola
SOLCI005673700

GU362648.1 Sola
Solycl2g056585.
Sopenl2g029190

TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT

TTgTTTCC

HHEHEEaAaEE3 a3
ENEREINERERENERERERE] O

ERER=NERENEHERE] O SR
O EE1 O [ERENE] O [EHERENERE
HHEHEaaa8338383a34:4
ERER=NERENE] O JEERE R
HHEHEaaa83383334:4

860 870 880

TGTTTGT
TGTTTGT
TGTTTGT
TGTTTGT
TGTTTGT
TGTTTGT
TGTTTGT
TGTTTGT
TGTTTGT
TGTTTGT
TGTTTGT
TGTTTGT

HHEHEaa3adda39a4

ATATATTAATTTCTTCCCATCCGCTACTCAATATTATATGG-—
ATATATTAATTTCTTCCCATCCGCTACTCAATATTATATGG-—
ATATATTATTTTCTTCCCATCCGCTACTCAATATTATATGGTT
ATATATTATTTTCTTCCCATCCGCTACTCAATATTATATGG-—
ATATATCATTTTCTTCCCATCCGCTGCTCAATATTATATGG-—
ATATATCATTTTCTTCCCATCCGCTACTCAATATTATATGG-—

ATATATTATTTTCTTCCCATCCGCTACTCAATATTATATGG-—

ATATATCATTTTCTT

8 \GAAACAAAAG
8 \GAAACAAAAG
8 \GAAACAAAAG
BAGAAACAAAAG
8/ \GAAACAAAAG
8 \GAAACAAAAG

8 \GAAACAAAAG
8 \GAAACAAAAG
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Annexe S11 : Alignement des séquences utilisées pour la construction de 1’arbre phylogénétique du

géne HT-B.

S501ci005673700
GU362668 Lycope
GU362664 Solanu
Sotub12g024900
Sopenl2g029200
AB(072481 Solanu
AB066585 Solanu
AB(072489 Solanu
S501ci005673800
AB(072483 Solanu
GU362661 Solanu

S501ci005673700
GU362668 Lycope
GU362664 Solanu
Sotubl12g024900
Sopenl2g029200
AB(072481 Solanu
AB066585 Solanu
AB(072489 Solanu
S501ci005673800
AB(072483 Solanu
GU362661 Solanu

S501ci005673700
GU362668 Lycope
GU362664 Solanu
Sotub129g024900
Sopenl2g029200
AB(072481 Solanu
AB066585 Solanu
AB(072489 Solanu
S501ci005673800
AB(072483 Solanu
GU362661 Solanu

S01ci005673700
GU362668 Lycope
GU362664 Solanu
Sotub12g024900
Sopenl2g029200
AB(072481 Solanu
AB066585 Solanu
AB(072489 Solanu
S501ci005673800

10 20 30 40 50 60
————————— + + +
ATGGTATTCAAGGCAAATATTTTGCTTATATTTTCTITGGITCTTATGATT,
ATGGCATTCAATGCAAATATTTTGCTCATATTTTCTTTGGTTCTTATGATT
ATGGCATTCAATGCAAATATTTTGCTCATATTTTCTITGGITCTTATGATT,
ATGG———=————- CAAATATTTTGCTTATATTTTCTTTGGTTCTTATGATT
ATGGCATTCAATGCAAATATTTTGCTCATATTTTCTITGGITCTTATGATT,
ATGGCATTCAATGCAAATATTTTGCTCATATTTTCTTTGGTTCTTATGATT

GCCTTCACTTCTATTGCTTGAGGGTAGTTAAGTT
GCCTTCACTTCTTTTGCTTGAGGGTAGTTAAGTT
GCCTTCACTTCCATTGCTTGAG-—-——————————
GCCTTCACTTCCATTGCTTGAGGGTAATTAAGTT
GCCTTCACTTCCATTGCTTGAGGGTAATTAAGTT
GCCTTCATTTCCATTGCTTGAGGGTAATTAAGTT
GCCTTCATTTCCATTGCTTGAGGGTAATTAAGTT
GCCTTCACTTCCATTGATT-——==———————————
GCCTTCATTTCCATTGCTTGAGGGTAATTAAGTT
GCCTTCACTTCCATTGCTTGAGGGTAATTAAGTT

el

HEIH 3 3 SEE SEE

130 140 150 160 170 180
========= + + + t========= t========= +
GTTTTTTAATATATATATATATATAT————————————— ATATATATAT--——- TTTGT-
GTTTTTTAATATATATATATATATAT-———————————— ATATATATATATATATATATA

GTTTTTTAATTGTAGTTTTTCTATATTTAATTTTTGAATATATATATATA--TTTTTGT -
GTTTTTTAATTGTAGTTTTTCTATATTTAATTTTTGAACATATATATAT-—-TTTTTGT-
GTTTTTCAATTTTAGTTTTTCTATATTTAATTTTTGAACATATATATATATTTTTTTGT -
GTTTTTCAATTTTAGTTTTTCTATATTTAATTTTTGAACATATATATATATTTTTTTGT -
GTTTTTCCATTTTAGTTTTTCTATATTTAATTTTTGAACATATATATATATATTTTTGT -
GTTTTTCAATTGTAGTTTTTCTATATTTAATTTTTGAACATATATATAT---TTTTTGT-

—————————————————————————————————— GCAAATGAAGTTCAAAATACA
TATCGATCTAATAGAGTTGTACGTGTTGGTGTA-GCAAATGAAATTCATAATACAE
TATCGATCTAATAGAGTTGTACGTGTTGGTGTA-GCAAATGAAATTCATAATACA
TATCGATCTAATTGAGTTGTACGTGTTGGTGTA-GCAAATGAAATTCATAATACA
TATCGATCTAATAGAGTTGTACGTGTTGGTGTA-GCAAATGAAATTCATAATACA
TATCGATTTAATAGAGTTGTACGTGTTGGTGTA-GCAAATGAAATCCATAATACA
TATCGATTTAATAGAGTTGTACGTGTTGGTGTA-GCAAATGAAATCCATAATACA
——————————————————————————————————— CAAATGAAATCCATAATACA
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AB(072483 Solanu
GU362661 Solanu

S501ci005673700
GU362668 Lycope
GU362664 Solanu
Sotubl12g024900
Sopenl2g029200
AB(072481 Solanu
AB066585 Solanu
AB(072489 Solanu
S501ci005673800
AB(072483 Solanu
GU362661 Solanu

S501ci005673700
GU362668 Lycope
GU362664 Solanu
Sotub129024900
Sopenl2g029200
AB(072481 Solanu
AB066585 Solanu
AB(072489 Solanu
S501ci005673800
AB(072483 Solanu
GU362661 Solanu

S01ci005673700
GU362668 Lycope
GU362664 Solanu
Sotub129g024900
Sopenl2g029200
AB(072481 Solanu
AB066585 Solanu
AB(072489 Solanu
S501ci005673800
AB(072483 Solanu
GU362661 Solanu

TATCGATTTAATAGTGTTGTACGTGTTGGTGTA-GCAAATGAAATCCATAATAC GC
TATCGATCTAATAGAGTTGTACGTGTTGGTGTAGGCAAATGAAATCCATAATAC GC|

TAATAATAA
TAATAATAA
TAATAATAA
CAACAATAA
TAATAATAA
CAACAATAA
CAACAATAA
TAATAATAA
TAATAACAA
TAATAACAA

TGGTGAAGGTGGAAAATGGGCGGH
TGGTGAAGGTGGAAAATGGGCGGG

TGGTGAAGGTGGAAAATGGGCGGG

AAAATGGCCGG(G

TGGTGAAGGTGGAAAATGGCCGGG
TGGTGAAGGTGGAAAATGGCCGGH
TGGTGAAGGTGGAAAATGGCCGGG
TGGTGAAGGTGGAAAATGGCCGGH

BT GGTGAAGGTGGAAAATGGCCGGG

ElNlOCEEEOC O OO0 QG

IAATAATAACAATAA
IAATAATAATAACAA
IAATAATAATAACAA

IAATAATAACAACAA
IAATAAAAATAACAA
AAATAATAATAACAA
AAATAATAATAACAA
IAATAATAATAACAA
IAATAATAATAACAA
IAATAATAATAACAA
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