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RESUME

La tomate cultivée (Solanum lycopersicum) est 1'une des plantes maraichéres les plus
cultivées au monde. Cependant, sa domestication a considérablement réduit sa diversité
génétique, augmentant sa vulnérabilité aux stress biotiques et abiotiques. L’introduction de
genes de résistance issus d’especes sauvages apparentées, comme Solanum chilense, constitue
une piste prometteuse afin d’augmenter sa résilience. Originaire du désert d’Atacama, S.
chilense est intéressante pour sa résistance aux stress hydrique, salin et thermique. Cependant,
cette espéce affiche des barrieres de reproduction intraspécifiques, notamment une auto-
incompatibilité gamétophytique (AIG) ainsi qu’une incompatibilité unilatérale avec la tomate
cultivée. Une meilleure compréhension de ces barriéres intra- et interspécifiques est nécessaire
pour utiliser le potentiel génétique de S. chilense. Ce mémoire se concentre sur les barrieres
intraspécifiques au sein d’une population de S. chilense.

Nous avons tout d’abord regardé¢ si la morphologie florale, et notamment I'exsertion du
stigmate, était liée a I’AIG comme précédemment suggérée. La surface et la taille des organes
floraux ont été¢ mesurées chez plusieurs individus. Des alléles d’AIG (S-allele) ont été identifiés
au niveau du S-locus, et 1'expression relative de ces S-alleles ainsi que des génes H7-4 et HT-B
impliqués dans 1'AIG a été analysée. Aucune corrélation entre la morphologie florale et
I’expression de ces génes n’a été observée suggérant que le lien supposé précédemment n’est
influencé par I’expression de ces genes.

Ensuite, nous avons étudi¢ la présence d’un gradient de compatibilité dans les
croisements et regardé si des différences entre la compatibilité théorique (obtenue a partir des
S-allele) et la compatibilité réelle étaient observées. Des croisements entre individus ont été
réalisés afin d’analyser cette compatibilité réelle au niveau prézygotique (germination du pollen
et croissance des tubes polliniques) et postzygotique (taux de mise a fruits et a graines). Un
gradient de compatibilité réelle entre individus — non prédit par la compatibilité théorique — a
été relevé, montrant la complexité de 1’ AIG.

A partir des données de croisements, nous avons analysé 1’état des barriéres de
reproduction chez S. chilense, afin d’étudier la présence d’autres barriéres ou I’importance de
celle déja connue. Le taux de germination des grains de pollen, I’arrét de la croissance des tubes
polliniques dans les 1 et 2° tiers du style lors de croisements non compatibles, ainsi que la
corrélation avec le taux de mise a fruit a permis de suggérer I’absence de barricres
postzygotiques. De plus, un lien entre le taux de mise a fruit et le nombre de graines par fruit a
permis de suggérer que leurs développements ne sont pas forcément indépendants.

Enfin, nous avons étudié le lien entre I’expression de génes impliqués dans 1I’AIG et la
compatibilité réelle. Bien que des variations d’expression des genes aient été observées, celles-
ci ne semblent pas expliquer les différences de croissance des tubes polliniques, de taux de mise
a fruit ou de nombre de graines par fruit, montrant que le role précis de ces genes dans I’AIG
reste incertain et que notre compréhension des mécanismes régulant I’ AIG chez S. chilense doit
étre approfondie.



ABSTRACT

The cultivated tomato (Solanum lycopersicum) is one of the most cultivated crops in the
world. However, its domestication has significantly reduced its genetic diversity, increasing its
vulnerability to biotic and abiotic stresses. Introducing resistance genes from wild relatives,
such as Solanum chilense, represents a promising approach to enhance its resilience. Native to
the Atacama Desert, S. chilense is particularly interesting due to its resistance to drought,
salinity, and heat stress. However, this species shows intraspecific reproductive barriers, i.e.
gametophytic self-incompatibility (GSI), and unilateral incompatibility with cultivated tomato.
A better understanding of these intra- and interspecific barriers is essential to utilize the genetic
potential of S. chilense. This master thesis focuses on intraspecific barriers within a population
of S. chilense.

First, we investigated whether floral morphology, particularly stigma exertion, was
linked to GSI as previously suggested. The surface area and size of floral organs were measured
in several individuals. GSI alleles (S-alleles) were identified at the S-locus, and the relative
expression of these S-alleles as well as H7-4 and HT1-B genes involved in GSI was analyzed.
No correlation between floral morphology and gene expression was observed, suggesting that
the previously hypothesized link is not influenced by the expression of these genes.

Next, we examined the presence of a compatibility gradient in crosses and evaluated
whether differences between theoretical compatibility (predicted from S-alleles) and actual
compatibility were observed. Crosses between individuals were made to analyze real
compatibility at prezygotic levels (pollen germination and pollen tube growth) and postzygotic
levels (fruit and seed set rates). A gradient of real compatibility among individuals — unpredicted
by theoretical compatibility — was identified, highlighting the complexity of GSI.

Based on crosses, we analyzed the state of reproductive barriers in S. chilense to study
the presence of other barriers or the importance of the one already known. Pollen germination
rates, pollen tube growth in the first and second thirds of the style during incompatible crosses,
and their correlation with fruit set rates suggested the absence of postzygotic barriers. Moreover,
a relationship between fruit set and seed set suggested that their development might not be
entirely independent.

Finally, we studied the relationship between the expression of genes involved in GSI
and real compatibility. Although variations in gene expression were observed, they did not seem
to explain differences in pollen tube growth, fruit set rates, or seed numbers per fruit. This
indicates that the precise role of these genes in GSI remains uncertain, and that further research
is needed to better understand the mechanisms regulating GSI in S. chilense.
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INTRODUCTION — REVUE DE LITTERATURE

A. LE CLADE DE LA TOMATE (LYCOPERICON)

1. Généralités et taxonomie de la tomate cultivée (Solanum lycopersicum L.)

La tomate cultivée (Solanum lycopersicum L.) est I’une des plantes maraichéres les plus
cultivées au monde (Fernandes et al., 2018). En 2022, plus de 186 millions de tonnes de tomates

ont été produites, sur prés de 4,9 millions d’hectares (FAOSTAT, 2024).

Solanum lycopersicum L. appartient a la famille des Solanacées, qui comprend plus de
3 000 especes, dont de nombreuses cultivées pour 1’alimentation, comme la pomme de terre
(Solanum tuberosum L.), le poivron (Capsicum annuum L.) et ’aubergine (Solanum melongena
L.) (Knapp & Peralta, 2016). Le genre Solanum compte environ 1200 espéces, il est le plus
grand genre des Solanacées et I’un des plus grands genres d’angiospermes (Frodin, 2004). Les
tomates sont regroupées dans le clade Lycopersicon qui comprend 13 especes, dont 12 especes
sauvages, toutes présentes sur le versant ouest des Andes dans des régions désertiques ou
prédésertiques ainsi qu’aux iles Galapagos (Knapp & Peralta, 2016). Au sein du clade
Lycopersicon on retrouve des espéces a fruit de couleurs rouge-orange, comme Solanum
lycopersicum, Solanum pimpinellifolium, ce sont les espéces du sous-groupe Esculentum et
d’autres espéces a fruit de couleur vert-mauve, comme Solanum pennellii et Solanum chilense

(Figure 1) (Pease et al., 2016; Peralta et al., 2008).
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Figure 1: Phylogénie du clade Lycopersicon (4) "Whole-transcriptome concatenated molecular clock phylogeny" de 26
accessions du clade Lycopersicon avec le clade Lycopersicoides comme outgroup. Les couleurs des branches indiquent les
quatre sous-groupes principaux. Tous les noeuds sont possedent 100 répliques bootstrap, sauf « * » qui indique un score de
soutien bootstrap de 68. (B) Un « cloudogram » de 2 745 arbres (gris) déduits de fenétres génomiques de 100-kb qui ne se
chevauchent pas. Pour contraster, la phylogénie consensus est représentée en noir (Pease et al., 2016).
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II.  Importance de la tomate cultivée

La tomate cultivée est une espéce d’intérét majeur pour plusieurs raisons. Elle présente
de nombreuses qualités nutritionnelles par sa teneur €élevée en nutriments essentiels et en
composés antioxydants bénéfiques pour la santé humaine (minéraux, acides aminés essentiels,
acides gras mono-insaturés, caroténoides, comme le lycopene) (Ali et al., 2021; Dorais et al.,
2008; Gerszberg et al., 2015). Ce dernier est I’un des caroténoides principaux de la tomate, il
pourrait avoir des propriétés anticancéreuses et jouer un role de protection contre les maladies

cardio-vasculaires, I’ostéoporose et les maladies neurodégénératives (Ali et al., 2021).

Cette espece est donc largement utilisée dans 1’alimentation, mais elle est aussi utilisée
comme matériel de recherche. Elle présente plusieurs caractéristiques qui en font un organisme
modele : un cycle de vie court, une culture adaptable a différentes conditions, une production
abondante de graines et un génome relativement petit (950 Mb) (Gerszberg et al., 2015). De
plus, elle est auto-compatible, autogame, posséde un controle facile de la pollinisation et de
I'hybridation, ainsi qu’une reproduction asexuée par greffage et bouturage (Gerszberg et al.,
2015). Elle peut régénérer des plantes entiéres a partir d'explants (Gerszberg et al., 2015) et peut

étre génétiquement transformée via Agrobacterium tumefaciens (Chetty et al., 2013).

L’intérét de la tomate cultivée comme organisme mod¢le en génétique grandit fortement
depuis son séquencage, le séquencage d’especes apparentées (Fernandez-Pozo et al., 2015;
Mata-Nicolas et al., 2020; Sato et al., 2012) et depuis la présence d’une grande collection de
mutants accessibles (Saito et al., 2011). La tomate est donc utilisée dans les études sur
I’évolution et le développement des fruits (Kimura & Sinha, 2008; Yin et al., 2010). Les especes
du clade Lycopersicon sont aussi utilisées pour intégrer des outils et des approches génomiques
dans la recherche écologique et évolutive des plantes, comme cas de spéciation (Moyle, 2008),

ainsi que dans I’étude des barrieres de reproduction (Bedinger et al., 2011; Moreels et al., 2023).

II1. Domestication, importation et changements climatiques

La domestication de la tomate débute en Amérique latine, l'endroit exact et les premiers
événements de cette domestication restent méconnus. Selon les hypotheses, le pays d’origine
de domestication de la tomate pourrait étre le Mexique ou le Pérou (Peralta & Spooner, 2006).
Apres son introduction en Europe au XVle siecle, la domestication de la tomate s'est poursuivie.
En se basant sur des caractéristiques phénotypiques telles que la taille et la forme du fruit, ce
processus a provoqué un goulot d'étranglement génétique, entrainant une réduction de sa

diversité génétique (Bai & Lindhout, 2007; Doebley et al., 2006). Cette sélection a provoqué la



perte de génes de résistance aux stress biotiques et abiotiques, au profit d’un meilleur rendement
(Bai & Lindhout, 2007). Ainsi, la tomate cultivée est sujette a une étendue de stress biotiques
(attaque de ravageurs, d’agents pathogenes, ...) et abiotiques (salinité, sécheresse, ...), une

fragilité qui est amplifiée par les changements climatiques (Surdéwka et al., 2020).

Les changements climatiques futurs impacteront négativement les cultures de tomates
dans certaines régions, principalement en raison de l'augmentation des températures, de la
sécheresse, de la salinisation des sols et de I'accroissement du risque d'épidémies causées par
les ravageurs (Litskas et al., 2019). Cammarano et al. (2022) se sont intéressés a 1’impact des
changements climatiques sur la production de tomate. Ils ont simulé cette production sous
différents scénarios climatiques jusqu’en 2100. Les résultats ont montré une grande incertitude
quant a cette production future. Des différences régionales ont été observées, avec la possibilité
d'augmentation de rendement en Chine, mais des diminutions dans d'autres régions, comme les
Etats-Unis et I'Italie (Cammarano et al., 2022). Bien que 1’augmentation des concentrations en
COz2 observées suite aux émissions de gaz a effet de serre puisse améliorer la photosynthese,
elle ne compense que partiellement les effets négatifs du réchauffement climatique sur le
rendement des tomates (Cammarano et al., 2022). L’amélioration des résistances de Solanum
lycopersicum aux stress abiotiques et biotiques représente désormais un des principaux défis a
surmonter pour assurer un rendement optimal lors de sa culture (Bai & Lindhout, 2007; Rezk

et al., 2021).

IV. Sélection végétale

Il existe plusieurs stratégies afin de renouveler les résistances aux stress abiotiques et
biotiques de la tomate cultivée : les stratégies de sélection traditionnelle (sélection sur base des
traits phénotypiques, greffage, hybridation) et les stratégies de sélection via les biotechnologies
(mutagenese, édition génétique, techniques in vitro, transgénése) (Rezk et al., 2021). Ces
récentes biotechnologies de sélection végétale font 1’objet de régulations, de débats juridiques
(Turnbull et al., 2021) et soulévent des questions éthiques, sociales et déontologiques

(Louwaars & Jochemsen, 2021).

Le génome de la tomate contient moins de 5% de la diversité génétique observée chez
ses especes sauvages apparentées (Miller & Tanksley, 1990). N’ayant pas subi de goulot
d’¢étranglement génétique, les espéces de tomates sauvages regorgent donc de genes de
résistance aux diverses pressions abiotiques et biotiques, elles peuvent ainsi étre utilisées dans

un contexte d’amélioration végétale (Rezk et al., 2021).



L’hybridation de la tomate cultivée avec une espece sauvage résistante apparentée
permet d’introgresser des alleles d’intérét au sein de 1’espece cultivée, c’est actuellement la
meilleure stratégie pour améliorer les traits de la tomate par la sélection (Calafiore et al., 2019;
Rezk et al., 2021; Vitale et al., 2023). L’introgression se définit comme 1’incorporation d’alléle
d’une espéce donneuse dans le pool génétique d’une espéce receveuse généralement via
hybridation et rétrocroisement (Figure 2) (Harrison & Larson, 2014). L’introgression de génes
vers la tomate cultivée a déja été réalisée a plusieurs reprises, notamment avec I’espece sauvage
Solanum pennellii, étant donné la forte compatibilité entre les deux especes (Calafiore et al.,
2019; Eshed & Zamir, 1994; Vitale et al., 2023). D’autres espéces de tomates sauvages
pourraient étre de bonnes candidates afin d’améliorer la résistance de la tomate cultivée face

aux stress, ¢’est notamment le cas de Solanum chilense.

Espéce A

.\ /_—. Fepece®

25% A RC1 .\(.
12,5% A RC2 ..

v
6,25% A RC3 .

3,12% A RC4

Figure 2 : Introgression d’alléle de [’espece A donneuse (en rouge) vers [’espece B receveuse (en vert). Premierement,
I’hybridation des espéces est réalisée pour donner la premiere génération d’hybride F1. Ensuite, une succession de
rétrocroisements (RC) est réalisée afin d’incorporer seulement une partie du pool génétique de [’espece A au sein de [’espéce
B.

V.  Généralités de la tomate sauvage Solanum chilense Dun.

La tomate sauvage Solanum chilense, de par ses caractéristiques physiologiques, sa
grande variabilité génétique et son comportement extrémophile, pourrait €tre une source de
genes tres prometteuse pour la sélection de la tomate face aux stress abiotiques et biotiques
(Bigot et al., 2023; Bondel et al., 2018; Nakazato et al., 2010). Solanum chilense a d’ailleurs
déja été utilisée pour introgresser des génes de résistance au Begomovirus, responsable de la
maladie d’enroulement des feuilles jaunes de la tomate, chez Solanum lycopersium (Dhaliwal

et al., 2020).



Cependant, pour que I’introgression soit possible, il faut que les deux espéces soient
compatibles, que 1’hybridation produise des hybrides fertiles capables de s’hybrider avec le
parent femelle receveur (rétrocroisement) (Harrison & Larson, 2014). Comme d’autres espéces
du clade Lycopersicon, Solanum chilense présente des barrieres de reproduction, elle est auto-
incompatible au niveau intraspécifique et partiellement compatible avec la tomate cultivée au
niveau interspécifique (Bedinger et al., 2011; Igic et al., 2007; Moreels et al., 2023). La présence

de barrieres de reproduction forme donc un obstacle majeur pour la sélection de la tomate.

VI.  Distribution géographique et description taxonomique de S. chilense

Solanum chilense présente une distribution géographique diversifiée, étant présente a la
fois le long des cdtes chiliennes et a l'intérieur des terres dans les régions montagneuses des
Andes. On la retrouve donc dans trois pays : au Pérou, au Chili et a I’ouest de la Bolivie.

(Raduski & Igi¢, 2021) (Figure 3).

Sur la cote Pacifique, a une altitude allant de 0 a 1000 métres, 1’espece se trouve dans
des habitats spécifiques, comme les canyons et les oasis de collines, ou elles sont adaptées a
des conditions de brume et de faible pluviométrie. Elles sont de tailles plus modestes et ont

tendance a étre plus décombantes. (Raduski & Igi¢, 2021).

A lintérieur des terres, dans les montagnes des Andes, les populations de Solanum
chilense sont plus denses et les plantes sont plus grandes. Elles se répartissent depuis le Salar
d’Atacama jusqu’au Pérou. On les retrouve dans des environnements de plus haute altitude
allant de 800 a 3500 metres ou elles occupent des pentes ouvertes et des lits secs de rivieres

(Raduski & Igi¢, 2021).

Selon le marqueur génétique étudié, différentes phylogénies peuvent étre observées chez
Solanum chilense. La sous-structure des populations peut étre divisée en 4 groupes (cotier,
intérieur nord, intérieur central et intérieur sud) (Bondel et al., 2015) ou en 2 groupes (cotier et
intérieur) (Raduski & Igi¢, 2021). Cette complexité phylogénétique est aussi présente a un
niveau taxonomique supérieur, au sein du clade Lycopersicon dont les différentes phylogénies
sont conflictuelles (Grandillo et al., 2011; Pease et al., 2016; Peralta et al., 2008; Zuriaga et al.,
2009).
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Figure 3 : Distribution géographique des populations de Solanum chilense. En orange : population cétiere, en vert :
population intérieure nord, en violet : population intérieure sud au niveau du Salar d’Atacama. Les zones de couleurs
représentent [’'air de répartition estimé par les modeles de distribution et les cercles représentent des recensements des
individus (Raduski & Igi¢, 2021).

VII.  Description morphologique de S. chilense
Solanum chilense (Figure 4) est une plante pérenne pouvant atteindre une hauteur

variant entre 0,5 et 1,5 métre et devenant ligneuse a la base. Elle se caractérise par un port
buissonnant et une croissance sympodiale (Delbecq, 2024; Peralta et al., 2008). Avec ce type
de croissance, le méristéme apical arréte son activité apres la formation d’un bourgeon floral et

la croissance est relayé par un méristéme axillaire latérale (Figure 5).
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Figure 4 : Photographies de Solanum chilense en nature au Chili. (4) Plant complet (B) Inflorescences (C) Fruits. (Juan
Pablo Martinez, INIA)

&

Figure 5 : Croissance sympodiale. Une fois le bourgeon floral (nuage) développé, sur la tige végétative principale, le méristeme
apical arréte son activité et un bourgeon axillaire repend le développement de la plante. Le segment vert foncé représente le
segment initial du méristeme apical et les segments vert plus clair représentent les segments initiés par les méristéemes
sympodiaux.

Sa tige (Figure 6.A) présente un diamétre de 8 a 12 mm et est densément fournie de
trichomes. Elle posséde des feuilles alternes, pétiolées et imparipennées (Peralta et al., 2008)
(Figure 6.F). Ces feuilles d’une longueur de 5 a 20 cm et d’une largeur de 2,5 a 10 cm sont

composées de 5 a 7 folioles et recouvertes de trichomes blancs (Peralta et al., 2008).

L’inflorescence de Solanum chilense mesure entre 6 et 30 cm de long. Elle est
généralement constituée d’une seule tige, régulierement divisée en deux branches. Elle peut
porter jusqu’a 12 fleurs. Ces fleurs jaunes (Figure 6.C, D, E) présentent une symétrie radiaire,
sont hermaphrodites et pentameres. Le calice est composé de 5 sépales soudés, la corolle de 5
pétales soudés en étoile et I'androcée de 5 anthéres soudées en cone (Peralta et al., 2008).

Chaque fleur passe d'une couleur vert clair a jaune avant I'anthése (Gao et al., 2015). Le pistil
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sort réguliérement du cone de 1'androcée a I’anthese et I'ovaire est supére. Les grains de pollen

sont arrondis, tricolpés et ont un diamétre d'environ 13 pm (Gao et al., 2015).

Les fruits (Figure 6.B) sont des baies vert pale parfois striées de mauve d’un diametre
variant entre 1 et 1,5 cm et sont recouverts de trichomes (Peralta et al., 2008). Les graines font
2,2 a 3,2 mm de long (Peralta et al., 2008) et le nombre de graines par fruit varie grandement
entre 0 et 80 (Raduski & Igi¢, 2021). Ce nombre est plus faible pour les fruits issus d’un
croisement entre une plante coticre et une plante de I'intérieur des terres. (Raduski & Igi¢,

2021).
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Figure 6 : Organes végétatifs et reproducteurs de Solanum chilense Dun. (4) Tige et inflorescences,
(B) Fruit, (C) Vue abaxiale de la fleur, (D) Vue adaxiale de la fleur, (E) Vue latérale de la fleur,
(F) Feuille (Peralta et al., 2008).
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VIII.  Caractéristiques génétiques et physiologiques de S. chilense

Etant exposé a des conditions environnementales extrémes et variables, Solanum
chilense posséde des génes de résistance aux stress abiotiques (Bondel et al., 2018; Molitor et
al., 2024; Rezk et al., 2021). Elle est notamment capable de survivre dans des environnements
arides (Tapia et al., 2016), et tres salin (Bigot et al., 2023; Gharbi et al., 2017). Cette espece est
aussi résistante a certains stress biotiques, comme les attaques du Begomovirus, responsable de
la maladie d’enroulement feuilles jaunes chez la tomate cultivée (Dhaliwal et al., 2020).
Solanum chilense est donc une source prometteuse de geénes de résistance aux stress pour la
sélection de la tomate cultivée. Cependant, Solanum chilense possede des barrieres de
reproduction intraspécifique et interspécifique (Bedinger et al., 2011; Igic et al., 2007; Moreels
et al., 2023).
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B. LES BARRIERES DE REPRODUCTION

Les barric¢res de reproduction, ou barriéres d’isolement reproducteur, regroupent les
mécanismes empéchant un individu de s'autoféconder (autogamie), caractérisant une barriére
de reproduction intraspécifique, ainsi que les mécanismes empéchant une espece de s’hybrider

avec une autre, caractérisant une barriére de reproduction interspécifique.

Chez les plantes, les barriéres de reproduction se distinguent en fonction du moment ou
elles agissent, elles se classent en barriéres pré- et post-pollinisation. (Baack et al., 2015; Broz
& Bedinger, 2021). Les barriéres pré-pollinisation se produisent avant la pollinisation. Elles
incluent des facteurs comme l'adaptation a différents habitats, la saison de reproduction, la
structure florale, la préférence des pollinisateurs et le systéme d'accouplement (Baack et al.,
2015; Broz & Bedinger, 2021). Les barriéres post-pollinisation se produisent apres la
pollinisation et peuvent étre soit prézygotiques (avant la fécondation, la formation du zygote),
soit postzygotiques (apres la fécondation, la formation du zygote). Elles incluent des aspects
comme le nombre et développement des graines, la non-viabilité ou la stérilit¢ des hybrides.
Elles sont souvent causées par des incompatibilités génétiques ou des différences

chromosomiques (Baack et al., 2015; Broz & Bedinger, 2021).

I.  Barriéres de reproduction intraspécifiques et auto-incompatibilité

a. Geénéralite

De nombreuses plantes ont développé des mécanismes empéchant 1’autofécondation et
favorisant 1’allofécondation. Ces mécanismes permettent ainsi de conserver la diversité
génétique au sein de la population, en diminuant la consanguinité et en augmentant la capacité

d’adaptation a différents environnements (Taiz et al., 2014; Takayama & Isogai, 2005).

Certaines especes possedent des adaptations morphologiques favorisant
l'allofécondation : la dichogamie, I’hétérostylie et ’herkogamie. En cas de dichogamie, les
étamines et les pistils ne mirissent pas simultanément et ne sont donc pas fonctionnels en méme
temps (Taiz et al., 2014). En cas d’hétérostylie, il y a des différences morphologiques entre les
étamines et les pistils. Il existe deux ou trois types de morphologies florales au sein d’une méme
population : chez certains individus, les étamines sont courtes et les pistils sont longs et
inversement chez d’autres. (Taiz et al., 2014). Enfin, en cas d’herkogamie, il y a une séparation
spatiale entre les organes reproducteurs males (étamines) et femelles (stigmates) au sein de la
méme fleur, I’exsertion du stigmate est une forme d’herkogamie (Opedal, 2018). De plus,

I’incapacité de production de pollen fonctionnel et viable est aussi un mécanisme répandu chez
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les plantes pour empécher 1’autopollinisation, ce phénomeéne est retrouvé a 1’état sauvage et il
est d’une grande utilité¢ en agriculture (Taiz et al., 2014). Ces mécanismes sont des barri¢res

pré-pollinisation.

b. L’auto-incompatibilité

Outre ces barrieres pré-pollinisation, l'auto-incompatibilité (AI) est le principal
mécanisme favorisant l'allofécondation chez les angiospermes (Taiz et al., 2014). C’est une
barriere post-pollinisation prézygotique. Elle est présente au sein de plus de cents familles et
chez environ 40% des especes (Igic et al., 2008). L’ Al se définit par I'incapacité d'une plante
hermaphrodite fertile a produire un zygote apres autopollinisation (de Nettancourt, 2001). L’ Al
implique un processus de reconnaissance du « soi » ou du « non-soi » entre le pollen et le pistil,
suivi d'une inhibition du développement du pollen en cas d’incompatibilité. Chez la plupart des
especes, ce mécanisme de reconnaissance est controlé par un seul locus multi-allélique, le S-
locus, qui posseéde plusieurs S-haplotypes. Ce locus serait composé au minimum de 2 unités
transcriptionnelles, la premiére agissant comme déterminant male et la seconde comme
déterminant femelle (Takayama & Isogai, 2005). Chaque S-haplotype porte les déterminants
male et femelle, et la discrimination du « soi » ou du « non-soi » est rendue possible par une

interaction moléculaire spécifique entre ces déterminants (Fujii et al., 2016).

Les angiospermes possédent deux types d’auto-incompatibilité : I’auto-incompatibilité
sporophytique (AIS) notamment présente chez les Brassicacées, et 1’auto-incompatibilité
gamétophytique (AIG), notamment présente chez les Solanacées, Rosacées et Plantaginacées

(Fujii et al., 2016; Moreels et al., 2023).

Dans I’AIS, la reconnaissance du « soi » dépend du génome diploide des tissus donneurs
parentaux (I’anthére ou le pistil) et ’inhibition du développement du pollen se produit via
I’inhibition de sa germination sur le stigmate. Dans I’ AIG, la reconnaissance du « soi » dépend
du S-haplotype (génome haploide) portée par le pollen, du génome diploide du le pistil et
I’inhibition du développement du pollen se produit, aprés sa germination, via I’arrét de la

croissance des tubes polliniques dans le style (Figure 7) (Takayama & Isogai, 2005).
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Figure 7 : Mécanismes d’auto-incompatibilité. (4) Auto-incompatibilité sporophytique. La présence d’un S-alléle commun
entre le génome diploide du parent mdle et le génome diploide du parent femelle conduit empéche la germination du grain de
pollen. (B) Auto-incompatibilité gamétophytique. La présence de S-alléles identiques dans le pollen haploide et le pistil
diploide conduit a l'arrét de la croissance du tube pollinique, mais la présence de différents S-alléles conduit a la fécondation.
(Moreels et al., 2023).

¢. L’auto-incompatibilité gamétophytique des Solanacées

Chez les Solanacées, ’AIG est controlée par le S-locus, qui comprend comme
déterminant femelle : une glycoprotéine ribonucléase de ~30kDa (S-RNase), et comme
déterminant male : de multiples protéines F-box, appelées protéines SLF pour S-locus F-box

(Fujii et al., 2016; Takayama & Isogai, 2005).

Les S-RNases sont présentes de maniere abondante dans les tissus du style (Luu et al.,
2000). Les protéines F-box font partie du complexe E3 ubiquitine ligase (SCF) composé de
trois parties : Skpl, Cullinl, F-box. Ce complexe reconnait des protéines cibles pour
I'ubiquitination et la dégradation par le protéasome 26S. Bien qu’intervenant dans I’Al, les
protéines Skpl et Cullinl ne font pas partie du S-locus (Fujii et al., 2016; Moreels et al., 2023;
Takayama & Isogai, 2005).

Deux modeles permettent d’expliquer ’AIG : le modele « collaborative non-self-
recognition » (Kubo et al., 2010) et le modele « compartmentalization » (Goldraij et al., 2006).
Méme si le premier modele est plus largement accepté chez le genre Solanum, il existe trés peu
d’études concentrées spécifiquement sur les mécanismes d’Al chez ce genre, en comparaison
aux genres Nicotiana et Petunia. De plus, les deux modeles d’AIG ne sont pas mutuellement

exclusifs (Moreels et al., 2023).
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Dans le modele « collaborative non-self-recognition » (Figure 8), la réaction
d’incompatibilité (lorsque les S-all¢le sont identiques) est engendrée par I’entrée des S-RNases
dans 1’autopollen, provoquant ainsi la dégradation et la décomposition de I’ARN de
I’autopollen via leur activité de ribonucléase. Ceci provoque 1’arrét de la croissance des tubes
polliniques dans le style. A I’opposé, lors de la réaction d’auto-compatibilité (lorsque les S-
alleles sont différents), les S-RNases « non-soi » sont reconnues par le complexe SCF, elles
sont polyubiquitinées puis dégradées. En I’absence de S-RNase, ’ARN du pollen n’est pas
dégradé et la croissance des tubes polliniques n’est pas arrétée. (Fujii et al., 2016; Kubo et al.,

2010; Moreels et al., 2023; Takayama & Isogai, 2005).
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Figure 8 : Modéle « collaborative non-self-recognition ». (4) Interaction entre différents S-alléles. Les S-RNases (jaunes)
pénétrent dans le tube pollinique et interagissent avec les protéines SLF. Les S-RNases sont ensuite ubiquitinées par le complexe
SCF et envoyées au protéasome 26S pour étre dégradées. (B) Interaction entre des S-alléles identiques. L'absence de
reconnaissance entre les protéines SLF et les S-RNases conduit a la dégradation de I'ARN par les S-RNases. (Moreels et al.
2023).

D’autres genes, indépendants du S-locus, appelés geénes modificateurs, participent
¢galement a 1I’AIG des Solanacées. Ces génes modificateurs ont surtout été étudiés au sein du
genre Nicotiana. On retrouve : (1) le géne HT-B, codant une petite protéine riche en asparagine
impliquée dans le rejet du pollen spécifique (B. McClure et al., 1999), (2) le gene HT1-4, identifi¢
chez les especes du genre Solanum (Kondo et al., 2002), (3) NaStEP, codant pour un inhibiteur
de protéase qui protege HT-B de la dégradation dans le tube pollinique (Jiménez-Duran et al.,
2013), (4) NaSIPP, codant pour une protéine interagissant avec NaStEP et déclenchant une crise

énergétique au niveau des mitochondries et une interruption de la croissance des tubes
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polliniques (Garcia-Valencia et al., 2017), (5) /20K codant pour une glycoprotéine de 120 kDa
(Nathan Hancock et al., 2005), (6) NaThrx, codant pour une thioredoxine réduisant les ponts
disulfures des S-RNases (Torres-Rodriguez et al., 2020). Lorsque ces genes sont non
fonctionnels, 1’Al ne semble plus pouvoir opérer. La maniére dont ces genes modificateurs
intégrent spécifiquement le modele « collaborative non-self-recognition » reste a découvrir

(Moreels et al., 2023).

Cependant, le modele de I’AIG « compartmentalization », proposé chez Nicotiana alata
(Figure 9), comprend plusieurs génes modificateurs. Ce modele propose que les S-RNases
soient séquestrées dans les vacuoles pour limiter leur activité cytotoxique. Lors de la réaction
d’auto-incompatibilité, une petite partie des S-RNases arrive a interagir avec le complexe SCEF,
ce qui stabilise NaStEP et protége HT-B de la dégradation. HT-B interagit par la suite avec les
vacuoles induisant leur rupture et la libération des S-RNases et, par conséquent, la dégradation
des ARNs. NaStEP interagit également avec SIPP, déstabilisant les mitochondries. La
dégradation d’ARN et la déstabilisation des mitochondries provoquent 1’arrét de la croissance
du tube pollinique. Lors de croisement compatible, la reconnaissance entre SLF et S-RNase
inhibe NaStEP, provoquant la dégradation de HT-B. Les vacuoles restent intactes, séquestrent
les S-RNAse et les mitochondries ne sont pas déstabilisées. La croissance des tubes polliniques

est maintenue (Goldraij et al., 2006; B. McClure et al., 2011; Moreels et al., 2023).

Etant donné que le S-locus des membres de la famille des Solanacées comprend un
déterminant femelle et plusieurs déterminants males, 1'identification du S-haplotype repose
principalement sur la caractérisation des S-RNases (Igic et al., 2007; Moreels et al., 2023). Ces
S-RNases sont sécrétées par le style et absorbées par les tubes polliniques pendant leur
croissance (Luu et al., 2000). Les S-RNases des Solanacées appartiennent a la famille des T2-
RNases et leurs séquences contiennent un peptide signal, cinq régions conservées et deux
régions hypervariables (Silva & Goring, 2001). Bien que le rdle précis de ces différentes régions
reste flou, la S-spécificité pourrait étre partiellement liée a la variation des séquences des

régions hypervariables (Brisolara-Corréa et al., 2015; loerger et al., 1991; Moreels et al., 2023).
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Figure 9 : Modéle « compartmentalization ». (4) Interaction entre S-alléles identiques. Les S-RNases sont séquestrées dans
une vacuole, tandis qu'une petite partie interagit avec le complexe SCF. Le manque de reconnaissance entre SLF et S-RNase
conduit au maintien de NaStEP, qui inhibe un composant de type subtilisine (NaSubt) et maintient HT-B. L'interaction entre la
vacuole et HT-B conduit a la rupture de la membrane vacuolaire et a la libération de S-RNase. NaStEP interagit également
avec SIPP, déstabilisant les mitochondries. (B) Interaction entre différents S-alléles. La reconnaissance entre SLF et S-RNase
inhibe NaStEP, permettant la répression de HT-B médiée par NaSubt. La vacuole et les mitochondries restent intactes et la
croissance du tube pollinique est maintenue (Moreels et al. 2023).

d. L’auto-incompatibilité chez Lycopersicon

L’auto-incompatibilité n’est pas présente chez toutes les espéces de tomates. Sur les 13
especes du clade Lycopersicon, 3 espéces sont strictement auto-incompatibles : S. chilense, S.
huaylasense, S. corneliomulleri (Bedinger et al., 2011). D’autres espéces sont auto-
incompatibles de maniére prédominante, mais certaines accessions ou populations sont auto-
compatibles. C’est le cas pour S. pennelli, S. peruvianum et S. habrochaites (Bedinger et al.,
2011). La tomate cultivée Solanum lycopersicum ainsi que les autres especes du clade sont auto-
compatibles (Bedinger et al., 2011). Empiriquement, on observe un lien entre la couleur du fruit

de la tomate et 1’auto-compatibilité. Les espéces de tomates a fruits de couleur vert sont
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strictement ou partiellement auto-incompatibles alors que les espeéces a fruits de couleur

orange/rouge sont auto-compatibles (Peralta et al., 2008).

Une transition de 1’auto-incompatibilité (Al) vers 1’auto-compatibilité (AC) peut étre
déclenchée par plusieurs facteurs qui entrainent une perte d’Al ou un gain d’AC (Fujii et al.,
2016; Markova et al., 2017; Zhao et al., 2022). Ceci peut étre déclenché par : (1) des mutations
menant a une perte de fonction des S-RNases, provoquant 1’acceptation de pollen provenant de
n’importe quel individu dont de lui-méme (Fujii et al., 2016), (2) des mutations chez les génes
modificateurs H7-A et/ou HT-B provoquent aussi la rupture de I’ Al (Tovar-Méndez et al., 2014).
C’est notamment le cas chez Solanum lycopersicum et des autres especes de tomates « a fruit
rouge » qui ont perdu I’activité des S-RNases et qui ne possedent pas de géne HT fonctionnels
(Baek et al., 2015; Covey et al., 2010; Kondo et al., 2002; Tovar-Méndez et al., 2014). D’autres
mutations peuvent entrainer le gain de reconnaissance du « soi », ¢’est-a-dire la reconnaisse par
les SLF des S-RNases du méme S-haplotype (Fujii et al., 2016; Markova et al., 2017). Enfin, il
est possible de renverser ce processus évolutif et de réintroduire 1’ Al dans des populations de
tomate auto-compatible, bien que ce mécanisme soit rare, via des mutations inverses ou de

nouvelles insertions (Fujii et al., 2016).

Solanum chilense posséde une barriere post-pollinisation prézygotique, une auto-
incompatibilité gamétophytique (Bedinger et al., 2011; Moreels et al., 2023; Takayama &
Isogai, 2005). La diversité de S-allele au sein du clade Lycopersicon est estimée entre 10 et 50
S-haplotypes. A ce jour, on compte 36 S-alléles chez S. chilense, dont 34 identifiés par Igic et
al. (2007) et 2 identifiés par Moreels (2022). Ces S-all¢les ont été identifiés a partir des
séquences des S-RNases, et montrent une trés grande variabilité (Figure 10). L’allogamie chez
S. chilense semble €tre uniquement due a 1’auto-incompatibilité gamétophytique et a I’exsertion

du stigmate (Gao et al., 2015; Moreels, 2022).
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Figure 10 : Arbre phylogénétique des S-alléle de Solanum chilense, identifi¢ a partir des séquences des S-
RNases (Communication orale)

L’exsertion du stigmate et lien avec I’auto-incompatibilité

L’exsertion du stigmate est un mécanisme menant a une séparation spatiale entre les

organes femelles (pistils) et organes males (é¢tamines) d’une fleur dans laquelle le style sort du

cone des antheéres rendant I’autopollinisation impossible et favorisant 1’allopollinisation

(Figure 11). C’est une forme d’herkogamie (Opedal, 2018; Taiz et al., 2014). Le degré

d’exsertion du stigmate est donc principalement déterminé par les longueurs relatives des

antheres, des ovaires et des styles (Shang et al., 2021).

Chez Lycopersicon, D’exsertion du stigmate varie en fonction de facteurs

environnementaux et génétiques. Une température élevée (moyenne de 42 a 45°C) provoque

un allongement du style de 25% a 55% chez différents génotypes de S. lycopersicum (Saeed et
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al., 2007). Une température modérément ¢Elevée (32/26°C jour/muit) entraine un

raccourcissement de I’anthére chez S. lycopersicum (Sato et al., 2006).
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Figure 11 : Fleur a stigmate inséré (A) et d’une fleur a stigmate exercé (B). ST = stigmate, ET = étamine, SY =
style, PT = pétale, SP = sépale, OV = ovule.

L’exsertion du stigmate est controlée par un grand nombre de geénes. Bernacchi &
Tanksley (1997) et Fulton et ses colleégues (1997) ont identifi¢ un locus se2.1, associé au style
long, sur le chromosome 2 de Solanum lycopersicum, via une analyse QTL (« Quantitative Trait
Loci » ou Loci de Caractére Quantitatifs) d’une population rétrocroisée d’accession de tomates
auto-compatibles et auto-incompatibles sauvages. Sur ce locus, on retrouve plusieurs genes :
le géne STYLES?2.1 associé a la longueur du style, trois génes impliqués dans la longueur des
¢tamines (STAMEN2.1, STAMEN2.2 et STAMEN?2.3) et un geéne associé a 1’architecture de
I’antheére (DEHISENCE?.2) (Chen & Tanksley, 2004). Parmi ces cinq genes, STYLE?2.1 est le
QTL principal responsable d’une variation dominante dans I'exsertion du stigmate, tandis que
les fonctions des génes STAMEN restent inconnues (Chen et al., 2007). Une mutation de
STYLE?.1 provoque un raccourcissement des stigmates, cependant, sa surexpression n'allonge
pas le stigmate, suggérant que STYLE2.] n'est pas le géne principal pour ce phénotype (Chen
et al., 2007). D’ailleurs, la présence de délétions dans la région régulatrice de STYLE?2. ] montre
que des genes impliqués dans I’exsertion du stigmate pourraient se trouver dans un autre locus,
lié¢ a la région régulatrice de STYLE2.1 (Vosters et al., 2014). Une mutation du gene SE3./
conduit aussi au développement de stigmates insérés en agissant en aval de STYLE2.1 (Shang
et al., 2021). Le gene SLLST est impliqué dans 1'exsertion du stigmate en ciblant le noyau et la
membrane cellulaire des cellules du style (Cheng et al., 2021). Les génes HD-ZIP IV impliqués
dans la formation des trichomes semblent aussi réguler la longueur du style, en aval de
STYLE2.1 (Wu et al., 2024). D'autres études ont localisé des genes liés a la longueur du style
sur les chromosomes 5 (SES5.1) chez S. habrochaites (Gorguet et al., 2008) et 8 (STY8.1) chez

S. pimpinellifolium (Georgiady et al., 2002). En somme, la régulation de I’exsertion du stigmate
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est complexe. Ce phénotype est donc controlé par différents geénes, situés sur différents

chromosomes.

Un lien entre auto-incompatibilité et la morphologie florale est étudié depuis longtemps.
Un degré plus élevé d'exsertion du stigmate est observé chez les espéces auto-incompatibles,
probablement pour favoriser I’allofécondation (Peralta et al., 2008; Rick, 1988). La longueur
du style, la longueur des étamines et la taille des grains de pollen sont les caractéres
morphologiques les plus importants liés au S-locus chez les plantes hétéromorphes auto-
incompatibles (de Nettancourt, 1977). Des QTL majeurs pour plusieurs caractéres floraux,
comme la taille et le nombre de fleurs, sont situés sur le chromosome 1 et liés au S-locus, étudiés
chez les plantes issues de rétrocroisements entre la tomate cultivée auto-compatible et son
parent sauvage auto-incompatible (S. habrochaites) (Bernacchi & Tanksley, 1997; Quinet,
2005). Bernacchi & Tanksley (1997) et Quinet (2005) suggerent donc I’existence d’un
complexe de genes régulant la morphologie florale autour du S-locus chez la tomate.

Cependant, il semble que I’exsertion du style ne fasse pas partie de ce complexe (Quinet, 2005).

Solanum chilense posséde une barriére intraspécifique pré-pollinisation, une exsertion
du stigmate en dehors du cone d’antheres empéche le contact entre le pollen et le stigmate (Igic
et al., 2007; Peralta et al., 2008). Une fécondation croisée est donc nécessaire pour permettre la
formation des fruits et des graines chez cette espece (Chetelat et al., 2009). Les organes males
et femelles semblent présenter une maturité codominante (absence de dichogamie) et il n’existe
pas de phase male ou de phase femelle chez S. chilense (Moreels, 2022). Les hybrides issus de
croisements entre S. lycopersicum et S. chilense sont aussi auto-incompatibles et possédent une
exsertion du stigmate (Bigot, 2023; Defalque, 2023; Leclef, 2021; Moreels, 2022). Ces hybrides
portent d’ailleurs un S-all¢le fonctionnel venant du parent S. chilense (Defalque, 2023; Moreels,
2022). Il semble donc intéressant de comprendre comment 1’auto-incompatibilité est liée a

I’exsertion du style.

II.  Barriéres de reproduction interspécifiques et incompatibilité unilatérale

a. Généralité

La définition d'une espece végétale a longtemps pos€ probleéme en raison des hybrides
interspécifiques fréquents et des variations phénotypiques difficiles a catégoriser (Rieseberg et
al., 2006; Rieseberg & Willis, 2007). Cependant, la plupart des lignées sexuelles forment des
groupes morphologiquement distincts, souvent isolés reproductivement (Morjan & Rieseberg,

2004). Bien que certaines plantes se reproduisent de maniére asexuée ou par autofécondation,
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ce qui complique la définition d'espece, la plupart des espéces de plantes se maintiennent
ensemble via un flux génétique et sont isolées des autres espéces via des barrieres de
reproduction interspécifique (Clausen et al., 1939; Rieseberg et al., 2006). Cet isolement
reproducteur peut toutefois étre incomplet, permettant un certain flux génétique entre especes
proches (Baack et al., 2015). De plus, I'hybridation entre différentes especes peut engendrer une
progéniture mal adaptée ou non viable en raison d'incompatibilités génétiques entre especes
divergentes (Wang & Filatov, 2023). L’¢étude des barricres de reproduction interspécifique
permet donc de mieux comprendre 1’établissement de 1’isolement reproductif, un aspect crucial
de la spéciation (Bedinger et al., 2011). Elle permet aussi d’améliorer les techniques de sélection
végétale, car ses barrieres entravent l'acces a un matériel génétique sauvage inutilisable

(Haussmann et al., 2004; Mufioz-Sanz et al., 2020).

Les barri¢res de reproduction interspécifique peuvent étre passives, engendrées par
I'inadéquation des systémes génétiques entre partenaires (incongruité), ou actives, engendrées

par le rejet du pollen (incompatibilité) (de Nettancourt, 2001; Hogenboom et al., 1997).

b. L’incompatibilité unilatérale chez Lycopersicon

Le clade des tomates possede une barriere de reproduction interspécifique appelée
incompatibilité unilatérale (IU). L'incompatibilit¢ unilatérale est un type d'incompatibilité
interspécifique dans laquelle le pollen d'une espéce est rejeté par le pistil d'une autre espéce,

tandis que le croisement opposé est fertile (de Nettancourt, 2001).

L’incompatibilité¢ unilatérale est liée a 1’auto-incompatibilité, en d’autres termes, les
barrieres d’auto-incompatibilité sont aussi impliquées dans les mécanismes d’incompatibilité
interspécifique (Broz & Bedinger, 2021; Lewis & Crowe, 1958; Li & Chetelat, 2015). En effet,
l'incompatibilité unilatérale suit souvent la régle Al x AC, selon laquelle le pollen d'une espéce
auto-incompatible est accepté par le pistil d'une espéce auto-compatible, tandis que le

croisement oppos¢ est rejeté (Lewis & Crowe, 1958).

Dans le clade des tomates, la régle Al x AC est observée : les especes de tomates a fruits
rouges - qui sont auto-compatibles - peuvent se croiser avec les espéces de tomates a fruits verts
— qui sont auto-incompatibles — pour autant que les premieres soient utilisées comme parents
femelles (Figure 12) (Grandillo et al., 2011; Moreels et al., 2023; Tovar-Méndez et al., 2014).
Cependant, bien que la régle AI x AC explique la majorité des relations de compatibilité dans

ce clade, des exceptions existent, particuliecrement parmi les espéces et accessions auto-
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compatibles, ou des variations dans la force des interactions entre le pistil et le pollen peuvent

étre constatées (Baek et al., 2015; Bedinger et al., 2011).

,-*\ Red-fruited species :
S. pimpinellifolium SC
\-\ S. galapagense SC

S. lycopersicum
k / SC

Figure 12 : Compatibilité entre les espéces du groupe Lycopersicon. Les espéces en rouge sont des espéces d fruits rouges
(Red-fruited species) et les espéces en vert sont des espeéces a fruits verts (Green-fruited species). Les fleches indiquent les
croisements compatibles tandis que les lignes barrées indiquent un croisement incompatible.

S. cheesmaniae SC

Les études sur les membres du clade Lycopersicon ont mis en évidence a la fois des
mécanismes d’IU dépendants des S-RNases et de l'auto-incompatibilité, ainsi que des
mécanismes d'IU indépendants de ces deux facteurs. Ces études concernent principalement
Solanum pennellii, une espéce qui posséde des accessions a faible expression de S-RNases,
facilitant I'exploration les voies indépendantes des S-RNases (Moreels et al., 2023; Mufioz-

Sanz et al., 2020; Tovar-Méndez et al., 2014).

Dans la voie dépendante des S-RNases et de I’Al, il a été montré que l'expression
combinée de S-RNases et des genes HT-A ou HT-B pouvait restaurer les barricres de
reproductions interspécifiques chez S. l[ycopersicum lorsqu'elle est croisée avec d'autres espéces
a fruits rouges (Tovar-Méndez et al., 2014). Outre les S-RNases et les HT, d'autres facteurs
impliqués dans I’Al comme SLF-23 et Cullinl jouent aussi un role crucial dans I'IU. Ces
facteurs semblent essentiels pour la reconnaissance et le rejet du pollen dans le cadre de 1'TU

(Li & Chetelat, 2010, 2015).

Cependant, des études montrant des voies d’IU indépendantes des S-RNases et de I’Al
ont été décrites récemment, mettant en évidence la présence d’autres facteurs impliqués dans
I’'TU (Broz et al., 2017; Covey et al., 2010; Defalque, 2023; Mufioz-Sanz et al., 2021; Qin et al.,
2018; Qin & Chetelat, 2021; Tovar-Méndez et al., 2017).

L'incompatibilité unilatérale est liée a l'auto-incompatibilité a travers les mécanismes

dépendants des S-RNases, donc une meilleure compréhension de 1'Al éclaire également celle
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de I'TU. Toutefois, les mécanismes indépendants des S-RNases révelent la complexité de 1'TU,
impliquant diverses interactions entre le pollen et le pistil. Une compréhension compléte de

cette barriere interspécifique reste encore a approfondir (Moreels et al., 2023).

La barriére de reproduction interspécifique de S. chilense, surtout étudiée avec Solanum
lycopersicum, est qualifiée d’incompatibilité¢ unilatérale (Fujii et al., 2016; Martin, 1961;
Moreels et al., 2023). S. chilense possede des copies des génes H1-4, HT-B qui pourraient étre
impliquées dans I’'TU (Moreels, 2022). Bigot (2023) et Defalque (2023) ont approfondi 1'étude
de IU et Al au niveau prézygotique en examinant la croissance des tubes polliniques lors de
croisements intraspécifiques et interspécifiques avec Solanum lycopersicum. 1ls ont démontré
que le rejet des tubes polliniques dans les croisements interspécifiques dépend de I'espece et
qu’il intervient a un niveau différent du style, pour un croisement auto-incompatible. Cette
différence suggere que le contrdle de I'IU ne dépend pas uniquement des S-RNases, mais qu’il

est régi par d'autres facteurs que le S-locus (Bigot, 2023).
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PROBLEMATIQUE, QUESTION DE RECHERCHE ET
OBJECTIFS DU MEMOIRE

Ce mémoire s’inscrit dans la thése de doctorat de Pauline Moreels, dont 1’objectif
général est d’améliorer nos connaissances sur les barricres de reproduction entre la tomate
cultivée Solanum lycopersicum et une espéce de tomate sauvage prometteuse, Solanum
chilense, en vue d’améliorer la tomate cultivée. Plusieurs études précédentes au laboratoire du
groupe de recherche en physiologie végétale (GRPV) ont déja permis d’obtenir des
informations sur ces barrieres de reproduction, les S-alléles et les croisements
inter/intraspécifiques. Ce mémoire continue ces recherches en se concentrant particulierement

sur la barriére de reproduction intraspécifique au sein d’une population de Solanum chilense.

Le premier objectif du mémoire est d’¢tudier la morphologie florale chez S. chilense
afin de déterminer si des différences morphologiques, telles que 1’exsertion du stigmate, sont
corrélées a la compatibilité des plantes, notamment a leur expression de S-all¢les et de génes

impliqués dans I’ Al, qui sont étudiés par la suite.

Le deuxiéme objectif est de comparer la compatibilité théorique avec la compatibilité
réelle entre les individus de la population de S. chilense. Cela permettra de déterminer s’il existe
un gradient de compatibilité¢ dans les croisements. Un tel gradient suggérerait la présence de
relations de dominance parmi les S-alleles. Il viserait donc a identifier si un S-all¢le particulier
rend les plantes hautement compatibles ou incompatibles. Le S-locus est en effet hautement
polymorphique et il est possible que le niveau de rejet ne soit pas le méme entre des S-all¢les
¢loignés ou des S-alléles proches comme cela a été suggéré chez le poirier (Claessen, 2021).
De plus, il a également été suggéré que certaines plantes de S. chilense soient auto-compatibles
dans certaines populations (7TGRC, 2024), bien qu’aucune étude n’ait clairement vérifié cela a

ce jour.

La compatibilité réelle est étudiée a plusieurs niveaux : au niveau prézygotique par
I’analyse du taux de germination des grains de pollen et de la croissance des tubes et au niveau
postzygotique par 1’analyse du taux de mise a fruit et du nombre de graines par fruit. Cette
analyse a plusieurs niveaux aura pour troisiéme objectif d’é¢tudier la présence d’autres barriéres

de reproduction ou I’importance de celle déja connue.

Le quatriéme objectif est d’étudier lien entre la compatibilité des croisements et

I’expression relative des S-alléle et des génes modificateurs non régi par le S-locus, mais
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impliqué dans les barriéres d’auto-incompatibilité, tel que les génes modificateurs H7-4 et HT-

B.

Enfin, le maintien des populations de S. chilense reste complexe. Le cinquiéme objectif
de ce mémoire portera sur la compréhension des moyens d'initier le développement racinaire
chez cette espece, afin de cloner et multiplier rapidement les individus par bouturage, étant

donné I'impossibilité de le faire par reproduction sexuée en raison de son auto-incompatibilité.

L’analyse et les manipulations se divisent en plusieurs parties : la premiére consiste en
I’é¢tude de la morphologie florale de plusieurs individus de S. chilense, la deuxiéme en
I’identification des S-all¢les afin d’obtenir la compatibilité¢ théorique, la troisieme en la
réalisation de croisements entre individus afin d’obtenir la compatibilité réelle a plusieurs
niveaux, la quatrieme en [’analyse de I’expression génétique des S-alleéles et des geénes
modificateurs, et la derniere par I’analyse du développement des racines dans différentes

solutions de bouturage.

De maniére générale, une meilleure compréhension des barriéres d’auto-incompatibilité
chez §. chilense permettrait d'approfondir notre connaissance de l'incompatibilité¢ unilatérale
entre S. chilense et S. lycopersicum, ces barriéres étant régies par certains facteurs génétiques
similaires. Cela améliorerait ainsi la compréhension globale des barriéres de reproduction au
sein du genre Solanum et permettrait une optimisation des techniques de sélection et
d’amélioration végétale de la tomate cultivée via I’introgression de génes provenant des especes
sauvages apparentées. La Figure 13 présente un schéma des problématiques et des objectifs de

ce mémoire.
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Figure 13 : Schéma représentant les objectifs et la problématique de ce mémoire. En haut : représentation des barriéres de reproduction entre S. chilense (tomate verte) et S. lycopersicum
(tomate rouge). L'auto-incompatibilité (A1) gamétophytique est indiquée par une fleche en pointillé circulaire, l'incompatibilité unilatérale (IU) par les deux fleches entre les deux fruits, et l'auto-
compatibilité (AC) par une fleche circulaire continue. Au centre, dans le cadre magenta : représentation non exhaustive des facteurs génétiques impliqués dans les mécanismes d'incompatibilité
(Al et TU). A en bas, dans le cadre bleu : description des travaux réalisés dans ce mémoire et des objectifs. Les cadres orange représentent les différentes parties de ce mémoire. A gauche, dans le
cadre vert : présentation de [’objectif principal sous-jacent a ce mémoire.
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MATERIEL ET METHODES

A. MATERIEL VEGETAL ET CONDITION DE CULTURE

Solanum chilense (accession LA4107) est ’espéce de tomate sauvage originaire du
désert de 1’Atacama au Chili utilisée pour ce mémoire. Les graines ont été fournies par le Dr.
Juan Pablo Martinez (INIA, Chili) et sont multipliées au sein du laboratoire. Dix individus
différents sont cultivés et dupliqués par bouturage, ils sont appelés PIS10, PIS14, PIS19, PIS31,
PIS33, PIS34, PIS36, PIS38, PIS40, SC2.

Les plantes sont cultivées en serres a Louvain-la-Neuve avec une photopériode de 16h,
une température moyenne de 26°C+2,34 le jour et 22,2°C=+1,93 la nuit et a une humidité relative
de 51%+0,095 en moyenne. De I’engrais pour tomates (Engrais organo--minérales tomates, DE
CEUSTER MESTSTOFFEN N.V/S.A, Grobbendonk, Belgique) a été appliqué, une fois toutes

les deux semaines dans les pots de chaque plante.

B. DESCRIPTION MORPHOLOGIQUE ET MESURE DE L’EXSERTION DU STIGMATE

Dix fleurs de chaque individu (sauf PIS34 et PIS38 par manque de fleurs) sont prélevées
au stade d’anthése (stade de 20 selon Brukhin et al. (2003)) et sont disséquées. Les organes
floraux sont délicatement séparés en corolle, sépales, étamines et style et collés sur une feuille.
Une fois la feuille scannée, la superficie des différents organes floraux ainsi que la longueur des
¢tamines et du style sont calculées a 1’aide du logiciel Fiji ImageJ (Version Java: 1.8.0 322,
32-bit). La fleur de S. chilense ayant un ovaire supere, et la taille de 1’ovaire n’ayant pas été
mesurée, I’exsertion du stigmate est estimée pour chaque fleur en calculant le rapport entre la

taille du style et la longueur moyenne des cinq étamines.

Pour calculer la superficie des organes floraux, le protocole suivant est suivi: (1)
Conversion de I’image en 8-bit (Image>Type>8-bit). (2). Sélection de 1 cm sur I’échelle, avec
I’outil ligne et réglage I’échelle (Analyse>Set Scale). Dans la fenétre changement de « Know
distance » par 1 et « Unit of length » par cm. (3) Sélection de la zone de calcul avec I’outil
rectangle et duplication de Ila zone souhaitée. (4) Ajustement du seuil

(Image>Ajust>Threshold). (5) Calcul de la superficie (Analyze>Analyze particles)

Pour calculer la longueur des étamines et des styles, le protocole suivant est suivi : (1)
Conversion de I’image en 8-bit (Image>Type>8-bit). (2) Sélection de 1 cm sur 1’échelle, avec
I’outil ligne et réglage I’échelle (Analyse>Set Scale). Dans la fenétre changement de « Know

distance » par 1 et « Unit of length » par cm. (3) Sélection de la zone de calcul avec 1’outil
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rectangle et calcul de la longueur a 1’aide de la macro disponible au lien Github suivant :

https://github.com/SchreiberRo/memory_thesis_data.git

C. CROISEMENTS INTRASPECIFIQUE DE S. CHILENSE

1.  Taux de mise a fruit et nombre de graines par fruit

Afin de déterminer la compatibilité au niveau postzygotique, des croisements entre les
dix différents individus de S. chilense sont réalisés. Les pollinisations sont effectuées
manuellement sur des fleurs en anthése (stade de 20 selon Brukhin et al. (2003)) durant la
période du 29 février 2024 au 20 juin 2024. Le pollen d’une fleur de la plante utilisée comme
parent male est récolté a I’aide d’une aiguille montée et est déposé sur le stigmate d’une fleur
de la plante utilisée comme parent femelle. Chaque fleur pollinisée est identifiée par une
étiquette indiquant le type de croisement réalisé. Toutes les fleurs en anthése d’une méme
inflorescence sont pollinisées avec le méme pollen et les fleurs non ouvertes ou fanées sont
retirées. Environ vingt fleurs sont pollinisées par type de croisement. Toutes les combinaisons

de croisements n’ont pas pu étre réalisées par manque de fleurs.

Le taux de mise a fruit de chaque type de croisement est déterminé en calculant le
pourcentage de pollinisation menant a la formation d’un fruit. Lorsque le fruit arrive & maturité,
les graines sont récoltées et comptées apres avoir été placées pendant quelques heures dans une
solution de Na2COs a 10 % afin de dissoudre le gel entourant les graines. Le nombre de graines

par fruit est ensuite calculé.

II.  Germination du pollen et croissance des tubes polliniques

Pour déterminer la compatibilité, au niveau prézygotique, six types de croisements
différents sont réalisés, avec un total de 10 pollinisations par types de croisements. Les
pollinisations sont effectuées manuellement sur des fleurs avant anthése (stade de 15-18 selon
Brukhin et al. (2003)), préalablement émasculées, durant la période du 17 septembre 2024 au 1
octobre 2024. Comme précédemment, le pollen d’une fleur de la plante utilisée comme parent
male est récolté a I’aide d’une aiguille montée et est déposé sur le stigmate d’une fleur de la
plante utilisée comme parent femelle. Chaque fleur pollinisée est identifiée par une étiquette
indiquant le type de croisement réalisé. L’émasculation des fleurs, avant chaque pollinisation,

permet d’éviter un mélange d’auto-pollen et de pollen du parent male.

Deux jours apres 1'émasculation et la pollinisation, les fleurs sont récoltées et stockées
dans du FAA pour conservation (90% d’éthanol 70%, 5% d’acide acétique glacial et 5% de
formaldéhyde 5%).
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Avant l'observation au microscope, les fleurs sont immergées dans une solution de
NaOH 0,1M pendant environ une heure afin de ramollir les tissus. Elles sont ensuite rincées
trois fois a I'eau. A I'aide d'une pince, le pistil est séparé de la fleur. Les pistils sont séchés, puis
montés entre lame et lamelle dans 10 pl de bleu d’aniline (0,1 g de bleu d’aniline + 0,87 g de
KH2POs4 dans 100 ml d’eau, pH 9) et écrasés afin de visualiser les tubes polliniques. Les
échantillons sont ensuite observés au microscope a fluorescence (Polyvar, Reichert, filtre
d’excitation BP330-380, filtre d’arrét LP418), ou le pollen et les tubes polliniques apparaissent

avec une fluorescence bleue/verte.

Lors de I’observation des différentes coupes, le taux de germination du pollen est évalué
en comptant le nombre de grains de pollen germés par rapport au nombre total de grains de
pollen. La croissance des tubes polliniques des grains germés est également analysée en

observant leur répartition dans le premier, deuxiéme ou troisiéme tiers du style.

D. BIOLOGIE MOLECULAIRE

1.  Extraction d’ARN

Des styles des individus sont récoltés sur fleurs en anthése + 2 jours, puis plongés dans

I’azote liquide et conservés a -80°C.

L’ARN est extrait a I’aide du RNAeasy Plant Mini Kit (50) (Qiagen, Germany) selon le
protocole du fabricant. Les styles sont broyés plante par plante dans 1’azote liquide, puis chaque
broyat est pesé et ajouté dans un tube Eppendorf de 2 mL. Dans chaque tube 450 uL de tampon
RTL est ajouté afin de lyser les cellules. Aprés mélange au vortex, le lysat de chaque tube a été
transféré dans une colonne QIAshredder placée dans un tube collecteur de 2 mL, puis centrifugé
pendant 2 minutes a 10 000 RPM. L’¢luat est transféré dans un nouveau tube de centrifugation
auquel 225 pL d’éthanol 96 % sont ajoutés et mélangés par pipetage. L’échantillon est
directement transféré dans une colonne placée dans un tube de collection de 2 mL. Apres
centrifugation (15 secondes, 10 000 RPM), 1’¢luat est ¢liminé et 700 uL de tampon RW1 sont
ajoutés, suivis d’une nouvelle centrifugation (15 secondes, 10 000 RPM). Une fois 1’¢luat
¢liminé, 500 pL de tampon RPE sont ajoutés a la colonne afin de laver I’ARN, qui est centrifugé
pendant 15 secondes a 10 000 RPM. Un second lavage avec 500 pL de tampon RPE est effectué
avec une centrifugation de 2 minutes. La colonne est ensuite placée dans un nouveau tube
collecteur et est centrifugée durant 1 minute a 10 000 RPM afin de sécher la membrane. Apres

transfert dans un nouveau tube collecteur et ajout de 30 uL d’eau RNase-free, la colonne est

33



centrifugée (1 minute, 10 000 RPM) afin d’¢luer I’ARN. L’opération est répétée sur la méme

colonne avec 20 pL d’eau RNase-free.

Les concentrations d’ARN obtenues pour chaque échantillon sont mesurées a I’aide

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

11. Synthése de cDNA et PCR

Chaque échantillon d’ARN est rétro-transcrit en cDNA selon deux méthodes : la

méthode oligo(dT) et la méthode 3’ RACE (3’-rapid amplification of cDNA ends).

a. Meéthode oligo(dT)

La méthode oligo(dT) (Figure 14) repose sur l'utilisation d'une amorce dotée d'une
séquence poly(T) qui se lie a la queue poly(A) des ARN messagers. Elle est peu spécifique et a
été employée pour rétrotranscrire I'ensemble des ARN messagers. Une PCR est ensuite réalisée
a l’aide d’amorces du de géne controle constitutif (LeEFla), , afin de vérifier si la

rétrotranscription en cDNA a bien fonctionné.

oligo(dT)1s 3'TTTTTTITTITITTITITS’
ARNmM 5’ AAAAAAAASY
Fixation du primer et
de la machinerie de rétrotranscription
Formation v
decDNA T ARNm 5’ AAAAAAAAZ’
Reverse TTTTTTTTT5’ oligo(dT)1s
Transcriptase
Rétrotranscription
et formation de cDNA
A\ 4

AAAAAAAAZ’
TTTTTTTTT5’ oligo(dT)1s

cDNA - oligo(dT) 3’

Dénaturation
PCR =< Hybridation des primers LeEF1alpha (F et R) x35~40
Extension

Figure 14 : Formation de cDNA via la méthode oligo(dT) et PCR vérificative. Premierement, [’amorce oligo(dT) (en vert)
vient s’hybrider a la queue de poly(A) de I’ARNm, permettant ensuite sa rétrotranscription en cDNA (en orange).
Deuxiemement, une PCR vérificative de la formation de cDNA est réalisée a I’aide d’amorces conservées (ici LeEF1 a).

La synthése de cDNA via la méthode oligo(dT) est effectuée en utilisant le kit
Thermofisher Strand cDNA Synthesis Kit (Thermofisher, Waltham, Massachussets, Etats-
Unis). Pour chaque ARN, 500 ng d’ARN ont été prélevés et mis dans un tube PCR 0,5 mL. En
fonction de la concentration de I’échantillon d’ARN, le volume restant est complété par de I’eau

DEPC milliQ pour arriver a 11uL dans chaque tube. A ce volume est ajouté, 1 pL d’amorce
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oligo-(dT)is. Apres un passage a 65°C pendant 5 min, les échantillons sont disposés dans la
glace. Chaque tube regoit un mélange composé de : (1) 4 ul de tampon (x5), (2) 1uL Ribolock
RNase inhibitor (20 unités/ul), (3) 2 ul de ANTP (10 mM) et (4) 1 uL de ReverseAid H minus
M-MuLV RT (200 unités/ul), pour arriver a un volume final de 20 pL. Les échantillons sont

ensuite incubés a 42°C pendant 1 heure, puis a 70°C pendant 15 minutes.

Afin de vérifier la bonne rétrotranscription des cDNA, une PCR qualitative (mix décrit
au Tableau 1) est réalisée (a 1’aide du kit Go Taq G2 DNA Polymerase, Promega 3800 Woods
Hollow Road, Madison, WI, E.-U.) sur chacun des échantillons avec un géne contrdle LeEF 1o
(Elongation factor 1-alpha, GenBank: X14449.1), avec 2 pL. de cDNA dilu¢ 10x (séquence des
amorces décrite au Tableau 3). Les conditions de la PCR étaient : 3 minutes de dénaturation
initiale a 94°C, 35 cycles composés de 30 secondes de dénaturation a 94°C, 30 secondes
d’hybridation a 60°C et 45 secondes d’élongation a 72°C et une élongation finale a 72°C
pendant 12 minutes. L’amplification a été visualisée par électrophorese (20 pL d’échantillon

PCR, gel d’agarose a 1,8%)).

Pour chaque gel d’¢électrophorése, une échelle moléculaire (BenchTop 100bp DNA
Ladder, Promega, 3800 Woods Hollow Road, Madison, WI, USA), a été ajouté dans le premier
puits du gel (Annexe 2).

Tableau 1 : Détail du mix utilisé pour la PCR qualitative de la méthode oligo(dT). La séquence des amorces est décrite au

Tableau 3.
Réactifs Volumes

Eau Milli-Q 16,375 uL
Buffer Green GoTaq 5x 5uL
dNTP (10mM) 0,5 uL
Amorce Forward LeEF[a (10uM) 0,5 uL
Amorce Reverse LeEF o (10uM) 0,5 uL
Go Taq Polymérase 0,125 uL

b. Méthode RACE

La méthode 3’RACE (3’-rapid amplification of cDNA ends) (Figure 15) repose sur la
formation de cDNA et I’amplification de séquences spécifiques d’ARNm. Elle est souvent
utilisée dans le cadre du séquencage des S-RNases. Le processus se déroule en deux étapes.
Dans un premier temps, on utilise une amorce RaceA, composée d’une queue poly(T) et d’une
séquence connue. La queue poly(T) se lie a la queue poly(A) des ARNm, permettant ainsi leur
rétrotranscription en cDNA, qui inclut alors une séquence terminale connue. Dans un second

temps, une PCR est réalisée a I’aide d’une amorce PR1, qui se fixe sur les séquences conservées
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des S-RNases du cDNA nouvellement rétrotranscrit, permettant ainsi la réplication de ce cDNA.
Une fois dénaturé, un troisiéme amorce, RaceB, ayant une séquence identique a la séquence
connue de RaceA, se fixe sur la séquence répliquée, permettant ainsi la réplication de la
séquence spécifique. La PCR continue alors pour amplifier le cDNA spécifique a 1’aide des

amorces PR1 et RaceB (séquences décrites au Tableau 3).

B 5’ Race 5’
ARNmM 5’ I AAAAAAAAZ?
Hybridation du primer et
dela hinerie de rétr ipti
Formation
de cDNA ARNm 5 I AAAAAAAAZ’
Reverse T Race 5’
Rétrotranseription Transcriptase
et formation de cDNA
ARNmM 5 I AAAAAAAAZ?
cDNA - RACE 3’ I [ (1T 7T Race 5’
- 5’ PR1 3
ARNMm 5 1 AAAAAAAAS’
cDNA - RACE 3’ I —— Tl Race 5
Dénaturation, hybridation de PR1 et
de la machinerie de polymérisation
5’ PR1 Polymérase
cDNA - RACE 3’ I Race 5
Extension
v
5’1 PRI I s 3’
cDNA - RACE 3’ I | | I Race 5’
PCR =
Dénaturation, fixation de RaceB et
de la machinerie de polymérisation
5’ PRl 3
Polymérase 'Race 5’ [occb
Extension
v
5 PR1 5
3 INRacem 3’ RaceB
Dénaturation
Hybridation de PR1 et RaceB x35~40
Extension
5 PR1 5
— K '~ Race 3

Figure 15 : Synthése de cDNA via la méthode RACE. Premiérement, formation de cDNA-Race (orange) via [’hybridation du
primer RaceA (jaune) sur la queue de poly(A) des ARNm, permet la rétrotranscription en cDNA avec une séquence terminale
connue (Race). Deuxiémement, PCR via [’hybridation de ’amorce PRI (spécifique aux séquences conservées des S-RNases)
et réplication du brin de cDNA (vert) contenant la séquence connue « - Race » (vert foncé). Hybridation de Race B (bleu) a la
séquence « - Race » afin de répliquer le second brin de cDNA, contenant la séquence de S-RNase (rose). Enfin, répétions des
étapes afin d’amplifier les cDNA.

La syntheése de cDNA via la méthode RACE est réalisée selon ’article de Igic et al.,
2007 et en utilisant le méme kit Thermofisher Strand cDNA Synthesis Kit (Thermofisher,
Waltham, Massachussets, Etats-Unis). Pour chaque ARN, 100 ng d’ARN est prélevé pour
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arriver a 11uL dans chaque tube, comme précédemment. A ce volume est ajouté, 2 uL. d’une
amorce RaceA (Tableau 3). Aprés un passage a 65°C pendant 5 min, les échantillons sont
disposés dans la glace. Chaque tube regoit un mélange composé de : (1) 4 pl de tampon (x5),
(2) 1uL Ribolock RNase inhibitor (20 unités/pl), (3) 1 ul de dNTP (10 mM) et (4) 1 pl de
ReverseAid H minus M-MuLV RT (200 unités/pl), pour arriver a un volume total de 20uL. Les

échantillons sont ensuite incubés a 42°C pendant 1 heure, puis a 70°C pendant 15 minutes.

Une fois la synthése du cDNA terminée, plusieurs PCR qualitatives ont été effectuées
pour chaque échantillon (mix général décrit au Tableau 2). Pour l'amplification des échantillons
de cDNA, le protocole de PCR comprend une dénaturation initiale de 3 minutes a 94°C, suivie
de 35 cycles avec 30 secondes de dénaturation a 94°C, 30 secondes d'hybridation a 60°C ou
48°C selon les PCR, et 1 minute d'élongation a 72°C. Enfin, une élongation finale de 8 minutes

est réalisée a 72°C.

L'amplification est visualisée par €lectrophorese avec 15 puL d'échantillon PCR, sur un
gel d'agarose a 1,8 %. A la suite des échecs de la méthode RACE, plusieurs autres PCR ont été
effectuées afin d'identifier les causes du dysfonctionnement. Les détails de ces PCR sont

présentés dans les résultats.

Tableau 2 : Détail du mix standard utilisé pour la PCR de la méthode Race. La séquence des amorces est décrite au Tableau

3.
Réactifs Volumes

Eau Milli-Q 34,5 uL
Buffer GoTaq 5x Green 10 uL
dNTP (10mM) 1 uL
Amorce Forward PR1 (10uM) 1 pL
Amorce Reverse RaceB (10uM) 1 uL
Go Taq Polymérase 0,25 uL

37



Tableau 3 : Séquences des amorces utilisées pour les syntheéses de cDNA et les PCR, des méthodes oligo(dT) et Race.

Amorce Séquence (5’-3’) Sens T° d’hybri-

dation

LeEFla | GACAGGCGTTCAGGTAAGGA F 60°C
LeEFla | GGGTATTCAGCAAAGGTCTC R 60°C
RaceA GCGCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTT 'R 48°C
RaceB GCGCACGCGTCGACTAGTAC R 48°C
PR1 GAATTCAYGGNYTNTGGCCNGA F 60°C
S10 GACCTTTTGACAACTCTCCGG F 56°C
S10 CCCGATGCAACAAAGGTGAT R 56°C
S35 ACGCAATCATGACCGTTACG F 56°C
S35 TGCTTTCAATTGACCTCGGC R 56°C
S36 TCCTGATCTCAAGTGCGTCA F 56°C
S36 GGGTAGTTGCGCATCTTGTT R 56°C

III.  Identification de S-alléles

A partir des cDNA obtenus via la méthode oligo(dT), plusieurs PCR (mix décrit au
Tableau 4) sont réalisées en utilisant des amorces (séquences décrites au Tableau 5) de S-all¢les
déja connus au laboratoire (S10, S35 et S36) avec 2 uL de cDNA dilué 10x. Le protocole de
PCR comprend une dénaturation initiale de 3 minutes a 94°C, suivie de 35 cycles composés de
30 secondes de dénaturation a 94°C, 30 secondes d'hybridation a 60°C, 45 secondes
d'¢longation a 72°C, et une élongation finale de 12 minutes a 72°C. L'amplification est

visualisée par électrophorése sur un gel d'agarose a 1,8 % avec 20 pL d'échantillon PCR.

Afin d’identifier de nouveaux S-all¢le, des amorces « Groupe » communes a différentes
S-RNases proches ont été dessinées sur base d’un arbre phylogénétiquement proche et
d’alignement de séquences (Defalque, 2023; Igic et al., 2007; Moreels, 2022) (Figure 16,
Tableau 6). Pour ce faire, premierement, des PCR de prétest (mixe décrit au Tableau 4) sont
réalisées sur 2ul. ¢cDNA issu de la méthode oligo(dT) contrdle (dilué 20x) afin de vérifier
’efficacité de ces amorces. Deux protocoles de PCR différents ont été utilisés I’un avec une
dénaturation initiale de 3 minutes a 94°C, suivie de 35 cycles composés de 30 secondes de
dénaturation a 94°C, 30 secondes d'hybridation a 50°C, 45 secondes d'¢longation a 72°C, et une
¢longation finale de 12 minutes a 72°C, I’autre avec 40 cycles et une température d’hybridation
de 53°C. Ensuite, des PCR (mix décrit au Tableau 4) sont réalisées sur le cDNA issu de la
méthode oligo(dT), avec des amorces « Groupe Chiffre » 1 a 7 avec 2 pL de cDNA dilué 10x
selon les PCR. Le protocole de PCR comprend une dénaturation initiale de 3 minutes a 94°C,
suivis de 35 cycles composés de 30 secondes de dénaturation a 94°C, 30 secondes d'hybridation

a différentes T° selon les amorces utilisées (50°C pour les amorces « Groupe » 1 a 6 et 53°C
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pour les amorces « Groupe » 7), 45 secondes d'é¢longation a 72°C, et une ¢élongation finale de
12 minutes a 72°C. L'amplification est visualisée par électrophorése sur un gel d'agarose a 1,8

% avec 15 pL d'échantillon PCR.

Tableau 4 : Détail du mix utilisé pour les PCR d’identification des S-alléle avec les amorces S10, S35 et S36 ainsi que les
amorces « Groupe ». Les séquences des amorces sont décrites aux Tableaux 5 et 6.

Réactifs Volumes

Eau Milli-Q 16,375 uL
Buffer GoTaq 5x Green S5uL
dNTP (10mM) 0,5 uL
Amorce Forward (10uM) 0,5 pL
Amorce Reverse (10uM) 0,5 uL
Go Taq Polymérase 0,125 uL

Tableau 5 : Séquences des amorces spécifiques aux S-allele S10, S35 et S36, utilisé pour l’identification de S-alléle .

Amorce Séquence (5°-3’) Sens  T° d’hybri-
dation
S10 GACCTTTTGACAACTCTCCGG F 56°C
S10 CCCGATGCAACAAAGGTGAT R 56°C
S35 ACGCAATCATGACCGTTACG F 56°C
S35 TGCTTTCAATTGACCTCGGC R 56°C
S36 TCCTGATCTCAAGTGCGTCA F 56°C
S36 GGGTAGTTGCGCATCTTGTT R 56°C
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Figure 16 : Arbre phylogénétique des S-alléle et repartions des S-alléle dans les différents groupes d’amorces
« Groupe ».
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Tableau 6 : Séquences des amorces « Groupe » utilisées pour l’identification de S-alléle.

Amorce Séquence (5’-3°) Sens  T° d’hybri-

dation

Groupe A TGCCGYTRAAAGAHARRTTWGA F 53,4°C
Groupe A TTKAGTRRCKGTCTTRAYRGC R 55,1°C
Groupe B CCGCTGGCCTCAAYTVAVWH F 57,7°C
Groupe B TTDYACAACASRTTCCATGKTT R 52,6°C
Groupe C NANCRYTGGCCTRACTTGAY F 55,1°C
Groupe C YTTSATYRAAGATCTGAACAACA R 50,8°C
Groupe D HMAAHCTGGASGMTCRCTGGCCTG F 63,1°C
Groupe D TCAAACTTGTCTTTYAAWTYCAKRGY R 53,9°C
Groupe 1 TACAMAARRCATGGAABGTG F 51,1°C
Groupe 1 TGTHCCDGGRGTAATTCCATG R 54,8°C
Groupe 2 GATCTTGACAARMACTGGATT F 50,6°C
Groupe 2 ATAYTTGAWCCAGGAAMAAT R 46,7°C
Groupe 3 CTDGACAARCGMTGGCCTCA F 58,4°C
Groupe 3 TTCATRGCYARATCAAARTAT R 47,1°C
Groupe 4 ACGATCGSTGGCMWGACTTGA F 60,0°C
Groupe 4 ATCCAGGAHYAATTCYATG R 47,3°C
Groupe 5 GAAAYAAGCACTGGCCTGACT F 58,6°C
Groupe 5 AACTGWYCKGATRGTTTTTT R 48,6°C
Groupe 6 CATGGRCTWTGGCCWGATA F 53,1°C
Groupe 6 AGATCRAACTKSTYTTTTAA R 45,8°C
Groupe 7 ATHCATGGVBTKTGGCCDGAT F 58,1°C
Groupe 7 TDVACAACAHRDTCCATGCTT R 53,1°C

IV.  Etude d’expression de HT-A, HT-B, S10 et S35 par RT-qgPCR
L'expression des genes modificateurs H1-4 et HT-B ainsi que des alleles des S-RNases

S10 et S35 est analysée par qPCR en utilisant les génes LeEF 1o (Elongation factor 1-alpha) et
TIP41 (TIP41-like protein) comme geénes de référence, sélectionnés pour leur qualité en tant

que geénes contrdles (Blanchard-Gros et al., 2021; Leelatanawit et al., 2017).

Les qPCR (mix décrit au Tableau 7) sont réalisées en triplica avec le kit GoTaq qPCR
Master Mix (Promega, 2800 Woods Hollow Road, Etats-Unis) sur les cDNA des 10 individus
S. chilense obtenus via la rétrotranscription par la méthode oligo(dT), décrite précédemment.
Les amorces utilisées sont reprises dans le Tableau 8 et les cDNA sont versés dans une plaque
qPCR (MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction plate with bar code, Life Technologies
Corporation 5781 Van Allen Way Carlsbad, CA 92008). Les échantillons sont mis dans une
machine a qPCR (StepOnePlus Real-Time PCR systems (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) pour étre amplifiés. Les conditions de la qPCR étaient les suivantes : 10 minutes de
dénaturation a 95°C, 40 cycles de 15 secondes a 95°C et 1 minute a 60°C. Les résultats des

échantillons sont analysés a 1’aide du logiciel StepOne 2.3.
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Afin que les résultats de RT-qPCR soient fiables et comparables, il est essentiel que
I’efficacité d’amplification soit proche de 100%, indiquant que le nombre de molécules de la
séquence cible double a chaque cycle. Le calcul de I’efficacité d’amplification des amorces se
fait via une série de dilutions de cDNA contenant le géne d’intérét. Les CT (Treshold cycle,
mesure relative de la concentration de la séquence d’intérét dans la réaction) et les
concentrations correspondantes sont ensuite représentés sur une échelle logarithmique. Une
régression linéaire est appliquée aux points et la pente de la ligne permet de calculer I'efficacité
des amorces, selon la formule indiquée dans 1’Equation 1. Afin de vérifier que les amorces ne
dimérisent pas, il est également possible de vérifier la courbe de fusion (melt-curve) issue de la
RT-gqPCR. La présence de plusieurs pics sur la courbe de fusion indique une dimérisation des
amorces. Toutes les amorces utilisées pour I’expression des génes d’intérét ont été vérifices via
des tests d’efficacité et ’analyse de leur courbe de fusion et ont été jugées comme conformes

aux criteres.
Efficacité = —1 + 10~1/Pente (Equation 1)

L’expression des différents geénes a été calculée selon la méthode « standard curve » en
tenant compte de I’efficacité d’amplification et en utilisant les génes LeEFlo et TIP41 comme
genes de références et I’individu PIS10 comme échantillon de référence. La méthode détaillée

de calcul est disponible a ’annexe 1.

Tableau 7 : Détail du mix PCR utilisées pour la RT-gPCR. Les séquences des amorces sont décrites au Tableau §.

Réactifs Volumes

Sybr Green 5 uL
Eau nuclease-free 1,9 uL
Amorce Forward (10uM) 0,5 uL
Amorce Reverse (10uM) 0,5 uL
CRX 0,1 uL.
cDNA 2 ul
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Tableau 8 : Séquences des amorces utilisées pour la RT-gPCR.

Séquence (5’-3°) T° d’hybri-
dation
LeEFla GACAGGCGTTCAGGTAAGGA F 60°C
LeEFla GGGTATTCAGCAAAGGTCTC R 60°C
S10 GACCTTTTGACAACTCTCCGG F 56°C
S10 CCCGATGCAACAAAGGTGAT R 56°C
S35 ACGCAATCATGACCGTTACG F 56°C
S35 TGCTTTCAATTGACCTCGGC R 56°C
HT-A TGCAAGGGAAATAGTTGAGGCA F 60°C
HT-A CTGTCATCATCATCATCGTCATCG R 60°C
HT-B GAGCTGAACAATCCAACACT F 60°C
HT-B TTGGACAAGGGCAACGTGAAC R 60°C
TIP41 CGAAAGCAATGTCGAGTGTG F 60°C
TIP41 GGTTCTTTAGACGCCAATGC R 60°C

E. ANALYSE DU DEVELOPPEMENT RACINAIRE PAR BOUTURAGE

Dans le but de multiplier les plantes par bouturage, différentes solutions de bouturage
sont utilisées pour stimuler le développement racinaire chez S. chilense, le développent
racinaire de cinq individus, choisi aléatoirement (PIS10, PIS19, PIS33, PIS38, PIS40) est
analysé dans quatre solutions différentes avec cinq boutures (ou réplicas) par individu. Les
solutions de bouturage sont les suivantes : (1) eau déminéralisée a 20mM de NaCl, (2) eau
déminéralisée avec hormones de bouturage (Rootone, N.V. Edialux - Formulex S.A, Rijksweg
28, 2880 Bornem, Nederland) (3) eau déminéralisée a 20mM de NaCl avec hormones de
bouturage, (4) eau déminéralisée comme contrdle (Figure 17). L’expérience a été réalisée en
serre, et a débuté le 6 juin 2024. En début et en fin d’expérience, la conductivité électrique (en
mS/cm) des solutions a été mesurée avec I’appareil (DiIST® 6 EC/TDS/Temperature Tester,
HI98312, HANNA Instruments, Maurice). Apres une semaine, puis deux fois par semaine, la
présence de racines et le nombre de racines, de chacune des boutures est mesuré. La prise de
mesure s’est arrétée apres deux semaines due a la mort et 1’assechement de la presque totalité

des boutures.
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Figure 17 : Design expérimental de I’analyse de développement racinaire par bouturage

F. ANALYSES STATISTIQUES

Les données des différentes expériences sont encodées sur le logiciel Microsoft®
Excel® pour Microsoft 365 MSO (Version 2409 Build 16.0.18025.20030) 64 bits. Les tests
statistiques et les graphiques sont réalisés a 1’aide du langage de programmation R (version

4.4.1) sur ’environnement de développement RStudio (version 2024.9.0.375).

Des tests ANOVAL, avec la fonction aov(), et comparaisons multiple via la méthode
Tukey, avec le package emmeans, sont utilisés pour déterminer les différences de morphologie
florale, les différences d’expression des genes HT-A, HT-B, S10 et S35, entre les différents
individus. Des analyses en composante principale (ACP) sont réalisées afin de décrire les
corrélations entre les traits de morphologie florales et I’expression relative des geénes entre les
individus avec la fonction prcomp(), le nombre de composantes principales est choisi en
explorant différentes méthodes de sélection (Jackson, 1993; Peres-Neto et al., 2005). Des tests
de corrélation (de Pearson) sont réalisés entre les données de taux de mise a fruit, nombre moyen
de graines, taux de germination du pollen, pourcentage de tubes polliniques atteignant les
différents tier du style et aussi avec 1’expression relatives géne, avec la fonction cor.mtest() du
package corrplot. Des régressions logistiques binomiales (GLM) avec la fonction lien logit,

avec la fonction glm(), sont utilisées pour déterminer les différences de taux de germination du
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pollen et de proportions de tubes polliniques traversant les différents tiers du style (Douma &
Weedon, 2019; Warton & Hui, 2011). Des test Chi? sont réalisés, avec la fonction chisq.test(),
pour déterminer les différences de mortalité des boutures entre les différentes solutions du
bouturage et entre les individus. Des tests Exact de Fisher sont réalisés, avec la fonction
fisher.test(), pour déterminer les différences de présence/absence de racine entre les différentes
solutions du bouturage et entre les individus, étant donné de faibles (>4) effectifs attendus. Les
conditions d’applications des différents tests statistiques ont été vérifiées. L’ensemble des

données utilisées et des codes R sont disponibles au lien GitHub suivant:

https://github.com/SchreiberRo/memory_thesis_data.git.
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RESULTATS

A. PARTIE 1 - MORPHOLOGIE FLORALE ET EXSERTION DU STIGMATE

Dans cette premiere partie, une comparaison de la morphologie florale des individus de
S. chilense a été réalisée. L objectif étant d’étudier la relation entre la compatibilité des plantes

(étudié dans les parties 2 et 3) et leur morphologie florale.

La surface des pétales, des sépales et des étamines variait de maniére significative entre
les individus (Figure 18). Les différences étaient plus marquées pour les pétales et les sépales
que pour les étamines. La surface moyenne des pétales variait entre 0.2 cm? chez PIS33 et 0.49
cm? chez PIS19, celle des sépales entre 0.052 cm? chez PIS31 et 0.078 cm? chez PIS14 et celle
des étamines entre 0.07 cm? chez PIS33 et a 0.086 cm? chez SC2. La longueur des étamines et
des styles variait également entre individus (Figure 19). La différence entre les étamines les
plus longues (PIS19) et les plus courtes (PIS33) était de 18,1% tandis que celle entre les styles
les plus longs (PIS19 et SC2) et les plus courts (PIS40) était de 31,6%.
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Figure 18 : Aire moyenne des organes floraux des différents individus de S. chilense. (4) Pétale, (B) Sépale, (C) Etamine.
Les barres d’erreurs représentent [’écart-type autour de la moyenne. Les valeurs partageant la méme lettre ne sont pas
significativement différentes selon les comparaisons multiples avec la méthode Tukey (o. = 0,05). La cellule en dessous présente
la F value, les degrés de liberté, et la p-value issus de ’ANOVA 1 (Aire Organe ~ Individu).
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Figure 19 : Longueur moyenne des organes floraux des différents individus de S. chilense. (4) Etamine, (B) Style. Les
barres d’erreurs représentent l’écart-type autour de la moyenne. Les valeurs partageant la méme lettre ne sont pas
significativement différentes selon les comparaisons multiples avec la méthode Tukey (o. = 0,05). La cellule en dessous présente
la F value, les degrés de liberté, et la p-value issus de ’ANOVA 1 (Longueur Organe ~ Individu).
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L’exsertion du stigmate a été estimée en calculant le rapport entre la longueur du style
et la longueur moyenne des cinq étamines. Elle était la plus élevée chez les individus PIS31,

PIS19 et SC2 et la plus faible chez PIS40 (Figure 20).
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Figure 20 : Exsertion moyenne des stigmates des différents individus de S. chilense, calculé via le rapport entre la longueur
du style et la longueur moyennes des étamines. Les barres d’erreurs représentent [’écart-type autour de la moyenne. Les
valeurs partageant la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon les comparaisons multiples avec la méthode
Tukey (oo = 0,05). La cellule en dessous présente la F value, les degrés de liberté, et la p-value issus de ’ANOVA 1 (Rapport
~ Individu).

Une analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée pour identifier les relations
entre les individus et entre les variables d'aire moyenne des pétales, sépales et étamines, ainsi
que de longueurs des étamines et du style. L'axe 1 explique 52,1 % de la variance totale et est
influencé par les cinq variables. L'axe 2, quant a lui, explique 25,9 % de la variance totale et est
positivement corrélé avec les longueurs des étamines et du style, mais négativement corrélé
avec l'aire des sépales et des étamines. La longueur du style et 1’aire des sépales ne sont pas

corrélées entre elles (Figure 21.B).

Les fleurs des différents individus ne formaient pas de groupes parfaitement distincts,
mais certaines tendaient a se regrouper en fonction de morphologies similaires. Les fleurs de
PIS19, caractérisées par des morphologies florales plus grandes, se situaient principalement
dans la partie gauche du graphique. En revanche, les fleurs de PIS33 se trouvaient plutdt dans
la partie droite du graphique montrant ainsi que leur style et leurs étamines sont plus courts

(Figure 21.A).
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Figure 21 : Analyse en composante principale (ACP) de la surface et de la taille des organes floraux des individus de S.
chilense. (4) Graphique des individus de S. chilense. Les points représentent les fleurs individuelles. (B) Graphique des
variables, avec la contribution pour les composantes principales (Dim 1 et Dim 2) représentée par l’orientation des fléches et
le gradient de couleurs.
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B. PARTIE 2 — IDENTIFICATION DES S-ALLELES

Dans cette deuxiéme partie, I’objectif a ét¢ d’identifier les alleles des S-RNases des
individus de S. chilense, dans le but d’obtenir la comptabilité théorique des croisements entre

ces individus.

Nous avons d’abord utilisé¢ la méthode RACE, souvent utilisée pour le séquencage des
S-RNases (Igic et al., 2007). Cependant, des difficultés sont apparues lors de 1’utilisation de
cette méthode. Nous avons donc employé une approche alternative, basée sur 1’utilisation
d’amorces spécifiques a des S-alléles déja caractérisés au GRPV. Grace a cette méthode, nous
avons pu identifier une partie des S-alleles présents chez nos individus de S. chilense. Nous
avons, par la suite, essay¢ d’identifier quelles étapes de la méthode RACE ont posé probléme,
en utilisant les S-all¢les identifiés comme référence et les individus comme contrdle. Enfin,
nous avons utilisé de nouvelles amorces appelées amorces « Groupe », communes a différentes

S-RNases proches, afin de restreindre I’identification a des groupes de S-all¢les.

1.  Méthode RACE

Nous avons utilis¢ la méthode 3’-RACE (3’-rapid amplification of cDNA ends) afin
d’identifier les S-all¢les inconnus dans notre population. Cette méthode a été effectuée a partir

des ARN des pistils des plantes PIS10, PIS14, PIS30, PIS33, PIS40.

L’ARN a été transformé en cDNA Race, et plusieurs PCR ont été effectuées avec ce
cDNA. Tout d’abord, 2 pL de cDNA ont été utilisés pour I’amplification avec les amorces PR1
et RaceB . Comme le montre la Figure 22, seules de doubles amplifications de taille inattendue
et des smears ont été observées. Il n’est pas a exclure que les bandes de tailles ¢élevées
correspondaient a de I’ADN. Supposant que le cDNA était peut-étre trop concentré, une
nouvelle PCR a été réalisée avec du cDNA dilué 10 fois, mais aucune amplification n’a été
observée (Figure 22). Etant donné que les PCR ont été effectuées a trés basse température
d’hybridation, il est possible que 1’amplification ait été trés faible et donc peu visible. Une
nouvelle PCR a donc été effectuée en partant de 2 uL de produits PCR précédents a une
température plus élevée afin de vérifier si une amplification avait eu lieu. De nouveau, la taille
des bandes obtenues n’était pas celle attendue pour 1’amplification des S-alleles (500-800 bp)
ou représentait des smears qui correspondent sans doute a des amplifications non spécifiques

(Figure 22).
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PCR de PCR

Type Ladder Ladder
d’échantillon

.
A
— e
cDNA 7 .
concentré :

cDNA i
dilué 10x

Figure 22 : Amplification des S-alléles par la méthode RACE chez 5 individus de S. chilense aprés rétrotranscriptions. A
gauche, amplifications des cDNA Race (concentré et dilué10x). A droite, amplifications des produits de la PCR initiale (de
gauche). Le contréle négatif est une amplification sans cDNA (H20). La graduation de [’échelle moléculaire (Ladder) est
disponible a ’annexe 2.

II.  Méthode oligo(dT) avec amorces S10, S35. S36

La méthode RACE n’ayant rien donnée, nous avons ensuite employé¢ la méthode
oligo(dT) avec des amorces spécifiques aux alleles de S-RNases S70, S35 et S36 déja
caractérisées au laboratoire afin de vérifier si d’autres individus partageaient les S-alléles

identifiés précédemment.

Le cDNA des styles des individus PIS31, PIS34, PIS36, PIS38 et SC2 était déja
disponible au laboratoire et I’ARN des styles des individus PIS10, PIS14, PIS19, PIS30, PIS33
et PIS40 a été extrait et la synthése de cDNA a été réalisée selon la méthode oligo(dT).
L amplification du géne controle LeEFla chez les 6 individus montre que la rétrotranscription

a bien ¢été effectuée (Figure 23).

Figure 23 : Amplification du géne controle LeEF1a chez 6 individus de S. chilense aprés rétrotranscription par oligo(dT).
Le contréle négatif est une amplification sans cDNA (H20) et le contréle positif est une amplification avec du ¢cDNA d'un
individu SC2 précédemment rétrotranscrit.
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Des PCR ont ensuite été réalisées avec les amorces spécifiques des S-alleles S10, S35
et S36 pour I’ensemble des individus. La Figure 24 montre des amplifications de taille attendue
avec les amorces S10 pour les individus PIS10, PIS33, PIS36, PIS38 et PIS40 ; avec les
amorces S35 pour les individus PIS10, PIS14, PIS19, PIS30, PIS33, PIS36, PIS38 et PIS40 ; et
avec les amorces S36 pour I’individu PIS30. Enfin, d’aprés les recherches précédemment

menées au GRPV, nous savons aussi que SC2 possede les alleles S10 et S35 et cela a été

revérifié ici (Figure 24).

rimers | Ladder | PIS10 | PIS14 | PIS19 | Pis30 | PIS3S

EFla
(C+)

Figure 24 : Amplification des S-alléles S10, S35 et S36 chez 9 individus de S. chilense aprés rétrotranscription par oligo(dT).
Le contréle négatif est une amplification sans cDNA (C-). L’amplification du gene contréle LeEFla a été utilise comme
controle positif de la présence de cDNA. La graduation de I’échelle moléculaire (Ladder) est disponible a ’annexe 2.

Le séquencage Sanger (Microsynth Seqlab GmbH, Goéttingen, Germany) des
amplifications des échantillons PIS10, PIS30, PIS33, PIS38 ont permis de vérifier que les
séquences amplifiées correspondaient bien aux séquences attendues des S-alleles. Les

alignements des séquences sont disponibles a 1’annexe 3.

III.  Vérification des étapes de la méthode RACE

La transformation des ARN en ¢cDNA et amplification des S-RNases via la méthode

RACE n’ayant donné aucun échantillon fiable susceptible d’étre cloné, puis séquencé et ayant
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réussi a identifier quelques S-all¢les via la méthode oligo(dT). Nous avons essay¢ de déterminer

quelle étape de la méthode RACE a posé probléme.

Nous avons effectué plusieurs PCR afin d’identifier 1’étape potentiellement défaillante.
Premierement, afin de tester I’amorce RACE A ainsi que la synthése du cDNA Race, nous avons
réalisé une amplification des cDNA Race (concentré et dilué¢ 10x) d’individus porteurs des S-
alleles S35 ou S36, en utilisant les amorces spécifiques de ces alleles disponibles au laboratoire.

Les cDNA oligo(dT) des mémes individus ont été utilisés comme contrdle positif.

Certains échantillons de cDNA dilu¢ 10x ont montré une amplification faible ou non
visible, mais tous les échantillons de cDNA concentré ont montré une amplification de taille
attendue, montrant que le probléme avec la méthode RACE ne venait pas des amorces RaceA

ni de la synthése de cDNA. Certains échantillons de cDNA dilu¢é 10x montrent une

amplification plus faible ou pas visible (Figure 25,Figure 26).

Type Ladder | PIS10 PIS14 PIS30 PIS33 PIS10 PIS14 PIS30 PIS33
d’échantillon Race Race Race Race oligo(dT) | oligo(dT) | oligo(dT) | oligo(dT)

cDNA
dilué 10x

cDNA
concentré

Figure 26 : Amplification du S-alléle S35 de cDNA (dilué ou concentré) de 4 individu de S. chilense rétro-transcrit par
RaceA (Race) et par oligo(dT). Les controles positifs sont les échantillons de cDNA oligo(dT). Le controle négatif est une
amplification sans cDNA (H20). La graduation de I’échelle moléculaire (Ladder) est disponible a ['annexe 2.

Type Ladder | PIS30 PIS30
d’échantillon Race oligo(dT)

cDNA
dilué 10x

cDNA
concentré

Figure 25 : Amplification du S-alléle S36 de cDNA (dilué ou concentré) de ’individu PIS30 rétro-transcrit par RaceA (Race) et
par oligo(dT). Les contréles positifs sont les échantillons de cDNA oligo(dT). Le contréle négatif est une amplification sans cDNA
(H20). La graduation de [’échelle moléculaire (Ladder) est disponible a |’annexe 2.
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Deuxiémement, afin de tester les amorces PR1 et RaceB, nous avons réalisé une
amplification des cDNA Race des individus porteurs du S-allele S35, en substituant I’amorce

PR1 par I’amorce S35 plus conservée et spécifique au S-allele S35. En remplagant 1’amorce

PR1 par S35, tous les cDNA Race montraient une amplification, ce qui suggere que le probleme

de la méthode RACE viendrait de cette amorce PR1 (Figure 27).

Type Ladder PIS10 PIS14 PIS30 PIS33
d’échantillon Race Race Race LEL

concentré

Figure 27 : Amplification du S-alléle S35 de cDNA (dilué ou concentré) de 4 individu de S. chilense rétro-transcrit par RaceA
(Race) avec les amorces S35 et RaceB. Le controle négatif est une amplification sans cDNA (H20). La graduation de [’échelle
moléculaire (Ladder) est disponible a [’annexe 2.

IV.  Méthode oligo(dT) et amorces « Groupe »

L’amorce dégénérée PR1 ne fonctionnant pas, nous avons essayé enfin, afin d’identifier
de nouveaux S-alleles, de nouvelles amorces, appelés amorces « Groupe », ont été utilisées.
Celles-ci sont communes a différentes S-RNases proches et ont été dessinées sur base de I’arbre
phylogénétique des S-RNAses connues de S. chilense (Defalque, 2023; Igic et al., 2007;
Moreels, 2022) et d’alignement de séquences. En effet, 1’amorce dégénérée PR1 ne
fonctionnant pas, nous avons essay¢ par ce biais de tester des amorces moins dégénérées. Les
amorces « Groupe Lettre » A,B,C,D sont communes pour amplifier entre 6 et 12 S-all¢les, alors
que les amorces « Groupe Chiffre » 1 & 7 sont communes pour I’amplification de 4 a 7 S-all¢les

(Figure 16, Tableau 6).

Afin de tester I’efficacité de ces nouvelles amorces « Groupe », différentes PCR de
prétest ont été réalisées sur des échantillons de cDNA oligo(dT) contrdles. Les contrdles utilisés
sont les suivants : (1) PIS30 portant les S-alleles S35 et S36 (Figure 24), utilisé comme controle
positif pour ’amplification avec les amorces A, D, 1 et 4, (2) HS10 (issu d’un croisement
hybride entre S. chilense et S. lycopersicum), portant le S-alléle S10, utilis¢€ comme contrdle
positif pour I’amplification avec les amorces B et 3, (3) HS35, (issu d’un croisement hybride

entre S. chilense et S. lycopersicum) et portant le S-allele S35, utilis¢é comme contrdle positif
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pour I’amplification avec les amorces D et 4, (4) SC2 portant les S-alleles S10 et S35, utilisés

comme controle positif pour I’amplification avec les amorces B, D, 3 et 4.

Les PCR de prétest ont donc été effectuées avec les amorces « Groupe » A, B, D, 1, 3 et
4, ainsi qu’avec les amorces du geéne contréle LeEF[a. Les autres amorces « Groupe » n’ont
pas ¢été testées vu 1’absence d’échantillons possédant des S-all¢les connus permettant de tester

ces séquences.

La Figure 28 montre les gels issus de ces PCR de prétest, ainsi que les résultats attendus.
Les PCR avec les amorces « Groupe » A, B et 1 ne donnaient aucune amplification a I’exception
d’une faible bande pour I’échantillon HS35 (pour la PCR a 35 cycles avec une température
d’hybridation de 50°C) . La PCR avec les amorces « Groupe » D ne permettait qu’une faible
amplification pour les échantillons HS10 et HS35 (pour la PCR de 35 cycles a une t°
d’hybridation de 50°C) (Figure 28). De plus, la PCR avec les amorces « Groupe » 3 ne montrait
qu’une faible amplification pour les échantillons HS35 et SC2 pour la PCR a 35 cycles (Figure
28). La PCR avec les amorces « Groupe » 4 ne permettait qu'une faible amplification pour les
échantillons HS10, HS35 et SC2 (pour la PCR a 35 cycles) et montrait les amplifications
attendues pour les échantillons HS10 et SC2 (pour la PCR a 40 cycles). La PCR avec les
amorces du géne contrdole LeEFIoa montrait les amplifications attendues pour les quatre

¢chantillons de cDNA (Figure 28).
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Figure 28 : Amplifications des S-alléles encadrés par les amorces « Groupes » A, B, D, 1, 3 et 4 sur les individus PIS30,
HS10, HS35, SC2 aprés rétrotranscriptions par oligo(dT) et amplifications attendues. A gauche, amplifications a 35 cycles
avec t° d’hybridation de 50°C. Au centre, amplification a 40 cycle avec t° d hybridation de 53°C. 4 droite, représentation des
amplifications attendues. Le controle négatif est une amplification sans cDNA (H20). L amplification du géne contréle LeEF 1a
a été utilisé comme contrdle positif de la présence de cDNA. La graduation de [’échelle moléculaire (Ladder) est disponible a
[’annexe 2.

LeEF1a

Les amorces « Groupe Chiffre » ayant relativement mieux fonctionné lors de ces
prétests, nous avons utilisé ces amorces afin d’amplifier les séquences des S-alleles sur nos

¢échantillons de cDNA oligo(dT) de nos 10 individus de S. chilense.

Aucune amplification n’était observée avec les amorces « Groupe » 1,2,5,6,7. Une
faible amplification était observée avec les amorces « Groupe » 3 pour I’échantillon PIS19 et
le contrdle positif HS35. La PCR avec les amorces « Groupe » 4 montrait une trés faible
amplification pour les échantillons PIS33, PIS36, PIS38, PIS40, SC2 et une amplification plus

forte pour le contrdle positif HS10 (Figure 29). Vu les résultats obtenus, nous n’avons pas
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persévéré pour identifier les S-alléles encore inconnus dans notre population dans le cadre de
ce mémoire. Le Tableau 9 montre les S-alléles ayant été identifiés chez les individus de S.

chilense utilisés lors de ce mémoire.

Primer l Ladder

Figure 29 : Amplifications des S-alléles encadrés par les amorces « Groupes Chiffre » sur les individus 11 individus de S.
chilense apreés rétrotranscriptions par oligo(dT). Les controles positifs utilisés ; pour I'amorce « Groupe 1» le cDNA oligo(dT)
de lindividu PI30 (S-alléles S10 - S36) ; pour I’'amorce «Groupe 2» le cDNA oligo(dT) de !'individu HS35 (S-allele S35) ;
pour I'amorce «Groupe 4» le cDNA oligo(dT) de !'individu HS10 (S-allele S10). L’ amplification du gene contréle LeEF1a a
¢été utilisé comme contrdle positif de la présence de cDNA. Le contréle négatif est une amplification sans cDNA (H20). La
graduation de [’échelle moléculaire (Ladder) est disponible a [’annexe 2.
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Tableau 9 : Résumé des S-alleles identifiés chez les individus utilisés lors de ce mémoire. L étoile (*) indique le S-alléle est
différent S10, S35 ou S36.

Individu S-allele 1 S-allele 2

PIS10 S10 S35
PIS14 S35 Inconnu*
PIS19 S35 Inconnu*
PIS30 S35 S36
PIS31 Inconnu Inconnu
PIS33 S10 S35
PIS34 Inconnu Inconnu

S10 Inconnu*

S10 S35

S10 S35

S10 S35
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C. PARTIE 3 — CROISEMENTS INTRASPECIFIQUES DE S. CHILENSE

Dans cette troisiéme partie, I’objectif a été de croiser manuellement les individus de S.
chilense, dans le but d’obtenir la comptabilité réelle de ces croisements. Cette compatibilité
réelle a été calculé a deux niveaux, premi€rement au niveau post zygotique, par [’analyse du
taux de mise a fruit et nombre moyen de graines par fruit et deuxiémement au niveau
prézygotique par 1’analyse des taux de germination des grains de pollen sur le stigmate et par
I’analyse de la croissance des tubes polliniques dans le style. Dans la suite du travail, on entend
par « type de croisement » un type spécifique de croisement entre deux individus de S. chilense,
et par « pollinisation », un dépdt de pollen sur une fleur, représentant une réplication d’un type

de croisement.

I.  Taux de mise a fruit et nombre movyen de graines par fruit

Un total de 795 pollinisations, dont 50 types de croisements différents, ont été réalisés

dans toute la population de S. chilense.

Seuls deux types de croisements avaient un taux de mise a fruit supérieur a 75%. Ce
sont les croisements PIS10 x PIS19 et PIS14 x PIS10. Certains types de croisements avaient un
taux de mise a fruit entre 75 et 50%. Ce sont les types de croisements PIS10 x PIS14, PIS19 x
PIS33, PIS19 x PIS40, PIS33 x PIS14, PIS34 x PIS33, PIS36 x PIS19 et PIS38 x PIS36. Les
autres types croisements avaient un taux de mise a fruit inférieur a 50%. Certains types de
croisements n’ont donné aucun fruit. Ce sont les types de croisements PIS10 x PIS33, PIS19 x
PIS10, PIS19 x PIS14, PIS19 x SC2, PIS31 x PIS33, PIS33 x PIS36, PIS38 x PIS34, PIS 40 x
PIS19, SC2 x PIS31 et SC2 x PIS33 (Tableau 10).
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Tableau 10 : Synthese des croisements réalisés entre dix individus de S. chilense et taux de mise a fruit. Le nombre dans la
cellule indique le nombre de pollinisations réalisé et la couleur de la cellule indique le taux de mise a fruit. Le tableau des
données est disponible a I’annexe 4.

Parent méle
PIS10 PIS14 PIS19 PIS31 PIS33 PIS34 PIS36 PIS38 PIS40 SC2

PIS10-
PIS14- 20 20
PI1S19-
20 Taux de mise
a fruit (%)
PIS31- g 7o%
3 I
T "
£ PIS33- j o
Q£
c %
© PIS34- 0
g
- 0,
PIS36- I 20%
P1S38- = 05%
H 0%
P1S40-

Lorsque les fruits étaient viables et assez miirs, les graines ont été comptées et le nombre
de graines par fruit a été calculé. Le type de croisement ayant le nombre de graines par fruit le
plus élevé était le type de croisement PIS10 x PIS19 avec en moyenne 30,67 graines par fruit.
D’autres types de croisements avaient en moyenne plus de 15 graines par fruit, ce sont les types
de croisement PIS10 x PIS14, PIS33 x PIS14 et PIS38 x PIS19. Les autres types de croisement

avaient moins de 15 graines par fruit (Tableau 11).
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Tableau 11 : Synthése du nombre fruits disséqués issus des entre dix individus de S. chilense. Le nombre dans la cellule indique
le nombre de fruits disséqués (dont le nombre de graines a été compté) issus du type de croisement et la couleur de la cellule
indique le nombre moyen de graines par fruit. Une cellule de couleur noire indique que le type croisement n’a produit pas de
fruit ou n’a pas donné de fruit viable ou miir susceptible d’étre disséqué. Le tableau des données est disponible a [’annexe 4.

Parent méle
PIS10 PIS14 PIS19 PIS31 PIS33 PIS34 PIS36 PIS38 PIS40 SC2

w0 Wil
PIS14- | 13 . 5 6

PIS19- . 2 16 . 2
— Nombre moyen de
PIS31- 6 . . ‘4 . _ graine par fruit
30
i
PIS33- 5

N |
20
= [l HE BN
) 1

PIS36- 3 6 10

=3
PIS38- H 3 1 . 2 4 H NA

P1S40 1 1

« + HE N

Afin d’étudier la corrélation entre le taux de mise a fruit et le nombre moyen de graines

Parent femelle

par fruit, nous avons sélectionné les données de maniére a garantir une analyse robuste. En
retenant uniquement les croisements réalisés au moins 18 fois et pour lesquels au moins 1 fruit
ou au moins 4 fruits ont été disséqués (dont les graines ont été compté), nous nous assurons que
chaque estimation repose sur un nombre suffisant de données. Pour les deux critéres de
sélection, nous observions une corrélation positive modérée et significative, indiquant une

tendance modérée entre le taux de mise a fruit et le nombre moyen de graines par fruit (Tableau
12).

Tableau 12 : Tests de corrélation entre le taux de mise a fruit et le nombre moyen de graines par fruit.

Critére de sélection Test de corrélation
Nombre de
Nombre de replica Nombre de  croisements Coefficient de
par croisement  fruit disséqué différent corrélation (R)  ICinf ICsup  P-valeur
18 4 14 0597 009 0856 0.0243
18 1 22 0550 0.167 0.788 0.0081
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II.  Germination du pollen et croissance des tubes polliniques

Six types de croisement ont été ¢tudiés, avec au total, dix pollinisations par type de
croisement. Ces types de croisements ont été choisis car ils posseédent majoritairement un S-
alléle en commun maximum, et qu’ils ont des taux de mise a fruit, parmi 20 pollinisations, assez
variables allant de 5 a plus de 75%. Ils représentent donc une zone d’ombre a explorer, une zone
dans laquelle les croisements sont « semi-compatibles ». Les types de croisement réalisés sont

repris dans le Tableau 13.

Tableau 13 : Types de croisements réalisés et leur taux de mise a fruit, nombre d’alléles en commun respectif, pour l’analyse
de la croissance des tubes polliniques.

Type de croisement (? x &) Taux de mise a fruit Allele en commun
PIS10 x PIS19 76,19% 1 (S35)
PIS36 x PIS19 65% Ooul
PIS10 x PIS14 50% 1 (S35)
PIS14 x PIS40 35% 1 (S35)
PIS14 x SC2 25% 1 (S35)
PIS40 x PIS14 5% 1 (S35)

Premiérement, le pourcentage de tubes polliniques atteignant 1’ovaire était différent
selon les croisements, il était de 22,05 £0.14% pour le croisement PIS10 x PIS19, de 31,41
+0.24% pour le croisement PIS36 x PIS19, de 16,17 £0.17% pour le croisement PIS10 x PIS14,
de 24,57 £0.19% pour le croisement PIS14 x PIS40, de 4,29 +0.07% pour le croisement PIS4
x SC2 et de 6,8 £0.11% pour le croisement PIS40 x PIS14.

Afin d’étudier dans quelle partie du style, le pollen était le plus souvent arrété, nous
avons calculé le taux de germination du pollen et les pourcentages de tubes polliniques
traversant les différents tiers du style pour les différents types de croisements. Tout d’abord, le
rapport entre le nombre de grains de pollen germé et le nombre total de grains de pollen observés
sur le stigmate (taux de germination du pollen) a été calculé. Ensuite, le rapport entre le nombre
de tubes polliniques traversant le 1 tiers du style et le nombre de grains de pollen germés
(pourcentage de tubes polliniques traversant le 1¢" tiers du style), le rapport entre le nombre de
tubes polliniques traversant le 2° tiers du style et le nombre de tubes polliniques traversant le
1 tiers du style (pourcentage de tubes polliniques traversant le 2° tiers du style), et enfin le
rapport entre le nombre de tubes polliniques traversant le 3° tiers du style et le nombre de tubes
polliniques traversant le 2° tiers du style (pourcentage de tube pollinique traversant le 3° tiers

du style) ont été calculés.
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Globalement, ’arrét du pollen se manifestait soit au niveau du stigmate, via 1’absence
de germination, soit dans le premier ou deuxiéme tiers du style via ’arrét de la croissance du
tube pollinique. La croissance des tubes polliniques était rarement ou jamais inhibée, dans le
troisiéme tiers du style (Figure 30). L’absence de germination était plus marquée pour le type
de croisement PIS40 x PIS14, comparé aux autres. L’arrét de la croissance des tubes polliniques
dans le premier tiers du style était plus marqué pour les croisements PIS14 x SC2 et PIS10 x
PIS14 que pour les autres. Tandis qu’un arrét de la croissance de certains tubes polliniques était
observé pour les croisements dans le deuxiéme tiers du style. Enfin, dans le troisiéme tiers, la
majorité des tubes polliniques ayant atteint ce niveau ont poursuivi leur croissance jusqu’au

bout du style (Figure 30).
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Figure 30 : Germination du pollen et croissance des tubes polliniques a travers le style pour six types de croisements entre individus de S. chilense. (4) Taux de germination, (B) Pourcentage
de tube pollinique traversant le 1 tiers, (C) Pourcentage de tube pollinique traversant le 2° tiers, (D) Pourcentage de tube pollinique traversant le 3¢ tiers. (E) Nombre de grains de pollen sur le
stigmate, (F) Nombre de grains de pollen germé, (G) Nombre de tubes polliniques traversant le ler tiers du style, (H) Nombre de tubes polliniques traversant le 2e tiers du style. Les barres
d’erreurs représentent [’écart-type autour de la moyenne. Les valeurs partageant la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon les modeles de régression logistique binomiale (0. =
0,05). Le détail des p-valeurs issus de ces modeéles est présenté a [’annexe 5.
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Un test de corrélation a été réalisé sur les taux de mise a fruit, les nombres moyens de
graines par fruit, les taux moyens de germination des grains de pollen et les pourcentages
moyens de tubes polliniques traversants les différents tiers du style des six types de croisements
de S. chilense, afin d’identifier les relations entre les facteurs prézygotiques et les facteurs

postzygotiques.

Le taux de mise a fruit présentait une corrélation positive avec le taux moyen de
germination du pollen et avec le pourcentage moyen de tubes polliniques traversant le deuxiéme
tiers du style (Figure 31). De plus, le nombre moyen de graines par fruit était également corrélé
positivement avec le taux moyen de germination du pollen. Il convient toutefois de souligner
que ces résultats doivent étre interprétés avec prudence. Ils reposaient sur des données issues
de seulement six types de croisements, pour lesquels il y a avait majoritairement un S-allele en

commun, et donc les taux de mise a fruit variaient entre 5 a 75%.
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Figure 31 : Graphique de corrélation entre le taux de mise fruit (Fruit), le nombre moyen de graines par fruit (Graine), le
taux moyen de germination (Germ.) et les pourcentages moyens de tube pollinique traversant le 1°" ou 2¢ tiers du style (TP.1,
TP.2) de six types de croisements de S. chilense. Les types de croisement utilisé sont présentés au Tableau 12. Les valeurs,
couleurs et tailles des ronds représentent le coefficient de corrélation (R). Les "X" indiquent que le test de corrélation a une p-
valeur non-significative (>0.05).

63



D. PARTIE 4 — EXPRESSION RELATIVE DES GENES HT-A, HT-B, SI0 ET S35

Dans le but d’étudier le potentiel lien entre 1’auto-incompatibilité et I’expression des
genes modificateurs et la morphologie florale. Nous avons analysé I’expression relative des

genes H1-A4 et HT-B dans notre population de S. chilense.

L’expression des geénes H7-A et HT-B variait fortement entre les individus, dans les
fleurs antheése + 2 jours. L’expression de H7-4 chez PIS36 et PIS38 était démesurément plus
¢levée que chez les autres individus (Figure 32). L’expression de H7-B était démesurément
plus grande chez PIS36 et elle était plus grande chez PIS19 et chez SC2 que chez les autres
individus. L’expression de H7-B était plus ¢levée chez PIS10 et PIS38 que chez PIS14, PIS33
et PIS40 (Figure 32).
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Figure 32 : Expression de HT-A et HT-B normalisée aux pistils de PIS10 avec LeEF1a et TIP41 comme génes de référence
dans les pistils de 8 individus de S. chilense. Les barres d’erreurs représentent |’écart-type autour de la moyenne. Les valeurs
partageant la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon les comparaisons multiples avec la méthode Tukey (o
=0,05). La cellule en dessous présente la valeur F, les degrés de liberté et la p-value issus de ’ANOVA 1 (Expression ~ Ind).

Afin de savoir si le degré d’auto-incompatibilité serait li¢ au degré d’expression des S-
alleles, nous avons aussi analys¢ I’expression des S-allele S10 et S35 chez les individus

possédant ces all¢les.

L’expression des S-all¢le variait également entre les individus. L’expression de 1’all¢le
S10 était plus grande chez PIS36 et PIS40 que chez les autres individus, et I’expression était
aussi plus grande chez PIS38 et SC2 que chez PISO et PIS33 (Figure 33). L’expression de
I’allele S10 était plus €levée chez PIS19 et SC2 que chez les autres individus. Elle était plus
faible chez PIS10 et PIS14 et presque nulle chez PIS40 (Figure 33).
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Figure 33 : Expression des alléles S10 et S35 normalisée aux pistils de PIS10 avec LeEF1a et TIP41 comme génes de
référence dans les pistils de 8 individus de S. chilense. Les barres d’erreurs représentent l’écart-type autour de la moyenne.
Les barres d’erreurs représentent 1’écart-type autour de la moyenne. Les valeurs partageant la méme lettre ne sont pas
significativement différentes selon les comparaisons multiples avec la méthode Tukey (o. = 0,05). La cellule en dessous présente
la valeur F, les degrés de liberté et la p-value issus de ’ANOVA 1 (Expression ~ Ind). NS indique que [’expression n’a pas été
calculée, car l'individu ne possede pas le S-allele. NA indique que [’expression n’a pas été calculée chez cet individu.

L’expression relative des génes modificateurs H7-4, HT-B et des S-alléles dans les fleurs
en anthése + 2 jours, des individus de S. chilense n’était pas corrélée aux taux de mise a fruit,
au nombre moyen de graines par fruit, ni au pourcentage de tubes polliniques atteignant I’ovaire

dans les croisements ou ces individus étaient le parent femelle (Figure 34)
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Figure 34 : Compatibilité réelle des croisements en fonction de l’expression relative des génes HT-A, HT-B et de
DPexpression relative de S-alléle(s) des parents femelle impliquée dans ces croisements. Ligne de graphiques du haut :
Taux de mise a fruit en fonction de [ ’expression relative des genes et S-allele(s) . Ligne de graphiques du milieu : Nombre
de graines par fruit en fonction de [’expression relative des genes et S-alléle(s). Lignes de graphique du dessous :
Pourcentage de tube pollinique atteignant [’ovaire en fonction de [’expression relative des genes et S-alléle(s).
L’expression relative de S-alléle est calculée comme la moyenne de [’expression des S-alléle (lorsque les deux ont été
analysés) ou d’un S-alléle (lorsqu 'un seul était analysé). La couleur des points couleur indiques le parent femelle impliqué
dans le croisement. La droite bleue représente la meilleure droite passant par les points selon la méthode des moindres
carrés. « r » indique le coefficient de corrélation de Pearson et « p » la p-valeur associé au test de corrélation (o = 0,05).
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E. PARTIE 5 — ANALYSE DU DEVELOPPENT RACINAIRE PAR BOUTURAGE

Le maintien des populations de S. chilense reste complexe. Dans le but de cloner et
multiplier rapidement les individus par bouturage, nous avons étudi¢ les moyens d’initier le
développement racinaire chez cinq individus de S. chilense, en cultivant des boutures de ces
individus dans différentes solutions. Il s’agissait de solutions d’eau distillée seule, d’eau
distillée avec des hormones de bouturage, d’une solution de NaCl 20 mM et d’une solution
combinant NaCl (20mM) et hormones de bouturage. Le but ¢était d’identifier si les boutures
développeraient plus de racines dans des conditions salées, semblables a leur environnement

salin naturel.

La conductivité électrique des solutions d’eau distillée et d’eau distillée avec hormones
de bouturages était de 0 mS/cm en début d’expérience. En fin d’expérience, elle était
respectivement de 0,364 mS/cm (£ 0,029) et de 0,308 mS/cm (£ 0,024). La conductivité des
solutions de NaCl (20 mM) était de 3,180mS/cm en début d’expérience et de 4,632 mS/cm (£
0,143) en fin d’expérience, et celle des solutions de NaCl (20 mM) avec hormones de bouturage

était de 2,930 mS/cm en début d’expérience et 4,442 mS/cm (+ 0,421) en fin d’expérience.

Au bout de neuf jours d’expérience, plusieurs boutures des différents individus étaient
mortes, principalement dans les solutions contenant du NaCl et celles avec du NaCl et des
hormones, et dans une moindre mesure pour la solution avec des hormones de bouturage. Les
boutures cultivées dans I’eau distillée simple présentaient moins de mortalité (Figure 35). Le
taux de mortalité des boutures en fin d’expérience différait entre les solutions de bouturages (>
= 66,558, dl = 3, p-val = 2.328°-14) et ne variait pas entre les individus (y* = 1,0999, dl = 4, p-
val = 0.8943). Apres la mort de la totalité des boutures présentes dans les solutions NaCl et

NaCl + hormones, nous avons décidé d’arréter I’expérience.
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Figure 35 : Evolution du taux de moralité des boutures de 5 individus de S. chilense dans différentes solutions.

En fin d’expérience (jour 17), sur les 25 boutures différentes par solution, six boutures
cultivées dans 1’eau distillée présentaient des racines, quatre pour les boutures cultivées avec
des hormones de bouturage et une seule pour les boutures cultivées dans la solution NaCl +
hormones de bouturage. Aucune bouture cultivée dans les solutions de NaCl ne présentait des
racines. Toutes les boutures avec racines possédaient de petites racines jeunes, encore peu
développées, et I’évolution du nombre de racines par bouture est présentée a I’annexe 6. Un test
exact de Fisher a été réalisé afin de savoir si la présence de boutures avec des racines était
influencée par les solutions, ce dernier montre que les solutions semblent avoir un effet sur la
présence ou absence de racine. La présence de racine différait entre les solutions (7est Exact de
Fisher, p-val = 0,02138) et variait aussi entre les individus (7est Exact de Fisher, p-val =
0,01701). Cependant, ces résultats sont a prendre avec délicatesse, étant donné le fort taux de

mortalité des boutures.
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DISCUSSION

A. PREAMBULE - COMPLEXITE DE L’ETUDE DES BARRIERES DE REPRODUCTION

Dans ce mémoire, nous avons exploré les barrieres de reproduction intraspécifiques
chez Solanum chilense. 1.’analyse de ces barriéres a été réalisée a différents niveaux : au niveau
pré-pollinisation, via 1’¢tude de D’exsertion du stigmate; au niveau post-pollinisation
prézygotique, par I’analyse des taux de germination des grains de pollen sur le stigmate et des
taux de croissance des tubes polliniques dans le style ; au niveau postzygotique, par I’étude du

taux de mise a fruit et du nombre moyen de graines par fruit (Figure 36).

Les barrieres de reproduction agissent séquentiellement, et sont classées en fonction du
moment auquel elles agissent. Les barrieres agissant tot, comme les barri¢res pré-pollinisation
ou prézygotique, ont un impact plus grandement sur la compatibilit¢ et sur 1’isolement
reproducteur, comme chaque barrieére ne peut empécher que le flux génétique potentiel qui n'a
pas déja été €liminé par les barriéres agissant précédemment (Baack et al., 2015; Coyne et al.,
2004; Widmer et al., 2009). Ce n’est donc qu’en examinant la contribution relative des barriéres
dans leur globalité que 1’on peut identifier a quel niveau elles sont les plus importantes. A
I’inverse, étudier les barriéres de reproduction a un seul de ces niveaux ne permettrait pas de
déterminer s’il existe une barriére a ce niveau précis. Ainsi, le taux de germination des grains
de pollen sur le stigmate est une mesure ambigué de la présence de barrieres post-pollinisation
prézygotiques, car I’absence de germination pourrait résulter d’une barriere antérieure, au
niveau de la viabilité pollinique ou de la réceptivité stigmatique. De méme, le taux de mise a
fruit et le nombre moyen de graines par fruit ne constituent pas des indicateurs directs de la
présence (ou non) de barrieéres post-pollinisation postzygotiques. Par exemple, 1’absence de
fruit pourrait étre la conséquence d’une barriere antérieure, comme 1’arrét de la croissance des
tubes polliniques ou la non-germination des grains de pollen. L’analyse de la croissance des
tubes polliniques représente une mesure plus directe de la présence de barriére prézygotique et
d’auto-incompatibilit¢ gamétophytique (Takayama & Isogai, 2005). Chez S. chilense, on
s’attend a ce que les barriéres de reproduction soient particulierement marquées au niveau de
la croissance des tubes polliniques, ¢étant donné la présence d’auto-incompatibilité

gamétophytique (Gao et al., 2015; Li & Chetelat, 2015).

Par conséquent, dans ce mémoire, nous nous sommes concentrés sur l’analyse de
quelques barrieres de reproduction. Cependant, il aurait été pertinent d’en examiner d’autres

afin d’obtenir une vue compléte et globale des barrieres de reproduction intraspécifiques chez
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S. chilense. Par exemple, il aurait été intéressant d’analyser la viabilit¢ des gamétophytes
(pollen et ovules), d’étudier les caractéristiques des fruits et des graines (taille, forme, couleur).
De plus, chez S. lycopersicum la taille des fruits est d’ailleurs liée a la fécondation des ovules
(Quinet et al., 2019). L’¢étude de la viabilité et fertilit¢ des plants issus de ces graines aurait
aussi pu nous communiquer des données sur la présence d’autres barriéres prézygotiques

(Figure 36).
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Figure 36 : Schéma des éventuelles barrieéres de reproduction intraspécifique. Les cadres bleus représentent les
barrieres de reproductions étudiées chez S. chilense pour ce mémoire.

B. OBJECTIF 1 - LIEN ENTRE LA MORPHOLOGIE FLORALE ET LA COMPATIBILITE

Le premier objectif de ce mémoire était d’analyser I'existence d'une relation entre la
morphologie florale, notamment I'exsertion du stigmate, et la compatibilit¢ des plantes, en
particulier I'auto-incompatibilité chez S. chilense. En effet, des études ont montré que des génes
contrdlant la morphologie florale étaient proches du S-locus chez la tomate et qu’il pouvait
donc y avoir une région chromosomique controlant différents paramétres floraux et

reproducteurs (Bernacchi & Tanksley, 1997; Quinet, 2005).

Pour cela, nous avons étudié la morphologie florale de différents individus de S.
chilense. L’aire des pétales, des sépales et des étamines, ainsi que la longueur des étamines et
du pistil, variait significativement entre certains individus (Figure 18,Figure 19). Toutes les
fleurs analysées présentaient une exsertion du stigmate, avec un degré d’exsertion également

variable selon les individus (Figure 20). Par ailleurs, nous avons évalué I’expression des S-
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alléles et des génes modificateurs H7-4 et HT-B. L’expression de S-alleles et de ces génes

variait fortement entre les individus (Figure 32, Figure 33).

L’analyse en composantes principales ne relevait pas de relation entre les données de
morphologie florale et les données d’expression des geénes d’auto-incompatibilité
gamétophytique (Figure 37). Cependant, il est important de souligner que cette analyse repose
sur un échantillon restreint de données, issu de seulement sept individus de S. chilense
appartenant a une méme population. Par conséquent, ces conclusions ne peuvent étre
généralisées. Il serait donc pertinent, dans des études futures, d’explorer ces relations sur un jeu
de données plus large, incluant un plus grand nombre d’individus provenant de populations
variées (cotieres et andines) (Raduski & Igi¢, 2021). Par ailleurs, une variation du taux de mise
a fruit et du nombre de graines par fruit a été observée en fonction du parent femelle impliqué
dans le croisement. Toutefois, ces données ne montrent pas de corrélations avec la morphologie

florale du parent femelle.
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Figure 37 : Analyse en composante principale (ACP) de la surface des organes floraux et des expressions de géne et alléle
d’Al de 7 individus de S. chilense. (4) Graphique des individus de S. chilense. (B) Graphique des variables, avec la contribution
pour les composantes principales (Dim 1 et Dim 2) représentée par [’orientation des fléches et le gradient de couleurs.

Les études analysant les liens entre la morphologie florale et I’auto-incompatibilité ont
montré que cette relation peut étre présente au sein du genre Solanum. Les especes auto-
incompatibles montrent un degré d’exsertion stigmatique plus important que les especes auto-
compatibles (Peralta et al., 2008; Rick, 1988). Bernacchi & Tanksley (1997) et Quinet (2005)
ont suggéré I’existence d’un complexe de genes régulant la morphologie florale autour du S-
locus sur le chromosome 1, chez la tomate, ces traits comprennent la taille des fleurs, le nombre
de fleurs par inflorescence et la longueur du rachis de l'inflorescence. Le contrdle de la taille
des sépales, des pétales, des étamines, du stigmate et de I’ovaire semble étre réalisé dans

d’autres loci de la tomate. De plus, I’exsertion du stigmate ne semble pas étre régie par le S-
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locus, le contrdle de D’exsertion du stigmate mobilise plusieurs génes sur différents
chromosomes, soulignant sa nature polygénique et complexe (Chen & Tanksley, 2004; Fulton
etal., 1997; Georgiady et al., 2002; Vosters et al., 2014). La plupart de ces études, explorant les
liens entre morphologie florale et auto-incompatibilité, ont été menées en comparant soit deux
(ou plusieurs) especes de tomates apparentées et leurs hybrides, soit différentes populations
d’une méme espece. En revanche, tres peu d’études, comme celle-ci, ont examiné cette relation
entre plusieurs individus d’'une méme espece d’une seule population. Ainsi, I’absence de cette
relation pourrait s’expliquer par la taille limitée de I’échantillon (seulement 7 individus) ou par
le niveau taxonomique étudié¢. En d’autres termes, le lien entre morphologie florale et auto-
incompatibilité pourrait €tre davantage perceptible entre différentes populations ou entre

especes distinctes et leurs hybrides qu’entre individus d’une méme population.

Bien qu'il existe des variations morphologiques florales intraspécifiques, aucun individu
n'affichait une morphologie clairement distincte. Certes, certains, comme PIS19, présentaient
des traits floraux plus grands, mais il était impossible d'identifier un individu uniquement sur
la base de ces traits floraux. La morphologie des fleurs variait donc non seulement entre les
individus de S. chilense, mais également au sein d’'un méme individu. Ces variations, qui ne
semblent pas liées a I’auto-incompatibilité, pourraient étre associées a d'autres facteurs, tels que
I'environnement (méme en culture sous serre), le moment de prélévement ou encore la position
de l'inflorescence sur la plante et de la fleur au sein de I’inflorescence. En effet, il est connu que
I’environnement peut affecter la morphologie et la taille des fleurs. Par exemple, chez S.
lycopersicum, de basses températures perturbent le développement floral (Lozano et al., 1998;
Sawhney, 1983) et des ¢élévations de température provoquent un allongement du style et un

raccourcissement des anthéres (Saeed et al., 2007; Sato et al., 2006).

C. OBJECTIF 2 — DIFFERENCES ENTRE COMPATIBILITE THEORIQUE ET REELLE

Le deuxi¢me objectif de ce mémoire visait a identifier des différences entre 1’auto-
incompatibilité théorique, obtenue via I’identification des S-alléles, et la compatibilité réelle
obtenue de deux maniéres : via 1’analyse des taux de croissance des tubes polliniques dans le

style et via I’analyse des taux de mise a fruit et du nombre moyen de graines par fruit.

Nous n’avons pas pu identifier de nouveau S-all¢les dans la population de S. chilense.
Premi¢rement, la méthode RACE ne semble pas avoir fonctionné en raison d’un probléme lié
a ’amorce PR1 utilisée. En effet, en substituant I’amorce PR1 par une amorce plus conservée

spécifique a un S-alléle particulier, nous avons réussi a amplifier les séquences de cet alléle
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(Figure 27). Cela suggére que 1’amorce PRI est trop dégénérée pour s’attacher correctement
aux séquences des S-RNases dans notre population. Cette difficulté est liée au fait que le S-
locus est particuliérement polymorphique, comme le démontre la diversit¢ des S-all¢les

identifiés a partir des S-RNases chez S. chilense (Igic et al., 2007).

Le caractere hautement polymorphique du S-locus s’explique par une sélection négative
dépendante de la fréquence des S-alleles (Wright, 1939). En effet, les S-all¢les rares au sein
d’une population ont une plus grande probabilité de contribuer a la reproduction que les S-
alleles communs. Ces alléles rares sont donc fortement favorisés par sélection (Paape & Kohn,
2011). Une autre conséquence de ce polymorphisme, observée dans ce mémoire, est la difficulté
de concevoir des amorces adaptées aux S-RNases. Bien que I’amorce PR1 semble inappropriée,
les autres amorces « Groupe », moins dégénérées, n’ont pas non plus donné de résultats
concluants. Le haut polymorphisme du S-locus et le grand nombre de S-alléles par espece rend
le design d’amorces communes trés compliqué, méme dans les régions conservées des S-
RNases, et pose probléme pour 1’identification des S-all¢les non seulement chez la tomate, mais
¢galement chez d’autres especes auto-incompatibles, comme chez les arbres fruitiers de la
famille des Rosacées (Quinet et al., 2014). En effet, les séquences d’un méme S-all¢le d’especes
proches sont plus similaires que celles de S-all¢les différents d’une méme espece (Vieira et al.,

2010).

Sur les 10 individus cultivés en serres, 13 des 20 S-alléles ont été identifiés a partir des
séquences des S-RNases, mais ils correspondaient seulement a 2 S-alleles différents,
précédemment identifiés au laboratoire. Les S-all¢les nous donnent I’information théorique de
I’auto-incompatibilité gamétophytique, donc la proportion de rejet des tubes polliniques
théorique, a savoir : auto-incompatible si les deux S-alléles sont communs entre les parents,
semi-compatibles si les parents ont un S-allele en commun et pleinement compatibles si les
parents différent par leurs deux S-alléles (B. A. McClure & Franklin-Tong, 2006). A premiére
vue, on peut obtenir I’information théorique du taux de rejet des tubes polliniques dans le style
et donc indirectement des taux de mise a fruit et nombre moyen de graines par fruit, en se basant
sur le nombre de S-alleles en commun entre les parents (Tableau 14). En effet, quand le
croisement est compatible (aucun S-all¢les en commun), tous les tubes polliniques devraient en
théorie atteindre I’ovaire et assurer la fécondation des ovules, ce qui induira la formation du
fruit et des graines. Dans le cas d’un croisement semi-compatible (1 S-alléle en commun), la
moiti¢ des tubes polliniques (ceux portant le S-allele commun) seront arrétés dans le style et

donc seule la moitié des tubes polliniques atteindront 1’ovaire et le nombre d’ovules fécondés
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sera réduit, mais le développement du fruit sera malgré tout assuré¢, méme s’il contiendra moins
de graines. Dans le cas d’un croisement incompatible, tous les tubes polliniques seront arrétés
dans le style, aucune fécondation n’aura lieu et donc aucun fruit ne se développera a moins que

cela ne soit un fruit parthénocarpique (Tableau 14).

Tableau 14 : Pourcentages théoriques de tubes polliniques atteignant [’ovaire, taux de mise a fruit théorique et nombre de
graines par fruit théorique en fonction du nombre de S-alléle commun entre les parents, dans le cas d’auto-incompatibilité
gamétophytique.

Nombre de S-alléle en  Pourcentage de tubes Taux de Graines par fruit
commun entre les polliniques atteignant  mise a fruit
parents I’ovaire
0 (Compatible) 100% 100% ++
1 (Semi-compatible) 50% <100% +
2 (Incompatible) 0% 0% pas de fruit

Cependant, lors de ce mémoire, un gradient de compatibilité est observé dans les
croisements étudiés : les pourcentages réels de tubes polliniques atteignant 1’ovaire variaient
entre 4 et 31 %, les taux de mise a fruit variaient entre 0 et 76 % (Tableau 10, Annexe 4), le

nombre moyen de graines par fruit variait aussi entre 5 et 30 (Tableau 11, Annexe 4).

Concernant la croissance des tubes polliniques, tous les croisements réalisés avaient un
pourcentage de tubes polliniques atteignant I’ovaire inférieur a la valeur attendue sur base des
S-alleles, avec une différence entre 18% et 68% par rapport a la valeur attendue en fonction des
croisements (Tableau 15). Les croisements réalisés étaient au mieux semi-compatibles, car la
plupart des plantes avaient 1 S-all¢le en commun. On remarque aussi que, pour un méme parent
femelle, le pourcentage de tubes polliniques atteignant 1’ovaire variait en fonction du parent
male, ce qui suggere que I’AIG est plus complexe que ce que prédit la compatibilité entre S-

alléles.

Tableau 15 : Synthése des six croisements réalisés entre individus de S. chilense et différence pourcentage théorique de tubes
polliniques atteignant [’ ovaire établi sur base de leurs S-alléles et le pourcentage réel de tubes polliniques atteignant l’ovaire.

Type de ‘ ’Po.urcentage Pourcentag.e f‘éel de
croisement Alléle en thgo.rlque de t}lbes tub‘es polln,nqufes Différence
B @ commun polliniques atteignant atteignant I’ovaire

(Fxd I’ovaire (%) (%)
PIS10 x PIS19 | 1 (S35) 50 22,05 +0.14 27,95
PIS36 x PIS19 | Ooul 100 ou 50 31,41 £0.24 68,59 ou 18,59
PIS10 x PIS14 | 1 (S35) 50 16,17 £0.17 33,83
PIS14 x PIS40 | 1 (S35) 50 24,57 +£0.19 25,43
PIS14 x SC2 1 (S35) 50 4,29 +£0.07 45,71
PIS40 x PIS14 | 1 (S35) 50 6,8 £0.11 43,2
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Concernant le taux de mise a fruit, celui-ci variait également entre croisements et ne
correspondait pas toujours au taux de mise a fruit attendu (Tableau 16). Certains croisements
incompatibles n’ont donné aucun fruit comme attendu (2 S-all¢les en commun); il s’agissait des
croisements PIS10 x PIS33, PIS33 x PIS38, PIS34 x PIS34 et SC2 x PIS33. Cependant, certains
des croisements théoriquement incompatibles (2 S-all¢les en commun) ont donné des fruits : il
s’agissait des croisements PIS33 x PIS10, PIS33 x PIS40, PIS33 x SC2, PIS38 x PIS33, PIS38
x SC2, PIS40 x PIS10, PIS40 x SC2 et SC2 x PIS40. Ceci peut s’expliquer soit par le
développement de fruits parthénocarpiques sans graines, méme si c’est rare chez S. chilense
(Quinet, communication personnelle), soit par le dépot involontaire de pollen compatible lors
de la pollinisation, soit par le fait que 1’auto-incompatibilité n’était pas compléte et que tous les
tubes polliniques n’ont pas été arrétés dans le style. La premiére hypothése ne peut étre
complétement exclue, car, bien que tous les fruits analysés contiennent des graines, certains
fruits n’ont pas été analysés, car ils étaient non mirs ou étaient tombés en cours de murissement.
Bien que nous ayons réalisé les croisements avec soin, nous ne pouvons totalement exclure la
deuxiéme hypothese. La derniere hypothése n’a pas pu étre testée, car nous n’avons pas
compar¢ la croissance de tubes polliniques lors de croisements théoriquement auto-

incompatibles.

En revanche, aucun croisement n’a donné de taux de mise a fruit réel de 100 %, alors
qu’on aurait pu théoriquement attendre que tous les croisements, ayant minimum 1 S-all¢le en
commun, forment un fruit, car la fécondation de quelques ovules suffit a déclencher la
formation du fruit (Quinet et al., 2019). Le nombre d’ovules par fruit est élevé chez les especes
de tomate, méme chez S. chilense (Bigot, 2023) et donc méme un nombre réduit de tubes
polliniques atteignant 1’ovaire et fécondant quelques ovules devraient déclencher le
développement du fruit. Les croisements montrant la plus grande différence entre le taux de
mise a fruit attendu et réel étaient : PIS19 x PIS10, PIS19 x SC2, PIS36 x PIS40, PIS40 x PIS19,
et PIS40 x PIS19. Il faut des conditions idéales pour avoir un taux de mise a fruit de 100% chez
les croisements compatibilit¢ et semi-compatible. L’auto-incompatibilité gamétophytique
n’agit pas directement sur le développement du fruit, mais sur des étapes antérieures. Le
processus de nouaison est régi pas un nombre immense de facteurs a la fois, environnementaux
(lumiere, quantit¢ de CO2, humidité), nutritionnels et internes (quantit¢ de pollen viable,
germination des grains de pollen, production d’ovule, nombre de tubes polliniques fécondant
les ovules) (Chaplin & Westwood, 1980; Harel et al., 2014; Picken, 1984; Visser & Marcucci,

1984). 11 faut donc faire attention a ne pas surinterpréter ces résultats.
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Tableau 16 : Synthése des croisements réalisés entre dix individus de S. chilense et différence entre le taux de mise a fruit
théorique (0% ou 100%) établi sur base de leur S-alléles et le taux de mise a fruit réel (Tableau 10). Les S-alléle des parents
sont indiqués entre parentheses. « ? » indique que le S-alléle est inconnu. « ?* » indique que le S-alléle est différent de S10,
S35 ou S§36. Le nombre dans la cellule indique le nombre de pollinisations réalisées et la couleur de la cellule indique la
différence entre taux de mise a fruit théorique et réel. Une case noire indique que la différence n’a pu étre calculée par manque
d’information sur les S-alléle des parents impliqués dans le croisement.

Parent méle

(2] oY
N A
) o ) W < Qo .
L% \@" ar @ @\ & S

A
e’ e L) QJ
Q\Co“-‘ Q@"J & Q\Co”’

]
Taux de mise a fruit théorique - taux
80%
PIS33 (S10-S35) .
PIS34 (?-7)- . . 9 r40%
20%
Fisse (310-?.}7 .... . o
2 20%
PIS38 (S10-S35)- 24 3
( ) .. | . . H NA
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Nos résultats montrent cependant clairement qu’une différence a été¢ mise en évidence

PIS10 (S10-8395)

PIS19 (S35-7%)

Parent femelle

SC2 (S10-835)-

entre les attentes théoriques, basées sur 1’identification des S-alleles, et les observations
empiriques issues des croisements, notamment au niveau de la croissance des tubes polliniques,
montrant que les croisements ne peuvent pas étre classés selon les catégories classiques :
incompatibles, semi-compatibles ou compatibles. Nos résultats ne permettent pas d’identifier
les causes de ces différences. Cependant, plusieurs hypotheéses peuvent étre avancées pour les

expliquer.

Premierement, il est possible que d'autres barricres reproductives, non régies par les S-
alleles et liées au développement du fruit, soient en jeu. Cette hypothese est développée dans la

section suivante de la discussion.

Deuxiémement, I’auto-incompatibilité gamétophytique n’est pas un mécanisme binaire.
Il s’agit d’une cascade complexe d’interactions moléculaires et protéiques qui entrainent 1’arrét
du tube pollinique, et non d’un simple processus impliquant uniquement les S-RNases. Chez
les Solanacées, le S-locus comprend plusieurs SLF (déterminants males) associés a une S-
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RNase (déterminant femelle) (Takayama & Isogai, 2005), une S-RNase peut étre reconnue par
plusieurs SLF, ce qui rend les interactions plus complexes (Ashkani & Rees, 2016; Williams et
al., 2015). Chez les Papavéracées et les Drupacées, les grains de pollen possedent des protéines
SLF sachant chacune interagir avec une seule S-RNase spécifique (Takayama & Isogai, 2005).
Siune mutation intervient dans un géne SLF, cela rendra la protéine inactive et donc la S-RNase
correspondante ne pourra plus étre désactivée, les tubes polliniques seront donc plus
vulnérables aux S-RNases. Chez les Solanacées, les protéines SLF sont capables d’interagir
avec plusieurs S-RNases (Takayama & Isogai, 2005). La présence de mutations dans un gene
SLF n’¢éliminerait pas totalement la capacité des protéines SLF a neutraliser les S-RNases. Cela
réduirait donc les risques de rejet des tubes polliniques. La robustesse du systeme est renforcée
par une redondance fonctionnelle (Ashkani & Rees, 2016; Williams et al., 2015). Les disparités
entre les taux de compatibilité réels et théoriques peuvent étre en partie attribuées aux variations
dans le nombre d’interactions des SLF. De plus, certains types de croisement ont des taux de
mise a fruit et des pourcentages de tubes polliniques atteignant I’ovaire différent lorsqu’ils sont
réalisés dans un sens (pollen d’individu A x stigmate d’individu B) ou dans I’autre sens (pollen
d’individu B x stigmate d’individu A). C’est le cas notamment pour les croisements entre les
individus PIS14 et PIS40 et entre les individus PIS10 et PIS33. Cette différence pourrait aussi
étre expliquée par I’asymétrie des relations entre les SLF et les S-RNases. Il se pourrait que,
chez I’un des parents, une géne SLF ait subi une mutation augmentant la probabilité de rejet du

tube pollinique dans un sens plutot que dans un autre.

En outre, d'autres acteurs externes au S-locus, comme expliqué dans 1’introduction, des
genes modificateurs peuvent également jouer un role dans I’auto-incompatibilité (Goldraij et
al., 2006; Jiménez-Duran et al., 2013; Kondo et al., 2002; B. McClure et al., 1999; Moreels et
al., 2023; Tovar-Méndez et al., 2017; Williams et al., 2015). Ainsi, 1’auto-incompatibilité
gamétophytique est beaucoup plus complexe que ce que les modéles théoriques simplifiés

envisagent, le systéme chez les Solanacées pourrait étre donc plus modulable.

Enfin, la nature hautement polymorphique du S-locus souléve des questions importantes
sur la maniere dont les mutations influencent la compatibilité ou sur le degré de compatibilité
entre S-alleles. Claessen (2021) a montré 1’existence de variations intra-alléliques au sein de
plusieurs S-all¢les chez le poirier. Autrement dit, pour un S-all¢le connu, un variant de celui-ci
a été identifié. Ces variants différaient des S-alléles connus par la présence de, soit une ou
plusieurs mutations, situées dans des introns, soit par un ou plusieurs polymorphismes dans la

séquence codante. Certains variants de S-all¢les étaient neutres (c’est-a-dire fonctionnellement
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identiques au S-all¢le connu), tandis que d’autres étaient fonctionnellement divergents. Le
degré de divergence entre deux S-all¢les (ou entre un S-alléle et ses variants) pourrait influencer
le fonctionnement de I’auto-incompatibilit¢é gamétophytique. Par exemple, des parents
possédant des S-alleles aux séquences proches pourraient présenter un niveau de rejet différent
de ceux ayant des S-alleles plus éloignés, ce qui pourrait entrainer un gradient de dominance
des S-alleles au sein d’une population. Cela n’a pas encore été ¢tudié a ce jour, mais pourrait
constituer une hypothése expliquant les variations observées entre la compatibilité réelle et

théorique.

D. OBJECTIF 3 — ETAT ET IMPORTANCE DES BARRIERES DE REPRODUCTION

La compatibilité réelle est étudiée au niveau prézygotique par I’analyse du taux de
germination des grains de pollen et de la croissance des tubes polliniques et au niveau
postzygotique par 1’analyse du taux de mise a fruit et du nombre moyen de graines par fruit.
Cette analyse a plusieurs niveaux a pour troisieme objectif de déterminer a quel niveau les
barricres de reproduction sont les plus importantes. L’auto-incompatibilité gamétophytique est,
a ce jour, le seul mécanisme post-pollinisation connu empéchant 1’autofécondation chez S.
chilense (Moreels, 2022), on s’attend alors que les barriéres de reproduction soient présentes

au niveau de la croissance des tubes polliniques dans le style.

Pour six types de croisements, la germination des grains de pollen sur le stigmate et la
croissance des tubes polliniques ont été analysées (Tableau 13). L’arrét du pollen se manifestait
premicerement par 1’absence de la germination des grains de pollen (Figure 30). Le taux moyen
de germination des grains de pollen était, d’ailleurs, positivement corrélé avec le taux de mise
a fruit ainsi qu'avec le nombre moyen de graines par fruit (Figure 31). S’il est connu que la
régulation de 1’auto-incompatibilité sporophytique se manifeste au niveau de la germination du
pollen chez plusieurs especes (Takayama & Isogai, 2005), ceci n’est pas attendu dans le cas de
I’auto-incompatibilit¢ gamétophytique des Solanacées (Moreels, 2022). I serait plus
vraisemblable que le faible taux de germination des grains de pollen soit expliqué par une faible
viabilité pollinique ou par des stigmates non réceptifs. Nous n’avons malheureusement pas
analysé la viabilité pollinique et la réceptivité stigmatique de chaque individu de S. chilense
dans ce mémoire, mais de précédentes études au laboratoire ont examiné la viabilité pollinique
de la méme population de S. chilense. Cette viabilité variait fortement entre 50 et 86% selon les
¢tudes et les plantes (Bigot et al., 2022, 2023; Delbecq, 2024; Moreels, 2022), renforcant la
probabilit¢ de présence d’une barriére reproductrice pré-pollinisation a ce niveau-la. Les

hypothéses concernant la présence de barrieres post-pollinisation empéchant la reconnaissance
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entre les grains de pollen viable et le stigmate ne sont tout de méme pas a exclure et
nécessiteraient 1’¢tude de la réceptivité stigmatique et de la morphologie des papilles

stigmatiques et des grains de pollen.

En cas d’auto-incompatibilité gamétophytique, comme c’est le cas chez S. chilense, on
s’attend a ce que I’arrét de la croissance des tubes polliniques ne se produise que dans la partie
supérieure du style (Takayama & Isogai, 2005). Nos résultats confirment cela, en précisant que
I’arrét de la croissance des tubes polliniques se manifestait principalement dans les premier et
deuxiéme tiers du style et jamais dans le troisiéme chez S. chilense (Figure 30). La proportion
de tubes polliniques atteignant le deuxieme tiers du style était également positivement corrélée
avec le taux de mise a fruit (Figure 31). Cela suggere que le développement des fruits pourrait
étre influencé par I’arrét des tubes polliniques dans le deuxiéme tiers du style, et donc que
I’auto-incompatibilité gamétophytique pourrait €tre la seule barriere de reproduction post-
pollinisation. En effet le développement du fruit dépend de la fécondation des ovules et du
développement des graines (Quinet et al., 2019). Cependant, les corrélations n’étant pas
parfaites, elles pourraient aussi indiquer la présence de barriéres de reproduction postzygotique,
menant a un avortement du développement du fruit ou des graines. Bien que 1’existence de
barrieres de reproduction postzygotiques est peu étudiée chez les especes de tomates,
I’hypothese concernant la présence de barrieres postzygotiques interspécifique fait 1’objet d’un
intérét croissant dans les recherches actuelles (Baek et al., 2016; Bedinger et al., 2011;

Morimoto et al., 2019; Roth et al., 2018).

Il est cependant important de prendre ces conclusions avec précaution pour deux raisons
principales, déja évoquées. La premiére est que ces résultats ne reposent que sur six croisements
semi-compatibles (dont les parents n’ont qu’un seul S-alléle en commun), et la deuxiéme est
que l'analyse des barriéres de reproduction nécessite une approche globale a différents niveaux
pour identifier ou ces barrieres sont les plus présentes et les plus importantes (voir préambule
p. 68). Cela souligne la nécessité d'une analyse plus approfondie et globale des barriéres
reproductives a différents niveaux pour mieux comprendre leur importance, en prenant en
compte une diversité plus grande de croisements (compatible, semi-compatible et incompatible)

issus de différentes populations de S. chilense pour obtenir des résultats plus représentatifs.

Enfin, une faible corrélation positive est observée entre le taux de mise a fruit et le
nombre moyen de graines par fruit (Tableau 12). Le nombre de graines par fruit est trés variable
chez S. chilense, pouvant atteindre jusqu’a 80 graines (Raduski & Igi¢, 2021). Nos résultats
contredisent les travaux précédents qui n'avaient pas trouvé de relation entre le développement
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des graines et des fruits chez S. chilense (Moreels, 2022). Cette corrélation suggere que les
mécanismes de développement du fruit et des graines ne sont pas nécessairement indépendants,
d’autant plus que presque aucun fruit parthénocarpique n’a été observé ici et dans les recherches

précédentes au laboratoire, chez S. chilense.

Chez la tomate cultivée, les graines sont importantes dans le développement du fruit et
inversement. C’est, en partie, la fécondation des ovules qui initie le développement du fruit
(Quinet et al., 2019). Le nombre de graines influence la taille finale du fruit en modulant les
hormones qui régulent son activité mitotique (Kataoka et al., 2009). De plus, méme si des
différences mineures ont ¢té observées dans les taux de sucre, la présence de graines influence
I’expression d’enzymes impliqués dans le métabolisme des glucides chez les fruits (Rounis et
al., 2015). Enfin, a I’inverse, la photosynthése des fruits semble essentielle au développement

des graines (Lytovchenko et al., 2011).

E. OBJECTIF 4 — LIEN ENTRE EXPRESSION GENETIQUE ET COMPATIBILITE

Nous avons mesuré 1'expression relative des S-alleles S10 et S35 ainsi que des geénes
modificateurs H7-4 et HT-B dans les pistils en anthése + 2 jours, des différents individus de S.
chilense. L'objectif était d'étudier le lien entre I'expression relative de ces S-alleles et de ces
genes avec la compatibilité. Pour rappel, les genes HT pourraient jouer un role dans la
séquestration des S-RNases lors de croisements incompatibles. Selon le modéle de «
compartmentalization », les S-RNases sont séquestrées dans des vacuoles lors de croisements
compatibles, et leur libération serait engendrée par la présence de protéines HT-B lors de
croisements incompatibles (Goldraij et al., 2006; Moreels et al., 2023). Moreels (2022) a montré
que l'expression de HT-B dans les pistils était plus élevée chez S. chilense que chez S.
lycopersicum et leurs hybrides, mais qu'il n'y avait pas de différence d'expression pour H7-4
entre ces génotypes. Le géne HT-B serait principalement associé a I'auto-incompatibilité, tandis
que HT-A serait plutot impliqué dans I'incompatibilité unilatérale (Covey et al., 2010; Goldraij
et al., 2006). La suppression de I'expression de H7-B dans le pistil, ainsi que les mutations dans
les génes HT-A et HT-B, empéche le rejet du pollen S-spécifique (B. McClure et al., 1999;
Tovar-Méndez et al., 2017). Une expression relative plus importante de ces genes HT pourrait
donc renforcer les effets des barriéres d'auto-incompatibilité. De la méme manicre, des
mutations entrainant une perte de fonction des S-RNases peuvent lever 1'auto-incompatibilité
(Fujii et al., 2016). Une expression accrue des S-RNases pourrait donc, dans l'autre sens,

renforcer ces barrieres. L'objectif était donc d'analyser si une expression plus élevée de ces
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geénes augmenterait les proportions de tubes polliniques rejetés dans le style et diminuerait les

taux de mise a fruits ainsi que le nombre de graines par fruit.

L'expression des génes HT variait considérablement entre les individus de S. chilense.
Certains individus, comme PIS36 et PIS38, présentaient une expression relative de H7-4 et HT-
B beaucoup plus €levée que les autres (Figure 32). L'expression des S-alleles S10 et S35 variait
¢galement entre les individus (Figure 33). Cependant, ces variations dans I'expression des
geénes n'étaient pas corrélées avec le taux de mise a fruit, le nombre moyen de graines par fruit
ni avec le pourcentage de tubes polliniques atteignant I'ovaire (Figure 33). Ainsi, bien que la
suppression ou les mutations des génes HT ainsi que les mutations ou l'absence de S-RNase
entrainent une perte de la barriere d’auto-incompatibilité (Fujii et al., 2016; McClure et al.,
1999; Tovar-Méndez et al., 2017), il ne semble pas qu’une augmentation de leur expression
renforce 1’auto-incompatibilité dans cette étude. Il n'y aurait donc pas de relation évidente entre
le taux de mise a fruit, le nombre moyen de graines par fruit et l'expression de ces genes chez
S. chilense. Concernant la proportion de tubes polliniques atteignant I'ovaire, celle-ci ne semble

pas non plus corrélée, bien que cette analyse repose encore sur seulement six croisements.

Une transcription plus élevée d’un géne n’indique pas toujours une plus grande présence
ou traduction de protéines ou une plus grande activité de ces dernieres (Greenbaum et al., 2003).
La variabilité inter-individuelle dans I’expression de genes, comme ici, pourrait ne pas avoir de
conséquence sur la quantité de protéines HT ou de S-RNases produites, et donc ne pas avoir de
conséquences au niveau de 1’auto-incompatibilité, comme nos résultats le suggerent. De plus,
la faible (quasi nulle) expression de S35 chez PIS40 peut étre due soit a une faible expression
naturelle, soit a un faux positif. Il se pourrait que PIS40 ne possede pas ce S-allele et que
l'identification réalisée avec la méthode oligo(dT) ait montré un faux positif d'amplification,
cette derniere présentant une intensité plus faible (Figure 24). L’expression importante des
genes HT chez PIS36 et PIS38 est, enfin, assez étonnante et difficilement explicable. Il serait
intéressant d’approfondir ces recherches afin de comprendre d’ou cela pourrait provenir, par
exemple en analysant ces niveaux d’expression au sein d’un méme individu, ou avec d’autre

technique d’analyse d’abondance et d’activité protéique (Greenbaum et al., 2003).

F. OBJECTIF 5 — ANALYSE DU DEVELOPPENT RACINAIRE PAR BOUTURAGE

Le dernier objectif de ce mémoire porte sur la compréhension des moyens d’initier le
développement racinaire par bouturage, afin de multiplier et de cloner rapidement les individus.

En effet, certains individus de S. chilense ont du mal a s’enraciner et se multiplier par bouturage
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alors que cette technique peut facilement étre utilisée chez S. lycopersicum (Quinet et Moreels,
communication personnelle). Solanum chilense étant une plante halophyte, nous avons donc
voulu déterminer si le développement racinaire de cette espéce pouvait étre amélioré en

cultivant les boutures dans des solutions de NaCl (20 mM) et d’hormones de bouturage.

En effet, le sel facilite le développement racinaire chez certaines plantes halophytes.
Certains génotypes de S. lycopersicum et certaines tomates sauvages, comme S. peruvianum et
S. pimpinellifolium, qui sont également intéressants pour leur résistance a la salinité (Biswas et
al., 2017; Khaliluev et al., 2022; Tapia et al., 2016; Zaki & Yokoi, 2016), peuvent développer
des racines en présence de NaCl. Par exemple, des études sur la culture de cals in vitro ont
montré que S. peruvianum et S. pimpinellifolium développaient des racines a des concentrations
de NaCl allant de 100 a 300 mM (Zaki & Yokoi, 2016). D’autres ont montré que les cals de
certains génotypes de S. lycopersicum montraient une tolérance a des concentrations de NaCl
allant jusqu’a 50 mM (Biswas et al., 2017). De plus, Khaliluev et al. (2022) ont montré que la
genese des racines restait stable jusqu’a 100 mM de NaCl chez S. lycopersicum, et que leur
longueur et leur nombre étaient favorisés jusqu’a 25 mM de NaCl chez les cals de deux
génotypes de S. lycopersicum. Enfin, chez 1'Amaranthacée halophyte Salicornia europaea L.,
le développement racinaire par bouturage peut €tre optimisé lorsque ces boutures sont cultivées

avec 1,5 % de NaCl et des solutions nutritives (Koshida et al., 2024).

Dans notre étude, contrairement a ce qui était attendu, les boutures immergées dans des
solutions contenant du NaCl présentaient un taux de mortalité plus ¢levé que celles placées dans
de I’eau distillée ou dans des solutions avec uniquement des hormones de bouturage (Figure
35). La formation de racines variait également en fonction des solutions, certainement car les
boutures mortes ne pouvaient pas développer de racines. De plus, cette formation différait entre
les individus, certains n’ayant jamais produit de racines. Il est possible que la concentration en
NaCl de 20 mM fiit trop ¢élevée pour le développement des racines par bouturage chez S.
chilense, ce qui impacterait négativement la viabilité des boutures. De méme, les hormones de
bouturage ne semblaient pas avoir d’impact sur la formation des racines. De plus, I’expérience
ayant été réalisée début juin, les températures en serres €taient plus €élevées, ce qui a pu mener
a une évaporation plus importante de 1’eau dans les solutions de bouturage, entrainant une plus
grande concentration de NaCl. Cela se remarque par I’augmentation de la conductivité
¢lectrique des solutions de NaCl en fin d’expérience. Cette situation aurait eu pour conséquence
de rendre plus difficile 1’absorption d’eau par les boutures, augmentant le stress hydrique et

osmotique, et donc leur mortalité.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ce mémoire a permis d’approfondir nos connaissances sur les barrieres de reproduction

intraspécifiques, notamment 1’auto-incompatibilité gamétophytique, chez Solanum chilense.

Nous avons montré qu’il existait des différences de morphologie florale entre individus
de S. chilense, notamment des différences d'exsertion du stigmate, et que ces différences
n’¢taient pas corrélées aux différences d’expression des S-alleles et des génes modificateurs
HT-A et HT-B. Bien que plusieurs études suggerent un lien entre les traits floraux et le controle
génétique de 1’auto-incompatibilité¢ (Bernacchi & Tanksley, 1997; Quinet, 2005), celui-ci ne

n’est pas directement influencée par I’expression des S-RNases, de HT-A et de HT-B.

Nous avons identifi¢ une partie des S-alléles jusqu’ici encore inconnus dans notre
population de S. chilense et mis en évidence que la plupart des individus ont des S-alléles en
commun, notamment les S-alléles S10 et S35 dont les séquences ont été décrites précédemment
(Igic et al., 2007; Moreels, 2022). Cela nous a permis d’identifier une partie des croisements
compatibles, semi-compatibles et incompatibles sur base des S-all¢les (compatibilité théorique)
au sein de notre population et de comparer la compatibilité théorique a la compatibilité réelle
obtenue suite aux croisements réalisés. La compatibilité réelle a été suivie au niveau
prézygotique (germination du pollen et croissance des tubes polliniques) et postzygotique (taux
de mise a fruits et a graines). Nous avons mis en évidence des différences entre la compatibilité
théorique et réelle, ainsi que la présence d’un gradient de compatibilité chez S. chilense au
niveau du pourcentage d’arrét de la croissance des tubes polliniques, du taux de mise a fruit, et
du nombre de graines par fruit. Cependant, ce gradient de compatibilité ne semble pas li¢ au
niveau d’expression des S-all¢les et des geénes modificateurs H7-4 et HT-B. Ces résultats ont
permis de mettre en évidence la complexité de I’auto-incompatibilité gamétophytique chez S.

chilense et de formuler des hypothéses explicatives.

Par ailleurs, nos résultats nous ont permis de confirmer que les barriéres reproductrices
chez S. chilense étaient essentiellement prézygotiques avec un arrét des tubes polliniques dans
le 1" et 2° tiers du style. Cependant, les résultats sur la germination des grains de pollen
suggerent aussi que la présence d’une barriére pré-pollinisation peut étre due a une faible
viabilité pollinique ou faible réceptivité stigmatique. La corrélation observée entre I’arrét de la
croissance des tubes polliniques dans le 2° tiers du style et le taux de mise a fruit suggere
I’absence de barrieres de reproduction postzygotiques chez S. chilense. Cependant, ces

hypotheses doivent étre explorées davantage avec des croisements ayant deux S-all¢les ou
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aucun S-all¢le en commun, et entre des populations différentes. Enfin, une relation entre le taux
de mise a fruit et le nombre moyen de graines par fruit, nous a permis d’indiquer que le

développement des fruits n’est pas forcément indépendant de celui des graines, chez S. chilense.
A I’issue de ce travail, plusieurs perspectives peuvent étre proposées.

Etudier la morphologie florale, les S-alléles et les barriéres de reproduction chez un plus
grand nombre d’individus de S. chilense, issus de plusieurs populations, permettrait d’obtenir
une vue d’ensemble plus précise et exhaustive sur les liens entre ces différentes composantes.
Dans la méme optique, il serait intéressant d’analyser davantage de barrieres de reproductions
et de phénomeénes favorisant 1’allofécondation, tels que la viabilit¢ des gamétophytes, la
formation des zygotes, la taille des fruits, ainsi que la taille et la viabilité des graines issues des

croisements.

Identifier et séquencer de nouveaux S-alléles permettrait, comme cela a été observé chez
le poirier (Claessen, 2021), de détecter la présence éventuelle de variants de S-alléle ou de
mettre en évidence un lien entre la proximité phylogénétique des S-alleles et 1’auto-

incompatibilité.

Il serait également pertinent d’explorer plus en profondeur les différences importantes
d’expression des genes modificateurs H7-4 et HT-B a 1’aide de techniques d’analyse
complémentaire et sur un plus grand nombre d’individus. Le role de ces genes modificateurs
n’a pas encore été étudié chez S. chilense. De méme, d’autres geénes modificateurs, tels que

NaStEP et NaThrx, demeurent peu étudiés chez cette espece.

Dans notre étude, nous avons exploré les mécanismes de 1’auto-incompatibilité
gamétophytique (AIG) en identifiant les S-alleles grace au séquencage des S-RNases et en
analysant I’expression de ces S-all¢les ainsi que celle de deux genes modificateurs dans 1’organe
femelle. Cependant, il pourrait étre également €té intéressant d’approfondir I’étude du S-locus
et de I’expression génétique du coté male, en quantifiant I’expression des genes du complexe

SCF (SLFs, Cullinl, Spkl).

Enfin, il serait pertinent d’étudier I’enracinement de S. chilense par bouturage dans une
gamme de solutions de NaCl allant de 0 a 100 mM, dans des conditions environnementales plus
stables, en serre ou en chambre de culture. Cela permettrait d’identifier un éventuel optimum

de concentration en NaCl pour améliorer I’enracinement et réduire la mortalité des boutures.
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Pour conclure, nous espérons que les résultats obtenus, ainsi que les hypothéses
formulées, contribueront a une meilleure compréhension globale des barriéres de reproduction,
entre S. chilense et S. lycopersicum ainsi qu’au sein du genre Solanum. Cela pourrait notamment
permettre d’optimiser les techniques de sélection végétale en vue d’améliorer la tomate cultivée
grace a I’introgression de geénes de résistance aux stress biotiques et abiotiques issus d’especes

sauvages apparentées comme S. chilense.
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ANNEXES

Annexe 1 — Détaille du calcul d’expression des génes d’intérét via RT-qPCR

L’expression de chaque géne H7-4, HT-B et des all¢les des S-RNases S70 et S35 a été
calculée via la méthode « standard curve ». Celle-ci s’est appliquée comme suit. Tout d’abord,
une régression a été calculée comprenant le CT de chaque réplica et les variables précédemment
obtenues par la droite d’efficacité d’amplification du primer (Equation 2). La quantité d’ADN

a ensuite été calculée en appliquant 1’équation 3.
y = (CT — b)/a (Equation 2)
Quantité d’ADN = 107 (Equation 3)

Ensuite, la moyenne de chaque triplica d’échantillon des geénes controle a été calculée
pour chaque géne controle (Equation 4 a et b). Chaque réplica d’échantillon de géne cible a été
divisée par la moyenne d’échantillons du géne contrdle (Equation 5a et b). Les expressions ont
été ensuite normalisées & 1’aide d’un échantillon de référence du géne d’intérét (Equation 6a et
b), ici PIS10 a été choisi arbitrairement. Finalement, la moyenne de chaque rapport avec les

deux génes controles a été calculée (Equation 7).
Moyenne EFla = (Qt ADN,egpiq1 + Qt ADNyogpp1q2 + Qt ADN egpia3)/3 (Equation 4a)
Moyenne TIP41 = (Qt ADNyjpg11 + Qt ADNpypyy » + Qt ADNpypyy 3)/3 (Equation 4b)
Rapport gene intérét sur EFla = Qt ADNytérar1/Moyenne EFla (Equation 5a)

Rapport gene intérét sur TIP41 = Qt ADNptérer1/Moyenne EFla (Equation 5a)

, . Rapport géne intérét sur EF1a,.p, intére . .
Expression normalisée EFla = ppoT- 97 echintérét (Fgyation 6a)
Rapport gene intérét sur EF1aech référence

Rapport géne intérét sur TIP41

Expression normalisée TIP41 = echintérét  (Foyation 6a)

Rapport gene intérét sur TIP41ech référence

Expression finale = (Exp normalisée EFla + Exp normalisée TIP41)/2 (Equation 7)
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Annexe 2 — Echelle moléculaire

Graduation de 1’échelle moléculaire BenchTop 100bp DNA Ladder (Promega, 3800

Woods Hollow Road, Madison, WI, USA) utilisé pour tous les gel d’électrophorése.
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Annexe 3 — Alignements des séquences de S-all¢les

Alignements des séquences de PIS10 avec les séquences du S-alléle S35.

PIS10_S35 -
832 5. chiers= THcHGCEEC ETERETTEET crcEEECH

Consznsus CTCGAGGCAG CTAAATTACT GTGACCGCCA
o

ETceTcE coHEcEG

jl
CACAGTAAGA AATATGGTGA GGAAGCGCAG

GTTGACGTCC CGATAGGCAA

el
ATACAACGAA GAACAATACT

Sequnca ko C GACCGCCA GAGAAGAATT
PIS10_535 - - - ---H6|
s358. chiense  [IMGHNI cEEEGET [ Lichicl | ihlcl el [l TEECTCEGE
Consensus TTGATCTAGC ATAGACAGGT CAGTGCCTTG AGANNTCTCT TGGATTTGAA CTAAGTGAGG

Fisio_s3s EEGGCTENG!
535 §. chilenss [cecTEEGT
Consensus ACGGGTAAGT

[T T
TTGTCOTARA CTTGGGACAT GCTTCAATAR

SIS chienze T cTcAEBCEEE ool GTTCARGTEE BcATHCCEE

Consensus NTCGAGGCAG GTAAATTACT GTGACCGCCA GGCTACTTTT GTTGACGTCC CGATAGGCAA
o

TocTcl colEEcECEEG ccl cHCEEGEETT BETGH) T ceEEBGTGTT CTAEGEETET LLLL
AATATGOTGA GOAAGCGCAG COTCATTGOA GAGAAGAATT CATGAAGCAT GOAACGTGTT GTAAGAATCT ATACAACGAA GAACAATACT

Conservation
o 0

We PETEAT
slAlz LUITLA

o
il lcicllTTc
il GTCRETIC

ATACAACE

FIS10_SI5R-RC

M ul THCTTETETG
S35 £ chilense [ fc] T THCTTETETG
Consensus. AGACGCAATC ATGACCGTTA CGCATAATCT TCCTAAGCTC CAGTGCCTTG AGAGTTCTCT TGGATTTGAA CTAAGTGAGG TAGTTATATG TTTCGATACG

::;E ATGACCGTTA CGATAATCT TCCTAAGCTC CAGTGOCTIG AGRGTTCTCT TGGRTTTGAA CTRAGTGAGG TAGTTATTG TTTCGATACG

BcT B 5 L1
ACGGGTAAGT ATGTGGTTAG TTGTCGTAAA

BE L L]
CTTGGGACAT GCTTCAATAA AGGAACTATG TCATTGATTA AGTTNCGCCG

‘Conservation

s OGRTRIGT ATGTGSTAG TTSTCGTAA CTTGRAGAT & TOATAR AGGHCTATS TOATIGHTIR A6 Tscoces

LelLG

TTARTTTRAL TTRACCTEAR £TTA

oLl TTCAA GALLTLEG LTTG
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Alignement des séquences de PIS30 avec les séquences du S-alléles S36

GGANsGHGEN GEEGGGG

Consensus CATGGGNTNT GGCCNGABAA GAAGGGGTTT NGTCTGEABT TCTGCTCCBE CGGTAAAGCE

CMSENM;‘?. 00mno 00 00on 000a0 amoonmnn.— 00oaaa000. 00m0o0mi0- 000000
Sqllemk:?j:- cr - -

TTCCATTREE

TGBATCACCA TTGEATTCAA

OMOOOmOn Ao

TCATAR

TGCTAAACAA

COAATACACA
I T

GETETTETTT

OO0

’
A

\TTCA

.

PIS30_SI6F
538 5. chiense BG
Consensus CAATCTCTAC GATCAGAACG CATATTTTTT ACTAGCCATE COCTTAAAAG ATAAATTAGA

GGHGTEANGE 0
BEAGTAC AGE

Fonmpamy pirgecqrce

TGTTATACCC CCTCGGCCGH

TR T I
G0k TOTTATACCC CGTCGEC0RE TAGTTTTTAT CCATGICGTC

1
a0
i

BGATGCGCAAC

[T
ATARACAR GATECCCAAC

=
=

T
AGAGTAATAC ATGCGAT GITTATGIAT

rrrrrrrrrr - 167
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L]
Consensus ACGAAAATCA TTAATAAATT TATATGTTCT ACTTTA

Conserviten, DOAOAMINNN O0NOMNANN OOOAAAMION (A0MN
n

PIS30_SIER-RC e - -
8355 chienze METGEEYEE GoEEsGECHE
Consensus CATGGGNTNT GGCCNGAGAA

TcTENce BocTAEECEC
TCTGCTCCGG CGGTAAAGCG

CHEETEEE BcETEETATA TGETE ToCETREREE EECEER TCETEEREAR EEEEAEE BE EcENATGGEE
TTGAACTACA AGATCATATA GTCAATGATC TGGATCACCA TTGGATTCAA ATGAAGTTCA CCGAACATGA TGCTAAACAA

AGACATGGAA

‘Conservation

semer iz (]

m
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PIS30_SIER-RC GelG 66 4
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GGAGTACAGG

o
|

ETGTECTE HcECTEATAR
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EEE B
TGTTATACCC CCTCGGCOGE

B L]
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s " TGTTATACE CCTO0063 TRSTTTAT CCRGTCETC. AHGTATAC ATGOGATGAR CBTAOSS CAATTTAT TAGAMTGN Aok e o
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Alignement des séquences de PIS30 (F) avec les séquences du S-alléle S35

FISI0_SI6F - - --------
515 5. chiense  ITHCHGCREG

Consensus CTCGAGGCAG

BENECTEECE BETETGCTCE ccHECEcEEG

CACAGTAAGA AATATGETGA GEAAGCECAG

CHCHECEETT BE
GAGAAGH

clcERNGEN

GTGACCGCCA

cHECEAT

CATBAABCAT

3

Cansarvation

Seuence kgo
oem

FIS30_835F - - - -

525 5. chiens=  [INCETETECE L1 HTECEEEGST

Consensus TTBATCTAGC TATGAACTTG ATAGACAGST
A

Cansarvation

[l
TocHTITCER BTEMCTGHGS
T ToGETTTGEE BTHEECTGEGG
TEGATTTGAA CTAAGTGAGSE

ml | Llehiel |
TCCTAAGCTC CAGTGCCTTG

CHCH BTHE CETTATEER
GAGAATACTT GGATATCAGE GBATTATCCC TACATCGTTC

AR CTRRGTGAGG

cETTTERA
TTGCTTTCAA TTGACCTCGG

GCTTCAATAA AGEAACTATG TCATTGATTA AGTTTCGCCE ATAAATAGCT

FCTTCARTAR RGRACTATS TCATTGATTR AGTTTCECCG ATARATACCT

Consensus ACGGGTAAGT
o

semeesz [UEGTANGT ATGIGETTAG 116106 A

TTECTTTCAR TTGACCTORG Cere

L R I e L PP

Trace dats

810 chiens= ETTEETCCEE TeTcclNccl TEETCHCEEE EERGTCETCE
Conzensus ATTCATGGGC TGTGGCCGGA TAATGAGAAC AACGTGCTGA
=

TENEEECEATE TEEGGGEATTT
TACAAAGATA TAAGGGATTT

EEcETE:ATG

ACGATCGCTG

BEEECHCEEN BcTceTmerc TETGEEEGET
AABAGAGCAA AGTGGTTGTG TATGAAAGAT

BETceETECT cEEcEETGEE 00

CATGGATCGT GCAGCATGGA

JIS10F.ab1

Trace data

510 5. chiens: MECATEECET NEEEEECEET

ToEECCEEE Eo

BCCHEEE ETHECH|

CETTATEETC TTEEECHRET
Gonsensus CAGATACGAT CAAAAAGCAT ATTTOGATTT AGCTATAAAT TTGAAGGACA AGTTTGACCT TTTGACAACT CTCCGGAAAC ATAGAATTTA TCCTGGATTC GCTTATACTG TTAAAGAAAT
o

TGGGGATGCT ATCAAAACAG TTACGACGGT TTATCCAAAC ATGAAGTGOA CTGGTAATTC
C“"*"“"‘:Z: OOMONANN AMORAININ OAAIAANn . OO0 OOMOAinnn . Onnmnnnn. OInnannnn 0mno o0mnnnnn O0nmnonn Omoanmnn Raninnn !TI!'I'I!'II'”[”H ||| ””“” H”H HH” U‘ " L"JH |||| ””“” H” H'U ” ",\l ",\l ||| HHIT\IT\I'\FI'\FI OMONAMNN Ao
TACE ] TATAEAT TT 3 T ] T 1|l y

TGCAGGACAA ATGGTACTAT

Seauenoe kgo

BACGACA AGTTTGA

A 1

CCT TTTGACAACT $JCCT ATCAARRCAG TTACGACCGT TTHTCCARAC ATGRAGTGCA CTesrastre ecaesrcns areerac

ATHGAATTTA

APTTITIATE
GCTTATACTG

ARA

33810F.ab1

Trace data

SUDE. ohilense - - - - o< oo oo oo ol m
Conzensus TAGAAATCGG GATATGCTTC GAGCCCGATG CAACAAAGGT GATG
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Alignement des séquences de PIS38 avec les séquences du S-alléle S35

3ESI0F.ELT - -

Trace dats

5105, chiens=  ETTEETGGCE ToTccEEccHE TEETCECEEE EEECTCETGE

ENEEECATE TEEGGCETTT
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GEET el
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e

Trace dats

S10S. chiense [HCHTEECET EEEEEECER

L
Consznsus CAGATACGAT CAAAAAGCAT ATTTCGATTT AGCTATAAAT TTGAAGGACA
o

CHEET TococATCRT B NG NTERGENSGT T TEEE ]

TGGEGATGCT ATCAAAACAG TTACGACGGT TTATCCAAAC ATGAAGTGCA CTGGTAATTC

Il
TOCEATGET ATCAARACAC TTACGACEGT TTHTCCARAC ATGAAGTGCA CT

CHBEE| BcCEEES ETECEATITE TEETCCEATTE CETTATEETC W
TTTGACAACT CTCCGGAAAC ATAGAATTTA TCCTGGATTC GCTTATACTG

2z

510 5. chiense
Consensus T AGAAATCGG
s

‘Conservation

EFIOREBIRC Ro = == == o= s oo e e e e sm s aeea e s oo aien e eaoeaae e eeeamaoe e emaician e aceamaos aeeea-aaia aosaaaoao
I
Trmdmﬂ

510 5. chiense [ cll TciccBEccE
Consensus ATTCATGGGC TGTGGCCGGA

HEECTGETCE ETEERTCEEE T EEcETEcETc CEETCEETTC HEENCECEEE HcmccimcTc TETCHEEGET B CEBRCEETGGE =0

ETEEE cEEEl LLI
AACGTGCTGA ATAACTGCAA GCCTAAATCT TACAAAGATA TAAGGBATTT GCCCATTCAA AACAAGATAT ACGATCBCTG GCCTGACTTG AAAAGAGCAA AGTGGTTGTG TATGAAAGAT CAAGAGTTCT GGCGACATGA ATTTAATAAG CATGGATCGT GCAGCATGGA

Conservation

38510R.3b1-RC

Trace data

BETTTE TEE T mecccHicET B BncHECTCEE BT 27z
CCEBGAAAC ATABAATTTA TCCTGGATTC GCT T TEEEEATECT TTACBACEET T C ATGAAGTGCA CT

[T Il
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Conservation
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)
M
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Annexe 4 — Données des croisements de S. chilense

Croisement

O x

PIS10 x PIS14
PIS10 x PIS19
PIS10 x PIS33
PIS14 x PIS10
PIS14 x PIS19
PIS14 x PIS31
PIS14 x PIS33
PIS14 x PIS36
PIS14 x PIS40
PIS14 x SC2
PIS19 x PIS10
PIS19 x PIS14
PIS19 x PIS31
PIS19 x PIS33
PIS19 x PIS36
PIS19 x PIS40
PIS19 x SC2
PIS31 x PIS14
PIS31 x PIST9
PIS31 x PIS33
PIS31 x PIS36
PIS31 x PIS40
PIS33 x PIS10
PIS33 x PIS14
PIS33 x PIS36
PIS33 x PIS38
PIS33 x PIS40
PIS33 x SC2
PIS34 x PIS10
PIS34 x PIS33
PIS34 x PIS34
PIS36 x PIS10
PIS36 x PIS14
PIS36 x PIS19
PIS36 x PIS31
PIS36 x PIS40
PIS38 x PIS14
PIS38 x PIS19
PIS38 x PIS33
PIS38 x PIS34
PIS38 x PIS36
PIS38 x SC2
PIS40 x PIST0
PIS40 x PIS14
PIS40 x PIS19
PIS40 x SC2
SC2 x PIS14
SC2 x PIS31
SC2 x PIS33
SC2 x PIS40

Donnée des croisements interspécifique de S.chilense

Tableau 9

Nombre de  Nombre de Taux de

croisement réalisé

12 50.00
16 76.19

o

16 76.19
4 20.00
5 25.00
6 30.00
. I
7 35.00

25.00

40.00

©w o o o un

66.67

50.00

o O O W o O o o o o

40.91

4
4

0

3 15.00
9

3 65.00
9

45.00
5.00

3333

12.50

66.67

2222
20.00

- o

16.67
10.00

o o ™~

Tableau 10

Nombre de  Nombre de  Nombre moyen de
fruit mise a fruit fruit dissequé

S I =TS N N« e NS, I S I T, B = B TR Y = B - N )

=z =
> o p~ O O o X

- w»
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Annexe 5 — Tableaux des p-valeurs issus des modeles de régression logistique
binomiale pour I’analyse statistiques des taux germinations du pollen et des
croissances des tubes polliniques dans les différents tiers du style, chez six
croisements de S. chilense.

Les autres coefficients des modeles (Estimate, Erreurs Standard, Z-values), ainsi que les
données de déviance nulle et déviance résiduels sont disponible via le code R, au lien suivant :

https://github.com/SchreiberRo/memory_thesis_data.git.

N de grains de pollen germé (Germe)

T d ination d llen =
x4 GErmInation AU porten = i, grainsde pollen sur le stimgate (Pollen)

P-values issus des GLM binomiales, en changeant le niveau de référence

Formule - chind(Germe, Pollen - Germe) ~ Croisement

Référence  PIS10 x PIS19 PIS36 x PIS19 PIS10 x PIS14 PIS14 x PIS40 PIS14 x SC2 PIS40 x PIS14

PIS10 x PIS19 3.650e-07* 7.193e-01 7.035e-01 2.854e-08* 3.180e-27*
PIS36 x PIS19  3.650e-07* 2.369e-06* 7.819e-06* 9.340e-01 8.496e-08*
PIS10 x PIS14  7.193e-01 2.369e-06* 9.660e-01 2.666e-07* 2.469e-25*%
PIS14 x PIS40  7.035e-01 7.819e-06* 9.660e-01 1.272e-06* 2.640e-23*

PIS14 x SC2 2.854e-08* 9.340e-01 2.666e-07* 1.272e-06* 2.968e-08*

PIS40 x PIS14  3.180e-27* 8.496e-08* 2.469e-25* 2.640e-23* 2.968e-08*
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% de tube polliniques traversant le ler tiers du style

_ N de tubes polliniques traversant le 1er tiers du style (Prolongationl)

N de grains de pollen germé (Germe)

P-values issus des GLM binomiales, en changeant le niveau de référence

Référence

PIS10 x PIS19

PIS36 x PIS19

PIS10 x PIS14

PIS14 x PIS40

PIS14 x SC2

PIS40 x PIS14

Formule : cbind(Prolongation1, Germe - Prolongation1) ~ Croisement

PIS10 x PIS19 PIS36 x PIS19 PIS10 x PIS14 PIS14 x PIS40 PIS14 x SC2 PIS40 x PIs14

3.608e-01

2.903e-05%

3.868e-01

1.553e-10*

1.538e-03*

3.608e-01

9.035e-05*%

8.325e-01

2.545e-09*

7.193e-04*

2.903e-05*

9.035e-05*

3.823e-06*

1.065e-03*

6.235e-01

3.868e-01

8.325e-01

3.823e-06*

2.267e-11*

3.078e-04*

% de tube polliniques traversant le 2e tiers du style

1.553e-10*

2.545e-09*

1.065e-03*

2.2671e-11*%

4.356e-02*

1.538e-03*

7.193e-04*

6.235e-01

3.078e-04*

4.356e-02*

N de tubes polliniques traversant le 2e tiers du style (Prolongation?2)

~ N de tubes polliniques traversant le ler tiers du style (Prolongationl)

P-values issus des GLM binomiales, en changeant le niveau de référence

Référence

PIS10 x PIS19

PIS36 x PIS19

PIS10 x PIS14

PIS14 x PIS40

PIS14 x SC2

PIS40 x PIS14

Formule : cbind(Prolongation2, Prolongation1 - Prolongation2) ~ Croisement

PIS10 x PIS19 PIS36 x PIS19 PIS10 x PIS14 PIS14 x PIS40 PIS14 x SC2 PIS40 x PIS14

1.196e-01

5.152e-01

8.468e-01

3.256e-01

6.374e-02

1.196e-01

3.556e-01

1.005e-01

5.759e-02

9.137e-03*

5.152e-01

3.556e-01

4.312e-01

1.848e-01

3.320e-02*

8.468e-01

1.005e-01

4.312e-01

3.940e-01

8.375e-02

3.256e-01

5.759%e-02

1.848e-01

3.940e-01

4.144e-01

6.374e-02
9.137e-03*
3.320e-02*
8.375e-02

4.144e-01
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% de tube polliniques traversant le 3e tiers du style

_ N de tubes polliniques traversant le 3e tiers du style (Prolongation3)

N de tubes polliniques traversant le 2e tiers du style (Prolongation2)

P-values issus des GLM binomiales, en changeant le niveau de référence

Formule : chind(Prolongation3, Prolongation2 - Prolongation3) ~ Croisement

Référence  PIS10 x PIS19 PIS36 x PIS19 PIS10 x PIS14 PIS14 x PIS40 PIS14 x SC2 PIS40 x PIS14

PIS10 x PIS19

PIS36 x PIS19

PIS10 x PIS14

PIS14 x PIS40

PIS14 x SC2

PIS40 x PIS14

8.869e-01

9.516e-01

9.437e-02

1.272e-01

9.939e-01

8.869e-01

9.361e-01

1.052e-01

1.875e-01

9.939%e-01

9.516e-01 9.437e-02 1.272e-01

9.361e-01 1.052e-01 1.875e-01

1.034e-01 1.539e-01

1.034e-01 1.129e-02*
1.539e-01 1.129e-02*
9.93%e-01 9.943e-01 9.935e-01

9.939e-01

9.939e-01

9.939e-01

9.943e-01

9.935e-01

Annexe 6 — Evolution du nombre de Racine pour les différentes bouture de 5
individus de S. chilense dans différentes solutions
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