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, Le tournesol cultivé sous forme
Contexte de l'étude

Le tournesol, comme la plupart des plantes allogames, bénéficie d’un effet de vigueur
hybride (ou hétérosis) particulierement marqué.

PARENT 1 HYBRIDE F1 PARENT 2
Lignée XRQ INEDI Lignée PSC8

=> difficile de prédire la valeur hybride d’un croisement en sélection a partir de la valeur

Les mécanismes sous-jacents de I’hétérosis sont encore mal compris
des parents




Contexte de I'étude Hétérosis au niveau transcriptomique
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L'étude de I'expression des alleles parentaux chez I’hybride permettrait de mieux
comprendre les mécanismes controlant I'effet d’hétérosis.




Méthodes utilisées

gPCR Allele-Spécifique - PyroMark Q24

| ‘.|

qPCR Alléle-Spécifique PyroMark Q24
SYBR Green (qPCR-AS) (Qiagen)




Principe 1 - Amplification de la région
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Principe

2 - préparation des échantillons pour la
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Principe

3 — Réaction de pyroséquencage
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Principe gPCR-AS 1 — Strategie « 2 prmlers AS + COMMON » :

Desgin de primers allele spécifique
[
Primer forward AS1 Primer Common
A
Parent 1 : XRQ |
\_ _J
4 )
Primer forward AS2 Primer Common
T
Parent 2 : PSC8 I




2 — Stratégie « 2 primers AS + COMMON » :

Principe gPCR-AS Test sur les ADNg des 2 parents

ACt =\ allele cible
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AS1-COMMON AS2-COMMON
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‘ AS1-COMMON spécifique de XRQ mais AS2-COMMON amplifie les deux parents



Principe gPCR-AS

couple AS2-Common ?

3 — Stratégie « 2 primers AS + COMMON »:
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Principe gPCR-AS
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Primer forward AS1 Primer reverse AS1
XRQ A C
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( Primer forward AS2 Primer reverse AS2
PSC8 T G
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‘ Nécessité d’avoir deux polymorphismes a proximité




Principe gPCR-AS

2 — Stratégie « 2 x 2 primers AS »:

Test sur les ADN NEg G des 2 Z parents

38

ACt =\ allele cible
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AS1F-AS1R (spécifique allele XRQ) AS2F-AS2R (spécifique allele PSC8)
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Les deux couples de primers sont spécifique de chaque allele

m XRQ-ADNg
m PSC8-ADNg




Principe gPCR-AS

3 — Stratégie « 2 x 2 primers AS »:
spécificité des couples de primers
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CaIcuI des ratios alléliques

| Py | |
nadqgue aii

Principe gPCR-AS
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échantillon

1+ = quantifie alléle B par rapport a = corrige la difféerence d’amplification
\_ I'alléle A chez I’échantillon entre les primers des 2 alléles Y,




Test « gamme ratio »

NN AC
GriR-AS

Gamme de 8 mélanges d’ADNg XRQ/PSC8
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Test « gamme ratio »

Gamme de 8 mélanges d’ADNg XRQ/PSC8
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Expérience stress Description de lI'expérience :
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Expérience stress Comparaison des ré
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=> amplification préférentielle de I'allele PSC8?
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Expérience stress
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Focus sur les résultats de 2 genes

()}
1

(2]
1

Global expression
level (Affymetrix)

" PSC8
® XRQ
p-value=0.282
XRQ XRQ HYBRIDE HYBRIDE PSC8 PSC8
Non stressé stressé Non stressé stressé Non stressé stressé
" PSCS8
m XRQ

Global expression level
(Affymetrix)

o = N W b w )] ~ (o] o o
I I I 1 1 I I I I




Expérience stress Description de lI'expérience :
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Expérience stress

hydrique n°2
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Méthodes utilisées

gPCR-Allele Spécifique vs PyroMark Q24
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gPCR-AS PyroMark Q24
Colit Plaque (10ul final) : 0.79 € z;_gg .i'(l-l-fp’r:*mer”t:lc?tlnylcf =28 €)
(1 géne 1 échantillon)  (Fluidigm GE 96.96 : 0.26 €) ' ->>!ViHitE Us TEUMIEE (olume 18,
volume enzymes pyroséquencage)
Débit Plaque 384 soit 192 24 échantillons/15-60min
échantillons/2 heures (dépend de la taille de la séquence)
Précision/Fiabilité ++ +++
Facilité d’utilisation ++ +++
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