GSJ: Volume 10, Issue 8, August 2022
ISSN 2320-9186 1985

0 Global Scientific soumnas

GSJ: Volume 10, Issue 8, August 2022, Online: ISSN 2320-9186
www.globalscientificjournal.com

ETUDE DE LA RECOMBIANISON GENETIQUE CHEZ
ARABIDOPSIS THALIANA
Abdourahamane H. Alou?, Martine Jean?, Francois Belzile?,
1. Université Boubacar B4, Tillabery, Niger 2. Université Laval, Québec, Canada
Corresponding author (1) abdoual@gmail.com, Université Tillabery BP 175.

RESUME

La recombinaison génétique est un mécanisme déterminant dans I'évolution des espéces.
Elle consiste en I'échange d'information génétique entre chromosomes homologues ou par-
fois homéologues. Dans ce dernier contexte, une réduction de la fréquence de recombinai-
son est souvent observée et il est postulé que des génes du systtme MMR seraient impli-
qués dans un tel phénoméne. En vue de vérifier cette hypothese et en I’absence d’especes
sauvages apparentées compatibles, nous avons cherché a mesurer les effets de I’homéologie
sur la fréquence de recombinaison au niveau intra-spécifique chez Arabidopsis thaliana.
Dans cette étude, nous avons comparé la recombinaison génétique entre les écotypes Nie-
derzenz et Landsberg erecta, deux écotypes supposés parmi les plus distants chez cette es-
péce. Nos résultats indiquent qu'aux locus étudiés aucune différence significative n’a pu
étre observée. Une explication possible est que I'noméologie entre les séquences nucléoti-
diques des deux (2) écotypes n'est pas suffisamment grande pour engendrer un abaissement

du taux de recombinaison génétique.

Mots clés : Recombinaison génétique, Mismatch Repair (MMR), homéologie, Arabidopsis

thaliana, écotype, Landsberg, Niederzenz, cellules méiotiques, hétéroduplexe, croisement.
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ABSTRACT

Genetic recombination is a determining mechanism in the evolution of species. It consists
of the exchange of genetic information between homologs or sometimes homoeologous
chromosomes. In this latter context, a reduction in the frequency of recombination is often
observed and it is postulated that genes of the MMR system would be involved in such a
phenomenon. In order to verify this hypothesis and in the absence of compatible wild rela-
tives, we sought to measure the effects of homeology on the recombination frequency at the
intra-specific level in Arabidopsis thaliana. In this study, we compared the genetic recom-
bination between the Niederzenz and Landsberg erecta ecotypes, two ecotypes believed to
be among the most distant in this species. Our results indicate that at the studied loci no
significant difference could be observed. A possible explanation is that the homeology be-
tween the nucleotide sequences of the two (2) ecotypes is not great enough to cause a low-
ering of the rate of genetic recombination.

Keywords: Genetic recombination, Mismatch Repair (MMR), homoeologous, Arabidopsis

thaliana, ecotype, Landsberg, Niederzenz, meiatic cells, heteroduplexe, crossing.
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A.l. INTRODUCTION

Le succes des différents organismes sur Terre repose sur leur capacité évolutive de s'adapter
a de nouvelles situations d'adversité environnementale. L'adaptation génétique a diverses
niches écologiques nécessite I'émergence chez les organismes de nouvelles formes alléliques
qui conferent un avantage adaptatif aux individus porteurs. Un des moteurs de diversifica-
tion genétique est la recombinaison genétique qui engendre des échanges de segments
chromosomiques parentaux lors de la méiose. Ces échanges méiotiques donnent naissance a

des chromosomes recombinés ayant des segments de chacun des parents (Petes et al., 1991).

La recombinaison génétique correspond a un échange réciproque de parties de chromosomes
parentaux suite a la réplication de I'ADN. L'échange d'information se fait entre chromo-
somes homologues, homéologues, ou non-homologues des cellules somatiques, ou germi-
nales (Kaplan et Delpech, 1993). La recombinaison génétique entre deux séquences chromo-
somiques similaires mais non identiques en tout point est appelée recombinaison homéo-
logue. La recombinaison génétique chez les cellules somatigues est sans conséquence sur
I'évolution des especes, car elle n'altére ni le génotype, ni le phénotype de la descendance.
Son réle principal est d'assurer la stabilisation du génome par la réparation des chromosomes
détériorés (Puchta et al., 1996). Toutefois, on a observé chez certaines plantes que des élé-
ments issus de recombinaison somatique peuvent étre transmis a la descendance. En effet il
a été montré qu'au locus Zein de Zea mays, des réarrangements chromosomiques issus
d'événements mitotiques pouvaient étre transmis a la méiose a la descendance (Das et al.,
1990).

Par contre, la recombinaison méiotique, c'est-a-dire celle qui se produit dans les cellules
germinales pour donner naissance aux gametes, est un facteur déterminant dans le processus
d'évolution des especes. En effet, elle contribue a la réorganisation du génome par l'intro-
duction et le maintien chez les especes, de variabilité génetique a travers le réassortiment
aléatoire des chromosomes recombinés. Ces chromosomes recombinés étant le fruit
d'échange entre les chromosomes d'origine maternelle et ceux d'origine paternelle. L'inhibi-
tion de ce mécanisme d'échange entre organismes apparentés contribue a l'isolement géné-

tique des especes et a la spéciation (Vulic et al., 1997). Les mécanismes gouvernant la re-
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combinaison génétique chez les organismes supérieurs sont mal connus. L'essentiel des in-
formations relatives a la recombinaison génétique provient des études sur les bactéries et sur
la levure. Différents modéles ont été proposés pour expliquer le mécanisme général de la

recombinaison génétique.

L'archétype des modeles de recombinaison est celui proposé par Robin Holliday (1964) qui
repose sur la formation de molécules hybrides symétriques. Les évenements menant a la
recombinaison impliquent I'appariement des homologues (Fig. 1A) (Holliday, 1964.). La
recombinaison est alors initiée par des coupures simple brin a des positions homologues sur
chacun des brins du duplex constitué par les chromatides non-sceurs (Fig. 1B). Les brins
ainsi coupés interagissent avec la partie restante de l'autre duplex (Fig. 1D), et les coupures
sont reliées en formant un hétéroduplexe et une jonction dite de Holliday (Fig. 1C). Cette
jonction représente le point d'échange des brins interconnectés, et elle migre le long des mo-
lécules hybrides (Fig. 1D) jusqu'a ce que ce complexe de brins inter-liés soit résolu par la
coupure du chiasma formé (Fig. 1D). Selon le point de coupure, des séquences recombinées
sont générées (Fig.-1E). Finalement, l'intervention du systeme de réparation des bases mé-
sappariées représente I'élément clef de tout le processus (Kaplan et Delpech, 1993). Le mo-
dele de Holliday explique plusieurs caractéristiques générales de la recombinaison géenétique,
mais il existe également d'autres modeles de recombinaison génétique. Les modeles alterna-
tifs s'inspirent tous du modele de Holliday mais ils traitent le cas de cassure brin unique, ou
de cassures double brins (Staddler et Towe, 1971; Fogel et al., 1979; Szostak, 1983; Grif-
fiths et al., 1996).

Lorsqu'il existe une hétérologie de séquence entre les chromosomes homologues, les mésap-
pariements de base qui en resultent mobilisent le systéme de correction des bases mésappa-
riees (MMR). Comme il en a été question auparavant, ce systéeme est particulierement impli-
qué dans des fonctions de réparation. Il est intéressant de noter que certains des genes MMR
assurent également des fonctions dans le processus de recombinaison génétique. L'action de
ceux-ci, peut inhiber la recombinaison lorsque la divergence entre les chromosomes homéo-
logues est trés grande (Rayssiguier et al., 1989). L'importance des différences de séquences
entre les partenaires en interaction pour l'issue de la recombinaison a été rapportée par de

nombreux auteurs, et sur de nombreux organismes comprenant aussi bien les
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Figure A-1:  Prototype d’échange d’informations entre homéologues

A la méiose les chromatides non-sceurs des chromosomes homéologues s’apparient. Une
endonucléase coupe les brins des homéologues en vis-a-vis. Les extrémités libres envahis-
sent leur brin complémentaire dans la double hélice homologue et il s’en suit une ligation
des extrémités. Cette ligature crée des doubles helices partiellement hétérologues, représen-
tant un hétéroduplexe intermédiaire (Structure de Holliday). L’ADN hétéroduplexe transi-
toire peut comprendre une ou plusieurs zones d'enjambements chromosomiques et la jonc-
tion ainsi crée se déplace le long des chromosomes jusqu’a sa résolution qui engendrera des

chromosomes recombines (adapté de Griffiths et al., 1996).
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procaryotes que les eucaryotes (Borts et Haber, 1987; Lichten et al., 1987; Rayssiguier et
al., 1989; te Riele et al., 1992; Fishel et Kolodner, 1995; Hunter et al., 1996). Ainsi, on
note une diminution de 1000 fois dans le taux de recombinaison génétique entre E. coli et S.
typhimurium dont les génomes ne présentent qu'environ 15 % de divergence nucléotidique
(Rayssiguier et al., 1989). A l'autre extréme, chez la levure, une divergence d'une seule
base au sein d'une région de 350 pb (soit 0,3 % de divergence) est suffisante pour réduire le
taux de recombinaison de 3 a 6 fois (Datta et al., 1997; Chen et Jinks-Robertson, 1999).

Bien que les mécanismes moléculaires a la base des difficultés de succes des croisements
inter spécifiques ne soient pas tous connus, on invoque souvent I'implication des compo-
santes du systeme MMR dans ces difficultés (Datta et al., 1997; Chen et Jinks-Robertson,
1999). En effet, dans les croisements interspécifiques entre S. cerevisiae et S. paradoxus
dont les génomes different de 8 a 20 % (Adjiri et al., 1994), la suppression des genes PMS1
et MSH2 a eu plusieurs conséquences sur I'issue du croisement. Ainsi, dans les cellules
germinales des hybrides, il y a eu une augmentation de la viabilité des spores par un facteur
de 6 et 9 fois pour les hybrides n‘ayant pas un gene PMSL1 fonctionnel, et ceux n'ayant pas le
gene MSH2 fonctionnel respectivement (Hunter et al., 1996). En outre, on a constaté que
dans les souches MMR", la fréquence des enjambements meiotiques a connu un accroisse-

ment de 10 et 17 fois respectivement.

Toujours chez la levure, une étude intra spécifique portant sur différentes souches sauvages
de S cerevisiae détenues par différents laboratoires a fait ressortir que méme a l'intérieur de
la méme espece, l'origine de la souche a un effet sur l'issue du croisement. Ainsi, le croise-
ment des souches sauvages S cerevisiae (YP1) x S. cerevisiae (YP55) provenant de diffé-
rents laboratoires, a montre que la fertilité était plus élevée pour des souches de méme ori-
gine. La fertilité des hybrides YP1 x YP1 était de 96,2 %, et celle des I'nybrides YP55 x
YP55 était de 98.1 % (Greig et al., 2003). Lorsque ces mémes auteurs ont croisé des
souches d'origines différentes (YP1 x YP55), le pourcentage de fertilité n'était plus que
82.5 %. La délétion du gene MSH2 a augmenté la fertilité relative de I'nybride intra spéci-
fique (YP1 x YP55) de 93.5 % par rapport a I'hybride sauvage (84.5 %) (Greig et al., 2003).
Lorsque la méme étude a porté sur l'effet de I'origine géographique de différentes souches
de S. paradoxus sur la fertilité, Greig et collegues (2003) ont constaté que le taux de fertilité
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n'était pas le méme selon que les souches proviennent de la méme région géographique ou
pas. Ainsi, les hybrides intra géographiques ont une fertilité supérieure (d'environ 20 a
40 %) a celle des hybrides inter géographique. Dans les mémes conditions, les hybrides
ayant la mutation MSH2 montrent une augmentation de fertilité relative d'environ 15 a

19 % par rapport aux hybrides des souches sauvages (Greig et al., 2003).

Bien que les études de recombinaison génétique n'abondent pas chez les plantes, on a noté
chez la tomate, que I’introgression d’un segment de chromatine étrangere dans le génome,
réduit de facon considérable la recombinaison génétique au locus concerné (Liharska et al.,
1996). La réduction de recombinaison est d’autant plus importante que le segment introduit
est grand, et elle peut-étre six fois inférieure a celle du sauvage. Chez A. thaliana, les diffi-
cultés inter spécifiques précédemment indiquées rendent impossibles ce genre d'étude. Tou-
tefois, la littérature sur cette plante fait état de I'existence d'une variabilité génétique natu-
relle au sein de ses différents écotypes (Chang et al., 1988; King et al., 1993). Les pre-
miéres caractérisations génétiques des différents écotypes d'A. thaliana laissaient croire que
I'écotype Niederzenz (Nd) était celul qui préesentait le plus de variabilité par rapport aux
autres. En effet, la divergence nucléotidique entre Landsberg erecta (Ler) et Nd est estimée
a environ 1,4 % (Chang et al., 1988). Dans une étude regroupant 28 écotypes, King et col-
légues (1993) ont estimé que Nd est I'écotype le plus distant des autres avec une moyenne
de similarité génétique d'environ 0,55 comparativement a la moyenne du groupe de 0,69.
Koornneef et Hanhart (1988) avaient croisé les écotypes Nd et Ler pour étudier la distance
génétique sur plusieurs intervalles génétiques. Dans environ 63 % des intervalles étudiés,
cette étude limitée a une petite population F2 (200 a 500 individus) a mis en évidence I'exis-
tence d'une tendance a un abaissement de recombinaison dans le croisement inter écotype
Ler X Nd, par rapport au croisement intra ecotype Ler X Ler (Koornneef et Hanhart, 1988).
Il est possible que cette tendance observée n'a pas été confirmée par les tests statistiques, du

fait de la faiblesse de la population étudiée.

Dans le contexte de nos efforts visant a explorer la fonction du géne AtPMS1, nous avons
cherché a mettre au point un systéme expérimental permettant d’étudier I’impact de ce gene
sur la recombinaison. Nous avons postulé qu'une divergence nucléotidique entre écotypes

d’Arabidopsis se traduirait par une réduction mesurable de la recombinaison. A supposer
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qu’une telle réduction soit documentée, I’impact du systtme MMR sur I’ampleur de cette
réduction pourrait étre étudiée. Cela contribuerait ainsi & une meilleure compréhension de
I’implication du géne AtPMS1 et des autres génes MMR dans le processus de recombinai-

son.

A.2. MATERIELS ET METHODES

A.2.1. Matériel végeétal et culture des plantes

Dans cette étude, nous avons utilisé trois lignées distinctes d’Arabidopsis thaliana. Une
premiére lignée était de type sauvage et de 1’écotype Landsberg erecta (Ler). Une seconde
lignée, également de type sauvage, était de 1’écotype Niederzenz (Nd). La troisiéme lignée,
de I’écotype Ler, était homozygote pour les alleles mutants récessifs aux locus ABI3 et GL1
(génotype = abi3abi3 gl1gll ; phénotype = abi3/gl1). La mutation abi3 (pour «abscisic acid
insensitive») confére a la graine la capacité de germer en présence d’acide abscissique exo0-
géne alors qu’une plante sauvage a ce locus en est incapable. La mutation gl1 (pour «gla-
bra») se manifeste par [’absence de trichomes a la surface des vraies feuilles, ce qui leur
donne un aspect glabre. Les locus ABI3 et GL1 sont tous deux situés sur le chromosome |11
a 8 cM I'un de "autre (Fig. 2).

Les plantes ont été cultivées dans un phytotron avec un contréle sur I'numidité relative et la
luminosité sous un régime de 16 h d'éclairage et 8 h de nuit a une température constante de
25 °C. Un terreau (Pro-Mix) a été utilisé comme substrat de culture. Les plantes ont été
cultivées dans des barquettes en aluminium pour les semis en vrac, ou dans des pots en
plastique pour les semis individualisés. Les graines ont passé 3 jours a 4 °C afin de briser

leur dormance et uniformiser la germination.

A.2.2. Les croisements

Dans un premier croisement, le double mutant abi3/gll a été utilisé comme plante femelle
et son pendant sauvage, également de 1’écotype Ler, a été utilisé comme male [abi3/gll
(Ler) X ABI3/GL1 (Ler)]. Comme les deux lignées croisées sont du méme écotype, nous

dirons qu'il s'agit d'un croisement intra écotype. Dans un second croisement, le méme mu-
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tant abi3 gll (Ler) a été croisé avec une lignée sauvage de 1’écotype Niederzenz [abi3/gll
(Ler) X ABI3/GL1 (Nd)]. Dans ce cas-ci, nous parlerons d'un croisement inter écotypes
puisque les deux parents ne sont pas du méme écotype. Un schéma illustrant les croise-

ments réalisés et I’analyse subséquente est présenté a la Figure 3.

A.2.3. Phénotypage de la population F2

Les siliques portant les graines F1 issues des croisements [abi3/gl1 (Ler) X ABI3/GL1 (Ler)]
et [abi3/gll (Ler) X ABI3/GL1 (Nd)] ont été récoltées individuellement. Des graines F1 ont
été semées et ces plantes F1 ont été autofécondées. Les graines F» obtenues de ces autofé-
condations ont été récoltées et nettoyées a l'aide d'un tamis (Tyler, 425 microns). Finale-
ment les graines ont été stérilisées en surface pendant 15 min dans une solution contenant
5 % d'eau de javel (6 % d'hypochlorite de sodium), et une goutte de Tween 20 (Valvekens
et al., 1988). Apres stérilisation, les graines (200-300 par tube eppendorf) ont été lavées
cing fois avec de I'eau déionisée stérile, puis étalées dans des boites de Pétri (100 X 15 mm)

contenant un milieu de germination (GM) décrit par Valvekens et collégues (1988).

Pour effectuer le phénotypage de cette population environ 30000 graines F> ont été étalées
sur milieu GM supplémenté de 6 UM d'acide abscissique. Environ deux semaines apres la
germination, les plantes insensibles a I'ABA exogene (celles qui ont germé normalement)
ont été repiquées sur un milieu GM sans ABA. Le repiquage des plantules a été fait dans
des boites de Pétri carrées (100 X 15 mm) afin de faciliter I'identification et le dénombre-
ment des plantules. Apres la reprise des plantules repiquées, et suite au développement des
trois premiéres vraies feuilles, nous avons procédé a l'aide d'une loupe binoculaire au dé-
nombrement des plantes a feuilles glabres (gl1) ou porteuses de trichomes (GL1). Puisque
seules les plantes de phénotype abi3 (ayant germé en présence d'’ABA) ont été examinées
pour la présence ou l'absence de trichomes, nous parlerons dans ce cas d'un phénotypage
incomplet. Sur une population de taille plus limitée (~2200), nous avons effectué un dé-
nombrement complet de tous les phénotypes observables (quatre classes phénotypiques).
Ainsi apres le repiquage des plantules insensibles sur milieu GM ne contenant pas d'/ABA,
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Localisation des marqueurs sur le chromosome 111 d'A. thaliana.
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Figure A-3:  Schéma général des croisements effectues
Un double mutant (abi3abi3gllgll) a été utilisé comme plante femelle dans des croise-
ments avec des plantes Ler et Nd ayant 1’alléle normal. Les plantes F1 ont éte autofécondé

et la population F2 a été sélectionnée sur milieu contenant 6 1 M d’acide abscissique.
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nous avons egalement repiqué sur ce méme milieu les graines sensibles a I'ABA (celles qui
n’avaient pas encore germé). Pour que les graines sensibles ne perdent pas leur pouvoir
germinatif suite a une exposition prolongée a ABA, nous avons effectué ces deux repi-
quages 5 jours apres le semis au lieu de deux semaines comme d'habitude. Les plantules
glabres ou a trichomes ont ensuite été denombrées a la loupe binoculaire au sein des deux
groupes (ABI3 et abi3).

A.2.4. Calculs du taux de recombinaison
4.2.4.1. Phénotypage complet

Pour un phénotypage complet (basé¢ sur le décompte du nombre d’individus pour chacune
des quatre classes phénotypiques) d'une population F», les équations utilisées pour détermi-

ner le taux de recombinaison génétique sont les suivantes (Allard, 1956).

® (p_l) b o (1_p) de 1 =0 1
i 3-2p+p2 4% p(2—p)+ p-1 g

Les coefficients a, b, ¢, et d représentent le nombre des individus observés pour les plan-
tules de phénotype ABI3/GI1, ABI3/gll, abi3/Gl1 et abi3/gll respectivement. Et p est le
taux de recombinaison génétique. L'information fournie par un seul individu F» est donnée

par I'équation :

. (2p? - 4p+3) @)

! p(2—p)(p2 —2p+3)

L'information fournie par I'ensemble des individus d'une famille F> est le produit du
nombre total d'individus dans la famille (n) par I'information procurée par chaque individu

de la méme famille (ip). Donc lp = n-ip et la variance sur une famille F» est définie comme

la reciproque de I'information totale. En consequence v, = T d'ou I'on déduit I'écart type
p

sur p (Sp):
1
Sp=1- (2a)
p
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L'erreur commise dans I'estimation de p se calcule a partir de la formule (2).

2
MZ—p{p —2p+3)
1
s:/V:s:/_©5= (2b)
p p p n.|p p n.z.(2p2_4p+3j

4.2.4.2. Phénotypage incomplet

Pour calculer le taux de recombinaison genétique lorsque seul un sous-ensemble des phéno-
types était examiné, nous avons utilisé les équations du maximum de vraisemblance, ajus-
tées a une famille F> avec des données de classification incomplétes pour deux genes en

ségrégation (Allard, 1956). L'équation utilisée est :

.—2+2p+d. 2

c =0 (3

2p-p2 1P
Les coefficients ¢ et d représentent le nombre des individus observés pour les plantules de

phénotype abi3/GI1 et abi3/gll respectivement. Et p est le taux de recombinaison génétique.

Pour estimer la distance génétique entre les deux marqueurs, il faut résoudre mathémati-
qguement I'équation (1). Ainsi on en déduit le quotient des coefficients ¢ et d, ce qui permet

de connaitre le taux de recombinaison génétique (p).

2
d_1-p 2<:>(1+9jp2—2(1+9jp+1=0 (3a)
c 2p-—p c c

En faisant les substitutions appropriées on deduit que
p=l-/—  (3b)

Le taux de recombinaison est: r =100+ p et I'information fournie par un seul individu F2

est donnée par I'équation :
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L'information fournie par I'ensemble des individus d'une famille F2 est le produit du
nombre total d'individus dans la famille (n) par lI'information procurée par chaque individu

de la méme famille (ip). Donc I, = n iy et la variance sur une famille F; est définie comme

la réciproque de I'information totale. En conséquence v, e d'ou I'on déduit I'écart type
p

surp:
1
Sp = | — (4a)

Ip

L'erreur commise dans I'estimation de p se calcule a partir de I'équation (4).

2
1 2p-p
sz\/vipisp: n.ip @sz T (4b)

A.3. RESULTAT

4.3.1. Les marqueurs utilisés

L’objectif de ce travail était de vérifier si la divergence nucléotidique qui existe entre deux
écotypes d’A. thaliana est suffisamment importante pour entrainer une réduction détectable
de la fréquence de recombinaison genétique dans un intervalle donné. Nous avons utilisé
deux marqueurs morphologiques, lesquels définissent un intervalle génétique localisé sur le
chromosome 111 d'A. thaliana. L'intervalle a I'étude est délimité par le couple de marqueurs
ABI3-GL1, deux marqueurs qui se prétent bien a un examen phenotypique rapide sur un

grand nombre de jeunes plantules.
4.3.2. Fréquence de recombinaison dans ’intervalle ABI3-GL1

4.3.2.1. Phénotypage complet
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En vue d'estimer les effets d'une divergence nucléotidique sur la distance génétique entre
les locus marqueurs ABI3 et GL1, nous avons procédé au phénotypage incomplet d'une
premiére population F issue d'un croisement intra-écotype [abi3/gl1l (Ler) X ABI3/GL1
(Ler)] et d’une seconde population F. issue d'un croisement inter-écotype [abi3/gl1 (Ler) X
ABI3/GL1 (Nd)]. Nous avons analyse un total de 2055 individus, dont 1072 individus pour
le croisement intra-écotype et 983 pour le croisement inter-écotype (Tableau 1). Les 4
classes phénotypiques ont été notées; et les valeurs observees ont été comparées a celles
attendues dans le cas d'une ségrégation Mendélienne des deux génes. Comme on s'y atten-
dait, les proportions observées pour chacune des quatre classes phénotypiques sont tres
différentes de celles prédites par le modele Mendélien. En effet, les attentes générées par le
modeéle mendélien s'appuient sur I'nypothese nulle selon lagquelle les deux locus ne sont pas
liés et ségrégent donc indépendamment. Les valeurs trés élevées de la statistique y? vien-

nent simplement confirmer que les génes sont en effet liés.

Ce qui importe davantage, cependant, est de déterminer si la distance génétique entre les
deux locus est différente selon qu'elle est mesurée dans un croisement intra-écotype ou in-
ter-écotypes. A l'aide des équations (1) et (2), nous avons estimé la distance génétique
ABI3-GL1 dans les deux croisements. Dans le croisement Ler X Ler, la distance estimée
entre les deux locus est de 12,2 cM avec un écart-type de 1,1 cM. Cela permet de définir un
intervalle de confiance pour la distance génétique compris entre 10,0 et 14,4 ¢cM (2 a=0,05)
(Tableau 1). Dans le croisement Ler X Nd, la distance génétique estimée est de 11,1 cM +
1,1 cM, ce qui produit un intervalle de confiance de 8,9 & 13,3 cM. Comme on peut le voir,
il y a un abaissement apparent d'environ 1 cM (12,2 vs 11,1 cM) dans la distance génétique
estimée selon qu'il s'agit d'un croisement intra-écotype ou inter-écotypes. Cet abaissement
n'est toutefois pas statistiguement significatif et on ne peut donc pas conclure qu'il existe

une différence significative entre la mesure de distance obtenue dans les deux populations.
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Tableau 1. Phénotypage complet de la population F2 sur I’intervalle

abi3/gll en présence 6 1 M d'ABA exogene. La taille de la population (N),

fréquence des phénotypes attendus en absence de liaison génétique (FA),

fréquence des phénotypes observés (FO), la valeur du test de liaison (Khi2),

la distance génétique (D), et ’intervalle de confiance de la distance géne-

tique (1C).

CROISEMENTS N FA

Dm X Ler 1072
ABI3 GL1_ 603
ABI3 gllgll 201
abi3abi3GL1_ 201
abi3abi3gllgll 67
1072
Dm X Nd 983
ABI3 GL1_ 553
ABI3 gligll 184
abi3abi3GL1 184
abi3abi3gllgll 61
Total 2055 983

FO

713 (A)
92 (B)
36 (C)

231 (D)
1072

668 (A)
73.(B)
33 (C)

209 (D)
983

Khi?

20
59
135
401
616

24
67
124
354
570

D IC
12,2+1,1 10,0-14/4

11,1+1,1 8,9-13,3

Les coefficients utilisés dans les équations d’estimation du taux de recom-

binaison génétique sont représentés par les lettres entre parenthéses a c6té

du nombre d’individu observé pour chaque classe phénotypique. Les

classes phénotypiques sont indiquées dans la premiére colonne sous croi-

sements. Les valeurs attendues sont basée sur une ségrégation Mendélienne

(9:3:3:1) pour une population total indiquée sous N par croisement.
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4.3.2.2. Phénotypage incomplet

Nous avons procédé a une analyse a une échelle plus grande mais en pratiquant un phéno-
typage incomplet pour diminuer l'erreur associée a la mesure de la distance entre les deux
locus. Dans ce travail, seules les graines ayant germé en présence d’ABA exogeéne ont été
examinees pour la présence de trichomes (les autres graines n’ayant pas germé). Ainsi, les
seuls phénotypes notés étaient abi3/GL1 et abi3/gll. Au total, nous avons utilisé 28 002
graines F> dont 14 263 pour le croisement intra-écotype et 13 739 pour le croisement inter-
écotypes (Tableau 2). Comme on peut le voir dans ce tableau, la distance entre les locus
ABI3 et GL1 est estimée a 8,4 + 0,34 cM (intervalle de confiance 8 o = 0,05: 7,7 2 9,1 cM)
au sein du croisement intra-écotype. La distance entre ces deux mémes locus dans le croi-
sement inter-ecotypes est estimé & 7,84 + 0,33 cM (intervalle de confiance a o = 0,05: 7,1
a 8,5 cM). Ainsi, on observe encore une fois une plus faible distance dans le contexte du
croisement inter-écotype, mais I’ampleur de cette différence est trop faible pour conclure

qu’il s’agit 1a d’une différence significative.

A4 DISCUSSION

Chez Arabidopsis thaliana les croisements inter spécifiques ne produisent pas de descen-
dance viable. Ainsi, afin d'évaluer I'effet de I'homéologie sur la fréquence de recombinaison,
nous avons croise les écotypes Nd et Ler et généré une population F». Le choix de ces deux
écotypes résulte d'études antérieures faisant ressortir Nd comme I'écotype le plus généti-
quement distant des autres (King et al., 1993). Pour faciliter I'étude, nous avons choisi des
marqueurs morphologiques qui permettent la différenciation des classes phénotypiques trés

tot dans le développement végétatif des plantes.

Pour cette étude nous avons utilisé deux types de données. Dans un premier temps, nous
avons obtenu des données par suite d'un phénotypage complet dans lequel les 4 classes
phénotypiques sont identifiées, et portant sur environ 2 000 individus. Ultérieurement, nous
avons approfondi en obtenant des données issues du phénotypage partiel pour lequel seu-

lement deux classes phénotypiques sont identifiées, et portant sur une population de pres de

GSJ© 2022
www.globalscientificjournal.com



GSJ: Volume 10, Issue 8, August 2022
ISSN 2320-9186 2002

Tableau 2. Phénotypage partiel de la population F2 sur I’intervalle abi3/gll en
présence de 6 1 M d'ABA exogéne. La taille de la population (N), fréquence des
phénotypes attendus en absence de liaison génétique (FA), fréquence des phéno-
types observés (FO), la valeur du test de liaison (Khi2), la distance génétique (D),

et I’intervalle de confiance de la distance génétique (IC).

CROISEMENTS N FA FO Khi# D IC

Dm X Ler 14263 8,4+0,34 7,7-8,5
abi3abi3GL1_ 2674.3 595 (C) 1617
abi3abi3gligll 891.4 2971 (D) 4852
Total 3566 3566 6468

Dm X Nd 13739 7,8+0,33 7,1-8,5
abi3abi3GL1_ 2576 546 (C) 1600
abi3abi3gligll 859 2889 (D) 4797
Total 28002 3435 3435 6397

Les coefficients utilisés dans les équations d’estimation du taux de recombi-
naison génétique sont représentés par les lettres entre parentheses a coté du
nombre d’individu observé pour chaque classe phénotypique. Les classes phé-
notypigues sont indiquées dans la premiére colonne sous croisements. Les
valeurs attendues sont basée sur une ségrégation Mendélienne (9:3:3:1) pour

une population total indiquée sous N par croisement.
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30 000 individus au total. Avec chacune de ces deux types de données, nous n’avons obser-
vé aucune différence significative quant a la distance génétique (et donc la fréquence de
recombinaison) entre ces deux locus. La distance mesurée a 1’aide du phénotypage complet
d’environ 1 000 individus par croisement (11,1 a 12,2 ¢cM) est différente de 1’estimé obtenu
avec la plus grande population (~15000) dont seule deux classes phénotypiques ont été ana-
lysées (7,8 a 8,4 cM). Ces deux estimations sont en accord avec la distance génétique rap-
portée pour cet intervalle sur les cartes génétiques consensus d’Arabidopsis (Koncz et Ré-
dei, 1994).

Une des motivations de cette étude était I'existence d'une tendance nette a I'abaissement du
taux de recombinaison génétique observée dans I'environnement génétique Nd par rapport a
Ler. En effet, a I'échelle de petites populations (200-500 individus), Koornneef et Hanhart
(1988) avaient observé une tendance a la baisse du taux de recombinaison génétique dans le
bagage génétique Nd. Bien qu’aucune de ces différences n’était statistiquement significa-
tive, une tendance trés nette était évidente puisque la distance génétique mesurée dans un
bagage génétique Nd était plus faible dans 10 intervalles sur 16 examinés par ces auteurs.
Cette tendance majoritaire de l'abaissement de la recombinaison dans le bagage Nd a
I'échelle de petites populations laissait supposer qu'a une plus grande échelle, les diffé-
rences pourraient devenir significatives. Au cours de ce travail a grande échelle, nous
n‘avons pu observé que les mémes tendances qui sont statistiguement non significatives. La
différence en valeur absolue de 0,6 a 1,1 % observée entre le bagage génétique de Ler vs de
celui Nd, se traduit en valeur relative par une distance génétique mesurée chez Ler de 7 a

10 % supérieure a celle mesurée chez Nd.

Ces résultats chez A. thaliana contrastent avec ceux rapportés chez le S. cerevisiae ou il a
été montré qu'une seule base divergente sur un segment de 350 pb (c’est-a-dire 0,3 %) était
suffisante pour réduire significativement (3 a 6 fois) le taux de recombinaison (Datta et al.,
1997; Chen et Jinks-Robertson, 1999). Par comparaison, Chang et collaborateurs (1988) ont
évalué a 1,4 % la divergence nucléotidique entre Ler et Nd. Une telle divergence engendre,
chez la levure, une baisse d'environ 20 fois du taux de recombinaison (Chen et Jinks-
Robertson, 1999). On peut donc se demander si la divergence nucléotidique de 1,4 % esti-
mée par Chang et collegues (1988) est bien fondee. En effet, dans une étude plus récente,
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Bergelson et collegues (1998) arrivent a des divergences beaucoup plus modestes entre
écotypes. En utilisant 115 écotypes, ils ont trouvé pour trois locus marqueurs (Adh, Dhs1,
et Gpal) une divergence intra-écotype moyenne de 0,04 % et une divergence inter-écotype
moyenne 0,14 %. Plus récemment encore, la disponibilité de la séquence des écotypes Co-
lumbia (Col) et Landsberg erecta a permis d’obtenir un estimé basé sur la comparaison de
95 Mb de séquence genomique entre Col et Ler (Jander et al., 2002). Celle-ci fait ressortir
l'existence de 37 344 SNP (différences d’un nucléotide) et de 67 730 bp d'inser-
tions/délétions de bases, soit une divergence globale autour de 0,11 %. Une étude en cours
dans notre laboratoire, examinant le polymorphisme pour la présence/absence d’¢léments
transposables a des locus précis, a établi que les écotypes Col et Nd sont tres proches sur le
plan phylogénétique (M. Jean, comm. personnelle). Si on accepte que la divergence nucléo-
tidique entre Col et Ler ne soit que de 0,11 %, et que I’écotype Nd est trés proche de
I’écotype Col, on pourrait penser que la divergence nucléotidique entre Nd et Ler voisine
0,1 %. Une telle divergence nucléotidique peut étre trop modeste pour affecter la fréquence

de recombinaison.

AbL. CONCLUSIONS

Sur la base des travaux d'autres laboratoires, nous avons choisi d'utiliser Nd comme parent
éloigné, et nous avons géneré des populations en ségrégations dans un environnement Ler.
L'étude a porté sur 2 locus marqueurs (ABI3, GL1) situés sur le chromosome IlI d'A. tha-
liana. Nous avons utilisé aussi bien un phénotypage partiel qu'un phénotypage complet
pour comparer la recombinaison génétique intra-écotype et inter-écotype. Nos résultats ne
révélent pas de différence significative dans le taux de recombinaison génétique sur l'inter-
valle genétique ABI3-GL1. Les plus récentes etudes sur la divergence nucléotidique entre
écotypes indiquent que celle-ci est inférieure aux estimations antérieures. Cette faible di-
vergence pourrait expliquer pourquoi aucune différence significative n’est observée au ni-
veau de la distance génétique entre deux marqueurs dans deux bagages génetiques diffe-

rents.
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