
N̊ d’ordre 40538

 

Stress Abiotiques et Différenciation des Végétaux cultivés 
UMR SADV n°1281 LILLE 1/INRA, ERT 

Université Lille 1 – Cité scientifique - Bâtiment SN2 - 3°étage 
59655 VILLENEUVE D’ASCQ CEDEX 

      Tél: 03.20.43.40.20      Fax: 03.20.33.60.44 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Etude de l’autoincompatibilité chez la
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évidement, d’un point de vue scientifique, de nombreuses personnes ont participé à ce
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ensembles, les tablettes de chocolats, les paquets de bonbons, les repas et les bières

i



partagés, et pour toutes nos discussions “très” constructives.
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(que je n’aime pas), sans oublier Manue, Marilyne, Romain,... avec qui j’ai passé la
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Merci également à toute la famille Laviale pour avoir pris de mes nouvelles régulièrement
lors de la dernière ligne droite.
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à Solange

1



2



Table des matières

Table des figures 9

Liste des tableaux 13

Introduction 17
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comme modèle ? . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
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7 Interaction des protéines PrpS et PrsS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
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2.1 Groupes de compatibilité entre allèles S et stratégies de croisement . . . 79

3.1 Marqueurs AFLP identifiés avec la stratégie des bulks . . . . . . . . . . . 90
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Introduction

Le groupe des Angiospermes est largement prédominant chez les végétaux terrestres

et est caractérisé par de nombreuses stratégies de reproduction sexuée. Comme 75% des

Angiospermes sont hermaphrodites, ces stratégies sont généralement définies en fonc-

tion du taux d’autofécondation et vont de l’autogamie à l’allogamie strictes, en passant

par des systèmes de reproduction mixte (Gaude et Cabrillac, 2001 ; Gaude et al., 2001 ;

Goodwillie et al., 2005). Si l’autofécondation confère un avantage sélectif en augmentant

le nombre de copies de génomes qu’un individu peut transmettre à sa descendance par

rapport à une espèce strictement allogame, elle entrâıne également une perte de la diver-

sité génétique (Charlesworth et Charlesworth, 1987). On observe aussi un grand nombre

de mécanismes qui limitent ou empêchent l’autofécondation et donc la consanguinité.

Il existe des systèmes d’évitement spatial (distylie, monoécie) ou temporel (protandrie,

protogynie), de séparation des sexes (dioécie), mais c’est l’autoincompatibilité qui est la

stratégie la plus répandue chez les plantes à fleurs : on la retrouve chez plus de 50% des

espèces d’Angiospermes (Gaude et Cabrillac, 2001 ; Hiscock, 2000a ; Hiscock et Tabah,

2003 ; Silva et Goring, 2001).

L’autoincompatibilité se définit comme l’incapacité d’une plante hermaphrodite fertile

à produire des zygotes après autopollinisation (de Nettancourt, 1977). Les mécanismes

d’autoincompatibilité permettent aux individus d’une espèce de ne pas être fécondés

par leur propre pollen et/ou le pollen d’individus apparentés. Cela implique une inter-

action pollen-pistil permettant la reconnaissance d’un phénotype commun, comme cela

est schématisé dans la figure 1. Les données moléculaires dont on dispose indiquent que

ces mécanismes sont apparus plusieurs fois de façons indépendantes (Hiscock, 2000b) et

qu’ils se sont maintenus au cours du temps (Igic et al., 2004). Ils doivent donc avoir une

grande importance évolutive et l’acquisition de l’autoincompatibilité par les premiers An-

giospermes serait une des clés de leur importante radiation adaptative (Hiscock et Tabah,

2003).
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[S1]

[S3]

[S1]
[S2]

[S1]

[S2]

[S1]

[S2]

[S2]
[S1]

Pistil [S ]Pistil [S2]

Reconnaissance 
du pollen

Pas de fécondation

Pas de reconnaissance 
du pollen

Fécondation

Figure 1 – Schéma représentant l’interaction pollen-pistil intervenant dans les mécanismes
d’autoincompatibilité. Lorsque le pollen et le pistil présentent le même phénotype, un
mécanisme de reconnaissance empêche la fécondation. Par contre, si le pollen et le pistil
présentent des phénotypes différents, la fécondation a lieu.
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1. Mécanismes d’autoincompatibilité

Un grand nombre d’articles, revues et livres détaillent des différents mécanismes

d’autoincompatibilité identifiés. L’objectif de cette introduction n’est donc pas d’en faire

un compte-rendu exhaustif. Il s’agit plutôt d’offrir une vue d’ensemble afin de mettre en

évidence la diversité ainsi que les similitudes qui existent entre ces stratégies.

1 Mécanismes d’autoincompatibilité

L’autoincompatibilité peut être classée en 3 catégories : sporophytique

hétéromorphique (AI Het), gamétophytique homomorphique (AIG) et sporophytique

homomorphique (AIS) (Gibbs, 1986 ; Gibbs et Bianchi, 1999). Les caractéristiques de

chacune de ces catégories sont récapitulées dans le tableau 1. Ayant été respectivement

identifiées dans 17 (Franklin-Tong et Franklin, 2003 ; Hiscock, 2000b) et 28 familles de

plantes (Barrett et Shore, 2008), l’AIG et l’AI Het sont les plus communes (Figure 2).

L’AIS a, quant à elle, été observée dans 6 familles (Figure 2, Hiscock et Tabah, 2003).

Tableau 1 – Récapitulatif des différentes caractéristiques de chaque type d’autoin-
compatibilité. a)Hiscock (2000b), b)Franklin-Tong et Franklin (2003), c)Hiscock et Tabah (2003),

d)Barrett et Shore (2008), e)Allen et Hiscock (2008).

Autoincompatibilité Locus Nombre Allèles Familles Référence

Homomorphique Gamétophytique 1 multiallèlique 16 a
2 multiallèlique 1 b

Sporophytique 1 multiallèlique 6 c

Hétéromorphique Sporophyique 1 (distylie) 2 24 d
2 (tristylie) 2 par locus 4 e

L’AI Het est associée à un polymorphisme floral entre individus, généralement sous

le contrôle d’un seul gène diallèlique (McCubbin, 2008). L’AIG et l’AIS présentent des

fleurs de morphologie identique. Dans le cas de l’AIG, le phénotype d’incompatibilité

du grain de pollen est déterminé par son propre génotype haplöıde, alors que pour les

systèmes sporophytiques, le phénotype d’incompatibilité du grain de pollen est déterminé

par le génotype diplöıde de la plante dont il est issu (de Nettancourt, 2001). Dans la

plupart des cas, l’autoincompatibilité homomorphique est sous contrôle d’un seul locus

multiallèlique, appelé locus S, qui regroupe les gènes fortement liés des déterminants

mâle et femelle de l’incompatibilité (Franklin-Tong et Franklin, 2003 ; Silva et Goring,

2001 ; Takayama et Isogai, 2005). Afin de décrire la combinaison d’allèles de ces différents

gènes, on utilise le terme d’haplotype S (Nasrallah et Nasrallah, 1993, Figure 3). Il
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Winteraceae •

Commelinaceae •
Pontedariaceae •
Poaceae (seigle) •

Liliaceae (trille blanc) •Liliaceae (trille blanc) •

Papaveraceae (pavot) ■
Ranunculaceae (bouton d’or) •( )

Betulaceae (noisetier) •
Rosaceae (prunier, poirier)▲
Fabaceae (trèfle) •( )

Brassicaceae (chou) ▲

Linaceae (lin) ■

Sterculiaceae (Cacao) •

Lythraceae (salicaire) •
Onagraceae •

Saxifragaceae •
Hamamelidaceae •
Paeoniaceae •

Caryophyllaceae (œillet) •
Cornaceae •
Polemoniaceae • •
Ericaceae •
Primulaceae (primevère) ■
Plantaginaceae (gueule de loup)▲
Bignoniaceae •
C l l (i é )Convolvulaceae (ipomée) ■
Solanaceae (pétunia, tomate) ▲
Asteraceae (chicorée, sénéçon) •
Campanulaceae (campanule) ▲

Figure 2 – Répartition des différent types d’AI chez les Angiospermes (phylogénie d’après
AGP III, Bremer et al., 2009). AIG : • mécanisme indéterminé, N S-RNases, � PrpS-
PrsS ; AIS : • mécanisme indéterminé, N SRK-SCR/SP11, � SE1/SE2/SEA-AB2 ; AI
Het (liste non-exhaustive) : � distylie, • tristylie ; AI ovarienne (liste non-exhaustive) : •
(Allen et Hiscock, 2008 ; Barrett et Shore, 2008 ; de Nettancourt, 1997 ; Eenink, 1981a ;
Franklin-Tong et Franklin, 2003 ; Gibbs et Bianchi, 1999 ; Hiscock, 2000a ; Klein et al., 2009 ;
Labonne et al., 2008 ; Rahman et al., 2007b ; Takayama et Isogai, 2005).
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1. Mécanismes d’autoincompatibilité

existe également des cas de systèmes multi-locus, comme chez les Poaceae où 2 lo-

cus interviennent (Kakeda et al., 2008 ; Yang et al., 2008). Dans certaines espèces, des

mécanismes faisant intervenir jusqu’à 4 locus ont été proposés (par exemple : Lilium

martagon, Beta vulgaris, Allen et Hiscock, 2008 ; Yang et al., 2008). Ceci dit, il s’agit

d’espèces où peu d’études ont été menées et où un système à 2 locus pourrait également

être proposé (Richards, 1997). Une quatrième forme d’autoincompatibilité a été identifiée

pour laquelle la réaction se produit une fois que le tube pollinique a atteint l’ovaire, avant

ou après la fécondation : l’autoincompatibilité ovarienne ou tardive (Gibbs et Bianchi,

1999). Pour cette forme d’AI, il est difficile de déterminer s’il s’agit d’un mécanisme

génétique ou de l’expression d’une dépression de consanguinité.

Déterminant(s) 
âl ( )

Déterminant(s) 
f ll ( )mâle(s) femelle(s)

Haplotype S1

Haplotype S2

Haplotype S3

Locus SLocus S

Figure 3 – Schéma de la structure du locus S de l’AI homomorphique. Il existe au moins 2
gènes génétiquement liés, l’un codant le déterminant mâle et l’autre le déterminant femelle.
Chaque combinaison d’allèles constitue un haplotype différent.

1.1 L’autoincompatibilité sporophytique hétéromorphique

L’AI Het est polyphylétique et a été observée dans 28 familles appartenant à des sous

classes et ordres différents (Figure 2) : cela suggère que ce mécanisme est apparu plusieurs

fois durant la diversification des Angiospermes (Figure 2, Allen et Hiscock, 2008 ; Gibbs,

1986 ; McCubbin, 2008). Ce mécanisme concerne les espèces pour lesquelles on observe,

entre les fleurs des individus, des différences morphologiques associées au mécanisme

d’autoincompatibilité. Les morphes diffèrent par la longueur des étamines et des styles.

On peut également observer du polymorphisme au niveau du pollen et du stigmate

(Barrett et al., 2000 ; de Nettancourt, 2001). La majorité des familles AI Het sont di-

styles (comme par exemple Primula sp.) : on y rencontre ainsi des individus à styles longs

et anthères courtes (morphe L) et d’autres à styles courts et anthères longues (morphe C)
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(Figure 4, Barrett et Shore, 2008). La tristylie demeure un mécanisme d’AI Het relative-

ment peu fréquent en comparaison de la distylie : 4 familles seulement (Allen et Hiscock,

2008) se caractérisent par des individus à styles longs, moyens ou courts (morphes L, M

et C) (Figure 4, Barrett et Shore, 2008). En plus de l’évitement spatial entre pollen et

stigmate qu’engendrent les différentes longueurs de styles, le mécanisme d’autoincom-

patibilité empêche également les croisements entre individus de morphes identiques :

seuls les génotypes ayant des styles et des anthères de même taille sont compatibles

(Barrett et Shore, 2008).

Le déterminisme génétique de l’AI Het est caractérisé par un seul locus S dans le cas

de la distylie et de 2 locus, S et M, pour la tristylie. Il s’agit généralement de locus

diallèliques qui déterminent l’ensemble des traits qui distinguent les différentes morpho-

logies (Barrett et Shore, 2008). Le site de la réaction d’incompatibilité varie selon la

famille, l’espèce et la morphologie considérées et peut avoir lieu au niveau du stigmate,

du style ou de l’ovaire (de Nettancourt, 2001).

A.Distylie B. Tristylie

L
ss

C
S-

C
S- --

L
ss mm

M
ss M-

Morphe
Génotype

Figure 4 – Autoincompatibilité hétéromorphique. L, M et C correspondent aux morphes long,
moyen et court du style. L’allèle S du locus S est dominant et gouverne le morphe C. Dans le
cas de la tristylie, les individus ss ont soit un morphe L si leur génotype au locus M est mm,
soit un morphe M s’ils possèdent au moins un allèle M. Les anthères sont représentées par un
ovale blanc et les stigmates par un triangle noir. Les croisements compatibles sont indiqués par
des flèches en tirets (d’après Barrett et al., 2000).

Plusieurs approches ont été utilisées pour identifier les déterminants responsables de

l’AI Het mais malgré les nombreuses études réalisées, les gènes responsables ne sont tou-

jours pas identifiés (Barrett et Shore, 2008 ; McCubbin, 2008). L’approche biochimique

a permis d’identifier des protéines spécifiques d’un morphe par rapport à un autre mais

leur fonction n’a pas été définie et aucune n’a pu être liée au locus S. Par exemple, jusqu’à
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1. Mécanismes d’autoincompatibilité

177 protéines variant d’un morphe à l’autre ont été identifiées chez Lythrum salicaria.

Ces différences peuvent s’expliquer par le nombre important de protéines différentes

mises en jeu pour obtenir les différentes morphologies. Dans le cas de Primula vulga-

ris, une banque soustractive d’ADNc a été construite, mais aucun des ADNc exprimés

différentiellement selon les morphes n’a pu être lié au locus S. Enfin, le locus S a été

cartographié dans des intervalles de 0,6 et 0,57 cM, respectivement chez Fagopyrum sp

et Primula vulgaris, ce qui permet d’envisager l’identification les déterminants de l’AI

Het par clonage positionnel (Barrett et Shore, 2008 ; McCubbin, 2008).

1.2 L’autoincompatibilité gamétophytique

L’AIG est le système d’autoincompatibilité homomorphique le plus répandu. Il est

étudié au niveau moléculaire principalement chez les Solanaceae, les Rosaceae, les Plan-

taginaceae (anciennement Scrophularaiceae, Olmstead et al., 2001), les Papaveraceae et

dans une moindre mesure, chez les Poaceae (Figure 2). Comme le phénotype des grains

de pollen est défini par le génotype haplöıde du gamétophyte, il n’existe pas de relations

de dominance entre haplotypes S. Par conséquent, si le génotype correspond à l’un des

2 allèles S (ou des 4 allèles dans le cas des Poaceae) exprimés au niveau du pistil, alors

la réaction d’autoincompatibilité a lieu (Figures 5).

1.2.1 Système gamétophytique des Solanaceae, des Rosaceae et des Planta-

ginaceae

Dans ces familles, la réaction d’incompatibilité a lieu dans le style. Les grains de pol-

len, compatibles et incompatibles, commencent indifféremment leur germination. Dans

le cas du pollen incompatible, on observe une croissance anormale du tube avant son

arrêt au niveau du premier tiers du style (Takayama et Isogai, 2005). L’incompatibilité

est ici contrôlée par un locus S multiallèlique (jusqu’à 28 allèles différents chez Physa-

lis crassifolia) où se trouvent 2 gènes codant respectivement les déterminants mâle et

femelle (Lawrence, 2000 ; McClure et Franklin-Tong, 2006 ; Takayama et Isogai, 2005).

L’approche protéomique par IEF (isoélectrofocalisation) réalisée chez Nicotiana alata

a permis d’identifier des protéines spécifiques de différents allèles S, présentes unique-

ment dans le stigmate et le style (Bredemeijer et Blaas, 1981). L’ADNc correspondant

à la protéine spécifique de l’allèle S2 de N.alata a été séquencé (Anderson et al., 1986).

Le gène identifié comme le déterminant femelle code une protéine ayant une activité
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Génotype du 
pollinisateur S1S2 S1S3 S3S4

S4 S4S3 S3S3 S3Génotype du pollen S1 S1S1 S1 S2 S2

Génotype du 
stigmate S1S2 S1S2 S1S2stigmate

Résultat du 
croisement Incompatible

1 2

50% compatible

1 2

100% compatible

1 2

(a) Autoincompatibilité gamétophytique à un seul locus, le locus S.

Croisements réciproques

Génotype du 
pollinisateur S1S1Z1Z2 S1S2Z1Z2 S1S1Z1Z3 S1S3Z1Z3 S3S4Z1Z2

Génotype du pollen S1Z1 ou S1Z2 S1Z1 S1Z2 S2Z1 S2Z2 S1Z1 ou S1Z3 S1Z1 S1Z3 S3Z1 S3Z3 S3Z1 S3Z2 S4Z1 S4Z2

Génotype du 
pistil S1S2Z1Z2 S1S1Z1Z2 S1S2Z1Z2 S1S2Z1Z2 S1S2Z1Z2

Résultat du 
croisement Incompatible 50% compatible 50% compatible 75% compatible 100% compatible

(b) Autoincompatibilité gamétophytique à 2 locus, les locus S et Z.

Figure 5 – Autoincompatibilité gamétophytique. (a) : La réaction d’incompatibilité survient
quand l’allèle S exprimé par le pollen correspond à l’un des 2 allèles S exprimés au niveau du
pistil (d’après Silva et Goring, 2001). (b) : La réaction d’autoincompatibilité a lieu lorsque les
2 allèles S et Z exprimés par le pollen correspondent à 2 des 4 allèles exprimés au niveau du
pistil (d’après Yang et al., 2008).
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1. Mécanismes d’autoincompatibilité

ribonucléase, celle-ci étant appelée S-RNase (Zhang et Xue, 2008). Le niveau d’expres-

sion de ce gène augmente progressivement dans le style avec la maturité de la fleur

(Franklin-Tong et Franklin, 2003 ; Silva et Goring, 2001). Les séquences allèliques sont

composées de régions conservées et de régions hypervariables entre spécificités S, ce qui

se traduit par une faible similitude des séquences d’acides aminés (entre 40% et 70%

d’identité entre allèles S chez N. alata, Ioerger et al., 1990 ; Silva et Goring, 2001).

Afin d’identifier le déterminant mâle, une étude de l’expression différentielle des ARN

de différents haplotypes a permis d’identifier 10 groupes d’ADNc spécifiques du pol-

len et liés au locus S. Cependant, le déterminant pollen n’a pu être identifié par cette

voie (McCubbin et al., 2000). Dans un second temps, la région génomique à proxi-

mité du gène S-RNase a été séquencée et sa structure étudiée, d’abord chez Antirhi-

num majus (Lai et al., 2002) puis chez Prunus mume et Prunus dulcis (Entani et al.,

2003 ; Ushijima et al., 2003). Cette stratégie a permis d’identifier le gène S-Locus F-box

(SLF ), également appelé S haplotype-specific F-box (SFB), qui code le déterminant pol-

len (Entani et al., 2003 ; Ushijima et al., 2003). Tout comme les S-RNases, les protéines

SLF/SFB présentent un polymorphisme élevé (entre 68 et 76% d’identité entre les

séquences d’acides aminés chez P. dulcis, Ushijima et al., 2003).

En plus d’identifier le gène SLF/SFB, l’étude génomique du locus S chez Prunus dulcis

a montré que les déterminants de l’AI sont localisés dans une région fortement diver-

gente de 70 kb encadrée par des régions conservées (Entani et al., 2003). Une étape de

validation fonctionnelle par transformation a confirmé que le gène codant les S-RNases

est suffisant pour le rejet du pollen incompatible, et que le gène SLF/SFB est bien le

déterminant pollen (Zhang et Xue, 2008).

La S-RNase détermine la spécificité du pistil et est responsable du rejet du pollen

incompatible (Entani et al., 2003 ; McClure et Franklin-Tong, 2006). Elle passe de la

matrice extra-cellulaire du style au cytoplasme du tube pollinique en cours de germina-

tion. Si le pollen est incompatible, elle dégrade les ARN, ce qui provoque un arrêt de

croissance du tube pollinique en empêchant l’expression des gènes du pollen. SLF/SFB

appartient à la famille des protéines F-box dont la principale caractéristique est de lier

un substrat spécifique à un complexe ligase E3-ubiquitine pour qu’il soit dégradé. Une

première hypothèse considère que les S-RNases reconnues comme ‘non-soi’ par SLF/SFB

sont dégradées par la voie des ubiquitines alors que les S-RNases reconnues comme ‘soi’

par SLF/SFB ne le sont pas (Figure 6).

Un second modèle suggère que les S-RNases, qui pénètrent sans discrimination dans
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le tube pollinique, pourraient être stockées dans une vacuole. Dans le cas d’un pollen

compatible elles seraient éliminées du tube pollinique par exocytose et, si le pollen est

incompatible, ces S-RNases seraient libérées dans le cytoplasme. Cependant, dans ce

modèle, le rôle de SLF/SFB et son mode d’interaction avec les S-RNases ne sont pas

encore définis (McClure et Franklin-Tong, 2006).

S-RNase

Dégradation 
ARN

SLF SLF

Dégradation/

Pollen S1 S3

Stigmate

Style

COMP.INCOMP.

Dégradation/
Compartimentation

S-RNase

ARRET CROISSANCE CROISSANCE

S1S2Ovaire

Figure 6 – Modèle possible de l’interaction des S-RNases avec SLF/SFB, chez les Solanaceae,
Rosaceae et Plantaginaceae (d’après Takayama et Isogai, 2005).

1.2.2 Système gamétophytique des Papaveraceae

Chez les Papaveraceae, l’autoincompatibilité se caractérise par une inhibition rapide

de la croissance du tube pollinique à la surface du stigmate (Silva et Goring, 2001 ;

Thomas et al., 2006). L’autoincompatibilité est contrôlée par un locus S multiallèlique

(66 allèles connus pour Papaver rhoeas, Silva et Goring, 2001 ; Takayama et Isogai,

2005). Les gènes des déterminants mâle et femelle ont été identifiés chez Papaver rhoeas

et codent des petites protéines respectivement appelées PrpS (Papaver rhoeas pollen S,

20kDa) et PrsS (Papaver rhoeas stigma S, 15kDa) (McClure et Franklin-Tong, 2006 ;

Wheeler et al., 2009).

PrsS est une protéine secrétée par le stigmate. Elle a été identifiée, comme chez les

Solanaceae, grâce à une approche protéomique par IEF puis par clonage et séquençage

de l’ADNc correspondant (Foote et al., 1994). Le gène codant PrsS est très polymorphe

(40 à 46% d’homologie entre les séquences d’acides aminés des différents allèles S ). Il
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appartient à une famille de gènes codant des protéines de fonctions inconnues, les SPH

(S-protein homologue), dont on retrouve 84 membres chez A. thaliana (Ride et al., 1999 ;

Wheeler et al., 2010). L’inhibition de la germination du pollen S1 placé sur un milieu de

culture contenant la protéine PrsS1 a permis la validation fonctionnelle de PrsS en tant

que déterminant femelle (Foote et al., 1994).

Le gène PrpS a été identifié grâce au séquençage de la région génomique du locus S,

à proximité du déterminant femelle (Wheeler et al., 2009). On observe une divergence

de 40 à 50% entre les séquences d’acides aminés des différents allèles S (Wheeler et al.,

2010). PrpS ne présente aucune homologie avec les protéines déjà identifiées. Il s’agit

vraisemblablement d’une protéine transmembranaire localisée au niveau du tube polli-

nique qui interagit avec PrsS et est impliquée dans l’inhibition du pollen incompatible

(Franklin-Tong et Franklin, 2003 ; Takayama et Isogai, 2005 ; Wheeler et al., 2009). De

même que pour PrsS, la validation fonctionnelle de PrpS en tant que déterminant mâle a

été réalisée dans un système de bioessai in vitro. Les auteurs ont montré que, lorsque du

pollen S1 était déposé sur un milieu de culture contenant des oligonucléotides antisens

spécifiques des transcrits du gène PrpS1, la production de cette protéine était inhibée

de façon significative. En présence de la protéine PrsS1, ils ont observé une réduction

significative de l’inhibition de la germination du pollen S1, montrant ainsi que PrpS1

était le déterminant pollinique de l’AI chez les Papaveraceae (Wheeler et al., 2009).

Chez P. rhoeas, la réaction d’incompatibilité déclenche une augmentation de la

concentration cytosolique d’ions Ca2+ dans le tube pollinique et une diminution dans son

extrémité. Cette augmentation déclenche une cascade réactionnelle causant une mort cel-

lulaire programmée (PCD : programmed cell death) du tube pollinique (Figure 7). Même

si plusieurs protéines sont activées ou inhibées, la cause principale de cette mort cellulaire

est la dépolymérisation de plus de 60% de l’actine-F qui entraine une réorganisation du

cytosquelette et l’arrêt de la croissance du tube pollinique (Franklin-Tong et Franklin,

2003 ; Thomas et al., 2006).

1.2.3 Système gamétophytique des Poaceae

Pour la plupart des Poaceae autoincompatibles (par exemple Secale cereale ou Gaudi-

nia fragilis), la réaction d’incompatibilité est rapide et se produit à la surface du stigmate

(Langridge et Baumann, 2008 ; Yang et al., 2008). Dans cette famille, 2 locus sont im-

pliqués : le locus S et le locus Z (Figure 5). Ces locus sont indépendants et localisés sur

des groupes de liaisons différents (Langridge et Baumann, 2008). Une diversité allèlique

27



Introduction

S-RNase

Dégradation 
ARN

SLF SLF

Dégradation/

Pollen S1 S3

Stigmate

Style

COMP.INCOMP.

Dégradation/
Compartimentation

S-RNase

ARRET CROISSANCE CROISSANCE

S1S2Ovaire

[Ca2+][Ca2+]

PCD

+

Prp S1 Prp S3

Pollen S1 S3

Stigmate

Style

COMP.INCOMP.

Prs S1
Prs S2S1S2Ovaire

ARRET CROISSANCE CROISSANCE

Figure 7 – Cascade de réactions induite par l’interaction des protéines PrpS et PrsS chez les
Papaveraceae (d’après Franklin-Tong et Franklin, 2003).

élevée (par exemple, 17 allèles S et Z ont été identifiés chez Lolium perenne) associée à

la combinaison des 2 gènes font de l’AIG des Poaceae un système particulièrement com-

plexe (Langridge et Baumann, 2008 ; Lawrence, 2000). Les déterminants génétiques et

les mécanismes moléculaires associés à l’incompatibilité des Poaceae ne sont pas encore

identifiés.

Plusieurs approches (gènes candidats et approches biochimiques) ont été mises en

place afin d’identifier les déterminants de l’AI mais aucune n’a donné de résultats pro-

bants à ce jour (Langridge et Baumann, 2008 ; Yang et al., 2008). La conservation de la

synténie pour les locus S et Z a été mise en évidence entre les espèces Secale cereale,

Phalaris coerulescens et Lolium perenne (Yang et al., 2008). La cartographie de mar-

queurs dans la région des locus S et Z dans l’une de ces espèces est donc transposable

aux autres (Langridge et Baumann, 2008). Le locus S a été cartographié chez Lolium et

Phalaris dans une région de 0,1 cM qui correspond à une région de 2 Mb chez le riz,

ce qui témoigne d’une importante suppression de la recombinaison dans cette région. Le

locus Z a été cartographié dans une région de 1,5 cM mais qui correspond cette fois-ci à

une région de 380 kb chez le riz. Avec un taux de recombinaison près de 1000 fois plus

important que pour le locus S, le locus Z semble donc une meilleure cible dans le cadre

d’une approche par clonage positionnel (Langridge et Baumann, 2008).
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1.3 L’autoincompatibilité sporophytique homomorphique

L’AIS se distingue de l’AIG par des relations variables de dominance ou codomi-

nance qui peuvent exister entre les différents haplotypes S. En effet, le phénotype du

grain de pollen est dépendant du génotype diplöıde de la plante mère. Les 2 allèles

du déterminant pollen portés par celle-ci peuvent être soit codominants, soit dominant

et récessif. Il existe également des relations de dominance ou codominance entre les

allèles du déterminant femelle, ces relations n’étant pas toujours les mêmes que pour le

déterminant mâle. De ce fait, les phénotypes du pollen et du stigmate ne reflètent que

partiellement le génotype des plantes mères. D’une part, ces relations de dominance aug-

mentent le nombre de croisements compatibles au sein d’une population, d’autre part,

elles permettent la génération d’individus homozygotes pour les allèles S récessifs (Figure

8). Ce mode d’autoincompatibilité est étudié au niveau moléculaire dans 3 familles : les

Brassicaceae, les Convolvulaceae et les Asteraceae (Figure 2, Hiscock et Tabah, 2003).

S1S2S2S3Génotype du pollinisateur S1S2 S1S3

Croisements réciproques

S3

[S1][S2]Phénotype du pollen [S1] [S1]

Génotype du pollen S1 S1 S2 S2S1 S1 S3 S3 S2 S2S1 S1 S2 S2 S3
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Figure 8 – Autoincompatibilité sporophytique. Le phénotype du pollen est déterminé par le
génotype de la plante mère. Dans cet exemple, l’haplotype S1 est dominant sur S2 et S3 et
l’haplotype S2 est dominant sur S3 (d’après Silva et Goring, 2001).
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1.3.1 Système sporophytique des Brassicaceae

La réaction d’incompatibilité a lieu à la surface du stigmate, la reconnaissance du

pollen incompatible entrâınant l’inhibition de l’hydratation du pollen ou bien l’arrêt

rapide de la croissance du tube pollinique. Un seul locus polymorphe (30 haplotypes

chez Brassica campestris) contrôle l’AIS des Brassicaceae : le locus S (Silva et Goring,

2001 ; Takayama et Isogai, 2005).

Une approche biochimique similaire à celle menée chez les Solanaceae a permis d’iden-

tifier une première protéine comme étant le déterminant femelle de l’AI, la protéine S-

locus-glycoprotein (SLG), protéine abondante au niveau du stigmate (Nishio et Hinata,

1977 ; Watanabe et al., 2008). Le gène SRK (S locus receptor kinase), codant une

protéine appartenant à la famille des récepteurs kinases et ayant un niveau d’ex-

pression très bas, a été identifié grâce à sa similarité de séquence avec le gène SLG

(Sherman-Broyles et Nasrallah, 2008 ; Silva et Goring, 2001 ; Watanabe et al., 2008).

Les protéines SLG et SRK sont exprimées dans le stigmate, principalement dans les

papilles exposées à la surface. Les expériences de validation fonctionnelle par trans-

formation ont montré que seule la protéine SRK détermine la spécificité du pistil. Le

rôle de la protéine SLG est variable : il a été montré qu’elle facilite les événements de

reconnaissance pour certains haplotypes (Takayama et Isogai, 2005). La protéine SRK

est une protéine transmembranaire constituée d’une région extracellulaire (très similaire

à SLG), appelée domaine S, d’une région transmembranaire et d’un domaine kinase

sérine/thréonine intracellulaire (Silva et Goring, 2001).

Le déterminant mâle est une petite protéine (< 10 kDa) de l’enveloppe du pollen

(pollen coat protein) appelée soit SCR (S-locus Cystein-Rich) soit SP11 (S-locus Pro-

tein 11), ayant été identifiée par 2 laboratoires différents grâce à l’étude génomique

de la région du locus S (Schopfer et al., 1999 ; Silva et Goring, 2001 ; Suzuki et al.,

1999 ; Takayama et Isogai, 2005). Elle présente une similarité avec les défensines

(Sherman-Broyles et Nasrallah, 2008). Cette protéine est sécrétée par les cellules du tapis

de l’anthère et est transférée à la surface des grains de pollen, ce qui explique la nature

sporophytique de ce type d’AI (Hiscock et Tabah, 2003 ; Takayama et Isogai, 2005).

SCR/SP11 est également exprimée par le gamétophyte (Hiscock et Tabah, 2003). La

transformation d’individus par gain de fonction a permis de valider les gènes SCR/SP11

et SRK comme étant les déterminants mâle et femelle de l’AIS chez les Brassicaceae

(Takayama et Isogai, 2005 ; Watanabe et al., 2008).
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SRK SCR/sp11 SLG Autres gènesSRK SCR/sp11 SLG Autres gènes

Figure 9 – Polymorphisme de structure au locus S chez Brassica rapa (d’après
Sherman-Broyles et Nasrallah, 2008).
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Figure 10 – Modèle moléculaire de la réponse autoincompatible chez les Brassicaceae avec S1
dominant ou codominant avec S2 (d’après Takayama et Isogai, 2005).

L’identification des déterminants mâle et femelle a ainsi mis en évidence une forte di-

versité de structure (taille des régions intergéniques, orienation des gènes) et de séquence

au locus S d’un haplotype à l’autre (Figure 9, Sherman-Broyles et Nasrallah, 2008).

Ainsi, une importante diversité allèlique a été observée que ce soit pour le gène SRK

(51% de diversité chez Arabidopsis lyrata) ou le gène SCR/SP11 (35% d’identité chez

Brassica sp.).

D’autres protéines du pistil ont été identifiées comme impliquées dans la cascade

réactionnelle déclenchée par l’autoincompatibilité (Figure 10). MLPK (M locus protein

kinase) est une protéine kinase, médiateur positif de la voie de signalisation de l’AI. THL1

et THL2 (thiorodoxin-h proteins) sont des régulateurs négatifs de l’autophosphorylation

de SRK. Lorsque la protéine SCR/SP11 interagit de façon spécifique avec le récepteur
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SRK, cela entraine la phosphorylation de son domaine kinase. Celui-ci phosphoryle à

son tour ARC1 (Armadillo-repeat-containing 1). Cette protéine ayant une activité ligase

E3-ubiquitine, une des hypothèses envisagées est qu’elle déclencherait l’ubiquitination et

la dégradation protéasomique des protéines stigmatiques impliquées dans la germination

ou la croissance du tube pollinique. Si sa fonction n’est pas entièrement définie, il est

certain qu’ARC1 est un maillon du mécanisme de rejet du pollen incompatible (voir pour

revue Hiscock et Tabah, 2003 ; Takayama et Isogai, 2005).

1.3.2 Système sporophytique des Convolvulaceae

L’autoincompatibilité des Convolvulaceae est étudiée dans le genre Ipomoea (ipomée).

Elle est caractérisée par l’absence de germination du grain de pollen à la surface du

stigmate et est contrôlée par un locus multiallèlique (Hiscock et Tabah, 2003). Pour

Ipomoea trifida, près de 50 allèles S différents ont été observés en populations naturelles

(Kowyama et al., 2000).

Une approche utilisant SRK comme gène candidat a montré que le polymorphisme

de gènes présentant une forte homologie chez l’ipomée n’était pas associé aux haplo-

types S étudiés, suggérant que les déterminants de l’AI étaient différents dans cette

famille (Kowyama et al., 1996). Une approche de clonage positionnel a été entreprise

afin d’identifier les déterminants de l’autoincompatibilité au sein de cette espèce. Dans

un premier temps, la cartographie fine de la région du locus S chez I. trifida a permis

d’identifier des marqueurs moléculaires fortement liés ou coségrégeant avec le locus S

(Tomita et al., 2004a). Ces marqueurs ont ensuite été utilisés pour cribler différentes

banques génomiques (BAC, λ, fosmid) construites à partir d’un individu homozygote au

locus S. La marche sur le chromosome a permis d’identifier une région de 313 kb conte-

nant le locus S (Tomita et al., 2004b). Cette séquence a ensuite été comparée à celle d’un

second haplotype et une région hautement divergente encadrée par des régions présentant

au contraire une forte similarité a été mise en évidence (Rahman et al., 2007a). C’est

dans cette région divergente entre les haplotypes que 4 déterminants potentiels ont été

identifiés, en fonction de leur diversité entre haplotypes et leur spécificité d’expression :

AB2, SE1, SE2 et SEA.

La protéine AB2 est exprimée dans le tapis de l’anthère et présente des similarités avec

des défensines. Les séquences protéiques déduites pour différents haplotypes présentent

de 43 à 54% d’identité. Les protéines SE1, SE2 et SEA sont de structures similaires mais

ne présentent pas d’homologie avec des protéines connues. Les pourcentages d’identité
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protéiques estimés entre haplotypes varient de 53 à 76% (Rahman et al., 2007b). L’im-

plication de ces gènes dans la réaction d’autoincompatibilité chez I. trifida doit encore

être validée par transformation (Kakeda et al., 2009).

1.3.3 Système sporophytique des Asteraceae

C’est chez les Asteraceae que le mécanisme d’autoincompatibilité sporophytique a

été caractérisé pour la première fois (Gerstel, 1950 ; Hughes et Babcock, 1950), mais

peu d’informations existent quant aux déterminants ou aux mécanismes moléculaires de

l’AIS dans cette famille.

Chez le tournesol, autoincompatible à l’état sauvage, l’étude de l’autofertilité 1 a été

réalisée dans un contexte d’analyse génétique du syndrome de domestication et des pro-

cessus de post-domestication (Burke et al., 2002 ; Gandhi et al., 2005 ; Wills et Burke,

2007). Pour chacune des études réalisées, la carte génétique a été construite à partir de

descendants issus de croisements entre des individus sélectionnés pour leur autofertilité

et des individus sauvages autoincompatibles. Ces différents travaux ont mis en évidence

de 1 à 4 QTL associés à la production de graines par autofécondation. Un QTL à effet

fort a été retrouvé de façon récurrente sur le groupe de liaison 17 et a été associé au

locus S (Gandhi et al., 2005). Cependant, ce QTL, identifié à partir de la capacité des

individus à s’autoféconder, pourrait également correspondre à un locus distinct du locus

S et responsable de l’autofertilité.

Les études les plus approfondies ont été réalisées chez l’espèce Senecio squalidus pour

laquelle on a montré que l’arrêt de la croissance du tube pollinique avait lieu à la surface

du stigmate (Hiscock et al., 2002). Un seul locus S multiallèlique est impliqué dans la

réaction et une dizaine d’haplotypes ont été identifiés chez S. squalidus (Hiscock et al.,

2003).

Deux types d’approches ont été menées afin d’identifier les déterminants génétiques

de l’AIS : une approche gène candidat à partir du gène SRK des Brassicaceae et une

approche biochimique. Trois gènes de type SRK ont été identifiés chez S. squalidus.

Cependant, ceux-ci s’expriment à divers degrés dans les différents tissus de la plante et

aucun ne présente du polymorphisme en corrélation avec le phénotype d’autoincompati-

1. Le terme autofertile désigne ici des individus capables de s’autoféconder, mais pour lesquels le
déterminisme du caractère n’est pas connu (gène(s) agissant(s) en amont ou en aval du locus S ou
rupture de fonction au locus S ). Le terme autocompatible sera employé uniquement lorsque la capacité
d’autofécondation est effectivement due à une rupture de fonction du locus S.
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bilité. Ces résultats suggèrent que chez S. squalidus, il ne s’agit pas du même mécanisme

d’AIS que chez les Brassicaceae (Hiscock et al., 2003 ; Tabah et al., 2004). La seconde

approche, un crible des protéines stigmatiques, a été menée à partir de la technique

IEF pour des individus homozygotes S1S1 et S2S2, ceci afin d’identifier les protéines

exprimées spécifiquement chez chacun de ces 2 haplotypes. Deux protéines, codées par

2 allèles (SSP1 et SSP2) d’un même gène SSP, ont été identifiées comme étant a priori

liées aux haplotypes S1 et S2 (Hiscock et al., 2003). Une analyse menée sur un plus grand

nombre d’individus a montré que ces allèles étaient également présents en l’absence des

haplotypes S1 et S2 : SSP ne code pas le déterminant femelle de l’autoincompatibilité

chez S. squalidus, mais est un gène exprimé spécifiquement dans les cellules stigmatiques,

codant une peroxydase (McInnis et al., 2005).

Une étude récente relate la construction et l’analyse d’une banque d’ADNc soustrac-

tive enrichie en transcrits extraits de style de S. squalidus (Allen et al., 2010). Les auteurs

ont identifié des ADNc correspondant à des gènes conservés et exprimés à la fois dans les

pistils d’espèces dicotylédones et monocotylédones. Ces gènes seraient potentiellement

impliqués dans les mécanismes généraux d’interaction pollen-pistil des Angiospermes.

Ils ont également identifié des transcrits non représentés dans les banques d’ADNc de

stigmates disponibles, qui pourraient être impliqués dans le mécanisme d’AIS propre aux

Asteraceae.

1.4 Divergences et similitudes des systèmes d’AI homomor-

phique

Au final, l’autoincompatibilité se présente sous divers mécanismes dont le

déterminisme génétique est différent. Ainsi, des systèmes ligand-récepteur ont été iden-

tifiés chez les Papaveraceae et les Brassicaceae. Dans la première famille le ligand est

sécrété à la surface du stigmate. Dans la seconde, il est sécrété par les cellules du tapis de

l’anthère et déposé à la surface du pollen. D’autre part, un mécanisme différent, faisant

intervenir une protéine ayant une activité ribonucléase et une protéine de type F-box, a

été identifié chez les Solanaceae, Rosaceae et Plantaginaceae.

De manière générale, on a constaté que les espèces autoincompatibles homomorphiques

d’une même famille possèdent le même mécanisme, soit AIS, soit AIG. A ce jour, une

seule famille regroupant ces 2 types d’AI a été identifiée : la famille des Polemoniaceae

(AIS pour Linanthus parviflorus et AIG pour Phlox drummondii, Hiscock et Tabah,
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2003). Enfin, chez certaines espèces ayant un mécanisme d’AIS, on observe également

un système gamétophytique dit ‘cryptique’ (Allen et Hiscock, 2008 ; Hiscock, 2000b).

Malgré les différences qui existent entre les mécanismes dont le déterminisme a été iden-

tifié, un certain nombre de caractéristiques génétiques et génomiques communes ont été

mises en évidence :

– une importante diversité haplotypique,

– une faible identité des séquences d’acides aminés des déterminants mâles et femelles

entre les différents haplotypes,

– une localisation dans une région chromosomique fortement divergente entre haplo-

types (diversité de séquence et de structure),

– une localisation dans une région faiblement recombinante du génome,

– une expression préférentielle du déterminant mâle dans le pollen et du déterminant

femelle dans le stigmate.

Chez les espèces AI appartenant à une famille pour laquelle le mécanisme n’a pas

encore été identifié, on s’attend à trouver les déterminants dans une région génomique

répondant à ces différentes caractéristiques. On constate également que les différents

déterminants des mécanismes peuvent : 1) appartenir à des familles de gènes codant des

protéines présentes chez différentes espèces, de fonctions connues (par exemple SRK ou

S-RNase) ou inconnues (par exemple PrsS) ou, 2) n’avoir aucun équivalent structurel

chez d’autres espèces (par exemple PrpS).

Plusieurs types d’approches (biochimique, gène candidat ou clonage positionnel) ont

été utilisées jusqu’à présent afin d’identifier les déterminants de l’autoincompatibilité.

D’un point de vue historique, l’approche biochimique est la première à avoir été uti-

lisée. Chez les espèces pour lesquelles on ne dispose d’aucune information génétique,

c’est effectivement une stratégie envisageable, mais cela présuppose que la protéine soit

abondante dans le pistil ou au niveau du pollen, ce qui n’est pas toujours le cas. Une

autre option est l’approche gène candidat, mais cette voie n’apporte pas nécessairement

de réponse étant donné la diversité de mécanismes déjà observés. Enfin, si on dispose

des outils nécessaires (cartes génétiques, descendances, ressources génomiques), on peut

envisager une approche par clonage positionnel.
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2 L’autoincompatibilité sporophytique chez les

Asteraceae : la chicorée comme modèle ?

Avec 23 000 espèces décrites dans 1 300 genres, la famille des Asteraceae est la plus

importante des Angiospermes (Funk et al., 2009). En effet, ce groupe monophylétique,

caractérisé par la présence de capitules (Figure 11), représente environ 10% des plantes

à fleurs (Funk et al., 2005). Cette famille de dicotylédones se caractérise également par

une importance économique notable puisque de nombreuses espèces cultivées y sont

recensées. Dans le domaine de l’agro-alimentaire, on trouve par exemple Helianthus an-

nuus (tournesol), Lactuca sativa (laitue), Cichorium intybus L. (chicorée industrielle, en-

dive 2), Cichorium endivia (chicorées frisée et scarole), Carthamus tinctorius (carthame),

Cynara cardunculus (artichaut), Artemisia dracunculus (estragon) ou bien encore Tra-

gopogon porrifolius (salsifis). Dans le domaine de l’horticulture, on peut notamment

citer les espèces du genre Dahlia sp. ou du genre Aster sp., ou encore les chrysanthèmes

qui regroupent des espèces appartenant à plusieurs genres. Un certain nombre d’espèces

sont également classées dans la catégorie des ‘mauvaises herbes’, comme par exemple les

pissenlits (Taraxacum sp.), les chardons (Carduus sp.) et les séneçons (Senecio sp.).

Selon Ferrer et Good-Avila (2007), plus de 60% des Asteraceae seraient autoincom-

patibles. Toutefois, malgré l’importance de cette famille, l’AI reste peu documentée au

niveau moléculaire et le ou les mécanismes responsables n’ont toujours pas été identifiés.

Pourtant, la notion d’incompatibilité a été présentée dès 1917 chez C. intybus (Stout)

et, en 1950, l’AI sporophytique a été identifiée chez Crepis foetida (Hughes et Babcock,

1950) et Parthenium argentatum (Gerstel, 1950). Des études récentes ont été réalisées

chez S. squalidus (cf. paragraphe p.33), mais les approches biochimiques et gènes candi-

dats n’ont pas permis l’identification de déterminants de l’AI.

La chicorée appartient à la tribu des Lactuceae (comme les laitues ou les pissenlits)

et au genre Cichorium (2n = 18) qui est composé de de 6 espèces distinctes : C. intybus,

C. endivia, C. pumilum, C. calvum, C. spinosum et C. bottae (Kiers et al., 2000).

Selon Kiers (2000), 3 de ces espèces sont pérennes et autoincompatibles (C. intybus,

C. spinosum et C. bottae), les autres étant annuelles et autogames. Le système de re-

2. Pour éviter toute confusion entre les chicorées endives appartenant à l’espèce C. intybus et les
chicorées à feuilles de l’espèce C. endivia, le terme chicorée sera utilisé par la suite pour désigner
C. intybus. L’appellation C. endivia sera réservée à cette seconde espèce.
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Figure 11 – Chicorée (Cichorium intybus). A) plante entière (échelle : 1/13), B) coupe longi-
tudinale d’un capitule (échelle : 1/1). C) Détail d’une fleur isolée (échelle : 4). Photos : Theo
Hendriks.

production de la chicorée (allogame préférentielle) et de C. endivia (autogame), seules

espèces cultivées du genre, a été décrit à plusieurs reprises (Castaño et al., 1997 ;

Coppens d’Eeckenbrugge, 1990 ; Coppens d’Eeckenbrugge et Evrard, 1988 ; Eenink,

1981a,b, 1982, 1984 ; Kiers, 2000 ; Lucchin et al., 2008 ; Varotto et al., 1995). Celui

des 4 autres espèces a, quant à lui, été décrit à une seule occasion, à partir des résultats

obtenus pour 15 autofécondations contrôlées pour chaque espèce (Kiers, 2000).

Alors qu’à l’état sauvage la chicorée est pérenne, les variétés utilisées en agronomie

sont cultivées de façon bisannuelle. Durant la première année après la germination, la

plante se présente au stade végétatif. Après une période de vernalisation, on observe l’ap-

parition d’une hampe florale pouvant atteindre jusqu’à 2 mètres de haut la seconde année.

Les capitules bleu-violets sont constitués de 15 à 25 fleurs. La floraison de l’ensemble des
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fleurs d’un capitule est synchrone et se déroule en quelques heures (Figure 11). Cette

synchronisation est rare dans la famille des Asteraceae, car pour la grande majorité des

espèces, la floraison de l’ensemble des fleurs d’un capitule s’étend sur plusieurs jours (6-8

jours pour un capitule de tournesol cultivé, communication personnelle M-C Quillet).

Une plante produit plusieurs centaines de capitules, durant la période de floraison qui

s’étend sur 4 à 6 semaines. Ces caractéristiques propres à la chicorée permettent donc 1)

de définir précisément le rapport nombre de graines/nombre d’ovules fécondées (seed-set)

pour chaque capitule pollinisé, et 2) de réaliser de nombreuses répétitions de croisements

sur une même plante.

La chicorée cultivée comprend de nombreuses variétés ou cultigroupes différents pou-

vant être groupés en 3 catégories. La chicorée industrielle est cultivée pour ses racines.

Celles-ci sont utilisées pour la production de substitut au café ou d’inuline et de fructanes,

molécules d’intérêt pour l’industrie alimentaire et médicale. La chicorée est également

un produit de l’alimentation, consommée en tant que salade ou légume (chicorée endive

aussi appelée witloof ou chicon, pain de sucre, radicchio. . . ). Elle est aussi utilisée en

tant que plante fourragère dans certaines parties du monde (Cadalen et al., 2010).

Chez la chicorée, la germination des grains de pollen peut être observée 3 minutes seule-

ment après la pollinisation, lorsque le croisement est compatible. Dans le cas des croi-

sements incompatibles, la réaction de l’AI a lieu au niveau du stigmate. La majorité

des grains de pollen ne germe pas et, dans les rares cas où cela se produit, la croissance

du tube pollinique s’arrête rapidement (Coppens d’Eeckenbrugge, 1990). Les résultats

de croisements pour les variétés witloof (Eenink, 1981a) et radicchio (Varotto et al.,

1995) ont montré que l’autofécondation est supprimée du fait d’un système d’autoin-

compatibilité sporophytique, contrôlé par un seul locus S multiallèlique. Le degré d’au-

toincompatibilité peut être variable et des individus pseudocompatibles 3 ou autofertiles

ont été identifiés (Castaño et al., 1997 ; Coppens d’Eeckenbrugge et al., 1987). Dans le

cultigroupe witloof, des génotypes autofertiles ont été sélectionnés afin de produire des

lignées et générer des variétés hybrides F1 homogènes (Doré et Varoquaux, 2006). Dans

les autres cultigroupes, la pression de sélection artificielle concernant ce caractère est

moins importante et l’AI est conservée (Lucchin et al., 2008).

La chicorée étant une plante d’intérêt agronomique, un certain nombre d’études ont

3. Les individus pseudocompatibles produisent plus de graines par autofécondation que individus
autoincompatibles, mais le nombre de graines reste inférieur à celui obtenu pour des croisements com-
patibles (de Nettancourt, 1977 ; Levin, 1996).
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permis la genèse de ressources génétiques et génomiques significatives. Ainsi, 2 cartes

génétiques ont été construites à partir de marqueurs moléculaires dominants (RAPD,

AFLP) pour les variétés raddichio (De Simone et al., 1997) et witloof (Van Stallen et al.,

2003). Plus récemment, la première carte génétique consensus de chicorée a été réalisée

au sein de notre laboratoire, à partir de marqueurs codominants, pour des chicorées

industrielle et witloof (Cadalen et al., 2010). De plus, des banques d’EST ont été

construites dans le cadre de l’étude de l’embryogénèse somatique chez la chicorée

(Legrand et al., 2007). Elles sont venues compléter les ressources accessibles sur le site

NCBI dbEST (Dauchot et al., 2009 ; Legrand et al., 2007) et sur le site du CGPDB,

avec au total, plus de 50 000 EST de chicorée. Depuis quelques mois, nous avons

également accès à deux nouvelles collection d’EST, générées par pyroséquençage 454.

La première est issue d’ARN de stigmates et a été produite par le laboratoire. La

seconde provient d’ARN de racines et a été gracieusement mise à notre disposition par

Jules Beekwilder de l’Université de Wageningen (Cankar et al., 2011). A cela s’ajoute

les ressources en EST obtenues à partir d’espèces appartenant à la même tribu que la

chicorée, notamment C. endivia, mais également les pissenlits et les laitues, disponibles

sur le site du CGPD.

Un frein à l’étude de l’autoincompatibilité chez les Asteraceae est sans aucun doute

le faible intérêt de ce caractère pour l’amélioration génétique des 2 espèces les plus

cultivées que compte la famille, à savoir la laitue et le tournesol. En effet, la laitue

cultivée, ainsi que la quasi-totalité des espèces apparentées, utilisées comme ressources

génétiques, sont des espèces autogames. Chez le tournesol, les génotypes, employés dans

les programmes actuels d’amélioration des plantes, sont autofertiles. A cela s’ajoute le

manque de ressources génomiques qui existent pour cette famille, en comparaison de

son importance. Le séquençage du génome du tournesol a récemment débuté (Plant &

Animal Genomes XVIII Conference 4), mais aucun génome d’Asteraceae n’est séquencé à

ce jour. Ainsi, si l’étude de l’AIS chez les Asteraceae a été explorée chez S. squalidus, plus

ponctuellement chez le tournesol et quelques autres espèces, aucune approche génomique

globale ne semble avoir été développée afin d’identifier les déterminants de l’AI dans cette

famille.

Dans ce contexte, la chicorée est apparue comme un modèle pertinent pour entre-

prendre l’identification des déterminants de l’autoincompatibilité chez les Asteraceae,

4. http://www.intl-pag.org/18/abstracts/W22_PAGXVIII_170.html
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et ce pour plusieurs raisons.

Cette culture est importante dans différents pays européens et la France est l’un des

trois premiers pays producteurs de cette espèce avec la Belgique et les Pays-Bas. La

connaissance des déterminants de l’AI permettrait sans aucun doute l’optimisation

des schémas de sélection, dans les cultigroupes pour lesquels l’AI n’a pas été contre

sélectionnée.

Il existe une importante variabilité du système de reproduction, présente dans les

compartiments cultivés et sauvages de l’espèce C. intybus et au-delà au sein du genre

Cichorium. Ce groupe d’espèces représente aussi un modèle d’intérêt pour l’étude des

processus associés à la sélection naturelle/artificielle aboutissant à l’autofertilité.

D’un point de vue pratique, le grand nombre de capitules produits par plante et la

synchronisation de floraison des fleurs d’un capitule permettent une grande précision de

l’estimation du profil de compatibilité de chaque individu à analyser. De plus, pour la

construction de la carte génétique consensus, une importante population en ségrégation

a été générée à partir de 2 individus présentant un système d’autoincompatibilité strict

(cf. chapitre 2). Cette population a donc été propice à la mise en place d’un système de

phénotypage du locus S. Celui-ci a ainsi pu être cartographié à l’extrémité du groupe

de liaison 2.

L’objectif de cette thèse était d’initier le clonage positionnel du locus S chez la chi-

corée. Cette stratégie consiste à cloner les gènes majeurs d’intérêt de par leur localisation

génétique et physique sur le génome. Cette approche est sans aucun doute plus longue

à mettre en œuvre que les approches biochimique ou gènes candidats, mais permettra

d’aboutir à l’identification du ou des gènes recherchés. La vitesse de progression de cette

démarche dépend toutefois de la distance physique à couvrir et donc de la relation dis-

tance physique/distance génétique associée à la région d’intérêt. Il était donc nécessaire,

dans un premier temps, de construire une carte génétique fine du locus S, puis une carte

physique de cette région. La construction d’une carte moyenne densité avait été initiée

préalablement, permettant de positionner le locus S sur la carte consensus et d’établir

en partie les relations de dominance entre haplotypes S. Ces résultats ont été complétés

au début de la thèse et font l’objet du chapitre 2. Ils constituent les bases sur lesquels

les travaux présentés ensuite ont été réalisés.

Dans le chapitre suivant cette introduction, nous présenterons le matériel végétale et

les différentes techniques utilisées au cours de la thèse (chapitre 1). Puis, dans la partie I,
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les différentes étapes menant à l’élaboration de la carte génétique fine du locus S seront

abordées (chapitres 2, 3 et 4). La construction des banques BAC et l’établissement de

la carte physique seront présentés dans la partie II (chapitres 6 et 7). Chacune de ces

parties fera l’objet d’une discussion indépendante. Enfin, la conclusion aura pour but de

faire la synthèse des résultats et de présenter les perspectives s’ouvrant à l’issue de ce

travail.
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Chapitre 1

Matériel et méthodes

1.1 Matériel végétal

1.1.1 Présentation des populations utilisées

Huit populations différentes ont été utilisées dans le cadre du clonage positionnel

du locus S chez la chicorée (Figure 1.2, Tableau 1.1). Chacune intervient dans une ou

plusieurs des étapes successives de la démarche entreprise (Figure 1.1).

La population B a été obtenue à partir du croisement K28 x K59. K28 et K59 sont deux

individus issus d’une population hongroise de Cichorium intybus var sativum appelée

Koospol. K59 est un individu hermaphrodite dont le génotype au locus S est S1S2. K28

est un individu mâle-stérile dont le génotype au locus S est S3S4. La population B se

divise en deux sous-populations dont les productions de graines ont eu lieu à des dates

différentes. La population Ba est constituée de 389 individus et correspond aux lots de

graines produits en 2001 et 2004. En 2006 et 2007, deux nouveaux lots de graines ont

été produits et constituent la population Bb qui comprend un total de 253 individus. La

population Ba a été utilisée lors de la construction de la carte génétique de la chicorée

(Cadalen et al., 2010) et des cartes moyenne densité (cf. chapitre 2) et haute densité (cf.

chapitre 3). L’ensemble de la population B a été utilisée lors de la construction de la

carte haute résolution (cf. chapitre 4) du locus S.

La population C est constituée de 158 individus. Le lot Ca a été obtenu par au-

tofécondation de K59 et le lot Cb par autofécondation d’individus du lot Ca. Cette

population a été utilisée à la fois pour la carte haute densité du locus S (cf. chapitre 4)

et la construction des banques BAC de chicorée (cf. chapitre 6).
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Les populations D, E, F et G sont issues de croisements entre individus B. La population

D (317 individus) a été obtenue à partir du croisement entre B251 (S2S4) et B266 (S1S3).

Les populations E (213 individus), F (291 individus) et G (283 individus) sont issues du

croisement de B272 (S2S4) avec les individus B240 (S1S3), B253 (S1S3) et B337 (S1S3).

La population H (506 individus) est issue du croisement de 17 individus B dont le

génotype au locus S est S2S3, K59 ayant été utilisé comme parent mâle. Ces 17 indivi-

dus ont en commun un génotype identique pour les marqueurs encadrant le locus S et

constituent un groupe appelé BH.

La population M (572 individus) a été obtenue à partir des croisements de K59 avec

7 individus B, utilisés comme parent mâle, et dont le génotype au locus S est S2S3.

Ces individus B ont un génotype identique pour les marqueurs encadrant le locus S et

constituent un groupe appelé BM.

Les populations D, E, F, G, H et M ont été utilisées afin de construire la carte génétique

haute résolution (cf. chapitre 4).
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Figure 1.1 – Différentes étapes du clonage positionnel et matériel végétal utilisé pour chacune
d’entre elles.

1.1.2 Culture in vitro

La culture in vitro permet de maintenir du matériel grâce à un repiquage régulier

et de le multiplier par embryogénèse somatique. Ce mode de culture a été utilisé pour

cloner les individus K28 et K59 ce qui a permis de réaliser les croisements sur plusieurs

années pour produire les différents lots de la population B. La population C a également

été maintenue et multipliée en culture in vitro. Toutes les manipulations nécessaires à la
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Tableau 1.1 – Différentes populations utilisées dans le cadre du clonage positionnel du locus S
chez la chicorée. La population B a été obtenue à partir du croisement K28 x K59, la population
C correspond a des individus issus d’autofécondations de K59, les populations D, E, F, G a
des croisements entre individus de la population B et les populations H et M a des croisements
entre K59 et des individus de la population B.

Nom de la population Parent femelle Parent mâle Effectif Détails

B (Ba + Bb) K28 K59 642 Ba : n = 389
(lot de 2001 : n = 174 ;
lot de 2004 : n = 215)
Bb : n = 253
(lot de 2006 : n = 135 ;
lot de 2007 : n = 118)

C Ca K59 K59 158 Ca : n = 36
Cb Ca Ca Cb : n = 122

D B251 B266 317
E B272 B240 213
F B272 B253 291
G B272 B337 283
H Groupe BH K59 506 Groupe BH : B431, B602,

B608, B610, B617, B623,
B631, B644, B653, B657,
B661, B663, B665, B667,
B668, B679, B680

M K59 Groupe BM 572 Groupe BM : B602, B623,
B631, B644, B667, B668,
B679

culture in vitro ont été réalisées en milieu stérile.

1.1.2.1 Germination et maintien du matériel végétal

Pour faire germer du matériel végétal in vitro, plusieurs étapes ont été nécessaires

(Figure 1.3). Tout d’abord, les graines ont été aseptisées. Pour cela, elles ont été placées

10 minutes dans une solution de Domestos à 12% puis rincées deux fois 5 minutes et une

fois 10 minutes. Les graines ont ensuite été disposées sur du milieu H5 solide (Annexe A.1)

dans des bôıtes de pétri et placées à l’obscurité à température ambiante. Cinq jours après

la mise en culture, les graines germées ont été disposées individuellement dans des tubes

à essais contenant du milieu H5 solide puis placées en chambre de culture avec une

photopériode de 16h de lumière/8h d’obscurité. Les plantules ont ensuite été repiquées

toutes les 6 à 8 semaines pour être maintenues en culture in vitro : la majorité des

feuilles et les racines sous le collet des plantules ont été coupées et celles-ci ont été

47



Chapitre 1. Matériel et méthodes
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Figure 1.2 – Généalogie des différentes populations de chicorée utilisées.

repiquées dans un nouveau tube contenant du milieu H5 solide. Les plantules nécessaires

aux croisements ou au phénotypage ont également été acclimatées en serre (Figure 1.3).

1.1.2.2 Multiplication du matériel végétal par embryogénèse somatique

La totalité des racines coupées d’une plante a été découpée en petits fragments d’1 cm

environ. Ces fragments ont été placés dans un milieu d’induction M17S20 (Annexe A.1)

à 35̊ C, à l’obscurité, sous agitation constante (80 rpm) pendant 7 jours (Figure 1.3).

Les explants ont ensuite été placés dans un milieu H5 liquide (Annexe A.1), toujours

sous agitation et ont été soumis à une alternance jour/nuit de 16h/8h. Après 30 jours,

les embryons et les bourgeons ont été transférés sur milieu H5 solide en bôıte de pétri.

Lorsque les embryons ont été suffisamment développés, ils ont été repiqués dans des
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Figure 1.3 – Culture in vitro. Représentation des différentes étapes nécessaires au maintien
des plantules et à leur multiplication par embryogénèse somatique (d’après Legrand, 2006).

tubes à essais contenant du milieu H5 solide.

1.1.3 Culture en serre

Le matériel végétal cultivé en serre peut avoir deux origines, soit il est issu de germi-

nations qui ont eu lieu en milieu non stérile, soit il s’agit de plantules cultivées in vitro

qui ont ensuite été transférées en serre. La culture en serre a permis d’obtenir des plantes

atteignant le stade végétatif (Figure 1.4) puis le stade de montaison et de floraison après

vernalisation.

1.1.3.1 Germination et maintien du matériel végétal

La germination des graines a été réalisée en chambre de culture (24̊ C, 16h lumière/8h

obscurité). Les graines ont été placées sur du papier Wattman humide dans des bôıtes

de pétri, chaque bôıte de pétri contenant les graines d’un seul capitule. Une fois les

cotylédons et la racine bien développés (après une semaine environ), les plantules ont été

49



Chapitre 1. Matériel et méthodes

 

Figure 1.4 – Culture en serre. Plantules repiquées en plaques.

repiquées en terre dans des plaques de 20 pots de 7 cm de coté chacun. Dans le cas de

plantules cultivées in vitro, celles-ci ont été extraites du milieu H5, leur racines nettoyées

puis elles ont été repiquées en terre.

Ces plantules ont ensuite été placées en serre (environ 20̊ C avec un cycle jour/nuit

de 16h/8h). Durant les 10 premiers jours, elles ont été conservées dans un milieu humide,

soit dans des mini-serres pour les petits effectifs, soit sous un film plastique transparent.

Elles ont ensuite été laissées à l’air libre (Figure 1.4). Le rempotage en pots individuels

a eu lieu au bout de 1 à 3 mois . Au delà de 1 mois, une élimination régulière des feuilles

sénescentes des plantes cultivées en plaque a eu lieu, avec ajout d’engrais si nécessaire.

1.1.3.2 Vernalisation

Pour obtenir la montaison et la floraison des individus, une étape de vernalisation

est nécessaire. Pour cela, les plantes ont été placées pendant trois mois dans une fosse

maintenue à une température de 4 à 6̊ C avant d’être de nouveau installées en serre.

1.2 Outils de biologie moléculaire

1.2.1 Echantillons d’ADN

1.2.1.1 Extraction d’ADN

L’extraction d’ADN a été réalisée soit sur du matériel frais, soit sur du matériel sec.

Pour obtenir du matériel sec, les feuilles ont été placées 24h en étuve à 55̊ C. Entre
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10 et 15 mg de matériel sec ou 100 mg de matériel frais ont été utilisés par individu.

Les extractions ont été réalisées soit sur colonne avec le kit NucleoSpin plant II, soit

en plaque avec le kit NucleoSpin 96 plant II (Macherey-Nagel). Dans les deux cas, le

tampon de lyse PL1 a été utilisée et l’ADN a été élué dans 2 fois 100 µL de tampon

d’élution.

1.2.1.2 Utilisation des échantillons individuels

Les échantillons d’ADN ont été utilisés afin de réaliser des réactions PCR (cf. pa-

ragraphe 1.2.2). Dans le cas des extractions en colonne, la concentration d’ADN a été

mesurée au spectrophotomètre à 260 nm et les échantillons dilués à 1,5 ng/µL. Les

échantillons obtenus par extraction en plaque ont été dilués au 1/20ème.

1.2.1.3 Utilisation des échantillons en ‘bulks’

Les mélanges d’ADN (appelés bulks ou pools) utilisés pour la construction de la carte

haute densité (cf. chapitre 3) ont été constitués de l’ADN de 8 à 15 individus présents en

concentrations égales au sein de chaque pool. Ces bulks ayant été utilisés pour réaliser

des analyses AFLP, chacun contennait au total 500 ng d’ADN dans un volume final de

20 µL.

1.2.2 Marqueurs moléculaires spécifiques de séquence

Les marqueurs spécifiques de séquence ou STS (Sequence-Tagged Site) sont des mar-

queurs moléculaires codominants définis à partir de copies uniques de séquences d’ADN.

Parmi les différents types de marqueurs que désigne l’appellation STS, trois ont été uti-

lisés dans le cadre du clonage positionnel du locus S, que ce soit pour la construction de la

carte haute densité, haute résolution ou la marche chromosomique : des microsatellites

(SSR, Simple Sequence Repeat), des marqueurs dérivés de marqueurs AFLP (SCAR,

Sequence Characterized Amplified Region, cf. paragraphe 1.2.4) et des marqueurs BES

(BAC End Sequences) définis à partir des séquences des extrémités des inserts des clones

BAC.
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1.2.2.1 Définition des couples d’amorce

Les couples d’amorces correspondants aux marqueurs SSR ont préalablement été

définis dans le cadre de la carte consensus de la chicorée (Cadalen et al. 2010). Les

amorces des marqueurs SCAR et BES ont été définies grâce au logiciel Primer3 avec une

taille comprise entre 18 et 27 bases et une température d’hybridation (Tm) comprise

entre 57 et 60̊ C (cf. annexe A.2).

1.2.2.2 Les réactions PCR

L’amplification des marqueurs STS par PCR a été réalisée dans un volume de 15 µL

(Tableau 1.2). Un programme de type ‘touchdown’ (TD) a été utilisé, les conditions

d’amplification étant les suivantes :

– 1ère étape :

Dénaturation initiale : 4 minutes à 94̊ C

– 2ème étape, 5 cycles :

Dénaturation : 30 secondes à 94̊ C

Hybridation : 40 secondes à Tm (-1̊ C à chaque cycle)

Elongation : 45 secondes à 72̊ C

– 3ème étape, 25 à 35 cycles selon le couple d’amorce utilisé :

Dénaturation : 30 secondes à 94̊ C

Hybridation : 40 secondes à Tm- 5̊ C

Elongation : 45 secondes à 72̊ C

– 4ème étape :

Elongation : 7 minutes à 72̊ C

Tableau 1.2 – Mélange PCR pour l’amplification de marqueurs STS.

Fournisseur Concentration stock Concentration finale Quantité (µL)

Tampon Applied Biosystems 10 X 1 X 1,5
MgCl2 Applied Biosystems 25 mM 2 mM 1,2
dNTP Promega 2,5 mM 100 µM 0,6
BSA Sigma-Aldrich 10 mg/mL 0,3
Amorce R Sigma-Aldrich 5 µM 0,13 µM 0,4
Amorce L Sigma-Aldrich 5 µM 0,13 µM 0,4
Taq polymérase Applied Biosystems 5 U/µL 0,3 U/µL 0,075
ADN 1,5 ng/µL ou 1/20 2
H2O QSP 15
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1.2.2.3 Analyse des produits d’amplification

Validation de la spécificité des produits d’amplification Les amorces nouvel-

lement définies (marqueurs SCAR et BES) ont d’abord été commandées non-marquées

et testées par PCR sur un panel d’individus de génotypes différents pour le locus S.

Un volume de 8 µL de produit de PCR a été mélangé à 2 µL de bleu de charge puis

a été déposé sur gel d’agarose (1% d’agarose, tampon TBE 0,5 X, BET 0,5 µg/mL).

La migration s’est effectuée à 120 V pendant 30 à 45 minutes. Chaque gel a ensuite été

placé sous lampe UV afin de visualiser les produits d’amplification. Un polymorphisme

de taille (bandes de tailles différentes d’un génotype à l’autre) ou de séquence au niveau

des amorces (présence/absence du fragment) a éventuellement été mis en évidence grâce

à l’utilisation de génotypes différents au locus S. Cette étape de migration a également

permis l’identification des couples d’amorces générant un profil multibande, c’est à dire

aspécifique ou/et amplifiant des séquences répétées dans le génome.

Une fois les couples d’amorces validés comme amplifiant une séquence copie unique,

plusieurs types d’analyses ont été réalisés.

Recherche de polymorphisme de taille - InDel L’analyse des produits PCR a

été réalisée sur un séquenceur capillaire (3130xl Genetic Analyzer, Applied Biosystems).

Pour chaque couple utilisé, une des deux amorces a été marquée avec un fluorochrome

(6-FAM ou Hex). Les mélanges de migration réalisés à partir des produits PCR (Ta-

bleau 1.3) ont été dénaturés 4 minutes à 95̊ C, placés sur glace quelques minutes, puis

les produits d’amplification ont migré en conditions dénaturantes (polymère POP7, tam-

pon 10X + EDTA, Applied Biosystems). Les migrations ont été réalisées à 60̊ C avec

un temps d’injection compris entre 15 et 18 secondes, un temps de migration de 900

secondes et un voltage d’injection de 1 à 3 kV. Les données génotypiques des différents

échantillons amplifiés ont été collectées et analysées au moyen du logiciel Genemapper

(v4.0, Applied Biosystems).

Recherche de polymorphisme de séquence - SNP

– Technique SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism), étude du polymor-

phisme de conformation :

Les deux amorces utilisées pour les amplifications PCR ont été marquées avec un

fluorochrome (6-FAM et Hex) afin de marquer les 2 brins d’ADN amplifiés puis

les produits PCR ont été analysés sur un séquenceur capillaire (3130xl Genetic
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Analyzer, Applied Biosystems). Les mélanges obtenus à partir des produits PCR

(Tableau 1.3) ont été dénaturés 4 minutes à 95̊ C, placés sur glace quelques minutes

puis les produits d’amplification ont migré en conditions dénaturantes (polymère

CAP, tampon GAB 1 X, Applied Biosystems). Les migrations ont été réalisées à

18, 25 et 30̊ C avec un temps d’injection compris entre 15 et 18 secondes, un temps

de migration allant de 1 400 à 1 800 secondes et un voltage d’injection de 1 à 3 kV.

Les données génotypiques des différents échantillons amplifiés ont été collectées et

analysées au moyen du logiciel Genemapper (v4.0, Applied Biosystems).

– Technique HRM (High-Resolution Melting), étude du polymorphisme des courbes

de fusions :

L’amplification PCR a été réalisée avec des amorces non marquées et le kit d’ampli-

fication LightCycler R©480 High Resolution Melting Master (Roche) dans un volume

de 15 µL (Tableau 1.4). Les réactions PCR et la génération des courbes de fusion

ont été réalisées à l’aide d’un thermocycleur Rotorgene (Corbett). Les résultats

ont été analysés au moyen du logiciel Rotor-Gene Q Series Software 1.7.

Tableau 1.3 – Mélange de migration sur séquenceur ABI en condition dénaturante (POP7)
et non-dénaturante (CAP).

Fournisseur POP7 CAP

Produit PCR 1 µL 1 µL
Formamide Applied biosystems 10 µL 10 µL
Marqueur de taille 500 Lys Applied biosystems 0,1 µL 0,3 µL
NaOH 0,3 µL

Tableau 1.4 – Mélange PCR utilisé dans le cadre de la technique HRM.

Fournisseur Concentration initiale Concentration finale Quantité

Master mix Roche 2 X 1 X 7,5
MgCl2 Roche 25 mM 2 mM 1,2
Amorce R Sigma-Aldrich 5 µM 0,125 µM 0,375
Amorce L Sigma-Aldrich 5 µM 0,125 µM 0,375
ADN 1,5 ng/µL 2,25
H2O QSP 15 µL
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1.2.3 Marqueurs AFLP

La technique AFLP (Amplified Fragment-Length Polymorphism, Vos et al., 1995)

correspond à l’amplification sélective de fragments de restriction à partir d’ADN digéré

(Figure 1.5). Cela permet d’obtenir un grand nombre de marqueurs moléculaires sans

avoir d’information sur la séquence. Cette approche a été utilisée pour densifier la carte

génétique de la région du locus S.

Digestion
Sites de restriction:
EcoRI ■
MseI ■

ADN

Adaptateurs
EcoRI
MseI

Ligation

Préamplification
amorces:
EcoRI-A —
MseI-C —

A C

C A

ANN CNN

NNC NNA

Amplifications 
sélectives
amorces:
EcoRI-ANN —
MseI-CNN —

Figure 1.5 – Schéma des différentes étapes de la production de marqueurs AFLP.

1.2.3.1 Restriction enzymatique et ligation des adaptateurs

Dans un premier temps, 500 ng d’ADN obtenu par extraction sur matériel frais ont

été digérés par les enzymes de restriction EcoRI et MseI, dans un volume total de 30

µL à 37̊ C (Tableau 1.5) au bain marie.

Après 3h, un mélange de ligation de 5 µL (Tableau 1.6) a été ajouté aux 30 µL de
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restriction. Ce mélange de restriction-ligation (RL) a été maintenu à 37̊ C pendant une

nuit afin de permettre à deux types d’adaptateurs (séquences ci-dessous), d’environ 20

pb, de se lier aux extrémités cohésives des fragments de restriction.

- adaptateur EcoRI :

5’-CTC GTA GAC TGC GTA CC

CAT CTG ACG CAT GGT TAA-5’

- adaptateur MseI :

5’-GAC GAT GAG TCC TGA G

TA CTC AGG ACT CAT-5’

Pour produire ces adaptateurs, 1 500 pmol de chacun des brins d’ADN qui constituent

l’adaptateur EcoRI et 15 000 pmol de ceux qui constituent l’adaptateur MseI ont

respectivement été mélangés dans un volume final de 300 µL. Chaque solution a été

chauffée à 90̊ C puis ramenée progressivement à température ambiante.

Pour valider l’étape de restriction-ligation, 5 µL de ligation ont été déposés sur gel

d’agarose (1% d’agarose, tampon TBE 0,5 X, BET 0,5 µg/mL) et ont migré pendant

15 minutes à 100 V, un ‘smear’ compris entre 100 et 1 200 bp devant être visible sous

lumière UV.

Tableau 1.5 – Mélange de digestion enzymatique.

Fournisseur Concentration stock Concentration finale Quantité

ADN 25 ng/µL 20 µL
Tampon Ligase Biolabs 10 X 1 X 3 µL
BSA Biolabs 100 X 5 X 1,5 µL
NaCl 0,5 M 50 mM 3 µL
EcoRI Biolabs 20 U/µL 10 U 0,5 µL
MseI Biolabs 4 U/µL 10 U 2,5 µL
ADN 500 ng
H2O QSP 30 µL

Tableau 1.6 – Mélange de ligation.

Fournisseur Concentration stock Concentration finale Quantité (µL)

Adaptateur EcoRI Sigma-Aldrich 5 pmol/µL 1 pmol/µL 1
Adaptateur MseI Sigma-Aldrich 50 pmol/µL 10 pmol/µL 1
Tampon Ligase Biolabs 10 X 1 X 0,5
ATP MBI Fermentas 10 mM 1 mM 0,5
T4 DNA ligase Biolabs 400 coh.U/µL 64 coh.U/µL 0,16
H2O QSP 5
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1.2.3.2 Préamplification

Cette seconde étape se caractérise par l’amplification PCR (Tableau 1.7) des frag-

ments de restriction à partir d’amorces dont la séquence est complémentaire de celle des

adaptateurs et à laquelle une base sélective a été rajoutée en 3’ :

– EcoRI-A : 5’-GACTGCGTACCAATTCA-3’

– MseI-C : 5’-GATGAGTCCTGAGTAAC-3’

La préamplification (PA) a été réalisée dans les conditions PCR suivantes :

– 1ère étape, 20 cycles :

Dénaturation : 30 secondes à 94̊ C

Hybridation : 30 secondes à 56̊ C

Elongation : 1 minute à 72̊ C

– 2ème étape

Elongation finale 5 minutes à 72̊ C

Pour valider l’étape de PA, 8 µL de produit PCR ont été déposés sur gel d’agarose (1%

d’agarose, tampon TBE 0,5 X, BET 0,5 µg/mL) et ont migré pendant 45 minutes à 100

V, un ‘smear’ compris entre 50 et 500 bp devant être visible sous lumière UV.

Tableau 1.7 – Mélange de préamplification.

Fournisseur Concentration stock Concentration finale Quantité (µL)

Tampon Applied biosystems 10 X 1 X 3
Mgcl2 Applied biosystems 25 mM 2,5 mM 3
dNTP Promega 2,5 mM 200 µM 2,4
Amorce EcoRI-A Sigma-Aldrich 8 pmol/µL 0,266 pmol/µL 1
Amorce MseI-C Sigma-Aldrich 8 pmol/µL 0,266 pmol/µL 1
Taq DNA polymérase Applied biosystems 5 U/µL 0,05 U/µL 0,3
RL diluée 10 fois 1 X 0,1 X 3
H2O QSP 30

1.2.3.3 Amplification sélective

La dernière étape consiste en une amplification sélective (AS) à partir du produit de la

préamplification (Tableau 1.8). Deux bases sélectives supplémentaires ont été rajoutées

aux amorces utilisées. Cela correspond à 16 amorces EcoRI-A+2 et 16 amorces MseI-C+2

différentes, ce qui représente au final 256 combinaisons possibles de couples d’amorces

(Tableau 1.9). Les amorces EcoRI-A+2 ont été marquées avec un fluorochrome (6-Fam

ou Hex). L’AS a été réalisée dans les conditions PCR suivantes :
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– 1ère étape, 13 cycles :

Dénaturation : 30 secondes à 94̊ C

Hybridation : 30 secondes à 65̊ C (-0,7̊ C par cycle)

Elongation : 1 minute à 72̊ C

– 2ème étape, 23 cycles :

Dénaturation : 30 secondes à 94̊ C

Hybridation : 30 secondes à 56̊ C

Elongation : 1 minute à 72̊ C

– 3ème étape :

Elongation finale 5 minutes à 72̊ C

Tableau 1.8 – Mélange d’amplification sélective.

Fournisseur Concentration stock Concentration finale Quantité (µL)

Tampon Applied biosystems 10 X 1 X 1 µL
MgCl2 Applied biosystems 25 mM 2 mM 0,8 µL
dNTP Promega 2,5 mM 200 µM 0,8 µL
EcoRI-A+2 Sigma-Aldrich 8 pmol/µL 0,24 pmol/µL 0,3 µL
MseI-C+2 Sigma-Aldrich 8 pmol/µL 0,24 pmol/µL 0,3 µL
Taq DNA polymérase Applied biosystems 5 U/µL 0,025 U/µL 0,05 µL
PA diluée 50 fois 3 µL
H2O QSP 10 µL

Tableau 1.9 – Amorces EcoRI-A+2 et MseI-C+2 utilisées pour l’amplification sélective.

Amorces EcoRI-A+2 Amorces MseI-C+2

EcoRI-AAC MseI-CAA
EcoRI-AAG MseI-CAC
EcoRI-AGC MseI-CAG
EcoRI-AGG MseI-CAT
EcoRI-ACA MseI-CCA
EcoRI-ACT MseI-CCC
EcoRI-ACC MseI-CCG
EcoRI-ACG MseI-CCT
EcoRI-AAA MseI-CGA
EcoRI-AAT MseI-CGC
EcoRI-AGA MseI-CGG
EcoRI-AGT MseI-CGT
EcoRI-ATA MseI-CTA
EcoRI-ATC MseI-CTC
EcoRI-ATG MseI-CTG
EcoRI-ATT MseI-CTT
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1.2.3.4 Analyse des produits d’amplification

La migration du produit des amplifications sélectives a été réalisée en conditions

dénaturantes (polymère POP4, tampon 10 X, Applied Biosystems) sur séquenceur ca-

pillaire (3130xl Genetic Analyzer, Applied Biosystems). La séparation s’est effectuée à

60̊ C avec un temps d’injection de 15 secondes, un temps de migration de 1 400 secondes

et un voltage d’injection de 3 kV. Les profils AFLP ont été collectés par Datacollector

(Applied Biosystems) et analysés avec le logiciel Genotyper. Les fragments d’intérêt ont

été nommés en fonction des deux bases sélectives des amorces EcoRI-A+2 et MseI-C+2

et de leur taille : par exemple, un marqueur de 134 pb obtenu à partir des amorces

EcoRI-AAA et MseI-CCC a été nommé aacc134.

1.2.4 Transformation de marqueurs AFLP en marqueurs

SCAR

L’objectif de cette transformation est de disposer de marqueurs spécifiques de locus

(marqueurs SCAR) à partir de marqueurs AFLP.

1.2.4.1 Simplification d’un profil AFLP

La première étape pour transformer un marqueur AFLP en marqueur SCAR est de

simplifier le profil AFLP afin de pouvoir extraire le fragment d’intérêt d’un gel de poly-

acrylamide et le cloner. Pour cela, nous avons choisi de suivre la procédure qui consiste

à ajouter trois bases sélectives supplémentaires à l’amorce MseI-C+2 (Brugmans et al.,

2003 ; Paris et al., 2011). Pour identifier ces trois bases, 12 amorces dégénérées (Ta-

bleau 1.10) ont été utilisées pour réaliser des amplifications dans des conditions iden-

tiques à l’AS. Le produit de la préamplification a été remplacé par celui de l’AS dilué

100 fois et une amorce EcoRI-A+2 marqué au fluorochrome IRD800 a été utilisée.

Les produits PCR obtenus ont ensuite été déposés sur gel de polyacrylamide 8% (Ta-

bleau 1.11) et la migration s’est faite sur séquenceur automatique (LI-COR 4200, Scien-

cetec). Afin de faciliter l’identification du fragment d’intérêt, les amplifications ont été

réalisées sur quatre individus S1S1 et quatre individus S2S2 déposés côte à côte sur le

gel.

Une fois les 3 nucléotides supplémentaires identifiés, une amorce MseI-A+5 a alors été

définie. Le produit de l’amplification sélective des individus homozygotes S1S1 et S2S2
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Individus 
S1S1

Individus 
S2S2

Profil AFLP EcoRI-AAA/MseI-CCC

134 pb

Mini-séquençage: Profils EcoRI-AAA/

Individus 
S1S1

Individus 
S2S2

Individus 
S1S1

Individus 
S2S2

Individus 
S1S1

Individus 
S2S2

Individus 
S1S1

Individus 
S2S2

MseI-CNNA MseI-CNNT MseI-CNNG MseI-CNNC

1

Individus 
S1S1

Individus 
S2S2

Individus 
S1S1

Individus 
S2S2

Individus 
S1S1

Individus 
S2S2

Individus 
S1S1

Individus 
S2S2

MseI-CNNNA MseI-CNNNT MseI-CNNNG MseI-CNNNC

MseI-CNNNNA MseI-CNNNNT MseI-CNNNNG MseI-CNNNNC

2

Individus 
S1S1

Individus 
S2S2

Individus 
S1S1

Individus 
S2S2

Individus 
S1S1

Individus 
S2S2

Individus 
S1S1

Individus 
S2S2

MseI CNNNNA MseI CNNNNT MseI CNNNNG MseI CNNNNC

3

Individus 
S1S1

Individus 
S2S2

Profils AFLP EcoRI-AAA/MseI-CCCCCA

134 pb

Figure 1.6 – Schéma des différentes étapes de la simplification du profil AFLP associé au
marqueur aacc134. 1 : la 4ème base sélective est C. 2 : la 5ème base sélective est C. 3 : la 6ème
base sélective est A.

a été dilué 100 fois et amplifié avec cette nouvelle amorce et l’amorce EcoRI-A+2. Le

profil AFLP obtenu par migration sur séquenceur LI-COR a été simplifié par rapport à

l’amplification sélective, ce qui a rendu les fragments d’intérêt facilement repérables. Ils

ont été excisés du gel et placés dans 300 µL de TE. Après 2h d’incubation à température

ambiante, les tubes ont été placés au moins 12h à -20̊ C.

Une nouvelle amplification sélective a été réalisée à partir de 1 µL de fragments élués et
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les amorces EcoRI-A+2 et MseI-C+5 correspondantes. Une étape de co-migration avec

le profil AFLP de l’AS a ensuite été réalisée sur gel polyacrylamide : un seul fragment

devait être amplifié et correspondre au fragment du profil AFLP d’origine (Figure 1.6).

Tableau 1.10 – Amorces dégénérées utilisées pour identifier 3 bases sélectives supplémentaires
(d’après Brugmans et al., 2003).

Amorce MseI Séquence

Détermination de la 4ème base sélective
3N+A GATGAGTCCTGAGTAA NNNA
3N+C GATGAGTCCTGAGTAA NNNC
3N+G GATGAGTCCTGAGTAA NNNG
3N+T GATGAGTCCTGAGTAA NNNT
Détermination de la 5ème base sélective
4N+A GATGAGTCCTGAGTAA NNNNA
4N+C GATGAGTCCTGAGTAA NNNNC
4N+G GATGAGTCCTGAGTAA NNNNG
4N+T GATGAGTCCTGAGTAA NNNNT
Détermination de la 6ème base sélective
5N+A GATGAGTCCTGAGTAA NNNNNA
5N+C GATGAGTCCTGAGTAA NNNNNC
5N+G GATGAGTCCTGAGTAA NNNNNG
5N+T GATGAGTCCTGAGTAA NNNNNT

Tableau 1.11 – Composition d’un gel polyacrylamide.

Quantités pour un gel de 25 mL

Urée 10 g
Long Ranger 50% 4 g
H2O compléter à 23,5 g
TBE classique 5 X 4 mL
APS 10% 170 µL
TEMED 17 µL

1.2.4.2 Clonage

Ligation Les produits PCR obtenus à partir des fragments élués ont été purifiés avec

le kit NucleoSpin extract II (Macherey-Nagel) puis dosés sur gel (6 µL de produit purifié,

agarose 1%, TBE 0,5 X, BET 0,5 µg/mL, 100 V, 50 min). Ils ont ensuite été insérés dans

un vecteur pGEM R©-T selon les conditions techniques du kit pGEM R©-T Vector system

I (Promega) données par le fabriquant.
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Transformation Le kit One Shot R© TOP10 Chemically Competent E.coli (Invitrogen)

a été utilisé pour la transformation des cellules compétentes avec le vecteur pGEM R©-T

(Promega). Trois microlitres de ligation ont été ajoutés à 40 µL de cellules Top10, puis le

mélange a été placé 20 minutes dans la glace. Le protocole suivi ensuite correspond aux

instructions du manuel technique. Les bactéries ont été étalées sur un milieu LB 1 X (1%

de tryptone, 0,5% d’extrait de levure, 10% de NaCl, 15% d’agar, pH 7) préalablement

traité avec un mélange contenant 50 ng/mL d’ampicilline, 50 mg/mL de X-Gal et 100

mM d’IPTG. Après une incubation à 37̊ C pendant une nuit, les colonies blanches qui

correspondaient aux bactéries transformées ont été prélevées et lysées 10 minutes à 95̊ C

dans du TTE (Triton 1 X, Tris-HCl 20 mM, pH 8,5, EDTA 0,5 M pH 8) puis conservées

à -20̊ C.

Validation et séquençage Des amplifications PCR ont été réalisées à partir des

préparations TTE avec les amorces M13 universelles qui encadrent le site de clonage du

vecteur. La taille des produits PCR a été estimée par migration sur gel (agarose 1%, TBE

0,5X, BET 0,5 µg/mL, 120 V, 45 min) et les clones ont été sélectionnés en fonction de la

taille des inserts par rapport à la taille attendue. Les produits PCR (40 µL) des clones

sélectionnés ont été envoyés à la plateforme Genoscreen 5 qui a réalisé le séquençage des

inserts à l’aide de l’amorce M13-20. Une fois la séquence d’un fragment AFLP d’intérêt

obtenue, de nouvelles amorces ont été définies sur cette séquence, hors des adaptateurs

afin d’obtenir un marqueur SCAR.

1.2.5 Banques BAC

1.2.5.1 Construction de deux banques BAC

Deux banques BAC (Bacterial Artificial Chromosome), CinS2S2 et CinS1S4, ont

été construites en collaboration avec l’équipe du CNRGV 6 (Centre National de Res-

sources Génomiques Végétales, INRA de Toulouse), à partir des génotypes C15 (S2S2) et

C30.01 (S1S4). Ces individus ont été clonés et une dizaine de plantes représentant chaque

génotype ont été acclimatés en serre (cf. paragraphe 1.1.3). Après environ 3 mois, les

plantes ont été placées 5 à 7 jour à l’obscurité puis les jeunes feuilles ont été collectées,

congelées dans de l’azote liquide et stockées à -80 C̊ jusqu’au moment de l’extrac-

5. http://www.genoscreen.fr/

6. http://cnrgv.toulouse.inra.fr/

62

http://www.genoscreen.fr/
http://cnrgv.toulouse.inra.fr/


1.2. Outils de biologie moléculaire

tion de l’ADN de haut poids moléculaire. L’enzyme de restriction HindIII et le vecteur

pIndigoBAC-5 ont été utilisés pour la construction des banques. Ces deux banques ont

ensuite été déposées sur des filtres (macroarrays), chaque clone étant présent en double

sur le filtre. Les protocoles suivis sont décrits en détails dans l’annexe C (Gonthier et al.,

2010).

1.2.5.2 Criblage des banques BAC

Les sondes utilisées pour cribler les banques BAC dans le cadre du clonage positionnel

du locus S ont été définies, soit à partir de marqueurs moléculaires cartographiés sur la

carte génétique, soit à partir de marqueurs définis sur des BES (cf. paragraphe 1.2.2).

Dans les deux cas, les sondes ont été obtenues par amplification PCR à partir d’ADN

de clones stockés dans du TTE (cf. paragraphe 1.2.4.2 et ci-après). Les produits PCR

obtenus ont ensuite été purifiés avec le kit nucleospin extract II (Macherey-Nagel) et

dosés sur gel d’agarose (1% d’agarose, tampon TBE 0,5 X, BET 0,5 µg/mL), après une

migration de 30 minutes à 120 V. Une quantité de 200 ng de sonde purifiée par filtre à

hybrider a été produite. Les sondes ont été marquées radioactivement et hybridées sur

les macroarrays. Les clones positifs ont été sélectionnés comme indiqué dans l’annexe C.

L’ADN des clones validés par PCR a été extrait dans du TTE, 5 minutes à 95̊ C, puis

conservé à -20̊ C.

Remarques :

– Les sondes correspondant aux marqueurs microsatellites ont été définies sur les

séquences adjacentes au motif répété. Pour chaque marqueur microsatellite, deux

sondes ont donc été définies.

– Le nom des marqueurs et sondes obtenus à partir des BES a été défini en fonction

du nom du clone et de l’extrémité sur lesquels il a été défini. Ainsi, le marqueur

défini sur l’extrémité T7 du clone Si1 a été nommé Si1t7.

1.2.5.3 Séquençage des clones BAC

Méthodes de séquençage des BES Le séquençage des BES des clones BAC, positifs

en hybridation et validés par PCR, a été réalisé selon la méthode de Sanger, soit par

la plateforme Genoscreen, soit par le CNRGV et la plateforme génomique 7 de l’INRA

de Toulouse. Au CNRGV, l’extraction de l’ADN des clones a été réalisée en plaques

7. http://genomique.genotoul.fr/
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96 puits, avec le kit d’extraction Nucleospin 96 Flash (Macherey-Nagel). L’utilisation

du vecteur pIndigoBAC-5 pour la construction des banques BAC a permis d’amorcer le

séquençage des BES avec les amorces universelles T7prom et M13rev de part et d’autre

des inserts. Les réactions de séquences ont été réalisées avec le kit ABI PRISM Big Dye

terminator v31 (Applied Biosystems) et les échantillons ont été analysés sur séquenceur

capillaire ABI (3730, Applied Biosystems).

Méthodes de séquençage des clones BAC et traitement des données brutes

Le séquençage complet des clones BAC a été réalisé par le CNRGV en collaboration avec

la Plateforme Génomique et la plateforme Bioinformatique 8 de l’INRA de Toulouse. La

technologie 454 (GS FLX Titanium, Roche) a été utilisé pour le séquençage. L’extraction

d’ADN a été réalisée avec le kit Nucleobond Xtra Midi (Macherey-Nagel). Au minimum

500ng d’ADN ont été nécessaires pour chaque échantillon. Une banque de fragments

à séquencer a ensuite été préparée pour chaque clone avec les kits Titanium (Roche)

dédiés.

Les données ont été nettoyées avec le logiciel PyroCleaner qui supprime les séquences

trop petites et de faible qualité (contenu en N supérieur à 4%). Les séquences ont ensuite

été décontaminées par élimination des séquences contenant au minimum 95% d’homolo-

gie avec le génome de la bactérie hôte E. coli. L’assemblage a été réalisé avec Newbler

(v2.3, De novo Assembler, Roche), en utilisant les paramètres par défaut du logiciel.

1.2.5.4 Analyse des séquences

Pour chaque séquence obtenue (BES ou insert total), un Blastn a été réalisé sur les

banques d’EST de plusieurs Asteraceae (Tableau 1.12) avec un seuil de e-value inférieur à

10−30 et un pourcentage d’identité supérieur à 95% pour les EST de C. intybus, supérieur

à 90% pour les EST de C. endivia et supérieur à 85% pour Lactuca sp, H.annuus et

Taraxacum sp. La banque de C. intybus résulte de l’assemblage d’EST présents dans les

bases de données publiques, d’EST produits par le laboratoire (organe source : stigmate)

et d’EST de l’université de Wageningen (organe source : racine, Cankar et al., 2011).

Pour les BES, des Blastn et Blastx ont également été réalisés sur les bases de données

nr (non-redondant sequences) de NCBI dans les conditions standards définies par le

site. Des Blastx ont été réalisés avec un seuil de e-value inférieur à 10−5 sur les bases

8. http://bioinfo.genotoul.fr/
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de donné de peptides d’Arabidopsis thaliana, Vitis vinifera, Mimulus guttatus, Solanum

lycopersicum, Medicao truncatula et Populus trichocarpa. La source des bases de données

utilisées est indiquée dans le tableau 1.13.

Le programme RepeatMasker 9 a été utilisé en utilisant le mode ‘cross match’ et l’espèce

A. thaliana comme référence. Des prédictions de gènes ont été générées à partir des

logiciels GenScan 10 (organisme de référence : A. thaliana) et Fgenesh 11 (organismes de

référence : A. thaliana et V. vinifera).

Tableau 1.12 – Bases de données EST des différentes espèces d’Asteraceae utilisées.
EST : nombre de séquences utilisées pour l’assemblage. SU : nombre de séquences uniques
obtenues après assemblage (singletons et contigs). Contig : nombre de contigs parmi les SU.
Annoté : pourcentage de SU présentant une homologie avec la base de peptides d’A. thaliana.

Espèce EST SU Contig Annoté (%) Source

Cichorium intybus 198657 110155 25322 50,8 CGP Davis 12, NCBI 13, SADV,
WUR, Wageningen University

Cichorium endivia 30170 18951 5295 76,7 CGP Davis
Helianthus annuus 93428 31605 10796 57 CGP Davis
Lactuca sativa 92560 22870 13129 CGP Davis
Taraxacum sp. 41294 16661 6707 CGP Davis

Tableau 1.13 – Bases de données peptidiques utilisées.

Espèce Source Version

A. thaliana TAIR 14 TAIR10
V. vinifera Genoscope-CNS 15 12 X, 2010
M. guttatus Phytozome 16 2010
S. lycopersicum Sol genomics network 17 2011
M. truncatula Phytozome 2010
P. trichocarpa Phytozome 2010

9. A.F.A. Smit, R. Hubley et P. Green RepeatMasker at http://repeatmasker.org
10. http://genes.mit.edu/GENSCAN.html

11. http://linux1.softberry.com/berry.phtml

12. http://compgenomics.ucdavis.edu/compositae_index.php

13. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/

14. http://www.arabidopsis.org/

15. Centre National de Séquençage, http://www.cns.fr/vitis
16. http://www.phytozome.net/

17. http://solgenomics.net/genomes/Solanum_lycopersicum/index.pl
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1.3 Cartographie génétique de la région du locus S

1.3.1 Calcul des distances génétiques

La fréquence de recombinaison (r) entre 2 locus est définie telle que :

r =
nombre de chromosomes recombinants

nombre total de chromosomes
.

Dans le cas où la fréquence de recombinaison entre locus est inférieure à 0,1, l’utili-

sation de fonctions de cartographie n’est pas nécessaire. En effet, la distance génétique

entre marqueurs est directement proportionnelle à la fréquence de recombinaison, du fait

de la faible probabilité d’observer des doubles crossing-overs dans l’intervalle considéré

(Lorieux, 1994). Elle est exprimée en centimorgans (cM) : D (cM) = 100 r

1.3.2 Etude de la ségrégation des marqueurs

La conformité de ségrégation des marqueurs a été évaluée par un test du χ2 :

χ2 =
t∑
i=1

(ni − nth)2

nth

ni correspond aux effectifs des t génotypes observés et nth aux effectifs attendus dans le

cas d’une ségrégation de type mendélien. Si une différence significative est observée, alors

la ségrégation est distordue. Pour déterminer si la sélection à l’origine de la distorsion est

gamétique (A) ou zygotique (B), 2 test successifs ont été réalisés (Lorieux et al., 1995) :

(A) χ2 =
∑t

i=1
(2npi−n)2

n

t étant le nombre d’allèles au sein de la population, pi la fréquence associée à chacun

de ces allèles et n l’effectif total de la population ;

(B) χ2 =
∑t

i,j
(nij−npipj)2

npipj

i et j correspondant aux t allèles présents au sein de la population, nij étant l’effectif

associé à chacune des combinaisons allèliques, pi et pj les fréquences associées à

chacun de ces allèles et n l’effectif total de la population.

Selon Lorieux et al. (1995), si (A) est significatif et (B) non-significatif, la sélection est

gamétique. Au contraire, si (B) est significatif, la sélection est zygotique, quel que soit

le résultat obtenu pour (A).
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1.3.3 Précision des distances génétiques en fonction de la taille

de l’échantillon à cartographier

Lorsque l’on calcule un taux de recombinaison r entre deux marqueurs, la précision

de l’estimation dépend de l’écart type exprimé en fonction de la quantité d’information

porté par un individu (ir) et de la taille de la population (n), tel que :

Sr =

√
1

nir
(Allard, 1956 ; Lorieux, 1994).

1.3.3.1 Quantité d’information portée par individu (ir)

Dans le cadre de l’estimation des distances génétiques, la quantité d’information (ir)

porté par chaque individu est définie telle que :

ir =
t∑
i=1

(
1

m
(
δm

δr
)2)

oùm1,m2,. . . ,mt sont les proportions théoriques des t classes de ségrégation exprimées en

fonction de la fréquence de recombinaison r (Allard, 1956 ; Lorieux, 1994). L’expression

de ir est donc dépendante du type de marqueurs utilisés (Tableau 1.14). Des exemples

d’équations permettant d’obtenir ir sont présentés ci-après.

Expression de ir dans le cas de marqueurs codominants Dans le cas de mar-

queurs codominants hétérozygotes chez deux parents de génotypes distincts, on ob-

tient une descendance complètement classée (CC), c’est-à-dire que toutes les classes

de génotype sont discernables. La fréquence de chacun des génotypes possibles (m) et la

dérivée associée ( δm
δr

) sont exprimées en fonction de r (Tableau 1.15a). A partir de ces

équations, on obtient l’expression de l’ir apportée par chaque individu :

ir = 4[
4

(1− r)2
× (

2r − 2

4
)2] + 8[

4

r(1− r)
× (

1− 2r

4
)2] + 4[

4

r2
× (

2r

4
)2]

= 4 + 2[
(1− 2r)2

r(1− r)
] + 4

=
8(r − r2) + 2(1− 4r + 4r2)

r − r2

=
2

r − r2
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Expression de ir dans le cas de marqueurs dominants Dans le cas d’un couple

de marqueurs dominants chez les deux parents, on peut observer deux cas de figure

qui dépendent des phases des allèles chez les parents. Soit les allèles dominants sont

en couplage (descendance DD couplage), soit en répulsion (descendance DD répulsion).

Du fait de la dominance, seuls quatre phénotypes différents sont discernables pour 16

génotypes possibles. La fréquence de chacun de ces phénotypes et la dérivée associée

sont exprimées en fonction de r (Tableau 1.15b). A partir de ces équations, on obtient

l’expression de l’ir apportée par chaque individu, ici dans un cas DD en répulsion :

ir = [
4

2 + r2
× (

2r

4
)2] + 2[

4

1− r2
× (
−2r

4
)2] + [

4

r2
× (

2r

4
)2]

=
r2

2 + r2
+ 2(

r2

1− r2
) + 1

=
r2(1− r2) + 2r2(2 + r2) + (1− r2)(2 + r2)

(2 + r2)(1− r2)

=
2(1 + 2r2)

(2 + r2)(1− r2)

Tableau 1.14 – Expression de ir en fonction du type de marqueurs considéré. He : hétérozygote,
Ho : homozygote, CC : descendance complètement classée, BC : backcross, DD : dominant-
dominant. *Dans le cas de marqueurs dominants, l’individu est Ho pour les allèles récessifs.

Types de Génotype ir Configuration
marqueurs des parents

Codominants 2 He (génotypes
distincts)

2

r − r2
CC

Codominant/Dominant 1 He et 1 Ho*
1

r − r2
BC

Codominant/Dominant 2 He 2 +
(1− r)2

r(2− r)
+

(1− 2r)2

2(1− r + r2)
Ségrégation 6.3.3.2.1.1

Dominants en répulsion 2 He
2(1 + 2r2)

(2 + r2)(1− r2)
DD répulsion

Dominants en couplage 2 He
2(1 + 2(1− r)2)

(2 + (1− r)2)(1− (1− r)2)
DD couplage

+
r2

1− r2
+

(1− 2r)

2r(1− r)
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Tableau 1.15 – Exemples de fréquences attendues (m) et dérivées correspondantes ( δmδr ) pour
les différents génotypes/phénotypes observés au sein d’une descendance. (a) Cas de deux mar-
queurs CC (génotype des parents : A1A2 B1B2 et A1A3 B1B3). (b) Cas de deux marqueurs
DD en répulsion (génotype des parents : AabB). Pour obtenir les expressions correspondant
aux marqueurs DD en coulpage, 1− r est substitué à r.

(a) Configuration CC

Génotype m
δm

δr
A1B1

A1B1
A2B2

A3B3

(1− r)2

4

δm

δr
=

(2r − 2)

4
A1B1

A3B3
A2B2

A1B1

A1B2

A1B1
A1B2

A3B3
A2B1

A1B1
A2B1

A3B3
m =

r(1− r)
4

δm

δr
=

(1− 2r)

4
A1B1

A1B3
A1B1

A3B1
A2B2

A1B3
A2B2

A3B1

A2B1

A1B3
A2B1

A3B1
m =

r2

4

δm

δr
=

2r

4
A1B2

A3B1
A1B2

A1B3

(b) Configuration marqueurs DD en répulsion

Phénotype m
δm

δr

A B
2 + r2

4

2r

4

A bb
1− r2

4

2r

4

aaB
1− r2

4

2r

4

aabb
r2

4

2r

4
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1.3.3.2 Calcul de la taille de l’échantillon à cartographier

Si on considère que la distribution des marqueurs sur le chromosome suit une loi

normale, alors l’intervalle de confiance correspondant à r est :

c = r ± zα
2
Sr,

zα
2

correspondant à la déviation standard de la loi normale centrée réduite. Pour pouvoir

déterminer avec certitude l’ordre de plus de deux marqueurs les uns par rapport au autre,

il faut que les valeurs de c correspondant aux différents intervalles ne se chevauchent pas.

Pour cela, zα
2
Sr doit être inférieur ou égale à r

2
(Liu, 1998 ; Lorieux, 1994). A partir de

ce postulat, la valeur de n minimale peut être estimée :

r

2
≥ zα

2
Sr

⇒r

2
≥ zα

2

√
1

nir

⇒r2 ≥ (2zα
2

√
1

nir
)2

⇒n ≥
(2zα

2
)2

irr2

La taille de l’échantillon à cartographier dépend donc de la précision que l’on souhaite

atteindre (r), du type de marqueur dont on dispose (ir) et du seuil α fixé.

1.3.4 Détermination du génotype au locus S

Dans le cadre de la carte haute résolution (cf. chapitre 4), le locus S est un des locus

qui a du être cartographié. Deux méthodes ont permis de déterminer le génotype des

plantes étudiées au locus S.

1.3.4.1 Inférence du génotype au locus S

Cette méthode est indirecte mais rapide à mettre en œuvre. Les individus ont été

génotypés pour les marqueurs moléculaires encadrant le locus S obtenus à partir de la

carte génétique de l’ensemble du génome (cf. chapitre 2) et de la carte haute densité
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au voisinage du locus S (cf. chapitre 3). L’intervalle entre ces marqueurs étant très

petit, aucun double recombinant n’a été observé (cf. chapitre 2). De ce fait, lorsque les

combinaisons d’allèles se sont avérées identiques à celles observées sur les chromosomes

parentaux, le génotype au locus S a pu être inféré.

1.3.4.2 Phénotypage du locus S

Lorsque le génotype au locus S ne peut être déterminé par inférence en raison d’un

événement de recombinaison, il peut l’être par le phénotypage, comme cela a été fait pour

la population Ba (cf. chapitre 2), grâce à des croisements avec des individus testeurs. Pour

cela, des individus testeurs ont été sélectionnés en fonction des génotypes potentiels des

individus à phénotyper (cf. chapitre 2). A partir du génotypage des marqueurs flanquants,

le locus S est déjà partiellement génotypé : l’allèle S porté sur le chromosome parental

est inféré et il existe deux génotypes S possibles sur le chromosome recombinant.

Deux phénotypes testeurs ont été définis pour chacune des combinaisons allèliques

présentes au sein des populations utilisées pour la carte haute résolution (cf. chapitre 4).

Les relations de dominance qui existent entre allèles S ont également été prises en compte

(cf. chapitre 2, figure 2.3 p.78). Les combinaisons de testeurs utilisés comme donneurs de

pollen ont été définies pour qu’au moins un des deux types de croisement soit compatible,

quel que soit le génotype de l’individu à phénotyper, afin de disposer d’un témoin positif

(Tableau 1.16). Quatre répétitions de chaque croisement ont été réalisées. Le groupe de

compatibilité auquel appartient chaque individu a été déterminé sur la base du taux de

mise à graine moyen (seed-set moyen, nombre de graines/nombre d’ovules par capitule)

obtenu pour chaque croisement, ce qui a permis de déterminer le génotype au locus S

correspondant (cf. chapitre 2, figure 2.2 p.78).
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Tableau 1.16 – Schémas de croisements définis pour phénotyper les individus recombinants
dans la région du locus S (cf. chapitre4). + indique que le croisement est compatible et - qu’il
est incompatible.

Génotype de l’individu à phénotyper Phénotype du testeur (pollen)
Allèle S inféré Allèles S à déterminer [S1] [S2] [S3] [S4]

S1 S3 + +
S4 + -

S1 S2 + +
S4 + -

S1 S2 Phénotypage impossible
S3 car S1 > S2 et S1 > S3

S2 S3 - +
S4 + -

S2 S1 - +
S3 + -

S2 S1 - +
S2 + -

S2 S2 - +
S3 + -

S3 S1 - +
S2 + -

S3 S2 + +
S4 + -

S4 S1 - +
S2 + +

S4 S1 - +
S3 + -
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Carte fine du locus S
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Chapitre 2

Résultats préliminaires :

Carte moyenne densité du locus S

Afin d’étudier l’autoincompatibilité sporophytique chez la chicorée, une population

d’individus nommée Ba a été produite à partir du croisement des individus K28 et K59.

Ces deux individus sont issus de pollinisations libres de la variété population de chicorée

industrielle Koospol. K28 présente un phénotype mâle-stérile (déterminisme nucléaire et

monogénique, locus NMS1) et K59 est un hermaphrodite très autoincompatible. K28

a donc été utilisé comme parent femelle et pollinisé par K59. Une première série de

croisements a permis d’obtenir 174 individus en 2001, puis une seconde série a permis

d’obtenir 215 individus en 2004. La population Ba est donc constituée d’un total de 389

individus.

Les travaux présentés dans ce chapitre ont été réalisés sur cette population et consti-

tuent la base à partir de laquelle a été entreprise la démarche de clonage positionnel du

locus S (Figure 2.1). Ces travaux ont été initiés avant le début de la thèse et une partie

des résultats présentés étaient acquis. Ils ont été complétés durant la première année

de thèse par d’autres données de phénotypage, génotypage et l’interprétation complète

des résultats de croisements. L’ensemble de ces résultats a permis d’aboutir à la carte

moyenne densité du locus S.
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Population Ba
K28 x K59
MS       H

389 individus

174 individus

20 individus H
10 individus MS

215 individus

Carte génétique K28K59
(174 individus)

Croisements diallèles et 
factoriels: 

4 allèles: S1, S2, S3, S4
K28 (S3S4) et K59 (S1S2)
Relations de dominances

Phénotypage du locus S:
croisements avec testeurs (321 individus)

Cartographie du locus S à l’extrémité 
du groupe de liaison 2 dans l’intervalle 

TACG-sw2H09 (174 individus)

Génotypage pour tous les marqueurs 
de l’intervalle tacg293-sw2H09 

(389 individus)

Locus S compris dans l’intervalle 
TACG-EU03D06

25 individus recombinants
Différence de fréquences de 

recombinaison entre méioses ♀ de 
K28 et  méioses ♂ de K59

Figure 2.1 – Bases de la démarche de clonage positionnel du locus S : récapitulatif des
différents travaux réalisés à partir de la population Ba. H : individu hermaphrodite, MS :
individu mâle-stérile
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2.1 Carte génétique

Le groupement d’intérêt scientifique CARTOCHIC a été constitué afin de construire

une carte génétique de référence de la chicorée. Cette carte consensus a été obtenue à

partir de 3 descendances distinctes : 2 de chicorée industrielle et 1 de chicorée witloof

(Cadalen et al., 2010). La population Ba de 2001 est l’une des 2 populations de chi-

corée industrielle utilisées pour le développement de cette carte consensus. Pour cette

population, 274 marqueurs SSR et STS ont été cartographiés sur 9 groupes de liaison

pour une longueur totale de 749,8 cM. Cette carte, appelée carte K28K59, présente une

couverture du génome estimée à 93,6%. De plus, les 9 groupes de liaison correspondent

vraisemblablement aux 9 chromosomes du génome haplöıde de la chicorée. Cette carte

génétique en voie de saturation peut donc être considérée comme une carte de référence.

Dans le cadre de l’étude de la stérilité mâle nucléaire, le polymorphisme généré par

36 couples d’amorces AFLP a été exploité et a permis de cartographier 350 marqueurs

supplémentaires sur la carte K28K59 (Quillet et al., en préparation). L’ajout de ces

marqueurs n’a pas significativement augmenté la distance totale de la carte. Cela a

confirmé que la carte génétique K28K59 est pratiquement saturée en marqueurs et donc

représentative de l’ensemble du génome.

2.2 Cartographie du locus S

2.2.1 Identification des allèles S présents chez K28 et K59 et

de leurs relations de dominance

A partir de la population de 2001, 20 individus hermaphrodites et 10 individus mâle-

stériles ont été sélectionnés. Des croisements diallèles et factoriels ont été réalisés entre

ces individus ainsi qu’avec K28 et K59. Pour chaque croisement, le seed-set a permis de

distinguer clairement deux types de croisements (Figure 2.2) : les croisements compa-

tibles (seed-set moyen > 0,4) et les croisements incompatibles (seed-set moyen < 0,1).

Cinq groupes de compatibilité ont été identifiés dont un, le groupe I, correspondant uni-

quement à l’individu K28 (Tableau 2.1a). Les individus appartenant à la descendance

Ba se sont répartis dans les quatre groupes de compatibilité II à V indépendamment de

leur phénotype sexuel, hermaphrodite ou mâle-stérile. Pour compléter ces informations,

des croisements ont également été réalisés lors de la thèse, avec des individus de même
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Figure 2.2 – Fréquences des valeurs de seed-set. Ces fréquences ont été calculées à partir de
662 capitules obtenus lors des croisements diallèles et factoriels. Les valeurs de seed-set ont été
mise en relation avec le caractère compatible ou incompatible de ces croisements.

Pollen
S1 S2

Stigmate
S1 S2

Testeurs pollen

Groupes II V

S3 S4 S3 S4

p
S1S3 S2S4 Génotype

[S1] [S4] Phénotype

Descendance 
Ba
Stigmate

II - + [S1] S1S3

III - - [S1S4] S1S4

IV + + [S3] S2S3

V + [S4] S2S4V + - [S4] S2S4

Pollen

Groupe I (D) II (K59) II III IV V

Stigmate

I (K28) - + + + - - [S3S4] S3S4

II (K59) + - - - + + [S1] S1S2

II + - - - + + [S1] S1S3

III + + [S1S4] S SIII + - - - + - [S1S4] S1S4

IV - + + + - + [S3] S2S3

V + + + + + - [S4] S2S4

[S3] [S1] [S1] [S1] [S3] [S4] Phénotype
S3S4 S1S2 S1S3 S1S4 S2S3 S2S4 Génotype

Figure 2.3 – Relations de dominance entre les différents allèles S au niveau du pollen et
du stigmate. Les flèches indiquent qu’un allèle est dominant sur un autre, les doubles traits
indiquent que les deux allèles sont codominants.

génotype que K28 (S3S4) mais hermaphrodites et issus de la population D (cf. Matériels

et méthodes p. 45).

Ces résultats ont permis de définir 1 seul modèle possible à 4 allèles S différents (S1, S2,

S3, S4) avec K59, S1S2, et K28, S3S4. L’ensemble des relations de dominance qui existent

entre les allèles S dans le pollen et le stigmate ont également pu être déterminées (Figure

2.3). Les croisements réciproques entre individus hermaphrodites des groupes I et V et

les groupes III et V ont montré des comportements différents indiquant qu’il existe des

relations de dominance variables dans le pollen et le stigmate pour les groupes I (S3S4)

et III (S1S4). De plus, les résultats tranchés obtenus entre croisements compatibles et

incompatibles ont validés l’utilisation de la descendance de K28 et K59 pour réaliser la

cartographie du locus S.
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2.2. Cartographie du locus S

Tableau 2.1 – Groupes de compatibilité et relations de dominance entre allèles du locus S,
obtenus à partir des croisements diallèles et factoriels. (a) Les croisements ont été réalisés entre
les individus de la population Ba et avec K28 et K59. K28 étant mâle-stérile, le groupe I pollen
correspond à des individus S3S4 hermaphrodites de la population D, population obtenue à
partir du croisement de deux individus de la population Ba. Les cases grisées correspondent
aux croisements compatibles, les cases rayées correspondent aux croisements réciproques dont
les résultats diffèrent. (b) Choix des génotypes testeurs et stratégie de croisements mis en place
pour phénotyper le locus S des individus de la population Ba.

(a) Groupes de compatibilité

Pollen
S1 S2

Stigmate
S1 S2

Testeurs pollen

Groupes II V

S3 S4 S3 S4

p
S1S3 S2S4 Génotype

[S1] [S4] Phénotype

Descendance 
Ba
Stigmate

II - + [S1] S1S3

III - - [S1S4] S1S4

IV + + [S3] S2S3

V + [S4] S2S4V + - [S4] S2S4

Pollen

Groupe I (D) II (K59) II III IV V

Stigmate

I (K28) - + + + - - [S3S4] S3S4

II (K59) + - - - + + [S1] S1S2

II + - - - + + [S1] S1S3

III + + [S1S4] S SIII + - - - + - [S1S4] S1S4

IV - + + + - + [S3] S2S3

V + + + + + - [S4] S2S4

[S3] [S1] [S1] [S1] [S3] [S4] Phénotype
S3S4 S1S2 S1S3 S1S4 S2S3 S2S4 Génotype

(b) Choix des génotypes testeurs et stratégie de croisement

Pollen
S1 S2

Stigmate
S1 S2

Testeurs pollen

Groupes II V

S3 S4 S3 S4

p
S1_ S2S4 Génotype

[S1] [S4] Phénotype

Descendance 
Ba
Stigmate

II - + [S1] S1S3

III - - [S1S4] S1S4

IV + + [S3] S2S3

V + [S4] S2S4V + - [S4] S2S4

Pollen

Groupe I (D) II (K59) II III IV V

Stigmate

I (K28) - + + + - - [S3S4] S3S4

II (K59) + - - - + + [S1] S1S2

II + - - - + + [S1] S1S3

III + + [S1S4] S SIII + - - - + - [S1S4] S1S4

IV - + + + - + [S3] S2S3

V + + + + + - [S4] S2S4

[S3] [S1] [S1] [S1] [S3] [S4] Phénotype
S3S4 S1S2 S1S3 S1S4 S2S3 S2S4 Génotype

2.2.2 Carte moyenne densité du locus S

Une fois identifiés les 4 allèles S présents dans la population Ba, le génotype au

locus S a été déterminé à partir de croisements avec des individus testeurs pour 321

des 389 individus disponibles. Du fait de la présence d’individus mâle-stériles dans la

population Ba, les individus testeurs ont été utilisés exclusivement comme pollinisateurs.

Deux génotypes ont été choisis comme testeurs car permettant d’identifier les 4 groupes

de compatibilité avec un minimum de croisements : les génotypes des groupes II et V

(Tableau 2.1b).

A partir de ces informations, le locus S a pu être cartographié sur la carte K28K59 à

une extrémité du groupe de liaison 2 dans un intervalle de près de 10 cM, compris entre
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les marqueurs AFLP tacg293 et tgct160 qui coségrègent et le marqueur SSR sw2H09

(Figure 2.4).

En parallèle, le locusNMS1 a été cartographié sur le groupe de liaison 5 (Quillet et al., en

préparation). Cela a permis de confirmer l’indépendance du locus S et du locus NMS1,

le premier étant associé à l’autoincompatibilité et le second à la stérilité mâle nucléaire.

De plus, le phénotypage au locus S n’a pas été limité par la présence d’individus mâle

stériles dans la descendance. En effet, les individus testeurs, utilisés comme donneurs de

pollen, ont permis d’identifier le génotype au locus S de tous les individus, quel que soit

leur phénotype sexuel.

Les 389 individus de la population Ba ont ensuite été génotypés pour tous les mar-

queurs compris dans l’intervalle tacg293-sw2H09. Cela a permis de restreindre la localisa-

tion du locus S à l’intervalle tacg293-EU03D06, soit 3,34 cM (Figure 2.4). Dans le même

temps, le marqueur AFLP tacg293 a été cloné, séquencé et transformé en marqueur

codominant, renommé TACG (cf. Matériels et méthodes p. 59).

2.3 Différence des fréquences de recombinaison

entre les méioses femelles de K28 et les méioses

mâles de K59

Pour les 389 individus de la population Ba, un génotype graphique (Encart 1) a

été construit pour l’intervalle TACG-sw2H09. Cette représentation a permis de mettre

en évidence un nombre de recombinants significativement différent entre les méioses fe-

melles de K28 et les méioses mâles de K59 (χ2 = 15,92 ; p < 0,0001). Dans l’intervalle

TACG-EU03D06, 25 individus recombinants ont été obtenus avec 3 événements de re-

combinaison issus de la méiose de K28 et 23 issus de la méiose de K59, ceci correspondant

à un rapport M/F (fréquence de recombinaison des méioses mâles/ fréquence de recom-

binaison des méioses femelles) de 7,7. Plusieurs hypothèses ont été émises pour expliquer

cette observation. Cette différence pouvait être due à un fond génétique différent pour

les individus parentaux, être spécifique de la région du locus S et liée aux différents

haplotypes, ou encore être liée au type de méiose considéré, mâle ou femelle.

A partir de cette observation, une comparaison des méioses K28 et K59 a été réalisée

sur l’ensemble du génome pour les 174 individus de la population de 2001 à partir de la

carte K28K59 (Figure 2.5). Pour chaque groupe de liaison, des marqueurs polymorphes
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tacg293 TACG
tacg2930

EU03D063

tgct160

Locus S
0.51

EU02F124
EU06G075
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atca112S211
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21
E12BL12R1322
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sw2D10.1b28
agga24729
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EU05C05
EU13B01
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EU12E10
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0.38
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atag14836
gaag274S241
FDCB13143
EU08A0444
tacg14945
gatg32247
sw2B12.2a48

EU06G07
EU0031

sw2f06
FDCB212

1.02

EU12H0954
ttat227S255
EU08F0156
R1210L3R158
EU06A0960

EU12G06
sw3F04.1
sw2H09

2.44

0.38

Figure 2.4 – Carte génétique moyenne densité, du groupe de liaison 2 à gauche (n = 174) et
détail de l’intervalle tacg293-sw2H09 à droite (population Ba, n = 389).

codominants chez les 2 parents et, dans la mesure du possible, distants d’environ 10

cM sur la carte génétique ont été sélectionnés. Une carte K28 et une carte K59 ont été

réalisées. Le nombre de recombinants par intervalle a été comparé entre les méioses de

K28 (F) et celles de K59 (M) et lorsqu’une différence significative a été observée (test

de χ2), le rapport M/F a été calculé (Figure 2.5). Dans le cas des groupes de liaison 5

et 9, un grand nombre de marqueurs de la carte génétique se sont avérés polymorphes

uniquement chez l’un des 2 parents. Ces 2 groupes de liaison n’ont donc pas été pris en

compte.

L’étude des groupes de liaison a montré que les rapports M/F n’étaient pas homogènes

avec des valeurs allant de 0,26 à 9,33. Pour chaque groupe de liaison, la taille totale de

la région commune entre la carte K28 et la carte K59 a été comparée : pour les groupes

de liaison 1, 3, 6, 7 et 8, elle était significativement plus grande pour K59, tandis qu’il

n’y avait pas de différence significative entre K28 et K59 pour les groupes de liaison 2 et
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Un génotype graphique est une représentation schématique d’une région chromoso-
mique donnée : une ligne correspond à un locus et une colonne à un chromosome.
Un code couleur est attribué à chacun des chromosomes parentaux et est utilisé pour
représenter le génotype de la descendance. Il s’agit d’une représentation de l’ordre des
marqueurs les uns par rapport aux autres, indépendamment des distances génétiques.
Cette représentation permet de visualiser de façon précise les événements de recombinai-
son et de les associer à la méiose de l’un ou l’autre des parents. Elle permet également
de détecter les erreurs de génotypage : celles-ci génèrent artificiellement des doubles
crossing-overs ce qui est très peu probable pour des intervalles de l’ordre du cM.

tacg293 l l m l l m l l l m l l l l l m
TACG c d b a c b c a d b d a c a d b
tgct160 k h k h k k k h h k h h k h h k
EU08B02 d c b a d b d a c b c a d a c b
locus S S4 S3 S2 S1 S4 S2 S4 S1 S3 S2 S3 S1 S3 S1 S3 S2
EU03D06 e g e f e e e f g e g f g f g f

S4 S3 S2 S1

Exemples de 
descendants 
recombinants

Parents
K28 K59 Descendants non-recombinants

TACG0

eu8b20.13
0.51

tgct160

Locus S

cM

eu3d63.21

Pour chaque marqueur utilisé lors de la construction de la carte génétique, la
dénomination des allèles a été faite selon la nomenclature du logiciel de cartographie
JoinMap, utilisé pour la construction des cartes génétiques.
Quand les 2 parents (K28 et K59) étaient hétérozygotes :
- en présence de quatre allèles, les allèles ont été appelés a, b, c et d ;
- en présence de trois allèles, les allèles ont été appelés e, f et g ;
- en présence de deux allèles, les allèles ont été appelés h et k.
Quand un seul des parents était hétérozygote, ici K59, les allèles ont été appelés l et m.

Encart 1 – Le génotype graphique : description et exemples.
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Figure 2.5 – Comparaison des fréquences de recombinaison des méioses de K28 et K59 sur les
9 groupes de liaison (LG1 à LG9, population Ba, n = 174). Pour chaque groupe de liaison, des
marqueurs polymorphes codominants chez K59 et K28 et distants d’environ 10 cM sur la carte
K28K59 ont été sélectionnés. Le nombre de recombinants par intervalle a été comparé entre
les méioses de K28 (F) et celles de K59 (M) et lorsqu’une différence significative a été observée
(test de χ2), le rapport M/F a été calculé (M/F > 1, intervalle gris foncé ; M/F < 1, intervalle
gris clair). La longueur totale estimée à partir des marqueurs communs et de la totalité des
marqueurs génotypés (entre parenthèses) ont été indiqués en cM au dessus de chaque groupe
de liaison.
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4. C’est pourtant sur les groupes de liaison 2 et 4 que les rapports M/F respectivement

le plus élevé (9,33) et le plus faible (0,26) ont été observés. Ces résultats suggèrent que,

pour ces 2 groupes de liaison, un phénomène de compensation aurait lieu à l’échelle du

groupe de liaison entier.

Le rapport M/F le plus élevé (M/F = 9,33) de cette étude a été observé dans la région

du locus S (intervalle TACG-sw2H09, Figure 2.5), mais d’autres régions du génome ont

également montré des différences de fréquence de recombinaison. Si la région du locus

S n’est pas la seule à présenter un rapport M/F > 1, il s’agit toutefois de la région où

la différence de fréquence de recombinaison est la plus importante. Cette observation a

donc été prise en compte lors de la démarche de clonage positionnel du locus S, et plus

particulièrement lors de la construction des cartes haute densité et haute résolution (cf.

chapitres 3 et 4).
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Chapitre 3

Carte haute densité

La démarche de clonage positionnel nécessite de disposer de marqueurs moléculaires

qui encadrent le locus d’intérêt dans une fenêtre qui soit la plus petite possible, en relation

avec l’ordre de grandeur des inserts des banques BAC qui est d’une centaine de kb (cf.

chapitre 6, Gonthier et al., 2010). Si on considère la carte génétique obtenue à partir du

croisement K28 x K59, dont la longueur totale estimée est de 930 cM (Cadalen et al.,

2010), et la taille approximative du génome qui est d’environ 1 400 Mb (Koopman, 2002),

on obtient une distance physique de près de 1,5 Mb/cM pour l’ensemble du génome. Le

locus S a été cartographié à une extrémité du groupe de liaison 2 dans un intervalle

moyen de 3,34 cM (cf. figure 2.4 p.81). Cette distance a été précisée pour les méioses

femelles (0,77 cM) et les méioses mâles (5,91 cM) (cf. figure 3.1). Afin de rendre le

projet plus réaliste, il était donc nécessaire de réduire au maximum la fenêtre autour

du locus S, idéalement à quelques dixièmes de cM. Pour cela, la densité de marqueurs

a été augmentée dans l’intervalle TACG-EU03D06. L’obtention de nouveaux marqueurs

et leur cartographie à partir de la population Ba (n = 389) ont permis de construire une

carte génétique haute densité.

Pour obtenir une carte haute densité, nous avons défini une stratégie permettant

de produire plusieurs milliers de marqueurs polymorphes et de sélectionner uniquement

ceux compris dans l’intervalle TACG-EU03D06. Cette stratégie a été complétée par

les résultats obtenus, en parallèle, lors de l’enrichissement de la carte génétique de la

chicorée.
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TACG

TACG0,00
Locus S0,51
EU03D060,77

K28

TACG
EU08B020,00
Locus S
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TACG0 00
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GGAT ggat1250,00
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EU08B020,26
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tcaa3000,51
TTAA ttaa440
aaca831,29
aacc1341,54

K59

EU12G023,34

K59

EU03D065,91 EU03D065,91

A BA BFigure 3.1 – Cartes génétiques moyenne densité de la région du locus S (population Ba,
n = 389), pour les méioses femelles (K28) et les méioses mâles (K59). Les distances génétiques
cumulées (en cM) sont indiquées à gauche des groupes de liaison et les marqueurs à droite. La
fenêtre d’encadrement du locus S est indiquée en bleu.

3.1 Mise en place de la stratégie d’identification de

marqueurs moléculaires liés au locus S :

BSA assistée par marqueurs

3.1.1 Intérêt de la BSA assistée par marqueurs

L’approche BSA (Bulked Segregant Analysis) définie par Michelmore et al. (1991)

est une méthode permettant d’identifier rapidement des marqueurs dans une région

spécifique du génome. Dans une population ségrégeante pour un caractère donné, des

mélanges (bulks ou pools) d’ADN sont réalisés (cf. Matériels et méthodes p. 51). Chaque

bulk est composé de l’ADN d’individus ayant le même phénotype. Par exemple, pour

une population F2 obtenue à partir d’un parent résistant et d’un parent sensible à un

pathogène, un bulk d’individus résistants et un bulk d’individus sensibles sont réalisés.

Les individus qui constituent un pool sont identiques pour le trait choisi mais différents

pour tous les autres traits. Le fond génétique des 2 bulks est donc homogène sauf pour la
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ou les régions génomiques impliquées dans le trait étudié. L’étude du polymorphisme de

marqueurs moléculaires entre ces bulks permet d’identifier les marqueurs génétiquement

liés aux locus déterminant le trait choisi pour leur construction.

Cependant, les marqueurs détectés par cette méthode peuvent être localisés à plu-

sieurs cM du locus d’intérêt. Notre objectif était de trouver de nouveaux marqueurs

liés au locus S et compris dans la fenêtre encadrée par TACG et EU03D06. Les pools

utilisés dans notre approche ont donc été construits à partir d’individus sélectionnés en

fonction de leur phénotype et de leur génotype dans la région du locus S, selon une

stratégie inspirée de Giovannoni et al. (1991) et Jordan et al. (2006). Deux populations

étaient disponibles au début de ce travail pour la construction des bulks : la population

Ba, décrite dans le chapitre 2, et la population C (cf. Matériels et méthodes p. 45). Les

individus C sont issus d’autofécondation de K59 et de descendants de K59. Bien que ce

génotype soit très autoincompatible, la récolte de l’ensemble des capitules de 10 clones

de K59 a permis d’obtenir 36 individus (Ca), qui à leur tour ont produit un total de 122

descendants (Cb).

3.1.2 Construction des bulks permettant l’identification de

marqueurs liés au locus S

3.1.2.1 Identification de marqueurs liés aux haplotypes S1 ou S2

Les individus de la population C (n = 158) obtenus à partir d’autofécondations

d’individus S1S2, S1S1 et S2S2 (cf. Matériels et méthodes p. 45) ont tous été génotypés

pour les marqueurs TACG et EU03D06. Cela a permis d’inférer le génotype de ces

individus au locus S (cf. Matériels et méthodes p. 70) et de distinguer les homozygotes

S1S1 ou S2S2 des individus hétérozygotes S1S2. Deux types de pools (cf. Matériels et

méthodes p. 51) ont été construits à partir d’individus homozygotes S1S1 (P1 : n = 8 ;

P2 : n = 8) et S2S2 (P3 : n = 15 ; P4 : n = 15). Les marqueurs spécifiquement liés à

l’haplotype S1 devaient être présents dans les bulks P1 et P2 et absents dans les bulks

P3 et P4 et inversement pour ceux liés à S2 (Figure 3.2). Cependant, dans la mesure où

la région homozygote autour du locus S pouvait s’étendre au delà des marqueurs TACG

et EU03D06, les marqueurs liés à S1 ou S2 et identifiés grâce au bulks P1 à P4 pouvaient

se trouver hors de cet intervalle.
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3.2. Recherche de nouveaux marqueurs liés au locus S

3.1.2.2 Sélection des marqueurs liés aux haplotypes S1 ou S2 compris dans

l’intervalle TACG-EU03D06

Pour distinguer les marqueurs spécifiques de S1 ou S2, compris dans l’intervalle

TACG-EU03D06 de ceux hors de cet intervalle, des bulks supplémentaires ont été

construits. Pour ces pools d’ADN, le génotype des individus devait être connu pour

un large intervalle autour du locus S. La population Ba, pour laquelle le génotype des

individus est connu dans l’intervalle TACG-sw2H09 (cf. chapitre 2), a été utilisée et

2 catégories de bulks ont été construites (Figure 3.2). Dans la première, les individus

utilisés devaient posséder un chromosome issu de K59 sur lequel un événement de re-

combinaison avait eu lieu entre EU03D06 et sw2H09. Il s’agissait :

- soit d’individus S2S3 et S2S4 (P5 : n = 13),

- soit d’individus S1S3 et S1S4 (P6 : n = 9).

Dans la seconde catégorie, les individus devaient posséder un chromosome issu de K59,

sans aucun événement de recombinaison dans l’intervalle TACG-sw2h09. Il s’agissait

alors :

- soit d’individus S1S3 et S1S4 (P7 : n = 13),

- soit d’individus S2S3 et S2S4 (P8 : n = 9).

Les 8 bulks construits ainsi que les individus K59 (S1S2) et K28 (S3S4) ont été

utilisés afin d’identifier avec précision des marqueurs liés à l’haplotype S1 ou S2 dans

l’intervalle TACG- EU03D06 (Figure 3.2). Les marqueurs liés spécifiquement à l’haplo-

type S1 devaient être présents uniquement dans les bulks P1, P2, P6, P7 et chez K59.

Les marqueurs liés spécifiquement à l’haplotype S2 devaient être présents uniquement

dans les bulks P3, P4, P5, P8 et chez K59.

3.2 Recherche de nouveaux marqueurs liés

au locus S

3.2.1 Criblage AFLP des bulks

Pour produire de nouveaux marqueurs, nous avons choisi une méthode permettant de

générer un grand nombre de marqueurs polymorphes sans avoir d’information a priori sur

la séquence. Il s’agit de la technique AFLP (Vos et al., 1995, cf. Matériels et méthodes

p. 55,). Cette technique permet de produire plusieurs milliers de fragments avec un
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Chapitre 3. Carte haute densité

nombre limité de couples d’amorces. Les 256 combinaisons possibles d’amorces AFLP

EcoRI-A+2/MseI-C+2 ont été testées sur les 8 bulks et les individus K59 et K28. En

moyenne, 120 fragments ont été obtenus par couple d’amorces, ce qui correspond à un

total d’environ 31 000 fragments AFLP générés. Parmi ces fragments, 2 350 se sont avérés

polymorphes entre K28 et K59, 136 fragments étaient spécifiques des bulks S1S1 (P1 et

P2) et 255 des bulks S2S2 (P3 et P4). Sur les 391 fragments potentiellement liés aux

haplotypes S1 ou S2, environ 80 n’étaient pas présents chez K59. Soixante se sont avérés

également présents dans les bulks P5 à P8, ainsi que chez K59 et K28.

Au total, 14 marqueurs AFLP ont été identifiés comme se trouvant potentiellement

dans l’intervalle TACG-EU03D06 : 13 nouveaux marqueurs liés soit à S1 soit à S2 (Ta-

bleau 3.1, Figure 3.3), ainsi que tacg293 cartographié préalablement (cf. chapitre 2) et

retrouvé lié à l’allèle S1.

Tableau 3.1 – Caractéristiques des marqueurs AFLP identifiés avec la stratégie des bulks et
informations relatives à leur cartographie au voisinage du locus S.

Couple d’amorces Taille du Couplage avec Nom du Cartographie dans
EcoRI-A+2/MseI-C+2 fragment (pb) l’haplotype marqueur la population Ba

EcoRI-AGG/MseICAT 125 S2 ggat125 Colocalisation avec TACG
EcoRI-ATC/MseICAA 300 S2 tcaa300 Colocalisation avec le locus S

EcoRI-ATT/MseICAA 440 S2 ttaa440
EcoRI-AAA/MseICCA 83 S1 aaca83 Entre le locus S et EU03D06
EcoRI-AAA/MseICCC 134 S2 aacc134

EcoRI-ACC/MseICGT 487 S1 ccgt487
EcoRI-AGC/MseICAG 172 S2 gcag172 En ségrégation mais
EcoRI-ATA/MseICCT 98 S2 tact98 en dehors de l’intervalle
EcoRI-ACC/MseICGG 304 S1 ccgg304 TACG-EU03D06
EcoRI-ACC/MseICGA 312 S2 ccga312
EcoRI-AAT/MseICAA 295 S1 ataa295

EcoRI-AAT/MseICCA 82 S2 atca82 Non amplifiés
EcoRI-ACC/MseICTA 448 S1 ccta448 chez les recombinants

3.2.2 Cartographie et validation des nouveaux marqueurs

AFLP

Une fois ces nouveaux marqueurs identifiés, l’étape suivante consistait à valider leur

localisation à proximité du locus S. Les 13 marqueurs AFLP ont donc été génotypés chez

les 25 individus recombinants entre TACG et EU03D06 de la population Ba (n = 389).
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31000 fragments 
120 l d’≈ 120 par couple d’amorces

2350 fragments polymorphes entre K28 et K59 
≈ 9 l d’≈ 9 par couple d’amorces

391 fragments 
potentiellement liés à S ou Spotentiellement liés à S1 ou S2

14 fragments 
potentiellement compris dans l’intervalle TACG-EU03D06

(dont tacg293)

6 
marqueurs AFLP validés

(dont tacg293)

Figure 3.3 – Résultats successifs obtenus dans le cadre de la recherche de nouveaux marqueurs
AFLP par BSA.

Le génotypage de ces seuls 25 individus a permis de cartographier les marqueurs compris

dans l’intervalle TACG-EU03D06 pour toute la population Ba, tout en limitant le nombre

de réactions PCR. Le génotype des parents K28 et K59 étant connu pour ces marqueurs,

les génotypes obtenus ont été placés dans le génotype graphique des 25 recombinants

(Figure 3.4). Parmi les 13 marqueurs identifiés, 5 ont été validés comme compris dans

l’intervalle TACG-EU03D06 (Figure 3.4), soit une densité de 1,8 marqueur/cM. Deux

marqueurs n’ont pas été amplifiés à partir de l’ADN des recombinants et 6 n’ont pu être

cartographiés dans la région du locus S, c’est-à-dire que les génotypes obtenus pour ces

marqueurs ne concordaient pas avec le génotype graphique (Tableau 3.1, Figure 3.4).

Les 5 marqueurs validés grâce au génotype graphique (Figure 3.4) ont ensuite été placés

sur la carte génétique. Étant des marqueurs spécifiques de S1 ou S2 et à l’état homozygote

chez K28, le calcul des distances génétiques s’est fait uniquement à partir des méioses

de K59. Ces 5 marqueurs ont été positionnés sur la carte génétique (Figure 3.5) :

– tcaa300 colocalisant avec le locus S,

– ggat125 colocalisant avec TACG,

– ttaa440 et aaca83 colocalisants à 0,77 cM du locus S,

– aacc134 à 1,02 cM du locus S.

Ainsi, après avoir cartographié ces 5 marqueurs AFLP, la fenêtre autour du locus S

a été réduite de 5,91 à 1,29 cM pour les méioses mâles de K59. La stratégie BSA assistée

par marqueurs associée aux validations sur les individus recombinants s’est donc révélée
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efficace et a permis l’identification de marqueurs réellement au voisinage du locus S.

3.2.3 Identification de nouveaux marqueurs microsatellites

Parallèlement à l’approche BSA assistée par marqueurs associée au criblage AFLP,

l’enrichissement de la carte génétique K28K59 en marqueurs microsatellites s’est pour-

suivi dans le cadre du GIS CARTOCHIC (Cadalen et al., 2010). Deux nouveaux mar-

queurs microsatellites ont été cartographiés dans l’intervalle TACG-EU03D06 (Figures

3.4 et 3.5) : EU08B02 (4 allèles) et EU12G02 (3 allèles). Ces 2 marqueurs étant

hétérozygotes chez K28 et K59, ils ont été placés sur les cartes de chacun des parents.

Dans le cas de la carte K28, EU08B02 et EU12G02 coségrégeaient respectivement avec

TACG et le locus S et la fenêtre autour du locus S restait de 0,77 cM. Dans le cas de

la carte K59, EU08B02 a été placé à 0,25 cM et EU12G02 à 2,83 cM du locus S. En

prenant en compte les marqueurs AFLP, la fenêtre autour du locus S a donc été réduite

de 1,29 à 1,02 cM pour la carte K59.

3.3 Transformation des marqueurs AFLP en

marqueurs SCAR

3.3.1 Intérêt de la démarche

La technique AFLP permet de produire un grand nombre de marqueurs polymorphes

mais sa mise en œuvre nécessite plusieurs étapes, ce qui n’est pas idéal dans le cas du

génotypage d’un grand nombre d’individus, lors de la construction d’une carte haute

résolution (cf. chapitre 4). De plus, les marqueurs obtenus sont des marqueurs domi-

nants qui offrent donc une information limitée en comparaison de marqueurs codomi-

nants (cf. chapitre 4). Enfin, il n’est pas possible de produire les sondes nécessaires au

crible d’une banque BAC (cf. chapitre 6) à partir de marqueurs AFLP, car l’utilisa-

tion d’un couple d’amorces donné produit un profil multibande. En raison de ces aspects

méthodologiques liés aux marqueurs AFLP, nous avons voulu transformer les 5 nouveaux

marqueurs (ggat125, tcaa300, ttaa440, aaca83 et aacc134) en marqueurs spécifiques de

locus (marqueurs SCAR, Matériels et méthodes p. 59) .
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Figure 3.5 – Cartes génétiques haute densité de la région du locus S (population Ba, n
= 389), pour K28 (méioses femelles) et K59 (méioses mâles). Tous les nouveaux marqueurs
sont cartographiés. les marqueurs AFLP sont indiqués en minuscules et les marqueurs SCAR
correspondants en majuscules. Les marqueurs microsatellites sont indiqués en majuscules. Les
distances génétiques cumulées exprimées en cM sont indiquées à gauche des groupes de liaison.
La fenêtre d’encadrement du locus S est indiquée en bleu.

3.3.2 Simplification des profils AFLP par miniséquençage

La première étape nécessaire à l’obtention de marqueurs SCAR consiste à simplifier

les profils AFLP par ajout de 3 bases sélectives supplémentaires à l’amorce MseI-C+2

(cf. Matériels et méthodes p. 59). La migration des profils AFLP simplifiés se déroule

sur gel de polyacrylamide afin de pouvoir ensuite exciser le fragment d’intérêt.

Cette démarche de simplification a été entreprise pour les profils AFLP associés aux

marqueurs ggat125, tcaa300, ttaa440, et aacc134, mais pas pour celui associé au mar-

queur aaca83. En effet, la taille de ce marqueur (83 pb) correspond à une séquence d’une

quarantaine de bases une fois les amorces AFLP soustraites, ce qui n’est pas suffisant

pour définir de nouvelles amorces spécifiques (cf. 1.2.2).

Trois bases sélectives supplémentaires ont été identifiées sans ambiguité pour les mar-

queurs ggat125, ttaa440 et aacc134 et une amorce MseI-C+5 a été définie pour chacun
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d’eux afin de simplifier les profils AFLP (Tableau 3.2). Pour le marqueur tcaa300, seules

les première et troisième bases sélectives ont été identifiées avec certitude. Une amorce

MseI-C+3 a donc été utilisée. Moins sélective qu’une amorce MseI-C+5, elle a toutefois

permis de simplifier le profil associé à tcaa300. Les fragments correspondant à chacun

de ces 4 marqueurs ont pu être repérés et excisés des gels de polyacrylamide.

Lors de la simplification du profil associé à ggat125, une bande de 128 pb a été

observée chez les individus S1, en parallèle de la bande de 125 pb présente chez les

individus S2 (Figure 3.6). Les 25 individus recombinants de la population Ba ont été

génotypés avec l’amorce MseI-C+5 correspondante, ce qui a révélé que cette bande était

liée aux allèles S1, S3 et S4. Les marqueurs AFLP ggat125 et ggat128 semblaient être en

réalité 2 allèles d’un même marqueur présentant un polymorphisme dû à une insertion-

délétion de 3 pb. Le fragment correspondant à ggat128 a donc également été excisé du

gel de polyacrylamide.

3.3.3 Spécificité des séquences correspondant aux fragments

AFLP

Les fragments AFLP excisés ont été clonés et séquencés (cf. Matériels et méthodes p.

59). Une séquence a été obtenue pour chacun des fragments (tcaa300, ttaa440, aacc134,

ggat125 et ggat128). Les fragments ggat125 et ggat128 se sont effectivement différenciés

par une insertion-délétion de 3 pb. Aucune homologie n’a été trouvée dans les bases de

données pour les séquences obtenues à partir de tcaa300 et ggat125/128. Une homologie

a été trouvée entre la séquence de aacc134 et un EST d’Helianthus annuus (HuEL482717,

e-value 1,9e-9, 86% d’identité sur 72 pb), ainsi qu’entre ttaa440 et un EST de Lactuca

sativa (DW167729, e-value 2e-12, 90% d’identité sur 59 pb). En revanche, aucune fonc-

tion de gène n’a pu être associée à ces EST.

Tableau 3.2 – Résultats du miniséquençage

Marqueur AFLP Bases sélectives supplémentaires identifiées
4ème 5ème 6ème Amorce MseI

ggat125 G C C MseI-CATGCC
aacc134 C C A MseI-CCCCCA
tcaa300 T C ? A MseI-CAAT
ttaa440 C A G MseI-CAACAG
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Chapitre 3. Carte haute densité

S1S1 S2S2 S1S1 S2S2

ggat128

ggat125 ggat125

Profil AFLP
EcoAGG-MseCAT

Profil AFLP simplifié
EcoAGG-Mse CATGCCco GG seC EcoAGG Mse CATGCC

Figure 3.6 – Exemple de simplification de profil AFLP obtenue à partir du miniséquençage
du marqueur ggat125. Les 2 premières pistes de migration correspondent aux profils d’indi-
vidus homozygotes S1S1 et les deux secondes aux profils d’individus homozygotes S2S2. La
simplification a mis en évidence le marqueur ggat128 spécifique du génotype S1S1.

Aucune des séquences obtenues ne présentant d’homologie avec des séquences répétées

répertoriées, elle ont toutes été utilisées pour la définition de nouvelles amorces.

3.3.4 Définition de nouvelles amorces et recherche de polymor-

phisme

Des couples d’amorces spécifiques ont été définis en fonction des séquences obtenues

pour les 4 marqueurs AFLP tcaa300, ttaa440, aacc134 et ggat125/128, et les marqueurs

correspondants ont été respectivement nommés TCAA, TTAA, AACC et GGAT. Ces

amorces ont ensuite été testées chez des individus au génotype connu dans la région

du locus S, afin d’associer les éventuels allèles obtenus à un haplotype S. Chacun des

produits PCR obtenus a été analysé en recherchant du polymorphisme de taille et/ou

de conformation (cf. Matériels et méthodes p. 51).

Le marqueur AACC s’est avéré monomorphe. Un profil multibande a été obtenu pour le
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3.3. Transformation des marqueurs AFLP en marqueurs SCAR

marqueur TCAA mais aucun polymorphisme associé aux haplotypes S n’a été détecté.

Du polymorphisme de conformation (SSCP) a été observé pour le marqueur TTAA avec 4

allèles associés aux différents haplotypes S. Les 2 allèles correspondant au polymorphisme

de taille précédemment observé pour le marqueur AFLP ggat125/128 ont été conservés

pour le marqueur SCAR GGAT, l’un associé à l’haplotype S2, l’autre aux haplotypes

S1, S3 et S4 (Tableau 3.3).

Sur les 4 marqueurs SCAR définis, seuls TTAA et GGAT ont pu être utilisés en tant

que marqueurs codominants dans le cadre de la carte haute résolution (cf. chapitre 4).

Cependant, la transformation en marqueur SCAR n’a apporté un supplément d’infor-

mation que dans le cas de TTAA. Il a donc également pu être cartographié sur la carte

K28 (Figure 3.5). Les marqueurs AACC et TCAA se sont révélés, quant à eux, moins

informatifs que les marqueurs AFLP. Le polymorphisme, dû à au moins un des sites

de restriction (EcoRI ou MseI) ou aux bases sélectives, a été perdu après la définition

d’amorces internes au fragment et aucun polymorphisme ni de taille, ni de séquence,

n’a pu être identifié. De plus, le profil multibande obtenu pour TCAA indique que la

séquence obtenue à partir de tcaa300 doit être répétée dans le génome, malgré l’absence

d’homologie dans les bases de données actuellement disponibles.

Compte tenu de ces résultats, ce sont les marqueurs AFLP (aacc134 et tcaa300) qui ont

été cartographiés lors de la construction de la carte haute résolution (cf. chapitre 4).

Tableau 3.3 – Comparaison du polymorphisme des marqueurs AFLP et de leurs équivalents
transformés en marqueurs SCAR.

Marqueur Polymorphisme Marqueur Nombre Polymorphisme
AFLP AFLP SCAR d’allèles SCAR

ggat125/1128 InDel GGAT 2 InDel
tcaa300 présence/absence TCAA profil multibande -
ttaa440 présence/absence TTAA 4 SNP
aacc134 présence/absence AACC 1 non
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Chapitre 4

Carte haute résolution

Dans le cadre d’une démarche de clonage positionnel, une fois la région d’intérêt den-

sifiée en nouveaux marqueurs, leur position doit être déterminée avec précision. Comme

la fenêtre autour du locus S était déjà de l’ordre de quelques cM (entre 0,77 et 5,91 cM),

la distance génétique attendue entre ces nouveaux marqueurs pouvait être de l’ordre du

dixième de cM. Du fait de ces faibles distances génétiques, plusieurs marqueurs identifiés

lors de la construction de la carte haute densité coségrégeaient avec d’autres marqueurs.

Par conséquent, il était nécessaire de disposer d’une population de taille suffisante pour

obtenir un nombre plus important de recombinants dans la région du locus S, ceci afin de

positionner les nouveaux marqueurs et d’augmenter la résolution de la carte génétique.

4.1 Détermination du nombre d’individus

à cartographier

Du fait du caractère autoincompatible de notre matériel végétal, les croisements

ont été réalisés entre 2 individus hétérozygotes compatibles. La quantité d’information

contenue par chaque individu (ir, Allard, 1956) dépend de la fréquence de recombinaison

(r) et du type de configuration des marqueurs dont on dispose (Figure 4.1, cf. Matériels

et méthodes p. 67). Si les marqueurs encadrant le locus S sont à l’état hétérozygote chez

les 2 parents, alors on dispose d’autant d’information que pour une F2. S’il s’agit de

marqueurs codominants, ir est égal à celui d’une F2 complètement classée (CC), c’est-

à-dire que les marqueurs sont informatifs pour les méioses mâles et femelles. S’il s’agit

de marqueurs dominants, ir est égal à celui d’une F2 dont les marqueurs sont dominants
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Figure 4.1 – Quantité d’information portée par individu (ir) en fonction de r et exprimée
proportionnellement à une F2 complètement classée (100%, F2 CC). BC correspond à un
backcross, DD couplage correspond à une F2 pour 2 marqueurs dominants en couplage et DD
répulsion à une F2 pour 2 marqueurs dominants en répulsion.

(DD), soit en couplage, soit en répulsion. Enfin, si les marqueurs sont hétérozygotes

chez un seul des parents, on dispose alors d’autant d’information que pour un back-cross

(BC). Une configuration BC apporte moitié moins d’information qu’une configuration

CC. Une configuration DD en couplage apporte presque autant d’information qu’un

back-cross pour les petites valeurs de r, mais devient moins informative à mesure que r

augmente. Quant à la configuration DD en répulsion, c’est la moins informative pour les

petites valeurs de r.

Le calcul de l’écart type associé à la fréquence de recombinaison tient compte de ir et

de l’effectif total (n) utilisé pour la cartographie (cf. Matériels et méthodes p. 70, Allard,

1956 ; Liu, 1998) :

Sr =

√
1

nir
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4.1. Détermination du nombre d’individus à cartographier

En considérant que les estimations de r sont distribuées selon une loi normale, l’intervalle

de confiance se calcule alors de la manière suivante (cf. Matériels et méthodes p. 70, Liu,

1998) :

c = r ± zα
2
Sr

Lorsque l’on souhaite cartographier plus de 2 marqueurs adjacents, l’ordre de ces mar-

queurs et la distance entre eux peuvent être considérés comme statistiquement fiables

si les intervalles de confiance calculés pour chaque valeur de r ne se chevauchent pas

(zα
2
Sr ≤ r

2
, cf. Matériels et méthodes p. 70).

Pour estimer le nombre d’individus (n) à cartographier, il est donc nécessaire de prendre

en compte différents paramètres : la fréquence de recombinaison (r) entre 2 marqueurs

adjacents et l’intervalle de confiance associé, ainsi que l’information (ir) apportée par

chaque type de marqueurs. L’effectif n a donc été calculé pour différentes valeurs de ir

(CC et DD couplage) et de α (0,05 et 0,01) tel que (Figure 4.2, cf. 1.3.3.2) :

n ≥
(2zα

2
)2

irr2

Par exemple, pour α = 0,05 et r = 0,01 on obtient :

- n ≥ 761 dans le cas d’une configuration CC,

- n ≥ 1 539 dans le cas de 2 marqueurs dominants en couplage,

- n ≥ 153 626 dans le cas de 2 marqueurs dominants en répulsion.

A l’inverse, si on a 1 500 individus, α = 0,05 et une configuration CC, on peut obtenir

un ordre précis des marqueurs jusqu’à une valeur de r = 0,0051. Ces résultats montrent

l’importance de disposer de marqueurs codominants lorsqu’une carte haute résolution

doit être construite.

A partir de ces résultats et n’ayant pas d’information a priori sur les marqueurs

que nous allions identifier grâce à la carte haute densité, nous avons choisi de baser

notre carte haute résolution sur une population d’au moins 2 800 individus, soit 5 600

méioses informatives dans le cas d’une configuration CC. Cela représentait à la fois un

effectif réaliste du point de vue technique et méthodologique et la possibilité d’obtenir

une fourchette allant de r = 0,0095 (configuration DD couplage, α = 0,01) à r = 0,0027

(configuration CC, α = 0,05) (Figure 4.2). Le cas de marqueurs dominants en répulsion

n’a pas été pris en compte car trop peu informatif pour des valeurs de r < 0,01 et, de ce

fait, nécessitant un effectif trop élevé pour être mis en œuvre.
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Figure 4.2 – Effectif minimum nécessaire pour estimer l’intervalle de confiance r±zα
2
Sr (avec

zα
2
Sr <

r
2) dans le cas d’une classification complète (CC) et dans le cas de marqueurs dominants

en couplage (DD couplage) pour α = 0,01 et α = 0,05. Les points (•) indiquent les valeurs de
r pour n = 2 800 en fonction de α et de la configuration des marqueurs.

4.2 Sélection des populations pour l’établissement

de la carte haute résolution

4.2.1 Caractéristiques des populations étudiées

Nous disposions de 389 individus issus de croisements de K28 avec K59 (population

Ba) utilisés pour réaliser la carte moyenne densité et de 318 graines supplémentaires

(population Bb) également issues de croisements K28 x K59. Cette population B de-

vait donc être complétée pour atteindre l’effectif ciblé (2 800). Nous disposions d’une

importante banque de graines issues de croisements entre individus B ou entre indivi-

dus B et K59. De plus, au moment de compléter la population B, nous disposions de 2

marqueurs codominants dans la région du locus S : TACG et EU03D06 (cf. chapitre 2,

Figure 4.3). Dans cette population, le polymorphisme de ces marqueurs correspondait à

une configuration complètement classée (CC). Le choix des croisements supplémentaires

a été basé sur la présence d’une configuration CC pour ces 2 marqueurs. Ces croise-

ments ont également été sélectionnés afin de pouvoir tester les différentes hypothèses
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4.2. Sélection des populations pour l’établissement de la carte haute résolution

pouvant expliquer la différence de fréquence de recombinaison entre les méioses de K28

et K59 (cf. paragraphe 4.4). En plus de la population B, les populations suivantes ont

été sélectionnées (Figure 4.3) :

– la population D issue du croisement B251 x B266,

– les populations E, F et G issues du croisement de B272 avec 3 pollinisateurs de

même génotype pour les marqueurs TACG et EU03D06, respectivement B240,

B253 et B337,

– la population H issue du croisement de 17 individus B (groupe BH) avec K59,

– la population M issue du croisement de K59 avec 7 individus B (groupe BM).

Ainsi, nous avons atteint un total de 2 563 graines. Suite aux étapes de germination

et de repiquage de ces populations, nous avons obtenu 2 496 individus en supplément des

389 dont nous disposions déjà, soit un total de 2 885 individus.

4.2.2 Informations apportées par les nouveaux marqueurs

Les nouveaux marqueurs tcaa300, TTAA, aaca83, aacc134 et EU12G02 ont été

identifiés ultérieurement au choix des populations. Le génotypage des parents (Figure

4.3) a révélé que, excepté TTAA et EU08B02, les nouveaux marqueurs n’étaient pas

hétérozygotes chez tous les parents. Parmi les marqueurs codominants, le marqueur

EU12G02 était à l’état homozygote chez les individus B266, B240, B253 et B337. Parmi

les marqueurs dominants, il a été constaté que :

– K28 était homozygote pour les marqueurs tcaa300, aaca83 et aacc134,

– B266, B240, B253 et B337 étaient homozygotes pour les marqueurs tcaa300 et

aaca134,

– B251, BH et BM étaient homozygotes pour le marqueur aaca83,

– B272 était homozygote pour le marqueur aacc134.

Ces marqueurs à l’état homozygote n’étaient pas informatifs pour les individus considérés

et n’ont donc pas été représentés sur les cartes génétiques correspondant à chacun des

parents. De plus, pour les descendants dont les 2 parents étaient hétérozygotes pour un

marqueur dominant donné, il n’a pas été possible de distinguer un génotype hétérozygote

lm d’un génotype homozygote mm, m étant l’allèle dominant. Cela concernait les popu-

lations E, F et G pour le marqueur aaca83 et les populations H et M pour les marqueurs

aacc134 et tcaa300. Dans certains cas, la réalisation du génotype graphique des descen-

dants de ces populations a permis d’inférer leur génotype pour ces marqueurs à partir
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4.3. Criblage séquentiel des recombinants

des marqueurs adjacents. Cependant, en cas de recombinaison dans cet intervalle, le

génotype pour ces marqueurs n’a pu être déterminé. Ils se sont donc avérés non informa-

tifs pour ces populations et n’ont pas été représentés sur la carte génétique des parents

de ces populations (cf. paragraphe 4.4).

4.3 Criblage séquentiel des recombinants

4.3.1 Stratégie de génotypage en 3 étapes

La réalisation des cartes génétiques a nécessité plusieurs étapes en amont. Tout

d’abord, l’ADN des 2 496 nouveaux individus a été extrait (cf. Matériels et méthodes p.

50) puis le génotypage de la région du locus S s’est déroulé en 3 phases distinctes afin

de limiter le nombre de réactions PCR et de réduire le nombre d’individus à phénotyper

pour le locus S (Figure 4.4).

Dans un premier temps, l’ensemble des individus a été génotypé pour les 2 marqueurs

qui encadrent la région du locus S : TACG et EU03D06. En considérant les associations

allèliques des chromosomes parentaux, ce premier génotypage a permis de distinguer

2 291 individus non-recombinants et 144 individus recombinants dans cet intervalle. De

plus, 61 individus hors types, c’est-à-dire des individus ayant un génotype incohérent

par rapport à celui des parents (contamination pollinique lors des croisements ou conta-

mination des échantillons), ont été éliminés de nos effectifs. Une fois connu le génotype

pour les marqueurs TACG et EU03D06, le génotype au locus S a pu être inféré pour les

individus non-recombinants.

Nous avons ensuite réalisé une deuxième série de génotypages avec les marqueurs

moléculaires compris dans l’intervalle TACG-EU03D06, uniquement sur les 144 indi-

vidus recombinants. L’ordre de ces marqueurs a été préalablement déterminé : 1) à

partir du génotypage des 25 individus recombinants de la population Ba et 2) grâce à la

réalisation du génotype graphique de ces recombinants (cf. chapitre 1). Pour la plupart

des individus recombinants, les marqueurs encadrant le point de recombinaison ont été

génotypés 2 fois. Quatre vingt douze individus se sont avérés non-recombinants dans

l’intervalle EU08B02-TTAA qui encadre directement le locus S. Pour ces individus, le

génotype au locus S a pu être inféré.

Les 52 individus pour lesquels l’événement de recombinaison a eu lieu entre les mar-

queurs EU08B02 et TTAA ont été retenus pour déterminer leur génotype au locus S.
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Pour cela, les plantes ont été placées en vernalisation afin d’induire la floraison puis des

croisements ont été réalisés avec des individus testeurs (cf. Matériels et méthodes p.

72). Le calcul des seed-set moyens a permis de distinguer les croisements compatibles

(seed-set moyen > 0,4) des croisements incompatibles (seed-set moyen < 0,1) de façon

aussi tranchée que pour la population Ba (cf. chapitre 2).

A l’issue de ces 3 étapes et en prenant en compte la population Ba, nous avons ana-

lysé un total de 2 824 individus dont 169 recombinants (Figure 4.5). En se référant

aux données théoriques utilisées pour estimer la taille optimale de la population à

échantillonner (cf. paragraphe 4.1), en se plaçant au seuil α = 0,05, cet effectif permet

d’atteindre une valeur minimale de r de 0,0027 (Tableau 4.1). Si on considère l’estima-

tion de 1,5 Mb/cM pour l’ensemble du génome de la chicorée, cette fréquence minimale

permet d’ordonner avec confiance 2 marqueurs et d’estimer la distance entre eux dans

un intervalle de 500 kb.

Tableau 4.1 – Valeurs minimales de r pouvant être calculées, à partir d’une population de
2 824 individus, dans le cas où les intervalles de confiance des estimations de r ne peuvent pas
se chevaucher.

Valeur de α Configuration des marqueurs r ≥

0,01 DD couplage 0,00942
CC 0,00468

0,05 DD couplage 0,00545
CC 0,00271

4.3.2 Gestion des données manquantes

Parmi les 52 individus recombinants dans l’intervalle EU08B02-TACG, 44 ont pu être

phénotypés. Quatre individus n’ont pas fleuri malgré plusieurs périodes de vernalisation :

les croisements nécessaires pour déterminer le génotype au locus S n’ont donc pas pu être

réalisés. Trois autres étaient de génotype S1 sur le chromosome parental et pouvaient être

S2 ou S3 sur le chromosome recombinant. L’allèle S1 étant dominant par rapport aux

allèles S2 et S3, aucun croisement n’aurait permis de phénotyper ces individus au locus S.

Enfin, un individu de génotype potentiellement (phénotype S2) ou S1S2 (phénotype S1)

s’est avéré compatible à la fois avec les testeurs de phénotype S1 et ceux de phénotype

S2 : son génotype au locus S n’a donc pas pu être déterminé. Il s’agit du seul cas où il n’a

pas été possible de déterminer le génotype au locus S par croisement. Les testeurs utilisés
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EU08B02
Locus S

TACG

Parents

Contaminations:

EU03D06

x
TTAA
aaca83
aacc134
EU12G02

2496 
individus

Contaminations:

61 hors-types

1ère étape:
génotypage

TACG TACG

Génotype au locus S inféré:
2291 non-recombinants

144 recombinants

2ème étape:
génotypage

EU03D06 EU03D06

EU08B02

TTAA
aaca83
aacc134
EU12G02

EU08B02

TTAA
aaca83
aacc134
EU12G02

52 recombinants Génotype au locus S inféré:
92 non recombinants

dans l’intervalle 
EU08B02_TTAA

3ème étape:

EU12G02 EU12G02

3 étape:
Phénotypage

du locus S

44 recombinants 
phénotypés

Figure 4.4 – Stratégie de génotypage et phénotypage en 3 étapes. Etape 1 : génotypage
des 2 496 individus pour les marqueurs TACG et EU03D06. Etape 2 : génotypage des 144
individus recombinants pour les marqueurs TTAA, aaca83, aacc134, EU12G02. Etape 3 :
phénotypage du locus S par croisement avec des individus testeurs des 52 individus recom-
binants dans l’intervalle EU08B02-TTAA. Les chromosomes parentaux et ceux de la descen-
dance sont représentés sous forme de génotype graphique, chaque case correspondant au locus
d’un marqueur moléculaire, une couleur différente étant attribuée à chacun des chromosomes
parentaux. 107
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4.4. Construction de 2 cartes haute résolution

pour polliniser cet individu ont également été utilisés pour des croisements avec d’autres

individus recombinants. Comme les résultats obtenus étaient cohérents, ces testeurs n’ont

pas été mis en cause. Pour génotyper ce recombinant, il faudrait réaliser une nouvelle

série de croisements à partir des graines récoltées.

Pour les 8 individus qui n’ont pas pu être phénotypés, le génotype au locus S était connu

pour le chromosome non recombinant et manquant pour le chromosome recombinant.

Afin de pouvoir placer le locus S sur toutes les cartes, un tirage aléatoire a été réalisé

parmi les 2 allèles possibles pour ces chromosomes recombinants, permettant ainsi de

leur attribuer un génotype pour le locus S. Ces tirages ont pris en compte la proportion

des évènements de recombinaison ayant eu lieu au dessus et en dessous du locus S. Cette

attribution peut avoir un effet minime sur la précision des distances génétiques entre le

locus S et les marqueurs qui l’encadrent (EU08B02 et TTAA). Cependant, elle n’a en

aucun cas modifié l’ordre de ces marqueurs, celui-ci ayant été défini grâce au génotype

graphique. De même, cette attribution n’a pas d’effet sur l’estimation de la distance

entre EU08B02 et TTAA.

4.4 Construction de 2 cartes haute résolution

L’objectif était d’obtenir une carte génétique consensus à partir des différentes po-

pulations choisies. Lors de la construction de la carte moyenne densité (population Ba),

nous avons constaté que la fréquence de recombinaison dans l’intervalle TACG-EU03D06

était beaucoup plus élevée pour les méioses de l’individu mâle K59 que pour les méioses

de l’individu femelle K28 (M/F = 7,7, cf. chapitre 2). Ce phénomène pouvait avoir

plusieurs explications : être dépendant de l’environnement ou bien du fond génétique

de ces individus, être lié à leur génotype dans la région du locus S ou au locus S lui

même, ou encore être lié au sexe. Parmi les parents utilisés pour produire nos différentes

populations, nous avons sélectionné des individus de même génotype ou de génotypes

différents au locus S afin de distinguer un potentiel effet haplotype S ou génotype sur la

fréquence de recombinaison. Des croisements réciproques entre individus B et K59 ont

également été choisis afin de distinguer les méioses mâles et femelles du génotype K59.

Nous avons donc testé l’homogénéité de ces différents paramètres afin de déterminer si

il était possible de construire une ou bien plusieurs cartes consensus.
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4.4.1 Effet de l’environnement : homogénéité des fréquences

de recombinaison entre différents lots de graines pour les

génotypes K28 et K59

La population B a été obtenue à partir de plusieurs lots de graines produits succes-

sivement en 2001, 2004, 2006 et 2007 (Figure 4.5). En 2007, K59 a également été utilisé

comme pollinisateur pour le croisement H. Les croisements ont été réalisés à partir de

clones des individus K28 et K59 produits par embryogénèse somatique (cf. Matériels

et méthodes p. 46), ce qui pouvait constituer une source de variabilité des fréquences

de recombinaison. De même, les conditions de culture dans la serre ont pu ne pas être

strictement identiques d’une année à l’autre (lumière, température, hygrométrie...).

Nos résultats montrent que pour les méioses mâles de K59 (p = 0,98, Tableau 4.2a) et

pour les méioses femelles de K28 (p = 0,87, Tableau 4.2b), les fréquences de recombi-

naison dans l’intervalle TACG-EU03D06 étaient homogènes au cours du temps, ce qui

suggère que, pour ces individus, l’environnement n’a pas eu d’effet sur la fréquence de

recombinaison.

L’individu K59 a été utilisé comme pollinisateur pour les croisements B et H et comme

plante mère pour les croisements M. La fréquence de recombinaison dans l’intervalle

TACG-EU03D06 s’est révélée être homogène pour l’ensemble des méioses mâles de K59

(Tableau 4.2a), mais elle était significativement plus élevée que celle des méioses femelles

de ce génotype (p < 0,001, M/F = 3,6, Tableau 4.2c). Les fréquences de recombinaison

obtenues pour les méioses mâles et femelles de K59 ne peuvent donc pas être regroupées

en un échantillon unique.

4.4.2 Effet du génotype : homogénéité des fréquences de

recombinaison au sein des méioses mâles et femelles

L’homogénéité des taux de recombinaison, entre les méioses femelles d’une part et

entre les méioses mâles d’autre part, a été testée pour les différents individus paren-

taux afin de mettre en évidence un éventuel effet du génotype dans l’intervalle TACG-

EU06D06.

Dans le cas des populations H et M, les groupes BH et BM correspondaient à plusieurs

individus de même génotype. Cependant, dans certains cas, les effectifs des descendants

recombinants obtenus étaient trop faibles pour qu’ils soient traités indépendamment. De
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Tableau 4.2 – Tests d’homogénéité (χ2). Résultats obtenus pour la comparaison des propor-
tions d’individus recombinants et non recombinants dans l’intervalle TACG-EU03D06 :
– en fonction de l’année de production des graines (effet de l’envirronement) (a) pour les

méioses mâles de K59 et (b) pour les méioses femelles de K28 ;
– en fonction du sexe (c) pour l’individu K59 ;
– en fonction du génotype (d) pour les méioses femelles et (e) pour les méioses mâles ;
– en fonction du sexe (f) pour la totalité des descendants.
* Lorsqu’au moins un des effectifs était inférieur à 5, la correction de Yates a été appliquée au
test de χ2.

(a) Effet de l’environnement sur r pour K59 (méioses mâles)

Année de production des graines 2001 2004 2006 2007

Recombinants 11 12 7 35
Non recombinants 163 203 128 589

χ2 = 0,205 ; p = 0,98

(b) Effet de l’environnement sur r pour K28 (méioses femelles)*

Année de production des graines 2001 2004 2006 2007

Recombinants 2 1 0 2
Non recombinants 172 214 135 116

χ2 = 0,696 ; p = 0,87

(c) Effet du sexe sur r pour K59

Méiose Mâle Femelle
(croisements B et H) (croisement M)

Recombinants 35 9
Non recombinants 589 563

χ2 = 13,715 ; p < 0,001

(d) Effet du génotype sur r pour les méioses femelles*

Individus K28 (S3S4) K59 (S1S2) B251 (S2S4) B272 (S2S4) BH (S2S3)

Recombinants 5 9 6 17 2
Non recombinants 637 563 311 770 504

χ2 = 4,503 ; p = 0,21 (sans la population BH)
χ2 = 7,515 ; p = 0,11 (avec la population BH)

(e) Effet du génotype sur r pour les méioses mâles

Individus K59 (S1S2) B266 (S1S3) B240 (S1S3) B253 (S1S3) B337 (S1S3) BM (S2S3)

Recombinants 65 12 7 10 13 29
Non recombinants 1083 305 206 281 270 543

χ2 = 4,894 ; p = 0,30 (sans la population BM)
χ2 = 4,933 ; p = 0,42 (avec la population BM)

(f) Effet du sexe sur r

Méioses femelles Méioses mâles

Recombinants 39 136
Non recombinants 2785 2688

χ2 =55,485 ; p < 0,00001
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ce fait, les tests d’homogénéité ont été réalisés dans un premier temps sans les groupes

BH et BM.

Dans l’intervalle TACG-EU03D06, les fréquences de recombinaison des méioses femelles

étaient homogènes pour les génotypes K28, K59, B251 et B272 (p = 0,21, Tableau 4.2d)

et celles des méioses mâles étaient homogènes pour les génotypes K59, B266, B240, B253

et B337 (p = 0,30, Tableau 4.2e).

A partir de ces résultats, nous avons choisi de considérer les groupes BH et BM comme

des groupes homogènes. Ils ont été inclus dans de nouveaux tests d’homogénéité des

fréquences de recombinaison réalisés pour les méioses femelles (p = 0,11, Tableau 4.2d) et

pour les méioses mâles (p = 0,42, Tableau 4.2e). Les résultats indiquent que les fréquences

de recombinaison étaient homogènes, d’une part pour les méioses mâles et d’autre part

pour les méioses femelles, ceci indépendamment du génotype et de l’haplotype S.

4.4.3 Effet du sexe sur la fréquence de recombinaison

Après avoir établi l’homogénéité des fréquences de recombinaison entre génotypes

différents pour les méioses mâles et les méioses femelles, nous avons testé l’homogénéité

des fréquences de recombinaison entre méioses mâles et femelles dans l’intervalle TACG-

EU03D06, en considérant la totalité de nos descendants. Avec un total de 39 recombi-

nants pour les méioses femelles et 139 pour les méioses mâles, il existait une différence

très significative (p < 0,00001, Tableau 4.2f) avec une fréquence de recombinaison 3,5

fois supérieure pour les méioses mâles.

Ce résultat confirme que la différence de taux de recombinaison observée entre K28

et K59 pour la population Ba était liée au sexe (cf. chapitre 2).

4.4.4 Distorsion de ségrégation dans la région du locus S

Pour chacune des populations, la ségrégation des marqueurs TACG, EU03D06 et du

locus S a été évaluée par un test de χ2 (Tableau 4.3). Une distorsion de ségrégation a

été observée pour 1 (EU03D06), 2 (EU03D06 et le locus S ) et les 3 locus respectivement

dans les populations E (p < 0,05), M (p < 0,05) et F (p < 0,0001). Dans chacun des cas,

la distorsion a pu être attribuée à de la sélection gamétique (cf. Matériels et méthodes

p. 66, Tableau 4.3).

La faible distorsion de ségrégation observée dans la population E n’a pas affecté la

ségrégations des allèles du locus S. Dans les populations F et M, cette distorsion s’est
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traduite par une sous représentation de l’haplotype S3. Cependant, cette sélection n’a

pas pu être attribuée à un allèle ou un haplotype donné dans la région du locus S. En

effet, la distorsion de ségrégation n’a pas été observée de façon systématique dans les

populations issues de parents partageant le même génotype au locus S (parent S1S3 pour

les populations D, E, F et G, et parent S2S3 pour les populations H et M, Figure 4.3).

Tableau 4.3 – Etude de la conformité de ségrégation (tests de χ2) des allèles de TACG, du
locus S et de EU03D06. Les résultats significatifs (p < 0,05) sont indiqués en gras. * Dans
ces populations, la distorsion de ségrégation s’est traduite par une sous représentation de
l’haplotype S3 et des allèles liés à cet haplotype.

Distorsion Sélection gamétique Sélection zygotique
Population Marqueur χ2 p χ2 p χ2 p

TACG 1,150 0,765
Bb locus S 0,771 0,856

EU03D06 0,486 0,922

TACG 5,334 0,149
D locus S 4,628 0,201

EU03D06 6,192 0,103

TACG 5,986 0,112
E locus S 6,399 0,094

EU03D06 8,690 0,034 9,484 0,024 3,759 0,289

TACG 25,203 0,000 48,893 0,000 0,431 0,934
F* locus S 25,649 0,000 49,333 0,000 0,554 0,907

EU03D06 27,541 0,000 54,007 0,000 3,759 0,289

TACG 2,837 0,417
G locus S 3,403 0,334

EU03D06 1,537 0,674

TACG 2,221 0,528
H locus S 1,874 0,599

EU03D06 2,253 0,522

TACG 7,385 0,061
M* locus S 8,014 0,046 15,804 0,001 0,232 0,972

EU03D06 10,392 0,016 20,277 0,000 0,123 0,989
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4.4.5 Construction des cartes génétiques des parents et de 2

cartes consensus

A partir des résultats précédents, nous avons pu construire une carte mâle et une

carte femelle pour K59 et une carte pour chacun des autres individus, soit un total de 11

cartes (Figure 4.6). Cinq cartes correspondaient aux méioses femelles (K28, K59, B251,

B272, BH) et 6 aux méioses mâles (K59, B266, B240, B253, B337, BM). La construction

de ces cartes a permis de constater que l’ordre des marqueurs était identique, quand les

événements de recombinaison permettaient de les positionner.

Tous les marqueurs n’ont pas été représentés sur la totalité des cartes. En effet, quelques

individus n’ont pas pu être génotypés sur l’ensemble d’une population, en raison du ca-

ractère dominant ou du manque de polymorphisme associé à ces marqueurs. La construc-

tion du génotype graphique des individus recombinants a cependant permis de vérifier

que l’ordre des marqueurs était conservé quelle que soit la population. De même, les

génotypes graphiques ont permis de constater que le marqueur tcaa300 coségrégeait

avec le locus S, tandis que le marqueur aaca83 coségrègeait avec le marqueur TTAA

pour toutes les populations.

Le fait que l’ordre des marqueurs ait été conservé sur l’ensemble des cartes était

l’une des conditions nécessaires à la création d’une carte consensus. Toutefois, en raison

de la différence entre méioses mâles et femelles, 2 cartes consensus ont été construites.

Ainsi, les distances génétiques représentées étaient le reflet des différences biologiques qui

existaient entre les méioses mâles et femelles du matériel végétal étudié (Figure 4.7). Les

marqueurs utilisés pour construire ces 2 cartes étaient ceux qui ont pu être cartographiés

chez tous les parents (Figure 4.6).

Le locus S a été cartographié entre les marqueurs EU08B02 et TTAA, dans un intervalle

de 0,60 ± 0,20 cM pour les méioses femelles, cet intervalle étant de 1,24 ± 0,29 pour les

méioses mâles (α = 0,05). Les marqueurs n’ayant été cartographiés que sur une partie

des populations ont également été positionnés sur ces cartes à titre indicatif (Figure 4.7).

4.4.6 Implication du locus S dans l’effet du sexe sur la

fréquence de recombinaison ?

Les 11 cartes des parents illustrent la différence existant entre les méioses mâles et

femelles (Figure 4.6). Pour l’intervalle TACG-EU03D06, nous avons observé une distance
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4.4. Construction de 2 cartes haute résolution

de 2,2 cM maximum pour les méioses femelles et de 3,3 cM minimum pour les méioses

mâles, avec une distance génétique variant de 0,4 à 5,7 cM selon l’individu considéré.

L’intervalle encadrant le locus S variait, quant à lui, de 0,2 cM (BH) à 2,4 cM (B253).

Le rapport M/F final observé entre K28 et K59 (7,1) s’est révélé 2 fois plus élevé que

celui obtenu tous génotypes confondus (M/F = 3,6). En comparant les fréquences de

recombinaison des méioses mâles et femelles de K59, le rapport M/F était de 3,5. Nous

avons pu constater que la fréquence de recombinaison de K28 (méiose femelle) était l’une

des plus faibles alors que celle de K59 (méiose mâle) était la plus grande obtenue pour

l’intervalle TACG-EU03D06. Cela explique que le rapport M/F estimé à partir de la

descendance K28 x K59 ait été si élevé, comme cela avait déjà été observé à partir de la

population Ba (cf. chapitre 2).

Afin de déterminer si le rapport M/F était constant sur l’intervalle TACG-EU03D06,

les données obtenues ont été regroupées pour l’ensemble des méioses mâles et femelles et

l’intervalle TACG-EU03D06 a été divisé en 3 segments (Tableau 4.4). Les résultats ont

montré que le rapport M/F n’est pas significativement différent de 1 pour l’intervalle

TACG-locus S (p = 0,64) et devient significatif pour les intervalles locus S -TTAA (p =

0,0034) et TTAA-EU03D06 (p < 0,00001).

La différence entre méioses mâles et femelles ne semble pas directement liée au locus S,

le rapport M/F le plus élevé étant obtenu pour l’intervalle TTAA-EU03D06 (M/F =

4,6).

Tableau 4.4 – Effet du sexe sur les proportions d’individus recombinants et non recombinants
pour différents intervalles de la région du locus S (Tests de χ2).

Intervalle TACG-locus S locus S -TTAA TTAA-EU03D06
Méiose femelle mâle femelle mâle femelle mâle

Recombinants 8 10 10 28 21 98
Non recombinants 2816 2814 2814 2796 2803 2726

χ2 = 0,223 ; p = 0,64 χ2 = 8,584 ; p = 0,003 χ2 = 50,896 ; p < 0,0001
M/F = 2,8 M/F = 4,6
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Chapitre 5

Discussion

Pour qu’une stratégie de clonage positionnel soit envisageable, le ou les gènes d’intérêt

doivent être positionnés sur une carte génétique. A partir des marqueurs flanquants et de

banques d’ADN génomique (banque BAC, YAC,. . . ), une marche chromosomique peut

alors être initiée. Le rapport distance physique/distance génétique est variable d’une

espèce à l’autre et au sein d’un même génome, et quelques cM peuvent correspondre à

quelques kb comme à plusieurs Mb (Tableau 5.1, Tagu et Moussard, 2003). Toutefois,

ce rapport dépend surtout de la taille du génome de l’espèce considérée, la longueur des

cartes génétiques, rapportée au nombre de chromosomes, étant relativement homogène

entre espèces (De Vienne, 1998). Chez la chicorée, le rapport distance physique/distance

génétique a été estimé à 1,5 Mb/cM en considérant la taille du génome (1,4 Mb) et de la

longueur totale de la carte génétique (930 cM, Cadalen et al., 2010). Il s’agit d’une valeur

élevée, mais cohérente avec la taille du génome qui est plus de 10 fois plus importante

que celle du génome d’A. thaliana.

De plus, pour que la complémentarité des spécificités du pollen et du stigmate, essen-

tielle au maintien de l’autoincompatibilité, soit conservée, le locus S doit théoriquement

être localisé dans une région où une suppression de la recombinaison est observée

(Castric et Vekemans, 2004 ; Uyenoyama, 2005). Chez P. inflata et I. trifida, le rap-

port distance physique/distance génétique dans la région du locus S est entre 10 et

20 fois plus élevé que pour l’ensemble du génome (Tableau 5.2, Suzuki et al., 2004 ;

Wang et al., 2003). Toutefois, dans le cas de B. oleracea, il n’y a pas de différence entre

la région du locus S et le reste du génome, même si au niveau du locus S lui-même

on observe de la suppression de recombinaison (Casselman et al., 2000). Le rapport de

1,5 Mb/cM, estimé chez la chicorée, justifie à lui seul la décision de densifier la région
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du locus S en marqueurs et de les cartographier avec précision, avant d’entreprendre la

marche chromosomique. Cependant, on s’attend à ce que, au locus S, le rapport Mb/cM

soit supérieur à l’estimation faite pour l’ensemble du génome, tout en espérant que la

fréquence de recombinaison ne soit pas 20 fois inférieure à la moyenne du génome, comme

c’est le cas chez P. inflata.

La stratégie BSA consiste à identifier des marqueurs moléculaires liés à un ca-

ractère donné, en utilisant des pools d’ADN d’individus partageant le même phénotype

(Michelmore et al., 1991). Cette stratégie est fréquemment couplée à la technique AFLP

afin de trouver des marqueurs liés à un gène ou un QTL d’intérêt, que ce soit chez les

végétaux ou les animaux (de Brito et al., 2010 ; Wei et al., 2009 ; Xiao et al., 2007 ;

Zhang et al., 2009). Lorsque cette approche est utilisée, la fenêtre dans laquelle se

trouvent les marqueurs AFLP d’intérêt est de l’ordre d’une dizaine de cM (Tableau

5.1, de Brito et al., 2010 ; Pierre et al., 2000 ; Wei et al., 2009 ; Zhang et al., 2009). Le

fait de mettre en place une stratégie BSA assistée par marqueur est moins fréquente

(Cnops et al., 1996 ; Jordan et al., 2006 ; Lahaye et al., 1998 ; Meksem et al., 1995). En

effet, elle nécessite de disposer préalablement de marqueurs encadrant le locus d’intérêt,

dans une fenêtre de quelques cM, et de connaitre les points de recombinaison chez les

individus utilisés pour construire les bulks. Elle permet alors de cibler très précisément

la région d’intérêt.

Le dispositif utilisé pour densifier la région du locus S en marqueurs s’est avéré com-

plexe (6 types de bulks différents plus les individus K28 et K59), mais devait permettre

d’identifier rapidement les marqueurs d’intérêt parmi le nombre important de marqueurs

polymorphes générés par la technique AFLP. Notre objectif était double : 1) identifier

des marqueurs liés de façon spécifique à un haplotype S (S1 ou S2) dans un intervalle

moyen de 3,34 cM (de 0,77 cM pour la carte K28 et 5,91 cM pour la carte K59) et 2)

éliminer les marqueurs localisés hors de cet intervalle et les faux positifs, afin de limiter

les étapes de validation.

Cette stratégie de bulks a permis de valider 6 des 14 marqueurs AFLP identifiés

dans un intervalle moyen de 3,34 cM. Six des 14 marqueurs identifiés se sont avérés

hors de l’intervalle ciblé. Dans une approche menée chez l’orge (Meksem et al., 1995),

des résultats similaires ont été obtenus : des pools constitués pour moitié d’individus

recombinants sous le locus d’intérêt ont été construits et des marqueurs AFLP identifiés

comme liés au locus d’intérêt ont été cartographiés dans l’intervalle où ont eu lieu les
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gè

n
e

to
rn

a
d

o
1

6
7
5

1
5
0

2
7

2
8
0

3
0
,0

1
7

3
1
2
,1

5
,7

0
,2

2
2

d
B

S
A

+
C

h
ic

or
ée

lo
cu

s
S

9
3
0

1
4
0
0

3
1

0
0
0

7
,6

6
3
,3

4
2
,5

1
,8

1
,5

0
5

e

B
S

A
C

a
rt

h
a
m

u
s

ti
n

ct
o
ri

u
s

H
y
d

ro
x
y
sa

ffl
o
r

7
6
9

1
6
-4

3
4

1
4
,2

f
ye

ll
ow

A
B

S
A

M
el

on
an

d
ro

m
on

o
éc

ie
5

1
1
9

3
7
,0

1
3
,3

g
B

S
A

P
oi

v
re

ré
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èc

es
.

(*
)

re
la

ti
on

d
is

ta
n

ce
p

h
y
si

q
u

e/
d

is
ta

n
ce

gé
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gé
n

om
e.

R
éf
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recombinaisons. Une explication possible est qu’il existe un effet quantitatif associé à

la détection des marqueurs AFLP. Les événements de recombinaison ayant eu lieu dans

l’intervalle EU03D06-sw2H09, pour les individus des bulks P5 et P6, se répartissaient

en différents points de cet intervalle. De ce fait, la composition de ces bulks pour cibler

la région du locus S aurait été moins spécifique. Les 6 marqueurs hors de l’intervalle

TACG-EU03D06 sont vraisemblablement localisés plus loin sur le groupe de liaison 2.

De plus, un nombre élevé de fragments faux positifs a été obtenu. Deux des 14 mar-

queurs identifiés à partir des bulks n’ont pas été amplifiés chez les recombinants de la

population Ba et 80 pics ont été identifiés dans les bulks P1 à P4, mais se sont avérés

absents chez K59 et dans les bulks P5 à P8. Tous les individus utilisés pour construire

les bulks d’homozygotes étant issus de K59, il est intrigant de trouver autant de pics

orphelins, d’autant plus que la technique AFLP est présentée comme une technique

hautement reproductible (Jones et al., 1997 ; Meudt et Clarke, 2007). Néanmoins, un

certain nombre de causes peuvent entrâıner des différences de profils AFLP générés pour

un même individu : une variation de l’intensité des pics ou de leur mobilité sur le profil,

l’apparition/disparition de pics causée par des anomalies pendant les étapes successives

nécessaires à la production des marqueurs AFLP, le degré de méthylation de l’ADN qui

peut être variable, et enfin la subjectivité de l’analyse d’un profil AFLP (Bonin et al.,

2004 ; Reyna-Lopez et Ruiz-Herrera, 2004 ; Schellenbaum et al., 2008). Dans notre cas,

il s’agit de la comparaison de profils AFLP d’individus différents. De plus, K59 est un

individu qui a été multiplié pendant plusieurs années par embryogénèse somatique, alors

que les individus utilisés pour les bulks P1 à P4 ont été semés quelques mois avant la

construction des pools. Enfin, les extractions d’ADN ont été réalisées à différents mo-

ments. Cela pourrait expliquer en partie ces faux positifs, cependant, il est difficile de

conclure sur l’origine de ces fragments. La stratégie mise en place a toutefois permis

d’exclure ces pics alors même qu’ils semblaient dans un premier temps spécifiques des

haplotypes S1 ou S2 et a ainsi limité le nombre de fragments à valider.

Si on considère que les marqueurs AFLP polymorphes sont répartis de façon uniforme

sur le génome, le nombre de marqueurs AFLP validés et cartographiés dans la région

du locus S (1,8 AFLP/cM) est cohérent avec la répartition des marqueurs estimée sur

la totalité du génome (2,5 AFLP/cM, Tableau 5.1). L’approche mise en place a permis

de densifier la région du locus S en marqueurs, de restreindre le nombre de marqueurs

à valider, et surtout d’identifier un marqueur (tcaa300) qui coségrège avec le locus S.

Cependant, à partir de cette stratégie, seuls les marqueurs spécifiquement liés à S1 ou S2
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Chapitre 5. Discussion

et associés en phase de couplage ont été détectés. Ainsi les marqueurs AFLP spécifiques

d’un haplotype mais associés en phase de répulsion, comme par exemple le fragment

ggat128, et les marqueurs partagés avec un autre haplotype (S3 ou S4), n’ont pas été

décelés à partir des bulks. Cette stratégie n’a donc permis de détecter qu’une partie des

AFLP polymorphes liés au locus S. La densité des marqueurs validés dans la région du

locus S est similaire à la fréquence des AFLP estimée sur l’ensemble du génome. Dans

les études citées dans le tableau 5.1, la fréquence des marqueurs identifiés dans la région

d’intérêt est au moins 2 fois plus faible que celle estimée sur l’ensemble du génome. La

stratégie mise en place chez la chicorée, pour densifier la région du locus S en marqueurs,

s’est donc révélée particulièrement efficace.

Grâce à la technique d’isolement des fragments AFLP mise en place au laboratoire

(Paris et al., 2011, d’après Brugmans et al. 2003), la séquence de 3 des 4 marqueurs

AFLP transformés en marqueurs SCAR a été obtenue sans ambigüıté, la séquence du 4e

marqueur étant trop courte pour être utilisée. Dans le cas du marqueur ttaa440, de nom-

breuses séquences de tailles variables ont été clonées, mais les étapes de ré-amplification

et de co-migration avant séquençage ont permis de distinguer les clones contenant le

fragment d’intérêt des autres clones. Une fois la séquence de ces marqueurs obtenue, leur

transformation en marqueurs codominants n’a pas été possible pour tous. En effet, le po-

lymorphisme AFLP observé étant lié au(x) site(s) de restriction ou aux bases sélectives,

2 marqueurs (TCAA et AACC) n’ont pas pu être utilisés en tant que marqueurs codomi-

nants. Le cas du marqueur TCAA qui correspond à une séquence répétée dans le génome

n’est pas un résultat singulier. En effet, ce type de résultat a également été obtenu chez

le poivre (Jordan et al., 2006 ; Pierre et al., 2000), la pomme de terre (Meksem et al.,

1995), l’asperge (Reamon-Buttner et al., 1999) ou encore le bœuf (Xiao et al., 2007).

La technique AFLP est donc une méthode efficace pour produire un grand nombre

de marqueurs et enrichir une carte génétique. Cependant, le fait que la séquence d’un

fragment AFLP corresponde à une séquence répétée n’est pas propre à la chicorée et

est un des éléments à prendre en compte pour ce type d’approche. Cela indique que la

transformation de marqueurs AFLP en marqueurs codominants n’est pas possible de

façon systématique. Leur utilisation en tant que sonde, par exemple pour cribler des

banques BAC, doit donc être sujette à caution.

Avec les marqueurs identifiés dans cette étude, nous avons construit une carte haute

résolution afin de valider avec précision la position du locus S, ainsi que l’ordre des mar-
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queurs autour de celui-ci.

Nous avons obtenu une carte consensus pour les méioses mâles et une carte consensus

pour les méioses femelles des différentes populations. Pour ces 2 cartes, l’ordre des mar-

queurs est le même avec une fenêtre autour du locus S réduite par rapport aux cartes

obtenues dans le chapitre 3 (0,6 cM pour les méioses femelles et 1,24 cM pour les méioses

mâles). Le marqueur tcaa300 reste lié de façon absolue au locus S. De plus, si le rapport

de 1,5 Mb/cM est conservé au niveau du locus S, le nombre d’individus analysés (2 824)

devrait permettre de déterminer avec précision la distance génétique entre des marqueurs

séparés de 500 kb.

La construction des cartes a également confirmé le caractère monolocus de l’au-

toincompatibilité dans nos populations. Ainsi, la stratégie de phénotypage associée

aux marqueurs moléculaires s’est avérée efficace pour déterminer le génotype S d’un

maximum d’individus. Les seules difficultés rencontrées ont été générées par des

problèmes de vernalisation des plantes, ou bien de dominance entre allèles S et ne

concernent que 7 individus au total. Parmi tous les génotypes croisés avec des testeurs,

que ce soit pour la construction de la carte moyenne densité (cf. chapitre 2) ou bien de

la carte haute résolution (soit près de 400 individus), un seul individu (H423) n’a pu

être génotypé au locus S, puisqu’il s’est avéré compatible avec les 2 testeurs. L’origine

du caractère compatible de cet individu n’est pas connue mais pourrait être expliquée

par un événement de recombinaison au niveau du locus S, ou par l’expression d’un

ou plusieurs gènes modificateurs atténuant la réponse d’incompatibilité. La seconde

hypothèse semble moins vraisemblable, puisqu’un seul individu a présenté ce phénotype

et que l’ensemble des populations étudiées dérive du même fond génétique (K28 x K59).

Cependant, pour déterminer la possibilité de l’une ou l’autre hypothèse, de nouveaux

croisements tests et des autofécondations vont être réalisés à partir des descendants

de l’individu H423. La ségrégation du caractère compatible dans la descendance de cet

individu, si elle est retrouvée, permettra de déterminer si elle est liée au locus S ou non.

Ainsi, une première explication pourrait être apportée quant à l’origine du caractère

pseudoincompatible ou compatible/autofertile de la chicorée, observé dans certains

cultigroupes (Castaño et al., 1997 ; Coppens d’Eeckenbrugge et al., 1987).

Dans la région du locus S, on s’attend à observer un phénomène de suppression de la

recombinaison, tel que ce que l’on peut observer au niveau des chromosomes sexuels chez

les animaux ou chez les végétaux, ou encore dans le cas de locus associés à la compatibi-
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Chapitre 5. Discussion

lité sexuelle chez les champignons (Hedrick, 2007 ; Kejnovsky et al., 2009 ; Menkis et al.,

2008 ; Uyenoyama, 2005 ; Yu et al., 2009). Chez la chicorée, le locus S n’étant pas encore

atteint, l’importance de la suppression de recombinaison n’a pu être étudiée. Toutefois,

une différence significative entre les fréquences de recombinaison des méioses mâles et

femelles a attiré notre attention lors de la construction de la carte moyenne densité (cf.

chapitre 2). L’étude de l’ensemble du génome à partir de la population Ba (n = 174)

avait montré une hétérogénéité des fréquences de recombinaison avec des rapports M/F

allant de 0,26 à 9,33 selon les intervalles considérés. Un rapport moyen de 1,3 a été cal-

culé à partir des régions comparées sur l’ensemble de la carte génétique (cf. chapitre 2).

Dans cette étude, l’intervalle TACG-sw2H09 était celui qui présentait le rapport M/F

le plus élevé (9,33). L’observation de l’intervalle TACG-EU03D06 dans le cadre de la

carte haute résolution a confirmé cette différence, mais avec un rapport presque 3 fois

moins important (M/F = 3,5). L’importance des différences observées sur l’ensemble

du génome est donc à relativiser en raison de l’utilisation de seulement 2 génotypes et

d’un effectif relativement faible. En effet, au niveau de la région du locus S, nous avons

pu constater que même si les fréquences de recombinaison observées pour les méioses

mâles d’une part et les méioses femelles d’autre part étaient statistiquement homogènes,

il existait de la variabilité au sein de chaque groupe. Ainsi, les méioses mâles de K59

présentaient la fréquence de recombinaison la plus élevée et les méioses femelles de K28

une des fréquences les plus faibles, parmi les différents génotypes analysés.

Chez les espèces autoincompatibles, ce type de distribution des fréquences de recombi-

naison à l’échelle du génome (M/F > 1) a été observé chez le pommier (Maliepaard et al.,

1998) ou B. nigra (Lagercrantz et Lydiate, 1995) alors que chez B. oleracea, r est plus

élevée pour les méioses femelles (Kearsey et al., 1996). Chez Turnera subulata, qui est

une espèce distyle, les taux de recombinaison des méioses mâles et femelles ont été com-

parés au niveau de 3 locus, dont le locus S. Ces 3 locus placés sur des groupes de liaison

différents ont tous montré un taux de recombinaison 4 à 6 fois plus important pour

les méioses femelles (Labonne et al., 2007). Dans le cas de Coffea canephora, à partir

de l’étude d’intervalles répartis sur les différents groupes de liaison, aucune différence

n’a été observée entre les fréquences de recombinaison des méioses mâles et femelles

(Lashermes et al., 2001). Enfin, une étude menée chez l’espèce autogame A. thaliana a

montré une différence du taux de recombinaison entre méioses mâles et femelles, variable

le long du chromosome 4, avec une fréquence de recombinaison jusqu’à 6 fois plus im-

portant pour la méiose mâle (Drouaud et al., 2007).
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La différence entre les taux de recombinaison mâles et femelles (hétérochiasmie) a été

largement observée aussi bien chez les animaux que chez les végétaux. Toutefois, les

mécanismes évolutifs et de régulation à l’origine de ces différences ne sont pas connus

(Drouaud et al., 2007 ; Lenormand et Dutheil, 2005). Les résultats obtenus pour T. subu-

lata, B. oleracea et A. thaliana sont en accord avec les données de Lenormand et Dutheil

(2005) qui suggèrent que le taux de recombinaison des méioses femelles est plus faible

que celui des mâles pour les espèces autogames, en raison d’une sélection haplöıde. Ce-

pendant, les résultats obtenus pour la chicorée, le pommier ou B. nigra ne peuvent être

expliqués au regard des différentes hypothèses qui ont pu être proposées pour expli-

quer l’hétérochiasmie, que ce soit la sélection neutre, sexuelle ou haplöıde, ou encore la

pléiotropie (Hedrick, 2007) 18.

Nos résultats ont également montré que les taux de recombinaison sont significati-

vement différents sous le locus S (locus S -EU03D06), alors que l’intervalle au dessus du

locus S (TACG-locus S ) ne montre pas de différences entre les méioses mâles et femelles.

Le phénomène d’hétérochiasmie observé ne semble donc pas directement lié au locus S

ou a un haplotype donné. Cependant, à partir des données dont nous disposons, il n’est

pas possible d’exclure qu’il existe un rapport entre ce phénomène et la présence du

locus S à proximité. Une augmentation de la fréquence de recombinaison, à proximité

de régions où celle-ci est supprimée, a été observée dans plusieurs cas, notamment au

niveau de la région pseudoautosomale des chromosomes sexuels des mammifères, ou

de part et d’autre de la région chromosomique déterminant les spécificités mâles chez

la papaye, ou encore du locus de compatibilité sexuelle de Neurospora tetrasperma

(Menkis et al., 2008 ; Perry et Ashworth, 1999 ; Yu et al., 2009). Cependant, les données

de cartographie génétique à elles seules ne permettent pas savoir si les fréquences de

recombinaison observées pour les méioses mâles (ou femelles) sont au dessus ou en

dessous de la fréquence estimée pour l’ensemble du génome. Ce point de discussion sera

repris dans la partieII, en intégrant les informations apportées par la carte physique (cf.

18. Définitions d’après Hedrick (2007) :
– Sélection neutre : seule la fréquence moyenne de recombinaison est soumise à sélection.
– Sélection sexuelle : chez les mâles, elle favorise fortement la préservation des combinaisons favo-

rables, entrâınant une recombinaison plus faible.
– Sélection haplöıde : le sexe étant soumis à la sélection haplöıde la plus forte présente la fréquence

de recombinaison la plus faible.
– Pléiotropie : la sélection limitant la recombinaison entre les différents chromosomes sexuels

entrâıne une diminution de la fréquence de recombinaison des autosomes chez les individus
hétérogamétiques.
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discussion p.173).

Associé à la suppression de la recombinaison dans la région du locus S, on s’attend

à trouver un fardeau génétique récessif lié au locus S (Glemin et al., 2001 ; Uyenoyama,

2005), comme cela a été mis en évidence chez Solanum carolinense (Stone, 2004) ou

Arabidopsis halleri (Llaurens et al., 2009).

La construction des cartes a effectivement permis d’observer, dans deux populations,

des phénomènes significatifs de distorsion de ségrégation où l’haplotype S3 était sous

représenté. Le fait de disposer de plusieurs croisements dont le génotype des parents est

identique dans cette région a permis de conclure, dans le cas de cet haplotype, que ce

phénomène de distorsion n’était pas dépendant du génotype dans la région du locus S. Il

est donc possible que l’haplotype S3 soit lié à un locus également présent sur le groupe

de liaison 2 mais distant du locus S et soumis à sélection.

Les croisements H et M ayant permis la production d’individus homozygotes S2S2, l’étude

de la ségrégation des allèles S pour ces croisements devait potentiellement nous per-

mettre d’observer l’expression d’un fardeau lié à l’haplotype S2, mais aucune distor-

sion de ségrégation n’a été associée au génotype S2S2. La croissance, le développement

et la survie des génotypes S2S2 n’a pas montré de différences par rapport aux autres

génotypes. De plus, pour les croisements réalisés avec ces individus, le nombre de graines

obtenues lors des croisements compatibles était similaire à celui obtenu pour des indi-

vidus hétérozygotes. La première hypothèse pouvant expliquer ce résultat est l’absence

de fardeau lié au locus S chez la chicorée. Cependant, l’haplotype S2 est le plus récessif

des 4 haplotypes présents dans nos populations. A l’échelle plus large de la population

Koospol dont sont issus les individus K28 et K59, si S2 est également un des haplotypes

les plus récessifs, cet haplotype se retrouve fréquemment à l’état homozygote et le far-

deau lié au locus S peut alors être purgé (Llaurens et al., 2009). Enfin, il est également

possible qu’un fardeau lié à l’haplotype S2 existe, mais que celui-ci ne s’exprime pas dans

un environnement contrôlé, tel que celui des serres.
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Carte physique du locus S
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Chapitre 6

Vers le clonage positionnel

du locus S

La construction d’une carte génétique fine a permis de restreindre la fenêtre autour

du locus S à 0,6 cM pour les méioses femelles et 1,24 cM pour les méioses mâles. L’étape

suivante du clonage positionnel consiste à mettre en relation la carte génétique avec une

carte physique afin d’isoler la région couvrant le locus S. Pour cela, il est nécessaire

de disposer de ressources génomiques correspondant à des fragments d’ADN de grande

taille afin d’entamer une marche chromosomique vers le locus S. Au début de ce travail,

les ressources génomiques disponibles chez la chicorée étaient uniquement constituées

de banques d’EST (cf. Matériels et méthodes p. 65), la construction de banques BAC

a donc été programmée dès le début du projet de clonage positionnel. Une fois cette

ressource génomique produite, nous avons pu entreprendre la marche chromosomique

vers le locus S.

6.1 Construction de banques BAC de Chicorée

Parmi les caractéristiques communes aux locus S des différentes familles autoincom-

patibles, une diversité de séquence et de structure a été observée entre haplotypes S,

diversité que l’on s’attend donc à observer chez la chicorée. Une fois atteinte la région

du locus S, la comparaison de différents haplotypes devrait permettre de restreindre la

recherche des déterminants mâles et femelles à la région la plus divergente. Deux banques

BAC ont donc été construites à partir de 2 génotypes de C.intybus différents au locus
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S mais également pour d’autres traits étudiés au laboratoire et liés à la reproduction,

comme par exemple la stérilité mâle nucléaire (locus NMS 1). La construction des banques

BAC et des macroarrays ainsi que les procédures de criblage sont détaillées dans l’article

présenté dans l’annexe C (Gonthier et al., 2010). Seules les principales caractéristiques

de ces banques sont donc présentées dans ce chapitre (Tableau 6.1).

La banque CinS2S2 a été construite à partir d’un individu hermaphrodite

(NMS 1NMS 1), C15, homozygote au locus S (S2S2) ainsi que pour tous les marqueurs

compris entre TACG et EU12G02. La banque CinS1S4 a été construite à partir d’un

individu mâle-stérile (nms1nms1), C30.01, hétérozygote au locus S (S1S4) ainsi que

pour tous les marqueurs compris entre TACG et EU12G02. Un total de 89 088 clones,

contenant des inserts de 90 kb en moyenne, a été obtenu pour la banque CinS2S2. Pour

la banque CinS1S4, 81 408 clones contenant des inserts de 120 kb en moyenne ont été

obtenus. Ces 2 banques correspondent à une couverture théorique de plus de 12 fois

du génome haplöıde. Les contaminations en séquences d’ADN mitochondrial ou chloro-

plastique correspondent aux gammes de pourcentages communément observées lors de

la construction de banques BAC (Tableau 6.1). Le criblage des banques avec 2 sondes

correspondant à des gènes copies uniques a permis de valider de façon empirique la

couverture de 12 X du génome haplöıde.

Ces 2 banques représentent donc une ressource génomique de qualité, afin d’étudier

le génome de la chicorée et plus particulièrement afin d’identifier les déterminants de

l’autoincompatibilité par clonage positionnel.

6.2 Marche chromosomique

6.2.1 Stratégie mise en place afin de réaliser la marche chro-

mosomique

Une approche systématisée a été mise en place pour chacune des sondes utilisées (Fi-

gure 6.1). La première étape correspondait à l’hybridation des sondes sur les macroarrays.

Les clones hybridés ont été validés par PCR avec les amorces utilisées pour la production

des sondes. Les BES (BAC Ends Sequences) de ces clones positifs ont été séquencés puis

analysés (cf. Matériels et méthodes p. 63) afin d’identifier la présence potentielle de gènes,

d’éléments transposables ou de séquences sans homologie. Des amorces ont ensuite été

définies sur ces BES, hors des régions contenant des éléments transposables (cf. Matériels
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Tableau 6.1 – Caractéristiques des banques BAC de chicorée d’après Gonthier et al. (2010,
Annexe C).

Banque CinS2S2 CinS1S4 Total

Génotype au locus S S2S2 S1S4
Génotype au locus NMS 1 NMS 1NMS 1 nms1nms1
Nb de clones 89 088 81 408 170 496
Nb de plaques 384 232 212 444
Taille moyenne des inserts (kb) 91,78 118,20 104,40
Clones vides (%) 0,77 3,07 1,87
Clones mtDNA (%) 0,02 0,03 0,03
Clones ptDNA (%) 1,00 2,35 1,65
Probabilité de trouver une séquence 0,9969 0,9987 0,9999
Couverture du génome haplöıde 5,74 X 6,50 X 12,26 X
Nombre de clones positifs pour CiSTM 5 7 12
Nombre de clones positifs pour CiAGP 2 11 13

Tableau 6.2 – Exemple de construction d’un contig à partir des clones obtenus pour la sonde
TTAA. La présence (1) ou l’absence (0) de produit d’amplification des BES (Si39t7 à Si37m13)
a permis de positionner les clones les uns par rapport aux autres. Le contig a été construit en
considérant que les BES d’un clone devaient impérativement être positionnés aux extrémités
de ce clone, une fois le contig assemblé.

Clones Si39t7 Si38m13 Si36t7 Si35m13
Si37t7

TTAA Si39m13 Si38t7 Si35t7 Si36m13 Si37m13

Si35 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0
Si36 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0
Si37 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1
Si38 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0
Si39 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0

et méthodes p. 51) et autour des régions introniques des gènes identifiés, dans la mesure

ou cela s’avérait possible. Ces amorces ont d’abord été utilisées afin de créer des contigs

à partir des clones positifs pour une sonde donnée. Pour cela, des PCR ont été réalisées

sur tous les clones obtenus pour une même sonde avec tous les couples d’amorces définis

sur les BES correspondants (cf. Matériels et méthodes p. 63). Ces clones devant être

au moins partiellement chevauchants, la présence ou l’absence d’amplification a permis

de les positionner les uns par rapport aux autres et de construire des contigs (Exemple

Tableau 6.2).

Les amorces définies sur des BES ont également été utilisées pour chercher du poly-

morphisme (cf. Matériels et méthodes p. 52), afin de placer les séquences correspondantes
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6.2. Marche chromosomique

sur la carte génétique et d’orienter les contigs. Ainsi le BES situé à l’extrémité du contig

orientée vers le locus S devait être utilisé pour produire une nouvelle sonde. Dans le cas

où le contig ne pouvait pas être orienté, de nouvelles sondes ont été produites en utilisant

les BES des 2 extrémités du contig .

6.2.2 Criblage des banques BAC

Dans un premier temps, le criblage des 2 banques BAC en parallèle avait été envisagé,

afin d’avancer simultanément le long des chromosomes portant les différents haplotypes

S (Tableaux 6.3 et 6.4). Cependant, dès les premières hybridations, nous avons été

confronté à des difficultés d’alignement des clones identifiés à partir de la même sonde

et correspondants à des haplotypes différents. Par exemple, 5 clones positifs ont été

obtenus sur la banque CinS1S4 à partir de la sonde TACG. Trois de ces clones portaient

l’allèle a et 2 l’allèle c du marqueur TACG, l’allèle a étant lié à l’haplotype S1 chez

l’individu C30.01 et l’allèle c à l’haplotype S4. Des amorces ont été définis sur 9 des 10

BES de ces clones et la présence/absence des produits d’amplification correspondants

a été testée pour chacun des clones (Tableau 6.5). La construction d’un contig à partir

des clones portant le même allèle TACG n’a pas présenté de difficulté. Par contre, les

positions relatives des marqueurs BES les uns par rapport aux autres se sont avérées

différentes pour les contigs correspondant à différents haplotypes S. Le même problème

s’est présenté avec la sonde EU12G02, lorsque nous avons confronté les résultats obtenus

pour les contigs des clones liés à l’haplotype S1 à ceux de l’haplotype S2. Dans un souci

d’efficacité, nous avons donc choisi de nous concentrer sur la banque CinS2S2. Celle-ci

ayant été construite à partir d’un individu homozygote dans la région du locus S, la

construction des contigs a été rendue plus aisée. Les résultats obtenus à partir de la

banque CinS1S4 (Tableau 6.4) ne seront donc pas développés par la suite.

Les premières sondes utilisées pour cribler la banque CinS2S2 ont été produites à

partir des marqueurs moléculaires suivants : TACG, tgct160, EU08B02, TCAA, TTAA,

AACC et EU12G02 (Tableau 6.3, Figure 6.3). La sonde TACG a permis d’identifier 1

seul clone sur lequel le marqueur GGAT a été amplifié, mais pas le marqueur tgct160

qui coségrège également avec TACG. Du fait de sa présence sur ce clone, GGAT n’a pas

été utilisé comme sonde car devant être très proche physiquement de TACG. Quatre

clones ont été obtenus pour la sonde EU12G02, 5 pour TTAA et 8 pour AACC. Aucun

clone positif n’a été obtenu pour le marqueur EU08B02, ni sur la banque CinS2S2, ni sur
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Tableau 6.3 – Résultats des hybridations (Hyb) et des validations PCR (Val) sur la banque
CinS2S2. Le nom des clones correspond au numéro de plaque de la banque et à la position du
clone dans sur cette plaque. Les noms abrégés (Abr) sont ceux utilisés pour désigner les clones
de façon usuelle. Dans le cas des sondes définies à partir des BES (Si37m13 et Si39m13), seuls
les nouveaux clones identifiés ont été indiqués. La présence (P) ou l’absence de polymorphisme
(np) a été indiquée pour chaque BES. L’identification d’un gène a également été signalée.
Lorsqu’un BES polymorphe a pu être placé sur la carte génétique, celui-ci a été surligné en
jaune. Le symbole correspond a une absence de données.

Locus Sondes Hyb Val Clone Abr BES T7 BES M13

TACG TACG 2 1 168F16 Si10 np np

Si10m13 0

Si10t7 1 120A19 Si58 np np

tgct160 tgct160 113 40

EU08B02 EU08 294 et EU06B03 0 0

EU12G02 EU12 380 et EU12 160 7 4 68C01 Si20 np np

138M05 Si23 np np

198N16 Si25 np np

216D03 Si26 np np

TCAA TCAA aspécifique

TTAA TTAA 5 5 38M16 Si35 gène, P P

101N05 Si36 np gène, np

110H01 Si37 np P

187N10 Si38 P np

209G11 Si39 np P

Si37m13 11 11 27M15 Si47 np P

32H09 Si48 np gène, np

57M13 Si49 np np

59P05 Si50 P np

70H14 Si51 np np

85D17 Si52 np gène, P

89H16 Si53 P

171G13 Si54 np np

181K09 Si55 P np

195H15 Si56 np P

197J22 Si57 np np

Si39t7 22 2 29J16 Si40 np np

144A21 Si42 np np

AACC AACC 8 8 34G12 Si27 np np

29O21 Si28 P np

57N02 Si29 P P

75C24 Si30 P np

103E11 Si31 P np

106C17 Si32 np np

128K14 Si33 np np

168B06 Si34 np np
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Tableau 6.4 – Résultats des hybridations (Hyb) et des validations PCR (Val) sur la banque
CinS1S4. L’haplotype (Hapl), auquel est associé le clone, et l’allèle (All) amplifié, correspondant
au marqueur utilisé comme sonde, sont indiqués. Le nom des clones correspond au numéro de
plaque de la banque et à la position du clone dans cette plaque. Les noms abrégés (Abr)
sont ceux utilisés pour désigner les clones de façon usuelle. La présence (P) ou l’absence de
polymorphisme (np) a été indiquée pour chaque BES. L’identification d’un gène a également
été signalée. Le symbole correspond a une absence de données.

Locus Sondes Hyb Val Hapl. All. Clone Abr BES T7 BES M13

TACG TACG 5 5 S1 a 38D10 Si2 np np

S1 a 79M06 Si3 np np

S1 a 116C02 Si7 np

S4 c 17F01 Si1 np np

S4 c 169C12 Si9 gène, P P

EU08B02 EU08 294 et EU06B03 4 0

EU12G02 EU12 380 et EU12 160 4 3 S1 f 87F23 Si15 np np

S1 f 159J09 Si16 np np

S1 f 179C24 Si17 np np

Tableau 6.5 – Comparaison des contigs obtenus pour les clones associés aux allèles a et
c du marqueur TACG, pour la banque CinS1S4. L’ordre des marqueurs BES (indiqués sur la
première ligne de chaque tableau) les uns par rapport aux autres n’est pas le même pour chaque
contig ce qui a rendu la construction d’un contig unique impossible. Quelques marqueurs ont
été reliés d’un contig à l’autre pour souligner ces différences.

Clones Si9t7 Si3m13 Si1m13 Si2m13 TACG Si7t7 Si9m13 Si3t7 Si1t7 Si2t7 
Si1 0 0 1 1 c 1 1 1 1 0

Marqueurs BES

Haplotype Si1 0 0 1 1 c 1 1 1 1 0
Si9 1 1 1 1 c 1 1 0 0 0

Clones Si9m13 Si3m13 Si1t7 Si2m13 Si9t7 Si1m13 TACG Si2t7 Si3t7 Si7t7 

p yp
S4

Si2 0 0 0 1 1 1 a 1 0 0
Si3 0 1 1 1 1 1 a 1 1 0
Si7 0 0 0 0 1 1 a 1 1 1

Haplotype
S1

la banque CinS1S4. La sonde correspondant au marqueur tgct160 s’est hybridée à 113

clones dont 40 ont été validés par PCR. Cette sonde a été définie à partir de la séquence

du marqueur AFLP et l’amplification de l’ADN génomique à partir d’amorces internes

au fragment n’avait pourtant révélé qu’une seule bande sur gel d’agarose. Toutefois, le

nombre de clones obtenus même après validation PCR n’était pas cohérent avec la cou-

verture de la banque CinS2S2, cette séquence devait donc correspondre à une séquence

répétée dans le génome de la chicorée. La marche chromosomique devant être réalisée à
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Figure 6.2 – Macroarrays. Exemple d’une hybridation aspécifique sur le filtre de gauche (sonde
TCAA) et d’une hybridation spécifique sur le filtre de droite (sonde TTAA), avec les 2 copies
de chacun des 5 clones hybridés entourées en rouge.

partir de sondes dont la position aux abords du locus S est certaine, ces clones n’ont

donc pas été utilisés. L’hybridation de la sonde TCAA s’est révélée aspécifique et donc

inexploitable (Figure 6.2). Un profil multibande avait été obtenu à partir de l’amplifica-

tion PCR sur l’ADN génomique (cf. chapitre 3 p.96), nous n’avons donc pas été surpris

d’obtenir un grand nombre de clones. Cependant, du fait de sa colocalisation avec le

locus S nous avons tout de même tenté l’hybridation.

De plus, 4 sondes ont été définies à partir de BES (Tableau 6.3, Figure 6.3). Deux sondes

ont été définies à partir des BES du clone Si10 ; 1 seul clone (Si58) a été validé pour

la sonde Si10t7 et aucun à partir de la sonde Si10m13. Les 2 autres sondes, Si39t7 et

Si37m13, ont été définies à partir des BES placés aux extrémités du contig de clones

identifiés avec la sonde TTAA. La première a permis d’identifier 2 nouveaux clones (Si40

et Si42) et la seconde 11 nouveaux clones (de Si47 à Si57).

6.2.3 Caractéristiques des BES

Les BES de chacun des clones validés et conservés pour la marche chromosomique

ont été séquencés. Sur un total de 32 clones obtenus à partir de la banque CinS2S2, une

séquence exploitable a été obtenue pour 63 BES, avec une longueur moyenne de 835 pb.

Parmi ces séquences, 9 se sont avérées identiques au BES d’un autre clone appartenant

au même contig, indiquant des extrémités de clones communes. Un total de 54 BES
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gé

n
ét

iq
u

e
ai

n
si

q
u

e
le

s
B

E
S

ay
a
n
t

ét
é
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Chapitre 6. Vers le clonage positionnel du locus S

différents a été obtenu, ceux-ci étant composés de 11,7% d’éléments transposables, 1,2%

de microsatellites et 2,1% de régions de faible complexité. De plus, 4 gènes ont été

identifiés (résultats développés plus en détails dans le chapitre 7). Ces analyses ont

permis de définir des amorces hors des régions contenant des éléments transposables ou

autour des introns, lorsque cela était possible. Les BES composés uniquement d’éléments

transposables ont été automatiquement écartés pour la production de nouvelles sondes.

Des amorces ont cependant été définies pour la construction du contig.

Du polymorphisme a été observé entre les produits d’amplification de 16 marqueurs

définis sur les BES. Deux de ces marqueurs ont été définis à partir de séquences de gènes

et 14 à partir de séquences ne présentant aucune homologie avec des séquences connues

(Tableau 6.3). Cependant, les individus recombinants de la carte haute résolution n’ont

pu être génotypés sans ambigüıté que pour 2 marqueurs : Si35t7 (2 allèles codomi-

nants) et Si30t7 (3 allèles codominants), les autres présentant du polymorphisme de

type présence/absence ou n’étant pas exploitables. Le marqueur Si35t7 a colocalisé avec

le marqueur TTAA. Le marqueur Si30t7 a été cartographié entre les marqueurs aacc134

et TTAA : 2 événements de recombinaisons ont été observés entre le marqueur Si30t7

et le marqueur aacc134 dans la population M. Le manque d’information apporté par le

marqueur aacc134, en raison de son caractère dominant, n’a pas permis de déterminer le

génotype de tous les individus de la population M à ce locus (cf. chapitre 4 p.114). Pour

cette raison, la distance entre Si30t7 et aacc134 n’a pas pu être calculée. Cependant,

l’identification de recombinants nous a permis de montrer la progression de la marche

chromosomique.

6.2.4 Construction des contigs liés à l’haplotype S2

Des contigs correspondant aux sondes TACG, TTAA, AACC et EU12G02 ont été

construits à partir des amorces définies sur les BES (Tableau 6.2, Figure 6.3). Dans le cas

de la sonde TACG, 1 seul clone (Si10) a été identifié et a lui même permis d’en identifier

un second (Si58), ces 2 clones formant un contig qui n’a pas pu être orienté par rapport

à la carte génétique. Le marqueur Si30t7, positionné entre aacc134 et TTAA a permis

d’orienter le contig associé à la sonde AACC. Au contraire, Si35t7, le seul marqueur

polymorphe obtenu à partir des BES du contig TTAA, n’a pas permis d’orienter ce contig

puisqu’il coségrégeait avec TTAA. De même, les BES des clones associés à Si37m13 et

Si39t7 n’ont présenté aucun polymorphisme exploitable. Cependant, les clones obtenus
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6.2. Marche chromosomique

ont permis d’étendre le contig TTAA, avec à l’une des extrémité le BES Si42m13 et à

l’autre extremité le BES Si52t7. Ce dernier ayant été amplifié chez 4 clones du contig

AACC, le contig TTAA a pu être relié au contig AACC pour former un supercontig dont

l’orientation a été définie (Figure 6.3, cf. annexe B.1).

Dans la région placée au-dessus du locus S, 2 clones ont été validés dans la région

correspondant au marqueur TACG et aucun à partir du marqueur EU08B02, qui a été

cartographié comme le marqueur le plus proche du locus S. La marche chromosomique

a donc été temporairement interrompue à partir de ces locus. Dans la région située

sous le locus S, les criblages successifs de la banque CinS2S2 ont permis d’orienter le

supercontig qui regroupe les clones validés pour les sondes AACC, TTAA, Si37m13 et

Si39t7. Le clone Si42 est le clone dont une des extrémités est la plus proche du locus S.

La marche chromosomique vers le locus S est donc actuellement poursuivie à partir de

ce clone.

141



Chapitre 6. Vers le clonage positionnel du locus S

142



Chapitre 7

Caractérisation de régions

génomiques au voisinage du locus S

La démarche de clonage positionnel permet d’atteindre la région génomique conte-

nant le ou les gènes recherchés, dans notre cas, les déterminants mâle et femelle de l’au-

toincompatibilité chez la chicorée. Cette démarche est en bonne voie puisque la marche

chromosomique est à présent orientée. Cependant, aucune séquence génomique de chi-

corée n’était disponible jusqu’à ce jour. Par conséquent, aucune information n’existait

quant à la nature de son génome. Pour cette raison, il était important de commencer à

le caractériser afin d’acquérir l’expérience suffisante pour identifier les déterminants de

l’autoincompatibilité, une fois que le locus S sera atteint. Les analyses présentées dans ce

chapitre avaient pour objectif de déterminer : 1) le degré de complexité des séquences et

son impact sur l’assemblage, 2) la relation entre distance physique et distance génétique

à proximité du locus S, 3) la composition des séquences étudiées et 4) comment utiliser

ces différentes informations dans le cadre de la poursuite du clonage positionnel.

7.1 Séquençage des clones BAC

7.1.1 Caractéristiques générales des inserts séquencés

Les clones sélectionnés pour être séquencés ont été choisis en fonction de deux

critères : 1) chaque contig construit lors de la marche chromosomique devait être

représenté, 2) la plus grande distance physique possible devait être couverte. Six clones

issus de la banques CinS2S2 ont donc été sélectionnés de part et d’autre du locus S
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Chapitre 7. Caractérisation de régions génomiques au voisinage du locus S

(Figure 6.3 p.139). La sonde TACG n’ayant permis l’identification que du clone Si10,

celui-ci a par conséquent été choisi. Pour les contigs identifiés à partir des sondes Si39t7

et EU12G02, 2 clones (Si42 et Si26) pour lesquels le plus de BES avaient été amplifiés,

c’est-à-dire les plus représentatifs de ces contigs, ont été séquencés. Les contigs construits

avec les clones obtenus à partir des sondes TTAA, Si37m13 et aacc134 se sont avérés

chevauchants. Les clones sélectionnés pour chacun de ces contigs (Si27, Si37 et Si52)

devaient alors permettre d’obtenir une séquence allant au minimum du marqueur TTAA

au marqueur aacc134 et rendre possible une première estimation de la relation entre

la distance génétique et la distance physique. Un 7e clone, 60A10, également obtenu à

partir de la banque CinS2S2, a été séquencé dans le cadre de l’étude de la stérilité mâle

nucléaire (cf. chapitre 2 p.75). Le locus NMS1 associé à ce trait a été cartographié sur

le groupe de liaison 5 de la carte génétique de la chicorée. Ce clone, qui contient le gène

potentiellement responsable de la stérilité, a permis d’avoir un point de comparaison

avec une autre région du génome qui n’est pas soumise aux même contraintes que celles

attendues pour le locus S.

En moyenne, chaque clone de la région du locus S a été assemblé en 14 contigs (cf.

Matériels et méthodes p. 63), avec un minimum de 7 contigs pour le clone Si27 et un

maximum de 23 contigs pour le clone Si26 (Tableau 7.1). Des résultats similaires ont été

obtenus pour le clone 60A10, puisqu’il compte 17 contigs. Par la suite, l’abréviation Cg

remplacera le terme de contig, quand celui-ci est associé aux séquences des clones, afin

de le distinguer des contigs construits pour la marche chromosomique. Le nombre de Cg

obtenus chez la chicorée, à l’issue de l’étape d’assemblage, est supérieur à celui obtenu

pour des clones BAC d’autres espèces étudiées au CNRGV (canne à sucre, blé, piment...),

séquencés dans les mêmes conditions (Héléne Bergès et Sonia Vautrin, communications

personnelles).

Pour le clone Si26, qui présentait le plus grand nombre de Cg (assemblage Newbler), des

tests ont été réalisés au laboratoire avec un autre logiciel (CAP3), en faisant varier les

différents paramètres d’assemblage. Dans les conditions optimales, le second assemblage

s’est avéré similaire au premier, en terme de nombre de Cg et de taille totale de séquence

obtenus. Par contre, dans la majorité des cas, la longueur, les points d’initiation et

d’interruption de séquence de chaque Cg se sont avérés différents d’une méthode à l’autre

(Sylvain Legrand, communication personnelle). Les difficultés d’assemblage rencontrées

chez la chicorée ne semblent donc pas dues à un problème méthodologique mais seraient

plutôt liées à la nature même des séquences. Les assemblages réalisés par le CNRGV et
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7.1. Séquençage des clones BAC

ses collaborateurs ont donc été utilisés pour les analyses présentées par la suite.

Des motifs microsatellites ont été observés sur la moitié des extrémités des Cg, ce

qui pourrait en partie expliquer pourquoi il a été difficile de réaliser l’assemblage des

séquences. Les tailles des inserts obtenues après migration sur gel d’électrophorèse en

champ pulsé et après assemblage des séquences se sont révélées du même ordre de gran-

deur, avec par exemple, respectivement 105 et 98 kb pour le clone Si10 (Tableau 7.1).

Cela indique que malgré le nombre important de Cg obtenus, avec une longueur minimale

de 500 pb, la quasi totalité de la séquence a été obtenue pour chacun des clones. De plus,

la taille moyenne des inserts calculée à partir des 6 clones de la région du locus S (95,62

kb) s’est avérée équivalente à celle calculée pour l’ensemble de la banque CinS2S2 (91,78

kb, cf. tableau 6.1 p.133). La taille du clone 60A10 s’est quant à elle révélée en dessous

de la moyenne de la banque avec une longueur de 55,62 kb, pour une taille estimée sur

gel de 55 kb. Pour la région du locus S, la taille des séquences obtenues varie de 86,6 kb

(Si27) à 105,1 kb (Si52), pour un total de 573,7 kb. Une fois les régions chevauchantes

des clones Si37, Si52 et Si27 déduites, la région réellement couverte par nos séquences

s’est avérée être de 546,2 kb. La taille du supercontig a été estimée à au moins 360,6 kb,

en sommant la taille des séquences des 3 clones chevauchants (273,9 kb) et du clone Si42

(86,6 kb), qui constitue une des extrémités du supercontig (cf. figure 6.3 p.139).

Tableau 7.1 – Caractéristiques des inserts issus de la banque BAC CinS2S2. Pour chaque clone,
le groupe de liaison et la sonde à partir de laquelle il a été identifié sont indiqués (LG sonde).
Les clones Si37, Si52 et Si27 (grisés) sont chevauchants. Les moyennes et totaux ont été calculés
pour les 6 clones positionnés sur le LG2 autour du locus S. (a) Taille de l’insert estimée sur gel
d’électrophorèse et (b) longueur totale après assemblage. (c) Nombre de Cg d’au moins 500 pb.
(d) Total ne considérant qu’une seule fois les régions chevauchantes des clones Si37, Si52 et
Si27. Le symbole correspond aux données manquantes.

Région Clone kb(a) kb(b) Nb de
Cg(c)

Extrémités
SSR (%)

Cg moyen
(kb)

Cg le plus
long (kb)

LG2 TACG Si10 105 98,03 17 67,65 5,77 16,53
LG2 Si39t7 Si42 90 86,66 13 61,54 6,67 25,80
LG2 TTAA Si37 110 105,11 10 75,00 10,51 57,66
LG2 Si37m13 Si52 110 101,74 16 34,38 6,36 14,39
LG2 AACC Si27 94,54 7 42,86 13,51 36,47
LG2 EU12G02 Si26 100 87,63 23 34,78 3,81 12,07

Moyenne 103 95,62 14,33 50,58 7,77
Total 546,19(d)

LG5 NMS1 60A10 55 55,62 17 38,24 3,27 8,09
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Chapitre 7. Caractérisation de régions génomiques au voisinage du locus S

7.1.2 Organisation des contigs

7.1.2.1 Validation et assemblage

Avant d’étudier en détail les séquences des clones de la région du locus S, nous avons

vérifié qu’il s’agissait bien des séquences attendues et essayé de positionner un maximum

de Cg les uns par rapport aux autres (Figure 7.1). Pour cela, des Blastn ont été réalisés

à partir des séquences des Cg de chaque clone :

– avec la séquence de la sonde à partir de laquelle a été identifié chaque clone,

– avec les BES de tous les clones appartenant au même contig.

Les 6 clones ont été validés et, pour chacun d’entre eux, au moins 2 Cg ont été positionnés

et orientés aux extrémités, à partir de l’alignement de la séquence des BES propres à

chaque clone. De plus, les séquences des BES des clones qui n’ont pas été séquencés

ont été alignés avec les séquences des clones séquencés. Ainsi, tous les Cg contenant au

moins un BES ont pu être positionnés les uns par rapport aux autres. Les Cg contenant

plusieurs BES ont également pu être orientés. Cependant, il n’a pas été possible de

déterminer si ces Cg contenant des BES étaient adjacents ou non, en raison des Cg qui

n’ont pas pu être positionnés.

En utilisant cette méthode, pour le clone Si10, seuls les Cg portant les BES du clone

ont pu être placés aux extrémités. Les Cg C08 et C11 ont toutefois pu être placés de

part et d’autres de C07 grâce aux Blastn et Blastx réalisés par la suite (Figure 7.4).

De plus, cette démarche a permis de positionner les marqueurs TACG et GGAT sur

un même Cg (C07) à une distance de 5 430 pb l’un de l’autre. Cela a confirmé que ces

2 marqueurs étaient très proche physiquement, comme cela avait été suggéré dans le

chapitre 6 (p.135), car aucun évènement de recombinaison n’avait été observé entre eux.

Six Cg (C07, C01, C10, C03, C09 et C14), sur les 13 que compte le clone Si42, ont pu

être positionnés les uns par rapport aux autres. Quatre Cg (C05, C01, C04, C03), sur les

10 du clone Si37, ont pu être organisés et le marqueur TTAA a été placé sur le Cg C05

qui contient également le BES Si37t7. Pour le clone Si52, 7 Cg (C11, C02, C18, C15,

C14, C16 et C05) ont pu être positionnés grâce aux BES. Parmi eux, 2 (C14 et C15)

se sont avérés adjacents, une partie du BES Si50m13 s’alignant avec une des extrémité

du 1er Cg, l’autre partie du BES s’alignant avec une extrémité du 2nd Cg. De plus, 2

autres Cg (C07 et C03) ont été placés bout à bout grâce aux Blastn et Blastx présentés

dans les paragraphes suivants (cf. paragraphe 7.3 et figure 7.4). Quasiment tous les Cg

du clone Si27 (6 sur 7) ont pu être positionnés les uns par rapport aux autres et le
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marqueur AACC a été localisé sur le Cg C01. De plus, une distance d’environ 50 kb a

été estimée entre les marqueurs Si30t7 et aacc134, respectivement positionnés sur les Cg

3 et 1. Enfin, 6 Cg (C16, C15, C02, C13, C07 et C12) sur les 23 du clone Si26 ont pu

être positionnés les uns par rapport aux autres.

Pour organiser de façon plus précise les séquences de ces clones, il aurait fallu définir

des amorces aux extrémités des Cg et tester toutes les combinaisons possibles par PCR.

Cependant, étant donné le nombre de Cg obtenus par clone, cette démarche se serait

avérée très longue. N’étant pas encore à proximité immédiate du locus S, l’obtention de

séquences parfaitement organisées n’était pas une priorité. Nous avons donc choisi de

travailler à partir de ces séquences partiellement ordonnées. Pour faciliter les analyses

qui ont suivies, les Cg ont été concaténés pour ne former qu’une seule séquence par

clone. Lorsqu’elles étaient connues, les positions relatives de chaque Cg ont été prises en

compte pour la construction de ces séquences (Figure 7.4 p.155 à 157).

7.1.2.2 Relation entre distance physique et distance génétique

Une question importante lorsqu’on entame une démarche de clonage positionnel est

de savoir quelle distance physique il va falloir couvrir pour atteindre la région d’intérêt. Le

rapport entre distance physique et distance génétique est variable d’une espèce à l’autre

et d’une région du génome à l’autre, au sein d’une espèce donnée (cf. tableau 5.1 p.121).

Puisqu’une réduction de la fréquence de recombinaison est attendue dans la région du

locus S, on s’attend à ce que, à proximité de ce locus, le rapport Mb/cM soit plus élevé

que celui estimé pour l’ensemble du génome, c’est-à-dire 1,5 Mb/cM.

L’organisation des séquences des 3 clones chevauchants (Si37, Si52 et Si27) a permis de

positionner 2 marqueurs de la carte génétique, TTAA et aacc134 (Figure 7.1). A partir de

ces données, une première estimation du rapport distance physique/distance génétique

a été établie aux abords du locus S. Le marqueur TTAA a été positionné sur le Cg

C05 correspondant à une extrémité du clone Si37. Le marqueur aacc134 a été positionné

sur le Cg C01 du clone Si27, qui lui n’est pas positionné à une extrémité de séquence.

Cependant, le clone Si27 est le clone pour lequel un seul Cg (C05) de 5,9 kb n’a pas pu

être positionné. Ces 2 clones sont reliés par le clone Si52 et les régions chevauchantes

ont été identifiées sans ambigüıté. La distance physique entre ces 2 marqueurs a donc pu

être calculée et les valeurs de 236,5 Kb et 242,4 kb ont été obtenues, en fonction de la

position attribuée au Cg C05 du clone Si27. Le rapport Mb/cM a été estimé, à partir des

distances génétiques obtenues pour les méioses femelles (0,11 cM) et les méioses mâles
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(0,47 cM), entre les marqueurs TTAA et aacc134 (cf. chapitre 4, figure 4.7 p.116). Des

valeurs de 2,15 et 2,20 Mb/cM ont été obtenues dans le premier cas et de 0,50 et 0,52

Mb/cM dans le second cas.

En considérant que ces rapports étaient constants jusqu’au locus S, une première

estimation de la distance physique entre TTAA et le locus S a été réalisée. Pour les

méioses femelles, une distance physique de 0,8 Mb a été estimée, correspondant à une

distance génétique de 0,36 cM. Pour les méioses mâles, une distance physique de 0,5

Mb a été obtenue, pour une distance génétique de 1 cM. A partir de ces résultats, et

connaissant la taille moyenne des inserts de la banque CinS2S2 (91,78 kb) et la taille

du clone Si42 (86,6 kb) qui est positionné à l’extrémité du supercontig TTAA-aacc134,

nous avons estimé que l’identification de 4 à 8 clones successifs supplémentaires était

nécessaire pour atteindre le locus S.

7.2 Composition en éléments répétés : éléments

mobiles, microsatellites et autres séquences

répétées

7.2.1 Elements répétés identifiés à partir de RepeatMasker et

des Blastx

Afin de caractériser la composition des clones séquencés en éléments transposables et

motifs répétés, le logiciel RepeatMasker a été utilisé (cf. Matériels et méthodes p. 64).

La composition des séquences en éléments transposables a été complétée par les Blastx

des séquences des clones sur la banque de peptides d’A.thaliana (cf. paragraphe 7.3).

Les positions de ces éléments ont été représentés sur la figure 7.4.

Un total de 5,71% d’éléments mobiles a été obtenu pour la région génomique aux

abords du locus S, dont 4,87% de rétroéléments et 0,74% d’éléments transposables de

type II (Tableau 7.2). Parmi ces éléments, 44 ont été identifiés par RepeatMasker et 5

à partir des Blastx. De plus, 159 régions couvrant 1,74% de ces séquences ont été iden-

tifiées comme étant des microsatellites (1 SSR pour 3,6 kb), 37% de ceux-ci étant des

polyTA. Cependant, le pourcentage de microsatellites a sans doute été mal estimé, en

particulier pour les Cg dont les extrémités se terminent par des SSR (Tableau 7.1). Pour

la même raison, le nombre total d’éléments SSR à quant à lui dû être surestimé. Chaque
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extrémité de Cg se terminant par un microsatellite a été compté comme un élément mais

il est probable qu’une partie de ces extrémités soient en réalité adjacentes. En supposant

que toutes ces extrémités SSR soient contiguës 2 à 2, un total de 42 éléments auraient

été comptés deux fois. Ce raisonnement a permis d’estimer un nombre minimum de

117 éléments microsatellites contenus dans ces séquences, soit 1 SSR pour 4,9 kb. Les

séquences des clones étaient également composées de 2,75% de régions de faible com-

plexité, dont près de 80% se sont avérées être des régions riches en TA. Ces résultats

ne semblent pas spécifiques de la région du locus S car des valeurs du même ordre de

grandeur ont été obtenues pour le clone 60A10 (Tableau 7.2).

Afin de disposer d’éléments auxquels comparer la fréquence des motifs répétés identifiés

sur nos séquences, le logiciel ReapeatMasker a été utilisé pour estimer le pourcentage de

microsatellites et de régions de faible complexité pour l’ensemble du génome d’A. tha-

liana. Nous avons obtenu 0,40% de SSR et 1,75% de régions de faible complexité. Dans

ces conditions, les séquences de chicorée, étudiées dans la région du locus S et pour le

clone 60A10, se sont révélées au moins 4 fois plus riches en SSR et 1,5 fois plus riches

en régions de faible complexité que les séquences d’A. thaliana.

7.2.2 Identification d’autres séquences répétées

Pour compléter les informations fournies par ReapeatMasker et les Blastx, les

séquences des 6 clones ont été comparées les unes aux autres par Blastn. Ces aligne-

ments ont permis d’identifier 150 régions répétées de plus de 100 pb avec une e-value

inférieure à 10−30, que ce soit intra- ou inter-clones (Tableau 7.2). Les séquences des 6

clones se sont révélées être composées de plus de 10% de ce type de séquences, longues

de 380 pb en moyenne. La plus grande région dupliquée avait une taille de 5 760 pb et

présentait plus de 97% d’identité entre les copies identifiées sur les clones Si26 (Cg C02)

et Si42 (Cg C07) (Figure 7.4). De la même façon, 13 régions distinctes du clone 60A10

se sont révélées répétées dans au moins un des 6 clones de la région du locus S. Parmi

ces régions, 2 particulièrement longues (5 053 pb et 1 179pb) étaient partagées avec le

clone Si26, avec une identité de plus de 90%. Parmi la totalité de ces séquences, 3 se

sont avérées correspondre avec un élément transposable et 5 ont présenté une homologie

avec un gène ou une séquence des banques d’EST de Cichorium sp. (cf. paragraphe 7.3

et figure 7.4).
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Tableau 7.2 – Caractérisation des abords du locus S en éléments répétés. Les éléments mobiles,
microsatellites et régions de faible complexité, ainsi que le contenu en GC ont été déterminés
grâce au logiciel RepeatMasker et aux Blastx réalisés sur la banque de peptides d’A. thaliana.
Les régions dupliquées ont été identifiées par Blastn des séquences des 6 clones sur elles mêmes
et entre elles. (a) La couverture correspond au nombre total de pb correspondant aux différents
éléments présents dans les 573,7 kb que représentent les 6 clones. (b) Ce pourcentage correspond
uniquement aux régions génomiques du clone 60A10 ayant été identifiées sur les 6 clones de la
région du locus S. (c) Les résultats présentés ont été obtenus à partir de la totalité du génome
d’A. thaliana (119 Mb, version TAIR10).

Région du locus S Clone A. thaliana (c)

Nombre Couverture(a) 60A10 Nombre
d’éléments (pb) % % d’éléments %

Retroelements LTR elements : 30 27921 4,87 4,44
dont : Ty1/Copia 19 18371

Gypsy/DIRS1 9 8470
gag protein 2 1080

Transposons 16 4228 0,74 0
dont : hobo-Activator 5 1017

En-Spm 2 78
MuDR-IS905 4 189
Tourist/Harbinger 5 2599

Non classés 3 637 0,11 1,38

Total Eléments mobiles 49 32786 5,71 5,82

Microsatellites 159 9979 1,74 2,13 10586 0,4
Région de faible complexité 307 15792 2,75 2,89 41883 1,75

Régions dupliquées 150 57067 10,45 14,53(b)

Contenu en GC 34,88 35,53 36,04

7.3 Etude de la fraction potentiellement codante à

proximité du locus S

Le fait de disposer de séquence entières de clones BAC devait notamment nous per-

mettre de mettre en place une stratégie afin d’identifier les régions potentiellement co-

dantes, c’est à dire associées à des EST et/ou des gènes annotés pour d’autres espèces. Ce

type de régions potentiellement conservées devraient, à l’avenir, apporter des points d’an-

crages permettant de passer d’une banque BAC à l’autre. Cette étude devait également

nous informer sur la richesse en gène des séquence aux abord du locus S et permettre
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de révéler une éventuelle conservation de la synténie entre la chicorée et d’autres espèces

dont le génome est séquencé. Les gènes annotés comme des éléments mobiles ont donc été

automatiquement écartés des analyses décrites ci-après et ajoutés aux résultats obtenus

avec RepeatMasker (cf. paragraphe 7.2).

7.3.1 Comparaison des séquences de chicorée et des banques

d’EST d’Asteraceae

Dans un premier temps, afin d’identifier des régions potentiellement transcrites au

sein de nos séquences, des Blastn ont été réalisés sur les banques d’EST de chicorée, de

C. endivia, de laitue (Lactuca sativa) et de pissenlits (Taraxacum sp.), qui appartiennent

à la tribu des Lactuceae (sous-famille des Cichorioideae), ainsi que du tournesol (He-

lianthus annuus), qui appartient à une sous-famille différente (Asteroideae, cf. Matériels

et méthodes p. 64). De part la proximité des séquences et du nombre important d’EST

qu’elle contient, la banque de chicorée a été la plus informative et 112 séquences uniques

(SU 19) ont été identifiées. De plus, 6 SU ont été obtenues à partir de la banque d’EST

de C. endivia (Figure 7.2). Les SU issues des autres banques se sont avérées redondantes

avec les 118 SU du genre Cichorium, tout en ayant un pourcentage d’identité plus faible.

Elles n’ont donc pas été prises en compte par la suite.

Les 118 SU ont été obtenues à partir de la même espèce (C. intybus) ou d’une espèce

très proche (C. endivia). Nous nous attendions donc à ce qu’elles s’alignent avec nos

séquences génomiques sur toute leur longueur, en dehors des régions introniques. Pour-

tant, dans près de 50% des cas, l’alignement observé représentait moins de 85 % de la SU

(Figure 7.3), cela malgré un pourcentage d’identité supérieur à 95% et en ne considérant

pas les SU potentiellement tronquées car localisées à l’extrémité des clones. Il est donc

probable qu’une partie des SU identifiées par Blastn se soit alignée sur nos séquences

en raison de la présence de motifs conservés. Nous avons donc choisi de ne considérer

comme séquence homologue que les SU dont plus de 85% de la séquence étaient alignés

avec celle de nos clones BAC. En ajoutant ce critère de sélection, nous avons réduit par

2 le nombre de SU différentes. Au final, 59 SU ont été conservées, 55 (36 contigs et 19

singletons) étant issues de la banque d’EST de la chicorée et 4 provenant de celle de

C. endivia.

19. SU : cette abréviation est utilisée pour désigner les séquences uniques au sein des banques d’EST,
c’est-à-dire, les contigs et singletons obtenus après assemblage des EST.
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Séquence clone BAC

Blastn (e-value < 10-30)

Séquences clones BAC
Alignement > 100 pb

Banques EST Asteraceae
% identité :

> 95% C. intybus
> 90% C. endivia

> 85% autres espèces

Alignement SU
> 85% de leur longueur sur la 

séquence du clone

Séquence masquée
Repeat Masker

Blastx (e-value < 10-5)
Banques peptidiques At et Vv

Alignement de la séquence peptidique At ou Vv
et de la séquence peptidique déduite de chicorée
> 50% de la longueur de la séquence At ou Vv
si position commune avec 1 SU et/ou gène At et/ou Vv

OU > 70 % de la longueur de la séquence At ou Vv

Δe-value ≥ 10-5

même famille de gènes
gène C. intybus
“homologue”

(H)

Δe-value < 10-5

gène C. intybus
“potentiellement orthologue”

(pO)

Si association à 1 SU 
tBlastn (e-value < 10-5)

1er hit = SU déjà identifiée
gène C. intybus

“potentiellement orthologue”
(pO*)

1er hit ≠ SU déjà identifiée
gène C. intybus
“homologue”

(pO-)

Séquence répétée

SU homologue

Figure 7.2 – Critères de sélection utilisés pour les différents types de Blast : Blastn, Blastx
et tBlastn. At : A. thaliana, Vv : V. vinifera, ∆e-value : rapport des e-values des 2 meilleurs
résultats de Blast.
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Chapitre 7. Caractérisation de régions génomiques au voisinage du locus S

20

30

40

50

60

Fr
éq

ue
nc

e 
(%

)

SU
At
Vv

0

10

20

30

40

50

60

≤ 50 51-70 71-85 > 85

Fr
éq

ue
nc

e 
(%

)

Fraction de séquence alignée (%)

SU
At
Vv

Figure 7.3 – Fréquences des portions de séquences des SU, des séquences peptidiques déduites
des gènes d’A. thaliana et de vigne alignées sur les séquences des clones BAC. SU : alignement
de séquences d’ADN, At et Vv : alignement des peptides d’A. thaliana et de V. vinifera sur
les peptides déduits à partir des séquences des clones BAC.

7.3.2 Composition en gènes des séquences de chicorée dans la

région du locus S

En plus de l’étude des banques d’EST, nous avons complété notre jeu de données

en associant à nos séquences des gènes annotés dans d’autres espèces de Dicotylédones

vraies. Dans le clade des Astéridées, le séquençage du génome d’une espèce appartenant

à la famille des Asteraceae, le tournesol, (Helianthus annuus), vient de débuter 20. Les

génomes de 2 espèces appartenant à la famille des Solanaceae, la pomme de terre 21 (So-

lanum tuberosum), et la tomate 22(Solanum lycopersicum), sont en cours de séquençage.

Bien que l’assemblage du génome de la tomate ne soit pas encore achevé, un nombre

important de séquences annotées et couvrant les 12 chromosomes de ce génome sont

accessibles depuis le début de l’année 2011. Le génome d’une troisième espèce (Mimu-

lus guttatus), appartenant à la famille des Phrymaceae (anciennement Scrophularaiceae,

Beardsley et Olmstead, 2002), a été séquencée mais ce génome est actuellement assemblé

sous la forme de plus de 2000 scaffolds. Par conséquent, nous avons choisi dans un pre-

mier temps 2 espèces appartenant au clade des Rosidées dont le génome a été séquencé

et assemblé en chromosomes. La première, A. thaliana, a été choisie parce qu’il s’agissait

20. Plant & Animal Genomes XVIII Conference, http://www.intl-pag.org/18/abstracts/W22_

PAGXVIII_170.html

21. http://www.potatogenome.net/index.php/Main_Page

22. http://solgenomics.net/genomes/Solanum_lycopersicum/index.pl
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’é

lé
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ré

d
ic

ti
on

s
F

ge
n

es
h

av
ec

V
.

vi
n

if
er

a
co

m
m

e
or

ga
n

is
m

e
d

e
ré
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de l’espèce modèle chez les Dicotylédones et que son génome a largement été annoté. La

seconde, la vigne (V. vinifera), a été sélectionnée car elle semblait posséder le génome le

plus proche du génome ancestral des Dicotylédones et le moins dupliqué, en comparaison

des génomes séquencés de différentes Rosidées (Jaillon et al., 2007 ; Van de Peer et al.,

2009). De plus, de même que pour A. thaliana, le génome de la vigne est presque tota-

lement assemblé en chromosomes et annoté.

7.3.2.1 Identification de gènes homologues

Etude des banques de peptides d’A. thaliana et de V. vinifera Après avoir

masqué les éléments mobiles et répétés avec le logiciel RepeatMasker, des Blastx des

séquences des clones BAC ont été réalisés sur les banques de peptides d’A. thaliana et

de la vigne. L’objectif était d’identifier des gènes homologues et parmi eux de potentiels

orthologues (Tableau 7.2). En utilisant comme critère de sélection, une e-value maxi-

mum de 10−5, 62 gènes ont été identifiés chez A.thaliana et 65 chez la vigne (Figure 7.5).

Cependant, comme pour les EST, l’alignement des séquences peptidiques déduites des

séquences génomiques avec celles des bases de données s’est avéré très partiel, avec en-

viron 55% des ces séquences alignés sur moins de 50% de leur longueur (Figure 7.3).

Nous avons donc défini des critères supplémentaires de sélection, afin d’éliminer les

résultats dus uniquement à des motifs conservés. Dans les régions où des SU avaient

été préalablement identifiées, les gènes ont été retenus lorsque leur séquence peptidique

s’alignait sur plus de 50% de leur longueur avec la séquence traduite du clone. En l’ab-

sence de SU, seules les séquences peptidiques s’alignant sur plus de 70% de leur longueur

ont été retenues.

Après avoir filtré les résultats de Blastx avec ces critères supplémentaires, 23 gènes

différents ont été conservés pour A. thaliana et 27 pour la vigne (Tableau 7.3, Figures 7.4

et 7.5). Ainsi, 15 gènes d’A. thaliana (60,8% des gènes identifiés) et 30 SU ont été po-

sitionnés dans des régions communes sur nos séquences. De même, 16 gènes de vigne

(55,5% des gènes identifiés) et 32 SU ont été positionnées dans des régions communes

sur nos séquences. Au total, près de 50% des SU ont été identifiées aux mêmes positions

que des gènes d’A. thaliana ou de vigne.

Un Blastx a ensuite été réalisé sur les bases de données de peptides d’A. thaliana et

de V. vinifera à partir des séquences des 59 SU préalablement identifiées par Blastn.

Trentre-trois d’entre elles (56%) ont présentées une homologie pour un gène, ce qui est

un pourcentage similaire à celui obtenu pour la banque totale d’EST de C. intybus (cf.

158



7.3. Etude de la fraction potentiellement codante à proximité du locus S
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Figure 7.5 – Distribution des gènes identifiés par Blastx : (a) sur les chromosomes 1 à 5
d’A. thaliana ou les génomes chloroplastique (C) et mitochondrial (M), et (b) sur les chromo-
somes 1 à 19 de la vigne, selon les différents critères de sélection appliqués (cf. figure 7.2).
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Chapitre 7. Caractérisation de régions génomiques au voisinage du locus S

Matériels et méthodes p. 65). Une partie des SU a présenté la plus forte homologie avec

les gènes gènes d’A. thaliana ou de vigne associés aux même régions génomiques. Ainsi,

24 d’entre elles correspondaient au gène d’A. thaliana et 25 au gène de vigne, identifiés

à position identique. Deux des 30 SU associées à des gènes d’A. thaliana et 5 des 32

associées à des gènes de V. vinifera ont présenté la meilleure homologie avec un gène

différent de celui identifié à partir de la séquence génomique. De plus, 3 et 4 SU, peu

ou pas chevauchantes avec des régions génomiques respectivement associées à un gène

de vigne ou d’A. thaliana, n’ont présenté d’homologie avec aucun gène. Parmi les SU

identifiées dans des régions n’ayant été associées à aucun gène d’A. thaliana ou de vigne,

3 ont présenté une homologie avec un gène d’A. thaliana et 2 avec un gène de vigne.

Ainsi, parmi les SU montrant une homologie avec une séquence d’A. thaliana et/ou de

vigne, 76% ont présenté la même homologie que la séquence génomique de chicorée avec

laquelle ces SU étaient alignées.

Etude de banques de peptides supplémentaires La réalisation de Blastx à partir

des séquences complètes de 6 clones BAC nous a permis d’identifier 23 gènes chez A. tha-

liana et 27 chez la vigne sur un total de 546,2 kb. Nous avons également pu constater que

56% des SU présentaient une homologie avec un gène d’au moins une de ces 2 espèces.

Afin de déterminer si d’autres espèces pouvaient nous apporter un supplément d’infor-

mation par rapport à A. thaliana et la vigne, des Blastx des 59 SU positionnées sur nos

séquences ont été réalisés sur les banques de peptide de 2 espèces d’Astéridées (M. gut-

tatus et S. lycopersicum) et de 2 Rosidées (Medicago truncatula et Populus trichocarpa).

Le fait d’avoir augmenté le nombre d’espèces n’a pas augmenté le nombre de gènes iden-

tifiés. Nous avons donc considéré que la recherche d’informations, quant à la richesse

en gènes des séquences de chicorée, pouvait être basée uniquement sur les banques de

peptides des espèces A. thaliana et V. vinifera, qui sont probablement les plus complètes

en terme d’annotation.

7.3.2.2 Identification de gènes potentiellement orthologues

Pour identifier les 23 gènes d’A. thaliana et les 27 gènes de vigne, seul le gène ayant

la e-value la plus faible avait été sélectionné pour une position donnée. Dans le but

d’identifier des gènes potentiellement orthologues, nous avons introduit un paramètre

supplémentaire correspondant au rapport des e-values des 2 meilleurs résultats pour une

position donnée, nommé ∆e-value (Figure 7.2). Ce paramètre nous a permis de distinguer
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ré

se
n
ta

n
t

u
n

e
h

om
ol

og
ie

av
ec

le
m

êm
e

gè
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ré
ci

sé
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2 catégories de gènes :

– des gènes potentiellement orthologues (pO), c’est à dire des gènes d’A. thaliana

ou V. vinifera présentant la meilleure homologie avec les gènes identifiés sur nos

séquences génomiques. Il s’agit des gènes ayant un ∆e-value < 10−5.

– des gènes homologues (H) associés à un ∆e-value ≥ 10−5, c’est à dire des gènes

appartenant à la même famille de gènes, mais dont nous n’avons pas pu déterminer

s’il s’agissait de la copie la plus proche de la séquence de chicorée chez la vigne

et/ou A. thaliana.

Quatre gènes d’A. thaliana et 7 de vigne se sont avérés être les seuls gènes présentant

une homologie avec la région considérée et, dans un premier temps, ont été considérés

comme des gènes pO (Tableau 7.3). Pour les autres positions, de 2 à plus de 500 gènes

présentant une forte homologie avec la séquence de chicorée ont été obtenus. En tenant

compte de la valeur de ∆e-value, 13 gènes supplémentaires ont été considérés comme

pO chez la vigne et 8 chez A. thaliana. Deux gènes supplémentaires, appartenant à

des régions dupliquées d’A. thaliana, ont été rajoutés malgré un ∆e-value supérieur à

10−5 (cf. positions 2 et 5 du tableau 7.3). En effet, le second résultat qui leur était

associé correspondait à l’autre copie de ce gène dupliqué 23. Nous avons donc obtenu 20

gènes classés comme potentiellement orthologues pour la vigne et 14 pour A. thaliana

(Figure 7.5).

N’ayant pas accès à la totalité du génome de la chicorée, il n’était pas possible de

déterminer si les gènes identifiés sur les séquences de chicorée étaient les orthologues

de ceux d’A. thaliana et de vigne. En effet, en l’absence de données sur la totalité du

génome de la chicorée, il n’était pas possible d’identifier le RBH (Reciprocal Best Hits)

de ces gènes, qui est un des critères fréquemment utilisé pour procéder à l’identification

d’orthologues (Darracq et al., 2010 ; Koonin, 2005). Toutefois, un tblastn (e-value <

10−5) des gènes pO associés à des SU a été réalisé sur les banques d’EST de Cichorium.

Cette démarche a été possible pour 9 gènes d’A. thaliana sur 14 gènes pO et pour 14

gènes de vigne sur 20 pO, les autres gènes pO n’étant pas associés à des SU. Pour

l’ensemble de ces gènes, au minimum 2 et jusqu’à 850 SU ont été obtenues et toutes les

SU déjà associées ont été retrouvées. Les SU associées à 5 gènes sur 9 pour A. thaliana

et à 8 gènes sur 14 pour la vigne ont quant à elles correspondu au meilleur résultat. Ces

gènes ont donc été considérés comme les orthologues les plus probables de nos séquences

23. Informations obtenues sur le site Plant Genome Duplication Database, http://chibba.agtec.
uga.edu/duplication/
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(pO*, tableau 7.3). Pour 4 gènes d’A. thaliana et 6 de V. vinifera, les SU associées n’ont

pas correspondu au meilleur résultat (pO−). Cela n’a pas invalidé le fait que ces gènes

étaient les homologues les plus proches de nos séquences. Toutefois, l’existence d’autres

copies de ces gènes chez la chicorée a été mise en évidence, ces copies présentant une

plus forte homologie avec les gènes d’A. thaliana ou de la vigne.

7.3.3 Les logiciels de prédiction de gènes peuvent-ils être uti-

lisés dans le cas de la chicorée ?

Les informations obtenues à partir des bases de données d’EST et de peptides

d’A. thaliana et V. vinifera ont été confrontées aux résultats obtenus en utilisant 2

logiciels de prédiction de gènes (Genscan et Fgenesh, cf. Matériels et méthodes p. 64).

Cette démarche avait pour double objectif d’éventuellement compléter les résultats obte-

nus précédemment et d’évaluer la précision de ces logiciels sur des séquences de chicorée.

En moyenne, quand A. thaliana était utilisée comme organisme de référence, 19 gènes

ont été prédits par clone (Fgenesh et Genscan). Dans le cas de la vigne comme organisme

référent, 12 gènes par clone ont été obtenus en moyenne avec Fgenesh. Pour chacun des

clones, les gènes identifiés à partir des prédictions se sont avérés positionnés les uns après

les autres, couvrant quasiment toute la longueur des séquences de chicorée. L’utilisation

de 2 espèces de références avec Fgenesh a permis d’obtenir un nombre de gènes prédits

différents. Cependant, dans la plupart des cas, les régions exoniques prédites étaient

identiques et seul le nombre d’exons par gène variait d’une espèce modèle à l’autre. Les

gènes prédits en fonction d’A.thaliana contenaient moins d’exons que ceux prédits par

rapport à la vigne. En moyenne, par prédiction et par clone, 3 gènes dont les positions

exons/introns montraient une correspondance avec des SU, au moins pour partie, ont été

obtenus. Il s’agit généralement de SU alignées avec la séquence génomique en plusieurs

fragments (probablement des exons) et pour lesquelles une correspondance a été trouvée

avec un gène d’A. thaliana et/ou de vigne.

Le fait d’utiliser des séquences correspondant aux Cg concaténés pour chacun des clones

a pu fausser en partie les prédictions de ces logiciels. Ainsi, de nombreuses prédictions

ont été faites à cheval sur des Cg dont la continuité ou l’orientation n’ont pas pu être

déterminées. Elles ne peuvent donc être prises en considération. Il n’est pas surprenant

que le meilleur résultat ait été obtenu avec le clone le mieux assemblé (Si27, cf. para-

graphe 7.1.2.1). Parmi les gènes prédits par l’un ou l’autre des logiciels, 6 d’entre eux

163
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en moyenne correspondaient totalement ou en partie avec la position de SU et/ou de

gènes identifiés chez A. thaliana et la vigne (Figure 7.4). Par conséquent, dans la me-

sure où les banques d’EST et de peptides ont apporté de nombreuses informations, ces

résultats n’ont pas été exploités plus en détails pour l’analyse des séquences génomiques

de chicorée. Pour une optimisation de l’utilisation de ces logiciels, leur adaptation aux

spécificités de la chicorée (au fur et à mesure des acquisitions de données de séquences

génomiques de chicorée et/ou d’Asteraceae) devra être envisagée, ainsi que l’utilisation

de logiciels prenant en compte les informations relatives aux EST.

7.3.4 Etude préliminaire de la conservation de la synténie

Lors de l’étude de la fraction codante des séquences de chicorée, des gènes d’A. tha-

liana et de vigne potentiellement orthologues (pO) et homologues (H) ont été identifiés

(Tableau 7.3), en fonction des critères mis en place (Figure 7.2). Cette étude avait pour

but d’estimer la richesse en gènes de nos séquences. Au delà de cet aspect, l’objectif

était également de pouvoir déterminer quels gènes pouvaient être utilisés pour étudier la

conservation de la synténie. Nous avons donc cherché à savoir s’il existait de la colinéarité

entre la position des gènes sur la carte physique de la chicorée et leurs homologues chez

6 espèces dont le génome est séquencé (Figure 7.6).

7.3.4.1 Conservation de la synténie avec A. thaliana et V. vinifera

Chez A. thaliana, lors de l’analyse préliminaire des résultats de Blastx, une

prédominance de gènes du chromosome 1 (30% des gènes identifiés) a été observées (Fi-

gure 7.5). Après avoir appliqué les différents critères de sélection donnés précédemment,

parmi les 14 gènes d’A. thaliana considérés comme pO, 5 étaient positionnés sur le chro-

mosome 1, 4 sur le chromosome 3, 2 sur le chromosomes 4 et 3 sur le chromosome 5. La

prédominance du chromosome 1 semblait avoir été conservée, mais avec une différence

moins marquée par rapport aux chromosomes 3, 4 et 5.

Chez la vigne, les résultats préliminaires ont montré une proportion importante

de gènes positionnés sur le chromosome 18 (23 sur 65 gènes identifiés). Après analyse

des résultats de Blastx, 13 des 20 gènes considérés comme pO (65%), dont 11 pO*, se

sont avérés positionnés sur le chromosome 18, les autres gènes pO étant chacun sur un

chromosome différent. La distribution de ces 13 gènes sur ce chromosome long de 30 Mb

a donc été étudié (Figure 7.7).
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Cichorium sp.

Asteridae Minulus guttatus Phrymaceae

Helianthus annuus

Lactuca sp. 
Asteraceae

g
(2216 #)

Solanum lycopersicum 
(12*, en cours)

y

Solanaceae

Vitis viniferaVitaceae

Eudicotyledonae▲

Arabidopsis thaliana 
(5*)
Populus trichocarpa 
(19*)

Salicaceae

Brassicaceae

Vitis vinifera 
(19*)

Vitaceae

Rosidae
Angiospermae

(19*)
Medicago truncatula  
(8*)

Fabaceae

MonocotyledonaeMonocotyledonae

Figure 7.6 – Arbre phylogénétique des Dicotylédones dont les données de séquence ont été
utilisées et positionnement de la chicorée, de la laitue et du tournesol. Lorsque le séquençage est
achevé, le type d’assemblage est précisé : * indique le nombre de chromosomes ou groupes de
liaison obtenu, # le nombre de scaffolds. Les événements de polyplöıdisation inférés récemment
(•) et d’hexaplöıdisation de l’ancêtre commun le plus récent (N) ont également indiqués d’après
Van de Peer et al. (2009) et Barker et al. (2008).

Ces gènes se sont avérés associés à 5 régions du chromosome 18 et répartis en groupes

de 2 à 4 gènes, plus un gène isolé à une extrémité du chromosome. Cette représentation

a permis de constater que la totalité des gènes pO identifiés, pour les clones Si26, Si42

et les 3 clones chevauchants, étaient regroupés sur des intervalles allant de 22 kb (clone

Si42) à 1 900 kb (clones Si37-Si52-Si27) sur ce chromosome. De plus, 4 des 5 gènes iden-

tifiés sur le clone Si10 se sont révélés positionnés dans un intervalle de 180 kb, le 5e gène

correspondant au gène isolé à l’extrémité du chromosome 18 de la vigne.

En s’intéressant à l’organisation des différents blocs de gènes, nous avons pu constater

que l’ordre des blocs correspondant aux clones Si42 à Si26 était conservé. Les bloc de

gènes correspondant au clone Si10 et au supercontig se sont avérés positionné de part et

d’autre du bloc correspondant au clone Si26. Les groupes de gènes correspondant aux

clones Si10 et Si42, qui sont physiquement les plus proches sur la carte physique de la

chicorée, se sont donc révélés les plus distants sur le chromosome 18 de la vigne. Les

distances physiques entre les clones Si42, Si37-Si52-Si27 et Si26 ne sont pas connues.
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Toutefois, la distance séparant le clones Si42 (86,6 kb) et le groupe de clones Si37-Si52-

Si27 (273,9 kb) a pu être estimée à la taille d’un clone BAC au maximum, c’est-à-dire

environ 100 kb (cf. figure 6.3 p.139). La région couverte par ces clones chez la chicorée

a donc été estimée à moins de 500 kb. Sur le chromosome 18 de la vigne, les groupes de

gènes correspondant à ces clones sont répartis sur un intervalle de 5,59 Mb.

Si les gènes identifiés sur les 6 clones séquencés se sont révélés représentatifs du chro-

mosome 18, les échelles de distances entre les différents groupes de gènes se sont donc

avérées très différentes.

7.3.4.2 Conservation de la synténie avec M. guttatus, S. lycopersicum,

P. trichocarpa et M. truncatula

Afin de déterminer si d’autres espèces pouvaient apporter des informations

complémentaires de celles obtenues à partir du génome de la vigne, nous nous sommes

également intéressés aux résultats générés par les Blastx des SU sur les banques de

peptides de M. guttatus , S. lycopersicum, P. trichocarpa et M. truncatula. Pour chaque

position de nos séquences génomiques, correspondant à l’alignement d’un gène d’A. tha-

liana et/ou de vigne, nous avons sélectionné la SU qui présentait la plus forte homologie

parmi toutes les SU alignées à cette position. Nous avons ensuite étudié la distribution

des gènes obtenus sur les groupes de liaison et scaffolds de ces 4 espèces.

Chez M. guttatus, 16 gènes ont été identifiés, 11 pouvant être considérés comme

des gènes pO (∆e-value< 10−5) et 5 comme des gènes H (∆e-value> 10−5). Les gènes

identifiés chez M. guttatus se sont avérés localisés sur 8 scaffolds différents. Sur 3 de ces

8 scaffolds, plusieurs gènes ont été positionnés :

– 4 gènes pO et 2 gènes H sur le scaffold 2 (4,6 Mb),

– 1 gène pO et 2 gènes H sur le scaffold 98 (1,2 Mb),

– 1 gène pO et 1 gène H sur le scaffold 58 (1,3 Mb).

De plus, en considérant qu’il n’était pas possible de trancher entre 1er et 2nd résultat,

lorsque la valeur de ∆e-value était inférieure à 10−5, 1 gène supplémentaire positionné

sur le scaffold 98 et 2 sur le scaffold 2 ont été identifiés. Les gènes du scaffold 2 se

sont révélés représentatifs de ceux présents sur le clone Si10 et le supercontig et ont été

positionnés dans un intervalle total de 2,13 Mb. Les gènes du scaffold 98 ont été associés

uniquement aux gènes présents sur le supercontig dans un intervalle de 190 kb.

La distribution des gènes sur les scaffolds 2 et 98 a montré que ceux-ci étaient regroupés

en blocs de 2 à 4 gènes (Figure 7.8), sur des intervalles allant de 30 à 200 kb. Deux
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Figure 7.7 – Distribution des gènes pO et H(*) du chromosome 18 de la vigne et comparaison
avec leur distribution sur les clones de la région du locus S. Chaque numéro correspond à 1 gène
(cf. Position dans le tableau 7.3). Un code couleur a été défini pour chaque clone ou groupe de
clones chevauchants, seuls les gènes présents sur le chromosome 18 étant surlignés sur la carte
physique de la chicorée. Les clones Si27, Si37 et Si52 ont été réunis pour ne former qu’une seule
séquence. Les régions des clones surlignées en bleu correspondent aux Cg ayant été positionnés
et orientés. 167
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gènes associés au clone Si42 ont été identifiés, chacun sur un scaffold, à l’extrémité d’un

bloc correspondant aux gènes associés aux clones Si37-Si52-Si27. Des distances de 50 kb

(scaffold 2) et 60 kb (scaffold 98) ont été calculées entre les gènes homologues du clone

Si42 et des clones Si37-Si52-Si27. De plus, alors que sur le scaffold 98, les gènes présents

sur les 3 clones chevauchants ont été observés dans un intervalle de 130 kb, sur le scaffold

2, ils se sont avérés répartis en 2 blocs distants de 1, 24 Mb. Enfin, comme chez la vigne,

les gènes correspondant au clone Si10 ont été positionnés à l’opposé du gène homologue

sur le clone Si42.

Chez S. lycopersicum, 14 gènes différents ont été identifiés (8 pO et 6 H), localisés

sur 6 chromosomes différents. Sur 2 d’entre eux, plusieurs gènes ont été identifiés :

– 5 gènes pO et 1 gènes H sur le chromosome 4 (64,06 Mb),

– 2 gènes pO et 1 gène H sur le chromosome 12 (65,49 Mb).

De plus, en considérant les 2e résultats de blast des gènes H, 3 gènes supplémentaires po-

sitionnés sur le chromosome 4 ont été identifiés. Les gènes représentés sur le chromosome

12 correspondent à des gènes sur les clones Si10 et Si42, chaque gène étant distant de

plusieurs Mb. Les homologues des gènes positionnés sur le chromosome 4 se sont avérés

représentatifs des gènes présents sur les clones séquencés, excepté pour le clone Si42.

Toutefois, un gène correspondant à ce clone à été identifié en 2e résultat d’un gène pO

positionné sur le chromosome 12.

La disposition des gènes du chromosome 4 a révélé 3 blocs de 2 à 5 gènes (Figure 7.8).

La taille des blocs de gènes variait entre 70 kb (gènes homologues à ceux des clones

Si10 et Si26) et 210 kb (gènes homologues à ceux des 3 clones chevauchants). Les blocs

correspondant aux gènes des clones Si26 et Si37-Si52-Si27 se sont révélés adjacents, dis-

tants de 450 kb et séparés par 4,46 Mb du bloc de gènes présents sur le clone Si10 .

Le gène représentant le clone Si42, à quant à lui, été positionné à 260 kb du bloc de

gènes homolgues sur les clones Si37-Si52-Si27. Sur le chromosome 4, la disposition des

blocs de gènes s’est révélée analogue à la disposition des gènes sur la carte physique de

la chicorée.

Chez P. trichocarpa, 16 gènes ont également été identifiés (8 pO et 8 H) sur 7

groupes de liaison différents. Douze des 16 gènes ont été positionnés sur 3 groupes de

liaisons :

– 7 gènes (2 pO et 5 H) sur le groupe de liaison 2 (23,3 Mb),

– 3 gènes (2 pO et 1 H) sur le groupe de liaison 5 (25,5 Mb),

– 2 gènes (1 pO et 1 H) sur le groupe de liaison 14 (17,5 Mb).
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Chapitre 7. Caractérisation de régions génomiques au voisinage du locus S

De plus, 1 gène positionné sur le groupe de liaison 14, 2 sur le groupe de liaison 2 et 4 sur

le groupe de liaison 5 ont également été identifiés, en considérant les seconds résultats

de Blast pour des valeurs de ∆e-value < 10−5. Les gènes positionnés sur le groupe de

liaison 2 se sont avérés représentatifs de leurs homologues identifiés sur les 6 clones de

chicorée. Les gènes positionnés sur les groupes de liaison 5 et 14 correspondaient à des

gènes présents sur le supercontig et le clone Si26 (LG5), et sur le clone Si10 (LG14).

Sur ces 3 groupes de liaison, la distribution des gènes a mis en évidence des blocs de 2 à

3 gènes couvrant des intervalles compris entre 10 et 100 kb (Figure 7.8). Sur le groupe

de liaison 14, 3 gènes (clone Si10) ont été localisés dans un intervalle de 60 kb. Les 3

blocs de gènes correspondant aux clones du supercontig et au clone Si26, sous le locus

S, ont présentés un ordre similaire à celui des clones sur la carte physique de la chicorée.

Ces 3 blocs sont répartis sur 360 kb sur le groupe de liaison 2 et 430 kb sur le groupe de

liaison 5, les intervalles entre les blocs étant compris entre 70 et 180 kb. Sur le groupe

de liaison 2, le bloc de 2 gènes homologues des gènes du clone Si10 a été positionné dans

un intervalle de 40 kb, distant de 3,71 Mb du bloc correspondant aux gènes du clone

Si26. Là encore, le bloc de gène correspondant au clone Si10 a été positionné à l’opposé

de celui correspondant aux gènes du clone Si42.

Chez M. truncatula, 14 gènes ont été identifiés dont la moitié (5 pO et 2 H) a

été positionnée sur le chromosome 1. Ces 7 gènes se sont avérés homologues des gènes

identifiés sur le clone Si10 et le supercontig. Un bloc de gènes de 20 kb (Si10), ainsi

qu’un bloc de 260 kb, correspondant à des gènes présents sur le supercontig, ont été

observés (Figure 7.8). Une distance de 22,62 Mb sépare les 2 blocs de gènes.

L’observation de la distribution des gènes sous forme de blocs compris dans des

intervalles de 10 à plusieurs centaines de kb a donc mis en évidence l’existence d’une

colinéarité entre les séquences de chicorée et des régions chromosomiques de V. vinifera,

M. guttatus , S. lycopersicum, P. trichocarpa et M. truncatula. Pour chaque espèce, sur

un même chromosome, groupe de liaison ou scaffold, au moins 3 blocs correspondant à

des gènes identifiés sur 3 clones différents ont été trouvés. Ces observations suggèrent

qu’il existe une relative conservation de la synténie entre la région du locus S de la

chicorée et des régions chromosomiques de ces 5 espèces.

Chez, M. guttatus , S. lycopersicum et P. trichocarpa, les blocs de gènes associés aux

clones qui encadrent le locus S ont de plus été identifiés dans des intervalles allant

de 2,22 Mb à 5,26 Mb, ce qui correspond à des distances physiques vraissemblablement
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7.3. Etude de la fraction potentiellement codante à proximité du locus S

comparables avec la région étudiée chez la chicorée. En effet, la région du locus S (3,16 cM

en moyenne) correspond à environ 5% de la longueur totale du groupe de liaison 2. Si

on tient pour constant le rapport Mb/cM, la taille physique de cette région est estimée

à 4,7 Mb. De plus, parmi ces 3 espèces, seul le chromosome 4 de la tomate présente

une organisation des blocs de gènes similaire à celle observée sur la carte physique de la

chicorée.
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Chapitre 8

Discussion

Deux étapes principales sont nécessaires au clonage positionnel d’un locus : une

carte génétique fine et une carte physique de la région d’intérêt. La première carte est

nécessaire à l’initiation de la seconde, qui permet d’enrichir la première. De nombreux

allers-retours entre ces cartes sont réalisés avant d’atteindre le locus recherché. A par-

tir de là seulement, chacune de ces cartes peut être considérée comme réellement achevée.

Dans le cadre du clonage positionnel du locus S chez la chicorée, la carte génétique

fine présentée dans la partie I a constitué le point d’ancrage permettant d’initier la

marche chromosomique. Deux contigs et un supercontig ont été construits (cf. figure 6.3

p.139). En se référant à la carte génétique obtenue à partir des méioses mâles, les contigs

correspondants aux marqueurs TACG et EU12G02 ont été positionnés de part et d’autre

du supercontig.

Du fait de l’importance des distances génétiques séparant les locus TACG et TTAA

(1,34 cM) d’une part, et aacc134 et EU12G02 (3,43 cM) d’autre part, il n’est pas sur-

prenant de n’avoir pas pu relier physiquement les 3 contigs de clones. Le supercontig a

permis de couvrir la distance génétique séparant les marqueurs TTAA et aacc134, soit

un intervalle de 0,47 cM. De plus, il s’étend au delà de chacun de ces marqueurs. Ce

supercontig correspond à une distance physique d’au moins 360 kb (somme des tailles

des séquences des 3 clones chevauchants, Si37, Si52 et S27, et du clone Si42). Le mar-

queur Si30t7, défini à partir d’un BES et cartographié sur la carte haute résolution, a

permis d’orienter le supercontig par rapport au locus S. Les marqueurs Si30t7 et aacc134

sont présents sur un même clone (Si27) et sont distants de moins de 50 kb. Au moins 2

évènements de recombinaison ont été observés dans cet intervalle.
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Chapitre 8. Discussion

Les séquences obtenues à partir des clones correspondant à des régions génomiques

proches du locus S ont permis de déterminer les premiers rapports distance phy-

sique/distance génétique (Mb/cM) dans cette région.

Entre les marqueurs TTAA et Si35t7, présents sur le clone Si37 et séparés d’au moins

77 kb, aucun évènement de recombinaison n’a été observé. Comme le marqueur Si35t7

est peu informatif (2 allèles codominants) et qu’il est monomorphe dans les populations

E, F et G (n = 787), le génotype des individus recombinants de ces populations n’a

pu être déterminé. Ces résultats n’ont donc pas permis de conclure quant à la nature

du rapport Mb/cM dans cette région. On peut toutefois supposer que, puisqu’aucun

évènement de recombinaison n’a été observé dans les populations B, H, M (pour les

méioses mâles et femelles, n = 1720) et D (méioses femelles, n = 317), la fréquence de

recombinaison entre TTAA et Si35t7 est probablement très faible.

Les marqueurs Si30t7 et aacc134, présents sur le même clone (Si27), sont distants de

moins de 50 kb. Cependant, du fait du caractère dominant de aacc134, le génotype

complet de certains individus recombinants n’a pu être déterminé pour ce marqueur.

Néanmoins, un minimum de 2 évènements de recombinaison a été observé. Un rapport

distance génétique/distance physique maximal a donc été calculé pour les méioses mâles

(0,7 Mb/cM), aucun recombinant n’ayant été observé à partir des méioses femelles.

Enfin, l’estimation la plus fiable du rapport Mb/cM a été obtenue à partir de l’intervalle

compris entre les marqueurs TTAA et aacc134 : 0,5 Mb/cM pour les méioses mâles et

2,2 Mb/cM pour les méioses femelles. La moyenne de ces 2 rapports est de 1,35 Mb/cM,

ce qui est similaire à l’estimation de 1,5 Mb/cM faite sur l’ensemble du génome, à partir

de la carte génétique consensus, qui a été construite sans distinction des méioses mâles et

femelles (Cadalen et al., 2010). La différence observée entre les cartes génétiques mâles

et femelles (cf. chapitre 4) se répercute ici sur le rapport distance physique/distance

génétique.

A partir de ces résultats, en considérant que le rapport Mb/cM reste constant

dans cette région chromosomique, la distance entre TTAA et le locus S a été estimée

à plusieurs centaines de kb (entre 0,5 et 0,8 Mb). En prenant en compte le clone

Si42 (86,6 kb), identifié au delà du marqueur TTAA, la distance restant à parcourir

correspondrait donc à 4 à 8 clones BAC supplémentaires.

Les résultats du chapitre 4 ont montrés que la différence des fréquences de recombi-

naison entre méioses mâles et femelles n’était pas causée par le locus S. La question qui
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se pose maintenant est de savoir si le rapport Mb/cM restera constant jusqu’au locus

S, indépendamment de la différence de fréquence de recombinaison observée entre les

méioses mâles et les méioses femelles. L’évolution du rapport distance physique/distance

génétique peut dépendre de la position du locus S sur le chromosome et de la taille de la

région hypervariable encadrant le locus S. Selon les espèces considérées, dans la région du

locus S, 1 cM peut correspondre quelques centaines de kb chez Ipomoea trifida (313 kb

pour 0,57 cM) ou Brassica oleracea (118 kb pour 0,3 cM), ou bien à plusieurs Mb chez

Petunia inflata (4,4 Mb pour 0,25 cM) (Casselman et al., 2000 ; Suzuki et al., 2004 ;

Tomita et al., 2004b ; Wang et al., 2003). Pour les 2 premières espèces citées, le locus

S a été positionné à l’extrémité d’un chromosome, alors qu’il est localisé à proximité

du centromère pour P. inflata (cf. tableau 5.2 p.122). Cette position sub-centromérique

explique ce rapport extrêmement élevé.

Le marqueur le plus distal du groupe de liaison 2 sur la carte consensus (Cadalen et al.,

2010), EU08B02, a été cartographié à 0,24 cM du locus S. Plusieurs observations cy-

tologiques des chromosomes de chicorée ont permis de constater qu’aucun des chro-

mosomes n’était télocentrique (Doré et al., 1996 ; Ge et al., 2002 ; Haque et Godward,

1984 ; Ma et al., 1984 ; Rambaud et al., 1992). D’autre part, le rapport Mb/cM calculé

dans la région située à 1 cM sous le locus S, est similaire au rapport estimé sur l’ensemble

du génome. Ces éléments suggèrent que le locus S, positionné à l’extrémité du groupe

de liaison 2 chez la chicorée, ne se trouve pas au niveau d’un centromère.

Dans ce contexte, on s’attend cependant à une augmentation du rapport Mb/cM

à mesure que la marche chromosomique avancera vers le locus S, ainsi qu’à une

suppression de la recombinaison au niveau du locus S. Néanmoins, la distance physique

délimitant le locus S devrait être du même ordre que chez Ipomoea trifida ou Brassica

oleracea, soit quelques centaines de kb.

L’accès à des séquences génomiques nous a permis de réaliser la première étude

génomique de la chicorée sur 546 kb, soit 0,04% de son génome. Une des hypothèses for-

mulées pour expliquer l’absence de recombinaison au niveau du locus S est l’hétérogénéité

de structure des séquences des différents haplotypes. Cette hétérogénéité pourrait no-

tamment être causée par la présence d’éléments répétés, comme cela a été observé chez

P. inflata, Papaver rhoeas, I. trifida ou les Brassicaceae, que ce soit des éléments trans-

posables ou des microsatellites (McCubbin et al., 2000 ; Sherman-Broyles et Nasrallah,

2008 ; Tomita et al., 2004b ; Wheeler et al., 2003). Pour cette raison, nous nous sommes
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Chapitre 8. Discussion

intéressés à la composition des séquences en éléments répétés.

La composition en éléments transposables à proximité du locus S a été estimée à

5,71% pour les séquences des inserts, et 11,7% pour les BES. Les résultats obtenus pour

d’autres espèces (Tableau 8.1) sont compris entre 8,95% pour les BES de clémentines

(Terol et al., 2008) et 41,4% sur l’ensemble du génome de la vigne (Jaillon et al., 2007).

La composition de nos séquences en éléments transposables ne semble donc pas parti-

culièrement élevée, dans la mesure où l’ensemble des éléments présents a pu être identifié.

Il est cependant difficile d’extrapoler à l’ensemble du génome, étant donné la faible pro-

portion de séquences analysée. En effet, le pourcentage en éléments transposables varie

du simple au double lorsqu’on étudie soit les séquences des inserts, soit les BES. De

plus, la répartition de ces éléments n’est probablement pas homogène sur le génome,

comme cela a été montré chez A. thaliana. Chez cette espèce, les séquences situées

au niveau du centromère sont composées de 27% d’éléments transposables alors que

par ailleurs, ils représentent seulement 3% des séquences (Wright et al., 2003). Enfin, les

éléments transposables évoluent très rapidement. Ainsi, au sein d’une espèce donnée, des

éléments qui lui sont spécifiques peuvent être identifiés (Cavagnaro et al., 2009). L’uti-

lisation d’A. thaliana comme espèce de référence lors de la recherche de ces éléments a

donc permis d’identifier la fraction d’éléments mobiles homologues entre A. thaliana et

la chicorée, mais probablement pas tous les éléments transposables.

Cette étude a également révélé plus de 10% de séquences répétées sur nos 6 clones. Il

en est de même pour 14,5 % de la séquence du clone 60A10 (sur le groupe de liaison 5)

qui contient 2 régions de plus de 1 000 pb retrouvées sur les clones séquencés au voisi-

nage du locus S. Parmi ces régions répétées, seulement 3 présentent une homologie avec

un élément transposable identifié à partir des banques de données d’A. thaliana. Il est

donc possible que parmi ces séquences, une partie corresponde à des éléments mobiles

spécifiques de C. intybus .

Le nombre de Cg obtenu pour les clones de chicorée (14 Cg en moyenne par clone)

s’est toujours révélé supérieur à celui obtenu pour des espèces dont le séquençage de

clones BAC a été réalisé simultanément par le CNRGV. Nous avons également constaté

que la moitié des extrémités des Cg s’achevait par un motif microsatellite. La fréquence

d’éléments microsatellites dans la région étudiée (1 SSR pour 4,9 kb minimum) semble

du même ordre que celle observée pour d’autres espèces (de 1 SSR pour 1,2 kb chez le

riz à 1 SSR pour 6,3 kb chez A. thaliana, cf. tableau 8.1). Cependant, le pourcentage de

ces éléments (1,75%) est de 2 à plus de 4 fois plus élevé chez la chicorée par rapport à
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Tableau 8.1 – Composition génomique en éléments répétés pour différentes espèces. * Esti-
mation de la distance moyenne entre SSR (kb). GSS : Genome Survey Sequences, g : génome,
chr : chromosome.

Microsatellites Éléments
Espèce % Fréquence* répétés(%) Source des séquences Référence

C. intybus 1,75 3,6 à 4,9 5,71 BAC (∼ 0,4% g) Cette étude
C. intybus 1,2 11,7 BES (∼ 0,004% g) Cette étude
A. thaliana 0,4 11,2 Génome Cette étude
A. thaliana 10,00 Génome Initiative (2000)
A. thaliana 3,0 10 Génome Terol et al. (2008)
A. thaliana 1,1 Génome Lawson et Zhang (2006)
A. thaliana 0,75 2,4 Génome Grover et Sharma (2007)
A. thaliana 3,3 GSS Cavagnaro et al. (2009)
A. thaliana 6,3 GSS Hsu et al. (2011)
Solanum lycopersicum 5,3 GSS Cavagnaro et al. (2009)
Solanum tuberosum 3,7 GSS Cavagnaro et al. (2009)
Riz 1,2 Génome Lawson et Zhang (2006)
Citrus clementina 5,0 8,95 BES (∼ 8% g) Terol et al. (2008)
Carica apaya 2,3 16,2 BES (∼4,7% g) Lai et al. (2006)
Brassica rapa 5,6 14 BES (∼ 1,5% g) Hong et al. (2006)
V. vinifera 0,86 2,1 41,4 Génome Jaillon et al. (2007)
V. vinifera 2,9 GSS Cavagnaro et al. (2009)
V. vinifera 5,9 GSS Hsu et al. (2011)
Daucus carota 0,18 7,6 11,87 BES (∼ 0,3% g) Cavagnaro et al. (2009)
Phalaenopsis equestris 4,8 BES Hsu et al. (2011)
Oryza sativa 9,1 GSS Hsu et al. (2011)
Triticum aestivum 0,2 76,3 BES (∼ 1,1% chr 3B) Hsu et al. (2011)

d’autres espèces. Ces résultats suggèrent que, pour les séquences étudiées, les microsatel-

lites seraient plus longs que pour les autres espèces citées dans le tableau 8.1. Toutefois,

il existe une hétérogénéité importante des résultats obtenus pour la même espèce, selon

la méthode de détection ou l’origine des séquences utilisées (par exemple 1 SSR pour 1,1

à 6,3 kb pour A. thaliana, cf. tableau 8.1). Le génome d’A. thaliana a donc été analysé

dans les mêmes conditions que les séquences de chicorée, afin de comparer les pourcen-

tages obtenus pour ces 2 espèces. Les résultats obtenus pour A. thaliana ont révélé un

pourcentage de SSR plus faible que ceux présentés dans le tableau 8.1 (0,4% avec 1 SSR

pour 11,2 kb). Cela indique donc que, même si le logiciel RepeatMasker ne détecte pas la

totalité des régions contenant des microsatellites, les séquences de chicorées à proximité

du locus S, comme au voisinage du locus de la stérilité mâle (clone 60A10), semblent

particulièrement riches en éléments de ce type.

Le pourcentage, apparemment élevé de ces éléments dans nos séquences, peut sans
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Chapitre 8. Discussion

doute expliquer en partie les difficultés rencontrées lors de l’assemblage des séquences.

Cependant, la technique de séquençage et le processus d’assemblage des séquences

peuvent également avoir introduit un biais dans l’estimation du pourcentage de SSR

observé dans les séquences de chicorée. Afin de pouvoir conclure sur la composition

exacte de nos séquences en éléments SSR, il faudrait, pour une même séquence, pouvoir

disposer de résultats obtenus à partir de différentes techniques de séquençage.

L’étude des éléments répétés présents dans les séquences génomiques de chicorée

nous a également permis de reconsidérer les résultats obtenus lors de la marche chro-

mosomique. Dans un premier temps, nous avions pour objectif d’avancer conjointement

sur les 2 banques BAC, l’une construite à partir d’un génotype homozygote au locus S,

l’autre provenant d’un génotype hétérozygote. Lorsqu’un seul haplotype était considéré,

la construction de contigs n’a posé aucun problème. Nous avons constaté que, pour des

clones obtenus à partir d’haplotypes différents, cette construction était complexe et que

les résultats obtenus pouvaient être incohérents. Ces problèmes ont confirmés l’impor-

tance de disposer d’un génotype homozygote pour au moins une des 2 banques BAC.

Pour construire les contigs, nous ne disposions que de l’information limitée contenue

dans les BES. Nous avons tout d’abord supposé que cette complexité d’assemblage pou-

vait être liée à l’une des caractéristiques associées au locus S en général, c’est à dire

la localisation dans une région fortement divergente entre haplotypes. Il est certain que

le polymorphisme entre haplotype est pour partie responsable de ces difficultés. En ef-

fet, l’amplification de certains BES s’est avérée spécifique d’un haplotype donné, ce qui

peut s’expliquer par la présence de SNP, ou l’absence des séquences cibles au niveau

du site d’hybridation des amorces. Dans certains cas, cependant, des BES, présents uni-

quement sur les clones d’un haplotype donné, ont été amplifiés sur l’ADN génomique

d’individus de différents haplotypes et se sont révélés monomorphes. La composition des

BES en éléments transposables, près de 12%, soit le double de l’estimation faite sur les

séquences des inserts totaux, pourrait expliquer ces résultats. La présence de séquences

répétées, qui représentent 10,45% des 546 kb séquencés, pourraient également être as-

sociées à ces résultats. Ainsi, les BES pour lesquels aucune homologie avec un élément

transposable n’a été trouvée peuvent tout de même correspondre à des régions répétées.

Avant même de disposer d’informations à propos des séquences génomiques, des critères

stricts de sélection des clones ont été appliqués :

– étude de la présence/absence des BES de la totalité des clones identifiés avec une
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même sonde afin de construire un contig,

– dans un contig, positionnement obligatoire des BES d’un clone aux extrémités de

celui-ci,

– utilisation des BES pour lesquels un seul produit d’amplification est obtenu à partir

de l’ADN génomique.

Cette stratégie de construction des contigs s’est révélée adaptée à la complexité de la

région génomique étudiée. Les clones obtenus à partir de la banque CinS1S4 et provenant

de 2 haplotypes ne permettant pas de respecter les critères de sélection définis, nous nous

sommes concentrés sur la banque CinS2S2. Un facteur supplémentaire dans la validité

des contigs est le nombre de clones à partir desquels ils ont été construits. Plus le nombre

de clones obtenus est important, plus il est facile d’identifier les incohérences lors de la

construction des contigs. Si le nombre de clones identifiés à partir d’une sonde dépasse la

couverture de la banque, comme cela a été le cas pour la sonde tgct160, alors ces clones

doivent être utilisés avec prudence, voir exclus de la marche chromosomique, comme

nous avons choisi de le faire.

La prise en compte de tous ces paramètres, et l’utilisation d’une banque construite

à partir d’un génotype homozygote dans la région du locus S, ont permis d’obtenir

des résultats fiables, comprenant la construction d’un supercontig et l’orientation de la

marche chromosomique vers le locus S.

Les déterminants potentiels de l’AI identifiés pour I. trifida et le déterminant mâle

des Papaveraceae ne présentent aucune homologie avec des gènes identifiés chez d’autres

espèces (Rahman et al., 2007b ; Wheeler et al., 2010). Le déterminant femelle des Pa-

paveraceae, quant à lui, appartient à une famille de gènes référencée, mais dont la fonc-

tion est inconnue (Wheeler et al., 2010). Toutefois, des gènes appartenant à une famille

connue ont également été recrutés pour remplir la fonction de déterminant mâle ou fe-

melle de l’AI, comme par exemple chez les Brassicaceae, où le gène SRK appartient à

la famille des récepteurs kinases (Stein et al., 1991). Les déterminants de l’AI chez la

chicorée peuvent donc ne présenter aucune homologie avec les gènes présents dans les

bases de données, ou appartenir à une famille de gènes connue.

Jusqu’à ce jour, il n’existait pas d’informations sur la composition des séquences

génomiques de la chicorée et aucun génome d’Asteraceae n’est encore séquencé. Par

conséquent, il était nécessaire de déterminer quels outils pouvaient être utilisés afin

d’identifier des gènes à partir de séquences génomiques de chicorée.

A partir des Blastn et Blastx, réalisés à partir des séquences génomiques, 31 régions
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distinctes présentant une forte homologie avec un gène d’A. thaliana et/ou de V. vinifera

ont été identifiées, ce qui correspond à 23 et 27 gènes différents respectivement pour

chacune de ces espèces (cf. tableau 7.3 p.161). Un plus grand nombre de gènes homologues

et potentiellement orthologues ont été trouvés chez la vigne, ce qui en fait une espèce au

moins aussi propice qu’A. thaliana pour identifier des séquences potentiellement codantes

chez la chicorée. Un nombre important d’informations a donc été apporté, malgré la

distance phylogénétique importante entre la chicorée et les 2 espèces choisies comme

références.

Lors de l’utilisation de logiciels de prédiction de gènes, peu des gènes prédits se

sont trouvés associés à des SU, si celles-ci ne présentaient pas par ailleurs d’homologie

avec des gènes des espèces de référence. De plus, un grand nombre de prédictions a été

obtenu dans des régions génomiques où aucun gène et SU n’ont été identifiés. Cela a

mis en évidence les limites associées à cette approche, lorsqu’elle était utilisée seule.

De plus, selon le logiciel et l’espèce de référence choisie, la structure des gènes prédits

s’est avérée différente. Enfin, le fait de ne disposer que d’assemblages partiels des clones

BAC a également généré un biais dans la prédiction des gènes. Ainsi, l’optimisation du

paramétrage de ce type de logiciels pour prédire des gènes à partir du génome de la

chicorée sera donc nécessaire. En particulier, il sera important d’intégrer les données

d’alignement des SU sur les séquences génomiques afin de mieux définir, par exemple,

les sites de jonction exon/exon.

Par ailleurs, nous avons recherché des gènes potentiellement orthologues, c’est-à-

dire des gènes ayant divergé en raison d’un évènement de spéciation, regroupés sur un

même chromosome ou sur une portion de chromosome. L’objectif était d’identifier une

potentielle conservation de l’ordre de ces gènes (synténie) entre la chicorée et 6 espèces

de Dicotylédones. La conservation de la synténie a été observée à de nombreuses reprises

pour des espèces proches (par exemple : Feng et al., 2009 ; Mun et al., 2009 ; Yan et al.,

2004) ou plus distantes (par exemple : Cenci et al., 2010 ; Timms et al., 2006). Elle peut

être étudiée à l’échelle du génome ou de chromosomes entiers (macrosynténie) ou à une

échelle plus réduite de quelques Mb, voir quelques kb (microsynténie).

A partir des gènes d’A. thaliana et de vigne, présentant des homologies avec les

séquences de chicorée, nous avons tenté de distinguer ceux pouvant être considérés comme

des orthologues. S’il est facile de définir la notion d’orthologie en théorie, il est plus

difficile d’identifier 2 gènes orthologues, d’autant plus que les espèces comparées sont
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éloignées. Un des facteurs cruciaux dans l’identification d’orthologues est la réciprocité

du résultat de meilleur homologue, mais cela implique de disposer de la totalité du

génome des espèces comparées, ce qui n’est pas le cas de la chicorée (Koonin, 2005).

Cependant, disposant d’importantes collections d’EST de C. intybus et C. endivia, ces

ressources ont été utilisées pour réaliser des Blast inverses, à partir de certains gènes

d’A. thaliana et de V. vinifera. Environ la moitié des gènes testés ont été identifiés

comme les homologues les plus proches des séquences de chicorée étudiées. Néanmoins,

malgré l’importance des banques d’EST de Cichorium sp. (129 106 SU au total), des

séquences absentes de ces banques pourraient présenter une meilleure homologie avec ces

gènes. L’autre moitié des gènes a présenté une homologie plus forte pour des séquences

différentes de celles associées aux clones BAC. Dans ce cas, cela signifie que les gènes

identifiés sur les séquences à proximité du locus S ne sont pas des copies uniques. Ces

résultats ne sont pas surprenant, notamment lorsque de nombreux résultats avaient été

obtenus à partir des Blastx (par exemple pour les positions 23 ou 29, cf. tableau 7.3

p.161).

Les résultats obtenus lors de la comparaison avec le génome de vigne ont mis en évidence

une colinéarité relative entre des gènes du chromosome 18 de la vigne et leurs homologues

sur la carte physique de la chicorée. En effet, pour chaque clone (Si10, Si42 et Si26) ou

groupe de clones (Si37, Si52 et Si27), un bloc comprenant des gènes potentiellement

orthologues et homologues a été identifié. Ces différents groupes de gènes sont séparés

les uns des autres par plusieurs Mb et distribués sur un intervalle total de plus de 12 Mb.

Il existe donc une importante différence entre la taille estimée de la région du locus S

(4,7 Mb, cf. figure 7.3.4.2 p.171) et la région colinéaire sur le chromosome 18 de la vigne.

Cependant, au niveau local, les distances sur lesquelles sont positionnés ces blocs de

gènes avoisinent les 200 kb en moyenne, ce qui est comparable aux tailles des séquences

des 6 clones étudiés.

Ces observations suggèrent que, pour étudier la conservation de la synténie, il n’est

pas nécessaire de sélectionner uniquement les gènes considérés comme orthologues mais

plutôt de considérer tous les gènes (homologues et orthologues) appartenant au même

bloc chez l’espèce utilisée pour la comparaison (Koonin, 2005). Par conséquent, les gènes

précédemment écartés de nos analyses, car présentant un alignement trop faible, devront

être également pris en considération.

Des blocs de gènes homologues ont également été mis en évidence chez 4 autres

espèces, 2 Astéridées (M. guttatus et S. lycopersicum) et 2 Rosidées (P. trichocarpa et
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M. truncatula), en réalisant des Blast des SU de chicorée sur les banques de peptides. Un

ordre ABCD représentatif des positions relatives des clones Si10, Si42, du groupe de clone

Si37-Si52-Si27 et du clone Si26 sur la carte physique de la chicorée a été défini, chaque

lettre étant associée au bloc de gènes homologues pour les différentes espèces étudiées.

Les chromosomes, groupes de liaison ou scaffolds présentant le plus grand nombre de

blocs ont été schématisés sur la figure 8.1.

Chez M. truncatula, la conservation de la synténie a été observée principalement pour 2

blocs de gènes répartis sur le chromosome 1. Un intervalle de plus de 22 Mb sépare le bloc

A (région au dessus du locus S ) des blocs B et C (régions sous le locus S ). Comme chez la

vigne, la distribution des blocs est observée sur une grande portion du chromosome. Chez

M. guttatus et P. trichocarpa, la conservation de la colinéarité des gènes a été observée

sur plusieurs groupes de liaison ou scaffold. Dans de nombreux cas, le premier et le second

meilleur résultat étaient relativement proches en terme de e-value. Ils correspondaient

de façon récurrente à 2 régions, l’une et l’autre étant tour à tour meilleur ou second

résultat. Il s’agit probablement de région dupliquées et colinéaires chez ces espèces. Chez

la tomate et M. guttatus , les 2 espèces appartenant au clade des Astéridées, les gènes

correspondant aux blocs A, B et C se sont avérés regroupés sur le chromosome 4 chez

la tomate et le scaffold 2 pour M. guttatus , sur des régions respectivement de 5,26 Mb

et 2,22 Mb. Chez P. trichocarpa, le groupe de liaison 2 réuni des blocs A, B, C et D, le

bloc A étant séparés des blocs B, C et D par près de 4 Mb.

Pour ces 3 espèces, la répartition des blocs est observée sur des régions chromoso-

miques de taille comparable à celle estimée chez la chicorée, leurs génomes semblent

donc de bons candidats pour étudier la conservation de la synténie avec le génome

de la chicorée. L’ordre ABC a été conservé uniquement chez la tomate, alors que

chez les autres espèces (V. vinifera, M. guttatus et P. trichocarpa) on observe une

inversion commune, avec une disposition de type BCDA ou BCA des groupes de

gènes. M. guttatus et la tomate sont des espèces appartenant au même sous-clade

(Euasteridée I). Cependant, elles présentent une organisation différente des blocs de

gènes. Néanmoins, l’assemblage du génome de M. guttatus en chromosomes n’étant

pas encore achevé, l’organisation des blocs de gènes est à considérer avec prudence. La

chicorée (Euastéridée II) et la tomate, qui appartiennent à des sous-clades différents,

semblent présenter une organisation similaire des blocs de gènes étudiés.

La marche chromosomique vers le locus S a été orientée à partir du marqueur TTAA
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à
u

n
b

lo
c,

il
es

t
re

p
ré
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Chapitre 8. Discussion

et va se poursuivre jusqu’à ce que la région d’intérêt soit identifiée. De plus, l’utilisation

de bases de données d’EST de chicorée et des bases de peptidiques d’espèces relativement

proches (Astéridées) ou plus distantes (Rosidées) a montré que celles-ci représentaient

des ressources importantes pour l’identification de gènes copies uniques.

Cela signifie qu’avec l’acquisition de nouvelles séquences de chicorée, l’ensemble de ces

ressources permettront d’identifier des points d’ancrages afin de passer d’une banque

BAC à l’autre. Enfin, les résultats, obtenus à partir de l’étude de la fraction codante,

suggèrent que la synténie peut être conservée entre des séquences de chicorée et celles

d’au moins 5 autres espèces (S. lycopersicum, M. guttatus , V. vinifera, P. trichocarpa et

M. truncatula).
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L’objectif de cette thèse était d’initier le clonage positionnel du locus S chez la

chicorée. Celui-ci avait été positionné à l’extrémité du groupe de liaison 2 et une carte

moyenne densité de cette région, réalisée à partir de la population Ba (n = 389), était

en cours. Afin d’atteindre l’objectif fixé, nous avons entrepris 1) de construire une carte

génétique fine et 2) d’initier la construction d’une carte physique de la région du locus

S.

Pour réaliser une carte génétique fine, la carte moyenne densité à d’abord été achevée

en complétant le génotype de tous les individus de la population Ba avec les marqueurs

existants (cf. chapitre 2). Cette carte a permis d’identifier 25 plantes recombinantes

dans la région du locus S et a mis en évidence une différence significative entre les taux

de recombinaison des méioses de K28 et K59.

Une stratégie de densification de l’intervalle étudié en marqueurs moléculaires a

ensuite été mise en place. Cinq nouveaux marqueurs AFLP ont été identifiés, dont

un coségrégeant avec le locus S et 2 ayant été transformés en marqueurs SCAR

codominants. L’approche choisie (BSA assistée par marqueurs, cf. chapitre 3) s’est

révélée efficace, puisque la densité en marqueurs dans l’intervalle ciblé est comparable à

celle attendue pour l’ensemble du génome.

Simultanément, 7 populations, représentant un effectif total de 2 824 individus, ont été

analysées afin de construire une carte haute résolution de la région du locus S (cf.

chapitre 4). Pour les 7 populations étudiées, le locus S a toujours été cartographié

entre les marqueurs EU08B02 et TTAA, à l’extrémité du groupe de liaison 2. Le

génotypage de ces plantes a donc confirmé le caractère monolocus des déterminants de

l’autoincompatibilité chez la chicorée et la pertinence du choix de ces populations. Deux

cartes consensus ont été construites à partir de l’effectif total, l’une positionnant le locus

S dans un intervalle de 1,24 cM (méioses mâles), et l’autre, dans un intervalle de 0,6 cM

(méioses femelles). Ces cartes, ainsi que les 169 individus recombinants dans la région
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du locus S, constituent un outil puissant pour positionner de nouveaux marqueurs

moléculaires, puisqu’au moins 2 évènements de recombinaison ont été observés dans un

intervalle de moins de 50 kb. Enfin, l’ensemble des données génétiques ont démontré

que les différences, observées dans un premier temps entre les taux de recombinaison de

K28 et K59, étaient liées au sexe. Cette différence n’est donc pas directement associée

au locus S. Elle a toutefois un impact sur l’estimation de la progression de la marche

chromosomique à partir de la carte génétique, selon que l’on considère les méioses mâles

ou les méioses femelles, les premières étant une source d’information plus importante,

jusqu’à présent.

Afin d’initier la construction de la carte physique du locus S, 2 banques BAC ont été

générées et représentent une couverture de 12 fois du génome haplöıde de la chicorée (cf.

chapitre 7). L’une (CinS1S4) a été construite à partir d’un génotype hétérozygote dans la

région du locus S et l’autre (CinS2S2) à partir d’un génotype homozygote. Trois contigs

de clones BAC ont été construits de part et d’autre du locus S, pour l’haplotype S2.

L’orientation de l’un d’entre eux, le supercontig positionné sous le locus S, a été définie à

l’aide de la carte génétique. L’identification de recombinants, entre les marqueurs Si30t7

et aacc134 présents sur le supercontig, a permis de montrer la progression de la marche

chromosomique : la marche chromosomique vers le locus S est donc en bonne voie. En

raison des difficultés rencontrées pour organiser les clones d’haplotypes différents en un

contig commun, et dans un souci d’efficacité, la marche chromosomique a été entreprise

à partir de clones issus de la banque CinS2S2. Cela souligne l’importance de disposer

d’au moins une banque BAC issue d’un individu homozygote. Le criblage des banques

a été réalisé à partir d’hybridation sur macroarrays. Deux sondes obtenues à partir de

marqueurs AFLP, notamment TCAA qui coségrège avec le locus S, ont présentés des

hybridations aspécifiques. Cette méthode de crible est moins coûteuse mais également

moins sensible qu’un criblage par PCR. Toutefois, si la marche chromosomique devait

être interrompue, en raison de sondes dont l’hybridation est aspécifique, une nouvelle

approche devra être adoptée. Par exemple, la mise en place de pools d’ADN de clones

BAC permettrait de cribler les banques par PCR, à l’aide d’amorces très spécifiques de

la séquence ciblée.

Le séquençage de 6 clones identifiés à proximité du locus S a été réalisé (cf. chapitre

7). Ces séquences ont permis, pour la première fois, d’étudier et de caractériser des

séquences génomiques de chicorée. Un nombre important de Cg a été obtenu pour

chaque séquence (de 7 à 23). Ces séquences ont toutefois permis une première estimation
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du rapport Mb/cM au voisinage du locus S (environ 0,5 Mb/cM pour les méioses

mâles et 2,2 Mb/cM pour les méioses femelles). La composition en éléments répétés a

été déterminée : 5,71% d’éléments mobiles, 1,74% de SSR, 2,75% de régions de faible

complexité et 10,45% de régions répétées sans homologies. Des régions potentiellement

codantes ou exprimées ont été identifiées à partir des banques d’EST du genre Cichorium

(59 SU) et des banques de peptides d’A. thaliana (23 gènes) et de V. vinifera (27 gènes).

Parmi les gènes potentiels identifiés, au moins 8 d’entre eux correspondraient à des gènes

copie unique chez la chicorée. Les difficultés rencontrées avec la réalisation des contigs

de clones provenant de différents haplotypes, lors de la marche chromosomique, sont

sans doute causées par la présence de séquences répétées et d’éléments transposables au

niveau des BES. Le fait de disposer de séquences complètes de clones permet d’identifier

des régions potentiellement codantes et copies uniques, pouvant servir de points

d’ancrage pour passer d’une banque et d’un haplotype à l’autre. L’étude de la fraction

codante a également mis en évidence une conservation de la microsynténie entre les

séquences de chicorée et celles d’au moins 5 autres espèces de Dicotylédones (V. vinifera,

S. lycopersicum, M. guttatus , P. trichocarpa et M. truncatula). Ces résultats montrent

qu’en l’absence de données de séquences de génomes d’Asteraceae, il est possible

d’exploiter les informations de séquences d’espèces éloignées phylogénétiquement, tout

en gardant à l’esprit que ces ressources ne contiennent pas nécessairement des gènes

homologues aux déterminants de l’AI chez la chicorée.

Au vu de l’ensemble de ces résultats, les objectifs fixés au début de la thèse ont été

atteints. La marche chromosomique se poursuit en direction du locus S. La stratégie

consistant à construire des contigs en utilisant les BES a prouvé son efficacité et consti-

tue la base de la démarche. Toutefois, les données préliminaires acquises récemment

ouvrent la voie à de nouvelles approches qui pourraient accélérer la stratégie mise en

place. La conservation de la synténie entre la position de gènes au voisinage du locus S

et leur position sur les chromosomes d’autres espèces devra être approfondie en ce sens.

Pour initier cette démarche, la vigne et la tomate semblent les espèces les plus promet-

teuses. En effet, la vigne est l’espèce qui regroupe le plus grand nombre de gènes associés

à un même chromosome. La tomate, quant à elle, est la seule espèce pour laquelle les

blocs de gènes synténiques sont à la fois répartis dans un intervalle de quelques Mb

et organisés dans le même ordre que chez la chicorée. En recensant, chez la tomate,

l’ensemble des gènes présents dans l’intervalle de 4 Mb qui sépare les blocs de gènes A
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et B (cf. figure 8.1 p.183), il devrait être possible d’identifier des gènes potentiellement

copies uniques. Les SU de chicorée, homologues de ces gènes, seront alors utilisées pour

rechercher du polymorphisme, afin de définir de nouveaux marqueurs moléculaires. Une

partie des marqueurs ainsi définis sera potentiellement cartographiée dans la région du

locus S. Si ces marqueurs sont positionnés à de plus faibles distances génétiques du

locus S que les marqueurs dont on dispose actuellement, ils permettraient d’atteindre

plus rapidement le locus S. Cela permettrait de reprendre la marche chromosomique

dans la région au dessus du locus S, au-delà du marqueur EU08B02, pour lequel aucun

clone n’a pu être validé (cf. figure 6.3 p.139).

Enfin, lorsque la séquence du génome du tournesol sera disponible, il sera intéressant de

déterminer dans quelle mesure la synténie est conservée avec la région du locus S de la

chicorée. Il sera également possible de déterminer si la région du locus S et la région du

QTL de l’autofertilité, sur le groupe de liaison 17 du tournesol, correspondent.

En prévision de l’obtention de séquences de la région du locus S, il sera également

important de résoudre le problème d’assemblage des séquences génomiques. L’utilisation

simultanée de différents logiciels d’assemblages semble être une première piste à explorer

pour permettre un meilleur assemblage, en particulier pour réduire le nombre de Cg

par clone. L’efficacité de ce type de stratégie a été mise en évidence pour des analyses

transcriptomiques (Kumar et Blaxter, 2010) et les premiers tests réalisés chez la chicorée

semblent prometteurs. Cependant, si aucun protocole satisfaisant n’est obtenu, des

stratégies de séquençage complémentaires devront être envisagées pour ordonner les Cg.

Lorsque la carte physique de l’haplotype S2 aura suffisamment progressé, les

séquences génomiques correspondant aux haplotypes S1 et S4 pourront être recherchées.

Pour cela, l’utilisation de séquences correspondant à des gènes copies uniques sera

privilégiée. En considérant les caractéristiques communes aux différents locus S identifiés

jusqu’à présent, la comparaison des séquences des différents haplotypes S présents dans

les banques BAC (S1, S2 et S4) devrait permettre de délimiter le locus S dans une

région hypervariable. L’identification des déterminants mâles et femelles nécessitera la

mise en œuvre d’outils de prédiction de gènes. Des paramètres adaptés et spécifiques à

la chicorée devront être définis pour une utilisation optimale des logiciels de prédiction.

Au sein de cette région, les gènes prédits les plus polymorphes représenteront les

candidats les plus probables des déterminants de l’autoincompatibilité. L’association du

polymorphisme de ces gènes à différents haplotypes et leur spécificité d’expression, dans
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le stigmate ou l’anthère, devront également être prises en compte lors de la sélection

des candidats. De plus, la présence spécifique de séquences homologues dans la banque

d’EST de stigmates constituera un argument supplémentaire dans le choix des candidats

femelles à valider.

Enfin, la transformation de plantes par gain de fonction représentera l’étape finale de

la validation fonctionnelle de ces gènes. L’haplotype S2 étant le plus récessif dans les

populations étudiées, il offre la possibilité d’obtenir des individus homozygotes S2S2,

parmi lesquels il sera nécessaire de sélectionner ceux qui possèdent une bonne aptitude

à la transformation génétique. Les gènes candidats correspondant à des haplotypes

dominants (par exemple S1) seront utilisés pour la transformation. Seuls les individus

transformés avec les déterminants de l’AI devront alors présenter un phénotype S1, au

niveau du pollen ou du stigmate, selon le candidat, mâle ou femelle, que l’on cherche à

valider.

A terme, l’accès aux séquences des déterminants mâle et femelle chez la chicorée de-

vrait ouvrir la voie à l’étude de l’AI chez les Asteraceae. Cela permettrait de déterminer

si ce mécanisme est commun aux différentes espèces d’Asteraceae autoincompatibles,

notamment chez S. squalidus, espèce pour laquelle plusieurs haplotypes S ont été ca-

ractérisés. Si le déterminisme s’avère commun, la diversité intra- et inter-spécifique au

niveau moléculaire ainsi que les différences qui existent entre espèces AI et allogames

d’un même genre pourront être explorées.

L’ensemble de ces informations apportera peut être des indices permettant d’expliquer

l’apparition de l’autoincompatibilité ou de comprendre quels facteurs sont responsables

de sa rupture chez les Asteraceae. L’étude de la variabilité pour le caractère autoincompa-

tible chez la chicorée (présence d’individus pseudocompatibles et autofertiles) permettra

d’en définir l’origine. Soit la rupture de l’AI est causée par la perte de fonction des

déterminants de l’AI pour certains haplotypes, soit il s’agit de l’action d’un ou plusieurs

gènes modulant la réponse AI.
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Annexe A

Matériels et méthodes

A.1 Culture in vitro

Tableau A.1 – Milieux d’induction de l’embryogénèse somatique (M17S20) et de culture in
vitro (H5 et H5 solide).

M17S20 H5 H5 solide

Solution de macroéléments 10 X 100 mL 100 mL 100 mL
Microéléments de Heller 1 mL 1 mL 1 mL
Glutamine 250 mg
Vitamines de Morel et Wetmore 10 mL 10 mL 10 mL
Inositol 100 mg
2ip 0.5 mg
ANA 0,02 mg
KH2P04 85 mg
Solution de Fe-EDTA 5 mL 5 mL 5 mL
Saccharose 20 mg 5 g 5 g
Agar 6 g
H20 qsp 1 L qsp 1 L qsp 1 L

Tableau A.2 – Macroéléments

Solution stock macro éléments 10 X (mg/l) M17S20 Heller

MgS04, 7H20 1850 2500
CaCl2, 2H20 2200 750
NH4N03 8250
KCl 7500 7500
NaN03 6000
NaH2P04, 2H20 1413
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Tableau A.3 – Microéléments

(a) Microéléments Heller
(1953)

Composés mg/mL

ZnS04,7H20 1
H3B04 1 1
MnS04 0,075
CuS04, 5H20 0,03
AlCl3 0,03
NiCL2, H20 0,01
KCl 0,01

(b) Microéléments de Mura-
shigue et Skoog (MS, 1962)

Composés mg/mL

H3B03 620
CoCl2 2,5
CUS04 2,5
MnS04 1690
Kl 83
ZnS04, 7H20 860
Na2Mo04, 2H20 25

Tableau A.4 – Vitamines de Morel et Wetmore (1951)

Composés mg/mL

Panthoténate de Ca 1
Thiamine 1
Acide nicotinique 1
Pyridoxine 1
Biotine 0,5

Tableau A.5 – Solution de Fe-EDTA.

Composés g/L

Na2EDTA 7,46
FeS04, 7H20 5,56
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A.2. Amorces PCR

A.2 Amorces PCR
Tableau A.6 – Séquences et caractéristiques des amorces PCR utilisées dans le cadre de la
thèse. Pour chaque amorce, la taille du produit d’amplification est indiquée (pb) ainsi que le
Tm et le nombre de cycles PCR (CP).

Nom pb Tm(̊ C) CP

TACG1 293 60 35
TACG2 1500 60 35
TGCT 1027 60 35
Si1t7 462 60 35
Si1m13 363 58 35
Si2t7 220 58 35
Si2m13 530 60 35
Si3t7 481 60 35
Si3m13 373 60 35
Si7t7 176 60 35
Si9t7 151 60 35
Si9m13 340 60 35
Si9 intron 249 60 35
Si9 intron2 161 60 35
Si10m13 373 60 35
Si10t7 543 60 35
Eu06b03 315 60 35
Eu08sonde294 294 60 35
eu08b02sonde 704 60 35
TCAA 272 60 35
TCAA 2 113 57 35
nTTAA 201 60 35
nTTAA R2 339 60 35
nTTAA R3 378 57 30
AACC 109 60 35
Eu12 160 160 60 35
Eu12 380 380 60 35
Si16t7 112 60 35
Si16m13 224 60 35
Si17t7 192 60 35
Si17m13 300 60 35
Si20t7 382 60 35
Si20t7 2 302 60 35
Si23m13 317 60 35
Si25t7 474 60 35
Si25t7 R2 307 57 35
Si25m13 472 60 35

suite page suivante
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Nom pb Tm(̊ C) CP

Si25m13 L2 250 60 35
Si26t7 474 60 35
Si26t7 L2 383 60 35
Si26m13 206 60 35
Si27m13 385 60 35
Si27t7 342 60 35
Si28m13 125 60 35
Si28t7 319 60 35
Si29m13 302 60 35
Si29t7 393 60 35
Si30m13 384 60 35
Si30t7 253 60 35
Si31m13 313 60 35
Si31t7 305 60 35
Si32m13 304 60 35
Si33m13 237 60 35
Si33t7 338 60 35
Si34m13 335 60 35
Si35m13 279 58 35
Si35t7 600 60 30
Si36m13 293 60 35
Si36t7 271 60 35
Si37m13 304 60 35
Si38m13 324 60 35
Si38t7 289 58 35
Si39m13 375 60 35
Si39t7 265 59 35
Si40t7 267 60 35
Si40m13 284 60 35
Si41t7 251 60 35
Si41m13 265 60 35
Si42t7 271 60 35
Si42m13 276 60 35
Si43t7 293 60 35
Si43m13 290 60 35
Si44t7 275 60 35
Si44m13 272 60 35
Si47t7 272 60 35
Si47m13 265 60 35
Si48m13 277 60 35
Si49m13 300 60 35
Si50t7 391 60 35
Si50m13 253 60 35
Si51m13 290 60 35

suite page suivante
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Nom pb Tm(̊ C) CP

Si52t7 259 60 35
Si52m13 259 60 35
Si53m13 279 60 35
Si54t7 283 60 35
Si54m13 292 60 35
Si55t7 257 60 35
Si56t7 300 60 35
Si56m13 274 60 35
Si57t7 260 60 35
Si57m13 252 60 35
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220



Annexe B

Carte physique

221



Annexe B. Carte physique
B

.1
A

ss
e
m

b
la

g
e

d
u

su
p

e
rc

o
n
ti

g

T
a
b
l
e
a
u

B
.1

–
S

ch
ém

a
d

’a
ss

em
b

la
ge

d
u

su
p

er
co

n
ti

g.
L

a
p

ré
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Abstract

Background: The Asteraceae represents an important plant family with respect to the numbers of species present
in the wild and used by man. Nonetheless, genomic resources for Asteraceae species are relatively
underdeveloped, hampering within species genetic studies as well as comparative genomics studies at the family
level. So far, six BAC libraries have been described for the main crops of the family, i.e. lettuce and sunflower. Here
we present the characterization of BAC libraries of chicory (Cichorium intybus L.) constructed from two genotypes
differing in traits related to sexual and vegetative reproduction. Resolving the molecular mechanisms underlying
traits controlling the reproductive system of chicory is a key determinant for hybrid development, and more
generally will provide new insights into these traits, which are poorly investigated so far at the molecular level in
Asteraceae.

Findings: Two bacterial artificial chromosome (BAC) libraries, CinS2S2 and CinS1S4, were constructed from HindIII-
digested high molecular weight DNA of the contrasting genotypes C15 and C30.01, respectively. C15 was
hermaphrodite, non-embryogenic, and S2S2 for the S-locus implicated in self-incompatibility, whereas C30.01 was
male sterile, embryogenic, and S1S4. The CinS2S2 and CinS1S4 libraries contain 89,088 and 81,408 clones. Mean
insert sizes of the CinS2S2 and CinS1S4 clones are 90 and 120 kb, respectively, and provide together a coverage of
12.3 haploid genome equivalents. Contamination with mitochondrial and chloroplast DNA sequences was
evaluated with four mitochondrial and four chloroplast specific probes, and was estimated to be 0.024% and 1.00%
for the CinS2S2 library, and 0.028% and 2.35% for the CinS1S4 library. Using two single copy genes putatively
implicated in somatic embryogenesis, screening of both libraries resulted in detection of 12 and 13 positive clones
for each gene, in accordance with expected numbers.

Conclusions: This indicated that both BAC libraries are valuable tools for molecular studies in chicory, one goal
being the positional cloning of the S-locus in this Asteraceae species.
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Introduction
Chicory (Cichorium intybus L.) is an Asteraceae (Compo-
sitae) species belonging to the Lactuceae tribe of the Lac-
tuoideae subfamily [1,2], as are lettuce and other vegetable
crops (e.g. endive and salsify), and widespread weeds (e.g.
dandelion). The genus Cichorium includes 6 diploid spe-
cies (2n = 18) native from the Old World [3]. The closely
related species chicory (C. intybus L.) and endive (C. endi-
via L.) have been domesticated and are mainly cultivated
in Europe. Wild chicory is perennial [3] but the crop has
been selected to be cultivated as a biennial species. Four
main cultivar groups are distinguished, depending on the
use of their roots in transformed products (root or indus-
trial cultivar group) or the consumption of leaves as fresh
or cooked vegetables (witloof, pain de sucre, and radicchio
cultivar groups) [4]. Though these crops are not highly
ranked on the scale of world’s agriculture, they are impor-
tant at the regional level in Belgium, the North of France,
and The Netherlands, where the production of root and
witloof chicory is concentrated. Similarly, about 85% of
the Italian radicchio production is performed in the north
eastern part of that country [4].
Wild forms of C. intybus have been reported to be

strictly allogamous [3], and diallel cross analyses per-
formed in witloof and radicchio cultivar groups showed
that selfing is avoided by a strong sporophytic self-
incompatibility system controlled by a single multiallelic
S-locus [5,6]. As for many allogamous species, breeder’s
work in the early 1960’s showed heterosis effects in pro-
genies obtained from crosses between relatively distant
selected genotypes, indicating that F1 hybrids would be
the cultivar type to develop for chicory [7]. Variability
for the level of self-fertility was found in different culti-
var groups [6,8,9], and in the cultivar group witloof,
partly self-compatible genotypes were selected to pro-
duce inbred lines used as F1 hybrids progenitors [10,11].
Selection pressure for self-fertility was not strongly
applied in other cultivar groups.
Resolving the molecular mechanisms underlying traits

controlling the reproductive system of chicory is a key
determinant for chicory hybrid development, and will
more generally provide new insights into these traits,
which are poorly understood so far at the molecular
level in Asteraceae [12-14]. To achieve these goals, both
molecular genetic tools and genomic resources are
necessary, and a consensus genetic map based on 472
transferable codominant SSR and SNP markers covering
the 9 chromosomes of the C. intybus haploid genome
was recently established [15]. Furthermore, over 80,000
chicory and endive EST sequences are now publicly
available on the NCBI dbEST site [16,17] and the
CGPDB site (Compositae Genome Project Database,
http://cgpdb.ucdavis.edu/asteraceae_assembly/).

BAC libraries are essential tools for detailed character-
isation of genomic regions containing genes of interest
by the construction of physical maps and positional
cloning. Despite their importance in terms of numbers
of species present in the wild, and used by man [2],
Asteraceae genomic resources are relatively underdeve-
loped, hampering the development of within species
genetic studies, and comparative genomics studies at the
family and clade levels [e.g.[18-20]. So far, six BAC
libraries have been described for Asteraceae species, and
they are restricted to the main crops of the family, i.e.
lettuce [21] and sunflower [22-25]. Here we present the
characterization of BAC libraries of C. intybus con-
structed from two genotypes differing in traits related to
sexual reproduction, i.e. self-incompatibility and male
sterility, and vegetative reproduction, i.e. somatic embry-
ogenesis. To demonstrate the utility of these genomic
libraries, we used two cDNA probes corresponding to
single copy genes putatively involved in somatic embry-
ogenesis to screen the libraries in order to have access
to the gene sequences.

Methods
Plant materials
Two different C. intybus genotypes (C15 and C30.01),
selected from a Hungarian landrace population (Koos-
pol), were used for the construction of BAC libraries.
C15 was obtained after selfing of the K59 genotype, and
is hermaphrodite, non-embryogenic [16], and homozy-
gous S2S2 for the S-locus. C30.01 was obtained from an
open pollination of C30, descendant from K59 upon
selfing. C30.01 is male sterile, embryogenic, and hetero-
zygous S1S4 at the S-locus. S-locus genotypes were
determined by test crosses; dominance relationships
between the S-alleles being S1 = S4>S2 for the pistil, and
S1>S4 >S2 for the pollen. Both genotypes were in vitro
propagated, either by organogenesis (C15) [26], or by
somatic embryogenesis (C30.01) [27]. Ten clones of
each genotype were acclimated in a glasshouse at 20°C,
with a 16/8 h light/dark cycle, and grown for about
three months. After transferring the plants 5 to 7 days
in a dark room, young leaves were collected, frozen in
liquid nitrogen and stored at - 80°C before extracting
high molecular weight (HMW) genomic DNA.

BAC libraries construction
HMW DNA of C15 and C30.01 genotypes was prepared
as described by Peterson et al. [28] with the following
modifications: (1) PVP was lowered to 0.25% w/v in
sucrose-based extraction buffer (0.01 M Tris, 0.1 M
KCl, 0.01 M EDTA pH 9.4, 500 mM sucrose, 4 mM
spermidine, 1 mM spermine tetrahydrochloride, 0.1% w/v
ascorbic acid, 0.25% w/v PVP-40, and 0.13% w/v sodium
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diethyldithiocarbamate) as described in Chalhoub et al.
[29], (2) lysis buffer was 1% w/v sodium lauryl sarcosine,
0.3 mg/ml proteinase K and 0.13% w/v sodium diethyl-
dithiocarbamate dissolved in 0.5 M EDTA pH 9.1, (3)
after lysis of the nuclei, agarose plugs were pre-washed
1 h in 0.5 M EDTA pH 9.1 at 50°C, 1 h in 0.05 M
EDTA pH 8.0 at 4°C, and then stored at 4°C [30].
Embedded HMW DNA was partially digested with Hin-
dIII (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts),
subjected to two size selection steps by pulsed-field elec-
trophoresis, using a BioRad CHEF Mapper system (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, California), and ligated to
pIndigoBAC-5 HindIII-Cloning Ready vector (Epicentre
Biotechnologies, Madison, Wisconsin). Pulsed-field
migration programs, electrophoresis buffer and ligation
desalting conditions were performed for the construc-
tion of CinS2S2 library as described in Peterson et al.
[28]. These steps of the procedure were modified for the
construction of CinS1S4 library, according to Chalhoub
et al. [29], in order to increase the insert size (see
Results and discussion).
After electroporation of T1 resistant DH10B electro-

competent cells (Invitrogen, Carlsbad, California), trans-
formants were incubated in SOC medium for one hour,
and 100 μL of transformants were plated on LB agarose
medium containing 12.5 μg/mL chloramphenicol,
80 mg/mL X-gal and 100 mg/mL IPTG for colony
counting and insert size estimation. Glycerol stocks (6%,
v/v) of the remaining transformants (2.9 mL) were
stored at -80°C, for later plating and colony picking.
BAC DNA from randomly selected plated colonies of
the two libraries was isolated using NucleoSpin fast pur-
ification kit (Macherey-Nagel, Düren, Germany). DNA
from each BAC was dissolved in 30 μl, and half of this
amount was digested with 10 units of NotI (New Eng-
land Biolabs) to excise inserts. The digested BAC DNA
was separated in 1% agarose gel by pulsed-field electro-
phoresis at 12°C in 0.25 × TBE buffer at 6 V/cm with a
linear ramp pulse time of 5-15 s for 16 h. Insert sizes
were estimated with reference to a Lambda ladder (New
England Biolabs).
Colony picking was carried out using a robotic work-

station QPix2 XT (Genetix, New Milton, Hampshire,
UK) using a white/blue selection. White colonies were
arranged in 384-well microtiter plates containing LB
medium with chloramphenicol (12.5 μg/mL) supplemen-
ted with 6% (v/v) glycerol.

BAC libraries screening
High-density colony filters were prepared from the com-
plete CinS2S2 and CinS1S4 libraries using a robotic
workstation QPix2 XT (Genetix). BAC clones were
spotted using a 5 × 5 pattern onto 22 × 22 cm Immobi-
lon-Ny+ filters (Millipore Corporate, Billerica,

Massachusetts). On each filter, 27,648 unique clones
were spotted in duplicate, and clones were grown at 37°
C for 17 h. Filters were then processed as follows: (1)
denaturation on Whatman paper soaked with a solution
of 0.5 M NaOH and 1.5 M NaCl for 4 min at room
temperature, and for 10 min at 100°C, (2) neutralization
on Whatman paper soaked with 1 M Tris-HCl pH 7.4,
and 1.5 M NaCl for 10 min, incubation in a solution of
0.25 mg/mL proteinase K (Sigma Aldrich, St. Louis,
Missouri) for 45 min at 37°C, baking for 45 min at
80°C, and (3) fixation by UV on a Biolink 254 nm cross-
linker (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachu-
setts) with an energy of 120,000 μJoules. Radiolabelling
of probes and hybridization of the filters were per-
formed as described in Sambrook and Russel [31].
Hybridized filters were imaged with a Storm 860 Phos-
phorImager (GE Healthcare, Little Chalfont, UK), and
analyses were performed using the HDFR software
(Incogen, Williamsburg, Virginia).
To evaluate the level of contamination by organelle

DNA in the libraries, filters were hybridized with four
mitochondrial and four chloroplast specific probes gen-
erated by PCR using total (i.e. nuclear, mitochondrial
and chloroplast) DNA from C. intybus (genotype K59)
as template, and primers described in Table 1. PCR pro-
ducts were purified with the NucleoSpin Extract II kit
(Macherey-Nagel). Labelling of the probes with [32P]
dCTP was performed by random priming using the
Ready-To-Go DNA Labelling Beads kit (GE Healthcare),
and unincorporated nucleotides were then removed
using Illustra ProbeQuant G-50 Micro Columns (GE
Healthcare).
Some positive BAC clones detected with mitochon-

drial specific probes were subjected to a fingerprint ana-
lysis. BAC DNA was isolated as described in the
previous section, and was digested with 100 units of
EcoRI (New England Biolabs) in a final volume of 60 μL.
Thirty five μL of restriction product were separated in
0.7% agarose gel in 1 × TAE buffer at 80 V for 22 h,
and fragments were visualised under UV after ethidium
bromide staining. Fragment sizes were estimated with
reference to the Raoul™ molecular weight marker (MP
Biomedicals, Santa Ana, California).
DNA probes corresponding to chicory genes CiAGP

(arabinogalactan protein), and CiSTM (SHOOT MERIS-
TEMLESS, a KNOTTED1-LIKE transcription factor)
were used to ascertain the utility of the libraries to
obtain clones containing single copy genes. The partial
cDNA sequence of CiAGP was obtained from subtrac-
tive EST libraries, constructed from leaf explants of two
chicory genotypes differing for their embryogenic capa-
city when cultivated under somatic embryogenesis-indu-
cing conditions [16]. The full length CiSTM cDNA was
obtained after amplification with degenerated primers,
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and RACE PCR of cDNA obtained from leaf explants of
the embryogenic interspecific (C. intybus × C. endivia)
genotype 474 [32] cultivated under somatic embryogen-
esis-inducing conditions (unpublished). CiAGP and
CiSTM probes were generated by PCR from cDNA
clones by using specific primers (Table 1). Positive
clones detected by hybridization were validated individu-
ally by PCR amplification using the primer pairs used
for probes synthesis, and visualisation of PCR products
after agarose gel electrophoresis.

Results and discussion
BAC libraries construction, and general features
Two BAC libraries were constructed in pIndigoBAC-5
with HindIII from DNA of two C. intybus genotypes
differing in traits related to sexual and vegetative
reproduction. Names of the libraries, CinS2S2 and
CinS1S4, refer to the S-locus genotypes of the plants
used to prepare HMW DNA, being S2S2, for C15, and
S1S4 for C30.01. The main characteristics of the BAC
libraries are summarized in Table 2. The CinS2S2 and
CinS1S4 libraries consist of 89,088 and 81,408 clones,
respectively, arrayed in a total of 444 384-well microti-
ter plates. A random selection of 178 clones for
CinS2S2 and 303 clones for CinS1S4 was analysed
after NotI digestion, followed by pulsed-field gel elec-
trophoresis (Figure 1). From the clones sampled, the
number of clones without insert was 1 (0.56%) and 8
(2.64%) for the CinS2S2 and CinS1S4 libraries, respec-
tively. The average insert sizes of the CinS2S2 and

CinS1S4 libraries were calculated to be about 90 kb
and 120 kb, respectively (Figure 2). More than 70% of
clones from CinS2S2 and 90% for CinS1S4 libraries
showed an insert size greater than 75 kb. The higher
mean insert size obtained for CinS1S4 library could be
explained by modifications of the first sizing step
applied for the construction of CinS2S2 library. During
the construction of this library, partial digested DNA
was separated using the following parameters: 6 V/cm,
18 h, 120°, 1-40 s linear ramping in 0.5 × TBE. For the
CinS1S4 library construction performed later on, two
programs were aggregated: 6 V/cm, 18 h, 120°, 1-40 s
linear ramping in 0.25 × TBE directly followed, in the
same gel without removing or handling the DNA, by
5 V/cm, 8 h, 120°, 4-5 s ramping linear in the same
buffer as described by Chalhoub et al. [29].

Table 1 Mitochondrial, chloroplast, and nuclear genes derived probes, and associated primer sequences used for the
characterization of the CinS2S2 and CinS1S4 libraries

Probea Description Accession numbersb Primer sequences (5’ ! 3’) Tm (°C) Size (bp)

atpA F1-F0 ATP synthase, subunit alpha X80469, X51422, AF034118,
X52838

L: gatcttgtcaagcgcactgg
R: agtaatgcctgagtcgcagc

66
64

1000

atp9 F1-F0 ATP synthase, subunit 9 X51895, DQ539624 L: aataggggccggagctgc
R: gaaaggccatcattggggc

69
69

184

cob Apocytochrome b X98362, EF674047, EF674014,
DQ916732

L: gagttatagcagtcctaggg
R: ctagtagtaagcaatccgcc

55
58

697

cox2 Cytochrome c oxydase, subunit 2 AJ414385, EF547230, DQ004553,
EF488904

L: atttcaagacgcagcaacacc
R: gtactacctcgtccattgag

65
56

264

matK Maturase K AJ633132 L: tggttcaggctcttcgctattgg
R: cgtcccttttgaagcaagaattg

70
68

398

ndhF NADH dehydrogenase AY504736 L: tacttgtattgattctatttctttg
R: caacaagattaaagattaaaaaag

55
55

581

rbcL Ribulose 1,5-biphosphate carboxylase/
oxygenase, large subunit

L13652 L: ttgccgagataatggcctac
R: ccaaagatctcggtcagagc

64
64

336

trnL-trnF Intergenic spacer tRNA-Leu
(trnL)-tRNA-Phe (trnF) genes

FJ490769 L: ggttcaagtccctctatcccc
R: ctaccagctgagctatcccg

65
64

397

CiAGP Arabinogalactan protein DT212458 L: aaaccaaccaagactttgaccacg
R: cccccttaagtttccacaaattac

58
64

418

CiSTM SHOOT MERSISTEMLESS transcription
factor

GU189066 L: gtaggtacatcatgtttgatggggtttggag
R: ccctaccttttggcaattca

73
64

344

aatpA, atp9, cob and cox2 correspond to mitochondrial sequences, matK, ndhF, rbcL and trnL-trnF to chloroplast sequences, and CiAGP and CiSTM to cDNA
sequences.b Multiple accession numbers for a probe indicate that primer pairs were designed from the consensus sequence of these accessions.

Table 2 Characteristics of CinS2S2 and CinS1S4 BAC
libraries

Library CinS2S2 CinS1S4 Total

No. of clones 89,088 81,408 170,496

No. of 384-well plates 232 212 444

Average insert size (kb) 91.78 118.20 104.40

Empty clones (%) 0.56 2.64 1.55

mtDNA clones (%) 0.02 0.03 0.03

cpDNA clones (%) 1.00 2.35 1.65

Nuclear haploid
genome equivalents

5.75 6.53 12.28
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Screening with mitochondrial and chloroplast genome
probes
The mitochondrial (mt) genome of chicory has been
estimated to be 300-400 kb [33], but genome structure
and gene order are unknown. Similarly, in other Astera-
ceae species, mt genomes are poorly documented, and
no complete sequences are publicly available. The probe
mixture of four chicory mitochondrial genes (atpA,
atp9, cob, and cox2) led to the detection of 43 and 29
positive clones in the CinS2S2 and CinS1S4 libraries,
respectively. A set of 10 positive clones were randomly
selected from each library, and subjected to PCR ampli-
fication with primers designed for the mt probes pro-
duction. Five clones for library CinS2S2 and 8 clones for
library CinS1S4 gave PCR products of the expected sizes
for at least one of the targeted genes (Table 3). Three

clones gave a PCR product only with cob primers, and
four clones with atpA, atp9 and cox2 primers. The
remaining six clones could be amplified with atpA pri-
mers (1 clone), atpA and cox2 primers (2 clones), or
atpA and atp9 primers (3 clones). To investigate
whether the BAC clones containing the cob gene were
possibly contiguous with those containing other mt
genes, the 13 PCR validated BAC clones were subjected
to EcoRI digestion for fingerprint analysis. Assuming
that bands of the same size estimated after electrophor-
esis represent identical DNA fragments, pair-wise com-
parisons of fingerprints revealed that BAC clones of
which the inserts contained the cob gene shared at least
2 fragments (Table 4). Similarly, at least 3 fragments of
the same size were found present in fingerprints of BAC
clones with inserts containing two or three other mt
genes. The smallest insert (clone 09A06) containing the
3 genes atpA, atp9, and cox2, had an estimated size of
80 kb, delimiting the maximum interval containing
these 3 genes (Table 4). However, the fingerprint of this
clone did not show any fragment in common with fin-
gerprints of cob-containing clones. In contrast, finger-
prints of 3 other BAC clones with larger inserts
containing the genes atpA, atp9, and cox2 (92M03 and
31K22), or the genes atpA and atp9 (96A09), shared 2
fragments (9.4 and 11.2 kb, respectively) with finger-
prints of cob-containing clones (06I01, 26G13, and
25G18) (Table 4), suggesting that the inserts of these
BAC clones partly overlapped. Considering all informa-
tive fingerprint fragments, the construction of a single
contig encompassing the 4 mt genes was only possible
when the BAC clone inserts are assumed to originate
from a circular mt genome. As only 2 fragments were
found in common between the cob-containing clones
and the other clones, the cob gene may be located in a
more distant part of the mt genome. Further experi-
ments are necessary to determine the physical distances
between these 4 genes. In sunflower, atpA and cob
genes were reported to be only 10 kb apart, in a region
associated with cytoplasmic male sterility [34,35]. How-
ever, because of frequent genome rearrangements, the
organization of mitochondrial genes can vary between
related species, and even within a single species [36].
Complete sequencing of chloroplast (cp) genomes in

Helianthus annuus and Lactuca sativa indicated that
genome size (151.1-152.7 kb), and gene content and
order are the same in these two species, representing
distantly related subfamilies in Asteraceae [37]. The four
sequences (matK, ndhF, rbcL and trnL-trnF), chosen to
evaluate cp contaminations, are distributed over a region
of approximately 120 kb of the consensus cp genome of
Asteraceae, the most distant genes (ndhF and rbcL)
being separated by a distance of about 70 kb. The mix-
ture of four probes led to the detection of 994 and 1919
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Figure 2 Insert size distribution of clones randomly selected
from the CinS2S2 (178 clones) and the CinS1S4 libraries (303
clones).
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Figure 1 Insert-size analysis of 43 randomly-picked BAC clones
from the CinS2S2 BAC library. DNA samples were digested with
NotI and separated on a 1% agarose gel by pulsed-field
electrophoresis. Insert sizes were estimated relative to a Lambda
DNA size ladder. The 7.5 kb common band is the vector
pIndigoBAC-5.
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positive clones in the CinS2S2 and CinS1S4 libraries,
respectively. PCR validation with specific primers per-
formed on 10 positive clones of each library gave PCR
products of expected size for at least one primer pair
for 9 clones of the CinS2S2 library, and the 10 clones
selected from CinS1S4 library (Table 3). A range of 1-3
(CinS2S2), and 2-4 (CinS1S4) PCR products per clone
were detected, and the PCR data confirm the gene order
described for the cp genome of H. annuus and L. sativa

[37]. In addition, five of the 10 clones sampled in the
CinS1S4 library produced amplification products with
the four primer pairs, suggesting that a large continuous
fragment of the cp genome is present in these clones.
Based on the proportion of clones validated by PCR,

we estimated that 0.024% and 0.028% of the BAC clones
would result from mtDNA contamination, and that
1.00% and 2.35% of the clones contain putative cpDNA
in CinS2S2 and CinS1S4 libraries, respectively. These

Table 3 PCR amplifications of mitochondrial and chloroplast genome specific sequences on ten randomly selected
clones of the CinS2S2 and CinS1S4 libraries detected after filter hybridization

Mitochondrial genome specific sequences Chloroplast genome specific sequences

Clone cox2 atpA atp9 cob Clone matK 2 kb* tnrl-trnf 47 kb* rbcl 54 kb* ndhF 124 kb*

CinS2S2 (90 kb) 06I01 - - - + 02L02 + - - -

09A06 + + + - 04M20 - - - -

09E24 - - - - 06I22 + - - +

09I04 - - - - 12E23 - + - -

13F07 - - - - 26G24 + + + -

13M05 - + - - 32H03 - + + +

26G13 - - - + 37C04 + + - -

27J01 - - - - 41L23 - + + +

41H20 + + + - 51H20 - - + -

54B09 - - - - 61O16 - + + -

CinS1S4 (120 kb) 01H06 + + - - 02N01 - + + +

16P11 + + - - 21F01 + - - +

22B14 - - - - 45D02 + + + +

25G18 - - - + 51D03 - - + +

27O16 - + + - 55M03 + + + +

31K22 + + + - 62G03 + + + +

91G03 - + + - 72G02 - + + +

92M03 + + + - 84D02 + - - +

96A09 - + + - 91N03 + + + +

108A12 - - - - 106P01 + + + +

+ indicates the presence of a PCR product of the expected size after agarose gel electrophoresis;

- indicates no amplification; * Sequence coordinates on H. annuus and L. sativa chloroplast genome according to [37].

Table 4 Fingerprint analysis of BAC clones containing mt genes

Informative fingerprint fragment (kb)

Library Clone mt gene present Insert size (kb) 4.8
4.9

11.2 5.6 11.7
9.0
8.8

7.0 9.4 3.6
4.4

CinS2S2 09A06 cox2, atpA, atp9 80 - - + + - - -

CinS1S4 96A09 atpA, atp9 150 - - - + + + -

CinS1S4 92M03 cox2, atpA, atp9 150 - - + + + + -

CinS1S4 31K22 cox2, atpA, atp9 95 - + + + + - -

CinS2S2 06I01 cob 55 + + - - - + +

CinS2S2 26G13 cob 60 + + - - - - +

CinS1S4 25G18 cob 25 - - - - - + +

DNA of BAC clones was digested with NotI for insert size determination, and with EcoRI for fingerprint analysis. Fingerprint fragments ranging from 3 to 12 kb
were analysed, and fragments were considered as informative when present in at least 2 clones. Only the results for clones containing at least atpA and atp9,
and sharing a fragment with cob-containing clones are shown. Clone 09A06 was included as it contained the smallest insert with the 3 genes atpA, atp9, and
cox2. + indicates presence of a fingerprint fragment; - indicates absence of a fingerprint fragment.
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results are consistent with: (1) the generally low fre-
quency of mtDNA contamination (0-0.3%) reported in
recent plant BAC libraries characterizations [38,39], and
(2) the range of commonly observed frequencies (0.3-
2.5%) attributed to cpDNA contamination [40,41].
The detected BAC clones containing mtDNA and

cpDNA sequences could represent valuable tools as a
starting point to investigate the structure of organelle
genomes in chicory, particularly the mt genome
involved in cytoplasmic male sterility [33,42]. However,
the possibility that some of these organelle DNA con-
taminants actually are the result of horizontal transfer of
DNA from mitochondria and/or plastid to the nucleus,
as has been observed in most of the plant species stu-
died [43-45], cannot be excluded. Whether large orga-
nelle DNA fragments exist in Asteraceae nuclear
genomes remains to be determined; chromosome fluor-
escent in situ hybridization experiments [46] using chic-
ory mtDNA- and cpDNA-containing BAC clones would
be an approach to investigate this question.

Theoretical and empirical genome coverage
C. intybus has a haploid genome size estimated by flow
cytometry to be between 1300 Mb (P. Devaux, person-
nal communication) and 1400 Mb [47]. After subtrac-
tion of non-recombinant and putative organelle DNA
contaminant clones, considering a haploid genome size
of 1400 Mb, and mean insert sizes of 90 kb for CinS2S2
and 120 kb for CinS1S4, the two libraries represent
approximately 5.7 and 6.5 haploid genome equivalents,
respectively. Together these two libraries provide a cov-
erage of the C. intybus genome of about 12.3-fold
(Table 2), resulting in a theoretical probability superior
to 0.9999 of recovering any targeted genomic sequence
[48]. In comparison, the lettuce BAC library described
by Frijters et al. [21] covers about 2 genome equivalents,
and the 5 combined sunflower BAC libraries published
represent about 20 genome equivalents [22-25]. This
indicates that the chicory libraries represent a significant
genomic resource to investigate Asteraceae genomes.
To validate empirically the genome coverage calcu-

lated for both libraries, BAC clones were screened with
two cDNA probes (CiAGP and CiSTM). Mapping data
for each of the corresponding genes [49] revealed a
unique locus position in the chicory map of Cadalen
et al. [15], indicating that they represent single copy
sequences. Hybridization allowed the identification of 13
positive clones for CiAGP: 2 clones in the CinS2S2
library and 11 clones in the CinS1S4 library. The
CiSTM probe revealed 5 positive clones in the CinS2S2
library and 7 positive clones in the CinS1S4 library, i.e.
a total of 12 clones in the combined libraries. The
clones detected by hybridization were subjected to PCR
amplification with the primer pairs used for the

synthesis of the hybridization probes, and agarose gel
electrophoresis of PCR products showed amplicons of
the expected size for all of them. As for the CiAGP
gene, an under- and over-representation was found in
the CinS2S2 and CinS1S4 libraries, respectively. Further
screening with a larger set of single copy sequence
probes are necessary to determine if significant differ-
ences between libraries exist as for their content in sin-
gle copy sequences. Nonetheless, experimental results
are in accordance with the theoretical genome coverage
estimated for the combined libraries, indicating that
they constitute an efficient tool to recover single copy
genes or genomic sequences for chicory.

Perspective
One future use of the C. intybus BAC libraries will be
the positional cloning of the S-locus in this species. As
in some other plant families, Asteraceae species exhibit
a sporophytic self-incompatibility (SSI) system where
the pollen phenotype depends on the genotype of the
plant that produced the pollen [50]. The pollen and
stigma determinants of SSI have been characterised in
Brassica [51,52], and molecular and genetic studies
showed that these genes are different from those
involved in the SSI response in Convolvulaceae and
Asteraceae, suggesting that different molecular mechan-
isms of SSI have evolved independently [12,53]. More
recently, candidate genes with unknown functions have
been identified in Ipomoeae trifida (Convolvulaceae)
through a positional cloning approach [54]. Similarly,
we have chosen for genetic and subsequent physical
mapping of the S-locus in chicory to identify pollen and
stigma determinants of SSI in this Asteraceae species.

Library avaibility
The libraries described are accessible for scientific
research based on collaboration with the laboratories
represented by the corresponding authors.
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Synthesis and translations

D.1 Introduction

1.4 Differences and similarities of the homomorphic SI systems

Different genetic determinisms are responsible for different SI mechanisms, for example :

– ligand-receptor system with ligand secreted on the stigma surface (Papaveraceae),
– ligand-receptor system with ligand secreted by tapetum cells of the anther (Brassicaceae),
– system with ribonuclease activity and F-box proteins (Solanaceae, Rosaceae, Scrophula-

riaceae).

However, there are also common characteristics between these mechanisms :

– high haplotypic diversity,
– low amino-acid sequence identity between determinants of the different haplotypes
– location of the determinants in a region highly divergent between haplotypes (sequence

and structure diversity),
– location in region of the genome with a reduced recombination frequency,
– a preferential expression of the male and female determinant in the anther and the pistil,

respectively.

For SI species belonging to a family for which the mechanism has not yet been identified,
we expect to find determinants in a genomic region corresponding to these characteristics.
We also notice that the different determinants of mechanisms can : 1) belong to gene families
coding proteins present in different species, either with known functions (for example SRK
or S-RNase) or unknown functions (for example PrsS) or, 2) have no structural equivalent in
other species (for example PrpS).

Several approaches (biochemical, candidate gene, or positional cloning) have been used
so far to identify the determinants of self-incompatibility. From a historic point of view, the
biochemical approach was the first one to have been used. For the species for which we have
no genetic information, it is effectively a possible strategy, but it presupposes that the protein
is abundant in the pistil or at the level of the pollen, which is not always the case. Another
option is the gene candidate approach. However, in view of the variety of already observed
mechanisms, this will not automatically provide the desired result. Finally, if the necessary
tools (genetic maps, progenies, genomic resources) are available, an approach by positional

237



Annexe D. Synthesis and translations

cloning can be envisaged.

2 Asteraceae sporophytic self-incompatibility :
chicory as a model ?

The Asteraceae family is the most important of the Angiosperms (Funk et al., 2009),
and more than 60% of the species belonging to this family may be self-incompatible
(Ferrer et Good-Avila, 2007). However, there is a lack of documentation at the molecular level
and so far none of the SI mechanisms involved have been identified.

Chicory belongs to the Lactucaeae tribe, and the Cichorium genus (2n = 18) comprises 6
different species : C. intybus, C. endivia, C. pumilum, C. calvum, C. spinosum, and C. bottae
(Kiers et al., 2000).

According to Kiers (2000), 3 of these species are perennial and self-incompatible (C. intybus,
C. spinosum and C. bottae), the others being annuals and autogamous. The reproduction
systems of chicory (preferentially allogamous) and C. endivia (autogamous), which are the
only cultivated species of the genus, has been described several times (Castaño et al., 1997 ;
Coppens d’Eeckenbrugge, 1990 ; Coppens d’Eeckenbrugge et Evrard, 1988 ; Eenink, 1981a,b,
1982, 1984 ; Kiers, 2000 ; Lucchin et al., 2008 ; Varotto et al., 1995).

Chicory is cultivated as a biennial. Spanning from 4 to 6 weeks, flowering occurs the second
year, after vernalization, and is synchronized for all the flowers in the same capitulum. Each
plant produces several hundred capitula. These characteristics allow 1) to estimate precisely
the seed-set per capitulum, and 2) to realise a large number of repetitions of crosses on each
individual.

Germination of pollen can be observed in a few minutes after pollination when the cross
is compatible. After incompatible crosses, rejection of pollen takes place on the stigma sur-
face : there is no germination, or, if it happens, growth of the pollen tube is quickly ar-
rested (Coppens d’Eeckenbrugge, 1990). Some studies have shown that selfing is avoided by
a sporophytic self-incompatibility system (Eenink, 1981a ; Varotto et al., 1995). However, in
the different varieties of cultivated chicory, the levels of compatibility may range from self-
incompatible to self-fertile (Castaño et al., 1997 ; Coppens d’Eeckenbrugge et al., 1987). As a
cultivated species, some studies have produced genetic resources of chicory :

– 2 genetic maps which had been built with dominant molecular markers (De Simone et al.,
1997 ; Van Stallen et al., 2003)

– 1 genetic map which had been built with codominant molecular markers (Cadalen et al.,
2010)

– 3 different EST libraries which are composed to more than 50 000 EST sequences
(Dauchot et al., 2009 ; Legrand et al., 2007, and Compositae Genome Project Database),

Recently, 2 new EST libraries of chicory were obtained. The first was constructed in our
laboratory from stigma RNA, and the second from roots RNA and was made available to us
by Jules Beekwilder from the Wageningen University (Cankar et al., 2011). These 2 additionnal
libraries allowed to reach a total of 198 657 EST for C. intybus (cf. table 1.12 p.65). Finally,
EST libraries obtained from related species of chicory are available on the Compositae Genome
Project Database website.

A limitation in the study of the Asteraceae’s self-incompatibility system is probably the
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feeble interest in this character for the genetic improvement of the 2 most cultivated species
(lettuce and sunflower) belonging to this family. In fact, cultivated lettuce, as well as almost
all of the related species used as genetic resources, are autogamous species. As for sunflower,
genotypes used in the current breeding programs, are self-fertile. Additionally, despite its im-
portance, there is a lack of existing genomic resources for this family. Recently, sequencing of
the sunflower genome was initiated (Plant & Animal Genomes XVIII Conference), but so far
no genome of a Asteraceae species has been sequenced. So, even when the Asteraceae SSI was
investigated in S. squalidus, and on a ad hoc basis in sunflower and some other species, no
global genomic approach seems to have been developed to identify the SI determinants in this
family.

In this context, chicory may be considered as a model to undertake the identification of the
SI determinants of Asteraceae for several reasons.

This crop is important in various European countries, and France is one of the first three
producing countries of this species with Belgium and Netherlands. The knowledge of the SI
determinants would allow the optimization of breeding programs in the cultigroups in which
SI was maintained.

There is an important variability of the system of reproduction present in the cultivated
varieties and wild populations of C. intybus, as well as within the genus Cichorium. This group
of species also represents an interesting model for the study of the processes associated to the
natural/artificial selection that have led to self-fertility.

From a practical point of view, the large number of capitula produced by a single plant and
the synchronization of flowering of the flowers in a single capitulum, allow a high precision in
the estimation of the compatibility behaviour of every individual to be analyzed. Furthermore,
for the construction of the consensus genetic map for chicory (Cadalen et al 2010), a large
population segregating for the SI trait was generated by crossing 2 strongly self-incompatible
individuals. This population was highly instrumental in the development of a system to deter-
mine S-locus phenotypes, and allowed to map the S-locus to one of the ends of linkage group
2.

The objective of this thesis was to start the positional cloning of the S-locus in chicory.
This strategy consists of cloning the major genes of interest by means of their genetic and
physical location in the genome. This approach is potentially longer to implement than the
biochemical or candidate genes approaches, but will allow in the end the identification of one
or several of the desired genes. However, the speed of progress of this approach depends on
the physical distance to be covered, and thus on the relation between genetic and physical
distances associated with the region of interest.

Therefore, it was necessary to construct 1) a fine genetic map of the S-locus, followed by 2)
a physical map of this region. The construction of a moderate density map had previously been
initiated, allowing to position the S-locus on the consensus map and to establish in part the
dominance relationships between S-haplotypes. These results were completed at the beginning
of the thesis and are the subject of the chapter 2. They form the basis on which the works
presented thereafter were realized.

In the chapter following this introduction, we will present the plant material and the various
methods used during the thesis (chapter 1). Then, in part I, the different steps leading to the
fine mapping of the S-locus will be described (chapters 2, 3 and 4). The construction of BAC
libraries and the establishment of the physical map are presented in part II (chapters 6 and
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7). Each of these parts will be discussed independently. Finally,in the conclusion a synthesis of
the results is presented, as well as the perspectives of the work realized.

D.2 Part I : Fine mapping of the S-locus

Chapter 2 : Preliminary results : Moderate density map of the
S-locus

A first population of 389 plants (population Ba) had been obtained after crossing 2 he-
terozygous individuals, K59 which is hermaphrodite and self-incompatible, and K28 which is
male sterile (ms). A genetic map of the whole genome has been produced with 174 of them
(Cadalen et al., 2010). SSR markers were grouped and ordered in 9 linkages groups, correspon-
ding to the haploid number of chromosomes in chicory.

Part of this K28 x K59 progeny, i.e. 20 hermaphrodites and 10 ms plants, was used to
realize crosses according to diallel or factorial designs, depending on their sexual phenotype.
Two classes could be distinguihed unambiguously for seed-set averages of all crosses (Figure
2.2) : incompatible crosses (mean seed set < 0,1) and compatible crosses (mean seed-set >0,4).
Five compatibility groups could be distinguished and 4 different S-alleles were identified with
S1S2 for K59 and S3S4 for K28 (Table 2.1a). Different dominance relationships were observed
in pollen and stigma (Figure 2.3).

Once the 4 S-alleles had been identified, the S-locus phenotype of 321 individuals of the Ba

population was determined by crosses with selected tester plants (Table 2.1b). Because part
of the individuals in the population Ba were ms, the tester plants were only used as pollen
donors. In fact, the selection of 2 S-locus genotypes, S1S3 and S2S4, allowed us to identify the
S-phenotypes of all plants with a minimum number of crosses to be realized. With these results,
the S-locus could be mapped close to one end of linkage group 2. In parallel, the locus of the
male sterility (NMS1) was mapped on linkage group 5, and was shown to have no influence
on the incompatibility response. Subsequently, all the individuals of the Ba population (n =
389) were genotyped for molecular markers comprised between tacg293 and sw02H09. The S-
locus was mapped in a 3,34 cM interval flanked by the markers tacg293 and EU03D06, (Figure
2.4). Thereafter, the AFLP marker tacg293 was transformed into a codominant SCAR marker,
named TACG (cf. Matériels et méthodes p. 59).

A graphical genotype was constructed for the 389 individuals of the Ba population (Box
1). This representation revealed a difference between male and female recombination frequency
in the S-locus region for 25 recombinant individuals : 3 recombination events for K28 (fe-
male) meiosis and 23 recombination events for K59 (male) meiosis in the TACG-EU03D06
interval. Study of the whole genome showed that the ratio M/F (male meiosis recombination
frequency/female meiosis recombination frequency) was not homogeneous along linkage groups
(Figure 2.5) and that the deviation was most important in the TACG-sw02H09 interval (M/F
= 9,33). This observation has been taken into consideration during high density and high
resolution mapping.
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Chapter 3 : High density map

Considering maps obtained from the Ba population, the S-locus was comprised in an interval
of 0,77 cM for K28 meiosis and 5,91 cM for K59 meiosis. To increase the density of molecular
markers and to reduce the interval around the S-locus, a marker-assisted BSA strategy was
employed (Giovannoni et al., 1991 ; Jordan et al., 2006 ; Michelmore et al., 1991).

To target only markers in the vicinity to the S-locus, between the TACG and EU03D06
markers, 8 DNA bulks were generated (Figure 3.2) :

– 2 homozygous S1S1 (P1 : n = 8 ; P2 : n = 8)
– 2 homozygous S2S2 (P3 : n = 15 ; P4 : n = 15)
– 2 heterozygous with one recombination event between EU03D06 and sw02H09, during

K59 meiosis :
- S2S3 and S2S4 (P5 : n = 13),
- S1S3 and S1S4 (P6 : n = 9),

– 2 heterozygous with no recombination event between EU03D06 and sw02H09 :
- S1S3 and S1S4 (P7 : n = 13),
- S2S3 and S2S4 (P8 : n = 9).

An AFLP approach was chosen to produce new markers. The 256 primer combinations tested,
generated 31 000 bands, 2 350 thereof revealed a polymorphism between K59 and K28, and 14
were identified as potentially linked to the S-locus, between TACG and EU03D06 (Figure 3.3).
One of the 14 was the previously mapped tacg293, the positions of the others were determined
by graphical genotyping of the 25 recombinant individuals of the Ba population (Table 3.1
and Figure 3.4). Five of the 13 new markers were validated as really comprised in the TACG-
EU03D06 interval. As they were specific for the S1 or S2 allele, they were mapped only on the
K59 map (Figure 3.5), resulting in a reduction of the interval spanning the S-locus from 5,91 to
1,29 cM. In the mean time, 2 new SSR markers had been mapped in the S-locus region, resulting
in a further reduction of the marker–flanked S-locus interval in the K59 meiosis map to 1,02 cM
(Figure 3.5). Four of the 5 AFLP markers closely linked to the S-locus were transformed into
SCAR markers and 2 showed codominant polymorphism (GGAT and TTAA, Table 3.3 and
Figure 3.5).

Chapter 4 : High resolution mapping

To define how many individuals were required to construct a precise map to order markers
and to estimate genetic distances, the population size was estimated according to the infor-
mation content (ir) and the α value (Figures 4.1 and 4.2, Allard, 1956 ; Liu, 1998). We have
chosen to use a population with at least 2 800 individuals. In theory, this population size gave
us the capacity to order makers separated by 0,27 cM with, α = 0,05.

To reach a population size of 2 800, 2 496 individuals, obtained by combining progenies from
7 different crosses, were added to the Ba population, resulting in a total of 2 885 individuals
(Figures 4.3 and 4.5, and see Table 1.1 p.47). The S-locus genotypes of these individuals were
obtained in 3 steps (Figures 4.4 and 4.5).

First, all plants were genotyped for the markers TACG and EU03D06 : 2 291 individuals
were non-recombinant in this interval and thus allowed the S-genotype to be inferred, 144 were
recombinants, and 61 plants were excluded of further analysis because of contamination (during
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crosses, the seed samples, or DNA handling). Secondly, the 144 recombinants were genotyped
for all the molecular markers comprised in the TACG-EU03D06 interval, and the S-genotype
could be inferred for 92 individuals non-recombinant in the EU08B02-TTAA interval. Finally,
the remaining 52 plants, recombinants in this interval, were phenotyped by test-crosses and
determining seed-set values. The S-genotype of only 8 individuals could not be determined
because of a lack of bolting (n = 4), dominance relationships between S-alleles (n = 3), and
one individual that turned out to be compatible with the 2 tester genotypes.

Before the construction of a consensus map for the different populations, the effects of
environment (year of seed production), genotype, and sex on the recombination frequencies
were tested. Only the difference between male and female meiosis recombination frequency
was significant (Tables 4.2a to 4.2f). This confirmed that the difference in M/F ratio observed
between K28 and K59 was sex dependent.

Segregation distortion was observed in 2 of the 7 populations used, but turned out not
to be specifically associated with a S-haplotype (Table 4.3). The genetic maps of the parents
of the different populations, as well as a male and a female consensus map, were constructed
(Figures 4.6 and 4.7). The S-locus was comprised in an interval of 0,60 cM for the female
meiosis and 1,24 cM for the male meiosis between the markers EU08B02 and TTAA. The M/F
ratio calculated from the 2 consensus maps was equal to 3,6. Differences between male and
female meiosis recombination frequencies calculated for 3 intervals of the genetic map around
the S-locus suggested that they are not caused by the proximity of the S-locus, as the M/F
ratio was highest (4,6) in the most distant TTAA-EU03D06 interval (Table 4.4).

Discussion

The application of the AFLP technique on DNA bulks has allowed to increase marker
density in the S-locus region. The number of markers obtained (1,8 AFLP/cM) turned out to
be similar as the marker frequency for the entire genome (2,5 AFLP/cM). The results of similar
studies (presented in table 5.1) showed a marker density in the region of interest that was at
least two times more feeble than that estimated for the entire genome. This indicates that the
employed strategy in chicory had been highly efficient. Among the 4 AFLP markers transformed
into SCAR markers, two turned out to be codominant. Though the microsequencing technique
resulted in obtaining the sequence of the 4 AFLP markers, these sequences did not permit
to find polymorphisms linked to the S-locus for all of them. This illustrates the difficulties in
transforming (dominant) AFLP markers into codominant markers.

The high resolution maps confirmed the monogenic character of self-incompatibility in
chicory. Only a single individual turned out to be compatible with the two pollen donors used
for test crosses. The descendants of this plant will offer the possibility to study the genetic
determinism underlying this phenotype. This may lead to a first explanation for the presence
of the different degrees of compatibility in chicory.

The populations used for the construction of this map have also confirmed that the dif-
ference in recombination frequencies observed between K28 and K59 was associated with sex
and not with the S-locus. This phenomenon of heterochiasmy has been observed in many spe-
cies, both plants and animals, but the different proposed hypotheses do not explain the results
obtained for chicory.

Segregation distortion was also observed in association with a single S haplotype (S3), but
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only in 2 populations. Furthermore, no segregation distortion was observed in homozygous
S2S2 individuals, suggesting that an expected S-locus-linked sheltered load is not expressed in
these individuals. Either the sheltered load does not exist, or the S2 haplotype is one of the
most recessive haplotypes in chicory. In the latter case, this haplotype may be found frequently
in the homozygous state, and may have led to purging of the linked sheltered load.

D.3 Part II : Physical map of the S-locus

Chapter 6 : Towards the positional cloning of the S-locus

Two BAC libraries of chicory genomic DNA were produced in collaboration with the Centre
National de Ressources Génomiques Végétales (Table 6.1, Gonthier et al., 2010, Annexe C).
Two different genotypes have been used ; one heterozygous S1S4 (library CinS1S4), and the
other homozygous S2S2 (library CinS2S2). The average sizes of the inserts have been estimated
at 120 kb for CinS1S4 and 90 kb for CinS2S2. These libraries, covering 12 times the chicory ha-
ploid genome, allowed us to start chromosome walking following a systematic strategy (Figure
6.1) :

– screening of BAC libraries with probes (macro-array filter hybridization),
– PCR validation of the clones obtained by hybridization with primers of the corresponding

probe,
– definition of primers on the BAC end sequences (BES) of the validated clones and use

of them to build contigs (Table 6.2),
– mapping of polymorphic BES on the genetic map and orientation of the corresponding

contig,
– using of the nearest BES to the S-locus as a new probe for library screening.

Initially, both BAC libraries were screened with probes defined from the molecular markers of
the genetic map (Tables 6.3 and 6.4). However, because of difficulties in building a single contig
using clones obtained with the same probe but for different haplotypes (Table 6.5), we have
chosen to concentrate our efforts on the homozygous CinS2S2 library. Screening with 4 of the 7
probes (TACG, TTAA, AACC, and EU12G02) defined from the molecular markers gave 1 to 8
validated clones. For one probe (EU08B02), no clone was detected, and the probes for tgct160
and TCAA turned out to be aspecific (too many clones hybridized, see Figure 6.2), so the
corresponding clones were excluded from the pursuit of chromosome walking. Only one clone
(Si10) obtained using the TACG probe and corresponding to the region above the S-locus was
validated. Three contigs could be constructed for the region below the S-locus, corresponding
to clones obtained with the TTAA, AACC and EU12G02 probes, respectively (Figure 6.3).
For two of the latter contigs, two polymorphic BES were mapped ; one which allowed the
orientation of the AACC contig with respect to the S-locus, and the other that cosegregated
with the TTAA marker (Figure 6.3). Thus, both the clone Si10 and the contig corresponding
to the TTAA probe, both localized closest to the S-locus, remained to be oriented and 4 new
probes were produced from BES positioned at the 2 ends of each of them. Zero to 11 clones were
validated for the different probes used to screen the CinS2S2 library. Screening with the probes
corresponding to the BES of Si10 resulted in obtaining only a single validated BAC clone that
partially overlapped with Si10. In contrast, the BES probes of the TTAA contig yielded 2 and

243



Annexe D. Synthesis and translations

11 additional BAC clones that extended this contig on both sides. Furthermore, the contig
build from the 11 clones obtained for one of the probes corresponding to a BES of the TTAA
contig (Si37m13) allowed to link the AACC and TTAA contigs (Figure 6.3). Thanks to the
previously achieved orientation of the AACC contig, the supercontig comprising the AACC,
TTAA, and TTAA-BES contigs, could be oriented with respect to the S-locus. This will allow
the pursuit of chromosome walking towards the S-locus by using a probe corresponding to the
BES of clone Si42, that is closest to it.

Chapter 7 : Characterization of genomic region in the vicinity
of the S-locus

Six BAC clones representing the contigs around the S-locus were sequenced and analyzed ; 1
corresponding to the TACG probe (Si10 clone), 4 representing the supercontig (Si42, Si37, Si52
and Si27 clones) and 1 corresponding to the EU12G02 probe (Si26 clone). Moreover, Si37, Si52
and Si27 clones were overlapping. In addition, a BAC clone corresponding to the male-sterility
locus (NMS1) was also sequenced (60A10 clone) and used for comparison with the genomic
region around the S-locus.

An average of 14 contigs was obtained for the sequenced clones (Table 7.1 ; to distinguish
these contigs from the contigs constructed by using BES of BAC clones, they have been renamed
Cg). This number was clearly higher than obtained for BAC clones from other species that
had been sequenced at the same time at the CNRGV (bell pepper, wheat, and sugar cane). A
possible explanation of the difficulty in assembling the Cg was the occurrence of SSR in half of
the Cg ends. Application of two different software utilities (Newbler and CAP3) did not change
the Cg numbers for the clones. The total number of nucleotides sequenced for each BAC clone
was comparable to their size estimated by pulse field electrophoresis, and considering the 6
clones of the S-locus region, a total of 546 kb has been sequenced.

Each BAC sequence was validated by verfying the presence of the corresponding probe
sequence (Blastn). Next BES of the BAC clones in the same contig were used to order the Cg
as best as possible (Figure 7.1). However, a large number of Cg could not be ordered, and to
simplify further sequence analysis, all Cg of a BAC clone were concatenated to form a single
sequence (Figure 7.4).

The 3 overlapping clones Si37, Si52 and Si27 allowed a first estimation of the ratio between
physical and genetic distances (Mb/cM) between the 2 molecular markers TTAA and AACC.
Considering the genetic maps for male and female meiosis, this resulted in a ratio of 0,5 Mb/cM
and 2,2 Mb/cM, respectively. If these ratios were invariable for the region separating TTAA
from the S-locus, only 4 to 8 additional consecutive BAC clones would be required to reach
the S-locus.

Repeated element composition of the sequences was studied by using the RepeatMasker
software and Blastx on A. thaliana peptide library. The total of 546 kb sequenced contained
5,71% of interspersed elements, 1,74% of SSR (1 SSR/3,6 kb) and 2,75% of low complexity
sequences (Table 7.2). In addition, Blastn of clone sequences on themselves revealed 10,45%
of repeated sequences without homology. Overall, similar results were obtained for the 60A10
BAC clone that corresponded to a different genomic region.

To study coding sequences near the S-locus, 2 different kinds of analysis have been condu-
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ced. The first consisted of a Blastn search with BAC clone sequences on the EST libraries
of several Asteraceae species, i.e. chicory, C. endivia, Lactuca sativa, Taraxacum sp. and He-
lianthus annuus (e-value < 10−30). The libraries of Cichorium sp. turned out to be the most
informative. In fact, sequences obtained for the others species were redundant to those already
identified for the Cichorium sp., and were therefore omitted from further analysis. A total
of 112 C. intybus SU (Unique Sequence) and 6 C. endivia SU were identified that showed
homology with BAC clone sequences. Thereof only 59 SU (55 from C. intybus, and 4 from
C. endivia) were considered as true homologous sequences after supplemental selection criteria
were applied (alignment of more than 85% of the SU sequence with genomic sequence, Figures
7.2, 7.3, and Figure 7.4).

Secondly, a Blastx search with BAC clone sequences on peptide libraries of A. thaliana and
V. vinifera was realized (e-value < 10−5). This resulted in the identification of 62 genes in
A. thaliana library and 65 in V. vinifera library (Figure 7.5). Approximately 55% of these genes
aligned less than 50% of their length with chicory sequences (Figure 7.3). When only genes that
aligned for more than 70% of their length with chicory sequences, or aligning with more than
50% of their length with chicory sequences when the region was identified as SU, were considered
(Figure 7.2), the number of homologous genes was reduced to half (23 A. thaliana genes and 27
V. vinifera genes, Figure 7.5 and Table 7.3). Thereof 15 A. thaliana genes and 16 V. vinifera
genes were positioned in regions that aligned with SU. Of the 59 SU, 33 (56%) showed homology
with A. thaliana and/or V. vinifera genes, and 25 (76%) thereof were homologous to the same
gene as found upon aligning with the genomic sequence.

Blastx of the SU have also been done on peptide libraries of M. guttatus, S. lycopersicum,
P. trichocarpa and M. truncatula, but no additional genes were identified. This suggests that
searches for the gene composition of chicory sequences can be limited to the use of A. thaliana
and V. vinifera peptide libraries.

To try to distinguish orthologous genes among all identified homologous genes, an addi-
tional criterion was applied : the ratio between the first and the second hit e-value (∆e-value,
Figure 7.2). When ∆e-value < 10−5, the gene of A. thaliana or V. vinifera was considered as
the best homologous of the chicory gene, and called potentially orthologous (pO gene), other-
wise it has been considered to belong to the same gene family (H gene). Consequently, 20 of
the 27 V. vinifera genes and 14 of the 23 A. thaliana genes were classified as pO genes. Unfor-
tunately, without access to the whole chicory genome sequence, it was impossible to identify
the RBH (Reciprocal Best Hit) of A. thaliana and V. vinifera, and to validate these genes
as orthologous. Nonetheless, tBlastn searches performed for 9 A. thaliana and 14 V. vinifera
genes in the Cichorium sp. EST libraries resulted in the identification of 5 A. thaliana genes
and 8 V. vinifera genes as most likely orthologous genes (pO* genes, Table 7.3).

The Blast search results were compared to gene prediction software (GenScan and Fgenesh)
results. On average, 12 genes per clone sequence were identified on the basis of homology with
A. thaliana or V. vinifera genes, but only 3 genes were predicted to be present at the same
position as that of SU or of A. thaliana and V. vinifera genes that aligned with the genomic
sequence. This suggests that the tested gene prediction software may have to be optimized for
application on chicory genomic sequences.

A certain degree of conservation of microsynteny was observed between genes identified on
genomic sequences of chicory in the S-locus region and their homologues in five Dicotyledon
species (V. vinifera, S. lycopersicum, M. guttatus, P. trichocarpa and M. truncatula).
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For V. vinifera, 65% of the pO genes were localized on chromosome 18 of this species (Figure
7.7). Groups from 2 to 4 genes were distributed on intervals spanning from 22 to 1900 kb along
this chromosome. Each block corresponded to homologous genes found present on one of the
BAC clones in the S-locus region of chicory. The order of blocks corresponded to the order of
the clones positioned below the S-locus but was inverted relative to the block corresponding
to the Si10 clone. Furthermore, distances between the blocks were much larger than between
the corresponding chicory sequences.

For the other species, genes used to study conservation of synteny were obtained from Blastx
of SU on their respective peptide libraries. For each species, at least 1 chromosome, scaffold,
or linkage group was identified that represented at least 5 of the 6 clones’ sequences (Figure
7.8). In all the cases, blocks of genes homologous to genes identified in one BAC clone were
found present, each spanning at most several hundreds of kb. In particular tomato seems to be
very interesting, in view of the similarities in the scale and the order of the gene distribution
on chromosome 4 of this species, in comparison with the physical map of the S-locus region on
linkage group 2 of chicory.

Discussion

During the construction of the physical map, at least 2 recombination events were observed
in an interval of less than 50 kb. This illustrates the kind of information which can be obtained
after genotyping 2 824 individuals for the S-locus region, and confirms the importance of the
number of plants used for the construction of a high resolution map.

A Mb/cM ratio was calculated for the first time (between 0,5 and 2,2 Mb/cM), and allowed
an estimation of the distance to overcome towards the S-locus (between 0,5 and 0,8 Mb). This
result, in combination with the position of the S-locus at the linkage group extremity, suggests
that this locus is not localised near a centromere. The physical distance delimiting the S-locus
may thus correspond to a few hundred kb, similar as in I. trifida or B. campestris.

The difficulties encountered during the assembly of the genomic sequences can probably be
explained by the high fraction of microsatelites and different types of repeated sequences, some
of which are homologous to annotated mobile elements. However, these characteristics were
observed both for the S-locus region and the clone harbouring the male sterility locus NMS1,
indicating that they are not specific for the former. Furthermore, they may also explain, at
least in part, the difficulties encountered during the construction of contigs corresponding to
the different S-locus haplotypes.

These difficulties also underpinned the importance of the availability of a BAC library
generated from the DNA of a genotype that was homozygous for the S-locus region. Moreover,
in view of the complexity of the studied region, the strategy of contig construction has been
proven to be well adapted. The stringent criteria for clone selection allowed obtaining reliable
results and orienting the chromosome walking in the direction of the S-locus.

Despite the phylogenetic distance between chicory and A. thaliana and V. vinifera, the
analysis of the coding sequences’ fraction proved to be very informative. In contrast, the appli-
cation of gene prediction software was less evident, and the parameters have to be optimized
in order to obtain reliable results for the chicory genome.

The study of the conservation of synteny between chicory and 6 dicotyledonous species
revealed the limits inherent to the lack of information on the entire genome. Therefore it was
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not possible to unambiguously identify orthologous genes. Nonetheless, a relative co-linearity
was observed between genes identified in chicory BAC clones and their homologues in 5 of the
6 species studied (V. vinifera, S. lycopersicum, M. guttatus, P. trichocarpa and M. truncatula).
Furthermore, among the genes present in blocks that corresponded to the clones, some had been
classified as potential orthologues and others as homologues. It thus seems more pertinent to
consider the information contributed by genes present in the same block rather than to consider
only orthologous genes. Finally, among the species studied for synteny, tomato turned out to
be particularly interesting ; its chromosome 4 presented the same organisation of the blocks
of genes as in the chicory S-locus region, and that were separated by comparable physical
distances (Figure 8.1).

D.4 Conclusions and perspectives

The objective of this thesis was to start the positional cloning of the chicory S-locus. It
was previously positioned at one end of linkage group 2 and a moderate density map of this
region for the population Ba (n = 389), was in progress. To reach the fixed objective, we first
established a high density/high resolution map, and secondly started the construction of a
physical map of the S-locus region. To realize fine mapping, the moderate dense genetic map
was completed by determining the genotype of all the individuals of the population Ba with
the existing markers (cf. chapter 2). This map allowed to identify 25 recombinant plants in the
region of the S-locus and showed a significant difference between the rates of recombination
during female and male meiosis in K28 and K59, respectively.

A strategy to increase the density of molecular markers in the interval studied was im-
plemented. Five new AFLP markers were identified, of which one was cosegregating with the
S-locus. Two of the AFLP markers could be transformed into codominant SCAR markers. The
chosen approach (marker-assisted BSA, cf. chapter 3) turned out to have been efficient, because
the markers density in the targeted region was comparable to the expected density calculated
for the whole genome.

Simultaneously, 7 populations, representing a total of 2 824 individuals, were analyzed to
build a high-resolution map of the S-locus region (cf. chapter 4). For the 7 studied populations,
the S-locus was always mapped between EU08B02 and TTAA markers, at one end of linkage
group 2. Genotyping of these plants thus confirmed the monolocus character of the chicory
self-incompatibility trait and the relevance of the choice of these populations. Two consensus
maps were built from the 2 824 individuals, one positioning the S-locus in an interval of 1,24 cM
(male meiosis), and the other one, in an interval of 0,6 cM (female meiosis). These maps, as well
as the 169 recombinant individuals identified in the S-locus region, constitute a powerful tool
to map new molecular markers, because a minimum of 2 recombination events were observed
in an interval of less than 50 kb.

Finally, the genetic data demonstrated that the differences in the rates of recombination-
between male and female meiosis, first observed between K28 and K59, were linked to sex. This
difference is not associated directly with the S-locus. It has however an effect on the progress
of the chromosome walking estimated from the genetic map, depending on whether the male
or female meiosis is considered, the first one contributing more information so far.

For the construction of the physical map of the S-locus, 2 BAC libraries were generated,
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covering together 12 times the chicory haploid genome (cf. chapter 7). The CinS1S4 library
was built from a heterozygous genotype in the S-locus region and the CinS2S2 library was
made from a homozygous genotype. Three contigs of BAC clones were built on both sides of
the S-locus, for the S2-haplotype. The orientation of one of them, the supercontig positioned
under the S-locus, was defined according to the position of markers on the genetic map, and
allowed to determined the direction of chromosome walking towards the S-locus.

Because of the difficulties to make contigs from clones representing different haplotypes,
the chromosome walking was followed using clones stemming from the CinS2S2 library. This
underlined the importance of having at least one BAC library builds from a homozygous indivi-
dual. The screening of the libraries was realized by hybridization on macroarrays. Two probes
obtained from AFLP markers, in particular TCAA which cosegregated with the S-locus, pre-
sented aspecific hybridization patterns. This method of screening is less expensive but also less
sensitive than a screening by PCR. However, if the chromosome walking is interrupted, because
of probes showing aspecific hybridization, a new approach must be adopted. For example, the
implementation of DNA pools of BAC clones would allow the screening of libaries by PCR,
with primers very specific of the targeted sequences.

Six BAC clones identified near the S-locus were sequenced (cf. chapter 7). These sequences
allowed, for the first time, to study and to characterize genomic sequences of chicory. A high
number of Cg was obtained for each clone (from 7 to 23). However, these sequences allo-
wed a first estimation of the Mb/cM ratio in the neighborhood of the S-locus (approximately
0,5 Mb/cM for the male meiosis and 2,2 Mb/cM for the female meiosis). The composition in
repeated elements was determined : 5,71% of interspersed elements, 1,74% of SSR, 2,75% of
low complexity regions, and 10,45% of repeated regions without homologies. Potentially coding
or expressed regions were identified from the EST libraries of Cichorium sp. (59 SU) and from
peptide libraries of A. thaliana (23 genes) and V. vinifera (27 genes). Among the potential
genes identified, at least 8 of them could correspond to single copy genes in the chicory genome.
The difficulties to make contigs from BAC clones originating from different haplotypes during
the chromosome walking were probably caused by the presence of repeated sequences and mo-
bile elements in the BES. The availability of complete BAC clone sequences would allow the
identification of coding and single copy regions, which could be used as anchor points to pass
from one library and one haplotype to another.

The study of the coding fraction also highlighted a relative preservation of the microsynteny
between the chicory sequences and those of at least 5 other Dicotyledonous species (V. vinifera,
S. lycopersicum, M. guttatus, P. trichocarpa and M. truncatula). These results show that in
the absence of data on Asteraceae genome sequences, it is possible to use the information of
sequences of phylogenetically distant species. However, it should be kept in mind that these
resources do not necessarily contain genes equivalent to the chicory SI determinants.

In view of these results, the objectives fixed at the beginning of the thesis were reached.
The strategy consisting of building contigs by using the BES proved its efficiency and the
chromosome walking towards the S-locus will continue. However, the preliminary data obtained
recently open the way to new approaches which could accelerate the implemented strategy. In
fact, a further in depth study of the conservation of the synteny between genes positioned in
the neighborhood of the S-locus and their position on the chromosomes of the other species
may be very helpful.

To initiate this approach, vine and tomato seem the most promising species. Indeed, V. vi-
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nifera is the species which groups together the largest number of genes associated to the same
chromosome. As for tomato, it is the only species for which the blocks of syntenic genes are
distributed in an interval of only a few Mb, as well as organized in the same order as in chicory.
In tomato, by listing all the present genes comprised in the 4 Mb interval which separates
the blocks of genes A and B (cf. figure 8.1 p.183), it should be possible to potentially identify
single copies genes. Chicory’s SU, homologous to these genes, can then be used to look for
polymorphism to define new molecular markers. A part of markers so defined may potentially
be mapped in the region of the S-locus. If these markers are positioned at smaller genetic dis-
tances of the S-locus than the markers which are already mapped, they would allow the S-locus
to be reached more quickly. In addition, it may allow to start chromosome walking again in the
region above the locus S, beyond the EU08B02 marker, for which no clone has been validated
so far (cf. figure 6.3 p.139.

Finally, when the sequence of the genome of sunflower will be available, it will be interesting
to determine the extent to which the synteny with the S-locus region of chicory is conserved,
and whether the region of the S-locus corresponds to the region of the self-fertility QTL on
linkage group 17 of sunflower (Burke et al., 2002 ; Gandhi et al., 2005 ; Wills et Burke, 2007).

In anticipation of obtaining sequences of the S-locus region, it will be also important to
resolve the problem of the assembly of genomic sequences. The simultaneous use of different
assembly software packages may be a first step in arriving at better assembly results, in par-
ticular to reduce the number of Cg per BAC clone. The efficiency of this type of strategy was
demonstrated for transcriptomic analyses (Kumar et Blaxter, 2010), and the first tests realized
on chicory genomic sequences seem promising. However, if no satisfactory protocol is obtained,
additional strategies of sequencing must be envisaged to order Cg.

When the construction of the physical map of the S2-haplotype will have sufficiently pro-
gressed, the analysis of the genomic sequences corresponding to the S1- and S4-haplotypes can
be envisaged. For that purpose, the use of sequences corresponding to single copy genes will be
privileged. In view of the characteristics in common between the different S-loci identified until
now, the comparison of the sequences of the different S-haplotypes present in the BAC libraries
(S1, S2 and S4) should allow delimiting the S-locus in a hyper-variable region. The female and
male determinant identification will require the implementation of tools of gene predictions.
Adapted and specific parameters of chicory must be defined for an optimal use of the prediction
software. Within this region, the most polymorphic predicted genes will represent the most li-
kely candidates of the self-incompatibility determinants. The association of the polymorphism
of these genes with different haplotypes and their specificity of expression, in the stigma or the
anthers, will also have to be considered during the selection of the candidates. Furthermore,
the specific presence of equivalent sequences in the EST library of stigmas will constitute an
additional argument in the choice of the female candidates to validate.

Finally, gain-of-function transformations will represent the final step of the functional va-
lidation of these genes. The S2-haplotype being the most recessive in the studied populations,
it offers the possibility to obtain S2S2 homozygous individuals, among whom it will be neces-
sary to select those that possess a good genetic transformation capacity. The candidate genes
corresponding to dominant haplotypes, for example S1, will be used to for transformation.
Only individuals transformed with the SI determinants will then present a S1 phenotype at
the pollen or stigma level, depending on wether it concerns the male or female candidat to be
validated, respectively.
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The access to the sequences of female and male determinants in chicory should open the way
to the study SI in other Asteraceae. It would allow to determine if this mechanism is common
to the different species of self-incompatible Asteraceae, in particular to S. squalidus, species for
which several S-haplotypes were characterized. If the determinism proves to be common, the
intra- and inter-specific diversity at the molecular level, as well as the differences which exist
between SI and allogamous species of the same genus can be investigated.

All this information will provide indications that may explain the appearance of the self-
incompatibility or to understand which factors are responsible for its breakdown in the Astera-
ceae family. The study of the variability for the self-incompatible character in chicory (presence
of pseudo-compatible and self-fertile individuals) will allow defining its origin. The breakdown
of SI is caused either by the loss of function of the SI determinants of some haplotypes, or it
is due to the action of one or several genes modulating the SI response.
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Captions translation

Introduction

Figure 1 : Schematic representation of pollen-pistil interactions occurring during self-
incompatibility (SI) mechanisms. When pollen and pistil have the same phenotype, a recogni-
tion mechanism prevents fecundation. Contrarily, the fecundation is allowed when pollen and
pistil have different phenotypes.

Table 1 : Synthesis of the characteristics of the different SI systems.

Figure 2 : Repartition of the different SI systems among Angiosperms.

Figure 3 : Schematic representation of the S-locus structure in homomorphic SI system. The
S-locus includes at least 2 genes, one encoding the female determinant, the other encoding the
male determinant. Each allelic combination represents a different haplotype.

Figure 4 : Heteromorphic SI. L, M and C represent long, medium and short morphs, respecti-
vely. The S allele is dominant and determines the C morph. In the case of tristyly, ss individuals
have either an L morph, when their genotype is mm at the M-locus, or an M morph, if they have
at least an M allele. Anthers and stigmas are represented as white ovals and black triangles,
respectively. Compatible crosses are indicated with dashed arrows.

Figure 5 : Gametophytique SI. (a) : Gametophytic SI involving one locus (S-locus). The SI
reaction occurs when the S-allele expressed by the pollen corresponds to one of the two alleles
expressed by the pistil. (b) : Gametophytic SI involving two loci (S- and Z-locus). The SI
reaction occurs when the two alleles S and Z expressed by the pollen correspond to 2 of the 4
alleles expressed by the pistil.

Figure 6 : Putative model to explain the interaction between S-RNases and SLF/SLB pro-
teins in Solanaceae, Rosaceae and Scrophuliaraceae. (croissance = growth ; arrêt croissance =
inhibition of growth)

Figure 7 : Reaction cascade following the interaction between PrpS and PrsS proteins in
Papaveraceae.

Figure 8 : Sporophytic SI. The pollen phenotype is determined by the genotype of the plant
producing the pollen. In this example, the S1 haplotype is dominant over S2 and S3, and the
S2 haplotype is dominant over S3.
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Figure 9 : Structural heteromorphism of S-haplotypes in Brassica rapa.

Figure 10 : Molecular model representing the SI response in Brassicaceae, with S1 dominant
over S2, or codominance between S1 and S2. The mark ‘ ?’ represents proteins (e.g. MLPK,
THL1, THL2, ARC1) involved in the reaction cascade activated by SI.

Figure 11 : Chicory pictures. A) Whole plant (scale 1/13), B) longitudinal cut of a capitulum
(scale 1/1), C) detail of an isolated flower (scale 2).

Chapter 1 : Materials and methods

Figure 1.1 : Different steps of the positional cloning procedure and plant materials used for
the different steps.

Carte génétique moyenne densité = moderate density map
Carte génétique fine = fine mapping
Carte haute densité = high density map
Carte haute resolution = high resolution map
Banques BAC = BAC libraries
Marche chromosomique vers le locus S = chromosome walking towards the S-locus

Table 1.1 : Characteristics of the population used for the positional cloning of the S-locus in
chicory. The B population was obtained from the cross between K28 (male sterile) and K59
(hermaphrodite) genotypes. The C population was obtained from selfing of K59 (Ca), and
selfed progenies of K59 (Cb)*. The populations D, E, F, and G were obtained from crosses of
B individuals, populations E, F, G having the same female parent (B272). The populations H
and M were produced from crosses between K59, used as male parent (H) or female parent
(M), with two groups of B individuals (BH and BM).

* Even if the K59 genotype is highly SI, the harvest of all seeds in the capitula of 10 isolated
clones of K59 led to obtaining 36 plants (Ca). Similarly, the selfing of the 36 Ca individuals
resulted in obtaining a total of 122 Cb plants.

Figure 1.2 : Genealogy of the different chicory populations used.

Figure 1.3 : In vitro culture. Schematic representation of the different steps necessary to
maintain and multiply (somatic embryogenesis) SI genotypes.

Figure 1.4 : Greenhouse culture. Plantlets growing in pot plates.

Table 1.2 : PCR mix for the amplification of STS markers.

Table 1.3 : Mixes for the separation of PCR products by capillary electrophoresis, under
denaturing conditions (POP7 polymer) or non-denaturing conditions (CAP polymer).

Table 1.4 : PCR mix for the detection of HRM polymorphism.

Figure 1.5 : Schematic representation of the different steps of the AFLP procedure.

Table 1.5 : Enzymatic digestion mix

Table 1.6 : Ligation mix

Table 1.7 : Pre-amplification mix

Table 1.8 : Selective amplification mix
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Table 1.9 : List of primers EcoR1-A+2 and MseI-C+2 used for selective amplifications.

Figure 1.6 : Schematic representation of the different steps in the simplification of the AFLP
profile of marker aacc134 (minisequencing). 1 : the 4th selective base is C. 2 : the 5th selective
base is C. 3 : the 6th selective base is A.

Table 1.10 : Degenerated primers used for the identification of the 4th, 5th and 6th selective
bases, during the minisequencing procedure.

Table 1.11 : Sequencing polyacrylamide gel composition

Table 1.12 : EST databases of the different Asteraceae species used for sequence comparisons.
EST : total number of EST sequences (before assembling). SU : number of unique sequences
(singletons and contigs) after EST assembling. Contig : number of contigs among SU. Annoté :
percentage of SU presenting a homology with A. thaliana peptide database.

Table 1.13 : Peptides databases used for sequence comparisons.

Table 1.14 : Expression of ir (= information carried by an individual) depending on the type
of marker considered. He : heterozygote, Ho : homozygote, CC : full progeny classification,
BC : back-cross, DD : dominant-dominant configuration. * In the case of dominant markers,
the individual is Ho for recessive alleles.

Table 1.15 : Examples of expected frequencies (m) and corresponding derivatives (δm/δr)
for the different genotypes/phenotypes expected in a progeny. (a) Case of 2 markers with CC
configuration (parental genotypes : A1A2 B1B2 and A1A3 B1B3). (b) Case of 2 markers with
configuration DD in repulsion phase (parental genotypes : AaBb). To obtain the expressions
corresponding to a configuration DD in repulsion phase, 1-r is substituted by r.

Table 1.16 : Scheme of crosses used to determine the S-phenotype of recombinant individuals
around the S-locus. + indicate compatible crosses ; - indicate incompatible crosses.

Part I : Fine mapping of the S-locus

Chapter 2 : Preliminary results : Moderate density map of the
S-locus

Figure 2.1 : Basis of the S-locus positional cloning approach. Synthesis of the different tasks
performed with the Ba population. H : hermaphrodite individual, MS : male sterile individual.

Croisement = cross
Cartographie = mapping

Figure 2.2 : Seed set frequencies. Frequencies were calculated from a total of 662 capitula
obtained from diallel and factorial crosses (30 individuals). Seed set values were associated with
the compatible or incompatible behaviour of the crosses.

Figure 2.3 : Dominance relationships between the different S-alleles at the pollen and stigma
level. Arrows indicate dominance and double lines indicate codominance.

Table 2.1 : Results of diallel and factorial crosses. (a) Compatibility groups and dominance
relationships between S-alleles. Crosses were performed between individuals of the Ba popu-
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lation, and with the K28 and K59 genotypes. As K28 is male sterile, the pollen group I was
established from hermaphrodite S3S4 individuals of the D population (obtained from a cross
between two individuals of the Ba population). Grey squares correspond to compatible crosses,
striped squares indicate reciprocal crosses with different results. (b) Tester genotypes choice
and crosses’ design used for the S-locus phenotyping of Ba individuals.

Figure 2.4 : Moderate density map of linkage group 2 obtained from the Ba population (left,
n = 174), and detail of the tacg293-sw2H09 interval (right, n = 389).

Box 1 : Graphical genotyping : description and example.
Graphical genotyping is a schematic representation of a chromosomal region : each line

corresponds to a locus and a column to a chromosome. A color code is used to distinguish the
parental chromosomes and to represent the genotypes of the descendants. Only the order of
the loci is represented, without considering the genetic distances. Graphical genotyping allows
a precise visualization of the recombination events and to associate them with the meiosis in
one or the other parent. It allows also the detection of errors during genotyping : these may
generate artificial double cross-overs that are unlikely to occur in intervals in the order of 1
cM. For each marker used for the construction of the genetic map, the nomenclature of alleles
follows the nomenclature used in the JoinMap mapping software. When the 2 parents (K28
and K59) are heterozygous for a locus :

- with 4 different alleles, the alleles are named a,b, c and d ;
- with 3 different alleles, the alleles are named e, f, and g ;
- with 2 different alleles, the alleles are named h and k.
When only one parent is heterozygous, here K59, the alleles of the locus are named l and

m.

Figure 2.5 : Comparison of recombination frequencies between K28 and K59 meiosis, for the
9 linkage groups of the chicory genetic map (LG1 to LG9, Ba population, n = 174). For each
linkage group, only codominant markers in K28 and K59, and separated by about 10 cM, were
selected. The number of recombinants per interval was compared between K28 female meiosis
(F) and K59 male meiosis (M). When a significant difference was observed (χ2 test), the ratio
M/F was calculated (M/F > 1, grey boxes ; M/F < 1, striped boxes). The total length of
linkage groups, in cM, is indicated above each linkage group. The length of the common part
of male and female map is indicated between parentheses.

Chapter 3 : High density map

Figure 3.1 : Moderate density map of the S-locus region (Ba population, n = 389) obtained
from female meiosis (K28) and male meiosis (K59). Cumulated genetic distances (cM) are
indicated on the left of linkage groups, and the marker’s names are indicated on the right.

Figure 3.2 : Bulk strategy. Graphical genotypes representation of individuals selected to
constitute the bulks, and expected results depending on the linkage configuration of markers
with S1 or S2 haplotypes. + indicates the presence of a marker. Each colour corresponds
to a parental chromosome. For individuals S1S1 and S2S2, striped part of the chromosomes
indicates that the genotype is unknown. Expected results when markers are linked to S1 or
S2 haplotypes are indicated in the two first lines (marker linked to S1 in the interval TACG-
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EU03D06 ; marker linked to S2 in the interval TACG-EU03D06). * : Examples of negative
results are indicated in the two following lines (marker not linked to S1 or S2 ; marker distant
from S1).

Table 3.1 : Caracteristics of AFLP markers identified with the BSA strategy, and information
related to their mapping in the vicinity of the S-locus.

Figure 3.3 : Successive results obtained during the search of new AFLP markers by BSA.

Figure 3.4 : Graphical genotypes representing map position of markers identified by BSA in
the TACG-EU03D06 interval. The graphical genotype of parental genotypes (K28 and K59) and
the different configuration observed among the 25 recombinant individuals of the Ba population
are represented. Cosegregated markers are boxed. * The position of marker tcaa300, above or
under the S-locus is undetermined because of the limited genetic information provided by this
marker.

Figure 3.5 : Female (K28) and male (K59) high density maps of the S-locus region (Ba

population, n = 389). AFLP markers are indicated in lower-case letters (e.g. ggat125) and the
corresponding SCAR markers are indicated in capitals (e.g. GGAT). Microsatellite markers
are indicated in capital letters. Cumulated genetic distances (cM) are indicated on the left of
linkage groups.

Table 3.2 : Results of the minisequencing procedure. The 4th, 5th and 6th supplementary
selective bases are indicated for each AFLP marker, as well as the 3’ extremity of the MseI
primers designed.

Figure 3.6 : Example of minisequecing result obtained for the AFLP marker ggat125. The
AFLP pattern before minisequencing is presented on the left picture. The right picture shows
the simplification of the AFLP pattern after minisequencing of 3 supplementary bases. In this
case, the minisequencing procedure led to the detection of the ggat128 fragment, specific of the
S1S1 genotype. The two first lines shows AFLP patterns of S1S1 genotypes, the two last lines
correspond to S2S2 genotypes.

Table 3.3 : Polymorphism information of AFLP markers and of their equivalent SCAR mar-
kers.

Chapter 4 : High resolution mapping

Figure 4.1 : Quantity of information contributed by individual (ir) as a function of r. The ir
value is expressed proportionally to a full F2 classification (100% F2 CC). BC is for back-cross,
‘DD couplage’ indicates an F2 configuration for 2 dominant markers in coupling phase, and
‘DD repulsion’ indicates an F2 configuration for 2 dominant markers in repulsion phase.

Figure 4.2 : Minimum number of individuals required to estimate the confidence interval
r ± zα

2
Sr (with zα

2
Sr <

r
2) in the case of a full F2 classification (CC) and in the case of

dominant markers in coupling phase (DD couplage), for α = 0,01 and α = 0,05. The marks
(•) indicate the r values for n = 2 800, depending of α and of the marker’s configuration.

Figure 4.3 : Graphical genotypes of the TACG-EU03D06 interval for the parental genotypes
of the 7 populations used for high resolution mapping of the S-locus. Underlined molecular
markers indicate markers used for the selection of the populations, the other marker were
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Annexe E. Captions translation

obtained later on. White boxes in graphical genotypes indicate non-informative markers for
the considered genotype. In progenies with lm x lm configuration for markers (*), mm and lm
genotypes can not be distinguished, because of the dominance of the m allele.

Table 4.1 : Minimum values of r (non-overlapping confidence intervals) for a population of
2 824 individuals, depending of α and of marker’s configuration.

Figure 4.4 : S-locus genotyping and phenotyping strategy in three steps. Step 1 : genotyping of
2 496 individuals for TACG and EU03D06 markers. Step 2 : genotyping of the 144 recombinant
individuals for markers TTAA, aaca83, aacc134 and EU12G02. Step 3 : Crosses with tester
genotypes to determine the S-locus phenotype of the 52 individuals with recombination in the
EU08B02-TTAA interval. Parental and progenies chromosomes are representing as graphical
genotypes, each box corresponding to a molecular marker, each colour corresponding to a
parental chromosome. Hors type = aberrant.

Figure 4.5 : Overview of the seven populations analysed. The scheme indicates the parental
genotypes of populations (female x male), the years of seed production, the number of seed
(graines) obtained, the final number of individuals analysed, and the number of recombinant
individuals in the interval TACG-EU03D06. The final number of individuals (nombre d’indivi-
dus après germination et génotypage) does not take into account the 61 aberrant individuals
indicated in figure 4.4

Table 4.2 : Homogeneity test results (χ2) for the comparison of the proportion of recombinant
and non-recombinants individuals in the TACG-EU03D06 interval, under different parameters :

– the year of seed production (broad sense environment), (a) for male meiosis in K59 and
(b) for female meiosis in K28 ;

– (c) the male and female meiosis (sex effect) in the K59 genotype ;
– (d) the genotype of female parent and (e) the genotype of male parent ;
– (f) sex effect for the total number of progenies.

* When at least one of the expected numbers of individuals was less than 5, the Yates correction
was applied to the χ2 calculation.

Table 4.3 : Results of segregation conformity tests (χ2) for the alleles of TACG and EU03D06
markers, and the S-locus. Significant results (P < 0,05) are indicated in bold. * The segregation
distortions observed in these populations indicate an under-representation of the S3 haplotype
and marker’s alleles linked to this haplotype.

Figure 4.6 : Genetic maps of the TACG-EU03D06 interval (top end of linkage group 2), for
the different parental genotypes analysed. Cumulated genetic distances (cM) are indicated on
the left of linkage groups. Maps built from female and male meiosis are indicated in pink and
blue, respectively. * The distance between the S-locus and flanking markers is an approximated
value, due to missing data.

Figure 4.7 : Consensus genetic maps of the TACG-EU03D06 interval (top end of linkage
group 2), obtained from total female and male meiosis. Full lines on linkage groups indicate
informative markers for the 2 824 meiosis. Distances between markers (cM± confidence interval,
α = 0,05) are indicated are indicated on the left of linkage groups. * The distance between
the S-locus and flanking markers is an approximated value, due to missing data. Dashed lines
indicate the positions of informative markers, only in certain populations. Distances calculated
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between these markers and flanking markers are indicated in cM, with in parentheses the ratio
recombinants/informative meiosis.

Table 4.4 : Sex effect (χ2 test) on the proportion of recombinant and non recombinant indi-
viduals, for different intervals flanking the S-locus.

Discussion

Table 5.1 : Examples of results obtained for the BSA approach, using AFLP, based on pheno-
type (BSA) or marker assisted (BSA+), for different plants and different traits. Indicated are :
the size of the genetic map (1), size of the genome (2), the total number of fragments genera-
ted (3), the percentage of polymorphic markers between parents (4), the number of markers
identified as being linked to the locus of interest (5), the interval in which the linked markers
were identified (6), the mean distribution of the polymorphic markers in the entire genome
(7) and in the region of interest (8), the estimated ratio physical distance/genetic distance
for the entire genome (9). References (Réf.) : a) Lahaye et al. (1998) et Wicker et al. (2008),
b) Meksem et al. (1995) et Zhu et al. (2008), c) Jordan et al. (2006), Pierre et al. (2000) et
Yoo et al. (2003), d) Cnops et al. (1996), Hauge et al. (1993) et Tagu et Moussard (2003), e)
Cette étude, f) Zhang et al. (2009), g) Noguera et al. (2005), h) Pierre et al. (2000), i) Wei et al.
(2009), j) de Brito et al. (2010), k) Quillet et al. (in prep).

Table 5.2 : Chromosomal location of the S-locus and the relation between physical and ge-
netic distance in the proximity of the S-locus in different species. (*) relation physical dis-
tance/genetic distance close to the S-locus, (**) relation physical distance/genetic distance
estimated for the entire genome. References : a) Wang et al. (2003), b) Yang et al. (2007), c)
Casey et al. (2010), d) Casselman et al. (2000) et Imano et al. (1998), e) Suzuki et al. (2004),
f) Wheeler et al. (2003).

Part II : Physical map of the S-locus

Chapter 6 : Towards the positional cloning of the S-locus

Table 6.1 : Characteristics of the chicory BAC libraries according to Gonthier et al. (2010,
Annexe C).

Table 6.2 : Example of the construction of a contig from the clones obtained by the TTAA
probe. The presence (1) or the absence (0) of amplification products of the BES (Si39t7 to
Si37m13) has permitted to position the clones in relation to the others. The contig has been
constructed bearing in mind that the BES clones should imperatively be positioned at the ends
of that clone, once the contig has been assembled.

Figure 6.1 : Different steps of chromosome walking toward the S-locus.

Table 6.3 : Results of the hybridization (Hyb) and of the PCR validations (Val) on the CinS2S2
library. The clone names correspond to the library plate number and to the position of that
clone on that plate. The abbreviations (Abr) used are those usually employed to designate the
clones. Concerning the probes defined from the BES (Si37m13 and Si39m13), only the newly
identified clones have been indicated. The presence (P) or the absence of polymorphisms (np)

257



Annexe E. Captions translation

has been indicated for each BES. The identification of a gene has also been signalled. When a
polymorph BES could be placed on the genetic map, it has been highlighted in yellow. The
symbol corresponds to an absence of data.

Table 6.4 : Results of the hybridization (Hyb) and of the PCR validations (Val) on the
CinS1S4 library. Haplotype (Hapl) with which the clone is associated, and the amplified allele
(All) corresponding to the marker used as a probe, are indicated. The clone names correspond
to the library plate number and to the position of that clone on that plate. The abbreviations
(Abr) used are those usually employed to designate the clones. The presence (P) or the absence
of polymorphisms (np) has been indicated for each BES. The identification of a gene has also
been signalled. The symbol corresponds to an absence of data.

Table 6.5 : Comparison of the contigs obtained for the clones associated to the a and c alleles
of the TACG marker, for the CinS1S4 library. The order of the BES markers (indicated on the
1st line of each table) in relation to the others is not the same for each contig, and thus has
not allowed the construction of a single contig. A few markers have been connected from one
contig to the other, in order to underline these differences.

Figure 6.2 : Macroarrays. Example of an aspecific hybridization on the filter on the left hand
side (TCAA probe) and of a specific hybridization on the filter on the right hand side (TTAA
probe), with 2 copies of each of the five hybridized clones circled in red.

Figure 6.3 : Chromosome walking toward the S-locus. The markers of the genetic map have
been positioned in relation to the others, depending on the distances obtained for the consensus
map of the male meiosis (cf. Chapitre 4 p.114). All the clones obtained with one probe and
organised as contigs are represented with the same colour. The markers of the genetic map
as well as the BES that have been used as probes have been connected to the corresponding
identified clones (continuous lines). The polymorphic BES which were mapped have been posi-
tioned on the genetic map (dotted lines). The successive construction of contigs has permitted
to obtain a supercontig physically connecting the TTAA and the aacc134 markers. The entirely
sequenced clones (cf. chapitre 7) are also indicated (*).

Chapter 7 : Characterization of genomic region in the vicinity
of the S-locus

Table 7.1 : Characteristics of the inserts obtained from the CinS2S2 library. For each clone, the
linkage group and the probe with which it has been identified are indicated (LG sonde). Si37,
Si52, and Si27 (gray) clones are overlapping. Averages and totals had been calculated for the 6
clones positioned on the LG2 around the S-locus. (a) Insert size estimated on electrophoresis gel
and (b) total length after assembling. (c) number of Cg of at least 500 pb ; (d) Total considering
the overlapping regions of the Si37, Si52, and Si27 clones only once. The symbol indicates
the absence of data.

Figure 7.1 : Organisation of the Si10, Si42, Si37, Si52, Si27 et Si26 clones’ Cg. Only BES
and amplified markers on the sequenced clones are indicated (cf. chapitre 6 p.132). Each Cg
of the 6 clones is represented by a rectangle proportional to its length. Markers of the genetic
map represented at the top are connected to the corresponding clone by an arrow. BES and
markers are connected to their position on a Cg by a blue line. *The Si10 clone not belonging
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to a contig, the positions of amplified markers on this clone are arbitrary.

Table 7.2 : Characterization of sequences in the neighborhood of the S-locus for repeated
elements. The mobile elements, microsatellites and low complexity regions, as well as the GC
content were determined with RepeatMasker and Blastx searches on the peptide library of
A. thaliana. The duplicated regions were identified with Blastn search of the 6 clone sequences
on themselves. (a) The coverage corresponds to the total number of pb corresponding to the
different elements present in the 573,7 kb representing the 6 clones. (b) This percentage cor-
responds only to the 60A10 clone’s genomic regions that were identified on the 6 clones of the
S-locus region. (c) Presented results were obtained from the whole A. thaliana genome (119
Mb, TAIR10 version).

Figure 7.2 : Selection criteria used for the different sorts of Blast : Blastn, Blastx, and tBlastn.
At : A. thaliana, Vv : V. vinifera, ∆e-value : ratio of the e-values of the 2 best Blast hits.

Figure 7.3 : Frequencies of the parts of sequences representing SU and peptidique sequences
deduced from the A. thaliana and V. vinifera genes that aligned with BAC clone sequences.
SU : DNA sequence alignment, At et Vv : alignment of A. thaliana and V. vinifera peptides
on the deduced peptides from the BAC clone sequences.

Figure 7.4 p.155 : Distribution of the different types of elements composing the genomic
sequences of the 6 sequenced clones. A kb scale is associated to each clone. From top to bottom
are represented the positions of : Cg ordered according to BES (white) and Cg randomly
ordered (gray), regions masked by ReapeatMasker (red), repeated regions in common between
the 6 clones (orange) and regions in common with the 60A10 clone (yellow), SU (purple),
and homologues genes of A. thaliana (green) and V.vinifera (blue). Notation used for genes
correspond to the abbreviation presented in the table 7.3. Continuation p.156 and p.157.

Figure 7.4 p.156 : Continuation – Distribution of the different types of elements composing
the genomic sequence of the 6 sequenced clones.

Figure 7.4 p.157 : Continuation – Distribution of the different types of elements composing
the genomic sequence of the 6 sequenced clones. For the Si27 clone, gene prediction examples
(in pink : from the lightest to the darkest shade : prediction with Fgenesh, prediction with
GenScan, both with A. thaliana as the reference organism, followed by predictions with Fgenesh
and V. vinifera as the reference organism).

Figure 7.5 : Distribution of the genes identified by Blastx : (a) on chromosome 1 to 5 of A. tha-
liana or the chloroplastic (C) and mitochondrial (M) genomes, and (b) on the chromosomes 1
to 19 of V. vinifera, according to the different applied criteria of selection.

Table 7.3 : Identified genes on the genomic sequences positioned near the S-locus (Blastx
realised on peptides library of A. thaliana and V. vinifera). Relative gene position on the
different clones (Pos), the number of identified SU on the same position (SUtot), and the
number of SU showing a homology with the same gene as the genomic sequence (SU), are
indicated for each gene. Chr : chromosome on which each gene is present. Hits : number of
results obtained per position. ∆ : ∆e-value, ratio of the e-values of the first and second hit,
except for (a) : e-value of the second hit. Alias : abbreviation used in figure 7.4. Cat : category
in which each gene was classified in relation to the chicory sequence : homologous gene (H) or
potentially orthologous gene (pO). A tBlastn search was performed for some pO genes : the
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best homology was obtained either for the identified SU on the same position (pO*), or for
a different SU (pO−). Precisions on A. thaliana genes’ functions can be found in the annexe
(p.223). (b) : different positions corresponding to a same gene for A. thaliana or V. vinifera.

Figure 7.6 : Phylogenetic tree of the Dicotyledonous species from which sequence data have
been used, and the position of chicory, lettuce and sunflower. When sequencing was comple-
ted, the type of assembling is indicated : * indicates the number of chromosomes or linkage
groups obtained, # the number of scaffolds. The polyploidization events recently inferred (•)
and of hexaploidization of the more recent common ancestor (N) are also indicated (after
Van de Peer et al. (2009) et Barker et al. (2008)).

Figure 7.7 : Distribution of the genes pO and H(*) of chromosome 18 of V. vinifera and
comparison with their distribution on the clones of the S-locus region. Each number represents
one gene (cf. position in the table 7.3). A color code was defined for each clone or overlapping
group of clone, only the genes present on the chromosome 18 being highlighted on the physical
map of the chicory. The Si27, Si37 and Si52 clones were gathered to form only one sequence.
The regions of clones blue highlighted correspond to the Cg that were positioned and oriented.

Figure 7.8 : Distribution of the pO and H genes identified from the chicory’s SU on chro-
mosomes, linkage groups, or scaffolds of M. guttatus, S. lycopersicum, P. trichocarpa and
M. truncatula. Chicory’s clones are aligned one above the other (physical map on the left).
Si27, Si37and Si52 clones are united to form only a single sequence. On the physical map, each
number corresponds to one gene (cf. position on the table 7.3) and only the SU associated genes
are highlighted, a color code being specified for each clone or group of overlapping clones. (a)
pO gene, (b) H gene, (c) gene corresponding to the second best Blast hit. The clone regions
highlighted in blue correspond to the Cg that were positioned and oriented.

Discussion

Table 8.1 : Genomic composition in repeated elements for different species. * Estimation of
the average distance between SSR (kb). GSS : Genome Survey Sequence, g : genome, chr :
chromosome.

Figure 8.1 : Schematic representation of the position of gene blocks (A to D), identified
on the chicory BAC clones, on the chromosomes and scaffolds of V. vinifera, M. guttatus,
S. lycopersicum, P. trichocarpa et M. truncatula. Size of the blocks and distances between
them are represented according to the scales given at the bottom of the figure. When only
a single gene is associated to a block, it is represented by a colored rectangle without letter.
Distances between the blocks on the physical map of chicory were estimated by considering a
homogenous Mb/cM ratio in the TACG-EU12G02 interval.
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Abstract

Self incompatibility (SI) is one of the most important strategies to prevent selfing in

hermaphrodite plants. This mechanism is generally under the control of a single multi-allelic

locus, the S-locus. Pollen and pistil determinants involved in the incompatibility reaction have

been identified in some Angiosperm families. In the Asteraceae family, determinants of SI are

still unknown. Chicory (Cichorium intybus L.), which belongs to this family, is a sporophytic

self incompatible species. To identify determinants of chicory SI, a positional cloning strategy

has been implemented.

The chicory S-locus has been assigned to one end of linkage group 2. To increase the density

of molecular markers in the S-locus region and to obtain a high density map, a marker assis-

ted BSA (Bulk Segregant Analysis) approach was developed. Five new AFLP markers were

obtained, including one co-segregating with the S-locus. Furthermore, 2 markers turned out

to be codominant after they were transformed in SCAR markers. In parallel, a high-resolution

map was produced. For that goal, a large population of individuals (n = 2.824) segregating

for different S-alleles was generated. Due to a difference of recombination frequency between

male and female meiosis (heterochiasmy), 2 consensus maps were constructed. The S-locus

was positioned in an interval of 0,6 cM or 1,24 cM considering female or male meiosis, res-

pectively.

At the same time, 2 BAC libraries of chicory were produced in collaboration with the Centre

National de Ressources Génomiques Végétales. These libraries, covering 12 times the chicory

haploid genome, allowed us to start chromosome walking. Three contigs were built around the

S-locus. The orientation with respect to the S-locus of one of them could be determined. Mo-

reover, 6 BAC clones representing these contigs were sequenced and analyzed. In this region,

corresponding to 546 kb, we relate the physical distance and the genetic distance to a ratio of

0,5 Mb/cM for male meiosis and 2,2 Mb/cM for female meiosis. Repeated element composition

of the sequences comprised 5.71% of interspersed elements, 1.74% of SSR, 2.75% of low com-

plexity sequences, and 10.45% of repeated sequences without homology. About thirty genes

were identified upon comparisons with Cichorium sp. EST libraries and Arabidopsis thaliana

and Vitis vinifera peptides libraries. A certain degree of conservation of microsynteny was

observed between these genes and their homologues in five Dicotylédon species (Vitis vinifera,

Mimulus guttatus, Solanum lycopersicum, Populus trichocarpa and Medicago truncatula). To-

gether, these data open the way for new approaches that could accelerate chromosome walking

towards the S-locus in chicory.

Keywords : Sporophytic self-incompatibility , positional cloning, S-locus, Cichorium inty-

bus L., Asteraceae.





Résumé

L’autoincompatibilité (AI) est la stratégie la plus répandue pour empêcher l’autofécondation

chez les plantes hermaphrodites. Les mécanismes associés sont généralement sous le contrôle

d’un locus multiallèlique, le locus S. Les déterminants pollen et pistil de la réaction d’in-

compatibilité ont été identifiés dans quelques familles d’Angiospermes. Dans la famille des

Asteraceae, les déterminants de l’AI sont encore inconnus. La chicorée (Cichorium intybus

L.), qui appartient à cette famille, présente un système d’autoincompatible sporophytique.

Afin d’identifier les déterminants responsables de l’AI de cette espèce, une stratégie de clo-

nage positionnel du locus S a été mise en place.

Le locus S de la chicorée avait préalablement été cartographié à l’extrémité du groupe de

liaison 2. A partir de cette carte, une approche BSA (Bulk Segregant Analysis) assistée par

marqueurs a été développée afin de densifier la région du locus S en marqueurs moléculaires

et d’obtenir une carte haute densité. Cinq nouveaux marqueurs AFLP ont été identifiés,

dont un coségrégeant avec le locus S. De plus, 2 marqueurs se sont avérés codomimants, une

fois transformés en marqueurs SCAR. En parallèle, une carte haute résolution de la région

du locus S a été établie. Pour cela, une importante population d’individus (n = 2 824), en

ségrégation pour différents allèles S, a été générée. En raison d’une différence de fréquence de

recombinaison entre les méioses mâles et femelles, 2 cartes consensus ont été construites. Le

locus S a été positionné dans un intervalle de 0,6 cM pour les méioses femelles et de 1,24 cM

pour les méioses mâles.

Dans le même temps, 2 banques BAC de chicorée ont été construites en collaboration avec

le Centre National de Ressources Génomiques Végétales. Ces banques, couvrant 12 fois le

génome haplöıde de la chicorée, ont permis d’initier la marche chromosomique vers le locus

S. Trois contigs de clones BAC ont été construits de part et d’autre du locus S. L’orientation

de l’un d’entre eux par rapport à la position du locus S a été définie. De plus, 6 clones BAC

représentatifs des contigs, et couvrant un total de 546 kb, ont été séquencés et analysés. Dans

cette région, le rapport distance physique/distance génétique a été estimé à 0,5 Mb/cM pour

les méioses mâles et à 2,2 Mb/cM pour les méioses femelles. La composition des séquences

en éléments répétés comprend 5,71% d’éléments mobiles, 1,74% de SSR, 2,75% de régions de

faible complexité et 10,45% de régions répétées sans homologies. Une trentaine de gènes ont

été identifiées à partir des banques d’EST de Cichorium sp. et de peptides d’A. thaliana et

de V. vinifera. Une relative conservation de la microsynténie a été observée entre ces gènes

et leurs homologues chez 5 espèces Dicotylédones (Vitis vinifera, Mimulus guttatus, Solanum

lycopersicum, Populus trichocarpa et Medicago truncatula). L’ensemble de ces données ouvre

la voie à de nouvelles approches qui pourraient accélérer la marche chromosomique vers le

locus S de la chicorée.

Mots clefs : Autoincompatibilité sporophytique, clonage positionnel, locus S, Cichorium

intybus L., Asteraceae.
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