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Résumé 

 
Les crossing-overs (CO) sont indispensables dans la création variétale pour permettre 

l’introgression de régions d’intérêt dans les variétés agronomiques d’espèces cultivées telles 

que le blé tendre (Triticum aestivum L.). Afin d’évaluer l’impact des facteurs qui influencent 

leur formation, nous avons entrepris une caractérisation fine de leur distribution sur le plus 

grand chromosome (chromosome 3B, 995 Mb) du blé tendre en s’appuyant sur la carte 

physique récemment développée et le séquençage de quelques régions de plusieurs 

mégabases. 

La comparaison entre une carte génétique dense (102 marqueurs) et une carte physique de 

délétion montre que 77 % des CO sont présents dans les régions distales couvrant seulement 

25 % du chromosome. La comparaison de différentes cartes génétiques montre de plus que 

cette distribution est conservée entre populations avec cependant des différences de taux de 

CO locaux entre populations mais également entre méiose mâle et femelle. Cette distribution 

est influencée par une interférence positive forte à des distances inférieures à 10 cM. 

Cependant, les faibles fréquences de CO observées au sein des régions proximales restent 

inexpliquées. En effet, la faible augmentation du taux de CO observée au sein des régions 

proximales placées en position distale suggère que la position proximale de ces régions sur le 

chromosome ne semble pas responsable de leur faible fréquence de CO. De plus, nous avons 

montré que ces faibles fréquences ne seraient pas non plus dues à une divergence de séquence 

entre chromosomes homologues au sein des régions proximales, la fréquence de CO étant 

toujours aussi faible au sein de celles-ci entre deux chromosomes homozygotes. 

En revanche, l’analyse à l’échelle d’une région séquencée de 3.1 Mb indique que les 

fréquences de CO importantes sont fortement corrélées avec la présence de gènes. 

L’inhibition de la formation des CO au sein des régions proximales pourrait ainsi s’expliquer 

par la présence de gènes en quantité moins importante dans ces régions comparées aux 

régions distales. 

 

Mots clés : blé, crossing-over, cartes génétiques, cartes physiques, interférence, localisation 

des gènes. 



 

 



 

 

Abstract 
 

Crossovers (CO) are necessary in breeding to introgress regions of interest in agronomic 

varieties from cultivated species such as bread wheat (Triticum aestivum L.). In order to 

evaluate the impact of factors influencing CO formation, we started the characterisation of 

their distribution on the largest wheat chromosome (chromosome 3B, 995 Mb) using the 

recently developed physical map as well as some sequenced regions of few megabases. 

Comparison between a dense genetic map (102 markers) and a physical deletion map shows 

that 77 % of CO are present in the distal regions covering 25 % of the chromosome. 

Comparison between different genetic maps indicates that this distribution is conserved 

despite local differences of CO ratio between different populations and between male and 

female meiosis. Positive interference impacts significantly CO distribution at distances less 

than 10 cM on chromosome 3B. However, factors involved in the inhibition of CO formation 

in the proximal regions remain unknown. Positioning proximal regions in distal region of the 

chromosome increase only weakly the frequency of CO, suggesting that the low frequency 

observed in the proximal regions is not due to their proximal position. Moreover, sequence 

divergence between the two homologous chromosomes is not involved in the low frequency 

observed in the proximal regions since homozygous regions do not exhibit more CO than 

heterozygous ones. 

On the contrary, analyses at the level of a 3.1 Mb sequenced region show that high CO 

frequencies correlate well with gene occurrence. Low CO frequency observed in the proximal 

regions could thus be explained by a low gene density. 

 

Key words: wheat, crossing-over, genetic map, physical map, interference, gene localisation. 
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Jusqu’à maintenant, la production mondiale de céréales a couvert les besoins humains, 

dépassant même la croissance de la population ce qui a conduit à des excédents sur les trente 

dernières années. Cependant, ce n’est plus le cas et la croissance démographique qui est 

estimée pour les 50 prochaines années à 9 Milliards d’ici 2050 va induire simultanément un 

accroissement de la demande mondiale à la fois pour l’alimentation mais également pour des 

besoins industriels. L’organisation mondiale de l’alimentation et de l’agriculture (FAO pour 

Food and Agricultural Organisation) estime que la production de céréales devra augmenter de 

15 % pour suivre les demandes croissantes en viande dans les pays en dévelopement ainsi que 

les demandes pour la fabrication de biocarburants (Edgerton 2009). Si la réponse 

traditionnelle à une demande accrue a jusqu’à présent été une augmentation des surfaces 

cultivées, cela n’est plus possible du fait d’une réduction des surfaces de terres arables en 

particulier dans les pays en voie de développement. De plus, cette pratique devient non 

envisageable compte tenu de son impact néfaste sur les gaz à effet de serre et la biodivisersité. 

Cet état de fait va conduire inéluctablement à une diminution des stocks avec potentiellement 

des conséquences désastreuses pour la population ainsi que des risques de famine. 

 

De plus, l’agriculture moderne doit faire face à des contraintes écologiques. En effet, 

l’agriculture intensive a induit des modifications importantes de l’environnement avec des 

déforestations et des suppressions de haies et de fossés. Il en a résulté une dégradation des 

sols, ainsi qu’une augmentation des phénomènes d’inondation. De même, l’utilisation 

intensive des engrais, des herbicides et des pesticides a conduit à réduire la diversité 

faunistique et floristique. Enfin, les dérèglements climatiques de ces dernières années et 

notamment les périodes importantes de sécheresse dans certains pays ont conduit à une chute 

catastrophique de la production mondiale. 

 

L’amélioration des rendements des céréales dans le contexte d’une agriculture durable est 

donc un enjeu majeur pour répondre aux besoins de l’humanité d’ici 2050. 

Une façon de relever ce challenge est d’une part d’augmenter la connaissance de ces espèces 

ainsi que les outils nécessaires à ce dévelopement et d’autre part de mieux gérer et exploiter 

les ressources génétiques disponibles chez les céréales (Able et al. 2007; Feuillet et al. 2008). 

Si les ressources génétiques sont extrêmement étendues (environ 10 000 espèces connues 

avec de nombreuses accessions pour chacune), elles restent largement sous-exploitées. 
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Ceci est dû : (1) à une faible connaissance des capacités de ces ressources en terme de 

résistance aux stress biotiques ou abiotiques ainsi que de leur potentiel pour la panification ou 

les rendements ; (2) à la présence de nombreux caractères indésirables et de faible intérêt 

agronomique comme la hauteur de plante, la sensibilité à la verse, l’égrainage ou les grains 

vêtus. Cependant, il y a un regain d’intérêt dans l’exploration de la diversité génétique en 

raison de la présence de gènes de résistance aux champignons mais aussi du fait de la 

présence de résistances aux stress abiotiques comme la sécheresse. Sous l’impulsion des 

outils de génomique tels que le marquage moléculaire, la sélection assistée par marqueurs 

pour les caractères d’intérêt agronomique serait un outil puissant pour exploiter ces gènes. 

Une façon d’utiliser cette diversité génétique dans des programmes de sélection est 

d’effectuer des croisements entre des espèces sauvages et des variétés élites pour introduire 

dans le patrimoine génétique de ces dernières des fragments provenant des génomes sauvages 

et portant les gènes d’intérêt. L’introgression de ces régions génomiques est obtenue par 

recombinaison méiotique entre les chromosomes du donneur et ceux du receveur. La 

recombinaison méiotique est cependant un processus complexe qui reste encore mal connu 

chez les céréales. Elle implique de nombreux gènes et dépend d’un nombre considérable de 

facteurs. 

Afin de mieux maîtriser l’exploitation des ressources génétiques et leurs utilisations dans 

l’amélioration des variétés élites, il apparaît essentiel de mieux connaître la recombinaison 

méiotique chez les céréales pour faciliter l’introduction d’allèles nouveaux originaux 

permettant une agriculture respectant les contraintes environnementales. Cette thèse a donc 

été initiée dans le but de mieux connaître la recombinaison méiotique chez le blé tendre. 
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1 La recombinaison : définitions et rôles 

1.1 Définitions 

Il est très difficile de donner une définition générale au terme recombinaison. Il peut prendre 

plusieurs sens selon la personne qui l’emploie ; il peut ainsi correspondre au mécanisme 

moléculaire en lui-même mais également à un mécanisme d’évolution des espèces et de 

brassage du matériel génétique ou encore à un mécanisme de réparation de l’ADN. La 

recombinaison implique aussi un nombre important de gènes et de protéines et entraîne une 

modification particulière de la structure de la molécule d’ADN. 

La recombinaison est ainsi un terme très général et de ce fait, il est souvent associé à un 

adjectif le qualifiant (Lichten 2001a). La recombinaison homologue se déroule entre deux 

séquences identiques quelles que soient leur localisation sur les chromosomes. Elle s’oppose à 

la recombinaison non-homologue ou illégitime qui joint des séquences non identiques. La 

recombinaison allélique concerne la formation d’un événement entre deux séquences situées 

au même locus sur les chromosomes alors que la recombinaison ectopique se forme à partir 

de deux séquences situées en position non allélique. Les adjectifs mitotique et méiotique sont 

également employés pour qualifier un type particulier de recombinaison qui se déroule dans 

les cellules respectivement en mitose ou en méiose. 

1.2 Rôle de la recombinaison 

Le rôle majeur de la recombinaison est de permettre une réparation des lésions de l’ADN et 

en particulier assurer une protection contre les cassures double-brin. Ces cassures peuvent être 

volontaires et donc déclenchées par la cellule ou au contraire provoquées par des agents 

extérieurs comme les agents ionisants ou encore les radicaux libres. La recombinaison assure 

ainsi l’intégrité du génome tout au long du cycle cellulaire pour réparer les dommages 

irréversibles causés par ces agents extérieurs. En réparant les cassures induites par la cellule, 

elle assure des rôles essentiels pour le dévelopement et la survie de l’organisme. Quelques 

exemples sont maintenant bien connus. Chez l’humain et d’autres vertébrés, la recombinaison 

non-homologue appelée recombinaison VDJ (Variable/Diversity/Joining genes) permet de 

générer une diversité considérable d’anticorps qui est essentielle pour combattre l’immense 

diversité d’antigènes présent dans la nature (Bassing et al. 2002). 
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Chez la levure, la recombinaison homologue entre les loci MATa et MATα entraîne le 

changement de sexe de celle-ci (Haber 1998). La recombinaison homologue permet 

également le maintien de la longueur des télomères en absence de télomérase (Sung et Klein 

2006). Enfin, la recombinaison homologue méiotique est essentielle à la reproduction de la 

plupart des organismes supérieurs car elle permet une ségrégation correcte des chromosomes 

et entraîne également une augmentation de la diversité dans la descendance (Cromie et Smith 

2007). Celle-ci va faire l’objet d’une étude plus détaillée dans la suite de cette partie 

introductive. 

2 Méiose et recombinaison méiotique 

2.1 Généralités sur la méiose 

La méiose (signifie en grec, réduction) est un phénomène universel. Retrouvée chez 

pratiquement tous les eucaryotes, elle joue un rôle central dans le cycle vivant. Elle permet le 

passage de l’état diploïde à l’état haploïde, générant ainsi les gamètes mâles et femelles 

essentiels à la reproduction sexuée. La méiose est précédée d’une phase de réplication de 

l’ADN, appelée réplication pré-méiotique et caractérisée par une phase G, une phase S 

rallongée mais pas de phase G2. La méiose en-elle même se scinde en deux grandes 

divisions : une division réductionnelle ou première division de méiose et une division 

équationnelle ou deuxième division de méiose. Chacune de ces divisions se découpe en quatre 

phases : la prophase, la métaphase, l’anaphase et la télophase. 

L’entrée en méiose et donc le passage d’un cycle mitotique à un cycle méiotique semble être 

contrôlée de manière génétique (Hamant et al. 2006). Chez le maïs, la mutation du gène 

ameiotic1-1 entraîne la formation de divisions mitotiques à la place de divisions méiotiques. 

Le choix du passage en cycle méiotique est conditionné dès la phase de réplication pré-

méiotique car une forme spéciale de cohésine responsable de l’association des chromatides 

sœurs est retrouvée uniquement pendant la méiose et est mise en place dès le stade pré-

méiotique (Petronczki et al. 2003). 

2.2 Différentes phases de la méiose 

Paradoxalement, le processus de méiose a été étudié bien avant la découverte de la structure 

de l’ADN. La méiose a été découverte et décrite pour la première fois chez le tabac par 

Kölreuter en 1766 puis chez l’oursin en 1876 par O Hertwig (Petronczki et al. 2003). 
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Figure 1 Différentes phases de la méiose. 

Les différentes phases de la méiose sont représentées soit par une image montrant les 
chromosomes de maïs marqués au DAPI (Hamant et al. 2006) soit par un schéma d’une paire 
de chromosomes homologues où les deux chromatides sont représentées l’une en rouge et 
l’autre en noire. a-b-c-d/ Première division de méiose. a/ Prophase I : les chromosomes sont 
visibles sous forme de longs filaments et ils commencent à se condenser. b/ Métaphase I : les 
chromosomes sont très condensés et ils s’alignent sur la plaque métaphasique. Les 
chromosomes homologues sont liés au niveau des régions ayant subi un crossing-over qui ont 
entraîné un échange de chromatide entre chromosomes homologues. Les centromères tirent 
les chromosomes vers un des pôles de la cellule. c/ Anaphase I : les chromosomes 
homologues se séparent et migrent chacun vers un pôle de la cellule. Les chromatides sœurs 
restent liées sur les régions proximales aux crossing-over. d/ Télophase I : la migration des 
chromosomes est terminée, deux nouvelles cellules haploïdes bichromatidiennes se forment. 
e-f-g/ Deuxième division de méiose. e/ Prophase II. f/ Métaphase II : les chromosomes 
s’alignent sur la plaque équatoriale. g/ Anaphase et telophase II : les chromatides de chaque 
chromosome se séparent et chacune migre vers un des pôles de la cellule. Deux nouvelles 
cellules haploïdes mono-chromatidiennes se forment qui représentent les gamètes. Les barres 
sur les images représentent 5 µm. Les points verts représentent les télomères. 
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Son aspect chromosomique a été découvert quelques années plus tard (1883) par E Van 

Beneden chez l’ascaris et son implication dans la reproduction a été mise en évidence en 1890 

par A.Weismann. La méiose est divisée en deux étapes (première et deuxième division) de 

quatre phases principales (Figure 1). 

2.2.1 La première division de méiose 

Lors de la première division ou division réductionnelle, les chromosomes homologues se 

séparent, entraînant la formation de deux cellules haploïdes bi-chromatidiennes. 

2.2.1.1  Prophase I 

Au cours de cette phase, il y a condensation des chromosomes qui s’apparient puis formation 

des événements de recombinaison, les crossing-overs (CO) et les non crossing-overs (NCO). 

Les nucléoles se dissipent et il y a migration des centrioles de part et d’autre de la cellule. Les 

fibres du fuseau de microtubules commencent à se former. Cette étape étant prépondérante 

pour la recombinaison, elle sera reprise plus en détail par la suite. 

2.2.1.2 Métaphase I 

Lors de la métaphase, les chromosomes s’attachent aux fibres des fuseaux de microtubule au 

niveau des kinétochores, structure protéique située au niveau des centromères. Ils migrent 

ainsi sous forme de paires, les deux homologues étant attachés par les CO, vers la plaque 

métaphasique. A la fin de ce processus, l’ensemble des chromosomes est aligné sur la plaque 

métaphasique ou équatoriale. 

2.2.1.3 Anaphase I 

L’anaphase voit le raccourcissement des fibres du fuseau de microtubules, les chromosomes 

homologues sont tirés de part et d’autre de la cellule par contraction des fibres et il y a 

déplacement des deux lots de chromosomes jusqu’aux deux pôles de la cellule. 

2.2.1.4 Télophase I 

Au cours de cette dernière étape, il y a reformation de l’enveloppe nucléaire et dispersion des 

chromosomes. Les fibres du fuseau sont dissoutes et la cellule est coupée en deux par un 

anneau de protéines (actine) : c’est la cytokinèse. Ceci permet la formation de deux nouvelles 

cellules haploïdes bi-chromatidiennes. 
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2.2.2 La deuxième division de méiose 

Lors de la deuxième division ou division équationnelle, celle-ci étant identique à la mitose, il 

y a séparation des chromatides sœurs. Chaque cellule donne alors naissance à deux cellules 

haploïdes mono-chromatidiennes. En prophase II, les chromosomes encore constitués des 

deux chromatides se condensent. En métaphase II, les centromères se positionnent sur la 

plaque métaphasique. En début d’anaphase II, la cohésine encore présente au niveau des 

centromères est clivée ce qui permet la séparation des deux chromatides sœurs. Les 

chromosomes migrent vers les pôles opposés de la cellule. Enfin, en télophase II, les 

chromosomes se décondensent et l’enveloppe nucléaire se forme. Le cytoplasme se partage 

entre les deux cellules filles (cytodiérèse) ce qui entraîne la formation de quatre cellules filles 

haploïdes mono-chromatidiennes qui représentent ainsi les gamètes. 

2.2.3 Différents points de contrôle des étapes de la méiose 

Au cours de la méiose, la progression des différents événements nécessite une coordination 

temporelle précise pour éviter des perturbations dans le déroulement de celle-ci et donc dans 

la transmission du matériel génétique. La cellule possède ainsi tout au long de la méiose des 

points de contrôle pour veiller à un enchaînement synchronisé des différentes étapes. Deux 

points de contrôle sont principalement étudiés : le point de couplage entre la réplication pré-

méiotique de l’ADN et la recombinaison et le point de contrôle de l’état de l’ADN 

(Hochwagen et Amon 2006). 

2.2.3.1 Réplication pré-méiotique 

La méiose est précédée d’une phase de réplication de l’ADN appelé réplication pré-méiotique 

qui est indispensable pour la recombinaison. Le couplage de ces deux événements se fait de 

manière très locale. Borde et al. (2000) ont montré qu’un retard de réplication sur un segment 

précis d’un chromosome retarde la formation des cassures double-brin spécifiquement sur ce 

segment et non ailleurs. Certaines protéines impliquées dans ce contrôle sont à présent 

connues. Par exemple chez S. pombe, lorsque le gène codant la protéine Rad3 est muté, ceci 

entraîne une progression de la recombinaison même si la réplication est arrêtée (Hochwagen 

et Amon 2006). 
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2.2.3.2 Etat de l’ADN 

Indispensable à la méiose, les cassures double-brin sont cependant néfastes pour l’intégrité du 

génome. Si de telles cassures persistent dans le noyau de la cellule en cours de méiose, le 

cycle cellulaire est rallongé pour permettre une réparation de l’ADN : c’est le point de 

contrôle de l’état de l’ADN (Hochwagen et Amon 2006). Ce phénomène a été observé pour 

un nombre important de mutants incapable de réparer les cassures double-brin chez plusieurs 

espèces telles que S. pombe, la drosophile, la souris et Arabidopsis thaliana. Ainsi, un arsenal 

de protéines vérifie et signale l’état de l’ADN à la cellule pour déclencher ou réprimer la 

division cellulaire. La plupart des protéines qui participe à ce contrôle est impliquée dans la 

machinerie de recombinaison (Hochwagen et Amon 2006). Par exemple, la protéine Mre11, 

en plus de son rôle dans la maturation des cassures double-brin participe à la recherche des 

dommages retrouvés sur la molécule d’ADN (Borde 2007). De plus, certains composants du 

complexe synaptonémal (définition p 31) comme les protéines Zip1, Red1 et Hop1 pourraient 

inhiber la progression du cycle cellulaire jusqu’à la résolution des cassures double-brin 

(Borner 2006; Hochwagen et Amon 2006). 

2.2.4 Conclusion 

Au cours de la méiose, les CO, l’attachement particulier des fuseaux de microtubules sur les 

kinétochores (attachement synthélique à deux orientations, Petronczki et al. 2003) et le 

maintien des deux chromatides sœurs par la cohésine sont essentiels à la première division de 

méiose. Les deux forces opposées produites par les CO d’une part et par la tension des 

kinétochores vers chacun des pôles de la cellule d’autre part entraînent un mouvement des 

chromosomes homologues permettant leur alignement sur la plaque métaphasique. La 

libération de la cohésine présente entre les chromatides sœurs et située au-delà des CO ainsi 

que la résolution des CO conduisent à la migration des chromosomes homologues vers 

chacun des pôles de la cellule. Une perturbation dans la formation des CO entraîne une 

aneuploïdie dans la descendance et conduit à la formation de maladie génétique telle que la 

trisomie 21 ou le syndrome de Turner et de Klinefelter (Hassold et al. 2007). 

Ainsi, comprendre comment se forme les CO et comment ils sont régulés est à l’heure 

actuelle une intense aire de recherche chez toutes les espèces. 
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2.3 La prophase I : étape clé pour la formation des événements de 

recombinaison 

2.3.1 Deux types d’événements de recombinaison 

La recombinaison méiotique est l’un des processus majeurs qui se produit pendant la 

prophase I. Cette dernière conduit à la formation de deux types d’événements; les crossing-

overs (CO) et les non-crossing-overs (NCO) ou événements de conversion génique. 

2.3.1.1 Les crossing-overs 

Les CO représentent un échange réciproque du brin d’ADN entre deux molécules d’ADN. Ils 

sont visualisables en microscopie optique sous forme d’une structure appelée chiasma et sont 

responsables de la ségrégation correcte des chromosomes. Ils sont l’objet de multiples études 

car ils contribuent aussi à l’évolution des espèces par le biais du brassage génétique et sont 

simples à identifier. Il existe deux voies de formation des CO. Une voie qui conduit à la 

formation des CO de classe I qui sont soumis à de l’interférence (définition paragraphe  

3.4.1.1b p 65) et une voie qui conduit à la formation des CO de classe II ne subissant pas 

d’interférence. L’importance entre les deux voies (CO de classe I et CO de classe II) dépend 

des organismes. Chez la levure S. pombe, l’ensemble des CO se forme à partir de la voie de 

classe II alors que chez S. cerevisiae seulement 30 % en dépendent (Mezard et al. 2007). Chez 

Arabidopsis thaliana, la voie II explique 15 % des CO chez un sauvage (Lynn et al. 2007) 

alors que chez la souris, les CO de classe II représentent 5 à 10 % des CO totaux (Baudat et 

de Massy 2007). 

2.3.1.2 Les non-crossing-overs 

Les NCO représentent un transfert unidirectionnel d’un fragment d’ADN d’une chromatide 

donneuse à une chromatide receveuse. Ils restent encore peu étudiés car ils sont difficiles à 

visualiser. 

En effet, la longueur du fragment transféré varie en fonction des organismes étudiés mais 

reste très petit. L’observation sur quelques espèces montre que la taille du fragment transféré 

peut être de l’ordre du kb (kilobase) comme chez la levure (Arnheim et al. 2007) où elle varie 

de 50 à 1200 pb ou encore chez le maïs où Dooner et Martinez-Ferez (1997) ont observé une 

taille de 1 à 1.5 kb pour des événements situés au niveau du locus bronze. 
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Cependant, chez d’autres espèces la taille est plus faible comme chez la souris où Paigen et al. 

(2008) ont observé des tailles variant de 9 à 279 pb ou encore chez Arabidopsis thaliana où la 

moyenne est d’environ 100 pb (Plagnol et al. 2006). 

2.3.1.3 Importance des CO et des NCO 

L’analyse récente de 52 000 marqueurs sur 204 spores issus d’un hybride de levure est la 

première étude qui a permis de localiser très finement l’ensemble des CO et des NCO sur un 

gènome entier (Mancera et al. 2008). Les auteurs déduisent la présence de 66.1 NCO par 

méiose contre 90.5 CO. 

 

A l’inverse, chez les mammifères ou les plantes supérieures, la présence de NCO semble être 

beaucoup plus importante que les CO. Le nombre de foyers contenant la protéine Rad51, qui 

marquent les sites de réparation des cassures double-brin est beaucoup plus important que le 

nombre de CO observé sur les chromosomes. Le rapport entre le nombre de foyers RAD51 et 

le nombre de CO est de l’ordre de 3 ou 4 chez l’humain (Baudat et de Massy 2007) et de 

l’ordre de 25 chez Arabidopsis thaliana (Mezard et al. 2007). De plus, chez la plupart des 

espèces étudiées, le nombre de nodules de recombinaison précoces qui marquent les sites de 

cassures double-brin excède largement le nombre de CO. Ces observations suggérent que les 

sites de cassures double-brin non réparés par des CO sont réparés par des NCO et ainsi que 

ces derniers sont beaucoup plus importants que les CO (Mezard et al. 2007). 

La déduction faite par des modèles statistiques à partir des données obtenues sur de larges 

populations humaines prédit que le nombre de NCO serait 4 à 25 fois plus important que le 

nombre de CO chez l’humain (Arnheim et al. 2007). 

 

L’étude fine réalisée au niveau de certaines régions où la fréquence de CO est importante 

montre que la fréquence de NCO l’est aussi mais que le rapport entre les deux varie. Au 

niveau du locus β-globine chez l’humain, le rapport entre la fréquence de CO et la fréquence 

de NCO est inférieur à 0.08 alors qu’au niveau du locus NID1 ou SHOX, le rapport est de 4 

(Arnheim et al. 2007). 

L’importance des CO par rapport au NCO dépend de la voie utilisée pour réparer la cassure 

double-brin induite par la cellule. 
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Figure 2 Modèle de recombinaison homologue proposé par R. Hollyday en 1964. 

a/ Deux molécules d’ADN homologues double-brin. b/ Formation d’une cassure simple-brin 
au niveau d’un locus sur les deux molécules homologues. c-d/ Migration d’une des extrémités 
de chaque molécule d’ADN vers la molécule homologue et formation de la jonction de 
Hollyday. Cette jonction peut être résolue soit par la formation d’un NCO (flèches bleues, e) 
soit par la formation d’un CO (flèches vertes, f). 
 

 

Figure 3 Visualisation de la double jonction de Holliday par microscopie électronique. 

a/ Deux plasmides liés par une simple jonction de Hollyday au sein de la bactérie Escherichia 
Coli (Liu et West 2004). b/ Deux molécules d’ADN liées par une simple jonction de Hollyday 
isolées à partir d’une souche de levure de S. cerevisiae 4,5 heures après l’induction de la 
méiose (Cromie et al. 2006). La barre représente 0,2 µm. 
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2.3.2 Mécanismes moléculaires impliqués dans la formation des 

événements de recombinaison 

2.3.2.1 Introduction 

En 1964, Robin Holliday proposa le premier modèle mécanistique pour décrire la 

recombinaison homologue (Liu et West 2004, Figure 2). Ce modèle établi il y a plus de 40 

ans maintenant n’a jamais été remplacé mais a seulement subi certaines modifications suite 

aux nouvelles découvertes prouvant l’importance de celui-ci. 

En 1983, Szostak réactualisa le modèle appelé par la suite : modèle de réparation des cassures 

double-brin (DSBR pour Double Strand Break Repair) où une double jonction de Holliday se 

formait (Szostak et al. 1983). Ces jonctions de Holliday furent visualisées par microscopie 

électronique chez les bactéries (Liu et West 2004) mais aussi chez les levures (Schwacha et 

Kleckner 1995 ; Cromie et al. 2006 ; Figure 3). De plus, la découverte de protéines capables 

de catalyser les réactions prédites par ce modèle confirmait clairement l’existence de celui-ci 

(Haber 1997). En parallèle à ce modèle, de nouveaux virent le jour pour tenter d’expliquer 

l’ensemble des événements de recombinaison présents au sein des cellules mitotiques et qui 

n’étaient pas compatibles avec le modèle DSBR. Ainsi, le modèle synthèse dépendante de 

l’hybridation de brin (SDSA pour Synthesis-Dependant Strand Annealing), le modèle 

hybridation simple-brin (SSA pour Single Strand Annealing) et le modèle réplication induite 

par la recombinaison (BIR pour Break Induced Replication) furent élaborés (Pâques et Haber 

(1999), Figure 31 et Figure 32 en Annexes p 313 et 315). 

2.3.2.2 Mécanisme principal de réparation des cassures double-brin lors de 

la méiose 

A l’origine, le modèle DSBR expliquait parfaitement les événements de recombinaison 

observés à la méiose car en fonction de la résolution des deux jonctions de Holliday un CO ou 

un NCO pouvait avoir lieu. Cependant, par la suite, il fut montré que ce modèle seul ne 

pouvait être à l’origine de ces deux types d’événements. En effet, certaines mutations 

réalisées au sein de gènes impliqués dans le modèle DSBR n’affectaient pas la présence des 

NCO (Borner et al. 2004). 
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Figure 4 Mécanisme de formation des événements de recombinaison au cours de la méiose. 

a/ Deux chromatides homologues, une en rouge et l’autre en noire sont représentées. b/ la 
recombinaison méiotique est initiée par la formation d’une cassure double-brin sur l’une des 
chromatides. Les extrémités 5’ issues de la cassure sont digérées générant ainsi des extrémités 
3’ saillantes. c-d/ L’extrémité 3’ saillante envahit la chromatide homologue formant une 
structure en boucle appelée D-loop. e/ La synthèse d’ADN est initiée à partir de l’extrémité 3’ 
envahissante qui sert d’amorce. A ce stade, plusieurs voies peuvent être possibles. f-g-h-i/ la 
voie DSBR. f/ La deuxième extrémité 3’ saillante issue de la cassure envahit la chromatide 
homologue et se ligue avec l’ancien brin envahissant, ce qui entraîne la formation d’une 
double jonction de Holliday (Figure 3 p 22). Suivant le sens de résolution des jonctions, cette 
voie conduit à la formation de CO de classe I présentant de l’interférence (résolution de la 
jonction 1 suivant les flèches vertes et de la jonction 2 suivant les flèches bleues (g) ou 
résolution de la jonction 1 suivant les flèches bleues et de la jonction 2 suivant les flèches 
vertes, h) ou à la formation de NCO (dissolution des deux jonctions suivant les flèches bleues, 
i). j/ La structure en boucle peut aussi mener à la formation des CO de classe II. k/ La voie 
SDSA. L’extrémité envahissante se retire de la chromatide homologue et retourne s’apparier 
avec son brin complémentaire. Il y a ensuite synthèse d’ADN pour compléter les trous 
générés au niveau de la cassure double-brin. 
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Ainsi, aujourd’hui, la combinaison entre le modèle DSBR et le modèle SDSA semble 

expliquer parfaitement les événements de recombinaison observés lors de la méiose (Bishop 

et Zickler 2004 ; McMahill et al. 2007 ; Figure 4). La formation d’une cassure double-brin 

catalysée par l’enzyme Spo11 est à l’origine du mécanisme de formation des événements de 

recombinaison (Figure 4). Suite à cela, les deux extrémités 5’ générées sont digérées par des 

exonucléases donnant ainsi naissance à des extrémités 3’ saillantes sur leurs brins 

complémentaires. L’une de ces extrémités saillantes (appelée filament présynaptique) envahit 

ensuite la deuxième chromatide homologue participant à la recombinaison entraînant ainsi la 

formation d’une boucle appelée D-loop et d’une jonction de Holliday (Gerton et Hawley 

2005; Page et Hawley 2004). Suite à ces premières étapes, il y a migration de la boucle et 

synthèse d’ADN à partir de l’extrémité 3’ envahissante qui sert d’amorce. Cette étape est 

ensuite le point de divergence entre la formation des CO de classe I, les CO de classe II et le 

modèle SDSA. 

 

Concernant la formation des CO de classe I, il y a invasion du brin 5’ de la deuxième 

extrémité de la cassure dans la D-loop et ligation de ce brin avec l’ancien brin envahissant. 

Ceci entraîne la formation de la double jonction de Holliday (Figure 3 et Figure 4). La 

résolution de cette double jonction conduit soit à la formation d’un CO de classe I soit à la 

formation d’un NCO (Baudat et de Massy 2007; Cromie et Smith 2007; San Filippo et al. 

2008). Les CO de classe II se forment à partir d’une voie différente de la voie des CO de 

classe I sans formation de la double jonction de Holliday. 

 

Concernant la voie SDSA, la boucle se dissocie et l’extrémité envahissante retourne 

s’hybrider avec son brin complémentaire d’origine. Il y a ensuite synthèse d’ADN au niveau 

de la cassure d’origine et ligation. La réparation de la chromatide portant la cassure double-

brin par la voie SDSA conduit ainsi à la formation d’un NCO. 

 

L’analyse de gels en deux dimensions a montré que le blocage de la formation des CO a lieu 

entre la formation de la cassure double-brin et l’invasion de la molécule simple-brin au sein 

de son homologue chez les mutants des gènes impliqués dans la voie des CO de classe I. 

Borner et al. (2004) concluent ainsi que la décision du choix entre l’une des voies (CO ou 

NCO) se fait à ce stade précoce de la méiose. Cependant, comment s’effectue le choix qui 

détermine le devenir d’une cassure double-brin en CO ou en NCO reste encore sans réponse. 
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2.3.2.3 Autres voies de réparation des cassures double-brin 

Mancera et al. (2008) ont montré que le nombre total de cassures double-brin observées 

correspondait au nombre de CO et de NCO observés sur les tétrades. Ainsi, chez S. 

cerevisiae, la réparation semble être effectuée selon la voie décrite précédemment (paragraphe 

2.3.2.2) en utilisant le chromosome homologue comme matrice de réparation. 

 

À l’inverse des cellules mitotiques où la chromatide sœur est utilisée majoritairement pour la 

réparation des cassures double-brin, les cellules méiotiques ont mis en place des systèmes 

pour permettre une réparation en utilisant majoritairement le chromosome homologue. Il 

existe cependant des exceptions comme la levure Schyzosaccharomyces pombe où la majorité 

des cassures double-brin est résolue en utilisant la chromatide sœur (Cromie et al. 2006). 

Chez les mutants dmc1, un gène codant une protéine responsable de l’invasion du brin 

saillant, une diminution du nombre de CO est notée chez les deux espèces de levure. 

Cependant, les cassures double-brin ne sont pas résolues chez S. cerevisiae alors qu’elles le 

sont chez S. pombe probablement en utilisant la chromatide sœur (Cromie et Smith 2007). Il 

existe donc chez S. cerevisiae un mécanisme actif qui bloque la formation des réparations via 

la chromatide sœur. 

 

Les protéines constituantes de l’axe des chromosomes semblent jouer un rôle important dans 

ce mécanisme de blocage. Chez S. cerevisiae, un double mutant red1 dmc1 est capable de 

réparer les cassures double-brin grâce à la recombinase Rad51 en utilisant la voie des 

chromatides sœurs. Ainsi, l’interaction entre la protéine Red1, composant de l’élément axial 

du complexe synaptonémal et la protéine Dmc1 semble être indispensable pour obtenir le 

biais en faveur du chromosome homologue (Neale et Keeney 2006). De plus, la protéine 

Hop1, un autre composant de l’élément axial du complexe synaptonémal (Niu et al. 2005) 

ainsi que la protéine Hed1, retrouvée à ce jour uniquement chez S. cerevisiae (Cromie et 

Smith 2007), permettraient de bloquer la voie utilisant la chromatide sœur chez cette levure. 

Chez les mammifères ou les plantes, la réparation des cassures double-brin au sein des 

cellules méiotiques se fait aussi en utilisant majoritairement le chromosome homologue 

comme modèle et rarement des loci non alléliques ou encore la voie de jonction des 

extrémités non-homologues (NHEJ pour Non-homologous end joining). 
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Chez Arabidopsis thaliana (Couteau et al. 1999 ; Siaud et al. 2004), la mutation du gène dmc1 

entraîne une disparition des CO mais aucune fragmentation des chromosomes comme chez S. 

pombe suggérant une réparation des cassures via la chromatide sœur malgré la présence de la 

protéine ASY1, l’homologue de Hop1. Très peu de données existent concernant la voie NHEJ 

opérant au cours de la méiose. Cette voie semble cependant inhibée au sein des cellules 

méiotiques à l’inverse des cellules mitotiques probablement à cause de la faible expression 

des protéines Ku intervenant dans cette voie au sein des cellules méiotiques (Goedecke et al. 

1999). 

2.3.3 Eléments et processus clés en relation avec la formation des 

événements de recombinaison 

2.3.3.1 Un ensemble de processus liés 

a Introduction 

La recombinaison méiotique est réalisée en association avec plusieurs autres processus 

cruciaux se déroulant pendant la prophase I : la formation du bouquet télomérique, la mise en 

place de structures protéiques appelées nodules de recombinaison qui constituent les 

« usines » responsables de la réparation des cassures, l’appariement des chromosomes 

homologues et la mise en place du complexe synaptonémal, élément tripartite qui permet une 

cohésion entre les deux homologues. Les relations entre ces différents processus sont très 

complexes et varient entre les organismes qui ont fait l’objet d’études approfondies 

notamment en ce qui concerne l’ordre dans lequel ils se produisent. Par exemple, chez la 

plupart des organismes, les cassures double-brin et leur maturation sont indispensables pour 

établir l’appariement et la synapse des chromosomes homologues (Jordan 2006 ; Lichten 

2001b). Cependant, chez d’autres comme C. elegans, la formation des cassures double-brin a 

lieu après la formation du complexe synaptonémal. D’autres processus sont alors impliqués 

dans l’appariement des homologues comme l’existence d’un centre d’appariement situé à une 

des extrémités de chacun des chromosomes (McKim 2007). De plus, certaines espèces 

comme la drosophile mâle ne réalisent pas de CO. 

Chez la plupart des organismes, tous ces processus fonctionnent cependant main dans la main 

pour assurer le déroulement correct de la prophase I. 
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b Le complexe synaptonémal 

Le complexe synaptonémal est une structure tripartite schématisée classiquement par une 

échelle. Il est composé d’un élément axial/latéral qui représente les deux montants et 

d’éléments transversaux qui jouent le rôle des barreaux (Figure 5 p 34). 

Chez la levure, les protéines Red1 et Hop1 sont les deux protéines structurales qui constituent 

l’élément axial (Page et Hawley 2004). Une mutation dans l’un de ces gènes entraîne une 

absence de formation du complexe synaptonémal ainsi qu’une diminution de la 

recombinaison. Les gènes orthologues à HOP1 ont été isolés chez différentes espèces comme 

ASY1 chez Arabidopsis thaliana (Caryl et al. 2000), PAIR2 chez le riz (Nonomura et al. 2004) 

et TaASY1 chez le blé (Boden et al. 2007). 

Le gène codant la protéine qui constitue les éléments transversaux a également été isolé chez 

beaucoup d’espèces : ZIP1 chez la levure, SCP1 chez les mammifères (Page et Hawley 2004) 

et ZYP1a et ZYP1b chez Arabidopsis thaliana (Higgins et al. 2005). De manière générale, une 

mutation dans l’un de ces gènes provoque une diminution du nombre de CO et une perte 

d’interférence entre CO (De Boer et Heyting 2006). 

Le rôle exact du complexe synaptonémal reste encore flou mais il pourrait être important pour 

la formation des CO interférents (détails paragraphe 3.4.1.1biii, page 69). 

c Les nodules de recombinaison 

Les nodules de recombinaison (NR) sont des structures protéiques au sein desquelles se 

déroulent les événements de recombinaison homologue au cours de la méiose (Figure 6 p 50 ; 

Anderson et Stack 2005). Ils sont en étroite association avec le complexe synaptonémal et ne 

peuvent être visualisés qu’en microscopie électronique du fait de leur taille, en moyenne    

100 nm. Deux types de nodules apparaissent lors de la méiose, ils sont appelés NR précoces et 

NR tardifs. Ils diffèrent par leur taille, leur nombre, leur composition en protéines et le 

moment où ils se forment au cours de la méiose. 

Les nodules de recombinaison précoces sont plus gros et en moyenne vingt fois plus 

nombreux que les NR tardifs. Les nodules de recombinaison tardifs représentent les sites de 

maturation des CO et sont composés des protéines qui interviennent dans la maturation des 

CO comme les protéines Zip1, Zip2, Zip3, Msh4 et Msh5 chez la levure et la protéine MLH1 

chez les mammifères (Page et Hawley 2004). La relation entre les nodules précoces et tardifs 

reste encore inconnue (Anderson et Stack 2005). Cependant, Moens et al. (2007) ont montré, 

chez la souris, que certains nodules précoces évoluaient en nodules tardifs. 
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d Appariement des chromosomes homologues 

La recherche du chromosome homologue reste l’un des points les plus intriguant au cours de 

la méiose. Trois processus majeurs ont été avancés comme étant responsables de l’initiation 

de l’appariement des chromosomes homologues : des associations pré-méiotiques, des 

interactions spécifiques ou des contacts aléatoires (Dawe 1998). Des associations pré-

méiotiques non-homologues sont retrouvées par exemple au niveau des centromères chez 

certains organismes comme le blé, Arabidopsis thaliana ou encore la levure et seraient 

importantes pour l’appariement des chromosomes homologues (Jordan 2006). 

 

Le bouquet télomérique (agglomération de l’ensemble des telomères au niveau d’un pôle de 

la cellule, Figure 5 et Figure 11 p 110) est décrit depuis longtemps comme un mécanisme 

favorisant l’appariement des chromosomes homologues (Scherthan 2001). Chez le maïs, le 

mutant pam1 entraîne une inhibition de la formation du bouquet télomérique, ce qui 

s’accompagne par une réduction drastique de l’appariement des chromosomes homologues et 

de la synapse (Hamant et al. 2006). Le rôle prépondérant qui lui est attribué est ainsi de 

faciliter la proximité entre chromosomes homologues, de les confiner pour promouvoir la 

synapse ainsi que de les stabiliser quand ils possèdent des cassures double-brin. 

 

Le mécanisme exact de reconnaissance entre chromosomes homologues reste encore une 

énigme mais au cours de ce celui-ci, les protéines Rad51 et Dmc1 semblent être les acteurs 

principaux de la recherche d’homologie. Très récemment, Sinha et Peterson (2008) ont 

montré que le filament présynaptique Rad51 seul était suffisant pour permettre la recherche de 

l’homologue lors d’une cassure double-brin présente pendant la mitose. 

 

La recherche d’homologie s’effectue naturellement au niveau de la séquence mais aussi au 

niveau de la morphologie des chromosomes. Des zones d’hétérochromatine ou des zones 

répétées acquièrent des structures particulières qui aident la recherche de l’homologue 

(Schwarzacher 2003). De plus, le profil de transcription de chaque chromosome est unique et 

il détermine donc une structure chromosomique aussi unique qui pourrait aider à la recherche 

des homologues (Hernandez-Hernandez et al. 2008; Pardo-Manuel de Villena et al. 2000). 
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Figure 5 Détails de la prophase de première division de méiose. 

a/ Images des chromosomes de maïs pendant les différents stades de prophase I (Hamant et al. 
2006). La chromatine est marquée en rouge (DAPI). Au stade zygotène, les télomères sont 
marqués en vert. Au stade pachytène, le marquage en vert (AFD1) permet de visualiser le 
complexe synaptonémal présent entre les chromosomes homologues et au stade diplotène, le 
marquage en vert indique les centromères. Les barres représentent 5 µm. b/ Schéma 
représentant une paire de chromosomes homologues, l’un en rouge l’autre en noir, pendant les 
différentes étapes de la prophase I. Les télomères sont représentés par les points verts. Au 
stade leptotène, les télomères migrent (flèches) vers un des pôles de la cellule et les cassures 
double-brin sont réalisées par la protéine Spo11 (petits triangles). L’élément axial apparaît le 
long des chromosomes (structure en bleu). Au stade zygotène, les télomères sont agglomérés, 
c’est le bouquet télomérique. Les nodules de recombinaison précoces (points roses) 
apparaissent au niveau des cassures double-brin et des sites d’appariement entre 
chromosomes homologues. Au stade pachytène, le complexe synaptonémal est mis en place 
(les éléments transversaux sont représentés par les traits orange), les nodules de 
recombinaison tardifs (ovales jaunes) apparaîssent sur les sites de formation des CO. Au stade 
diplotène, le complexe synaptonémal disparaît, les CO sont résolus et les télomères se 
décrochent de l’enveloppe nucléaire. c/ Schéma représentant l’évolution de la réparation de la 
cassure double-brin au cours des différentes phases. 
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2.3.3.2 Déroulement de la prophase I 

La prophase I peut se découper en cinq stades définis selon la morphologie des chromosomes 

au cours de laquelle l’ensemble des processus décrits précédemment se déroule : le leptotène, 

le zygotène, le pachytène, le diplotène et la diacinèse (Figure 5 ; Anderson et Stack 2005 ; 

Hamant et al. 2006 ; Jordan 2006 ; Lynn et al. 2007 ; Mezard et al. 2007 ; Page et Hawley 

2004 ; Petronczki et al. 2003 ; Sanchez-Moran et al. 2008 ; Shinohara et al. 2008). 

a Leptotène 

A ce stade, les chromosomes commencent à se condenser. Ils sont visibles dans le noyau sous 

forme de longs filaments fins et l’élément axial apparaît le long de chacun d’entre eux. Les 

télomères s’attachent à l’enveloppe nucléaire et commencent leur migration vers l’un des 

pôles du noyau. De plus, les premiers stades de recombinaison méiotique s’initient. Ainsi, la 

protéine Spo11 induit la création des cassures double-brin et dès la fin du leptotène, 

l’extrémité 3’ sortante résultante de la maturation des cassures double-brin commence à 

interagir avec le chromosome homologue et forme des ponts entre chromosomes homologues 

(Gerton et Hawley 2005; Page et Hawley 2004). 

b Zygotène 

Les chromosomes continuent à se condenser et commencent à s’aligner (appelés pour cela 

bivalents). Certains des ponts entre homologues évoluent en association axiale (AA) et 

permettent une connexion entre les éléments axiaux des deux homologues. La migration des 

télomères vers un des pôles de la cellule est terminée : c’est le bouquet télomérique. Les sites 

de cassure double-brin sont le lieu d’une intense activité protéique qui les mature en CO et/ou 

en NCO. De plus, à ce stade les nodules de recombinaison précoces apparaissent au niveau 

des sites de formation du complexe synaptonémal. 

c Pachytène 

Le complexe synaptonémal est entièrement installé et permet un contact rapproché entre les 

chromosomes homologues sur toute leur longueur. Il y a dissolution du bouquet et les 

télomères se dispersent à nouveau le long de l’enveloppe nucléaire. Au niveau des sites de 

recombinaison, la double jonction de Hollyday se forme et à la fin du stade pachytène la 

plupart de ces doubles jonctions est résolue. Ces sites sont marqués par l’apparition des 

nodules de recombinaison tardifs au sein du complexe synaptonémal. 
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Gènes Fonctions 
SPO11 Formation de la cassure double-brin 
PRD1 Initiation de la recombinaison 
MRE11 Maturation des cassures double-brin 
RAD50 Maturation des cassures double-brin 
NBS1/XRS2 Maturation des cassures double-brin 
RAD51 Invasion de la molécule d’ADN simple-brin 
DMC1 Invasion de la molécule d’ADN simple-brin 
MSH4 Formation des CO de classe I 
MSH5 Formation des CO de classe I 
MER3 Formation des CO de classe I 
MLH1 Formation des CO de classe I 
MLH3 Formation des CO de classe I 
SHOC1 Formation des CO de classe I 
MUS81 Formation des CO de classe II 
MMS4 Formation des CO de classe II 

 

Tableau 1 Principaux gènes impliqués dans la recombinaison méiotique. 
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d Diplotène 

La condensation des chromosomes devient de plus en plus importante. Le complexe 

synaptonémal se désagrège et les chromosomes homologues ne sont plus liés entre eux que 

par les chiasmas, qui sont la manifestation visuelle des CO. Ceux-ci restent présents jusqu’à la 

séparation en anaphase I. 

e Diacinèse 

Il y a dissociation de l’enveloppe nucléaire qui est dégradée sous forme de vésicules et le 

fuseau de microtubules commence à se former. Les chromosomes se condensent davantage et 

les sites de CO s’enchevêtrent, se superposent, rendant les chiasmas bien visibles. C’est le 

premier stade de la méiose où les quatre parties des tétrades commencent à être visibles. 

2.4 Gènes et protéines impliqués dans la recombinaison homologue 

2.4.1 Introduction 

Les premières études concernant les gènes impliqués dans la recombinaison homologue ont 

été réalisées chez la levure Saccharomyces cerevisiae et concernent la recherche de mutants 

sensibles aux agents responsables de cassures de l’ADN. Les gènes impliqués dans ces 

phénotypes ont été isolés et appelés gènes RAD (Symington 2002). L’ensemble de ces gènes 

constituent la famille épistatique RAD52 qui est constituée à ce jour de RAD50, RAD51, 

RAD52, RAD54, RAD55, RAD57, RAD59, MRE11, XRS2 et RDH54/TID1. 

 

Les protéines codées par ces gènes interviennent aussi bien dans la recombinaison mitotique 

que dans la recombinaison méiotique. Bizarrement, aucun mutant de la voie SDSA n’a encore 

été découvert (Baudat et de Massy 2007). La plupart de ces gènes sont aussi retrouvés chez 

d’autres eucaryotes soulignant le caractère universel du mécanisme de recombinaison 

homologue (Mercier et Grelon 2008). Une caractérisation fine du phénotype des différents 

mutants, des propriétés biochimiques in vitro de chacune des protéines ainsi que la 

caractérisation des interactions existantes entre elles ont permis d’avoir une vision globale et 

détaillée du rôle de chacune dans la recombinaison homologue (Tableau 1). 
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2.4.2 Formation des cassures double-brin 

Chez la levure, la cassure double-brin induite dès le début de la prophase est réalisée par la 

protéine Spo11 (Keeney 2001; Keeney et Neale 2006). Les mutants spo11 ne présentent pas 

de cassure double-brin, pas ou peu d’événements de recombinaison, une perturbation voire 

une absence complète de formation du complexe synaptonémal (dépendant des organismes) et 

une disparition des foci Rad51 (Keeney 2001; Lichten 2001b). De plus, chez la levure, Bulher 

et al. (2007) ont montré que chez les mutants spo11, aucune molécule d’ADN simple-brin  

résultant de la digestion d’un des brins au niveau de la cassure n’était retrouvée démontrant 

ainsi l’action unique de la protéine Spo11. 

 

Le gène codant la protéine Spo11 a été retrouvé chez tous les autres organismes étudiés. Chez 

la souris, l’étude des protéines H2AX phosphorylées, un type d’histone particulier qui marque 

les sites de cassure de l’ADN (Mahadevaiah et al. 2001) et l’étude des foci RAD51 et DMC1 

(Romanienko et Camerini-Otero 2000) montrent un nombre important de foyers pendant le 

leptotène. Cependant, ces foyers disparaissent chez le mutant spo11 (Lichten 2001b) 

indiquant que cette protéine semble aussi responsable des cassures double-brin évoluant en 

CO et NCO chez les organismes supérieurs. Cependant, Chicheportiche et al. (2007) ont 

observé la présence de deux types de foyers H2AX chez la souris dont l’un d’entre eux ne 

disparaîssant pas chez les mutants spo11. Ils ont suggéraient ainsi que certaines cassures 

pourraient être indépendantes de la protéine SPO11 et qu’il pourrait donc exister une 

deuxième voie pour initier la recombinaison méiotique. 

Chez Arabidopsis thaliana, trois homologues de SPO11 sont présents : SPO11-1, SPO11-2 et 

SPO11-3. La mutation de spo11-1 entraîne une chute de 90 % du taux de CO (Grelon et al. 

2001). Ainsi, SPO11-1 est impliqué dans la formation des événements de recombinaison 

(Hartung et al. 2007) au même titre que SPO11-2 alors que SPO11-3 participe à 

l’endoréduplication somatique (Hartung et al. 2002). 

Robine et al. (2007) ont montré, chez S. cerevisiae, que malgré la fixation de la protéine 

Spo11 au niveau de certaines régions, celles-ci restaient dépourvues de cassures double-brin. 

Ainsi, au moins neuf autres protéines sont nécessaires, en plus de la protéine Spo11, pour 

induire la cassure double-brin chez la levure : Mer2, Mei4, Ski8/Rec103, Rec102, Rec104, 

Rec114, Rad50, Mre11 et Xrs2 (Keeney et Neale 2006). La relation qui existe entre ces 

différentes protéines reste encore floue (Keeney et Neale 2006). 
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De plus, l’ensemble des gènes codant ces protéines ne semble pas être conservé entre espèces 

comme l’est le gène SPO11. Cependant, d’autres gènes ont été découverts chez les espèces 

autres que la levure comme récemment, le gène codant une protéine nommée AtPRD1 qui a 

été isolée chez Arabidopsis et qui serait un des partenaires de AtSPO11 pour induire la 

formation des cassures double-brin (De Muyt et al. 2007). 

Ainsi, la protéine Spo11 est la protéine universelle responsable des cassures double-brin. 

Suite à la création de la cassure, la protéine reste attachée de manière covalente à l’extrémité 

5’ générée. Elle sera ensuite décrochée lors de la maturation des cassures double-brin. 

2.4.3 Maturation des cassures double-brin 

Les protéines Mre11, Rad50 et Xrs2/Nbs1 forment un complexe appelé complexe MRX 

(Xrs2) chez la levure ou complexe MRN (Nbs1) chez les vertébrés et les plantes. Le gène 

MRE11 code pour une protéine possédant des motifs d’accrochage à l’ADN, une activité 

endonucléase simple-brin et une activité exonucléase double-brin 3’/5’ (Borde 2007). 

Chez la levure, la mutation de l’un des gènes codant une protéine du complexe provoque un 

ralentissement de la croissance, une sensibilité accrue aux infrarouges et une méiose perturbée 

(Borde 2007; Paques et Haber 1999). Chez les mammifères, ces gènes sont indispensables 

pour leur viabilité (D’amours et Jackson 2002) et chez Arabidopsis, les mutants mre11 

montrent une fragmentation des chromosomes à la méiose suite à la non résolution des 

cassures double-brin induites par la protéine SPO11 (Borde 2007). 

Chez l’ensemble des organismes où son étude a pu être réalisée, ce complexe joue un rôle 

majeur dans la libération de la protéine Spo11 qui est liée de manière covalente aux 

extrémités de la cassure double-brin et permet ainsi une progression de la réparation de la 

cassure. Ce complexe intervient aussi dans la digestion des extrémités générées lors de cette 

cassure. De plus, il possède un rôle dans l’activation des points de contrôle qui subsistent tout 

au long de la méiose (Borde 2007). 

Une étude récente chez la levure suggère que la digestion des extrémités de la cassure est 

réalisée en deux étapes (Mimitou et Symington 2008). La première étape impliquerait le 

complexe MRX/MRN et la protéine Sae2 qui entraîneraient la digestion de quelques 

nucléotides. La seconde ferait intervenir les protéines Sgs1 et Exo1 pour permettre une 

extension plus importante des extrémités simple-brin. 
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2.4.4 Invasion de l’extrémité simple-brin 

2.4.4.1 Les protéines Rad51 et Dmc1 

Les protéines Rad51 et Dmc1 sont les homologues de RecA, la protéine responsable de 

l’invasion du brin homologue chez les bactéries. Elles sont ainsi appelées « recombinases » et 

permettent l’invasion de la molécule d’ADN simple-brin dans son homologue (Baumann et 

al. 1996; Sehorn et al. 2004). Ces protéines et notamment Rad51 ont été retrouvées chez tous 

les organismes dont le gènome est séquencé ou présentant d’importantes bases de données 

d’EST (Expressed Sequence Tag) et par conséquent ont été trés conservées au cours de 

l’évolution. Cinq paralogues sont présents chez les vertébrés : XRCC2, XRCC3, RAD51B, 

RAD51C et RAD51D et une nouvelle variante, RAD51-Δex9, dépourvue de l’exon 9, vient 

d’être récemment isolée chez l’humain (Park et al. 2008). Ces protéines s’associent sous 

forme de filaments hélicoïdaux entourant la molécule d’ADN (Sheridan et al. 2008), ce qui 

forme des foci visibles pendant les premiers stades méiotiques. 

 

La protéine Rad51 est impliquée dans la recombinaison mitotique ainsi que méiotique et la 

mutation de ce gène entraîne des conséquences différentes en fonction des organismes. Une 

mutation de rad51 chez la levure est viable mais elle entraîne une sensibilité accrue aux 

infrarouges, un défaut dans la formation des spores (Shinohara et al. 1997; Symington 2002). 

Chez les vertébrés, les mutants rad51 meurent dès le stade embryon (Symington 2002) alors 

que chez Arabidopsis, les mutants sont stériles et montrent une inhibition de l’appariement et 

de la synapse entre chromosomes homologues ainsi qu’une fragmentation des chromosomes 

(Li et al. 2004a). Chez le maïs, les mutants rad51 montrent un phénotype moins affecté (Li et 

al. 2007). Les mâles sont stériles et montrent une réduction dans l’appariement des 

chromosomes homologues de 44 % par rapport au sauvage, une augmentation dans 

l’appariement et la formation de synapses entre chromosomes non homologues. Chez la 

femelle, la méiose est moins perturbée, le taux de CO analysés ne diffère pas du taux retrouvé 

chez le sauvage. 
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Les mutants dmc1 diffèrent de ceux de rad51. Chez la levure, la recombinaison méiotique est 

complètement bloquée chez les mutants dmc1 et une augmentation de la recombinaison 

ectopique est également observée (Neale et Keeney 2006). Une mutation du gène dmc1 

entraîne la formation d’univalents à la méiose chez Arabidopsis (Anderson et Stack 2002). De 

plus, aucune cassure double-brin n’est observée au sein de l’ADN, suggèrant que les cassures 

induites par la protéine Spo11 sont réparées en utilisant la chromatide soeur. 

Pour expliquer les différences de phénotype que génèrent rad51 et dmc1 lorsqu’ils sont 

mutés, Neale et Keeney (2006) ont émis l’hypothèse que chacune des protéines 

correspondantes pourrait se fixer spécifiquement sur une des deux extrémités saillantes de la 

cassure double-brin, ce qui expliquerait aussi le comportement différent des deux extrémités, 

l’une envahissant la molécule homologue dés la début du mécanisme alors que l’invasion de 

la seconde s’effectue dans un deuxième temps. 

L’interaction entre Rad51 et/ou Dmc1 avec le filament présynaptique, filament qui se charge 

en recombinases et qui va envahir la molécule d’ADN homologue, ne peut se faire de manière 

isolée. D’autres facteurs, appelés médiateurs, sont importants pour le chargement et la 

régulation de ces protéines sur le filament présynaptique. 

2.4.4.2 Les médiateurs de Rad51 et Dmc1 

La protéine Rpa est une protéine qui se fixe sur les molécules d’ADN simple-brin. Sa 

présence sur l’extrémité saillante de la cassure double-brin favorise l’entrée des recombinases 

en dénouant les structures secondaires. Cependant, elle peut aussi empêcher leur accrochage 

si elle est présente en quantité trop importante (San Filippo et al. 2008). 

L’ensemble des protéines du groupe épistatique Rad52 est aussi impliqué dans le chargement 

de la protéine Rad51 sur le filament présynaptique. Les foci de Rad51 disparaîssent chez les 

mutants rad52, rad55 et rad57 (San Filippo et al. 2008). Chez la levure, la protéine Rad52 est 

l’un des médiateurs les plus importants alors que chez l’humain, elle ne possède pas d’activité 

médiatrice (San Filippo et al. 2008). 

Chez les organismes autres que la levure, d’autres protéines ou complexes protéiques ont été 

identifiés en tant que médiateurs comme le gène TEX15 chez la souris (Yang et al. 2008), le 

gène PHS1 chez le maïs (Pawlowski et al. 2004), le gène BRCA2 chez l’humain (San Filippo 

et al. 2008) et les complexes formés entre les différents paralogues de RAD51 chez les 

vertébrés (San Filippo et al. 2008). 
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Le gène BRCA2, absent chez les levures, est un gène très étudié chez l’homme car sa mutation 

peut conduire à la formation de cancers du sein et des ovaires mais aussi au syndrome de 

Fanconi, maladie génétique rare (San Filippo et al. 2008). Ce mutant brca2 montre une 

sensibilité accrue aux agents ionisants et une disparition des foci RAD51. Chez Arabidopsis, 

un mutant RNAi brca2 montre une fragmentation des chromosomes due à l’absence de 

réparation des cassures induites par la protéine SPO11 et entraîne la présence de nombreux 

univalents lors de la méiose (Siaud et al. 2004). Cette protéine BRCA2 qui interagit 

physiquement avec les protéines RAD51 et DMC1 est donc impliquée chez l’humain et chez 

Arabidopsis dans le chargement des recombinases sur le filament présynaptique (San Filippo 

et al. 2008). 

2.4.5 Maturation des jonctions de Holliday 

Les protéines qui interviennent dans les dernières étapes de la maturation des CO sont encore 

mal connues. Cependant, certaines protéines comme Rad54 ou les protéines ZMM (Zip, Msh, 

Mer) ont des rôles multivalents et sont impliquées dans ces dernières étapes. 

2.4.5.1 La protéine Rad54 

La protéine Rad54 est un membre de la famille des protéines de type Swi2/Snf2 qui 

interviennent dans le « remodelage » de la chromatine en hydrolysant l’ADN (Heyer et al. 

2006). Chez la levure S. cerevisiae et chez Arabidopsis, les mutants rad54 sont sensibles aux 

agents ionisants et engendrent la production d’une descendance viable avec cependant une 

fréquence moins importante que chez le sauvage. Il existe aussi des paralogues de RAD54 

chez la levure (RDH4/TID1) et chez les vertébrés (RAD54B). Une mutation au sein de ces 

paralogues entraîne également une réduction de la fertilité chez la levure (Heyer et al. 2006). 

La protéine Rad54 a un rôle multifactoriel. Elle est impliquée en association avec les 

protéines Rad51 et Dmc1 dans la recherche d’homologie, dans la modification de la structure 

de la chromatine et dans la formation de la boucle au cours du mécanisme de recombinaison. 

Elle permet aussi le décrochage de Rad51 du filament présynaptique et la migration de la 

jonction de Holliday (Heyer et al. 2006). 

2.4.5.2 Protéines de la voie interférente 

La voie qui conduit à la formation des CO de classe I présentant de l’interférence est sous la 

dépendance des protéines ZMM (Zip, Msh, Mer). Elles peuvent être subdivisées en trois  

sous-groupes selon leur fonction (Lynn et al. 2007). 
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Le groupe I est formé par les protéines Mer3, Msh4 et Msh5. La protéine Mer3 est une 

hélicase de type 5’_ 3’. Les protéines Msh4 et Msh5 sont des homologues des protéines MutS 

de réparation des appariements incorrectes chez les bactéries. Ces protéines sont impliquées 

dans la stabilisation du brin saillant issu de la cassure double-brin envahissant l’homologue. 

Le groupe II est composé des protéines Zip2, Zip3 et Zip4/Spo22. Le groupe III est composé 

uniquement de la protéine Zip1 qui est le composant majeur de l’élément transversal du 

complexe synaptonémal. 

En général, une mutation dans l’un de ces gènes entraîne un problème dans la formation du 

complexe synaptonémal et une diminution voire une absence de CO (Borner et al. 2004). La 

diminution du taux de CO varie en fonction du gène muté, de l’espèce, de la souche de levure 

mais aussi des conditions d’études. L’analyse de différentes régions, dans des souches de 

levure et dans des conditions différentes, montre qu’en moyenne le nombre de CO est réduit 

de 80 % lors d’une mutation dans un des gènes codant une protéine ZMM alors que le nombre 

de NCO est conservé (Lynn et al. 2007). Les CO résiduels chez les mutants ne présentent pas 

d’interférence. 

Cependant, des CO résiduels présentant de l’interférence sont retrouvés chez les mutants 

spo16 et spo22 (Shinohara et al. 2008). Le comportement méiotique observé chez ces mutants 

suggère que les deux protéines Spo16 et Spo22 ne seraient pas nécessaires pour décider du 

devenir d’une cassure double-brin en CO et pour la mise en place du phénomène 

d’interférence. Toutefois, elles seraient indispensables pour assurer la formation des CO. 

Tout récemment, une nouvelle protéine SHOC1 a été isolée chez Arabidopsis (Macaisne et al. 

2008). Les mutants shoc1 présentent le même phénotype que les mutants des gènes codant les 

protéines ZMM. Cette protéine serait ainsi impliquée dans la maturation des jonctions de 

Holliday (Macaisne et al. 2008). 

 

Les protéines homologues aux protéines MutL retrouvées chez les bactéries sont aussi 

impliquées dans la voie interférente. Les protéines MLH1 et MLH3 (pour MutL Homologue) 

marquent très clairement les CO et sont ainsi utilisées pour l’étude de la distribution des CO 

sur les chromosomes (voir paragraphe 3.1.1, p 53). Une mutation dans l’un de ces gènes 

entraîne une diminution importante du nombre de CO chez Arabidopsis et chez la souris 

(Baudat et de Massy 2007; Jackson et al. 2006). 
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Figure 6 Différentes techniques de cytogénétique utilisées pour étudier la distribution des 
CO. 

a/ Observation en microscopie électronique des nodules de recombinaison tardifs sur le 
complexe synaptonémal du chromosome 9 de maïs en début de stade diplotène (Anderson et 
al. 2003). La fenêtre dans le coin en haut à gauche représente un grossissement du nodule. La 
barre représente 2 µm. b/ Visualisation de l’hybridation de neuf sondes FISH sur le 
chromosome 9 du maïs au stade pachytène pour déterminer la distance physique entre 
chacune d’entre elles (Wang et al. 2006). La barre représente 10 µm. c/ Métaphase I d’un 
individu F1 issu d’un croisement entre la fétuque et le ray-grass (Zwierzykowski et al. 2008). 
Les chromosomes sont marqués par la technique GISH en utilisant le génome de la fétuque 
(jaune) et le génome du ray-grass (orange) comme sonde. Les flèches marquent les sites de 
formation des CO entre un chromosome de la fétuque et un chromosome du ray-grass. La 
barre représente 10 µm. d/ Foci MLH1 (points jaunes) observés sur le complexe 
synaptonémal (protéine SCP3, rouge) des chromosomes de caille du japon au stade pachytène 
(Calderon et Pigozzi 2006). La barre représente 10 µm. 

b 

a c 
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2.4.5.3 Protéines de la voie non-interférente 

La formation des CO de classe II nécessite la présence des protéines Mus81 et Mms4 (de los 

Santos et al. 2003; Lynn et al. 2007). Chez la levure, la mutation du gène mms4 diminue 

fortement la viabilité des spores mais entraîne également un fort taux d’échange de matériel 

entre génotypes parentaux (Mancera et al. 2008). Par exemple, sur une région de 63 kb, 

Mancera et al. (2008) ont observé 31 événements d’échange entre les deux génotypes 

parentaux. 

La mutation du gène mus81 a des conséquences moins importantes puisque le phénotype est 

très voisin de celui du sauvage chez Arabidopsis et chez la souris (Higgins et al. 2008; 

Holloway et al. 2008). De plus, chez les mutants mus81 ou mms4, les CO restants présentent 

de l’interférence (Berchowitz et al. 2007; Lynn et al. 2007). Ces protéines Mus81 et Mms4 

catalysent la résolution des jonctions de Holliday in vivo chez la levure S. cerevisiae (Jessop 

et Lichten 2008). 

3 Distribution et régulation des CO sur les chromosomes 

3.1 Techniques d’étude de la distribution des événements de 

recombinaison 

A l’heure actuelle, la disponibilité des outils de génétique et ou de génomique conditionne 

l’approche utilisée pour l’étude de la distribution des événements de recombinaison mais 

aussi la résolution obtenue. L’étude de la distribution de ces événements sur les chromosomes 

peut se résumer à étudier le rapport entre un taux d’événements (CO ou NCO) et une distance 

physique. Ainsi, deux grands angles d’attaque ont été utilisés : (1) les techniques de 

cytogénétique qui permettent une comparaison directe entre distances physiques et distances 

génétiques car elles sont observables au cours de la même expérience ; (2) la comparaison de 

distances génétiques issues de l’analyse de données de génotypage obtenues à partir de 

populations avec des distances physiques. 
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3.1.1 Techniques de cytogénétique 

Les techniques de cytogénétique ont permis de déduire la position des CO à travers leur 

observation directe sur les chromosomes ou l’observation d’intermédiaires intervenant dans la 

formation des CO. 

L’utilisation du marquage des bandes C (ou C-banding) mais aussi la localisation des 

chiasmas sur les chromosomes ont permis des études grossières de la distribution des CO chez 

un grand nombre d’espèces (Anderson et Stack 2002; Lukaszewski et Curtis 1993). 

L’hybridation génomique in situ (GISH pour Genomic in situ Hybridization) a également été 

utilisée, notamment pour caractériser l’appariement et la formation de CO entre les 

chromosomes de deux espèces éloignées (Fernandez-Calvin et al. 1995; Ji et Chetelat 2007; 

Wang et al. 2005b; Zwierzykowski et al. 2008 ; Figure 6). 

Plus récemment, les techniques de microscopie électronique ont permis la cartographie des 

nodules tardifs de recombinaison chez la tomate et le maïs (Anderson et al. 2003 ; Sherman et 

Stack 1995; Figure 6). De même, les protéines intervenant dans le mécanisme de 

recombinaison méiotique ont pu être cartographiées par le biais d’anticorps spécifiques. La 

protéine MLH1 (Figure 6) a été la plus utilisée notamment chez la souris (Froenicke et al. 

2002), chez l’oiseau (Calderon et Pigozzi 2006), chez le poisson (Kochakpour et Moens 2008; 

Moens 2006), chez l’humain (Sun et al. 2006), chez la tomate (Lhuissier et al. 2007) et chez 

le chien (Basheva et al. 2008). 

La distribution des nodules de recombinaison tardifs et des foyers définis par la protéine 

MLH1 montre une très bonne corrélation avec la distribution des chiasmas (Anderson et al. 

2003; Pigozzi et Solari 1999; Sherman et Stack 1995). Ces techniques sont ainsi très 

intéressantes pour visualiser et estimer le nombre de CO sur les chromosomes. 

Cependant, l’ensemble de ces techniques reste très lourd à mettre en place et n’est pas 

approprié pour l’étude de plusieurs centaines d’individus. De plus, comme l’estimation de la 

distance physique se fait à partir de l’observation de lames, elle correspond ainsi à des 

distances en µm. Celles-ci ne prennent pas en compte les différences de compaction de 

l’ADN le long des chromosomes et en plus elles restent des estimations grossières. Ces 

techniques ont principalement été utilisées chez des espèces où la visualisation des 

chromosomes en microscopie est facile et où très peu d’outils de génomique existent. 

Néanmoins, elles ont permis de comprendre où et comment se localisent les protéines qui 

interviennent au cours de la recombinaison méiotique et également elles ont permis de 

déterminer l’effet de certaines mutations sur la formation des CO. 
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3.1.2 Comparaison entre cartes génétiques et physiques 

Les cartes génétiques réalisées depuis plusieurs décennies reflètent la distribution des CO 

entre les différents marqueurs utilisés. La résolution de ces cartes dépend du nombre de 

marqueurs et du nombre d’individus utilisés. Chez les plantes, le développement de larges 

populations, comprenant plusieurs milliers d’individus issus des deux mêmes parents, est 

largement utilisé à l’inverse de chez les mammifères où ceci n’est pas réalisable. 

Ainsi, chez ces derniers, des populations regroupant des milliers individus provenant de 

différentes familles ont été utilisées. Ces individus très différents les uns des autres ont 

accumulé chacun un nombre important de CO comparé au génome de leur ancêtre commun, 

ce qui permet une augmentation considérable de la résolution (Arnheim et al. 2007). 

Les marqueurs présents sur ces cartes génétiques peuvent être placés sur les cartes physiques 

pour ainsi localiser les CO sur les chromosomes. La carte physique idéale est la séquence du 

génome car la distance physique entre chaque marqueur est connue à la base près permettant 

une localisation fine des CO. Des études de cette précision ont ainsi pu être réalisées chez la 

levure (Mancera et al. 2008), l’humain (Myers et al. 2005), la souris (Paigen et al. 2008) et 

Arabidopsis (Drouaud et al. 2006). 

 

Cependant, chez beaucoup d’espèces la séquence du génome n’est pas encore disponible. Des 

approches préliminaires ont néanmoins été initiées pour déterminer la position des marqueurs 

sur les chromosomes à l’aide de matériel particulier comme des lignées d’introgression (ray 

grass et fétuque, King et al. 2002), des lignées transloquées (orge, Kunzel et al. 2000), des 

hybrides de radiation à partir de lignées d’addition maïs-avoine (Riera-Lizarazu et al. 2000) 

ou encore des lignées aneuploïdes (blé, Endo et Gill 1996, détails paragraphe 4.3.1 page 113). 

Les techniques de cytogénétique ont également été utilisées pour cartographier les marqueurs 

sur les chromosomes. Par exemple, l’hybridation in situ fluorescente (FISH pour Fluorescent 

in situ Hybridization) est employée pour localiser les marqueurs des cartes génétiques sur les 

chromosomes et estimer les distances physiques les séparant grâce à l’utilisation de ces 

marqueurs en tant que sonde FISH (Figure 6). Cette technique a notamment été utilisée chez 

le sorgho (Kim et al. 2005), Medicago truncatula (Kulikova et al. 2001), le maïs (Wang et al. 

2006), la tomate (Koo et al. 2008), la pomme de terre (Iovene et al. 2008) et le riz (Cheng et 

al. 2001; Kao et al. 2006). 
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Espèces cM Références Mb cM/Mb Caryotype 
Arabidopsis thaliana  (Gaut et al. 2007)a 157 4.8 2n=2x=10 
Arachis sp 1230 (Moretzsohn et al. 2005) 1243-2989 0.58 2n=2x=20 
Allium cepa 1907 (Martin et al. 2005) 16415 0.12 2n=2x=16 

Avena sativa 2932 (O'Donoughue et al. 
1995) 12961 0.23 2n=6x=42 

Beta vulgaris 526, 815b (Laurent et al. 2007) 758 0.73 2n=2x=18 
Brassica napus 1605 (Sun et al. 2007) 1127 1.42 2n=38 
Brassica oleracea 703 (Gao et al. 2007) 760 0.93 2n=2x=18 
Brassica rapa 1378 (Choi et al. 2007) 784 1.75 2n=2x=20 
Capsicum annuum 1857 (Barchi et al. 2007) 3920 0.47 2n=2x=24 
Carica papaya 1069 (Chen et al. 2007) 368 2.91 2n=2x=18 
Cocos nucifera 1971 (Lebrun et al. 2001) 3479 0.57 2n=2x=32 
Coffea arabica 1802 (Pearl et al. 2004) 1176 1.53 2n=4x=44 
Cucumis melo 1197 (Oliver et al. 2001) 931 1.29 2n=24 

Cucumis sativus 706-1164b 
(Fazio et al. 2003; Wang 
et al. 2005a) 882 1.06 2n=2x=14 

Elaeis guineensis 1743 (Billotte et al. 2005) 980 1.78 2n=2x=32 
Eucalyptus sp 1568 (Brondani et al. 2006) 564 2.78 2n=2x=22 
Glycine max 3080 (Xia et al. 2007) 1103 2.80 2n=2x=40 
Gossypium hirsutum 3425 (Guo et al. 2007) 3161 1.08 2n=4x=52 
Helianthus annus 1368 (Tang et al. 2002) 2377 0.58 2n=2x=34 
Hordeum vulgare 1118 (Stein et al. 2007) 4900 0.23 2n=2x=14 
Humulus lupulus 662 (Cerenak et al. 2006) 2842 0.23 2n=2x=20 
Lactucca sativa 1346 (Truco et al. 2007) 2205 0.61 2n=2x=18 
Lens culinaris 751 (Hamwieh et al. 2005) 4116 0.18 2n=2x=14 
Lycopersicum sp 1469 (Zhang et al. 2002) 950 1.55 2n=2x=24 
Lupinus albus 2951 (Phan et al. 2007) 588 5.02 2n=2x=50 
Malus domestica 1140-1450b (Liebhard et al. 2003) 2205 0.59 2n=2x=34 

Medicago truncatula 513-1225b 
(Choi et al. 2004; 
Thoquet et al. 2002) 466 1.86 2n=2x=16 

Nicatiana tabacum 1903 (Bindler et al. 2007) 4500 0.42 2n=2x=48 
Olea europea 759-798b (Wu et al. 2004) 1911 0.40 2n=2x=46 
Oryza sativa  (Gaut et al. 2007)a 430 4.12 2n=2x=24 
Phaseolus vulgaris 1358 (Grisi et al. 2007) 588 2.31 2n=2x=22 
Pinus sp 1700 (Yin et al. 2003) 27244 0.06 2n=2x=24 
Pisum sativum 1350 (Loridon et al. 2005) 4778 0.28 2n=2x=14 
Populus sp 2100 (Woolbright et al. 2008) 485 4.33 2n=2x=38 
Secale cerale 1386 (Bednarek et al. 2003) 7595 0.18 2n=2x=14 
Solanum tuberosum 735 (van Os et al. 2006) 858 0.86 2n=4x=48 
Sorghum bicolor 1713 (Menz et al. 2002) 1188 1.44 2n=2x=20 
Theobroma cacao 782 (Pugh et al. 2004) 417 1.88 2n=2x=20 
Triticum aestivum 3552 (Quarrie et al. 2005) 17101 0.21 2n=6x=42 

Vitis vinifera 1245-1676b 
(Di Gaspero et al. 2007; 
Troggio et al. 2007) 417 3.50 2n=2x=38 

Zea mays 1825-1862b (Falque et al. 2005) 2670 0.69 2n=2x=20 
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Tableau 2 Fréquence de recombinaison en cM/Mb pour différentes espèces de plantes. 

Pour chaque espèce, la taille d’une carte génétique (cM), la taille physique (Mb), la fréquence 
de recombinaison (cM/Mb) et le caryotype sont indiqués. a/ correspond à la référence dont 
sont issues les fréquences de recombinaison ; les autres références faisant lien aux cartes 
génétiques. b/ moyenne utilisée pour calculer la fréquence de recombinaison. Les données de 
taille des génomes en Mb proviennent de la référence suivante (Bennett et Leitch 2005) sauf 
pour Beta vulgaris (Arumuganathan et Earle 1991), Populus sp (Kelleher et al. 2007) et 
Nicotiana tabacum (Bindler et al. 2007). 
 

3.1.3 Autres techniques employées 

Une technique utilisée uniquement chez les levures Saccharomyces cerevisiae (Baudat et 

Nicolas 1997; Gerton et al. 2000) et Schizosaccharomyces pombe (Cromie et al. 2007) 

consiste à localiser les cassures double-brin créées par la protéine Spo11 en début de méiose. 

Chez les mutants rad50S, cette protéine reste fixée de manière covalente à la séquence 

d’ADN qu’elle vient de couper. Ainsi son immuno-précipitation permet de récupérer les 

molécules d’ADN ayant subies une cassure double-brin. L’hybridation de ces molécules 

immunoprécipitées sur une puce à ADN permet de déterminer les sites de cassure double-

brin. De même, une variante toujours utilisée chez la levure consiste à isoler les molécules 

d’ADN simple-brin qui résultent de la cassure réalisée par la protéine Spo11 et de la digestion 

des extrémités saillantes réalisée par les autres protéines. Cette méthode est appliquée sur des 

mutants dmc1 où la réparation des cassures ne pouvant avoir lieu, les fragments d’ADN 

simple-brin persistent dans la cellule. Les molécules simple-brin sont ensuite marquées par 

des fluorochromes et hybridées sur des puces pour déterminer leurs localisations 

chromosomiques (Blitzblau et al. 2007; Buhler et al. 2007). 

Le marquage des sites de cassure double-brin peut enfin être visualisé grâce à des anticorps 

dirigés contre l’histone H2AX phosphorylée qui marque spécifiquement les sites 

endommagés de l’ADN (Mahadevaiah et al. 2001). 

 

Pour étudier la distribution fine des CO sur de petites régions, une méthode consistant à 

génotyper quelques marqueurs sur de l’ADN issu de spermatozoïdes ou de grains de pollen a 

été utilisée (Carrington et Cullen 2004) car cette technique permet le génotypage d’un nombre 

très important de gamètes. Le typage de spermatozoïdes a été particulièrement employé chez 

l’humain (Arnheim et al. 2007) pour étudier la distribution des CO sur des petites régions du 

génome. 
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Figure 7 Variation de la fréquence de CO le long des chromosomes de différentes espèces. 

L’axe des abscisses représente les distances physiques le long du chromosome soit en Mb (a 
et c) soit en µm (b et d) et l’axe des ordonnées représente les valeurs de fréquence de 
recombinaison en cM/Mb (a et c) ou en nombre de nodules de recombinaision tardifs par 0,1 
µm (b) ou en nombre de nodules de recombinaison tardifs par µm (d). Variation de la 
fréquence de recombinaison le long du chromosome 3 de l’homme (a, Kong et al. 2002), le 
long du chromosome 4 de la tomate (b, Sherman et Stack 1995), le long du chromosome 4 
d’Arabidopsis thaliana (c, Drouaud et al. 2006) et le long du chromosome 1 du maïs (d, 
Tenaillon et al. 2002). 

b 

a 

d 
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3.2 Fréquence moyenne de recombinaison chez différentes espèces 

La réalisation de cartes génétiques et la mise en place de base de données concernant la taille 

physique des génomes (http://www.genomesize.com/ et http://data.kew.org/cvalues/) chez un 

nombre important d’espèces ont permis de déterminer les fréquences moyennes de 

recombinaison par le calcul du ratio entre distance génétique et distance physique (en 

cM/Mb). Ainsi, la fréquence de recombinaison varie énormément de 0.3 cM/Mb chez certains 

insectes à 75 cM/Mb chez le champignon Cryptococcus neoformans (Beye et al. 2006; 

Wilfert et al. 2007 ; Tableau 11 en Annexes p 319). De plus, ces auteurs ont montré que les 

fréquences de recombinaison les plus importantes étaient retrouvées chez les protozoaires et 

chez les champignons. 

Chez les eucaryotes supérieurs, les insectes vivant en colonies montrent le plus fort taux de 

recombinaison comme par exemple l’abeille ou la fourmi qui ont une fréquence de 16 et 14 

cM/Mb respectivement (Wilfert et al. 2007). Ces fréquences se distinguent de la moyenne 

observée chez les eucaryotes supérieures comme celle observée chez l’humain (1.1 cM/Mb), 

chez la souris (0.4 cM/Mb), chez le chien (0.76 cM/Mb) ou encore chez le pigeon               

(2.6 cM/Mb) (Basheva et al. 2008; Pigozzi et Solari 1999; Wilfert et al. 2007). 

Chez les végétaux, de telles données n’ont jamais été déterminées pour un nombre important 

d’espèces. Pour cela, nous avons utilisé l’ensemble des cartes génétiques disponibles ainsi que 

les tailles des génomes en Mb pour déterminer la fréquence de recombinaison en cM/Mb pour 

42 espèces de plantes (Tableau 2). Chez celles-ci, la variation de fréquence de recombinaison 

entre différentes espèces est beaucoup moins importante que chez les animaux, elle varie 

entre 0.06 cM/Mb chez le pin et 5.02 cM/Mb chez le lupin (Tableau 2). 

3.3 Distribution des CO le long des chromosomes 

3.3.1 A l’échelle du chromosome 

Indépendamment de la technique utilisée et de l’espèce étudiée, les CO se répartissent de 

manière non homogène le long des chromosomes révélant ainsi la présence de régions 

chaudes (fréquence de CO supérieure à la moyenne de la fréquence du chromosome ou du 

génome) et de régions froides (Figure 7). Chez certaines espèces comme chez le blé 

(Lukaszewski et Curtis 1993), l’orge (Kunzel et al. 2000), le maïs (Anderson et al. 2003; 

Tenaillon et al. 2002), ou le sorgho (Kim et al. 2005), la fréquence de recombinaison 

augmente fortement des centromères jusqu’aux télomères. 
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Ce gradient de recombinaison apparaît aussi mais de manière beaucoup moins importante 

chez d’autres espèces comme la tomate (Sherman et Stack 1995), le riz (Chen et al. 2002; Wu 

et al. 2003), le chien (Basheva et al. 2008) ou encore l’humain et la souris (Kong et al. 2002; 

Shifman et al. 2006) alors que chez d’autres espèces comme Arabidopsis thaliana, aucun 

gradient n’est observé (Drouaud et al. 2006) (Figure 7). Ces études montrent que la formation 

des CO au sein des régions entourant le centromère est inhibée. Chez les organismes où de 

telles études n’ont pas encore été réalisées, la concentration de marqueurs sur les cartes 

génétiques au niveau des centromères suggère que cette inhibition existe également chez ces 

espèces (Billotte et al. 2005; Hamwieh et al. 2005; Xia et al. 2007). 

Une des hypothèses pour expliquer cette inhibition serait que la cellule empêche la formation 

de CO dans ces régions entourant le centromère car ils entraîneraient une mauvaise 

ségrégation des chromosomes (Lamb et al. 2005; Rockmill et al. 2006; Ross et al. 1996). 

Cette régulation pourrait être sous le contrôle des gènes codant les protéines du complexe 

synaptonémal. En effet, une mutation du gène codant la protéine Zip1 entraîne une 

augmentation de la fréquence de CO au voisinage des centromères (Chen et al. 2008). De 

plus, la faible densité de la protéine Red1, protéine qui biaise la réparation de la cassure 

double-brin en faveur des chromatides homologues, au niveau des répétitions centromèriques 

CEN3, pourrait ainsi expliquer la réparation des cassures double-brin via la chromatide sœur 

au sein des régions centromériques et ainsi l’absence de CO. 

Une autre hypothèse serait que l’association des centromères en paires non-homologues au 

moment de l’initiation de la recombinaison empêcherait la formation des événements de 

recombinaison dans ces régions (Stewart et Dawson 2008). 

Chez certaines espèces, les CO sont également inhibés au niveau des régions télomériques. 

Par exemple, chez la levure une diminution d’un facteur 2 à 3 est observée par rapport à la 

moyenne du génome (Barton et al. 2008). Cependant, dans ces mêmes régions, le nombre de 

NCO n’est pas inhibé contrairement aux centromères où la fréquence de NCO reste faible 

(Chen et al. 2008). L’inhibition des CO au niveau des centromères et des télomères semble 

donc provenir de deux mécanismes différents, le premier résultant plutôt d’une régulation du 

nombre des cassures double-brin ou de la réparation des cassures via la chromatide sœur 

tandis que le deuxième intervient plus au niveau de la régulation du ratio CO/NCO (Chen et 

al. 2008). 
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Points chaud de 
CO Espèces Taille en kb Fréquence de 

CO en cM/Mb Références 

Ea Souris 0.4 2250 1 
Eb Souris 4.0 25 1 
Pb Souris 5.3 283 1 
Psmb9 Souris 1.8 555 1 
Β-globine Homme 1.2 200 2 
DMB1 Homme 1.8 5 2 
DMB2 Homme 1.2 45 2 
DNA2 Homme 1.3 8 2 
DNA3 Homme 1.2 100 2 
DPA1 Homme 1.6 27 2 
MS32 Homme 1.5 40 2 
MSTM1a Homme 1.2 9 2 
MSTM1b Homme 2.1 16 2 
NID1 Homme 1.2 38 2 
NID2a Homme 1.4 10 2 
NID2b Homme 1.1 4 2 
NID3 Homme 2.0 70 2 
PCP-1a Homme 2.2 21 2 
PCP-1b Homme 0.5 25 2 
PCP-2 Homme 1.2 77 2 
SHOX Homme 2.0 300 2 
TAP2 Homme 1.0 8 2 
BZ Maïs 1.5 230a 3 

 

Tableau 3 Principaux points chauds de CO étudiés chez les eucaryotes supérieurs. 
a valeur la plus importante sur les différents intervalles étudiés sur la région de 1.5 kb. 
Références : 1 = (de Massy 2003), 2 = (Arnheim et al. 2007), 3 = (Dooner et Martinez-Ferez 
1997) 
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3.3.2 A l’échelle de régions séquencées : les points chauds de CO 

Les études fines qui ont pu être réalisées sur les génomes séquencés soit par la technique de 

typage de spermatozoïdes soit par des méthodes plus classiques chez l’humain, la souris ou la 

levure, ont montré que les CO se localisent dans de très petites régions de 1 à 2 kb appelées 

points chauds de CO. Ces derniers s’opposent ainsi aux points froids de CO qui sont des 

régions où la fréquence de CO est très faible (inférieure à la moyenne du génome ou aux 

fréquences des régions voisines). 

Les points chauds peuvent être divisés en trois classes (Petes 2001) : 

- Les points chauds de type α : leur activité est dépendante de la fixation de facteurs de 

transcription ; 

- Les points chauds de type β : ils sont constitués de régions dépourvues de nucléosomes 

et donc sensibles aux enzymes de restriction de type nucléase ; 

- Les points chauds de type γ : ils sont associés à des régions riches en GC. 

Récemment, le génotypage de 52 000 marqueurs sur 204 spores issus d’un hybride de levure a 

permis de localiser très finement 179 points chauds de recombinaison (Mancera et al. 2008). 

Chez l’humain, les données de la population HapMap ont permis de déduire la présence de  

21 000 points chauds historiques sur le génome, c'est-à-dire représentant la distribution des 

CO sur de très nombreuses générations d’individus (Arnheim et al. 2007). Cependant, la 

résolution limitante de certaines régions suggère que le nombre de points chauds serait plutôt 

autour de 50 000 (Buard et de Massy 2007). Une base de données appelée HumHot a été 

construite pour référencer l’ensemble de ces points chauds chez l’humain (Nishant et al. 

2006). Quelques-uns ont fait l’objet d’études détaillées (Tableau 3) chez la levure, l’humain et 

la souris (Arnheim et al. 2007; de Massy 2003; Jeffreys et al. 2003; Mezard 2006; Petes 

2001). Chez les plantes, seule la région fortement « recombinogène » couvrant le gène Bronze 

(Bz) chez le maïs a fait l’objet d’études approfondies. Ce gène code pour une protéine 

responsable de la pigmentation du grain et il se localise entre deux autres gènes (Shrunken 

(Sh) et Waxy (Wx)) influant la forme et la texture du grain. L’utilisation de différentes 

combinaisons d’allèles pour chacun de ces gènes (Sh et Wx) a permis d’établir une méthode 

de criblage des recombinants rapide, basée sur le phénotypage des grains, permettant 

l’isolement d’un nombre important de recombinants. Grâce à cette méthode, Dooner et 

Martinez-Ferez (1997) ont étudié la distribution de 130 CO intragéniques au niveau du gène 

Bz et ont montré que les CO se distribuaient de manière homogène le long du gène. 
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3.4 Facteurs influençant les variations de fréquence et de distribution des 

CO 

Chez la plupart des organismes, les CO sont indispensables pour une ségrégation correcte des 

chromosomes. Cependant, la formation de CO ectopique peut avoir des effets néfastes sur la 

descendance. 

Ainsi, le nombre et la distribution des CO le long des chromosomes sont extrêmement 

contrôlés (Jones et Franklin 2006). 

3.4.1 Contrôle global des fréquences et de la distribution des CO 

3.4.1.1 Deux régles gouvernent la distribution des CO sur les chromosomes 

a L’homéostasie 

Martini et al. (2006) ont été les premiers à introduire le terme d’homéostasie chez la levure en 

constatant que l’utilisation de variants alléliques du gène SPO11, produisant différents taux de 

cassures double-brin, ne modifiait pas la fréquence des CO malgré la diminution du nombre 

de cassures double-brin. L’homéostasie est donc définie comme un mécanisme permettant de 

tamponner des fluctuations comme la diminution du nombre de cassures double-brin et de 

maintenir un nombre de base de CO. Ce phénomène d’homéostasie a ensuite été confirmé à 

l’état sauvage chez la levure où les auteurs ont observé que le nombre de CO était 

indépendant du nombre de NCO (Chen et al. 2008; Roig et Keeney 2008). 

De même, chez C. elegans, la fusion de deux chromosomes ayant chacun une taille génétique 

de 50 cM entraîne la formation d’un chromosome géant mais dont la taille génétique reste 

inchangée (50 cM ; Hillers et Villeneuve 2003) suggérant que même si le nombre de cassures 

double-brin est probablement doublé dans ce cas, le nombre de CO sur ce nouveau 

chromosome reste le même que sur chacun des deux chromosomes de départ. 

Il apparaît ainsi que le nombre de CO par chromosome semble être fixé, déterminé et que la 

cellule a développé un contrôle génétique pour maintenir ce niveau malgré certaines 

perturbations. 

b L’interférence 

Le nombre de CO par chromosome reste faible dans la plupart des espèces avec une moyenne 

de 1 à 2 CO par bivalent. 
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Ce faible nombre de CO sur chaque chromosome résulte en partie du phénomène 

d’interférence entre CO, terme défini par Muller en 1916 comme suit : la formation d’un CO 

dans une région donnée impacte la formation d’autres CO dans le voisinage de cette région. 

L’interférence peut être positive, il y a alors inhibition de la formation des CO dans le 

voisinage du premier. Elle peut également être négative et alors la formation du premier CO 

favorise la formation d’autres CO dans son voisinage. Tout récemment, Mancera et al. (2008) 

ont montré qu’il existe aussi chez la levure S. cerevisiae de l’interférence entre les CO et les 

NCO. 

i Méthodes d’étude de l’interférence 

Plusieurs méthodes sont utilisées pour caractériser l’interférence. Le coefficient de 

coïncidence C permet d’estimer l’intensité et l’étendue de l’interférence sur une région 

précise. Si l’on considère deux intervalles, C est le rapport entre la fréquence observée de 

doubles CO (un dans chaque intervalle) et la fréquence théorique de doubles CO en absence 

d’interférence. Le coefficient de coïncidence varie entre 0 (interférence positive totale) et 1 

(interférence nulle) mais il peut également prendre des valeurs supérieures à 1 lors 

d’interférence négative. 

L’interférence peut également être mesurée directement par l’utilisation de différents 

modèles. Ainsi, le modèle de comptage permet d’estimer un paramètre m qui reflète le 

nombre de NCO présents entre deux CO. Le modèle gamma aboutit lui aussi au calcul d’un 

paramètre v qui correspond au nombre de NCO + 1 entre chaque CO. Les valeurs de m ou de 

v varient de 1 à l’infini et indiquent une interférence positive de plus en plus forte pour des 

valeurs du paramètre élevées. Ces deux modèles ont été utilisés jusqu’à présent pour décrire 

l’interférence sur différentes espèces car leur estimation était en accord avec les données 

expérimentales (Mezard et al. 2007). 

Le modèle FIC (Forced Initial CO) a été développé récemment sur la base du modèle de 

comptage en intégrant la présence d’un CO obligatoire par bivalent pour se rapprocher encore 

plus des données expérimentales. Ainsi, ce modèle permet une meilleure estimation de la 

distribution des CO sur les bivalents que le modèle de comptage (Falque et al. 2007). 

Enfin, un modèle un peu différent reposant sur des stress mécaniques a été établi par Kleckner 

et al. (2004). La formation du premier CO est déterminée par un stress important en un point 

donné du chromosome. La formation de celui-ci déclenche un stress mécanique qui se 

propage le long de la chromatide dans les deux sens et qui inhibe la formation des autres CO. 

La simulation de données avec ce modèle montre aussi une bonne corrélation avec des 

données expérimentales. 
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ii L’interférence chez différentes espèces 

Le phénomène d’interférence positive est retrouvé chez quasiment toutes les espèces où il a 

été étudié. 

Chez la tomate (Lhuissier et al. 2007), l’observation des nodules de recombinaison tardifs a 

permis d’estimer des valeurs de m de 1.3 et 1.9 pour les chromosomes 1 et 2 respectivement. 

Des valeurs voisines ont été observées chez l’humain (m = 2.3 ; Broman et Weber 2000), chez 

Arabidopsis (m compris entre 3 et 9 ; Copenhaver et al. 2002). Certaines espèces ont une 

interférence très forte comme la souris (m compris entre 5 et l’infini ; Broman et al. 2002) ou 

C. elegans (Cromie et Smith 2007) et ne possèdent ainsi en général qu’un seul CO par 

bivalent. A l’opposé, certaines espèces comme la levure Schizosaccharomyces pombe ou le 

champignon Aspergillus nidulans ne montrent pas d’interférence (Shaw et Moore 1998). 

 

Des études conduites chez la souris à partir de l’analyse des foci MLH1, MSH4 et RPA 

suggèrent qu’il existe deux niveaux d’interférence positive (de Boer et al. 2006). Ce 

phénomène semble aussi exister chez la tomate où il a été observé un faible niveau 

d’interférence entre les nodules de recombinaison précoces et un fort niveau entre les foci 

MLH1 (Mezard et al. 2007). 

 

L’interférence négative a été reportée chez quelques espèces telles que l’orge (Esch et Weber 

2002), le blé (Peng et al. 2000) et Arabidopsis (Drouaud et al. 2007). Cependant, Mezard et 

al. (2007) suggèrent que l’interférence négative agissant à une distance x serait due au fait que 

le second CO serait localisé prioritairement à cette distance x du premier CO car c’est la 

distance sur laquelle l’interférence positive du premier CO agit. Ainsi, l’observation 

d’interférence négative résulterait uniquement de la méthode d’analyse. 

iii Facteurs influençant l’interférence 

A l’heure actuelle, le mécanisme responsable de l’interférence entre CO reste encore inconnu. 

Cependant, une mutation dans l’un des gènes codant les protéines ZMM, protéines 

responsables de la formation des CO interférents, entraîne une perte de l’interférence entre 

crossing-overs (Lynn et al. 2007). 
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Ces protéines ayant également un rôle important dans la formation du complexe 

synaptonémal, celui-ci pourrait servir de canal pour véhiculer l’information d’interférence au 

voisinage du premier CO. S. pombe et A. nidulans, deux organismes ne présentant ni 

interférence entre CO ni formation de complexe synaptonémal supportent cette hypothèse   

(de Boer et Heyting 2006; Shaw et Moore 1998). De plus, l’observation d’une corrélation 

entre l’intensité de l’interférence et la longueur du complexe synaptonémal chez la souris 

vient également soutenir celle-ci (Petkov et al. 2007). Enfin, chez l’humain, Lian et al. (2008) 

ont montré qu’une perte de continuité du complexe synaptonémal entraînait une perturbation 

de l’interférence. Cependant, l’implication du complexe dans la mise en place de 

l’interférence est remise en cause par certaines observations. En effet, il a été montré que 

l’interférence serait mise en place avant la formation du complexe. Les foci des protéines 

Zip2 et Zip3, protéines qui marquent les sites d’initiation de la mise en place du complexe 

synaptonémal, montrent déjà de l’interférence (Fung et al. 2004). De plus, la mutation du 

gène zip1 ne perturbe pas l’interférence des complexes d’initiation, structures initiant la 

formation du complexe synaptonémal. Ces résultats suggérent que le complexe synaptonémal 

pourrait intervenir lors d’un deuxième niveau d’interférence (Page et Hawley 2004). 

c Mécanismes impliqués dans l’homéostasie et l’interférence 

Ces deux points de contrôle, homéostasie et interférence semblent faire partie d’un même 

mécanisme de régulation. En effet, une mutation au niveau des gènes zip2 et zip4 entraîne une 

diminution de l’homéostasie mais aussi une diminution de l’interférence (Chen et al. 2008). 

Cependant, ces mutants montrent une totale inhibition de l’interférence alors que la 

diminution d’homéostasie reste faible. La relation entre ces deux points de contrôle semble 

donc être complexe. 

3.4.1.2 Mesures physiques 

a Taille des génomes 

Ross-Ibarra (2007) a montré en utilisant le nombre de chiasmas par bivalent chez 279 espèces 

d’angiospermes différentes que la taille des génomes expliquait 20 % des différences de 

fréquence de CO observées entre ces espèces. 
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Figure 8 Relation entre la taille des génomes et les fréquences moyennes de recombinaison. 

L’axe des ordonnés représente la fréquence moyenne de recombinaison en cM/Mb et l’axe 
des abscisses la taille des génomes en Mb. Un total de 93 paires de données a été utilisé dont 
42 provenant de données issues de plantes (Tableau 2 p 57) et 51 provenant de données issues 
d’animaux et de champignons (Beye et al. 2006; Wilfert et al. 2007, Tableau 11 en Annexes p 
319). L’équation de la courbe ainsi que la valeur du R2 ont été déterminées grâce au logiciel 
excel. 
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En cumulant les données que nous avons obtenues chez les plantes (Tableau 2 p 57) avec 

celles présentes dans la littérature (Beye et al. 2006; Wilfert et al. 2007), nous avons estimé 

qu’il existe une relation de puissance entre la taille des génomes en Mb et la fréquence de 

recombinaison en cM/Mb (R2 = 0.73, données internes non publiées). L’équation de cette 

courbe y = 339,55 x (-0.8136) où x représente la taille du génome en Mb et y la fréquence 

moyenne de recombinaison en cM/Mb permet ainsi de déterminer grossièrement la valeur 

moyenne de la fréquence de recombinaison d’une espèce en fonction de la taille de son 

génome (Figure 8). 

b Nombre et taille des chromosomes 

Pour la plupart des espèces végétales, le nombre de CO observé par gènome est égal ou 

supérieur au nombre de chromosomes. La notion de un CO par chromosome semble ainsi 

respectée. Cependant, chez un petit nombre d’espèces comme la pomme de terre ou encore la 

vigne, le nombre de CO respectivement de 7.3 et 14.6 est inférieur au nombre de 

chromosomes étant de 24 et 19. De plus, il n’existe pas de corrélation entre le nombre de 

chromosomes et la fréquence de CO en cM/Mb. Malgré cela, pour des espèces ayant une taille 

de génome voisine, l’espèce ayant le plus grand nombre de chromosomes montre la plus forte 

fréquence de recombinaison. Par exemple, le lupin blanc (2n = 50), le haricot (2n = 22) et 

l’eucalyptus (2n = 22) ont un génome avoisinant les 570 Mb mais le lupin blanc montre une 

fréquence de recombinaison deux fois plus importante que les deux autres espèces (Tableau 2 

p 57). Enfin, la fréquence moyenne de recombinaison sur un chromosome est liée à la taille de 

celui-ci. Kaback et al. (1992), Fung et al. (2004) ainsi que Mancera et al. (2008) ont montré 

que chez la levure la fréquence moyenne de recombinaison était négativement corrélée avec la 

taille des chromosomes. Cette relation a aussi été observée chez l’humain (Kaback 1996), 

chez la souris (Shifman et al. 2006) et chez Arabidopsis où le nombre de chiasmas est corrélé 

avec la longueur des chromosomes (Anderson et Stack 2002). Cependant, cette relation 

souffre de quelques exceptions comme chez Hyacinthus amethystinus où la taille des 

chromosomes varie d’un facteur 20 alors que le nombre de CO varie peu (Dawe 1998). 

c Longueur du complexe synaptonémal 

La longueur du complexe synaptonémal semble être parfaitement corrélée avec la fréquence 

de recombinaison chez l’ensemble des espèces étudiées à ce jour que ce soit à l’échelle du 

génome entier lors de comparaison entre recombinaison mâle et femelle (Drouaud et al. 2007; 

Kochakpour et Moens 2008) ou de comparaison entre différentes espèces (Lopez et al. 2008)  
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ou à l’échelle de chromosomes individualisés (Kleckner et al. 2003; Lynn et al. 2002; Pigozzi 

et Solari 1999; Sherman et Stack 1995). Ainsi, deux chromosomes ayant une taille en Mb 

constante mais un complexe synaptonémal de longueur différente montrent une fréquence de 

recombinaison différente. A l’inverse, deux chromosomes ayant une taille physique différente 

mais un complexe synaptonémal de longueur identique montrent un taux de recombinaison 

identique (Kleckner et al. 2003). 

d Autres caractéristiques 

D’autres caractéristiques telles que la configuration des chromosomes (acrocentrique, 

métacentrique ou télocentrique ; Dumas et Britton-Davidian 2002) ou le mode de 

reproduction (autogame ou allogame ; Gaut et al. 2007; Ross-Ibarra 2007) pourraient 

également expliquer les différences de fréquence de recombinaison observées entre différents 

chromosomes ou différents génomes. 

3.4.1.3 Contrôle génétique 

a Différences de fréquence de recombinaison entre différents génotypes 

Des variations de fréquence de recombinaison ont été mentionnées entre différents génotypes 

de quelques espèces comme la souris (Koehler et al. 2002), Arabidopsis (Sanchez-Moran et 

al. 2002) ou le maïs (Timmermans et al. 1997; Williams et al. 1995). Ces observations ont mis 

en avant que des facteurs génétiques pouvaient ainsi contrôler le taux moyen de 

recombinaison sur les chromosomes. 

b Les RecQ hélicases 

Outre le rôle indispensable des protéines impliquées dans le mécanisme en lui-même, 

certaines protéines comme les RecQ hélicases jouent un rôle dans la modulation du nombre 

de CO le long des chromosomes. 

Chez Saccharomyces cerevisiae, la protéine Srs2 est capable de démanteler le filament 

présynaptique empêchant la formation des CO (Sung et Klein 2006). Une mutation dans ce 

gène entraîne ainsi une augmentation du nombre de CO. De même, une mutation au sein du 

gène sgs1 codant une autre hélicase entraîne aussi chez Saccharomyces cerevisiae une 

augmentation du nombre de CO (Jessop et al. 2006). Cette protéine serait impliquée dans la 

résolution des doubles jonctions de Holliday sans formation de CO. Le rôle des ces protéines 

est cependant différent en fonction de l’espèce étudiée puisque l’orthologue de SGS1 chez 

Schyzosaccharomyces pombe (RQH1) favorise la formation des CO (Cromie et al. 2008). 



 

 76



 

 77

c Autres facteurs génétiques 

Dans le but de découvrir les facteurs responsables des différences de fréquence de 

recombinaison observées entre différents génotypes de souris, Hunt (2006) a réalisé une étude 

de QTL classique en prenant en compte le nombre de foci MLH1 comme caractère 

phénotypique. Il a ainsi déterminé le nombre de foci présents sur des individus F2 issus du 

croisement entre une souche présentant une faible fréquence de CO (Castaneus, 21.5 foci 

MLH1 en moyenne sur le gènome) et une souche avec une forte fréquence de CO (C57BL/6, 

24.3 foci MLH1 en moyenne sur le gènome). Ces analyses indiquent que le caractère nombre 

de foci MLH1 et ainsi le nombre de CO est contrôlé par un faible nombre de gènes (Hunt 

2006). Ce même type d’analyse a été conduit par Esch et al. (2007) chez la souris, 

Arabidopsis, le maïs et le blé en prenant le nombre de CO comme phénotype étudié. Ils ont 

ainsi trouvé plusieurs QTL contrôlant la fréquence moyenne de CO sur les chromosomes. 

d L’importance des facteurs génétiques 

L’isolement de gènes impliqués dans le contrôle de la distribution des CO sur le génome 

entier pourrait avoir des implications majeures dans les diagnostics médicaux ou dans les 

programmes de sélection. Chez l’humain, certains individus possédant un allèle spécifique 

identifiable pourraient présenter des prédispositions à des événements de recombinaison 

conduisant à de l’aneuploïdie. Chez les plantes, des allèles spécifiques augmentant la 

fréquence de recombinaison pourraient être utilisés pour limiter la transmission de génotypes 

défavorables lors de la création variétale dans les phases de pré-sélection. 

3.4.1.4 Les facteurs externes 

Deux sources externes sont connues comme affectant la formation, la fréquence et la 

distribution des CO sur les chromosomes : la température et la présence de drogues. 

Chez Saccharomyces cerevisiae, la formation des cassures double-brin se fait plutôt à des 

températures importantes (33°C) qu’à des températures plus basses (23°C). De plus, la 

différence de phénotype chez des mutants ZMM entre basses et hautes températures indique 

que la température est un facteur important pour la formation des CO (Borner et al. 2004). 

Chez C. elegans, une étude récente vient de caractériser parfaitement les effets de la 

température sur la fréquence de recombinaison entre méiose mâle et femelle à l’échelle d’un 

chromosome ou à l’échelle de différents intervalles (Lim et al. 2008). 
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Chez cette espèce, la température influence la recombinaison mais de manière différente chez 

le mâle et la femelle. Chez le mâle, Lim et al. (2008) notent une augmentation de la fréquence 

globale de la recombinaison (pour chaque intervalle) lors de l’augmentation des températures. 

Chez la femelle, aucune variation globale n’est observée avec l’augmentation de la 

température mais une redistribution des CO sur le chromosome apparaît. La température 

influence également les fréquences de CO chez les plantes. Chez Arabidopsis thaliana, le 

passage de 18°C à 28°C entraîne une augmentation de la taille des intervalles étudiés 

d’environ 2 cM (Francis et al. 2007). Chez l’orge, l’augmentation de la température entraîne 

aussi une augmentation du nombre de CO alors que chez le blé la relation inverse est observée 

(Fu et Sears 1973; Powell et Nilan 1963). 

L’effet sur la recombinaison de drogues ou de molécules extérieures peut avoir des 

conséquences importantes dans la recherche médicale, dans l’amélioration de techniques 

(ciblage de gène par recombinaison homologue) et dans la recherche fondamentale. Ainsi, 

plusieurs drogues ayant un impact sur la recombinaison ont été isolées comme la cisplatine ou 

le bisphénol A (BPA) (Hunt 2006). Récemment, le criblage de 10 000 composants 

biochimiques a permis d’isoler RS-1, composant qui facilite le chargement de la protéine 

Rad51 sur le filament présynaptique (Jayathilaka et al. 2008). 

3.4.2 Contrôle de la distribution des CO à une échelle locale 

3.4.2.1 Contrôle de la distribution des cassures double-brin 

Les cassures double-brin étant à l’origine de la formation des CO, l’étude de la distribution de 

celles-ci semble être la première étape pour comprendre la distribution des CO. La 

distribution des cassures double-brin le long des chromosomes de la levure S. cerevisiae est 

relativement homogène (Blitzblau et al. 2007; Buhler et al. 2007). Bulher et al. (2007) 

observent ainsi seulement 28 régions dépourvues de cassures double-brin qui représentent      

3 % de la taille physique du génome de la levure. La plupart de ces régions correspond aux 

régions connues comme montrant des taux de CO plus faibles comme les parties les plus 

distales (20 kb), les régions entourant le centromère (8 kb) ainsi que les longs cadres de 

lecture. 



 

 80



 

 81

La plupart des cassures double-brin a cependant lieu dans les régions promotrices des gènes et 

Blitzblau et al (2007) ont montré qu’il existait une faible corrélation entre le pourcentage en 

GC et la fréquence de cassures. La distribution des cassures double-brin observées chez        

S. cerevisiae contraste cependant avec celle obtenue chez S. pombe où seulement 6 % du 

génome contiennent des cassures double-brin (Cromie et al. 2007). Chez cette levure, les 

cassures double-brin se localisent préférentiellement au sein des boucles formées par la 

chromatide. Les régions de la chromatine situées en dehors des boucles étant fixées à 

l’élément axial par la protéine Rec8, la distribution des cassures double-brin est faiblement et 

négativement corrélée avec les sites de fixation de cette protéine (Cromie et al. 2007). 

3.4.2.2 Séquences particulières 

La séquence des premiers génomes disponibles (comme chez les levures, la souris, l’humain, 

l’abeille, Arabidopsis et le riz) a permis d’étudier la relation entre la distribution des CO et les 

caractéristiques de la séquence comme la présence de gènes ou de séquences répétées, le 

pourcentage en GC ou CpG ou encore la présence de motifs particuliers. 

a Séquences géniques 

Comme cité dans le paragraphe 3.4.2.1, la plupart des cassures double-brin a lieu 

préférentiellement dans les régions promotrices des gènes (Blitzblau et al. 2007) ce qui 

suggère une corrélation entre densité en CO et densité en gènes. Chez la souris, Paigen et al. 

(2008) montrent qu’il existe une corrélation entre la distribution de la recombinaison et la 

distribution des gènes à une échelle de 10 Mb (r = 0.557). Cependant, à une échelle plus 

réduite, la corrélation diminue et ne reste significative que sur une partie du chromosome 

(entre 100 et 150 Mb) jusqu'à une échelle de 200 kb (r = 0.278). 

Chez l’humain, Kong et al. (2002) notent, à une échelle de 3 Mb, une faible corrélation entre 

la recombinaison et la présence de gènes (r2 = 0.05). Chez l’abeille, Beye et al. (2006) 

observent une corrélation positive entre la distance moyenne entre les gènes et la 

recombinaison (r = 0.13) mais aucune corrélation avec la densité en gènes à une échelle de 

125 kb (r = 0.01). Ils notent aussi que les gènes avec une taille d’introns importante entraînent 

une recombinaison plus faible comme cela a été observé chez la drosophile et chez l’humain 

(Comeron et Kreitman 2000). 
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Chez le riz, l’étude de dix régions de 13 à 133 kb avec des fréquences de CO variables montre 

que les régions chaudes sont plus souvent associées à une densité en gènes plus importante 

(Wu et al. 2003) même si certaines régions froides possèdent une densité équivalente. A 

l’échelle de plusieurs Mb, il a été montré que la distribution de la recombinaison est corrélée 

aussi avec la distribution des gènes chez le maïs (r2 = 0.47) (Anderson et al. 2006), chez le 

sorgho (Paterson et al. 2009) et chez le blé (Erayman et al. 2004). A l’inverse, chez 

Arabidopsis thaliana, Drouaud et al. (2006) montrent à une échelle de 200 kb qu’il n’existe 

pas de corrélation entre la présence des gènes et la fréquence de recombinaison. 

Lorsqu’une échelle beaucoup plus fine est abordée, les CO se localisent plutôt en dehors de la 

partie codante des gènes chez l’humain (Myers et al. 2005). Cette observation est confirmée 

par la caractérisation de quelques points chauds de CO qui se localisent majoritairement au 

niveau des régions intergéniques ou au niveau des introns (de Massy 2003). Chez la levure, 

l’initiation se fait majoritairement dans les promotteurs mais 68 % des points chauds 

chevauchent la partie codante des gènes (Mancera et al. 2008) dus à l’étendue de la zone de 

conversion génique qui accompagne la formation des CO. A l’inverse, chez le maïs, la 

caractérisation fine autour du gène bronze montre une répartition homogène des CO le long 

du gène (Dooner et Martinez-Ferez 1997). 

Tous les résultats obtenus jusqu’à maintenant différent entre espèces et il est ainsi difficile 

d’établir une règle générale concernant la relation entre la distribution des CO et celle des 

gènes. Cependant, chez la plupart des espèces, la présence de gènes semble avoir un impact 

positif sur la formation des CO. 

 

De manière surprenante, le type de gènes pourrait avoir une influence sur la fréquence de CO 

et la fréquence de NCO. Mancera et al. (2008) ont observé une corrélation entre les régions 

chaudes biaisées, c'est-à-dire les régions présentant une différence importante entre la 

fréquence de CO et la fréquence de NCO, et la présence de gènes impliqués dans le 

vieillissement des cellules. Ces résultats suggérent que le type de réparation des cassures 

double-brin sous forme de CO ou de NCO pourrait être dû à la présence de certaines familles 

de gènes (Mancera et al. 2008). 

b Eléments transposables 

Chez l’humain, certains éléments comme les rétrotransposons THE1A/B présentant le motif 

CCTCCCT (Myers et al. 2005) ou les LTR solos (Nishant et Rao 2006) sont plus fréquents au 

sein des points chauds de CO. 
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Cependant, Myers et al. (2005) ont montré chez l’humain que les éléments répétés de type L1 

étaient fortement sous-représentés au sein des points chauds de recombinaison. Cette relation 

a aussi été reportée chez le rat et la souris où les régions chaudes montrent un faible taux 

d’éléments répétés (Jensen-Seaman et al. 2004). Chez le riz, la présence d’éléments 

transposables et leur organisation expliquent en partie la présence de régions froides (Wu et 

al. 2003). De même, chez le maïs, Dooner et He (2008) montrent que la présence d’un bloc de 

retrotransposons diminue de moitié le nombre de CO au sein de la région. Chez Arabidopsis, 

aucune corrélation n’a été trouvée entre la présence d’éléments transposables et la présence de 

CO (Drouaud et al. 2006). Ainsi, chez la plupart des espèces, il existe une relation négative 

entre la présence d’éléments transposables et la distribution des CO. Le manque de corrélation 

observée chez Arabidopsis provenant peut-être de l’échelle utilisée pour l’étude ou alors du 

faible taux d’éléments transposables (10 %) présents chez cette espèce (2000, Analysis of the 

genome sequence of the flowering plant Arabidopsis thaliana). 

c Les microsatellites 

Les microsatellites sont des motifs de 1 à 6 paires de bases présentant un nombre variable de 

répétitions en tandem. Ils sont présents chez tous les organismes avec des fréquences 

différentes (Sharma et al. 2007). La présence des microsatellites est corrélée avec la 

distribution des CO à différentes échelles chez le rat (r = 0.376) (Jensen-Seaman et al. 2004), 

la souris (Jensen-Seaman et al. 2004), l’humain (Jensen-Seaman et al. 2004; Myers et al. 

2005), Arabidopsis (r2 = 0.13) (Drouaud et al. 2006), l’abeille (r = 0.19) (Beye et al. 2006), ou 

encore la levure (Bagshaw et al. 2008). De plus, chez cette dernière espèce, la corrélation est 

plus importante pour des motifs microsatellites courts et hautement répétés (Bagshaw et al. 

2008). Ainsi, la présence de certains points chauds s’expliquerait par la présence de ces 

séquences répétées particulières. 

d Pourcentage en GC et îlots CpG 

La composition en bases (A, T, C et G) varie le long des chromosomes. Chez l’humain en 

particulier, le génome est constitué de régions appelées isochores (Costantini et al. 2006) 

ayant une composition en G + C différente variant de 30 à 60 % de la composition en bases 

totales. Un second paramètre intéressant est la présence d’îlots riches en di-nucléotides CG et 

nommés îlots CpG contrairement au reste du génome où la fréquence du di-nucléotide est très 

faible (Bird 1986). 
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La méthylation des cytosines sur les di-nucléotides CG conduisant à une réparation en TG, 

ces îlots riches en CG seraient ainsi des zones particulières où la méthylation des cytosines 

serait inhibée dans les lignées germinales (Gardiner-Garden et Frommer 1987). Le 

pourcentage en GC est positivement corrélé avec la distribution des événements de 

recombinaison chez l’humain (r = 0.449), la souris (r = 0.464), le rat (Jensen-Seaman et al. 

2004). Ce paramètre dépend cependant d’un ensemble de facteurs comme la présence de 

gènes et la présence d’îlots CpG. L’utilisation d’une régression multiple permet de séparer 

l’ensemble de ces facteurs. Suite à une telle analyse, le pourcentage en GC apparaît 

négativement corrélé avec la recombinaison chez ces espèces (Jensen-Seaman et al. 2004). 

Cependant, cette corrélation dépend de la taille des intervalles (Buard et de Massy 2007). 

Chez Arabidopsis, une relation négative est aussi observée (Drouaud et al. 2006). 

Chez ces mêmes espèces (rat, souris, homme et Arabidopsis), la présence d’îlots CpG est 

positivement corrélée avec la fréquence de recombinaison (Drouaud et al. 2006; Han et al. 

2008; Jensen-Seaman et al. 2004). A l’inverse, chez le riz, aucune relation claire au niveau de 

dix régions analysées en détail n’a été mentionnée (Wu et al. 2003). 

e Présence de motifs particuliers 

L’un des motifs les plus étudiés dérive du point chaud ade6-M26 retrouvé chez la levure       

S. pombe. Cet allèle spécifique (M26) résulte d’une mutation G/T qui entraîne la fixation du 

facteur de transcription Atf1-Pcr1 et induit la présence du point chaud de recombinaison (Kon 

et al. 1997). Un motif consensus de 18 pb entourant l’heptamère M26 est important pour 

déterminer la distribution des points chauds de recombinaison (Steiner et Smith 2005a; 

Steiner et Smith 2005b). Sur quinze sites étudiés et possédant ce motif, dix se sont révélés être 

des points chauds. Cependant, pour les quatre restants, la présence de ce motif n’est pas 

suffisante pour induire la formation d’un point chaud (Cromie et al. 2007; Steiner et Smith 

2005a). Chez la levure S. cerevisiae, Blumental-Perry et al. (2000) ont identifié un motif de 

50 pb contenant une région polyA à partir de l‘alignement de la séquence entourant six 

cassures double-brin. Cependant, Haring et al. (2004) ont montré que la délétion de ce motif 

consensus au niveau du point chaud HIS2 n’entraînait pas d’effet sur la présence du point 

chaud. Ainsi, il semblerait que la présence de ce motif commun n’expliquerait pas 

systématiquement la présence des points chauds de recombinaison chez S. cerevisiae. 

Chez l’humain, le motif CCTCCCT est présent dans 11 % des points chauds (Myers et al. 

2005). De plus, la modification de celui-ci par un changement d’un nucléotide entraîne une 

modification de la « chaleur » des points chauds DNA2 (Jeffreys et Neumann 2002) et NID1 

(Jeffreys et Neumann 2005).  
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En 2008, Myers et al. ont étendu ce motif à un motif consensus de 13 pb 

CCNCCNTNNCCNC qui explique 40 % des points chauds dans différents fonds génétiques. 

De plus, un second motif composé de 9 pb (CCCCACCCC) est associé à 3 % des points 

chauds du génome chez l’humain (Myers et al. 2005). La présence de ces deux motifs 

CCTCCCT et CCCCACCCC a aussi été retrouvée chez la souris associée à des régions où la 

fréquence de recombinaison est importante (Shifman et al. 2006). 

Une fraction des points chauds de recombinaison semble ainsi pouvoir être expliquée par la 

présence de motifs particuliers. En quoi ces motifs guident la formation des événements de 

recombinaison reste encore une énigme. Il se pourrait qu’ils soient des sites de fixation des 

protéines intervenant dans la machinerie de recombinaison. Le motif identifié chez l’humain 

montre une périodicité de 3 pb et il pourrait être identifié par certaines protéines telles que 

RAD51 qui reconnait des motifs de 3 pb (Myers et al. 2008). 

f Présence de séquences codant des ARN messagers non codants 

Tout récemment, chez la levure, Wahls et al. (2008) ont comparé la distribution des cassures 

double-brin avec la distribution des gènes codant des ARN polyadénylés non codants. Ils 

trouvent une très bonne corrélation (p-value = 5.5 x 10-8) entre la distribution des cassures 

double-brin et les loci codant des ARN messagers non codants de la classe des prl. Ces loci 

sont exprimés pendant la méiose. Les auteurs suggèrent ainsi que les ARN non codants 

interagiraient avec des régions cibles de l’ADN servant ainsi de guide à la protéine Spo11 

pour générer les cassures double-brin. 

g Conclusion 

La distribution des événements de recombinaison est ainsi corrélée chez certaines espèces 

avec les différentes caractéristiques de la séquence. Malgré le faible nombre d’espèces 

étudiées, la plupart du temps et pour la majorité d’entre elles, la corrélation va dans le même 

sens. 

Deux facteurs sont néanmoins critiques pour permettre de telles comparaisons. Premièrement, 

chez l’humain, les régions chaudes ont été déduites à partir d’une population d’individus 

complètement différents et représentent ainsi les régions chaudes historiques alors que chez 

les plantes la distribution des événements de recombinaison est issue d’un croisement entre 

deux parents et représente ainsi les régions chaudes actuelles. Deuxièmement, la taille des 

fenêtres d’études utilisée pour étudier ces corrélations est déterminante comme l’ont montré 

Paigen et al. (2008) chez la souris mais aussi Buard et de Massy (2007) et Myers et al. (2006) 

chez l’humain pour permettre une comparaison avec d’autres espèces. 
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La relation de causalité qu’il existe entre les caractéristiques de la séquence et la distribution 

des événements de recombinaison reste encore peu connue. Meunier et Duret (2004) mais 

aussi Chen et al. (2006) ont montré que la recombinaison était responsable du fort 

pourcentage en GC qui lui est associé et ceci à travers le mécanisme appelé biais de 

conversion génique (Galtier et al. 2001). La formation d’un NCO sur une région donnée entre 

deux molécules d’ADN présentant des différences ponctuelles de séquence entraîne la 

formation d’appariements incorrects sur les molécules d’ADN résultant de l’événement de 

NCO. En effet, celles-ci possédent un brin provenant de chaque molécule d’ADN 

hétérozygote de départ. La réparation biaisée de ces appariements incorrects va conduire 

principalement à la formation d’appariements CG plutôt que AT. Ainsi, les regions où la 

fréquence de NCO est importante subissent un enrichissement en nucléotides C et G. 

3.4.2.3 La séquence intrinsèque n’est pas le facteur majeur qui gouverne la 

distribution des CO 

Chez la levure, Jiang et al. (2007) ont mis au point un logiciel de détection des points chauds 

et des points froids de recombinaison, appelé RF-DYMHC. Il permet d’avoir une estimation 

correcte de la position des cassures double-brin ou points chauds avec une précision de 82 % 

basée ainsi uniquement sur les caractéritiques intrinsèques de la séquence. 

Cependant, plusieurs données montrent que la séquence en elle-même n’est pas le seul facteur 

intervenant sur la distribution des événements de recombinaison sur les chromosomes car il a 

été montré qu’une même séquence pouvait avoir des fréquences de recombinaison réellement 

différentes lorsqu’elle n’était plus dans le même environnement. Borde et al. (1999) ont ainsi 

montré que l’insertion d’une cassette en différents points du génome entraîne des variations 

de fréquence de recombinaison au sein de cette cassette en fonction de sa zone d’insertion. 

Cette observation n’est cependant pas systématique et par exemple, le déplacement d’une 

séquence subtélomérique de levure n’entraîne pas de modification de sa fréquence de 

recombinaison (Barton et al. 2003). 

Une séquence identique présente chez des individus différents d’une même espèce ou chez 

des individus d’espèces différentes peut également avoir des fréquences de recombinaison 

totalement différentes. Chez l’humain, l’utilisation d’une puce ADN sur une population 

européenne a confirmé à l’échelle du génome que différents individus présentaient des 

variations importantes du nombre de CO (Coop et al. 2008). 
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Winckler et al. (2005) ont aussi remarqué que la distribution des événements de 

recombinaison entre l’homme et le chimpanzé, qui possèdent 99 % de séquences identiques, 

était réellement différente. Cette même constatation a été faite au niveau des régions les 

mieux conservées entre le rat et la souris (Jensen-Seaman et al. 2004). 

A l’échelle de certains points chauds comme par exemple MSTM1b, il existe une différence 

de fréquence de recombinaison de l’ordre de 75 fois entre différents individus possédant le 

même haplotype (Neumann et Jeffreys 2006). Enfin, l’exemple le plus marquant est la 

différence de fréquence de recombinaison observée entre la méiose mâle et la méiose femelle 

où les séquences sont identiques. 

3.4.2.4 Comparaison mâle/femelle 

a L’hétérochiasmie 

Chez les eucaryotes, l’hétérochiasmie (différence de fréquence de recombinaison entre le 

mâle et la femelle) est un phénomène courant et variable (pour revue voir Lenormand et 

Dutheil 2005b; Lorch 2005). Chez la plupart des espèces, la fréquence moyenne de 

recombinaison est plus importante chez la femelle que chez le mâle (Tableau 12 en Annexes p 

325). Chez d’autres espèces, l’inverse se produit alors que d’autres encore ne montrent pas de 

différence de fréquence moyenne de recombinaison en fonction du sexe. 

Des différences existent aussi dans la distribution des CO sur les chromosomes. Chez 

l’humain et la souris, les mâles montrent une fréquence de recombinaison beaucoup plus 

importante que les femelles au niveau des télomères (Kong et al. 2002; Shifman et al. 2006). 

b Hypothèses expliquant l’hétérochiasmie 

Une des premières hypothèses émises pour expliquer la recombinaison spécifique à chaque 

sexe fut la règle d’Haldane-Huxley qui disait que chez les espèces hétérogamétiques, c'est-à-

dire les espèces possédant des chromosomes sexuels différents, la fréquence de CO était plus 

faible chez le sexe hétérogamétique (Lenormand et Dutheil 2005a). Ceci serait dû à une 

sélection empêchant la formation de CO entre les chromosomes sexuels hétérogamétiques en 

diminuant ou en inhibant la formation des CO sur le génome entier entraînant ainsi une 

diminution de la fréquence sur les autosomes. Cette règle explique parfaitement les 

différences observées chez les espèces achiasmates, où aucun CO n’est observé chez le sexe 

hétérogamétique comme chez la drosophile ou chez le bombyx. Cependant, elle n’explique 

pas les différences observées chez toutes les espèces héterogamétiques où parfois le sexe 

hétérogamétique montre un plus fort taux de CO (Lenormand et Dutheil 2005a). 
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Les différences peuvent aussi être expliquées par une plus forte activité métabolique observée 

chez les femelles (Lorch 2005). Ceci provoquerait une formation importante de radicaux 

libres qui génèreraient de nombreuses cassures de la molécule d’ADN réparées par 

recombinaison. Cependant, cette hypothèse expliquerait les cas où la femelle montre une 

fréquence de recombinaison plus importante mais pas l’inverse. 

 

Une troisième hypothèse suggère des différences de compaction des génomes mâles et 

femelles, mesurées par la longueur des complexes synaptonémaux. Ceci est le cas chez 

l’humain (Tease et Hulten 2004), chez la souris (Petkov et al. 2007), chez A. thaliana 

(Drouaud et al. 2007) et chez le poisson zébre (Singer et al. 2002). Ces différences sont 

positivement corrélées avec la fréquence de CO. Par exemple, chez A. thaliana, le mâle 

présente une fréquence de CO plus importante (x 1.8) et la longueur du complexe 

synaptonémal est aussi plus importante (x 1.7) (Drouaud et al. 2007). De plus, Petkov et al. 

(2007) ont montré que chez la souris la longueur des bivalents, différente entre le mâle et la 

femelle, est corrélée négativement avec l’intensité de l’interférence, ceci expliquant les 

différences de fréquence de CO entre mâle et femelle. Ainsi, la fréquence de CO, 

l’interférence et la compaction des chromosomes sont trois facteurs intimement liés tout au 

moins chez la souris mais dont les relations de cause à effet restent encore mal connues. 

 

La quatrième hypothèse est la sélection haploïde post-méiotique qui pourrait entraîner une 

sélection au niveau des gamètes choisis pour l’élaboration des descendants. Lenormand et 

Dutheil (2005b) montrent que la sélection haploïde est corrélée avec les différences de 

fréquence observées entre mâle et femelle chez les plantes. Lorsque la sélection est intense 

chez l’un des sexes la recombinaison est faible. 

 

Récemment, Kong et al. (2002) ont mentionné qu’un changement d’haplotype au niveau du 

gène RNF212 orthologue du gène ZIP3 chez la levure et du gène ZHP-3 chez C. elegans qui 

sont impliqués dans la formation des chiasmas, entraîne le changement du sexe qui présente le 

plus fort taux de recombinaison (Xue et al. 2008) sans entraîner de fortes variations de 

fréquence de CO moyenne entre les deux sexes. Ainsi, trois changements pontuels d’un 

nucléotide au sein de ce gène ont un effet sur la fréquence de recombinaison sexe-spécifique 

et l’un d’entre eux augmente la taille génétique de la carte issue de la méiose femelle de    

88.2 cM. 
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A une échelle plus locale, l’hétérochiasmie peut être expliquée par des patterns d’empreinte 

génétiques qui résultent de régions présentant des différences de méthylation de l’ADN entre 

la séquence mâle et la séquence femelle. Chez l’humain, Lercher et Hurst (2003) notent que 

sur 16 régions analysées qui subissent une empreinte, treize montrent une différence de 

recombinaison entre la voie mâle et la voie femelle avec dans la plupart des cas une fréquence 

de recombinaison plus importante chez la femelle. 

c Conclusion 

Ainsi, une même séquence intrinsèque peut avoir des fréquences de recombinaison très 

éloignées en fonction de sa position sur les chromosomes et probablement des modifications 

qu’elle subit. Ce qui implique la présence d’autres facteurs importants pour la distribution des 

CO sur les chromosomes. 

3.4.2.5 Modifications épigénétiques et structure de la chromatine et des 

chromosomes 

a Modifications épigénétiques 

Les modifications épigénétiques comme la méthylation ou l’acétylation des histones et de 

l’ADN jouent un rôle important dans la distribution des événements de recombinaison 

(Kniewel et Keeney 2009; Petes 2001). Tout récemment, chez S. cerevisiae, Borde et al. 

(2008) ont montré que les régions présentant une importante quantité d’histones de type 3 

méthylées sur la lysine 4 étaient les mêmes que les régions de formation des cassures   

double-brin. De plus, une mutation dans le gène codant la protéine Set1, une méthylase 

responsable de la méthylation des histones de type 3, entraîne une réduction de la formation 

des cassures double-brin dans 84 % des sites de cassures observés chez le sauvage (Borde et 

al. 2008). Chez la levure S. cerevisiae, Mieczkowski et al. (2007) ont montré que la mutation 

d’un seul gène (sir2) codant une histone déacétylase entraîne un changement de la fréquence 

des cassures double-brin pour 12 % des gènes sur les 6000 qu’ils ont étudiés. Le même 

résultat a été observé par Merker et al. (2008) qui observent une augmentation de la fréquence 

de recombinaison au niveau du point chaud HIS4 chez des mutants rpd3 et set2 qui codent 

respectivement pour une protéine qui déacétyle et méthyle les histones. De plus, chez S. 

pombe, une mutation dans le gène codant une histone acétylase SpGcn5 entraîne une 

diminution de la recombinaison au sein du point chaud ade-M26 (Yamada et al. 2004). 

Le marquage épigénétique des histones apparaît ainsi comme déterminant pour la distribution 

des cassures double-brin. 
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Chez l’homme, les régions qui montrent une empreinte génétique ont une fréquence de 

recombinaison plus importante que les autres régions (Lercher et Hurst 2003; Sandovici et al. 

2006). De plus, tout récemment, Sigurdsson et al. (2009) ont montré que le pattern de 

méthylation de l’ADN était corrélé avec le taux de recombinaison chez l’humain sans 

comprendre cependant la relation de cause à effet entre ces deux facteurs. 

b Structure de la chromatine et des chromosomes 

Dans les années 1920, Heitz avait observé en microscopie que certaines régions du génome 

avaient une coloration sombre et d’autres apparaîssaient plus claires (Grewal et Jia 2007). 

L’hétérochromatine a été ainsi identifiée comme une région montrant une coloration intense. 

Elle constitue une zone particulièrement condensée, composée en majorité de séquences 

satellites et d’éléments transposables avec une très faible densité en gènes (Grewal et Jia 

2007). De plus, elle occupe des parties plus ou moins variables des génomes de 12 % chez 

Arabidopsis jusqu’à plus de 75 % chez la tomate (Gaut et al. 2007). 

 

L’hétérochromatine inhibe la formation des événements de recombinaison. Chez l’humain, 

Kong et al. (2002) ont montré qu’il existait une relation négative entre la distribution de la 

recombinaison et la distribution des bandes G correspondant à l’hétérochromatine. Cette 

relation a été observée chez d’autres espèces. Par exemple, chez le sorgho, la recombinaison 

est diminuée d’un facteur 34 dans les régions hétérochromatiques par rapport aux régions 

euchromatiques alors que la diminution peut être 1000 fois inferieure chez la tomate (Gaut et 

al. 2007). Cette chute de recombinaison dans les parties hétérochromatiques vient d’être 

également clairement établie chez la pomme de terre (Iovene et al. 2008). Elle intervient de 

plus dans l’exclusion des CO au niveau des parties télomériques chez la levure (Bisht et al. 

2008). Cette structure particulière est ainsi impliquée dans la régulation de la distribution des 

CO. 

 

La modification de cette structure hétérochromatique et plus généralement de la structure 

chromatinienne entraîne ainsi des modifications de la distribution de la recombinaison. Chez 

la levure, Wu et Lichten (1994) ont noté que les sites de formation des cassures double-brin 

étaient des sites hypersensibles aux nucléases. 
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De plus, ils ont montré que la fixation de facteurs de transcription au niveau du promoteur du 

gène PHO5 entraînait un déplacement des nucléosomes permettant ainsi une meilleure 

accessibilité pour les facteurs de la machinerie de recombinaison. Ceci a été clairement décrit 

aussi chez S. pombe, où la présence de l’allèle M26 qui entraîne la formation du point chaud 

de recombinaison au sein du gène ADE6 manifeste aussi une sensibilité plus importante aux 

nucléases (Wu et al. 2003). 

La classification qui a été établie par la suite pour décrire les différents points chauds de 

recombinaison existant suggère que deux types de points chauds sur trois sont dus à une 

chromatine libre ou à une modification de sa structure (Petes 2001, paragraphe 3.3.2 p 63). 

 

Chez C. elegans, la protéine HIM-17, qui est associée à la chromatine, est importante pour la 

modification des histones et notamment leur méthylation dans la lignée germinale. Si le gène 

codant cette protéine est muté, très peu de CO se forment (Reddy et Villeneuve 2004). Cette 

protéine serait donc nécessaire pour permettre le déclenchement des cassures       double-brin 

impliquant ainsi l’état de la chromatine dans l’induction de la recombinaison. De plus, tout 

récemment, Tsai et al. (2008) ont observé que la mutation du gène codant la protéine Dpy-28 

entraînaît une augmentation du nombre de CO par chromosome. Cette protéine est une sous-

unité de la condensine intervenant dans la compaction des chromosomes. Elle participerait 

ainsi au maintien du nombre de CO par bivalent à travers la régulation de la structure des 

chromosomes. 

 

Chez Arabidopsis, le complexe trimérique CAF-1 est impliqué dans l’assemblage des 

nucléosomes sur la molécule d’ADN. Le mutant fas1-4 code pour une des sous-unités non 

fonctionnelle du complexe (Kirik et al. 2006). Cette mutation entraîne une réduction 

importante de la présence d’hétérochromatine. De plus, la fréquence de recombinaison 

homologue somatique est augmentée d’un facteur 96 par rapport à celle observée chez le 

sauvage. Kirik et al. (2006) concluent ainsi que la structure de la chromatine est le facteur 

majeur qui inhibe la recombinaison homologue. 

 

Ainsi, l’ensemble de ces données montre que la structure de la chromatine et des 

chromosomes à l’état local mais aussi de manière plus régionale est un élément essentiel pour 

déterminer la distribution des CO sur les chromosomes. 
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3.4.2.6 Polymorphisme de séquences 

a A l’échelle du chromosome 

Mancera et al. (2008) ont étudié la distribution des événements de recombinaison au sein 

d’une souche de levure hybride S96/YJM789 leur permettant d’obtenir une très bonne 

résolution au sein de leur étude grâce à l’hétérozygotie entre les souches ayant servi pour 

réaliser l’hybride. Lorsqu’ils comparent leur distribution avec celle obtenue sur une souche 

pure, très peu de différences en termes de fréquence et de distribution des CO existent. Le 

même résultat a été observé chez C. elegans où Hammarlund et al. (2005) ne trouvent pas de 

différence de fréquence de recombinaison entre un hybride Bristol/Hawaiian présentant une 

différence ponctuelle d’un nucléotide (SNP pour Single nucleotide polymorphism) tous les 

trois kb en moyenne et une lignée pure Bristol. Cependant, lorsque le niveau de dissimilarité 

entre les deux homologues est trop important la recombinaison diminue fortement. Par 

exemple, chez les plantes, les cartes génétiques réalisées à partir de croisement inter-espèces 

sont plus courtes que celles réalisées à partir de croisement intra-espèces (Chetelat et al. 2000; 

Luo et al. 2000; Truco et al. 2007; Williams et al. 1995). Chez la tomate, l’utilisation de 

lignées de pre-breeding a montré que seulement 0 à 10 % des CO attendus se produisaient au 

niveau des régions d’introgression de regions homéologues (Ji et Chetelat 2007). 

b A l’échelle de régions séquencées 

A une échelle plus locale, la distribution des CO est très perturbée par la présence de SNP 

entre les deux molécules d’ADN homologues (Borts et Haber 1987; Chen et Jinks-Robertson 

1999; Rocco et Nicolas 1996). 

Chez l’humain, les points chauds DNA2 et NID1 montrent des différences de fréquence de 

recombinaison suite à la présence de polymorphisme au niveau de la séquence les 

chevauchant (Arnheim et al. 2007). Le changement d’un seul nucléotide fait varier la 

fréquence de recombinaison d’un facteur 20 au sein du premier point chaud et d’un facteur de 

3 à 5 au niveau du deuxième en fonction du nucléotide retrouvé sur les deux homologues. 

Chez la souris, l’intensité du point chaud Psmb9 résulte de facteurs trans et de facteurs cis. 

Baudat et de Massy (2007) observent une réduction de la fréquence des événements de 

conversion génique au sein de ce point chaud lorsqu’un des homologues provient de la souche 

SGR. 
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Comparée à la séquence provenant des autres souches de souris, la présence de deux SNP sur 

la séquence de l’homologue provenant de la souche SGR laisse penser qu’ils seraient à 

l’origine de cette chute de la fréquence de CO. De plus, ils montrent que cette réduction 

pourrait provenir d’une diminution de l’initiation de la recombinaison sur l’homologue issue 

de la souche SGR. 

3.5 Synthèse 

La recombinaison est un processus essentiel à la survie de chacune des espèces sur terre et a 

fait ainsi l’objet de très nombreuses études. Le mécanisme de recombinaison méiotique, de 

même que les protéines qui sont impliquées, sont maintenant bien connus chez la levure. 

Malgré la présence de quelques différences, ce mécanisme semble universel et conservé entre 

la plupart des organismes. La recherche à très grande échelle chez Arabidopsis, grâce aux 

collections importantes de mutants, va permettre dans un futur proche d’isoler la plupart des 

gènes et protéines importantes chez les plantes et ainsi d’étudier précisément les différences 

avec la levure. 

L’étude de la distribution des événements de recombinaison sur les chromosomes se 

développe chez la plupart des espèces. Elle a abouti tout récemment chez l’organisme modèle 

à une résolution encore jamais atteinte où l’ensemble des CO et des NCO a été détecté à 

l’échelle du génome entier grâce à l’utilisation d’une puce à ADN. De manière inattendue, 

ceci a permis de montrer que les événements de conversion génique représentaient 1 % en 

distance physique du génome à chaque méiose. 

L’ensemble de ces études a aussi permis de dégager les règles majeures qui contrôlent la 

distribution des CO sur les chromosomes : le CO obligatoire, l’homéostasie et l’interférence 

qui entraînent la formation d’un minimum de un CO par chromosome même si le nombre de 

cassures double-brin diminue et l’inhibition de la formation d’un CO au voisinage d’un 

second. Les mécanismes qui gouvernent ces deux règles au niveau moléculaire restent encore 

obscurs, cependant, ils semblent liés puisque l’inhibition de l’interférence entraîne aussi 

l’inhibition de la formation du CO obligatoire. 

Les premiers génomes séquencés ont entraîné la comparaison logique entre les 

caractéristiques intrinsèques de la séquence et la distribution des CO. De manière générale, la 

présence de régions codantes est positivement corrélée avec la formation des CO alors que la 

présence d’éléments transposables l’est de façon négative. Cependant, les différences de 

fréquences de CO observées entre mâle et femelle suggèrent que d’autres facteurs sont 

impliqués dans la distribution des événements de CO. 
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Figure 9 Schéma d’obtention du blé tendre (Triticum aestivum L.). 

L’hybridation de Triticum monococcum urartu (A) avec Aegilops speltoïdes (S) a conduit à la 
formation de Triticum turgidum dicoccum (AB) il y a environ 3 Millons d’années (MYA). Ce 
dernier a ensuite été domestiqué et selectionné pour donner le blé dur (AB). Triticum 
turgidum dicoccum (AB) s’est hybridé avec Aegilops tauschii (D) pour former Triticum 
aestivum (ABD) qui représente le blé tendre. 
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En effet, les modifications épigénétiques et la compaction des chromosomes à des échelles 

locales ou plus régionales ont un impact considérable sur le positionnement des CO sur les 

chromosomes. Par exemple, la longueur différente du complexe synaptonémal entre mâle et 

femelle explique la variation de recombinaison chez la souris (Petkov et al. 2007). De plus, la 

mutation de gènes impliqués dans la compaction de la chromatide entraîne une redistribution 

et/ou une augmentation de la fréquence des CO chez différentes espèces. 

La présence de facteurs génétiques en trans contrôlant la fréquence des CO sur les 

chromosomes a été démontrée mais les gènes gouvernant ces caractéristiques restent jusqu’à 

maintenant inconnus. La recherche de gènes impliqués sous les QTL majeurs qui contrôlent la 

distribution des CO va devenir une étape clé. 

Le développement considérable des outils de génomique tels que les techniques de 

génotypage et de séquençage, les collections de mutants et les plateformes de transformation, 

vont permettre dans les années qui viennent d’élargir ces études à d’autres espèces et ainsi de 

mieux comprendre quels sont les principaux facteurs contrôlant la distribution des CO sur les 

chromosomes. 

4 La recombinaison méiotique chez le blé 

4.1 Le blé tendre 

Le blé tendre (Triticum aestivum L.) est une monocotylédone de la famille des poacées. C’est 

une espèce hexaploïde (2n = 6x = 42, AABBDD) résultant de deux croisements 

interspécifiques naturels successifs (Figure 9) entre trois espèces diploïdes : Triticum 

monococcum  urartu (AA), Aegilops speltoïdes (BB) et Aegilops tauschii (DD). L’hybridation 

entre T. urartu et Ae. speltoïdes a conduit dans un premier temps à la création des ancêtres du 

blé dur Triticum turgidum (AABB). L’hybridation de ce dernier avec Ae. tauschii a entraîné la 

formation du blé tendre. Son génome (17 000 Mb) est majoritairement constitué de séquences 

répétées (environ 90 %) alors que la fraction codante constitue seulement 1 à 2.5 % du 

génome (Li et al. 2004b; Paux et al. 2006). 

Cultivé sur environ 217 millions d’hectares dans le monde en 2007 soit plus de trois fois la 

superficie de la France, le blé se place au premier rang mondial des plantes de grande culture 

(données FAO). De plus, avec plus de 600 millions de tonnes produites en moyenne par an, le 

blé représente 20 % des calories et des protéines de l’alimentation humaine (Gupta et al. 

2008). 
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Figure 10 Comportement des centromères d’un hybride blé-seigle pendant le début de la 
prophase I de méiose au cours de la formation du bouquet télomérique (Prieto et al. 2004). 

a/ Les centromères des 21 chromosomes de blé sont marqués en vert et les centromères des 7 
chromosomes de seigle sont marqués en rouge (b). c représente la superposition de a et b. Les 
centromères forment sept groupes distincts. La barre représente 10 µm. 

a b c
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4.2 Analyse détaillée de la méiose 

4.2.1 Analyse de la méiose chez le blé 

Chez le blé, la présence de chromosomes de grande taille (en moyenne 808 Mb ; Paux et al. 

2008 : Table S1) a fortement facilité les études cytologiques et l’étude de leur comportement 

méiotique. Cependant, la présence de trois génomes homéologues, de duplications ancestrales 

(Salse et al. 2008) mais également d’un fort taux de séquences répétées rend difficile le 

développement de techniques telles que l’hybridation in situ (Jiang et Gill 2006) qui 

permettent une analyse fine du comportement des chromosomes. L’utilisation du seigle dans 

des hybrides blé-seigle, dans des lignées de substitution de blé comportant un chromosome de 

seigle ou encore dans des lignées de blé comportant un fragment de chromosome de seigle, a 

permis de contourner partiellement ce problème en utilisant des sondes spécifiques au seigle 

pour visualiser et étudier spécifiquement le comportement des fragments de seigle. Ainsi, 

pour étudier le comportement des centromères, Corredor et al. (2007) ont utilisé les lignées de 

blé pour lesquelles les chromosomes 1B et 2B possèdent la région centromérique des 

chromosomes 1R et 2R du seigle (nommées 1Brc et 2Brc) à l’état homozygote (1Brc-1Brc et 

2Brc-2Brc) ou hétérozygote (1B-1Brc et 2B-2Brc). De même, pour étudier spécifiquement le 

comportement des parties distales des chromosomes, Prieto et al. (2004) ont utilisé une lignée 

de blé chez laquelle les 15 % distaux du chromosome 1D sont remplacés par la région 

orthologue du seigle. 

4.2.1.1 Comportement des centromères 

Pendant le stade pré-méiotique, les centromères sont associés sous forme de paires de manière 

non-homologue et ils sont regroupés au niveau d’un des pôles du noyau (Maestra et al. 2002; 

Stewart et Dawson 2008). En observant par microscopie confocale en trois dimensions les 

chromosomes de la variété Chinese spring provenant de sections d’anthères et marqués par la 

technique FISH, Martinez-Perez et al. (2003) ont observé que les centromères formaient sept 

groupes après leur association par paires. En 2004, Prieto et al. ont observé aussi la présence 

de ces sept groupes sur un hybride blé-seigle (Figure 10). Ces données suggèrent une 

association entre les centromères des chromosomes homéologues. De plus, Martinez-Perez et 

al. (2003) montrent que cette association en sept groupes s’éffectue juste avant la formation 

du bouquet télomérique, suggérant que ce processus serait nécessaire pour l’appariement des 

chromosomes homologues. 
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Figure 11 Comportement des régions distales des chromosomes de blé au cours des premiers 
stades de la prophase I de méiose. 

a-b-c/ Comportement méiotique des régions distales du chromosome 1D issues du seigle 
(régions en vert) (Prieto et al. 2004). Les télomères sont marqués en rouge. a/ Stade méiotique 
très précoce (leptotène). b-c/ Formation du bouquet télomérique, élongation des régions 
distales et début d’appariement entre homologues (zygotène). d-e-f/ Comportement méiotique 
des régions distales de seigle dans différentes configurations d’identité entre les deux 
homologues (Colas et al. 2008). A gauche, représentation schématique des différentes 
configurations de la région de seigle présente (structures vertes) sur le bivalent 1D : très 
différentes (d), légérement différentes (e) et identiques (f). Au milieu est représentée 
l’observation en microscopie du comportement méiotique des régions issues du seigle 
(signaux verts). Les télomères sont visualisés en rouge. A droite est représenté un schéma de 
l’observation en microscopie. Plus la différence de séquences est importante au niveau des 
régions distales issues du seigle plus l’élongation au niveau de ces régions est réduite et 
différente entre les deux homologues. 

a d

c 

b 

f

e
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Cependant, Corredor et al. (2007) (Revue dans Naranjo et Corredor 2008) ont observé des 

résultats différents en utilisant les lignées de blé 1Brc-1Brc, 2Brc-2Brc, 1B-1Brc et 2B-2Brc. 

Ils ont noté un fort taux de noyaux présentant plus de sept groupes de centromères en utilisant 

des écrasements d’anthères. Ils ont montré aussi, grâce à l’utilisation de sondes spécifiques 

des centromères de seigle, que chez les lignées 1Brc-1Brc et 2Brc-2Brc les centromères 

homologues de seigle étaient rarement associés avant la formation du bouquet télomérique 

suggérant que l’appariement au niveau des régions distales entraînerait plutôt l’appariement 

homologue des centromères. De plus, ils ont montré que la présence de centromères 

homéologues seigle-blé sur des chromosomes homologues n’avait aucune influence sur 

l’association des deux homologues, suggérant que l’homologie au niveau des centromères 

n’est pas responsable de l’appariement des chromosomes. 

Ainsi, l’association des centromères homologues avant ou après la formation du bouquet 

télomérique et son rôle dans l’appariement des chromosomes homologues reste encore en 

discussion. Ces résultats différents pourraient s’expliquer par le fait que ces deux groupes ont 

utilisé des techniques d’étalement différentes, soit des coupures d’épillets (Martinez-Perez et 

al. 2003), soit des écrasements d’anthères (Corredor et al. 2007). 

4.2.1.2 Comportement des régions distales des chromosomes 

Ces études de méiose ont également permis de montrer que les chromosomes subissaient un 

changement de conformation dès le début de la prophase avant la formation du bouquet 

télomérique. Ainsi, un chromosome de blé où les 15 % distaux sont remplacés par un segment 

de seigle montre une décondensation qui se manifeste par une élongation de ce segment 

pendant le début de la prophase I (Prieto et al. 2004; Figure 11). Cette élongation avait déjà 

été montrée par Mikhailova et al. en 1998 qui avaient observé une augmentation de la 

longueur des chromosomes de cinq fois en début de leptotène par rapport à leur longueur au 

stade pré-méiotique. De plus, Colas et al. (2008) ont montré que cette élongation était corrélée 

avec le degré d’identité entre les deux homologues au niveau de cette région provenant du 

seigle. Ainsi, l’élongation diminue au fur et à mesure que le pourcentage d’homologie décroit 

et devient différente lorsque la divergence entre les deux homolgues est importante (Figure 

11). A l’aide du même matériel, ils ont également montré que l’absence de cette élongation 

entraînait une inhibition de la formation des CO (Colas et al. 2008). Cette structure allongée 

de la chromatine relative aux régions distales avant la formation du bouquet télomérique est 

ainsi essentielle pour permettre la formation des CO chez le blé. 
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Figure 12 Représentation schématique des chromosomes de blé tendre en début de   
prophase I. 

a/ Seulement trois paires de chromosomes homéologues sont représentées en bleu, rouge et 
marron, les chromosomes homologues étant de couleur identique. Pendant l’interphase pré-
méiotique, les centromères des 42 chromosomes (cercles de grande taille colorés soit en vert 
soit en bleu, vert ou marron) sont appariés de manière non-homologue. b/ Formation du 
bouquet télomérique et association des centromères des chromosomes homéologues. c/ La 
synapse entre homologue débute au niveau des régions distales. (d) La synapse progresse le 
long des bras des chromosomes et les centromères s’associent sous forme de paires 
homologues. Schéma issu de Naranjo et Corredor (2004). 
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4.2.2 Déroulement des premiers stades de méiose 

L’ensemble de ces analyses a permis de dégager le comportement des chromosomes de blé au 

cours des premiers stades de la prophase I qui se découpe en différentes étapes : association 

des centromères sous forme de paires non-homologues, élongation des parties distales, 

association des centromères homéologues et homologues au cours de la formation du bouquet 

télomérique, appariement et synapse des chromosomes homologues au niveau des régions 

distales qui se propagent vers le centromère et association des centromères sous forme de 

paires homologues (Figure 12). 

4.3 Distribution des CO sur les chromosomes 

4.3.1 Méthodes d’étude de la distribution de la recombinaison sur les 

chromosomes de blé 

L’un des avantages de ce génome polyploïde est sa capacité à subir des délétions 

chromosomiques sans perturber le développement de la plante. La présence de chromosomes 

homéologues compensant l’absence de certains fragments. Ainsi, plus de 400 lignées 

aneuploïdes pour lesquelles une partie du génome est absente ont été développées (Figure 

13) : des lignées nulli-tétrasomiques (ex : la lignée N3BT3A est une lignée où la paire de 

chromosomes 3B est remplacée par une paire de chromosomes 3A), des lignées 

ditélosomiques ou ditélocentriques (ex : la lignée Dt3BS est une lignée ne possédant que le 

bras court du chromosome 3B) et enfin des lignées de délétion (ex : la lignée 3BS3-0.87 est 

une lignée où 13 % de la partie distale du bras court du chromosome 3B sont absents) (Endo 

et Gill 1996; Sears 1954; Sears 1966; Sears et Sears 1978). Ainsi, les différentes lignées de 

délétion ont permis de découper le génome en fragments de plusieurs Mb appelés bins de 

délétion, permettant la production de cartes physiques de délétion (Figure 13). 

4.3.2 Distribution de la recombinaison sur les chromosomes de blé 

Werner et al. (1992) ont été les premiers à utiliser ces cartes physiques de délétion pour 

réaliser des comparaisons avec des cartes génétiques. Grâce à une dizaine de marqueurs 

répartis sur les trois chromosomes du groupe 7, ils ont observé que la recombinaison était 

faible dans les régions proximales et forte dans les régions distales. 
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Figure 13 Lignées aneuploïdes du blé tendre, localisation des marqueurs sur les 
chromosomes et création des cartes physiques de délétion. 

a/ Caryotypes du blé tendre et des lignées aneuploïdes. 1/ Caryotype du blé tendre. Le 
génome est composé de trois sous-génomes homéologues (A, B, D) contenant chacun sept 
chromosomes numérotés de 1 à 7. 2/ Caryotype de la lignée nulli-tétrasomique N3BT3A. Au 
sein de cette lignée, le chromosome 3B est remplacé par un chromosome 3A. 3/ Caryotype de 
la lignée ditélosomique ou ditélocentrique 3BL. Au sein de cette lignée, le bras court du 
chromosome 3B est absent. 4/ Caryotype d’une lignée de délétion du chromosome 3B. Au 
sein de cette lignée, un fragment du chromosome 3B est absent. b/ C-banding du chromosome 
3B et des différents chromosomes 3B délétés issus des 14 lignées de délétion (Endo et Gill 
1996). S3 = 3BS3-0.87, S8 = 3BS8-0.78, S7 = 3BS7-0.75, S9 = 3BS9-0.57, S2 = 3BS2-0.56, 
S4 = 3BS4-0.55, S1 = 3BS1-0.33, S5 = 3BS5-0.07, L2 = 3BL2-0.22, L8 = 3BL8-0.28, L1 = 
3BL1-0.31, L9 = 3BL9-0.38, L10 = 3BL10-0.50, L7 = 3BL7-0.63. Chaque valeur associée à 
une lignée de délétion représente le pourcentage de bras restant. Par exemple la lignée 3BL7-
0.63 possède un chromosome 3B où il ne reste que 63 % du bras long. c/ Localisation d’un 
marqueur sur le chromosome. Représentation schématique du chromosome 3B avec le pattern 
de C-banding et le lieu des cassures présentes dans les différentes lignées de délétion 
(gauche). Chaque région définie entre deux cassures ou entre une cassure et une extrémité de 
bras représente un bin de délétion (case en couleur) comme par exemple le bin de délétion 
3BL7-0.63-1.00 (case marron) qui couvre les 37 % des régions distales du bras long. C = 
centromère. Le gel montre le produit d’amplification PCR du marqueur cfb6060 sur les 
lignées de délétion du chromosome 3B. Le profil d’amplification montre que ce marqueur est 
assigné dans le bin de délétion 3BS8-0.78-0.87. Cs = ADN de la variété Chinese spring qui a 
été utilisé pour réaliser les lignées de délétion. L’assignation des marqueurs au bin de délétion 
permet ainsi de les localiser sur les chromosomes et de créer des cartes physiques de délétion. 
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En 1993, Lukaszewski et Curtis ont étudié la distribution des CO grâce au polymorphisme des 

bandes C des parents utilisés pour réaliser des populations en ségrégation. Ils ont noté que la 

fréquence de recombinaison augmentait de manière exponentielle des centromères vers les 

télomères. Dans les années suivantes, de nombreux auteurs ont analysé les relations entre 

cartes génétiques et cartes physiques de délétion confirmant le gradient des centromères vers 

les télomères (Akhunov et al. 2003a; Akhunov et al. 2003b; Erayman et al. 2004; Gill et al. 

1996a; Gill et al. 1996b; See et al. 2006). Sur le groupe d’homéologie 1, Gill et al. (1996b) 

ont réalisé une carte physique de délétion consensus à l’aide de 50 marqueurs qu’ils ont 

comparé à une carte génétique consensus comportant 288 marqueurs et une carte génétique du 

chromosome 1D de Triticum tauschii composée de 68 marqueurs. Grâce à 14 marqueurs en 

commun, ils ont montré que les régions entourant le centromère et couvrant 40 % du 

chromosome étaient dépourvues de recombinaison. Les études suivantes (Akhunov et al. 

2003a; Akhunov et al. 2003b; Erayman et al. 2004) ont été réalisées en compilant les données 

de cartographie génétique déjà disponibles dans les bases de données et la littérature pour 

obtenir des estimations moyennes des distances génétiques et les comparer aux distances 

physiques issues des bins de délétion pour confirmer la présence du gradient de 

recombinaison. 

4.3.3 Distribution de la recombinaison, des gènes et des régions d’évolution 

des chromosomes 

Chez le blé, la distribution de la recombinaison sur les chromosomes semble corrélée avec la 

présence des gènes (Erayman et al. 2004; Gill et al. 1996a; Gill et al. 1996b). En effet, en 

cartographiant physiquement 3025 loci correspondant à des gènes, Erayman et al. (2004) ont 

estimé que le génome était composé de 48 régions riches en gènes représentant seulement    

29 % de la taille physique du génome. De plus, en utilisant une carte génétique consensus, ils 

suggèrent que 95 % de la recombinaison se localisent dans ces régions riches en gènes. 

La distribution de la recombinaison est également positivement corrélée avec la présence de 

duplications et/ou de délétions. Ceci résulte ainsi d’une perte de synténie entre chromosomes 

homéologues et entre chromosomes de blé et de riz au sein des régions où la fréquence de 

recombinaison est forte (Akhunov et al. 2003a; Akhunov et al. 2003b; See et al. 2006). 
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4.4 Facteurs génétiques impliqués dans la recombinaison chez le blé 

4.4.1 Introduction 

Les facteurs génétiques qui contrôlent la formation des CO et leur distribution chez le blé sont 

encore mal connus. En 1976, Sears présentait un premier bilan des gènes potentiellement 

impliqués dans le contrôle de la recombinaison. Il parlait ainsi de gènes « promoteurs 

d’appariement » des chromosomes homologues, localisés sur les chromosomes 2AS, 3A, 3B, 

3D, 5A, 5B et 5D ainsi que de gènes « suppresseurs d’appariement » des homologues, 

présents sur les chromosomes 3A, 3D, 4D et 5B. 

4.4.2 Le locus Ph1 

Connu depuis les années 1950, le locus Ph1 localisé sur le bras long du chromosome 5B a fait 

l’objet d’une attention particulière (Feldman 1993). En effet, il est responsable du 

comportement diploïde en méiose du blé en empêchant la formation de bivalents entre 

chromosomes homéologues. La délétion de ce locus entraîne la formation de multivalents 

entre chromosomes homéologues pendant la première division de méiose et l’appariement de 

chromosomes au sein d’hybrides de blé (Feldman 1993). Le clonage récent de Ph1 (Griffiths 

et al. 2006) a montré qu’il se localisait dans une région comprenant plusieurs gènes CDK 

(Cycline dependent kinase) (Al-Kaff et al. 2008; Griffiths et al. 2006). Cette région diffère 

entre les chromosomes homéologues 5A, 5B et 5D par la présence d’un bloc 

d’hétérochromatine, par la présence de 7 gènes Cdk et par une expression plus importante de 

ces gènes sur la région du chromosome 5B (Al-Kaff et al. 2008; Martinez-Perez et Moore 

2008). Le rôle de Ph1 serait d’induire une modification de la structure des chromosomes de 

manière synchronisée entre les deux homologues pour permettre leur reconnaissance, leur 

appariement, la formation des CO et ainsi leur ségrégation correcte (Martinez-Perez et Moore 

2008). 

4.4.3 Les autres facteurs génétiques 

Le locus Ph2, situé sur le bras court du chromosome 3D, est un deuxième locus dont la 

mutation entraîne la présence d’appariements entre chromosomes non homologues chez des 

hybrides de blé (Sears 1982). 
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Plusieurs gènes candidats sont localisés dans la délétion de 80 Mb incluant le locus ph2, 

notamment le gène TaMSH7 ainsi qu’un gène codant une protéine présentant 78 % d’identité 

avec le gène SSRP1 qui est impliqué dans la recombinaison chez d’autres espèces (Sutton et 

al. 2003). La mutation du gène msh7 chez l’orge entraîne une diminution de la fertilité des 

plantes et ainsi une diminution du nombre de graines (Lloyd et al. 2007). D’autres gènes de 

réparation des mauvais appariements comme MSH2, MSH3 et MSH6 ont été cartographiés 

chez le blé sur les chromosomes des groupes 1, 2 et 3/5 respectivement (Korzun et al. 1999). 

Le gène orthologue à ASY1 identifié chez Arabidopsis ou PAIR2 chez le riz a récemment été 

isolé chez le blé. Ce gène nommé TaASY1 se localise dans la région péri-centromérique du 

bras long du chromosome 5A (Boden et al. 2007). La protéine TaASY1 est exprimée 

uniquement dans les tissus méiotiques et elle se localise au niveau de l’élément axial du 

complexe synaptonémal. L’inhibition de ce gène par RNAi chez le blé entraîne une 

augmentation de l’appariement entre chromosomes homéologues (Boden et al. 2008). De 

plus, il serait sous le contrôle du locus Ph1 car la mutation de ce dernier entraîne une 

modification de l’expression et de la localisation de la protéine TaASY1. 

Le gène MRE11 a également été caractérisé chez les Triticées où il montre une expression 

différentielle entre les copies présentes sur les différents homéologues (de Bustos et al. 2007). 

Enfin, des études d’expression à plus large échelle ont été entreprises. Ainsi, Crismani et al. 

(2006) ont observé une expression différentielle pour 1350 gènes durant les premiers stades 

de la méiose grâce à des analyses d’expression sur puces à ADN. De plus, tout récemment, 

Bovill et al. (2008) ont mis en évidence chez le blé la présence de 33 gènes impliqués dans 

toutes les étapes du mécanisme de recombinaison homologue par comparaison de séquences 

(BLAST) avec les gènes de levure et d’Arabidopsis suggérant un mécanisme conservé. Ils ont 

également réalisé une analyse QTL pour détecter la présence de loci impliqués dans le 

contrôle de la fréquence des CO et ont mis en évidence la présence d’un QTL majeur présent 

sur le chromosome 2 et conservé entre l’orge et le blé. 
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5 Objectifs de la thèse 

Jusqu’à très récemment et malgré l’importance socio-économique du blé, très peu d’outils de 

génomique existaient du fait de la complexité de son génome. Ceci a longtemps ralenti la 

compréhension de la structure, de l’expression et de l’évolution du génome de cette espèce et 

par la même, l’amélioration des variétés de blé. Dans ce contexte, le consortium international 

de séquençage du blé (IWGSC pour International Wheat Genetics Sequencing Consortium) 

s’est mis en place en 2005 (www.wheatgenome.org). Le projet envisagé va engendrer la 

création d’un ensemble d’outils de génomique et tout particulièrement le développement de 

cartes physiques essentielles pour préparer au séquençage du génome. Celles-ci seront 

réalisées à partir de chromosomes uniques ou de bras de chromosomes pour diminuer la 

complexité et partager les efforts entre différentes équipes internationales. L’objectif final 

étant de séquencer le génome du blé tendre et ainsi de contribuer à accélérer la création de 

nouvelles variétés. 

Dans le cadre d’un projet pilote réalisé dans l’équipe d’accueil de mon doctorat, le 

chromosome 3B du blé tendre (T. aestivum cv Chinese spring) a été choisi comme modèle 

pour établir la première carte physique spécifique d’un chromosome. Ce chromosome a été 

choisi pour des raisons techniques car il est le plus grand parmi les 21 chromosomes (995 Mb) 

et ainsi le plus facile à isoler par cytométrie de flux (Safar et al. 2004). De plus, il porte un 

grand nombre de gènes d’intérêt agronomique (pour revue voir Paux et al. 2008). Enfin, les 

chromosomes du groupe d’homéologie 3 sont ceux qui montrent la meilleure relation de 

colinéarité avec le génome du riz (chromosome 1, La Rota et Sorrells 2004), espèce modèle 

séquencée chez les graminées. Ceci a conduit à la réalisation d’une banque BAC spécifique 

du chromosome 3B (Safar et al. 2004) et au développement de la première carte physique 

d’un chromosome de blé (Paux et al. 2008). Cet outil, à travers le développement d’un 

nombre considérable de marqueurs et du séquençage de régions couvrant plusieurs Mb, offrait 

ainsi une opportunité unique pour étudier finement la distribution des CO sur ce chromosome. 

 

L’objectif de cette thèse était donc de mieux comprendre la distribution des CO le long des 

chromosomes du blé tendre et les facteurs qui l’influencent, à travers une étude fine sur le 

chromosome 3B. 
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Dans une première étape, nous avons comparé une carte génétique dense du chromosome 3B, 

représentant la distribution des CO, avec une carte physique de délétion élaborée à l’aide des 

14 lignées de délétion disponibles pour le chromosome 3B dans le but d’étudier de manière 

fine la distribution des CO le long du chromosome 3B entier. 

 

Au cours d’une deuxième étape, nous avons étudié quels sont les facteurs qui influencent la 

distribution des CO. De part l’ensemble des techniques disponibles au laboratoire mais aussi 

l’importance des différents facteurs, nous avons choisi de nous focaliser sur trois d’entre eux : 

la position d’une région sur l’axe centromère/télomère; l’influence du sexe et la présence 

d’interférence. Pour le premier point, nous avons utilisé une des lignées de délétion du 

chromosome 3B pour développer un matériel végétal original afin de voir si le fait de 

déplacer une région initialement située en position intermédiaire sur le chromosome vers une 

position distale sur le chromosome délété entraînait une augmentation du taux de CO au sein 

de cette région. Pour le deuxième point, nous avons utilisé deux populations en ségrégation 

issues du même croisement mais réalisées l’une par androgenèse et représentant ainsi la 

méiose mâle et l’autre par gynogenèse et représentant ainsi la méiose femelle pour comparer 

l’influence du sexe sur la distribution et le taux des CO. Enfin, l’étude de l’interférence a été 

réalisée en collaboration avec l’INRA du Moulon et en particulier avec M Falque et O Martin. 

Nous avons utilisé les données générées pour l’étude de l’influence du sexe sur la distribution 

des CO pour déterminer la présence ou non d’interférence entre CO sur le chromosome 3B et 

regarder si celle-ci varie en fonction du sexe. Le modèle gamma et le coefficient de 

coïncidence ont été utilisés pour analyser l’intensité et l’étendue de l’interférence. 

 

Finalement, nous nous sommes focalisés sur la première région séquencée de plusieurs Mb 

(locus Rph7, 3.1 Mb) située en partie distale du bras court du chromosome 3B, possédant une 

densité en gènes importante et une fréquence de CO élevée. Nous avons ainsi utilisé des 

populations de grande taille pour obtenir un nombre important de CO à étudier dans cette 

région. Nous avons ensuite regardé la distribution des CO sur cette région et comparé les 

données avec les caractéristiques intrinsèques de la séquence (contenu en gènes, éléments 

répétés…) pour comprendre quels pouvaient être les facteurs qui gouvernent la distribution 

des CO sur ce locus. De plus, nous avons affiné l’analyse de ce locus au niveau de certaines 

régions chaudes afin de déterminer si, comme chez d’autres espèces, il existe des points 

chauds et des points froids de CO. Enfin, l’utilisation de deux populations différentes nous a 

permis de déterminer si la distribution des CO est conservée entre différents croisements. 
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III Matériels et Méthodes 
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1 Matériel végétal 

1.1 Lignées parentales 

Tout le matériel végétal utilisé pour la suite des analyses a été développé à partir de trois 

lignées principales : Chinese Spring, Renan et Courtot. 

Chinese Spring constitue la variété de référence internationale pour les études de génétique 

chez le blé tendre. Elle doit en grande partie sa notoriété à sa facilité à accepter des 

croisements interspécifiques. C’est en étudiant les descendances de tels croisements que Sears 

(1939 ; 1944) a abouti à la production d’aneuploïdes, de lignées monosomiques (1954), de 

lignées nullisomiques-tétrasomiques (1966) et de lignées ditélosomiques (1978). Plus 

récemment, Endo et Gill (1996) ont également créé un jeu de plus de 400 lignées de délétion. 

C’est ce matériel aneuploïde qui est à la base de l’assignation des marqueurs, aussi bien 

moléculaires que phénotypiques. Chinese Spring est un blé de printemps mutique de taille 

haute et donc sensible à la verse mais aussi à de très nombreuses maladies ou attaques 

d’insectes. C’est un blé peu productif et inapte à la panification. 

Renan est une variété INRA inscrite au catalogue en 1989 qui se caractérise par une bonne 

résistance au froid, une bonne résistance à de nombreuses maladies et par une bonne valeur 

boulangère due à une teneur en protéine élevée. Ses qualités de rusticité en font une variété 

très appréciée en Europe de l’Est et en particulier en Autriche pour des systèmes de type 

culture biologique malgré des rendements inférieurs aux variétés plus récentes. Du fait de la 

présence du géniteur VPM (issus d’un croisement entre les espèces Ae. Ventricosa, T. 

persicum et T. aestivum cv Moisson) dans son pedigree, elle est régulièrement utilisée dans 

les schémas de sélection, en particulier comme source de résistance au piétin-verse (présence 

du gène Pch1 sur le chromosome 7D). 

Courtot est une variété INRA inscrite au catalogue en 1974. C’est un blé tendre d’hiver demi-

nain, aristé, assez précoce, résistant à l’attaque de nombreuses rouilles mais assez sensible à 

l’oïdium ainsi qu’à d’autres maladies telles que la septoriose, la fusariose ou le piétin-verse. 

Du fait d’une grande résistance à la verse et d’une forte capacité de tallage, Courtot possède 

une assez bonne productivité. Enfin, c’est également un blé de bonne qualité boulangère. Bien 

qu’ancien, il reste encore cultivé dans certaines régions, le plus souvent sous contrat. 
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Les variétés Opata, W7984 (blé synthétique, issu du croisement entre un blé dur (Altar 84) et 

une accession d’Ae. Tauschii), Arche et Récital ont également été utilisées pour des tests de 

polymorphisme car ils servent de parents à des populations de cartographie génétique 

travaillées au laboratoire (population ITMI (pour International Triticeae Mapping Initiative) 

servant de référence internationale et population Arche x Récital (ARe)). 

1.2 Lignées aneuploïdes 

Pour cartographier physiquement les marqueurs moléculaires, nous avons utilisé les lignées 

aneuploïdes développées à partir de la variété Chinese spring par Sears (1954 ; 1966 ; 1978) 

et Endo (1996), (Figure 13 p 114). Plus spécifiquement, nous avons utilisé une lignée 

nullisomique 3B tétrasomique 3A (N3BT3A), deux lignés ditélosomiques Dt3BS (bras long 

absent) et Dt3BL (bras court absent) et 14 lignées de délétion du chromosome 3B. A chaque 

lignée de délétion est associée une valeur qui détermine le pourcentage physique de bras 

restant. Par exemple, la lignée 3BS4-0.55 conserve 55 % du bras court du chromosome 3B. 

L’ensemble des 14 lignées de délétion permet de définir 16 bins de délétion sur le 

chromosome 3B : 3BL7-0.63-1.00, 3BL10-0.50-0.63, 3BL9-0.38-0.50, 3BL1-0.31-0.38, 

3BL8-0.28-0.31, 3BL2-0.22-0.28, C-3BL2-0.22, C-3BS5-0.07, 3BS5-0.07-0.33, 3BS1-0.33-

0.55, 3BS4-0.55-0.56, 3BS2-0.56-0.57, 3BS9-0.57-0.75, 3BS7-0.75-0.78, 3BS8-0.78-0.87 et 

3BS3-0.87-1.00. Chaque bin correspond à la région définie par les points de cassures de deux 

lignées de délétion. Par exemple, le bin 3BS4-0.55-0.56 correspond à la région comprise entre 

55 et 56 % du bras court et couvre donc 1 % de ce bras, les lignées 3BS4-0.55 et 3BS2-0.56 

permettant de définir ce bin. La taille physique de chaque bin en Mb (Figure 20 p 166 et 

Tableau 17 en Annexes p 347) a été estimée à partir du pourcentage de couverture de chaque 

bin et de la taille en Mb du bras long (562) et du bras court (433) du chromosome 3B. 

1.3 Populations F2 

Les populations F2 ont été développées à partir de croisements entre les variétés Chinese 

Spring et Renan ou Courtot. En serre, tous les épis d’une plante Chinese Spring ont été 

émasculés et la moitié a été pollinisée avec Renan, l’autre avec Courtot. Dix-sept jours après 

pollinisation, les épis sont récoltés pour réaliser une génération F1 accélérée. 
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Figure 14 Pose de sachets d’autofécondation sur les épis des plants de blé présents en 
chambre de culture pour éviter la pollinisation croisée entre différents plants. 
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En conditions stériles, les embryons de chaque grain sont disséqués sous une loupe 

binoculaire et mis en culture dans un pot contenant un milieu solide enrichi de type Muller 

(Composition détaillée Tableau 13 en Annexes p 327). Les pots sont conservés 24 heures à 

l’obscurité puis mis en chambre de culture sous néons universels jusqu’au développement de 

plantules au stade deux feuilles (environ quinze jours). Ces individus sont ensuite repiqués en 

pots 5x5 dans du terreau et ré-acclimatés deux semaines en serre. Ils sont ensuite mis en 

chambre de vernalisation à 4°C pendant 8 semaines. Les douze plus belles plantes pour les 

deux croissements sont repiquées en pots de 3 litres contenant un mélange de terreau et de 

pouzzolane et maintenues dans une chambre de culture. Les plantes sont cultivées pendant 20 

jours avec une alternance de température de 17°C (12 h de jour) et de 12°C (12 heures de 

nuit) puis un mois et demi avec une alternance de température de 23°C (16 h de jour) et de 

18°C (8 h de nuit), quatre jours avec une alternance de température de 24°C et de 20°C 

(mêmes horaires jour/nuit) et enfin sept jours à 24°C jour et nuit (mêmes horaires jour/nuit). 

Des sachets d’autofécondation sont posés sur tous les épis dès leur apparition (Figure 14). 

Après récolte, les épis sont battus mécaniquement et les grains sont conditionnés en sachet et 

mis en chambre de stockage à 4°C. Entre six et huit mille grains ont été obtenus pour chaque 

croisement. Dans un premier temps, 376 individus F2 Chinese spring x Renan (CsRe) ont été 

utilisés pour générer la population F2CsRe pour étudier la distribution des CO à l’échelle du 

chromosome. Les grains ont été semés dans des pots 5x5 contenant du terreau et mis en serre. 

Environ quinze jours après le stade 2 feuilles, des prélèvements de feuille en plaques 96 sur 

glace sont effectués. Pour l’étude fine au niveau des régions séquencées, respectivement 16 et 

24 plaques de 96 individus pour les populations F2CsRe et F2CsCt ont été semées et récoltées 

en plaque 96 sur glace. 

1.4 Populations haploïdes doublés 

Deux populations haploïdes doublés (HD) issues d’un croissement entre les cultivars Chinese 

spring et Courtot ont été analysées. La première population a été réalisée en 1991 et en 1992 

par androgenèse selon la méthode décrite par Martinez et al. (1994) et représente la méiose 

mâle. Brièvement, les individus F1 issues du croisement entre Cs et Ct sont cultivés en serre 

jusqu’à épiaison. Les épis récoltés sont stockés 4 à 8 jours à 4°C dans le noir. 
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Les anthères sont ensuite disséquées, aseptisées, déposées sur un milieu solide Potato-2 

(Martinez et al. 1994) et incubées à 27°C pendant 4 à 7 semaines. Les embryons formés sont 

ensuite déposés sur milieu solide de régénération pour permettre la formation de plantules. 

Les plantes sont ensuite doublées à la colchicine. Une population de 182 lignées HD a été 

utilisée pour réaliser notre étude. 

La deuxième population a été réalisée en 2001 par gynogenèse selon la méthode décrite par 

Laurie et Bennett (1988) et représente la méiose femelle. Les individus F1 issus du 

croisement entre Cs et Ct sont cultivés en serre. Les épis sont émasculés et pollinisés entre un 

et trois jours plus tard, avec du pollen de maïs. Les grains haploïdes générés sont disséqués et 

l’embryon est déposé sur un milieu de culture riche solide de type Difco-orchid contenant 8 

g/l de sucrose (Laurie et Bennett 1988). Les plantes sont finalement doublées à la colchicine. 

Une population de 185 lignées HD a été utilisée pour réaliser notre étude. 

Une population haploïde doublé de 239 individus issue du croisement entre les variétés Arche 

et Récital (HDARe) et réalisée par androgenèse (Laperche et al. 2006) a également été 

utilisée. 

1.5 Population F3 Chinese spring x Renan 3BS4 

En serre, les épis d’un individu Renan sont émasculés et pollinisés avec du pollen de la lignée 

de délétion 3BS4-0.55. Deux individus F1 sont conduits en génération accélérée dans les 

mêmes conditions que décrites dans le paragraphe 1.3 p 129. Un total de 380 individus F2 est 

semé en barquette de 96 et un prélèvement de feuilles est effectué pour chaque individu au 

stade deux feuilles. Après sélection moléculaire (paragraphe 2.1 p 177) l’individu F2 n°369 

est repiqué en pot de 5x5 contenant du terreau et mis en chambre de vernalisation pendant 8 

semaines à 4°C. Il est ensuite repiqué en pot de 3 litres contenant un mélange de terreau et de 

pouzzolane et mis en chambre de culture dans les mêmes conditions que les individus 

F1CsRe. Un sachet d’autofécondation est posé sur chaque épi. Un total de 379 individus F3 

est ensuite utilisé pour constituer la population délétée F3 Chinese spring x Renan 3BS4 

(F3CsRe3BS4). Au stade deux feuilles, des prélèvements de feuilles sont effectués. Ces 

individus sont mis 8 semaines en chambre de vernalisation à 4°C puis sont repiqués sous 

serre. Un sachet d’autofécondation est finalement posé sur chaque épi. Un total de 96 grains 

F4CsRe3BS4 provenant de l’autofécondation de la plante F3CsRe3BS4 n°357 sélectionnée à 

partir des données moléculaires est semé en barquette 96 et des prélèvements de feuilles sont 

réalisés au stade deux feuilles. 
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Désignation 
des SSR Nombre de SSR testés Nom des SSR Sources 

AC 1 Répétition AC GrainGenes 

barc 33 USDA-ARS Beltsville 
Agricultural Research Center GrainGenes 

cfa 5 Clermont-Ferrand A Genome Clermont-Ferrand 

cfb 224 Clermont-Ferrand B Genome Clermont-Ferrand 

cfd 7 Clermont-Ferrand D Genome Clermont-Ferrand 

cfe 91 Clermont-Ferrand EST Clermont-Ferrand 

cfr 93 Clermont-Ferrand Riz Clermont-Ferrand 

cs-ssr 2 Chinese Spring-SSR (Shen et al. 2005) 

dw 18 NC Syngenta 

gpw 59 Genoplante Wheat Clermont-Ferrand 

gdm 1 Gatersleben D-Genome 
Microsatellite GrainGenes 

gwm ou 
wms 63 Gatersleben Wheat Microsatellite GrainGenes 

nw 44 NC Syngenta 

swm 1 Swiss Wheat Microsatellite B. Keller 

wmc 50 Wheat Microsatellite Consortium GrainGenes 

wmj 3 Wheat Monsanto JIC RAGT 

wmm 58 Wheat Monsanto Microsatellites RAGT 

 
Tableau 4 Différents types de microsatellites testés. 

NC = non connu 
Sources : GrainGenes = http://wheat.pw.usda.gov/; B. Keller (Université de Zurich, Suisse) ; 
RAGT : Rouergue Auvergne Gévaudan Tarnais. 
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2 Extraction d’ADN 

Les prélèvements de feuilles et les extractions d’ADN sont effectués en plaque 96 (1.2 ml). 

L’extraction d’ADN est réalisée à partir d’un protocole utilisant du méta-bisulfite. Environ 

100 mg de feuilles sont broyés en poudre fine à l’aide d’un mélangeur à peinture en 

maintenant la congélation par immersion régulière dans l’azote liquide. 600 µl de tampon 

d’extraction (0.1 M Tris, 0.05 M EDTA, 0.5 M NaCl, 0.02 M sodium metabisulfite et 0.2 M 

RNAse) sont ajoutés dans chaque puit (Biomek FX2000) puis les plaques sont mélangées et 

incubées au bain-marie (95°C) pendant 45 min. Après centrifugation (4000 g, 10 min), 430 µl 

de surnageant sont prélevés au robot et déposés en plaque 96 contenant 425 µl d’un mélange 

d’isopropanol/acétate d’ammonium à 7.5 M (400/25). Les plaques sont mélangées et après 

précipitation, l’ADN est centrifugé 30 min à 4000 g. Le surnageant est éliminé et les culots 

sont lavés à l’alcool à 70 %. Après 30 min de centrifugation à 4000 g, le surnageant est de 

nouveau éliminé et les culots sont séchés une nuit à température ambiante puis repris dans 

100 µl de Tris-EDTA 0.1 M. L’ADN d’une dizaine d’individus choisis aléatoirement est alors 

dosé à l’aide d’un nanodrop de façon à estimer une concentration moyenne pour les 

échantillons de la plaque. 

3 Marqueurs moléculaires et conditions d’amplification 

3.1 Marqueurs moléculaires 

3.1.1 Microsatellites 

L’établissement de la carte physique du chromosome 3B (Paux et al. 2008) a permis la 

collection de 751 microsatellites ou SSR (Simple Sequence Repeat) issus des bases de 

données publiques et privées, de la banque BAC du chromosome 3B et des EST de blé 

(Tableau 4). Parmi ceux-ci, 90 répartis de façon homogène sur l’ensemble du chromosome 3B 

ont été sélectionnés pour l’analyse à l’échelle du chromosome entier sur les populations 

F2CsRe, HDCsCt et HDARe. 
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De plus, à partir des données de séquence des contigs Rph7 et Sr2, d’autres marqueurs SSR 

ont été identifiés à l’aide du logiciel SSRdesign (Frédéric Choulet, communication 

personnelle) qui combine le logiciel SSRsearch (F. Choulet) pour la recherche des 

microsatellites et le logiciel primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) pour la réalisation des amorces. 

Cette recherche a été effectuée sur des séquences masquées, c'est-à-dire où les éléments 

transposables sont éliminés. Un total de 178 SSR a été sélectionné premièrement en fonction 

de leur position sur les contigs et deuxièmement en fonction de leurs motifs, en choisissant en 

priorité les motifs di-nucléotides avec le maximum de répétition pour maximiser la probabilité 

d’observer du polymorphisme. Ces nouveaux SSR ont été nommés cfb5000, cfb5001… pour 

ceux issus du locus Sr2 et cfb6000, cfb6001… pour ceux venant du locus Rph7. 

3.1.2 ISBP 

Les données de séquençage d’extrémité de BAC a permis récemment le développement d’un 

nouveau type de marqueur issu des sites d’insertion des éléments transposables et nommé 

ISBP (pour Insertion Site Based Polymorphism ; Paux et al. 2006). Sur le chromosome 3B, 

711 marqueurs ISBP ont été isolés dans le cadre du développement de la carte physique (Paux 

et al. 2008) et 26 ont été choisis pour l’analyse de la recombinaison sur les différentes 

populations à l’échelle du chromosome entier. Au niveau des régions séquencées, nous avons 

utilisé 5 marqueurs ISBP développés au cours d’autres programmes de recherche. Nous avons 

développé 14 nouveaux marqueurs ISBP au niveau de régions spécifiques (régions 8 et 9) du 

contig Rph7 pour l’étude fine de la distribution des CO. La recherche d’ISBP a été faite à 

l’aide du logiciel ISBPfinder (F. Choulet, communication personnelle). Ce logiciel utilise le 

logiciel RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org/) et la base de données de séquences 

répétées des Triticées (TREP pour Triticeae Repeat sequence database) pour la recherche et 

l’annotation des éléments transposables. Il localise ensuite les jonctions présentes et utilise 

primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) pour le dessin des amorces autour des jonctions trouvées. 

3.1.3 SNP 

La recherche de polymorphisme dû à une différence d’un nucléotide (SNP pour Single 

Nucleotide Polymorphism) a été réalisée au niveau des marqueurs SSR (37) et ISBP (17) non 

polymorphes. 
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Figure 15  Description du protocole d’amplification PCR de type « M13 ». 

La réaction PCR se déroule en présence de la molécule d’ADN contenant le motif 
microsatellite à amplifier, d’une amorce droite, d’une amorce gauche couplée à une amorce 
M13 et d’une amorce M13 couplée à un fluorochrome. Lors du 1e cycle de la réaction, 
l’amorce droite et l’amorce gauche s’hybrident aux brins de la molécule d’ADN sauf au 
niveau de la partie M13 qui n’est pas complémentaire et il y a synthèse des brins 
complémentaires. Lors du 2e cycle, les mêmes événements se produisent avec en plus 
synthèse du brin complémentaire à l’amorce M13. Lors du 3e cycle, l’amorce M13 couplée au 
fluorochrome peut venir se fixer sur sa région complémentaire pour initier la synthèse 
d’ADN, la molécule d’ADN synthétisée est ainsi marquée par un fluorochrome. Elle pourra 
être visualisée par électrophorèse capillaire. 
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Les amplicons ont été obtenus dans les mêmes conditions que le protocole utilisant le rouge 

de crésol (paragraphe 3.2.2 p 141) en remplaçant ce dernier par de l’eau et en ajustant les 

réactifs pour un volume final de 25 µl. Ces produits PCR ont été envoyés au CNG (Centre 

National de Génotypage) pour séquençage. 

La comparaison des séquences des variétés Cs, Ct et Re a été réalisée à l’aide du logiciel 

Genalys (CNG), afin d’identifier les SNP et les indel (insertion/délétion) présents. Les 

séquences des gènes HGA1, HGA2 et HGA3 présents au locus Rph7 ont été fourni par C. 

Ravel. 

3.2 Conditions de génotypage des marqueurs SSR et ISBP 

Trois protocoles différents d’amplification PCR et de visualisation des produits PCR ont été 

utilisés en fonction du type de marqueurs : le protocole « M13 » (Figure 15), le protocole 

« rouge de crésol » et le protocole « SYBR Green ». Le test de départ sur l’ensemble des 751 

microsatellites a été réalisé par la méthode « M13 ». 

Pour la réalisation des cartes génétiques et l’étude de la distribution des CO, les conditions 

spécifiques utilisées pour chaque marqueur sont résumés dans le Tableau 14 en Annexes p 

335. 

3.2.1 Protocole « M13 » 

Les amplifications sont réalisées dans un volume final de 6,5 µl (Taq : 0.2 U, amorce gauche 

avec extension M13 : 50 nM, amorce droite : 500 nM, amorce M13 marquée : 3.4 pmoles, 

dNTP : 5.4 nmoles) à l’aide d’un programme « Touch down » (95°C pendant 5 min, 7 cycles 

(95°C pendant 30 s, 62°C (-1°C/cycle) pendant 30 s et 72°C pendant 30 s), 20 cycles (95°C 

pendant 30 s, 55°C pendant 30 s et 72°C pendant 30 s), 8 cycles (95°C pendant 30 s, 56°C 

pendant 30 s et 72°C pendant 30 s) et 72°C pendant 5 min. 

Les produits d’amplification sont ensuite visualisés par électrophorèse capillaire (ABI 

PRISM®3100, Applied Biosystems) et analysés grâce aux logiciels GeneScan version 3.7.1 

(Applied Biosystems) et GenoTyper version 3.7 (Applied Biosystems) pour les tests de 

polymorphisme et au logiciel GeneMapper version 3.7 (Applied Biosystems) pour les 

données servant à la cartographie. 
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Figure 16 Génotypage des SNP par la 
technique AS-PCR 

L’utilisation de l’amorce cfp5046Aspcr 
(Cs) spécifique de l’allèle présent chez la 
variété Chinese spring (Cs) permet une 
amplification que sur la variété Cs. A 
l’inverse, l’utilisation de l’amorce 
cfp5046Aspcr (Re) spécifique de l’allèle 
présent chez la variété Renan (Re) permet 
une amplification que sur celle-ci. 
L’utilisation des deux amorces dans deux 
réactions différentes sur un individu 
F2CsRe hétérozygote permet un 
génotypage co-dominant. 
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3.2.2 Protocole « rouge de crésol » 

Les amplifications sont réalisées dans un volume final de 10 µl (Taq : 0.25 U, amorce droite 

et gauche : 0.5 µM, rouge de crésol : 1 µM) selon le protocole suivant : 94°C pendant 5 min, 

30 cycles (94°C pendant 30 s, 60 °C pendant 30 s et 72°C pendant 30 s) et 72°C pendant        

5 min. les produits d’amplifications sont ensuite visualisés sur gel d’agarose 4 % à l’aide du 

bromure d’éthidium. 

3.2.3 Protocole « SYBR Green » 

Les amplifications sont réalisées dans un volume final de 10 µl (Taq : 0.25 U, amorce droite 

et gauche : 0.5 µM, SYBR Green : 1X, chaque dNTP : 0.4 mM et betaïne : 1M) selon la 

même procédure d’amplification que pour le protocole M13. Les produits PCR sont ensuite 

visualisés par courbe de dissociation sur un appareil de PCR quantitative (ABI7900HT, 

Applied Biosystems ; 95°C pendant 15 s, 60°C pendant 15 s et 90°C pendant 15 s) et analysés 

à l’aide du logiciel SDS v. 2.2.1 (Applied Biosystems). 

3.3 Conditions de génotypage des marqueurs SNP 

Un total de 9 SNP et 3 indel a été utilisé pour étudier la distribution des CO sur le contig 

Rph7. Deux protocoles ont servi pour réaliser le génotypage des SNP : le protocole de 

réaction en chaîne allèle-spécifique (AS-PCR pour Allele Specific Polymerase Chain 

Reaction) et le protocole SNaPshot (Applied Biosystems). 

Pour la technique AS-PCR (Figure 16), deux amorces spécifiques, une pour chacun des deux 

parents, possédant le nucléotide 3’ positionné sur le SNP ont été développées (liste des 

amorces, Tableau 15 en Annexes p 337) afin d’avoir un génotypage de type co-dominant. Ces 

deux amorces sont ensuite utilisées pour réaliser une amplification PCR avec une troisième 

amorce classique suivant le protocole rouge de crésol défini précédemment. L’ensemble des 

marqueurs a d’abord été testé à une température d’hybridation de 60°C puis, suivant les 

résultats, nous avons fait varier la température d’hybridation pour en obtenir une où chaque 

amorce est spécifique du parent pour lequel elle porte le nucléotide en position 3’. 
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Figure 17 Génotypage des SNP par la technique SNaPshot. 

La réaction SNaPshot est réalisée en présence du produit PCR du loci contenant le SNP à 
génotyper, de l’amorce dont le nucléotide 3’ se localise un nucléotide en amont du SNP et des 
didésoxy-nucléotides, chacun marqué par un fluorochrome de couleur différente. Suite à la 
fixation de l’amorce, la synthèse d’ADN débute mais elle se limite au premier nucléotide 
ajouté en raison de la présence des didésoxy-nucléotides. Le premier nucléotide ajouté est 
celui qui est complémentaire au SNP à génotyper et ainsi pour chaque réaction les amorces 
sont marquées avec une couleur spécifique de l’allèle de l’individu testé, en bleu par exemple 
pour l’allèle présent chez la variété Chinese spring (a) et en vert pour l’allèle présent chez la 
variété Renan (b). Les amorces sont ensuite purifiées, migrées sur électrophorèse capillaire et 
analysées grâce au logiciel GeneMapper version 3.7 (Applied Biosystems). Un pic bleu est 
visualisé pour la variété Chinese spring et un pic vert pour la variété Renan. Deux pics, un 
vert et un bleu sont visualisés dans le cas d’un individu hétérozygote (donnée non montrée). 
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Pour la technique SNaPshot (Figure 17), une amorce dont le nucléotide 3’ se localise un 

nucléotide en amont du SNP à génotyper a été défini. Dans un premier temps, le fragment 

contenant le SNP est amplifié par PCR selon le protocole rouge de crésol en remplaçant ce 

dernier par de l’eau. Les produits PCR sont ensuite purifiés (5 µl de produit PCR, 0.2 unités 

d’enzyme ExoI, 1 unité d’enzyme SAP, 0.9 µl de tampon 10X SAP) et repris dans un volume 

final de 9 µl, mis à 37°C pendant 1 h puis 80°C pendant 20 min. La réaction SNaPshot est 

réalisée à l’aide du Kit SNaPshot (Applied Biosystems) dans un volume final de 10 µl (3 µl 

de produit PCR purifié, 0.75 µl de mix SNaPshot, 1 µl des amorces SNaPshot à 2 µM) suivant 

le programme : 25 cycles, 96°C pendant 10 s, 50°C pendant 5 s et 60°C pendant 30 s. Les 

produits d’amplification SNaPshot sont ensuite purifiés par ajout d’une unité d’enzyme SAP 

et incubés pendant 1 h a 37°C puis pendant 15 min à 65°C. Les produits de purification sont 

visualisés par électrophorèse capillaire (ABI PRISM®3100, Applied Biosystems) et analysés 

grâce au logiciel GeneMapper. 

Les indel ont été génotypés en suivant le protocole M13 décrit précédemment. 

4 Cartographie génétique 

Les cartes génétiques ont été construites à l’aide du logiciel Mapmaker (Lander et al. 1987). 

Les groupes de liaison sont obtenus à l’aide de la fonction « group » en utilisant une valeur de 

LOD de 3 et une distance maximun de 37.25 cM. La commande « order » est ensuite utilisée 

pour déterminer l’ordre des marqueurs en utilisant la fonction de cartographie de Kosambi 

(1944). Lorsque l’ordre des marqueurs n’a pas pu été défini à des valeurs de LOD<2, la 

fonction « compare » est utilisée en prenant en compte l’ordre le plus vraisemblable. Les 

fonctions « error-detection » et « genotypes » sont également employées pour déterminer la 

présence d’erreurs potentielles de génotypage. Les individus responsables de ces erreurs 

potentielles sont alors vérifiés et éventuellement génotypés de nouveau afin de générer un jeu 

de données propres et sans ambigüité. Pour les données issues des populations haploïdes 

doublés, l’ensemble des singletons a été génotypé une deuxième fois. 

5 Calcul des fréquences de CO 

Les fréquences de CO pour chaque bin de délétion en cM/Mb ont été calculées en divisant la 

taille génétique de chaque bin en cM par leur taille physique en Mb. 
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Figure 18 Phase des marqueurs encadrant les régions homozygotes présentes sur le bivalent 
délété. 

a/ Deux régions homozygotes Cs (boîtes noires) sont présentes sur le bras long du bivalent 3B 
de l’individu F2CsRe3BS4 n°369. Quatre CO ont eu lieu sur les deux chromatides formant les 
deux chromosomes du bivalent 3B pour expliquer cette alternance de régions homozygotes 
(noires) et hétérozygotes (blanches). Les deux chromatides de départ formant ce bivalent 
peuvent ainsi avoir trois configurations différentes (1, 2 et 3). Les régions issues de Renan 
sont représentées en rouge et celles issues de Cs en noires. Soit les 4 CO ont eu lieu sur la 
même chromatide (1) soit 3 CO ont eu lieu sur une chromatide et le troisième sur la deuxième 
(2) soit 2 CO ont eu lieu sur chaque chromatide (3). b/ Les marqueurs 1 et 2 portant 
respectivement les allèles N et M pour le génotype Cs et n et m pour le génotype Re et 
encadrant une région homozygote peuvent ainsi être en couple (cas 1) si les 4 CO ont eu lieu 
sur la même chromatide ou alors en répulsion (cas 2) dans les situations a 2 et a 3. Dans le cas 
1, les gamètes parentaux sont de type NM et nm et les gamètes recombinants de type Nm et 
nM et inversement dans le cas 2. Ainsi, dans le tableau de gamètes, les individus parentaux 
dans le cas 1 correspondent aux individus possédant deux CO dans le cas 2. Seuls les 
individus possédant un seul CO et de type BH, HB, AH et HA ont des fréquences identiques 
dans les deux cas (cases en jaune). 
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La taille génétique du bin a été calculée en prenant la distance génétique entre les deux 

marqueurs appartenant au bin les plus éloignés sur la carte génétique. Comme la jonction 

entre les bins de délétion sur la carte génétique est difficile à déterminer car les deux 

marqueurs situés au niveau de cette jonction et appartenant à deux bins différents sont séparés 

par de la distance génétique. Pour prendre en compte ces distances génétiques au niveau des 

jonctions, la distance présente entre les deux marqueurs appartenant à deux bins différents a 

été divisée en deux et ainsi la moitié a été additionnée à la distance génétique de chacun des 

deux bins voisins. Pour le calcul des fréquences de CO des différents intervalles du contig 

Rph7, la taille génétique entre deux marqueurs délimitant un intervalle a été calculée par la 

fonction de Morgan en divisant le nombre de recombinants par le nombre de gamètes 

analysés. La taille génétique est ensuite divisée par la taille physique de l’intervalle connue à 

la base près. 

6 Comparaison des taux de CO 

6.1 Calcul du taux de CO 

Les taux de CO r utilisés pour les comparaisons entre méioses mâle et femelle, entre les 

populations CsRe et CsCt et entre le bivalent 3B homozygote délété et le bivalent comportant 

un chromosome entier et un délété ont été calculés en utilisant la fonction inverse de Kosambi 

(1944) à partir des distances génétiques obtenues grâce au logiciel Mapmaker. Seul le calcul 

des valeurs de r au sein des régions homozygotes a été réalisé de manière différente. 

6.2 Calcul du taux de CO pour les régions homozygotes Cs sur le bivalent 

3B délété 

Le calcul des valeurs de r pour les régions homozygotes a été réalisé en utilisant deux 

marqueurs situés de part et d’autre de cette région mais dans les régions hétérozygotes 

flanquantes. Cependant, la phase (répulsion ou couple) de ces deux marqueurs n’est pas 

connue (Figure 18). Les valeurs de r ont ainsi été déterminées en utilisant uniquement les 

individus possédant un seul CO entre les deux marqueurs étudiés car les valeurs de r ne sont 

pas affectées dans ce cas précis (Figure 18). 
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De cette façon, les valeurs de r ont été calculées à partir du tableau de gamètes par l’équation 

ci-dessous : 

(1-r/2)(r/2)*8 = n/N 

(r-r2)*2 = n/N 

r2 – r + (n/2N) = 0 

où r représente le taux de CO entre les marqueurs 1 et 2 et (1-r/2) la fréquence des gamètes 

d’un type parental et (r/2) la fréquence d’un type de gamètes recombinants. n le nombre 

d’individus possédant un seul CO entre les deux marqueurs (Génotype de type AH, HA, BH, 

HB, Figure 18) et N le nombre total d’individus de la population utilisée. La résolution de 

cette équation du second degré conduit à la valeur de r. 

6.3 Comparaison des taux de CO 

Nous avons utilisé la méthode des p-value pour déterminer la significativité des différences 

locales de taux de CO observées entre le mâle et la femelle et entre la population réalisée avec 

le chromosome entier et celle obtenue avec le chromosome délété. Sous l’hypothèse H0 (pas 

de différence entre les taux de CO), des données simulées peuvent être obtenues pour le mâle 

et la femelle mais aussi pour le chromosome entier et le chromosome délété. La significativité 

de la différence observée entre les données théoriques et les données expérimentales est ainsi 

mesurée par le calcul d’une p-value. Le test de comparaison multiple a été effectué par la 

méthode de Bonferroni (Hocheberg 1988). 

7 Etude de l’interférence 

Pour l’étude de l’interférence, nous avons collaboré avec Matthieu Falque (INRA du Moulon) 

et Olivier Martin (Université Paris-sud) qui ont réalisé l’ensemble des analyses. Le détail des 

analyses statistiques est présent dans la partie supplémentaire (SUPPLEMENTARY 

MATERIAL 1, SM1, p 375) de l’article (Saintenac et al. 2009; Partie IX p 351). 

7.1 Test de l’hypothèse H0 de non-interférence 

L’hypothèse H0 (aucune différence entre la distribution des CO observée et leur distribution 

théorique) a été testée en utilisant les distances entre deux CO. Les distances obtenues 

expérimentalement ont été comparées avec celles obtenues théoriquement sous une 

distribution de Poisson nous permettant d’obtenir les p-value associées. 
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7.2 Le modèle gamma 

Le modèle gamma (Broman et Weber 2000; Mcpeek et Speed 1995) est une extension du 

modèle de comptage (Stahl et al. 2004). Le paramètre m est associé au modèle gamma qui 

indique l’intensité de l’interférence. Quand m=0, l’interférence est nulle alors que quand m 

tend vers l’infini, l’interférence devient très forte. Pour différentes valeurs de m (augmentant 

par palier de 0.1), 107 gamètes sont simulés par le modèle. Les gamètes possédant deux 

événements de recombinaison sont conservés et l’ensemble des distances obtenues entre les 

deux événements est groupés en sous-ensemble. La fréquence de chaque sous-ensemble est 

estimée pour chaque valeur de m et comparée aux valeurs expérimentales. La valeur de m est 

ainsi obtenue lorsque les valeurs théoriques et expérimentales sont les plus proches. 

7.3 Intervalle de confiance du paramètre m 

Nous avons simulé 105 populations de taille identique aux populations CsCt (182 HD pour la 

population mâle et 185 HD pour la population femelle) avec le modèle gamma. Pour chacune 

d’entre elles, le modèle gamma a été appliqué pour déterminer la valeur du paramètre m 

comme décrite ci-dessus. Ainsi, 105 valeurs de m sont obtenues pour chacune des populations 

permettant une estimation de l’intervalle de confiance de m. 

7.4 Différence entre le paramètre m issu du mâle et celui issu de la femelle 

Pour tester si la différence observée entre les valeurs de m obtenue pour le mâle (m*
m) et la 

femelle (m*
f) est significative, nous avons utilisé la méthode dite des bootstraps. Les gamètes 

issus de la voie mâle et de la voie femelle sont groupées et 105 nouvelles populations mâle et 

femelle de tailles identiques aux expérimentales ont été générées en mélangeant gamètes 

mâles et femelles aléatoirement. Pour chacune des populations, les valeurs mf associées à la 

population femelle et mm associées à la population mâle sont calculées. La méthode des 

bootstraps permet ainsi de calculer la p-value associée à l’hypothèse H0 (pas de différence 

significative d’interférence entre le mâle et la femelle) correspondant ainsi à la fraction de 

paires (mf et mm) pour lesquelles |mm - mf |>|m*
m-m*

f|. 
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7.5 Le coefficient de coïncidence 

L’étendue de l’interférence a été mesurée en utilisant le coefficient de coïncidence (C) qui est 

le rapport entre la fréquence de doubles CO observés sur la fréquence de doubles CO 

théoriques en absence d’interférence. Si l’on considère deux intervalles non chevauchant AB 

et CD encadrés respectivement par les loci A, B et C, D, la valeur du coefficient de 

coïncidence est : 

C(AB, CD) = f(AB,CD) / rAB x rCD 

où rAB et rCD représentent les taux de CO pour les intervalles AB et CD et f(AB,CD) la 

fréquence théorique de doubles CO, un dans chaque intervalle. Lorsque l’interférence est 

totale C est égal à 0 alors qu’en absence d’interférence, C est égal à 1. Pour étudier l’étendue 

de l’interférence, nous avons représenté graphiquement la distance d entre le milieu des deux 

intervalles AB et CD en fonction des valeurs du coefficient de coïncidence. Pour éviter de 

biaiser le coefficient de coïncidence, nous avons utilisé uniquement des intervalles ayant une 

valeur de r supérieure à 0.05. Pour restreindre le nombre de valeurs de C, nous avons groupé 

les distances d en 30 groupes et réalisé une moyenne de la valeur de C pour chacun des 

groupes. Les barres d’erreurs ont été calculées en divisant la déviation standard par la racine 

carrée du nombre de valeurs de C utilisée dans chaque groupe. 

8 Analyse des bandes C du chromosome 3B 

Le protocole détaillé de la coloration des bandes C est fourni en Annexes (Protocole 1 p 341). 

Les graines des lignées Cs, Re et de la descendance de l’individu F2CsRe3BS4 n°369 sont 

mises à germer sur boite de pétri. Après plusieurs bains successifs dans de l’acide acétique 

(45 %) puis dans de l’acide chlorhydrique (HCl) à 0.2 M, les racines sont mises en contact de 

cellulysine à 45 U/ml (CALBIOCHEM, ref 219466) pendant une nuit à 4°C. Les méristèmes 

sont ensuite hachés finement à l’aide d’une lame de rasoir sur une lame de verre en présence 

d’acide acétique 45 %. Après mise en place de la lamelle sur les échantillons, la lame de verre 

est trempée dans de l’azote liquide, débarrassée de la lamelle et mis dans l’alcool 100 % 

pendant une nuit. La lame est ensuite trempée dans une solution de baryte saturée (Merck ref 

1.01735.1000) à environ 220 µM pendant 6 min puis dans du HCl à 0.2 M pendant 15 s. La 

lame est ensuite trempée dans une solution de citrate saline de sodium (SSC, pour Sodium 

Saline Citrate contenant 300 µM de NaCl et 30 µM de tri sodium de citrate) pendant 60 min. 
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La coloration des bandes est finalement réalisée par trempage dans une solution de Giemsa 

(TrisHCl à 0.125 M pH=6.8 et 3 % (vol/vol) de colorant Giemsa, Merck ref 1.09204.0500). 

La lame est ensuite visualisée en microscopie photonique. 

9 Analyse des séquences 

9.1 Annotation des séquences 

Sur les trois contigs analysés, les séquences du contig Rph7, du contig Sr2 et du contig L sont 

issues de la variété Cs. Les contigs Rph7 et L ont été assemblés et annotés au sein de notre 

équipe (F. Choulet) alors que le contig Sr2 a été assemblé par une autre équipe (Thomas 

Wicker, Université de Zurich, Suisse). 

Brièvement, les séquences contenant des éléments transposables ont tout d’abord été 

masquées grâce au logiciel RepeatMasker qui réalise un BLAST à partir des bases de données 

d’éléments transposables. Les séquences non masquées sont ensuite analysées à l’aide de 

logiciels de recherche de gènes et les gènes prédits sur les séquences sont vérifiés par BLAST 

avec l’ensemble des EST présentes dans les bases de données des poacées. Enfin, l’annotation 

manuelle permet l’annotation fine des différents éléments présents sur les contigs. 

9.2 Calcul des valeurs des différents paramètres de séquences et des 

coefficients de détermination R2 

La densité en gènes pour chaque intervalle a été calculée en nombre de gènes pour 150 kb. Le 

pourcentage de la taille physique cumulée des gènes et des pseudogènes pour un intervalle 

donnée a été calculé en additionnant la taille en pb de l’ensemble des gènes et des 

pseudogènes présents dans l’intervalle en la divisant par la taille en pb de l’intervalle entier  et 

en la multipliant par 100. Ces valeurs ont été déterminées pour la taille physique cumulée des 

exons + introns des gènes et des pseudogènes, pour la taille physique cumulée des exons + 

introns des gènes seulement, pour la taille physique cumulée des parties codantes (exons) des 

gènes et pseudogènes et pour la taille physique cumulée des parties codantes (exons) des 

gènes seulement. La taille physique en pb des exons et introns a été définie à la base près 

grâce à l’annotation fine du contig. 
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Le pourcentage en GC de chaque intervalle a été calculé en divisant le nombre de nucléotides 

G + C au sein de l’intervalle par le nombre total de nucléotides de l’intervalle et en 

multipliant par 100. Le ratio CpG a été calculé en divisant la fréquence de di-nucléotides CG 

(nombre de di-nucléotides CG dans l’intervalle divisé par nombre de di-nucléotides possibles 

dans l’intervalle) par le produit de la fréquence de nucléotides C multipliée par la fréquence 

de nucléotide G (nombre total de nucléotides G dans l’intervalle divisé par le nombre total de 

nucléotides dans l’intervalle). 

Le pourcentage d’éléments transposables a été calculé en divisant la taille physique en pb 

couverte par l’ensemble des éléments transposables dans l’intervalle par la taille en pb de 

l’intervalle entier et multiplié par 100. Le pourcentage de séquences répétées en tandem a été 

calculé en divisant la taille physique en pb de l’ensemble des séquences répétées en tandem 

dans l’intervalle par la taille physique de l’intervalle et multiplié par 100. 

Les différentes valeurs du coefficient de détermination R2 ainsi que le coefficient de 

corrélation R ont été calculées grâce au logiciel Excel (2003) et leur significativité a été 

évaluée grâce à la table de Bravais-Pearson (Tableau 16 en Annexes p 339). 
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IV Résultats 
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1 Distribution des CO à l’échelle du chromosome entier 

La distribution des CO sur le chromosome 3B (995 Mb) a été étudiée en comparant une carte 

génétique dense avec une carte physique de délétion mais également en comparant différentes 

cartes génétiques pour déterminer si la distribution observée à l’échelle du chromosome entier 

est conservée entre différentes populations. 

1.1 Développement et analyse de marqueurs moléculaires 

Afin de disposer d’un nombre suffisant de marqueurs pour étudier finement la distribution des 

CO sur le chromosome 3B, nous avons répertorié tous les marqueurs disponibles issus des 

bases de données publiques et privées, de la banque BAC du chromosome 3B (Paux et al. 

2006; Paux et al. 2008) et des EST de blé (Zhang 2006). Nous avons sélectionné 751 

marqueurs microsatellites ou SSR (Simple Sequence Repeat) pouvant potentiellement être 

cartographiables sur le chromosome 3B. 

 

Ces marqueurs ont tout d’abord été testés sur les 14 lignées de délétion du chromosome 3B 

pour déterminer leur localisation sur le chromosome. Ces 14 lignées de délétion définissent 16 

bins de délétion, 9 sur le bras court et 7 sur le bras long dont la taille physique varie de 4 Mb 

(3BS4-0.55-0.56 et 3BS2-0.56-0.57) à 208 Mb (3BL7-0.63-1.00) avec une taille moyenne de 

62 Mb (Tableau 17 en Annexes p 347, Figure 20 p 166). Le découpage du bras court est 

relativement homogène (taille moyenne des bins 48 Mb) contrairement à celui du bras long 

qui est moins régulier à cause de la présence du bin 3BL7-0.63-1.00 représentant à lui seul 

plus du tiers de ce bras (37 %) et plus de 20 % du chromosome entier. 

 

Simultanément, le polymorphisme de ces marqueurs SSR a été testé systématiquement entre 

les variétés Chinese spring (Cs), Renan (Re) et Courtot (Ct), variétés qui ont été utilisées pour 

réaliser les populations de cartographie CsRe et CsCt utilisées par la suite. Les marqueurs 

issus de la banque BAC 3B ont de plus été évalués sur les lignées Opata (Op) et W7984 (Sy), 

parents de la population de référence internationale OpSy (encore appelée population ITMI 

pour International Triticeae Mapping Initiative). 
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  CsRe CsCt 
Bin de délétion Ass Pol N pol DM % pol Pol N pol DM % pol 
3BS3-0.87-1.00 3 3 0 0 100 3 0 0 100 
3BS8-0.78-0.87 36 23 7 6 77 24 6 6 80 
3BS7-0.75-0.78 6 2 3 1 40 3 2 1 60 
3BS9-0.57-0.75 13 6 4 3 60 3 7 3 30 
3BS2-0.56-0.57 4 1 1 2 50 1 1 2 50 
3BS4-0.55-0.56 4 2 1 1 67 1 2 1 33 
3BS1-0.33-0.55 12 8 1 3 89 3 5 4 37 
3BS5-0.07-0.33 8 4 2 2 67 3 3 2 50 
Cent-3BS5-0.07 6 5 1 0 83 1 5 0 17 
Cent-3BL2-0.22 4 4 0 0 100 2 1 1 67 
3BL2-0.22-0.28 5 1 2 2 33 2 1 2 67 
3BL8-0.28-0.31 3 1 2 0 33 0 3 0 0 
3BL1-0.31-0.38 8 4 2 2 67 2 4 2 33 
3BL9-0.38-0.50 3 1 2 0 33 3 0 0 100 
3BL10-0.50-0.63 13 7 1 5 88 7 4 2 63 
3BL7-0.63-1.00 89 39 37 13 51 46 29 14 61 
Total 217 111 66 40 63 104 73 40 59 
 
Tableau 5 Assignation et polymorphisme de 217 marqueurs SSR provenant de données 
publiques et privées et présents sur les cartes génétiques du chromosome 3B. 

Ass = assignable ; Pol = polymorphe ; N pol = non polymorphe ; DM = données manquantes ; 
% pol = pourcentage de marqueurs polymorphes parmi les marqueurs assignables (données 
manquantes prises en compte) ; CsRe = Chinese spring x Renan ; CsCt = Chinese spring x 
Courtot. 
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1.1.1 Microsatellites issus des bases de données publiques et privées 

Sur les 343 marqueurs SSR issus des bases de données publiques et privées dont un locus 

avait déjà été cartographié sur le chromosome 3B, 36 n’ont donné aucun produit 

d’amplification. Sur les 307 restants, 217 ont pu être assignés sans ambiguïté au chromosome 

3B. Les 90 marqueurs SSR restants présentaient une amplification sur toutes les lignées de 

délétion du chromosome 3B suggérant la présence d’autres loci sur les chromosomes 

homéologues 3A et 3D ou sur une autre région du génome. Entre 3 et 89 marqueurs ont été 

assignés à chaque bin de délétion, la majorité des marqueurs (89/217) ayant été assignée au 

bin de délétion 3BL7-0.63-1.00 qui est le plus grand (Tableau 5). 

Les tests de polymorphisme indiquent qu’environ 60 % des marqueurs assignables sont 

polymorphes entre les variétés Cs et Re et entre Cs et Ct. De plus, nous avons remarqué que 

les taux de polymorphisme entre Cs et Re ou Cs et Ct diffèrent en fonction des régions du 

chromosome 3B mais également pour une même région en fonction de la population CsRe ou 

CsCt. Ainsi, parmi les marqueurs assignables aux bins de délétion, le taux de polymorphisme 

entre les variétés Cs et Re est de 51 % pour le bin 3BL7-0.63-1.00 ou 60 % pour le bin   

3BS9-0.57-0.75 alors qu’il atteint 77 % pour le bin 3BS8-0.78-0.87. Cependant, entre les 

variétés Cs et Ct, le taux de polymorphisme est de 61 % pour les marqueurs assignables au 

bin 3BL7-0.63-1.00. 

1.1.2 Microsatellites issus de la banque BAC du chromosome 3B 

Nous avons également testé 224 marqueurs SSR issus des 11 Mb de séquence obtenus suite 

au séquençage de 20 000 extrémités de BAC de la banque du chromosome 3B (Paux et al. 

2006). Un total de 55 marqueurs n’a donné aucun produit d’amplification et parmi les 169 

autres, 41 % soit 70 ont été assignés au chromosome 3B (Tableau 6). Le pourcentage de 

marqueurs polymorphes parmi les marqueurs assignables est respectivement de 42, 41 et      

30 % pour les populations ITMI, CsRe et CsCt. Le nombre de marqueurs assignés à chaque 

bin étant faible, nous n’avons pas pu étudier les taux de polymorphisme en fonction des 16 

bins de délétion. 
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  ITMI CsRe CsCt 

Bin de délétion Ass Pol N pol DM Pol N pol DM Pol N pol DM 
3BS3-0.87-1.00 4 3 1 0 2 2 0 2 2 0 
3BS8-0.78-0.87 8 4 2 2 4 4 0 2 6 0 
3BS9-0.57-0.75 3 3 0 0 3 0 0 1 2 0 
3BS1-0.33-0.55 9 1 8 0 3 6 0 2 7 0 
3BS5-0.07-0.33 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 
Cent-3BS5-0.07 4 1 3 0 0 4 0 0 4 0 
Cent-3BL2-0.22 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 
3BL1-0.31-0.38 4 2 2 0 1 3 0 2 2 0 
3BL9-0.38-0.50 3 1 1 1 2 1 0 1 1 1 
3BL10-0.50-0.63 9 6 3 0 5 3 1 2 7 0 
3BL7-0.63-1.00 24 7 16 1 7 17 0 9 15 0 
Total 70 28 38 4 28 41 1 21 48 1 
 
Tableau 6 Assignation et polymorphisme de 70 marqueurs SSR issus des séquences 
d’extrémités de BAC de la banque du chromosome 3B. 

Ass = assignable ; Pol = polymorphe ; N pol = non polymorphe ; DM = données manquantes ; 
ITMI = population de référence internationale ; CsRe = Chinese spring x Renan ; CsCt = 
Chinese spring x Courtot. 
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Cependant, le découpage du chromosome en trois grandes régions de l’extrémité distale du 

bras court à la jonction 3BS9-0.57, de la jonction 3BS9-0.57 à la jonction 3BL10-0.50 et de la 

jonction 3BL10-0.50 à l’extrémité du bras long montre que le taux de polymorphisme des 

marqueurs assignables est respectivement de 67, 23 et 40 %. Ainsi, le taux de polymorphisme 

apparaît plus important dans les régions distales que dans les régions proximales. 

Sur l’ensemble des marqueurs testés, le taux de marqueurs assignables au bin de délétion du 

chromosome 3B et polymorphes est de 12.5 % pour les populations ITMI et CsRe et de 9 % 

pour la population CsCt. Cela signifie que pour obtenir un marqueur SSR assignable et 

utilisable en cartographie, il faut développer huit marqueurs en moyenne. De plus, ces 

données montrent que le taux de polymorphisme observé sur le chromosome 3B au sein de la 

population de référence internationale (ITMI) est le même que celui observé au sein de la 

population CsRe. 

1.1.3 Microsatellites issus d’EST 

Finalement, nous avons testé 184 marqueurs SSR dérivés d’EST dont 93 étaient issus du 

chromosome 1 de riz orthologue du chromosome 3B et 91 de blé (Zhang 2006). Parmi les 93 

SSR issus d’EST de riz, 39 ne présentent pas de produit d’amplification et seulement 3 ont pu 

être assignés au chromosome 3B dont un polymorphe sur la population CsRe et un sur la 

population CsCt. Parmi les 91 issus d’EST de blé, 23 ne présentent pas de produit 

d’amplification et 27 sont assignables au chromosome 3B. De plus, parmi ces marqueurs 

assignables seulement 4 soit 15 % sont polymorphes sur la population CsRe et 4 autres sont 

aussi polymorphes sur la population CsCt. Les microsatellites dérivés d’EST montrent ainsi 

des taux de polymorphisme faibles comparés aux autres microsatellites. 

1.1.4 Conclusion 

L’ensemble de ces tests a permis d’obtenir un total de 144 marqueurs SSR assignables aux 

bins de délétion du chromosome 3B et cartographiables sur la population CsRe et 130 SSR du 

même type sur la population CsCt pour permettre une analyse de la distribution des CO sur le 

chromosome 3B. 
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1.2 Différentes cartes génétiques développées pour l’étude de la 

distribution des CO 

1.2.1 La carte Chinese spring x Renan (CsRe) 

Une carte génétique CsRe a été réalisée à partir d’une population de 376 individus F2 issue du 

croisement entre la variété de référence internationale Chinese Spring et la variété française 

Renan. Cette carte ayant été développée pour l’étude fine de la distribution des CO par 

comparaison avec la carte physique de délétion (paragraphe 1.3 p 167), nous avons maximisé 

la couverture du chromosome 3B en utilisant un total de 102 marqueurs moléculaires dont 76 

microsatellites et 26 ISBP issus du développement de la carte physique du chromosome 3B 

(Insertion Site Based Polymorphism, Paux et al. 2006). Aucune distorsion de ségrégation n’a 

été observée pour les 102 marqueurs utilisés (khi2 α = 0.05). La longueur totale de la carte est 

de 179.1 cM (Figure 19) en utilisant la fonction de Kosambi (1944), ce qui représente une 

densité de un marqueur tous les 1.75 cM. Une forte concentration de marqueurs est observée 

au niveau de la région centromérique avec 11 marqueurs co-ségrégeants (d = 0 cM). Au 

niveau des parties distales, les distances entre marqueurs sont beaucoup plus importantes 

(Figure 19). Nous observons, notamment, une région de 30 cM entre les marqueurs gpw3233 

et gwm247 situés en partie distale du bras long. 

1.2.2 Les cartes Chinese spring x Courtot (CsCt) 

Nous avons également développé des cartes génétiques à partir de deux populations haploïdes 

doublés (HD) issues du croisement entre les variétés Chinese Spring et Courtot. Celle réalisée 

par androgenèse (CsCtA) représente la méiose mâle et celle réalisée par gynogenèse (CsCtG) 

la méiose femelle. Ces cartes ont ainsi été utilisées pour étudier les différences de taux de CO 

entre méiose mâle et femelle (paragraphe 1.4 p 171) et l’interférence (paragraphe 1.6 p 173). 

Un total de 32 marqueurs SSR communs entre les deux populations HD a été cartographié. 

Aucune distorsion de ségrégation n’a été observée pour les 32 marqueurs utilisés (khi2 α = 

0.05). Les cartes mâle et femelle ont des tailles respectives très similaires de 190.1 et       

193.5 cM et des densités de un marqueur tous les 6 cM pour les deux cartes. 
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Figure 20 Distribution des CO sur le chromosome 3B. 

a/ Carte génétique obtenue à partir d’une population de 376 individus F2CsRe. La couleur des 
marqueurs représente leur assignation à un bin de délétion. b/ Carte physique de délétion avec 
le nom de chacun des bins de délétion, leur taille en Mb à droite et une couleur associée. A 
gauche est indiqué le nombre de marqueurs utilisés et présents dans chaque bin. c/ Fréquence 
de CO estimée en cM/Mb. La ligne en pointillés représente la fréquence moyenne de CO sur 
le chromosome entier. 
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1.3 Distribution des CO sur le chromosome 3B : Comparaison de la carte 

génétique CsRe avec la carte physique de délétion 

1.3.1 La carte physique de délétion 

L’assignation des 102 marqueurs présents sur la carte F2CsRe a permis la réalisation de la 

carte physique de délétion. Entre 0 et 28 marqueurs sont présents dans chaque bin. Le mieux 

couvert étant le bin 3BL7-0.63-1.00. La densité des marqueurs par bin varie de un marqueur 

tous les 1.4 Mb pour le bin 3BS8-0.78-0.87 jusqu’à un marqueur tous les 36 Mb au sein du 

bin 3BS5-0.07-0.33 ; la moyenne sur le chromosome étant de un marqueur tous les 9.7 Mb 

(Tableau 17 en Annexes p 347). La comparaison de cette carte physique de délétion avec la 

carte génétique CsRe montre une très bonne corrélation, c'est-à-dire que les marqueurs 

appartenant au même bin de délétion sont liés sur la carte génétique et l’ordre des bins de 

délétion est respecté sur la carte génétique (Figure 20). 

1.3.2 Distribution des CO 

Nous avons mesuré la fréquence de CO en cM/Mb pour chaque bin de délétion en divisant la 

distance génétique en cM, couverte par les marqueurs assignés à ce bin, par sa taille physique 

en Mb (Figure 20, Tableau 17 en Annexes p 347). Les fréquences de CO varient de 0 cM/Mb 

dans les régions centromériques (bins : C-3BS5-0.20, C-3BL2-0.22) à 0.85 cM/Mb dans le 

bin 3BS8-0.78-0.87, avec une moyenne de 0.14, 0.21 et 0.18 cM/Mb pour le bras court, le 

bras long et le chromosome entier respectivement. 

Les CO se localisent majoritairement dans les régions physiques distales qui couvrent 40 % 

de chaque bras du chromosome. Notamment, 77 % des CO du chromosome se localisent dans 

les bins 3BS8-0.78-0.87 et 3BL7-0.63-1.00 alors qu’ils ne couvrent physiquement que 25 % 

du chromosome. Aucun CO n’est présent dans les bins les plus proximaux (C-3BL2-0.22 et 

C-3BS5-0.07) et seulement trois sont observés dans le bin 3BS5-0.07-0.30. 

Sur le bras court, nous observons un gradient de la fréquence de CO du centromère jusqu’au 

télomère avec un pic dans le bin 3BS8-0.78-0.87. Cependant, la fréquence de CO chute 

brusquement dans le bin de délétion le plus distal (3BS3-0.87-1.00) pour atteindre une valeur 

de 0.1 cM/Mb inférieure à la moyenne du bras et du chromosome. 
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Sur le bras long, 87 % des CO (58 % pour le chromosome entier) se localisent dans le bin le 

plus distal (3BL7-0.63-1.00) qui couvre 208 Mb. La taille importante de ce bin limite les 

analyses plus fines au niveau de la partie distale du bras long. Nous observons également, une 

augmentation de la fréquence de CO au milieu du bras long au niveau du bin 3BL1-0.31-0.38. 

1.3.3 Ce pattern de distribution des CO est conservé sur les autres 

populations 

Pour les populations haploïdes doublés CsCtA et CsCtG, nous observons le même pattern de 

distribution que celui mentionné pour la population F2CsRe. Ainsi, 74 % des CO pour la 

population CsCtA (haploïdes mâles) et 81 % des CO pour la population CsCtG (haploïdes 

femelles) se localisent dans les deux bins 3BS8-0.78-0.87 et 3BL7-0.63-1.00 (Figure 19). 

Nous observons également sur ces deux populations la chute de la fréquence de CO au niveau 

de la région la plus distale du bras court (bin 3BS3-0.87-1.00). 

De plus, nous avons exploité les données acquises dans le cadre d’un autre programme à 

partir d’un croisement entre les variétés Arche et Récital (ARe) faisant intervenir deux parents 

différents des trois utilisés pour les populations précédentes pour écarter un effet potentiel de 

Chinese Spring. Le manque de polymorphisme sur la partie distale du bras long nous a 

cependant contraints à étudier seulement la distribution des CO sur le bras court. Nous 

observons le même pattern que celui obtenu sur les autres populations avec une grande 

majorité des CO localisé dans le bin 3BS8-0.78-0.87 et une chute de la fréquence dans le bin 

le plus distal (Figure 19). 

1.3.4 Conclusion 

Pour conclure, nous pouvons dire que quelle que soit la population utilisée CsRe, CsCt ou 

ARe, à l’échelle du chromosome entier, la distribution des CO est conservée sur le 

chromosome 3B. La grande majorité des CO est localisée dans les bins 3BS8-0.78-0.87 et 

3BL7-0.63-1.00 couvrant 247 Mb. De plus, la région couvrant les 27 % du chromosome qui 

entoure le centromère est quasi dépourvue de CO. La forte chute de fréquence de CO 

observée en partie distale du bras court et l’augmentation observée en partie intermédiaire du 

bras long montrent que la fréquence de CO n’augmente pas de manière uniforme des 

centromères jusqu’aux télomères. 



 

 170

 

Figure 21 Différence locale du taux de CO entre la méiose mâle et femelle sur le 
chromosome 3B. 

Les 31 intervalles étudiés sont représentés à gauche avec le code couleur (Figure 20) pour 
l’assignation des marqueurs aux bins de délétion. La position des 31 intervalles sur la carte 
physique de délétion est arbitraire et a été calculée en divisant le nombre de marqueurs dans 
chaque bin par la taille physique du bin. La courbe en rouge indique le rapport entre le 
nombre de CO issu de la méiose femelle sur le nombre de CO issu de la méiose mâle alors 
que la courbe bleue indique le rapport inverse. Les astérisques indiquent des différences 
significatives (* α > 0.05 ; *** α >0.001). La ligne en pointillés indique un rpport de 1. 
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1.4 Comparaison des cartes génétiques CsCtG et CsCtA : Différence de 

taux de CO en fonction du sexe 

A l’échelle du chromosome entier, la taille des cartes génétiques CsCtG et CsCtA et ainsi le 

nombre total de CO est très proche entre la méiose mâle (334 CO pour 182 individus) et la 

méiose femelle (337 CO pour 185 individus). Aucune différence significative du taux de CO 

n’est observée entre les deux sexes à cette échelle. 

A l’échelle des 31 intervalles communs entre les deux populations, trois intervalles présentent 

des différences significatives du taux de CO entre le mâle et la femelle (Figure 21, Tableau 18 

en Annexes p 349). Ces trois intervalles sont localisés dans la partie distale du bras long. Le 

premier (Xgpw4034-Xnw2706, p-value = 0.04) montre un taux de CO plus important chez le 

mâle alors qu’au contraire, les deux autres intervalles (Xwmm1133-Xwmm702 : p-value=10-4 

et Xwmm702-Xwmm280 : p-value=0.05) ont un taux de CO plus important chez la femelle, 

l’intervalle Xwmm1133-Xwmm702 ayant un taux de CO 17 fois supérieur chez la femelle 

(Figure 21). Après correction par un test multiple, seul ce dernier intervalle reste 

significativement différent entre le mâle et la femelle. 

En conclusion, nous pouvons donc dire que si le sexe n’a aucune influence sur le nombre de 

CO à l’échelle du chromosome 3B entier lorsque que l’on étudie le croisement CsCt, les 

différences de taux de CO locaux entre mâle et femelle peuvent parfois être très importantes. 

1.5 Comparaison des cartes génétiques CsCt et CsRe : Variations du taux 

de CO sur le chromosome 3B en fonction du croisement étudié 

Malgré les difficultés pour avoir des marqueurs en commun à cause des contraintes de 

polymorphisme entre populations, nous avons pu comparer les cartes génétiques CsRe et 

CsCt pour étudier la variation du taux de CO entre ces populations. Les fréquences locales 

entre mâles et femelles étant différentes sur la population CsCt, nous avons regroupé 

l’ensemble des individus issus des deux populations HDCsCt pour réaliser une carte 

génétique CsCt incluant les CO issus des deux sexes pour ne pas biaiser la comparaison avec 

la carte F2CsRe qui a été produite à partir de données provenant des deux sexes. De plus, 

nous avons utilisé seulement 184 F2CsRe pour conserver le même nombre de gamètes 

analysés entre les deux populations. 
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Figure 22 Comparaison des cartes génétiques F2CsRe et HDCsCt. 

Ces cartes sont obtenues à partir de 184 F2 Chinese spring x Renan (F2CsRe) et 367 
haploïdes doublés Chinese spring x Courtot (HDCsCt). 
La population HDCsCt résulte du regroupement des données issues de la population obtenue 
par androgenèse et celle obtenue par gynogenèse pour avoir des distances génétiques 
représentant une moyenne des deux sexes. La couleur de chaque marqueur indique son 
assignation à un bin de délétion du chromosome 3B (code couleur Figure 20). Les valeurs 
indiquées entre les deux cartes représentent les p-values testant la significativité des 
différences de taux de CO entre les deux populations pour chaque intervalle. 
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La carte issue de la population F2CsRe et comportant 16 marqueurs (170.2 cM) présente un 

déficit de 21 cM par rapport à celle obtenue à partir de la population HDCsCt et des 16 

mêmes marqueurs (191.8 cM) (Figure 22). Sur les quinze intervalles communs entre les deux 

populations, dix présentent un taux de CO plus important chez la population HDCsCt. 

Cependant, seul l’intervalle compris entre les marqueurs wmc291 et wmm1133 montre une  

p-value significative (0.03, Figure 22). 

Ainsi, malgré la proximité génétique des deux populations, due au fait qu’elles possèdent un 

parent commun (Chinese Spring) et que Renan est un descendant de Courtot, la taille 

génétique du chromosome 3B varie de manière importante entre les populations CsRe et 

CsCt, ce qui suggère soit un contrôle génétique de la recombinaison différent entre Renan et 

Courtot, soit une structure du chromosome 3B différente entre ces deux variétés. 

1.6 L’interférence entre CO 

Pour étudier l’importance de l’interférence sur le chromosome 3B, nous avons utilisé les 

populations de lignées haploïdes doublés CsCt car le génotype de chaque individu représente 

celui d’un seul gamète, ce qui facilite la détection de deux CO sur la même chromatide. 

Dans un premier temps, nous avons testé l’hypothèse H0 : la distribution des CO observée sur 

ces populations est aléatoire et ne dépend pas de l’interférence. Nous avons comparé les 

distances entre deux CO notées expérimentalement et celles théoriques (Matériels et 

Méthodes paragraphe 7.1 p 147). Les p-values associées à cette hypothèse sont 

respectivement de 0.084 pour le mâle et 3.6x10-4 pour la femelle. Ces résultats suggèrent donc 

la présence d’interférence à la fois chez le mâle et chez la femelle. 

Nous avons ensuite quantifié l’intensité de l’interférence sur le chromosome 3B chez le mâle 

et chez la femelle en utilisant le modèle gamma. Nous avons utilisé comme base 

expérimentale les valeurs des fréquences de distance entre deux CO afin de déterminer les 

valeurs du paramètre m associé au modèle gamma reflétant l’intensité de l’interférence. Chez 

le mâle, la valeur du paramètre m est de 1.2 avec une fluctuation de 0 à 6.1 pour un intervalle 

de confiance à 95 %. Chez la femelle, cette valeur de m est de 3.5 et varie de 0.95 à 12.75 

pour un intervalle de confiance de 95 %. Nous observons ainsi une interférence faible à 

modérée sur le chromosome 3B, qui apparaît plus importante chez la femelle même si cette 

différence n’est pas statistiquement significative (p-value= 0.25). 
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Figure 23 Valeurs du coefficient de coïncidence C en fonction des distances entre les deux 
intervalles étudiés. 

La distance entre intervalles indiquée en abscisse est une distance relative à la distance en cM 
des cartes génétiques obtenues à partir des populations haploïdes doublés Chinese spring x 
Courtot issues de la voie femelle (194 cM) et de la voie mâle (190 cM). Les données 
indiquées en bleu avec des motifs vides et en rouge avec des motifs pleins représentent les 
données issues de la voie mâle et la voie femelle respectivement. Les données indiquées par 
des cercles représentent l’ensemble des paires d’intervalles alors que les données indiquées 
par des triangles représentent les paires d’intervalles qui enjambent le centromère. 
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Finalement, nous avons évalué l’étendue de l’interférence, c'est-à-dire la distance à laquelle 

l’interférence agit suite à la formation d’un premier CO. Pour cela, nous avons utilisé le 

coefficient de coïncidence C en fixant la position d’un des deux intervalles et en faisant varier 

la distance du second par rapport au premier. Le coefficient de coïncidence est égal à 0 

lorsque l’interférence est positive et totale, à 1 lorsque l’interférence est nulle et C est 

supérieur à 1 lorsque l’interférence est négative. Sur la Figure 23, nous observons une 

augmentation des valeurs du coefficient de coïncidence lorsque les distances génétiques entre 

les intervalles considérés s’accroissent. Pour des distances inférieures à environ 10 cM, les 

valeurs de C sont très faibles (inférieures à 0.5) indiquant une forte interférence. Pour des 

distances supérieures à environ 45 cM, les valeurs fluctuent autour de 0.8 et l’interférence 

devient ainsi très faible. Nous pouvons également noter que dans notre cas, l’interférence agit 

à travers le centromère chez le mâle puisque des valeurs de C de 0.4 sont observées pour des 

intervalles situés de part et d’autre du centromère à des distances de 30 cM. Cependant, une 

telle action de l’interférence ne se manifeste pas chez la femelle où les valeurs de C sont de 

0.6 pour des intervalles de part et d’autre du centromère. 

Ces résultats indiquent donc la présence d’interférence positive modérée sur l’ensemble du 

chromosome 3B. 

 

L’ensemble de ces résultats sur la distribution des CO à l’échelle du chromosome 3B a fait 

l’objet d’une publication dans la revue Genetics (partie IX p 351). 

2 Distribution des CO sur un chromosome 3B délété 

L’une des hypothèses émises pour expliquer l’importance de la fréquence des CO au niveau 

des régions distales serait leur position distale sur les chromosomes. Pour tester cette 

hypothèse sur le chromosome 3B, nous avons étudié la distribution des CO sur un 

chromosome 3B délété pour déterminer si le passage d’une région située en position 

intermédiaire sur le chromosome entier à une position distale sur le chromosome délété 

provoquait une augmentation de la fréquence de CO au niveau de cette région. Pour cette 

étude, nous avons utilisé la méthode proposée par Jones et al. (2002) et Qi et al. (2002) 

utilisant des croisements avec des lignées de délétion. Nous avons ainsi croisé la lignée de 

délétion 3BS4-0.55 issue de la variété Chinese Spring et chez laquelle les 45 % distaux du 

bras court du chromosome 3B sont absents avec la variété française Renan (Matériels et 

Méthodes paragraphe 1.5 p 133, Figure 24). 
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Figure 24 Schéma de croisement utilisé pour générer un chromosome 3B délété. 
La lignée de délétion Chinese spring 3BS4-0.55 où les 45 % distaux du bras court du 
chromosome 3B sont absents a été croisée avec la variété Renan. Les individus F1 portent 
ainsi un chromosome 3B entier provenant de Renan (rouge) et un chromosome délété 
provenant de Chinese spring (noir). A la méiose de ces individus (encadré), la formation de 
CO au niveau de la partie distale du bras court délété entraîne la formation d’une chromatide 
délétée et de génotype Renan en-dessous de la région de formation du CO et Chinese spring 
en dessus. L’association de cette chromatide avec une chromatide délétée de type Cs entraîne 
la formation d’un individu F2 présentant un bivalent 3B hétérozygote CsRe en-dessous de la 
région de formation du CO d’origine et délété sur les deux chromosomes 3B (A, individu 
F2CsRe3BS4 n°369). Les principaux types de bivalents retrouvés chez les individus 
F2CsRe3BS4 sont représentés, les hachures indiquant la présence de changement potentiel de 
génotypes dû aux CO. Une analyse plus fine du bivalent de l’individu n°369 (B) montre la 
présence d’une mosaïque de régions homozygotes Cs (bloc noirs) et hétérozygotes CsRe (bloc 
blancs) due à la formation de CO sur les chromatides à l’origine de ces chromosomes. La 
population F3CsRe3BS4 issue de l’autofécondation de l’individu F2CSRe3BS4 n°369 a 
permis l’étude de la distribution des CO sur un bivalent 3B délété grâce au polymorphisme 
CsRe. Les régions proximales du bivalent 3B de l’individu n°357 étant à l’état homozygote 
Cs (blocs noirs), son autofécondation a conduit à la formation d’une population F4CsRe3BS4 
utilisée pour déterminer l’impact de l’homozygotie Cs comparé à l’hétérozygotie CsRe sur la 
fréquence de CO dans les régions proximales. 
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Lors de la méiose des individus F1 issus de ce croisement, la formation d’un CO entre le 

chromosome entier provenant de Renan et celui délété provenant de Chinese Spring va 

entraîner, dans certains cas, la formation d’un chromosome délété provenant de Renan. Ainsi, 

lors de l’autofécondation des individus F1, l’association de ce nouveau chromosome 3B 

délété provenant de Renan et du chromosome délété initial provenant de la lignée de délétion 

Chinese Spring va générer un individu F2 hétérozygote Cs/Re double délété. 

L’autofécondation de cet individu F2 va ainsi nous permettre de développer une population 

F3 permettant d’étudier la distribution des CO au sein d’un bivalent délété pour les deux 

homologues par l’utilisation de marqueurs moléculaires. 

2.1 Caractérisation fine du bivalent 3B de l’individu F2CsRe3BS4 n°369 

Dans un premier temps, nous avons criblé les individus F2CsRe3BS4 issus du croisement 

entre la lignée de délétion 3BS4-0.55 et la variété Renan avec deux marqueurs moléculaires 

situés de part et d’autre de la zone de coupure 3BS4-0.55. Sur 356 individus F2 testés, 

seulement un individu (n°369) présentait une absence d’amplification pour le premier 

marqueur et de l’hétérozygotie Chinese Spring/Renan pour le second marqueur suggérant la 

présence de deux chromosomes homologues délétés au niveau de la jonction 3BS4-0.55 à 

l’état hétérozygote (présence d’un chromosome provenant de la variété Renan et l’autre de la 

variété Chinese Spring). De plus, les deux marqueurs utilisés pour réaliser le criblage des 

individus F2CsRe3BS4 nous ont permis d’observer un biais de ségrégation en faveur des 

bivalents 3B entiers provenant de Renan (30 %) par rapport aux bivalents délétés provenant 

de Chinese Spring (20 %). 

Pour valider l’hypothèse d’une paire de chromosomes délétés à l’état hétérozygote CsRe, 

nous avons caractérisé finement le bivalent 3B de l’individu 369 par C-banding car les deux 

variétés possèdent des patterns différents mais également par le génotypage de plusieurs 

marqueurs distribués le long du chromosome. L’analyse par C-banding indique clairement la 

présence de la délétion sur chacun des deux homologues ainsi que l’origine biparentale des 

deux chromosomes délétés (l’un issu de Renan, l’autre de Chinese Spring, Figure 25). 

L’analyse de l’individu 369 à l’aide de 51 marqueurs moléculaires répartis sur le chromosome 

3B montre une alternance de régions hétérozygotes et de régions homozygotes. Nous 

détectons trois régions homozygotes, une sur le bras court et deux sur le bras long, toutes de 

type Chinese Spring (Figure 24). 



 

 178

 

Figure 25 Profil des bandes C (C-banding) sur le chromosome 3B. 

Les patterns de C-banding des chromosomes 3B issus de Chinese spring, de Renan et de 
l’individu F2CsRe3BS4 n°369 sont représentés. Les observations ont été réalisées sous 
microscope optique à une magnitude de 1200 (photo G. Gay). 

Individu F2CsRe3BS4 n°369RenanChinese spring Individu F2CsRe3BS4 n°369RenanChinese spring
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L’assignation des marqueurs aux bins de délétion nous a permis de localiser grossièrement 

ces zones d’homozygotie. La première localisée dans la partie la plus distale du bras court 

résulte de l’événement de recombinaison qui a permis la formation du chromosome 3B délété 

issu de la variété Renan (Qi et al. 2002). La deuxième région homozygote recouvre 

l’ensemble du bin 3BL10-0.50-0.63 mais également une partie des bins 3BL9-0.38-0.50 et 

3BL7-0.63-1.00. La troisième région est localisée dans la partie distale du bin 3BL7-0.63-

1.00. 

2.2 Distribution des CO sur un bivalent 3B composé d’un chromosome 

délété et d’un chromosome entier 

Nous avons ensuite utilisé la population F2CsRe3BS4 pour étudier la distribution des CO sur 

le bivalent 3B lorsqu’un des chromosomes est délété et le deuxième est entier (individu F1; 

bivalent dimorphique) et nous l’avons comparée avec celle observée sur le bivalent 3B où les 

deux homologues sont entiers. Sur le bras court, le taux de CO entre les loci Xwmc612 et 

Xnw2715 diminue légèrement d’un facteur 3.2 passant de 0.019 à 0.006 mais de manière non 

significative (p-value = 0.08) lorsque l’un des homologues est délété sur la partie distale du 

bras court. A l’opposé, aucune différence du taux de CO n’est observée entre les deux types 

de bivalents sur les différents intervalles étudiés sur le bras long (Figure 26). 

 

A l’exception de deux loci situés dans le bin 3BL7-0.63-1.00, l’ensemble des marqueurs 

testés présente le même biais de ségrégation que celui observé pour les marqueurs ayant servi 

à faire le criblage, c’est-à-dire un excès des homologues 3B entiers provenant de Renan par 

rapport aux homologues délétés provenant de Chinese Spring. 

 

Ainsi, au moment de la méiose, la présence d’un bivalent 3B dimorphique composé d’un 

chromosome avec un bras court délété et un chromosome avec un bras court entier entraîne 

une réduction du taux de CO sur le bras court dans les régions à l’état diploïde. Au niveau du 

bras long, le taux de CO reste identique à celui observé sur un croisement impliquant un 

bivalent 3B entier. 
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Figure 26 Comparaison de la distribution des CO observés sur un bivalent 3B entier, un 
bivalent 3B comportant un chromosome entier et un chromosome délété et un bivalent délété. 

Les différents intervalles étudiés sont délimités par les marqueurs situés à gauche des 
chromosomes. Les valeurs du milieu représentent les valeurs du taux de recombinaison r 
obtenues grâce au logiciel Mapmaker pour le bivalent entier (à gauche) et le bivalent 
comportant un chromosome entier et un chromosome délété (a) ou le bivalent délété (b) (à 
droite). La significativité des différences de taux de recombinaison observées entre les deux 
types de bivalent pour chaque intervalle est indiquée à droite des chromosomes par des p-
value. a/ Comparaison de la distribution des CO entre le bivalent entier (Population F2CsRe) 
et un bivalent 3B comportant un chromosome entier et un chromosome délété pour 45 % de 
l’extrémité de son bras court (Population F2CsRe3BS4). b/ Comparaison de la distribution 
des CO entre le bivalent entier (Population F2CsRe) et le bivalent délété (Population 
F3CsRe3BS4). Les zones en noires sur le bivalent délété représentent les régions 
homozygotes Cs. Les p-values ont été calculées à partir des individus ne possédant qu’un seul 
CO au sein de l’intervalle étudié (Matériels et Méthodes paragraphe 6.2 p 145). 



 

 181

2.3 Distribution des CO sur le bivalent 3B composé des deux chromosomes 

délétés 

Nous avons génotypé 379 individus F3CsRe3BS4 issus de l’autofécondation de l’individu 

F2CsRe3BS4 n°369 pour d’étudier la distribution des CO sur un bivalent dont les deux 

chromosomes sont délétés sur le bras court et déterminer l’effet de la position distale sur le 

taux de CO. De plus, au niveau du bras long, nous avons voulu déterminer si la présence de 

régions homozygotes Chinese Spring avait un impact sur le taux de CO au sein de ces régions 

comparativement aux états hétérozygotes (Chinese Spring/Renan) et ainsi déterminer si l’état 

hétérozygote pouvait être responsable des faibles fréquences de CO observées au niveau des 

régions proximales (Figure 20 p 166). 

2.3.1 Influence de la délétion sur la distribution des CO 

Nous avons comparé les taux de CO r obtenus sur les régions hétérozygotes du bivalent 3B 

délété à partir de la population F3CsRe3BS4 avec les taux de CO issus des mêmes régions du 

bivalent 3B entier et obtenus à partir de la population F2CsRe. 

Au niveau de la partie hétérozygote du bras court située entre les loci Xwmc762 et Xnw2715, 

le taux de CO augmente d’un facteur 1.9 chez le bivalent délété par rapport au bivalent entier 

mais de manière non significative (p-value = 0.27). L’étude plus fine de six intervalles 

compris entre les loci Xwmc762 et Xnw2715 montre que l’augmentation du nombre de CO se 

produit sur l’ensemble des intervalles et qu’elle ne se localise pas uniquement au niveau de 

l’intervalle le plus distal. Le taux de CO au sein de la partie hétérozygote du bras court du 

bivalent délété est de 0.05 CO par bivalent à chaque méiose et reste donc très faible. 

Au niveau de la région hétérozygote la plus proximale sur le bras long (entre les loci 

Xnw2715 et Xcfb3135, Figure 26), le taux de CO augmente légèrement mais de manière non 

significative (p-value = 0.07) passant de 0.032 sur le bivalent entier à 0.057 sur le bivalent 

délété alors que sur les deux autres régions hétérozygotes (entre les loci Xcfb3135 et Xdw955 

et entre les loci Xcfb3440 et Xnw1608, Figure 26), aucune augmentation du taux de CO sur le 

chromosome délété n’est observée (p-value respectivement de 0.78 et 0.77). 
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De façon inattendue, les marqueurs présents à l’intérieur de la région hétérozygote comprise 

entre les loci Xcfb3440 et Xnw1608 présentent un fort biais de ségrégation en faveur des 

allèles Renan au détriment des allèles Chinese Spring sur la population F3CsRe3BS4. 

En conclusion, nous pouvons dire que la délétion d’une partie distale du bras court du 

chromosome 3B n’entraîne qu’une très faible augmentation du taux de CO d’un facteur de 

1.85 sur la partie hétérozygote du bras court restant ainsi que sur la partie du bras long la plus 

proximale couvrant approximativement 30 % de ce bras. 

2.3.2 Influence de l’hétérozygotie CsRe sur la distribution des CO 

2.3.2.1 Etude des taux de CO sur la descendance de l’individu F2CsRe3BS4 

n°369 

Le bras long du bivalent 3B de l’individu F2CsRe3BS4 n° 369 étant composé d’une mosaïque 

de régions homozygotes Cs et hétérozygotes CsRe (Figure 24), nous avons pu comparer les 

taux de CO au niveau de ces différentes régions avec ceux obtenus sur un bivalent 

entièrement hétérozygote CsRe de façon à évaluer l’impact des états hétérozygote et 

homozygote sur les taux de CO. Les taux de CO des deux régions homozygotes du bras long 

du chromosome 3B ont été estimés à l’aide de marqueurs situés dans les régions 

hétérozygotes flanquant les régions homozygotes. Cependant, les problèmes de phase 

rencontrés pour cette étude et notamment pour le calcul des valeurs du taux de CO r sur les 

régions homozygotes Cs nous ont contraints à calculer les valeurs de r à partir des individus 

avec un seul CO dans l’intervalle, individus dont le génotype ne varie pas que les marqueurs 

soient en couple ou en répulsion (Matériel et Méthodes paragraphe 6.2 p 145). 

Au niveau de la région comprise entre les loci Xdw955 et Xcfb3440 (Figure 26) sur le 

chromosome délété, nous n’observons aucune différence du taux de CO par rapport à la 

même région à l’état hétérozygote sur le chromosome entier (p-value = 0.91, Figure 26). 

Ainsi, l’hétérozygotie CsRe au sein de cette région n’a aucun impact sur le taux de CO 

comparé à l’état homozygote Cs. 

En revanche, au niveau de la région homozygote Cs comprise entre les loci Xnw1608 et 

Xgwm247, nous observons une augmentation significative du taux de CO (p-value = 0.006) 

par rapport à la même région à l’état hétérozygote sur le chromosome entier (Figure 26). 

Cependant, nous ne pouvons pas conclure sur la cause de cette augmentation et en particulier 

si elle est due à la délétion sur le bras court ou à l’homozygotie de la région. 
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En conclusion, nous pouvons dire que l’état hétérozygote Cs/Re n’influence pas la fréquence 

de CO au sein de la région proximale étudiée comparé à l’état homozygote Cs de cette même 

région. 

2.3.2.2 Etude sur la descendance de l’individu F3CsRe3BS4 n°357 

Pour confirmer que l’état hétérozygote vs homozygote n’entraîne pas de différences de taux 

de CO dans les régions proximales et ainsi qu’il n’est pas responsable des très faibles 

fréquences de CO observées au niveau de ces régions à l’échelle du chromosome entier 

(Figure 20 p 166), nous avons étudié la distribution des CO sur des individus issus de 

l’autofécondation de l’individu F3CsRe3BS4 n°357. Cet individu porte un bivalent 3B 

homozygote sur la région entre les loci Xcfb3266 (bin 3BS4-0.33-0.55) et Xcfb3440 (bin 

3BL7-0.63-1.00), ces deux loci étant à l’état hétérozygote. Cette région homozygote couvre 

ainsi toute la partie proximale (Figure 24) qui présente une faible fréquence de CO à l’échelle 

du chromosome entier. Nous avons ainsi comparé le taux de CO au sein de cette région sur le 

bivalent entier à l’état hétérozygote (population F2CsRe), sur le bivalent délété une petite 

partie étant homozygote et la majorité étant hétérozygote (descendance de l’individu 

F2CsRe3BS4 n°369) et sur le bivalent délété à l’état homozygote (descendance de l’individu 

F3CsRe3BS4 n°357). Aucune différence significative du taux de CO n’est observée au sein 

de cette région entre l’état homozygote sur le bivalent délété et l’état hétérozygote sur le 

chromosome entier (p-value = 0.87) mais également entre l’état homozygote sur le bivalent 

délété et l’état hétérozygote/homozygote sur le bivalent délété (p-value = 0.99). Ainsi, à des 

échelles importantes de l’ordre de plusieurs Mb, l’état hétérozygote Chinese Spring/Renan 

comparé à l’état homozygote Chinese Spring n’a aucune influence sur la fréquence des CO au 

niveau des 600 Mb entourant le centromère. 

3 Distribution des CO à l’échelle de régions séquencées 

L’impact de la séquence sur la fréquence des CO n’a jamais été évalué en détail chez le blé 

tendre. Ainsi, nous avons comparé la distribution des CO sur les premières régions 

séquencées de quelques Mb avec les caractéristiques intrinsèques de la séquence telles que la 

distribution et la densité des gènes, la présence d’éléments répétés. 
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Nom du 
contig 

Bin de 
délétion 

Nombre 
de BAC 

Taille en 
pb 

Nombre 
de gènes 

Nombre de 
pseudogènes 

Densité en 
gènes (nombre 
pour 150 kb) 

Rph7 3BS8-
0.78-0.87 26 3109948 41 11 2.0 

Sr2 3BS8-
0.78-0.87 ND 1300000 ND ND ND 

L 3BS1-
0.33-0.55 6 619476 0 0 0 

Nom du 
contig % ET % GC 

Position 
sur la 
carte 
CsRea 

SSR 
développés SSR assignables 

Autres 
marqueurs 

utilisés b 

Rph7 63 45.6 7.4 122 89 12 

Sr2 ND ND 5.6 56 42 0 

L 98 48.8 58.4 0 0 2 

 
Tableau 7 Caractéristiques principales des trois contig étudiés. 

ND = non déterminé. % ET = pourcentage d’éléments transposables. a : position du marqueur 
le plus distal sur le contig par rapport au marqueur le plus distal du bras court sur la carte 
CsRe en cM. b : marqueurs ISBP et SNP. 
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Nous avons focalisé notre étude sur trois régions du bras court du chromosome 3B dont deux 

(le contig Sr2 et le contig Rph7) localisées dans le bin 3BS8-0.78-0.87 qui montre une 

fréquence de CO élevée et l’autre (le contig L) dans le bin 3BS1-0.33-0.55 situé en région 

intermédiaire du bras court avec une faible fréquence de CO. Le contig Sr2 est situé en 

position légèrement plus distale que le contig Rph7 sur la carte génétique CsRe ; le contig L 

est localisé très proche du centromère génétiquement. Le contig Sr2 (1.3 Mb) est une région 

qui possède un gène de résistance à la rouille brune chez le blé alors que le contig Rph7     

(3.1 Mb) est une région qui possède des résistances à la rouille chez l’orge et à la fusariose 

chez le blé. De plus, le contig Rph7 est une région particulièrement riche en gènes avec une 

densité de 2 gènes pour 150 kb alors qu’aucun gène n’est présent sur le contig L (620 kb) 

(Tableau 7). La séquence du contig Sr2 n’étant pas encore optimum, les caractéristiques de ce 

contig ne sont pas encore connues. 

3.1 Marqueurs développés sur les différents contigs étudiés 

3.1.1 Microsatellites et assignation aux bins de délétion 

A partir des données de séquence, nous avons développé un total de 56 microsatellites sur le 

contig Sr2 et 122 sur le contig Rph7 (Tableau 7). Le contig L étant constitué de 98 % de 

séquences répétées, nous avons préféré utiliser les marqueurs ISBP développés sur ce contig 

au cours d’un autre programme. 

Au niveau du contig Sr2, sur 56 marqueurs SSR testés, six n’ont donné aucun produit 

d’amplification chez l’ensemble des individus testés. Parmi les 50 autres, 84 % ont pu être 

assignés au bin 3BS8-0.78-0.87 confirmant ainsi la localisation de ce contig au sein de ce bin 

et la présence de ces marqueurs uniquement sur le chromosome 3B. Les 16 % restants n’ont 

pas pu être assignés car ils donnent un produit d’amplification sur l’ensemble des lignées de 

délétion. De plus, la mise en relation de la position physique des marqueurs sur le contig avec 

leur assignation au bin de délétion a mis en évidence la présence d’un bloc important 

d’environ 400 kb sur le contig Sr2 au sein duquel l’ensemble des marqueurs (15) est 

assignable au bin 3BS8-0.78-0.87 suggérant l’absence ou une évolution importante de ce bloc 

par rapport aux chromosomes homéologues. 
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Tableau 8 Polymorphisme des SSR développés sur les contigs Sr2 et Rph7. 

CsRe : Chinese spring x Renan ; CsCt : Chinese spring x Courtot. % (ass) représente le 
pourcentage de marqueurs polymorphes par rapport à l’ensemble des marqueurs assignés au 
bin de délétion 3BS8-0.78-0.87. % (tot) représente le pourcentage de marqueurs polymorphes 
par rapport à l’ensemble des marqueurs utilisés. 
 

 

 

 

Nombre de nucléotides du 
motif SSR 0 1 2 3 4 Tous 

SSR total 9 7 33 48 25 122 
SSR assignables 5 6 24 35 19 89 
SSR polymorphes 4 4 13 11 5 37 
% polymorphe (ass) 80 67 54 31 26 41 
% polymorphe (tot) 44 57 39 23 20 30 

 
Tableau 9 Taux de polymorphisme des SSR entre Chinese spring et Renan sur le contig Rph7 
en fonction du type de motif des SSR. 

0 représente un marqueur contenant plusieurs motifs SSR. % polymorphe (ass) représente le 
pourcentage de marqueurs polymorphes CsRe par rapport à l’ensemble des marqueurs ayant 
le même type de motif et assignés au bin de délétion. % polymorphe (tot) représente le 
pourcentage de marqueurs polymorphes CsRe par rapport à l’ensemble des marqueurs utilisés 
ayant le même type de motif. 

Populations CsRe CsCt 

Contigs Sr2 Rph7 Sr2 Rph7 

SSR polymorphes 29 37 9 37 

 % 
(ass) 

% 
(tot) 

% 
(ass) 

% 
(tot) 

% 
(ass) 

% 
(tot) 

% 
(ass) 

% 
(tot) 

SSR polymorphes 
dominants 40 30 19 14 12 9 19 14 

SSR polymorphes 
co-dominants 29 21 22 16 10 7 22 16 
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Au sein du locus Rph7, sur les 122 marqueurs testés, 11 ne présentent pas d’amplification 

chez les individus testés. Parmi les 111 autres, 80 % sont assignés au bin 3BS8-0.78-0.87. 

Comme pour le contig précédent, les 20 % de marqueurs non assignables sont dus à la 

présence d’un produit d’amplification sur l’ensemble des lignées de délétion. Sur le contig 

Rph7, de manière identique au contig Sr2, sur 51 marqueurs issus des 800 kb les plus 

proximaux sur le chromosome 3B, 48 sont assignables au bin de délétion. 

En conclusion, l’assignation des marqueurs SSR développés sur ces deux contigs au bin de 

délétion est importante de l’ordre de 80 % et dépend de leur localisation sur ceux-ci. 

3.1.2 Microsatellites et polymorphisme au niveau des régions séquencées 

Le polymorphisme des microsatellites développés au sein des deux contigs Sr2 et Rph7 a été 

évalué par comparaison des profils de trois lignées utilisées comme parents de populations de 

cartographie : Chinese Spring (Cs), Renan (Re), Courtot (Ct). 

 

Sur les 42 marqueurs du contig Sr2 assignables au bin de délétion 3BS8-0.78-0.87, 

respectivement 69 % et 22 % sont polymorphes entre Cs et Re, Cs et Ct (Tableau 8). De plus, 

concernant les données de polymorphisme entre les variétés Cs et Re, nous avons observé que 

59 % des marqueurs assignables et polymorphes sont dominants à cause d’une absence 

d’amplification chez la variété Renan. 

Parmi les 89 marqueurs du contig Rph7 assignables au bin de délétion 3BS8-0.78-0.87, 41 % 

des marqueurs sont polymorphes entre les parents Cs et Re et Cs et Ct, les marqueurs 

polymorphes étant les mêmes entre les deux couples (Tableau 8). Contrairement aux données 

du contig Sr2, le nombre de marqueurs polymorphes dominants est égal au nombre de 

marqueurs polymorphes co-dominants. Parmi les microsatellites mono-nucléotides et di-

nucléotides assignables, 67 et 54 % sont polymorphes respectivement comparés aux 31 et    

26 % de polymorphes pour les tris et tétra-nucléotides (Tableau 9), cette analyse n’étant pas 

possible sur le contig Sr2 car la majorité des marqueurs SSR utilisée était de type di-

nucléotides. De manière intéressante, la répartition des marqueurs polymorphes indique que la 

région terminale distale représentant environ 315 kb montre une accumulation importante de 

marqueurs polymorphes (11) entre Cs et Re et Cs et Ct concernant les marqueurs assignables 

comparée au reste du locus et présente ainsi un taux de polymorphisme de 78 %. 
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Pour conclure, sur l’ensemble des 178 marqueurs SSR analysés sur les contigs Sr2 et Rph7, 

74 % d’entre eux sont assignables au bin 3BS8-0.78-0.87 et parmi ceux-ci 50 % présentent du 

polymorphisme entre les variétés Cs et Re soit 37 % de marqueurs assignables et 

polymorphes entre Cs et Re sur l’ensemble des marqueurs testés. Le taux observé entre les 

variétés Cs et Ct est plus faible avec 26 % de marqueurs assignables et polymorphes. 

Cependant, le taux de polymorphisme varie en fonction de la position sur les contigs mais 

également en fonction du nombre de nucléotides composant le motif SSR. 

Afin d’augmenter le nombre de marqueurs polymorphes à notre disposition sur ces deux 

régions, nous avons séquencé 37 marqueurs SSR monomorphes issus des contigs Sr2 (5) ou 

Rph7 (32) sur les variétés Cs, Re et Ct pour rechercher d’éventuelles différences ponctuelles 

de nucléotides entre les séquences ou SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Des données 

de séquences inexploitables ont été obtenues pour sept marqueurs SSR et seulement 19 % des 

30 autres séquencés soit 7 montrent la présence d’au moins un SNP entre Cs et Re et Cs et Ct. 

Le séquençage a ainsi permis de trouver du polymorphisme sur les deux populations pour 

environ un cinquième des marqueurs monomorphes et ainsi d’enrichir des zones non 

couvertes jusqu’à présent. 

3.2 Distribution des CO sur les contigs séquencés 

3.2.1 Fréquence de CO au sein du contig L 

Le contig L se situe en position intermédiaire sur le bras court du chromosome 3B, dans une 

région où la fréquence de CO est très faible (bin 3BS1-0.33-0.55 : 0.02 cM/Mb). Il est 

constitué de 98 % de séquences répétées insérées les unes dans des autres. 

Nous avons utilisé deux marqueurs ISBP (cfp5109 et cfp5129) développés au cours d’un 

autre programme et situés aux deux extrémités du contig pour identifier les individus portant 

une ou plusieurs chromatides où un CO a eu lieu dans la génération précédente au niveau de 

cette région, ils seront appelés individus recombinants ou recombinants par la suite. Sur les 

1872 individus F2 de la population CsRe criblés, nous n’avons observé aucun individu 

recombinant. De plus, le criblage des 379 individus F3CsRe3BS4 où le taux de CO est 

légèrement augmenté sur le bras court montre également une absence totale d’individu 

recombinant au sein de ce contig. En conclusion, nous pouvons dire que la formation de CO 

au sein de ce contig, contenant uniquement des séquences répétées, semble être fortement 

inhibée sans pouvoir déterminer si cela est dû à son fort taux de séquences répétées ou à sa 

position dans une région du chromosome faiblement recombinogène. 
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3.2.2 Distribution des CO sur les contigs situés dans le bin 3BS8-0.78-0.87 

3.2.2.1 Criblage d’individus recombinants au sein du locus R 

En parallèle au développement de marqueurs sur les contigs Sr2 et Rph7, nous avons criblé 

1872 individus F2CsRe avec les marqueurs microsatellites gwm389 et gwm493 qui 

définissent la région nommée locus R (car elle possède un nombre important de gènes de 

résistance aux maladies) pour isoler les individus possédant un CO au sein de cette région. 

Ces deux marqueurs sont distants d’environ 12 cM et ils encadrent les marqueurs présents sur 

les contigs Sr2 et Rph7 sur la carte génétique CsRe (Figure 20 p 166, Sr2 : marqueurs cfb5010 

et swm13 ; Rph7 : marqueurs cfb6012 et cfb6016). De plus, nous avons utilisé un marqueur 

supplémentaire (gpw7757) situé à égale distance génétique de gwm389 et de gwm493 afin de 

prendre en compte les individus F2 qui pouvaient posséder une chromatide avec un double 

CO mais également ceux qui pouvaient avoir deux chromatides recombinées de manière 

réciproques entre les deux marqueurs. Dans un premier temps, nous avons isolé 390 individus 

F2 recombinants portant un ou deux CO au sein de cette région. Un re-génotypage de ces 

individus pour vérification et validation a confirmé la validité de 380 individus recombinants, 

les 10 autres étant des erreurs de génotypage. 

 

Pour les 1734 individus F2 pour lesquels le génotypage des trois marqueurs testés (gwm389, 

gpw7757 et gwm493) est disponible, nous avons recherché les individus montrant la présence 

d’un double CO sur la même chromatide en observant les différentes combinaisons 

génotypiques de ces individus. Si A représente le génotype Renan, B le génotype Chinese 

spring et H le génotype hétérozygote, seul les individus dont la combinaison génotypique 

pour les trois marqueurs testés est AHA, BHB, ABH, HBA, HAB, BAH, ABA et BAB 

montrent un double CO sur la même chromatide. Aucun individu de l’une ou l’autre de ces 

combinaisons n’est présent parmi les individus testés indiquant qu’aucun double CO n’est 

observé au sein de l’intervalle compris entre les marqueurs gwm389 et gwm493 sur cette 

population et pour cet effectif. Ce résultat confirme ceux observés sur les deux populations 

HDCsCt où nous avions montré précédemment que l’interférence était très importante pour 

des distances égales ou inférieures à 10 cM. 
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3.2.2.2 Fréquence de CO au sein du contig Sr2 

Nous avons criblé les 380 individus recombinants du locus R avec les deux microsatellites 

cfb5010 et swm13 couvrant un maximum de longueur du contig Sr2 et à la fois polymorphes 

et co-dominants entre Cs et Re. Nous avons isolé 16 individus recombinants entre ces deux 

marqueurs. Ceux-ci montrent un biais de ségrégation en faveur de l’allèle Renan puisque 12 

sont de type BH alors que seulement 4 sont de type AH. Cependant, nous n’avons pas pu 

étudier les relations entre fréquences de CO et caractéristiques de la séquence, le séquençage 

de cette région n’étant pas optimum. Ce type d’analyse sera donc fait uniquement sur le locus 

Rph7. 

3.2.2.3 Localisation fine des CO sur le contig Rph7 

a Etude à partir de la population CsRe 

Nous avons criblé les 380 individus recombinants du locus R avec les marqueurs 

microsatellites cfb6121 et cfb6012, distants d’environ 2.8 Mb chez la variété Chinese Spring, 

ce qui nous a permis d’isoler 77 individus recombinants dont un présentait deux CO, un sur 

chaque homologue. La fréquence moyenne de CO du contig est ainsi de 0.82 cM/Mb ce qui 

est très proche de celle estimée pour le bin dans lequel se trouve ce contig (3BS8-0,78-0,87 : 

0.85 cM/Mb). 

i Etude à l’échelle du contig entier 

Nous avons ensuite utilisé l’ensemble des marqueurs SSR, ISBP et SNP présent sur ce contig 

et montrant un polymorphisme co-dominant entre Cs et Re pour sélectionner les marqueurs 

définissant des régions ayant une taille physique la plus homogène possible pour étudier la 

distribution des CO. Ainsi, douze sous-régions ayant une taille moyenne de 230 kb et variant 

de 68 kb à 625 kb ont été définies. La fréquence de CO varie de 0.16 cM/Mb au sein de la 

région 12 à 2.77 cM/Mb au sein de la région 9 (Figure 27) soulignant une distribution non 

homogène à l’intérieur du contig sur des régions de quelques centaines de kb. Deux régions 

(Figure 27, régions 7 et 12) présentent une fréquence de CO faible avoisinant la fréquence 

moyenne du chromosome pour la région 12 alors que deux autres (Figure 27, régions 4 et 9) 

présentent une fréquence environ 14 fois plus forte que la moyenne du chromosome. 
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 Densité 
en gènes 

% ex/in 
g/psd 

% ex 
g/psd

% 
ex/in g % ex g % GC Ratio 

CpG 
% 
ET 

% 
SSR 

12 intervalles 
Rph7 (CsRe) 0.18 0.05 0.36 0.32 0.39 0.04 0.2 0.3 0.02 

11 intervalles 
Rph7 (CsCt) 0.17 0.32 0.82 0.68 0.6 0.03 0.03 0.31 0.08 

7 intervalles 
HGA3 
(CsRe) 

ND ND ND ND ND 0.01 0.27 0.01 0.28 

7 intervalles 
HGA3 (CsCt) ND ND ND ND ND 0.66 0.04 0.24 0.24 

 
Tableau 10 Valeurs des coefficients de détermination R2 testant la relation entre la 
distribution des CO et les caractéristiques de la séquence sur les différents intervalles du 
contig Rph7. 

Les différences de fréquence de CO observées au niveau des différents intervalles définis sur 
le contig Rph7 mais aussi les différences de fréquence au niveau des différents intervalles 
étudiés sur la région encadrant le gène HGA3 de 23 kb ont été mis en relation avec la 
distribution des différentes caractéristiques des intervalles. Le calcul des valeurs de chaque 
caractéristique de la séquence est présenté en détail dans la partie Matériels et Méthodes 
(paragraphe 9.2 p 153). % ex/in représente le pourcentage de la taille physique cumulée des 
exons et des introns par rapport à la taille physique de l’intervalle. % ex représente seulement 
le pourcentage de la taille physique cumulée des exons. g/psd = pourcentage pour l’ensemble 
des gènes et pseudogènes. g = pourcentage pour l’ensemble des gènes. Les valeurs en gras 
indiquent les valeurs significatives au risque α = 0.05 (Table de Bravais-Pearson, en Annexes 
p 339). ND = non déterminé. 
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Nous avons mis en relation la distribution des CO avec différents paramètres de la séquence. 

Les valeurs des coefficients de détermination montrent que la distribution des fréquences de 

CO n’est pas corrélée avec la densité en gènes, le pourcentage en GC, le ratio CpG, le 

pourcentage d’éléments transposables et le pourcentage de séquences répétées en tandem 

(Tableau 10). Cependant, le pourcentage de la taille physique cumulée des exons de 

l’ensemble des gènes présents dans chaque intervalle explique de manière significative 39 % 

de la variation de fréquence des CO au sein des intervalles. De plus, la fréquence de CO est 

également corrélée de façon significative avec le pourcentage de la taille physique cumulée 

des exons de l’ensemble des gènes et des pseudogènes (R2 = 0.36). 

Ainsi, à cette échelle de quelques centaines de kb, la taille physique cumulée de l’ensemble 

des gènes sur un intervalle donné joue un rôle important dans la fréquence de CO observée au 

sein de cette région. 

ii Distribution des CO à l’échelle de dizaines de kilobases 

Nous nous sommes ensuite focalisés sur deux régions précises (régions 8 et 9 : Figure 27) 

pour regarder à une échelle plus fine comment se répartissaient les CO. La région 8 (entre 

cfb6072 et cfp5079_SNaP111F, 157 kb) comporte un seul gène (HGA1) et présente une 

fréquence de CO voisine de celle du contig entier alors que la région 9 (entre 

cfp5079_SNaP111F et cfb6123, 105 kb) comporte deux gènes (HGA3 et SOS1) et présente la 

plus forte fréquence de CO du contig. Les marqueurs présents au sein de ces deux régions 

nous ont permis de les découper en six intervalles et d’encadrer chacun des trois gènes 

présents dans ces deux régions à des échelles de quelques kb (6.8 kb pour HGA1, 23 kb pour 

HGA3 et 38 kb pour SOS1). Sur les quinze CO présents dans les deux intervalles de départ 

(région 8 et 9), douze sont localisés dans les trois régions encadrant les gènes. De plus, 

l’intensité de la fréquence de CO au sein des intervalles contenant un gène varie; la région 

encadrant le gène HGA3 montrant la plus forte fréquence avec 8.82 cM/Mb (Figure 28). 

Ainsi, au sein de la région située entre les marqueurs cfb6072 et cfb6123, la majorité des CO 

se localise dans des régions de quelques kb entourant les gènes. 

iii Distribution des CO autour du gène HGA3 

Nous nous sommes finalement focalisés sur la région de 23 kb encadrant le gène HGA3 où 

sept CO ont été détectés. Nous avons découpé cet intervalle de 23 kb en sept intervalles et 

nous avons observé que les CO sont présents dans la région en amont du gène (défini comme 

la partie transcrite du gène), au niveau de la partie codante du gène mais également au niveau 

de la région en aval du gène (Figure 29). 
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Figure 28 Distribution des CO sur les régions 8 et 9 entre les marqueurs cfb6072 et cfb6123. 

a/ Détail des six intervalles étudiés au sein des régions 8 et 9 (Figure 27) du contig Rph7. Les 
trois gènes présents sont indiqués par les boîtes vertes. La taille des six intervalles étudiés est 
indiquée en kb sous chacun d’entre eux. b/ Variation de la fréquence de CO sur les régions 8 
et 9 à partir des données de la population F2CsRe (bleu, 1719 individus) et de la population 
F2CsCt (rouge, 1957 individus). Sur chaque plateau sont indiqués le nombre de CO observés 
et la fréquence de CO en cM/Mb pour chaque intervalle et chaque population. 
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Ainsi les CO présents dans la région entourant le gène HGA3 s’étendent au-delà de la partie 

codante et ne se localisent pas uniquement sur une région particulière du gène. De plus, 

aucune des caractéristiques de la séquence comme le pourcentage en GC, le ratio CpG et le 

pourcentage de séquences répétées n’est corrélée avec la distribution des CO à cette échelle 

(Tableau 10). 

b Etude à partir de la population CsCt 

Afin de déterminer si la distribution des CO obtenue sur le contig Rph7 à partir de la 

population F2CsRe était conservée sur un autre croisement, nous avons criblé 2230 individus 

F2CsCt avec les mêmes marqueurs cfb6121 et cfb6012 bordant le contig. Parmi les 1957 

individus présentant des données de génotypage exploitables, nous avons identifié 35 

individus recombinants dans cet intervalle, ce qui correspond à une fréquence de CO sur cette 

population de 0.32 cM/Mb soit 2.6 fois moins que celle observée sur la population F2CsRe. 

i Distribution des CO à l’échelle du contig entier 

Nous avons ensuite utilisé les mêmes marqueurs que ceux utilisés pour la population CsRe 

pour délimiter des intervalles communs entre les deux populations sur ce contig. Le marqueur 

cfp5061-Aspcr114 délimitant la séparation entre les régions 11 et 12 sur la population CsRe 

n’étant pas polymorphe entre Cs et Ct, nous n’avons pu définir que onze intervalles. La 

fréquence de CO varie de 0.05 cM/Mb pour la région 7 à 1.7 cM/Mb pour la région 9 (Figure 

27). Malgré une fréquence moyenne plus faible sur la population CsCt, le pattern de 

distribution des CO sur le contig est globalement conservé avec celui de la population CsRe 

(R2 = 0.84). En effet, les deux intervalles ayant la fréquence de CO la plus importante 

(cfb6033-cfb6103_SNaPF; cfp5079_SNaP111F-cfb6123) et les deux intervalles ayant la 

fréquence la plus faible (cfb6040_SNaPF-cfb6072 ; cfb6059-cfb6012) sont communs aux 

deux populations. Cependant, le rapport fréquence de CO obtenue à partir de la population 

CsRe et fréquence de CO obtenue à partir de la population CsCt montre la présence de 

différences ponctuelles entre les deux populations. Par exemple, au sein de la région 3, la 

fréquence de CO est grossièrement la même pour les deux populations alors qu’au niveau de 

la région 7 la fréquence de CO obtenue à partir de la population CsCt est 6.8 fois plus faible 

(Figure 27). 

La mise en relation des caractéristiques de la séquence et de la distribution des CO obtenue à 

partir de la population CsCt montre que celle–ci n’est pas corrélée avec la densité en gènes, le 

pourcentage en GC, le ratio CpG, le pourcentage d’éléments transposables et le pourcentage 

de séquences répétées en tandem (Tableau 10). 
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Cependant, le pourcentage de la taille physique cumulée des exons de l’ensemble des gènes, 

le pourcentage de la taille physique cumulée des exons/introns de l’ensemble des gènes ainsi 

que le pourcentage de la taille physique cumulée des exons de l’ensemble des gènes et 

pseudogènes montrent une corrélation importante avec la fréquence de CO (Tableau 10). En 

effet, ce dernier facteur explique 82 % de la variation de la fréquence de CO observée entre 

les onze intervalles. 

Ainsi, la taille des parties codantes des gènes et pseudogènes est le facteur majeur expliquant 

la distribution des CO sur le contig Rph7. 

ii Distribution des CO à l’échelle de dizaines de kilobases et autour du gène HGA3 

L’étude détaillée des régions 8 et 9 du contig Rph7 (Figure 27 p 194) montre que sur les huit 

CO présents dans ces deux régions, sept sont localisés dans l’un des six intervalles définis qui 

encadrent un gène (Figure 28). En effet, six sont situés dans l’intervalle contenant le gène 

HGA3 et un dans l’intervalle contenant le gène SOS1. Le dernier CO est placé dans 

l’intervalle entre les gènes HGA1 et HGA3 sans pouvoir le rattacher à une séquence codante 

quelconque. 

Sur l’intervalle de 23 kb entourant le gène HGA3 (Figure 29), la distribution des CO est 

différente de celle observée chez la population CsRe. Aucun CO n’est situé dans la partie en 

amont du gène, la majorité se localisant sur le gène lui-même. Deux CO sont également 

présents dans la partie en aval du gène sans que l’on puisse déterminer s’ils sont localisés 

dans le dernier exon ou dans la partie extérieure au gène. De plus, la distribution des CO est 

corrélée de manière significative avec le taux de GC (R2 = 0.66, Tableau 10). 

Ainsi, au sein de la population CsCt, l’analyse fine montre que les CO se localisent sur des 

régions encadrant les gènes et notamment au niveau du gène HGA3 où les CO se localisent 

sur le gène. 

c Conclusion 

En conclusion, nous pouvons dire que l’analyse détaillée d’une séquence de plusieurs Mb 

chez le blé tendre tend à montrer que les CO sont plus fréquemment localisés à proximité ou 

dans les gènes, suggérant que la distribution des gènes pourrait expliquer la distribution des 

CO. 
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V Discussion et perspectives 
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1 Distribution des CO sur le chromosome 3B 

La comparaison de la carte génétique avec la carte physique de délétion a montré que la 

fréquence de CO augmente des centromères jusqu’aux télomères. Ainsi, 77 % des CO sont 

présents dans les régions distales couvrant seulement 25 % du chromosome et 27 % des 

régions entourant le centromère sont quasiment dépourvues de CO. Ce même pattern de 

distribution des CO a été observé pour la première fois sur les chromosomes du groupe 7 par 

Werner et al. (1992) puis sur l’ensemble des chromosomes du blé tendre par Erayman et al. 

(2004). Ainsi, bien que ce chromosome soit le plus grand (995 Mb), son pattern de 

distribution des CO est identique aux autres. Il peut donc servir de modèle pour comprendre la 

distribution des CO sur les chromosomes du blé tendre. 

 

Ce type de distribution des CO est aussi observé chez les espèces à grand génome comme le 

maïs (Anderson et al. 2003), l’orge (Kunzel et al. 2000), le sorgho (Kim et al. 2005) alors que 

chez les espèces possédant un génome plus petit comme le riz ou la tomate, ce gradient du 

centromère aux télomères est beaucoup moins important voire inexistant (Chen et al. 2002; 

Sherman et Stack 1995). La raison de la formation de ce gradient reste pour l’heure 

inexpliquée mais plusieurs hypothèses ont été émises telles que l’influence de la position 

d’une région sur l’axe centromère-télomère signifiant que la position distale expliquerait les 

fortes fréquences de CO au niveau des régions distales ou la présence de différents types de 

séquences. Tout récemment, Lukaszewski (2008) a montré que sur un chromosome de seigle 

portant un bras long inversé, les chiasmas se forment au niveau des régions proximales et non 

plus dans les régions distales sur le bras inversé montrant que seul le type de séquences est 

responsable de la formation des CO. Ainsi, certaines régions comme celles présentes dans les 

régions distales des chromosomes de blé et présentant un type particulier de séquence seraient 

« aptes » à la formation de CO et d’autres non comme celles présentes dans les régions 

proximales et présentant un autre type particulier de séquence. La différence entre ces deux 

types de séquences reste encore inconnue ainsi que leur relation précise avec le mécanisme de 

recombinaison. 
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Chez les espèces possédant un grand génome, Dawe et al. (1998) et Prieto et al. (2004) ont 

observé que la chromatine se décondense et s’étire dans les régions terminales et                

sub-terminales des chromosomes en début de méiose. De plus, Colas et al. (2008) ont 

récemment observé que si la décondensation des chromosomes est inhibée sur un 

chromosome de blé, la formation des CO est inhibée simultanément suggérant que cette 

décondensation est importante pour la formation des CO. Elle pourrait favoriser l’accès à la 

machinerie de recombinaison, permettre ainsi la formation des CO et expliquer les fortes 

fréquences de CO dans ces régions. 

Cette décondensation, sous le contrôle du locus Ph1, serait nécessaire pour permettre la 

reconnaissance entre chromosomes homologues en entraînant leur décondensation de façon 

synchronisée et ainsi éviter l’appariement entre homéologues (Martinez-Perez et Moore 

2008). Retrouvée uniquement au niveau des régions distales, la restriction à ces régions 

pourrait être liée avec le type de séquence particulier présent au sein de celles-ci. Ainsi, le 

type de séquence présent au sein des régions distales pourrait subir la décondensation induite 

par le mécanisme de reconnaissance des homologues alors que le type de séquence présent 

dans les régions proximales ne permettrait pas la décondensation des régions proximales. Ce 

mécanisme de reconnaissance des chromosomes homologues présent au sein du blé 

hexaploïde combiné aux différents types de séquence entre régions distales et proximales 

pourraient être la cause des fortes fréquences de CO observées dans les parties distales. 

En absence du locus Ph1, la décondensation se produit même si le deuxième homologue n’est 

pas présent suggérant que la décondensation dans ces régions serait donc réalisée par un 

mécanisme encore inconnu et contrôlé par la présence du locus Ph1. Ainsi, la plupart des 

espèces étant des polyploïdes ou des anciens polyploïdes, la présence de ce gradient chez 

d’autres espèces comme le maïs pourrait indiquer la présence d’un mécanisme identique de 

reconnaissance des homologues. 

 

Pour valider ces hypothèses, il serait donc intéressant de regarder sur le chromosome 3B si les 

régions qui subissent une décondensation de la chromatine dans les régions distales au cours 

des premiers stades de méiose sont les mêmes que celles qui présentent des fréquences de CO 

importantes. L’analyse menée par Prieto et al. (2004) et Colas et al. (2008) a été effectuée sur 

le chromosome 1D comportant un fragment de seigle couvrant les 15 % distaux, ce qui a 

limité l’analyse de la décondensation de la chromatine à ce fragment de seigle sans pouvoir 

conclure si l’élongation observée était la même sur les différentes régions du fragment. 
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La carte physique du chromosome 3B récemment développée pourrait nous permettre de 

mieux appréhender la décondensation de la chromatine en début de méiose et sa relation avec 

la formation des CO. 

 

Nous pourrions utiliser les contigs de la carte physique du 3B dont une petite vingtaine est 

maintenant séquencée pour développer des sondes utilisables en FISH et réparties tout le long 

des bras du chromosome 3B. Ces sondes permettraient dans un premier temps de déterminer 

l’étendue de la décondensation de la chromatine en comparant les distances observées entre 

chacune pendant les premiers stades de la méiose avec celles mesurées pendant des stades 

pré-méiotiques servant ainsi de témoin. Ces données seraient comparées avec la position 

génétique des sondes déterminée par les marqueurs moléculaires présents sur les mêmes 

contigs que celles-ci. Ces analyses permettraient ainsi dans un deuxième temps de déterminer 

si la décondensation est réellement inhibée au niveau des régions proximales faiblement 

« recombinogènes » et si les régions distales présentant de fortes fréquence de CO sont les 

mêmes que celles qui subissent la décondensation. Cette étude serait réalisée sur des individus 

F1CsRe qui sont les individus à partir desquels nous avons effectué l’étude de la distribution 

des fréquences de CO mais aussi sur les lignées Cs et Re servant de témoin. 

 

La structure de la chromatine a un impact considérable sur la distribution des CO chez des 

espèces autres que le blé (Kirik et al. 2006; Lopez et al. 2008; Tsai et al. 2008). Ainsi, nous 

pourrions également regarder s’il existe, en plus de la décompaction des régions distales qui 

s’opère sous le contrôle du locus Ph1, d’autres modifications particulières de la structure de la 

chromatine. Cela pourrait être réalisé en regardant la structure en 3D du chromosome 3B au 

cours des premiers stades de méiose. Tout récemment, une nouvelle technique de microscopie 

nommée 3dSIM (three-dimensional structured illumination microscopy) a été mise au point 

(Carlton 2008). Elle permet une amélioration de la visualisation des chromosomes d’un 

facteur 2 par rapport aux anciennes techniques. Cet auteur montre que celle-ci pourrait être 

utilisée pour observer l’organisation structurelle des chromosomes à la méiose. Une 

visualisation du chromosome 3B nous permettrait donc de déterminer s’il existe des 

différences de structure entre régions proximales et régions distales. 
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Figure 30 Différentes caractéristiques du chromosome 3B. 

Les sept régions riches en gènes décrites par Erayman et al. (2004) sont représentées sur le 
chromosome de gauche par des segments bleus pour des régions moyennement riche en gènes 
(20 à 40 %) et par des segments rouges pour des régions très riches en gènes (50 à 60 %). Le 
nom de chacune est indiqué sur la gauche. Le chromosome du milieu représente les 
différentes bandes C du chromosome 3B (Gill et al. 1991). Ces deux caractéristiques sont 
mises en relation avec les 16 bins de délétion du chromosome 3B (représentation de droite). 
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L’étude de la distribution des CO sur le chromosome 3B réalisée à partir de la carte physique 

de délétion reste grossière car la taille physique des bins de délétion a été estimée 

cytologiquement. Le manque de distance physique précise est un frein considérable pour 

l’étude de la distribution des CO sur le chromosome 3B. La mise en place de la séquence dans 

les années à venir sera ainsi une révolution pour ce type d’analyse comme nous l’avons 

constaté à travers l’étude sur la région Rph7 totalement séquencée. Dans cette perspective 

lointaine, il serait intéressant de densifier la carte CsRe notamment dans les régions distales 

où il reste encore des régions pauvres en marqueurs pour pouvoir la comparer avec la 

séquence du chromosome 3B dès que celle-ci sera disponible. 

2 Chute de la fréquence de CO à l’extrémité du bras court 

La résolution de notre étude a permis d’observer une chute de la fréquence de CO à 

l’extrémité du bras court du chromosome 3B plus particulièrement dans le bin de délétion le 

plus distal (3BS3-0.87-1.00). 

Cette observation pourrait s’expliquer par le fait que nous n’avons pas pris en compte 

l’ensemble des CO qui se produit sur l’extrémité du bras court en raison d’un manque de 

marqueurs télomériques ou proches du télomère. Cependant, nous avons plusieurs arguments 

qui laissent penser que la totalité des CO présents dans ce bin a été pris en compte dans notre 

étude. En particulier, l’ancrage des marqueurs de la carte génétique F2CsRe sur les contigs de 

la carte physique auxquels ont également été assignés des EST de blé fourni des relations de 

synténie précieuse. Ainsi, les marqueurs gwm1034 (absent sur les cartes du manuscrit mais 

co-ségrége avec wmm756) et cfb6012 sont ancrés sur des contigs portant respectivement les 

EST BE404656 et BJ302829. Ces deux EST correspondent aux gènes de riz Os01g01960 et 

Os01g03100 localisés en position 500 kb et 1 Mb sur le chromosome orthologue du riz 

(chromosome 1). Les marqueurs gwm1034 et cfb6012 sont respectivement cartographiés à 

5,5 et 7,4 cM du marqueur gwm389 le plus distal du bras court ce qui suggère que la région 

synténique comprenant ce marqueur chez le riz serait située à une position très inférieure à 

500 kb et donc très proche du télomère sur le chromosome 1 de riz. 

L’hétérochromatine étant associée à des faibles fréquences de CO chez la plupart des espèces 

étudiées comme chez la pomme de terre, la tomate, le sorgho, le maïs (Gaut et al. 2007; 

Iovene et al. 2008), la présence du bloc important d’hétérochromatine retrouvée au sein de ce 

bin de délétion pourrait expliquer la chute de la fréquence de CO dans cette partie distale 

(Figure 30). 
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Nos résultats sont cependant contradictoires avec ceux présentés par Erayman et al. (2004) 

qui montrent, par comparaison d’une carte génétique et d’une carte physique consensus des 

chromosomes du groupe 3, que la fréquence de CO est maximum dans le bin de délétion le 

plus distal (3BS3-0.87-1.00). Ces différences avec nos résultats s’expliquent 

vraisemblablement par le fait qu’ils ont utilisé des cartes consensus dont la précision est 

moindre mais également qu’un très faible nombre de leurs marqueurs a été assigné aux bins 

de délétion. 

 

Cette chute de fréquence de CO observée sur le bras court n’est pas retrouvée au niveau de 

l’extrémité du bras long dans notre étude. Cependant, une chute similaire au niveau du bras 

long est mentionnée par Lukaszewski et Curtis (1993) lorsqu’ils utilisent le pattern de          

C-banding comme marqueur. Le fait que nous n’observions pas de décroissance de la 

fréquence des CO en position distale sur le bras long est vraisemblablement dû à la trop 

grande taille du bin distal 3BL7-0.63-1.00 (208 Mb). Cette hypothèse pourrait être vérifiée en 

utilisant d’autres lignées dont la délétion serait localisée en position plus télomérique. Une 

telle lignée existe (3BL11, Endo et Gill 1996) mais nous ne sommes pas parvenus à isoler 

cette délétion à l’état homozygote et nous n’avons donc pas pu exploiter ce matériel. Une 

façon de pallier ce manque serait de développer d’autres lignées de délétion ou d’autres types 

de matériel tels que des hybrides d’irradiation (Riera-Lizarazu et al. 2008). De telles lignées 

sont en cours de production pour faciliter l’ancrage des contigs physiques sur les cartes 

génétiques (S Kianian, communication personnelle). 

 

Une chute de la fréquence de CO aux extrémités distales des chromosomes a déjà été 

observée au sein d’un croisement entre le seigle et le blé (Lukaszewski et al. 2004) mais 

également au sein d’un croisement entre le ray-grass et la fétuque dans les régions terminales 

du chromosome 3, l’orthologue du chromosome 3B (King et al. 2002; King et al. 2007). Le 

développement de cartes à haute résolution pour l’ensemble des chromosomes du blé tendre 

(www.wheatgenome.org) permettra de confirmer ou non si cette chute de la fréquence de CO 

est un phénomène général ou une spécificité du chromosome 3B. Le fait que See et al. (2006) 

observent que 70 % des CO se produisent dans les 23 Mb distaux du chromosome 4B suggère 

que le pattern de distribution des CO dans les régions les plus distales semble spécifique à 

chaque chromosome. 
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3 Différence du taux de CO entre la méiose mâle et la méiose 

femelle 

L’utilisation de deux populations haploïdes doublés CsCt, l’une réalisée par gynogenèse et 

l’autre par androgenèse, a permis de comparer les taux de CO entre méiose mâle et méiose 

femelle sur le chromosome 3B. 

Alors que nous n’avons observé aucune différence en termes de nombre de CO à l’échelle du 

chromosome entier, des différences apparaîssent à des échelles plus fines. Notamment, l’étude 

de 31 régions réparties sur le chromosome a montré la présence d’une région située dans le 

bin de délétion le plus distal du bras long (3BL7-0.63-1.00) où le taux de CO est dix sept fois 

plus important chez la femelle. Ces résultats diffèrent de ceux obtenus par Wang et al. (1995) 

et Guzy-Wrobelska et al. (2007). Wang et al. (1995) ont montré, en utilisant 16 marqueurs 

répartis sur les chromosomes des groupes 6 et 7, que le taux de CO à l’échelle du 

chromosome est plus important chez un des deux sexes et ceci de manière chromosome 

spécifique alors que nous n’avons observé aucune différence au niveau du chromosome 3B 

entier entre les deux sexes. Guzy-Wrobelska et al. (2007) ont montré sur le chromosome 3B, 

en utilisant cinq marqueurs et deux populations haploïdes doublés (76 lignées issues de 

gynogenèse et 82 issues d’androgenèse) issues d’un croisement entre les variétés Eta et 

Darkhan15, que le taux de CO est plus important chez le mâle que chez la femelle sur un 

intervalle du bras long. Cette différence se localise sur la partie du bras long où au contraire 

nous observons simultanément un intervalle pour lequel le taux est plus important chez le 

mâle (Xgpw4034-Xnw2706) et celui où le taux est plus important chez la femelle 

(Xwmm1133-Xwmm702). Ces différences de résultats sont vraisemblablement dues soit aux 

différentes variétés utilisées soit aux faibles effectifs tant en nombre de marqueurs que 

d’individus utilisés par ces deux équipes comparativement à nos données. 

 

L’hétérochiasmie est un phénomène présent chez la plupart des organismes étudiés 

(Lenormand et Dutheil 2005b; Lorch 2005). Celle-ci peut se manifester par une différence à 

l’échelle du génome entier où la femelle présente un taux de CO plus important que le mâle 

comme chez l’humain, la souris, le cochon ou encore le chien ou l’inverse comme chez le pin 

ou Arabidopsis thaliana (Tableau 12 en Annexes p 325, (Lenormand et Dutheil 2005b; Lorch 

2005). 
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L’hétérochiasmie que nous observons sur le chromosome 3B ne présente pas de différence à 

l’échelle du chromosome entier mais des différences plus locales comme cela a déjà été 

observé chez certaines espèces de céréales telles que l’orge ou le millet (Busso et al. 1995; 

Lenormand et Dutheil 2005b). Ces différences locales et notamment celle au niveau de la 

région où le taux de CO est dix sept fois plus important chez la femelle restent difficiles à 

expliquer. De tels phénomènes locaux ont également été mentionnés chez l’humain où une 

région de 8 Mb présente un taux de CO seize fois plus important chez la femelle par rapport 

au mâle (Matise et al. 2002). 

Plusieurs facteurs sont évoqués pour expliquer ces différences locales tels que l’accessibilité 

de la chromatine ou l’expression sexe-spécifique de certains gènes (Matise et al. 2002). En 

effet, les régions montrant des phénomènes d’empreinte génétique, c'est-à-dire des régions où 

l’expression des gènes est différente entre les allèles provenant du mâle et ceux provenant de 

la femelle (Efstratiadis 1994), présentent des différences de taux de CO entre les deux sexes 

chez l’humain (Lercher et Hurst 2003). Ce facteur pourrait donc expliquer les différences 

observées sur le chromosome 3B. 

 

La connaissance et la prise en compte de l’impact du sexe sur le taux de CO global ou local 

sont des phénomènes importants en particulier pour déterminer le type de population à 

développer pour un projet de clonage positionnel dans le but de minimiser le nombre 

d’individus à analyser et maximiser le nombre de recombinants dans la région d’intérêt. 

 

L’étude fine de la région présentant une différence importante de taux de CO entre la méiose 

mâle et la méiose femelle pourrait être intéressante pour comprendre quels sont les facteurs 

autres que la séquence qui gouvernent la formation des CO. Pour cela, dans un premier temps, 

il serait nécessaire de confirmer cette différence. Deux populations de backcross (une mâle et 

une femelle) issues du croisement entre Cs et Re en cours de développement nous permettrons 

de de valider ce résultat sur ce nouveau croisement et de disposer d’effectifs de population 

plus importants pour l’étude fine de cette région. Si la différence entre le taux de CO mâle et 

le taux de CO femelle est confirmée dans cette région, il serait ensuite nécessaire d’affiner la 

position exacte de la zone montrant une différence de taux de CO entre les deux sexes et, une 

fois la zone identifiée avec plus de précision, d’en établir la carte physique. Celle-ci pourrait 

être séquencée afin de tenter d’identifier la (ou les) cause (s) de l’écart de recombinaison. En 

effet, cette séquence permettrait dans un premier temps de déterminer les gènes présents dans 

cette région et de tester leur expression spécifiquement chez l’un ou l’autre des deux sexes. 
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De plus, grâce à la séquence nous pourrions développer des sondes FISH et regarder si 

l’élongation de la chromatine est différente entre les deux sexes par le même type d’analyse 

que celle décrite auparavant (paragraphe 1 p 205). 

4 Présence d’interférence positive sur le chromosome 3B 

Nous avons étudié l’interférence entre CO sur le chromosome 3B en utilisant pour la première 

fois chez le blé le modèle gamma et son paramètre m associé ainsi que le calcul des 

coefficients de coïncidence. Les valeurs de m (1.2 chez le mâle et 3.5 chez la femelle) 

montrent la présence d’une interférence modérée sur le chromosome 3B. Ces valeurs sont 

proches des valeurs observées chez d’autres espèces comme chez la tomate (1.3 et 1.9 pour 

les chromosomes 1 et 2 respectivement, Lhuissier et al. 2007), chez l’humain (2.3, Broman et 

Weber 2000) ou chez Arabidopsis thaliana (de 3 à 9, Copenhaver et al. 2002). 

 

L’étude du coefficient de coïncidence montre que pour des distances inférieures à environ    

10 cM, l’interférence positive est très importante. Ce résultat a été confirmé sur l’ensemble 

des 1734 individus de la population F2CsRe lorsque nous avons criblé les individus 

recombinants entre les locus Xgwm389 et Xgwm493 distants d’environ 12 cM. En effet, aucun 

individu ne présente de double CO sur la même chromatide. Chez le blé et l’orge, Peng et al. 

(2000) et Esch et Weber (2002) ont montré, à l’inverse de nos résultats, la présence 

d’interférence négative agissant sur de courtes distances génétiques. Peng et al. (2000) ont 

utilisé une population F2 pour réaliser cette étude. L’utilisation d’une telle population doit se 

faire avec précaution car les valeurs du coefficient peuvent être biaisées du fait que deux 

gamètes indépendants sont présents au sein du même individu. Deux CO ayant eu lieu dans la 

même région mais de manière indépendante provenant ainsi de deux gamètes différents se 

retrouvent chez le même individu et risquent d’être comptabilisés comme un double CO sur la 

même chromatide. De plus, ces deux groupes ont utilisé dans leur étude des intervalles de très 

petite taille avec moins de 10 individus recombinants pour certains, ce qui introduit un autre 

biais dans la mesure du coefficient de coïncidence et notamment une surestimation de sa 

valeur comme observée lors de l’utilisation de valeurs basées sur des rapports (Martin et 

Hospital 2006). 
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L’interférence négative observée par ces auteurs pourrait donc être due à des biais dans les 

méthodes d’analyse utilisées. Ainsi, l’impact de l’interférence serait positif à des faibles 

distances chez le blé comme observé chez la plupart des organismes étudiés (Mezard et al. 

2007). 

Nous observons également que l’interférence agit sur des CO situés de part et d’autre du 

centromère chez le mâle. Ce phénomène est commun et est observé chez la plupart des 

organismes étudiés jusqu’à présent (Drouaud et al. 2007; Lian et al. 2008). 

Contrairement aux autres régions que nous avons analysées, nos résultats suggèrent qu’au 

niveau des régions proximales, l’interférence agit, chez le mâle, sur des distances génétiques 

importantes de l’ordre de 30 cM alors qu’elle est restreinte à des distances d’environ 10 cM 

sur le reste du chromosome. Une hypothèse pour expliquer ce phénomène pourrait être la 

variation de compaction de l’ADN le long du chromosome. Chez l’humain et la souris, 

l’interférence semble corrélée avec la longueur du complexe synaptonémal ou encore la 

longueur du bivalent mesuré en µm (Codina-Pascual et al. 2006; Petkov et al. 2007). Ce 

résultat suggèrerait que l’intensité de l’interférence serait constante sur un chromosome par 

unité de taille physique des chromosomes (en µm). Cependant, les distances estimées en µm 

ne prennent pas en compte la variation de compaction de la chromatine et un µm correspond à 

une distance physique estimée en Mb plus importante dans les régions fortement compactées 

par rapport aux régions plus relâchées. Les régions entourant le centromère du chromosome 

3B étant riches en hétérochromatine (Figure 30), celles-ci ont vraisemblablement un degré de 

compaction important. Un µm dans ces régions représente ainsi une distance physique en Mb 

beaucoup plus importante que dans les régions plus distales. Si l’interférence est la même sur 

un µm dans les régions proximales et dans les régions distales, elle va agir sur de plus grandes 

distances physiques en Mb au niveau des régions proximales. L’importante taille physique en 

Mb de ces régions au niveau du centromère permettrait ainsi la formation d’un nombre plus 

important de CO, ce qui entraînerait une distance génétique plus importante. 

5 Effet de l’état hétérozygote Chinese Spring/Renan sur la 

distribution des CO à l’échelle du chromosome 

La présence d’une mosaïque de régions hétérozygotes Cs/Re et homozygotes Cs sur le bras 

long du bivalent délété 3B de l’individu F2CsRe3BS4 n°369 nous a permis de déterminer 

l’impact de l’hétérozygotie CsRe sur la distribution des CO. 
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Nous avons observé une augmentation significative du taux de CO dans la région homozygote 

la plus distale du bras long sur le bivalent délété comparée à cette même région à l’état 

hétérozygote sur le bivalent entier. 

 

Deux facteurs peuvent contribuer à cette augmentation : la délétion du bivalent sur le bras 

court et l’état homozygote Cs. 

En effet, la délétion du bras court entraîne une réduction de la formation des CO sur ce bras 

qui pourrait être compensée par une augmentation du nombre de CO sur le bras long (Wijnker 

et de Jong 2008). Cependant, cette hypothèse semble peu probable car nous n’observons pas 

d’augmentation similaire au niveau de la partie distale du bras long à l’état hétérozygote sur le 

bivalent 3B composé d’un chromosome délété et d’un chromosome entier et où la fréquence 

de CO est également inhibée sur la partie diploïde du bras court. 

Il semble donc que cette augmentation serait plutôt due à l’état homozygote Cs de cette région 

sur le bivalent délété. Cependant, le passage à l’état homozygote dans les régions 

intermédiaires et proximales (etude de la descendance de l’individu F3CsRe3BS4 n°357) ne 

provoque pas d’augmentation similaire du taux de CO. Cette différence entre le 

comportement des régions distales et des régions proximales pourrait s’expliquer par une 

divergence de séquence entre les variétés Cs et Re plus importante au niveau des régions 

distales qu’au niveau des régions proximales. Le passage à l’état homozygote provoquerait 

ainsi une augmentation plus importante du taux de CO dans les régions distales. Cette 

hypothèse est en accord avec un ensemble de résultats présents dans la littérature. En effet, 

des différences de séquence comme des insertions/délétions entre chromosomes homéologues 

du blé où des différences de synténie entre les chromosomes orthologues du blé et du riz sont 

plus importantes dans les régions distales fortement recombinogènes (Akhunov et al. 2003a; 

Akhunov et al. 2003b; See et al. 2006). De plus, les données de polymorphisme obtenues à 

partir des marqueurs SSR issus des extrémités de BAC de la banque 3B montre aussi un 

polymorphisme plus important dans les régions distales du chromosome. 
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6 Effet de la position distale sur la distribution des CO 

Nous avons étudié le taux de CO sur un bivalent 3B délété pour lequel 45 % des régions 

distales du bras court sont absentes afin de déterminer si le fait de positionner des régions 

situées initialement en position intermédiaire où la fréquence de CO est faible sur le 

chromosome entier en position distale sur le chromosome délété entraînait une augmentation 

de la formation des CO dans ces régions. Ceci dans le but de déterminer l’influence de la 

position d’une région sur l’axe centromère-télomère et de déterminer ainsi si la position 

distale d’une région est responsable des forts taux de CO observés dans les régions distales. 

Le bras court du bivalent délété de l’individu F2CsRe3BS4 n°369 étant composé d’une région 

homozygote Chinese Spring distale et d’une région hétérozygote Chinese Spring/Renan, 

l’utilisation de marqueurs moléculaires nous a contraints à étudier le taux de CO uniquement 

sur la partie hétérozygote. Nous avons noté une très légère augmentation d’un facteur 1.9 du 

taux de CO au niveau de cette région. Cette augmentation n’est cependant pas significative. 

Ceci montre que l’impact de la délétion sur la recombinaison au niveau de cette région est très 

faible. 

Lors d’une expérience similaire, Qi et al. (2002) avaient également observé une augmentation 

du taux de CO d’un facteur 1.6 au niveau de la région hétérozygote proximale à la délétion 

5BL11-0.59. Cependant, en étudiant le nombre de chiasmas par cytogénétique, ils ont noté 

que la distance génétique de la partie homozygote distale qui couvre une région d’environ 25 

Mb (4 % du bras long) subissait en revanche une augmentation de 21.9 cM comparée à sa 

taille génétique lorsque la région était en position intermédiaire sur le chromosome 5B entier. 

Les auteurs ont ainsi conclu que le positionnement distal des régions entraînait une 

augmentation importante du taux de CO et était un des facteurs majeurs expliquant la 

distribution des CO sur les chromosomes de blé. La même conclusion a été obtenue par Jones 

et al. (2002) lors de l’étude d’un chromosome 1B délété. 

 

L’étude du taux de CO au niveau de la partie la plus distale à l’état homozygote n’ayant pas 

été réalisée sur le chromosome 3B, nous ne pouvons pas conclure quant à l’effet de ce facteur 

sur le taux de CO dans la région distale du bin 3BS1-0.33-0.55. Les résultats obtenus par Qi et 

al. (2002) et par Jones et al. (2002) sont cependant contradictoires avec ceux récemment 

publiés par Lukaszewski (2008) qui montre que la fréquence de CO est déterminée par le type 

de séquences et non par la position sur les chromosomes. 
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Dans l’étude de Qi et al. (2002), la région de 25 Mb, où l’augmentation importante du taux de 

CO est observée sur le chromosome délété, présente un taux de CO très important sur le 

chromosome entier. Le type de séquences présent dans cette région serait ainsi « aptes » à la 

formation de CO et le passage de cette région en position distale et à l’état homozygote 

pourrait expliquer l’augmentation du taux de CO observée au sein de cette région. Cependant, 

il est impossible de dire si l’accroissement du taux de CO observé par ces auteurs est dû à 

l’état homozygote ou à la position distale. L’effet de la position distale reste donc encore 

inconnu. 

 

Afin de répondre plus précisément à l’impact de ces différents facteurs, homozygotie des 

régions, position des régions sur l’axe centromère-télomère et type de séquence, nous 

envisageons deux types d’analyses : 

(1) Dans un premier temps, il serait intéressant de poursuivre l’étude sur le bivalent 3B délété 

en étudiant le nombre de chiasmas présents sur la partie homozygote du bras court délété du 

bivalent 3B pour déterminer si le type de séquences proximales a réellement la capacité 

d’inhiber la formation des CO. En effet, la région située en dessous de la fraction 3BS4-0.55 

est une région faiblement recombinogène sur le chromosome entier (fréquence de CO de 0.02 

cM/Mb) et semble donc faire partie des types de séquences qui inhibent la formation des CO. 

Pour étudier cytologiquement les chiasmas sur le bras court délété, nous avons développé une 

sonde spécifique du bras long du chromosome 3B pour pouvoir identifier et suivre le 

comportement de ce chromosome au sein des cellules méiotiques sur des descendants de 

l’individu F2CsRe3BS4 n°369. Si la région homozygote du bin 3BS4-0.55 conserve la 

propriété d’inhiber la formation des CO même à l’état homozygote et placée en position 

distale, elle ne devrait permettre la formation que d’un nombre très limité de CO. Ainsi, si le 

nombre de chiasmas ou CO reste identique à celui observé sur les 55 % proximaux du bras 

court sur le chromosome entier, les résultats seront en accord avec ceux obtenus par 

Lukaszewski (2008) sur un bras de chromosome de seigle, ce qui confirmerait que le type de 

séquence est le facteur prépondérant pour la formation des CO sur les chromosomes de blé 

sans conclure cependant sur l’impact des facteurs homozygotie et position distale. En 

revanche, si le nombre de chiasmas augmente, cela pourra être dû soit au passage en position 

distale de la séquence soit à l’homozygotie de la région, ce matériel particulier n’étant pas le 

mieux adapté car la région distale reste obligatoirement partiellement homozygote ce qui ne 

permet pas de conclure quant à l’effet de la position distale seule (Jones et al. 2002; Qi et al. 

2002). 
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(2) Pour déterminer alors réellement l’impact de la position distale, il serait intéressant 

d’étudier le nombre de chiasmas sur les régions distales des différentes lignées de délétion du 

bras court du chromosome 3B. Ces analyses nous permettraient de séparer les facteurs 

homozygotie et position distale. 

En effet, le facteur homozygotie ne serait pas pris en compte puisque dans ce cas nous ne 

travaillerions que sur des lignées totalement homozygotes Cs. De plus, nous pourrions écarter 

l’effet type de séquences en étudiant uniquement les délétions pour lesquelles les régions 

situées en position proximale à la délétion présentent des fréquences de CO élevées sur le 

chromosome entier comme la lignée 3BS3-0.87 ou encore 3BS7-0.75. 

7 Développement d’outils de génomique, cartographie génétique 

et modification de la fréquence de CO 

7.1 Développement d’outils de génomique 

La complexité du génome du blé tendre (Triticum aestivum, taille de 17 Gb, Zonneveld et al. 

2005, 80-85% de séquences répétées et hexaploïdie) a longtemps limité le développement 

d’outils de génomique chez cette espèce ralentissant ainsi les recherches sur la compréhension 

du fonctionnement et de la structure de son génome. Le développement de la carte génétique 

Chinese Spring x Renan (CsRe) comprenant 102 marqueurs sur un seul chromosome et dont 

les données de ségrégation sont issues d’une même population représente la première carte 

génétique d’une telle densité sur un chromosome de blé. Son développement a été possible 

grâce à la mise en place de la carte physique du chromosome 3B (Paux et al. 2008) qui a 

entraîné le développement d’un nombre important de marqueurs. Notamment, les marqueurs 

ISBP récemment mis au point (Paux et al. 2006) ont permis de combler certains vides 

présents sur la carte génétique et ainsi, malgré leur dominance, ils se sont avérés être très 

intéressants pour couvrir des « déserts » de marqueurs et ainsi densifier la carte génétique. 

 

La comparaison de cette carte génétique avec la carte physique de délétion a montré que 

l’ordre des locus était très conservé entre ces deux cartes. Ceci résulte sûrement de 

l’utilisation commune de la variété Chinese Spring en tant que parent pour la population de 

cartographie génétique et pour l’élaboration des lignées de délétion (Endo et Gill 1996). 
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La carte physique du chromosome 3B étant également développée à partir de la variété Cs, la 

carte génétique CsRe a été utilisée pour ordonner les contigs de la carte physique du 

chromosome 3B (Paux et al. 2008). Ainsi, 27 contigs portant 49 EST et couvrant 25 Mb 

localisés dans la partie distale du bras court ont pu être ordonnés et comparés avec la 

séquence du chromosome 1 de riz. Cela a permis d’identifier quatre inversions entre le blé et 

le riz ainsi que des gènes localisés en position non colinéaire. L’utilisation de cette carte 

génétique associée à la carte physique confirme ainsi mais avec une meilleure résolution, les 

réarrangements observés par ailleurs (La Rota et Sorrells 2004) et suggère que ces 

réarrangements locaux sont plus fréquents qu’attendus. 

 

Jusqu’à présent, la carte de référence internationale était basée sur la population issue du 

croisement entre W7984 et Opata. Cette population avait été choisie car les marqueurs 

développés montraient un taux de polymorphisme élevé entre les deux variétés (environ 80 %, 

Roder et al. 1998) grâce à une procédure optimisée pour la recherche de microsatellites 

polymorphes, W7984 étant un blé synthétique (issu du croisement entre un blé dur, Altar 84 

et une accession d’Ae tauschii apportant le génome D). Dans notre étude, nous avons montré 

que les microsatellites dérivés des séquences d’extrémités des BAC de la banque du 

chromosome 3B mais aussi ceux étudiés au niveau du locus Sr2, montrent le même taux de 

polymorphisme entre les variétés Chinese Spring et Renan qu’entre les variétés W7984 et 

Opata. Ainsi, en plus de l’excellente corrélation entre l’ordre des marqueurs sur la carte 

physique et sur la carte génétique et de la disponibilité de banques BAC de grands fragments 

pour les deux variétés Cs et Re, les parents de cette population présentent un taux de 

polymorphisme important. Il semble donc que cette population CsRe soit un excellent 

candidat pour ancrer les cartes physiques en développement pour les vingt autres 

chromosomes dans le cadre du consortium international de séquençage du génome du blé 

tendre (www.wheatgenome.org). Une population d’environ 2000 lignées recombinantes 

issues de ce croisement et d’ailleurs en cours de développement dans le cadre du projet 

Européen TriticeaeGenome (C Feuillet, communication personnelle). 

 

Avec plus de 100 marqueurs sur ce chromosome 3B, cette carte génétique représente de plus 

un potentiel de marqueurs très important pour les personnes impliquées dans des projets de 

clonage positionnel de gènes sur ce chromosome. 
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7.2 Cartographie génétique 

Cette carte CsRe couvre environ 180 cM ce qui a permis de déduire la présence de 3.6 CO par 

bivalent 3B à chaque méiose. Ces données sont légèrement supérieures aux 2.97 chiasmas 

observés sur le bivalent 3B à chaque méiose par Sallee et Kimber (1978). Cette différence 

pourrait être due à la difficulté d’estimer le nombre exact de chiasmas sur un chromosome. En 

particulier, lorsque deux CO se produisent à une distance proche, ils pourraient n’être 

visualisés que par un seul chiasma. Cette configuration est d’autant plus importante du fait de 

la grande taille du chromosome 3B qui facilite la formation de double CO sur le même bras. 

La comparaison entre le nombre de chiasmas observé génétiquement dans notre étude et la 

valeur estimée par cytogénétique montre que nous avons vraisemblablement pris en compte 

l’ensemble des CO présents sur le bivalent 3B et que l’étude de la distribution des CO sur le 

chromosome entier est de bonne qualité. 

 

Avec une moyenne de 48.3 chiasmas sur l’ensemble des 21 chromosomes (Sallee et Kimber 

1978), la taille estimée des cartes génétiques du génome du blé tendre devrait avoisiner les 

2400 cM. Compte tenu de la légère sous-estimation du nombre de chiasmas que nous avons 

observé sur le chromosome 3B, les tailles des cartes génétiques devraient plutôt être 

comprises entre 2400 et 3000 cM. La taille actuelle des cartes qui couvrent le génome entier, 

le nombre de groupes de liaison étant égal au nombre de chromosomes, est compris entre 

2500 cM et 4000 cM, excédant ainsi pour certaines les valeurs attendues (Akbari et al. 2006; 

Quarrie et al. 2005; Sourdille et al. 2003; Suenaga et al. 2005; Torada et al. 2006; Xue et al. 

2008). 

Notre analyse du coefficient de coïncidence montre de l’interférence positive importante pour 

des intervalles inférieurs à 10 cM et ainsi l’absence de doubles CO dans de tels intervalles. 

L’ajout de marqueurs dans ces intervalles ne devrait donc pas entraîner d’augmentation de 

leur taille génétique. Aux 102 marqueurs de départ présents sur la carte F2CsRe, nous avons 

tout récemment ajouté 233 marqueurs DArT (Diversity Array Technology, 

http://www.diversityarrays.com/) sans modifier significativement la taille génétique du 

chromosome (180 cM par rapport à 178.9 cM) confirmant l’absence de doubles CO sur de 

petits intervalles. La surestimation de la taille des cartes génétiques avec une densité de 

marqueurs importante résulte ainsi plus probablement d’erreurs de génotypage que de la 

détection de doubles CO. Ceci souligne la vigilance nécessaire lors de l’exploitation des 

distances génétiques retrouvées sur les cartes génétiques présentes dans la bibliographie. 
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La présence de cartes génétiques de taille importante pourrait aussi provenir de facteurs 

génétiques, présents chez les parents de ces populations, augmentant le taux global de CO sur 

les chromosomes. La différence de taille des cartes génétiques CsRe et CsCt où chaque 

donnée de génotypage au voisinage d’un CO a été vérifiée soutient cette hypothèse.  

De tels facteurs semblent exister chez les céréales. Un dispositif de type diallèle où quatre 

parents de blé dur ont été systématiquement inter-croisés indique que les populations, 

présentant spécifiquement un des parents, montrent des taux de CO plus importants              

(P. Roumet, communication personnelle). De plus, des études de QTL classiques utilisant le 

nombre de CO comme caractère quantitatif afin d’identifier les régions du génome impliquées 

dans la variation du taux de CO ont été menées par Esh et al. (2007) et Bovill et al. (2008). Ils 

ont identifiés des régions sur plusieurs chromosomes notamment le chromosome 2D du blé et 

le chromosome 6H de l’orge. Des gènes candidats potentiels impliqués dans le mécanisme de 

recombinaison comme le gène RAD54 ont d’ailleurs été cartographiés près de certains de ces 

QTL (Bovill et al. 2008) et leur analyse détaillée est en cours (J. Able, communication 

personnelle). 

L’isolement de variétés voire de régions entraînant la présence de taux de CO important serait 

très utile au cours des programmes de sélection pour favoriser la formation de CO entre 

espèces éloignées mais aussi pour diminuer la taille des régions échangées entre les deux 

espèces (Feuillet et al. 2008; Martinez-Perez et Moore 2008). 

 

Dans le but d’isoler de telles régions, il serait intéressant de regarder s’il existe une variabilité 

importante au sein de la diversité des Triticées en termes de taux de CO. 

Ainsi, nous pourrions intégrer lors de l’analyse de l’élongation des parties distales du 

chromosome 3B en utilisant les sondes FISH (décrites dans le paragraphe 1 p 205), un 

ensemble de lignées sélectionnées sur la base de carte génétique de taille importante. Si la 

décondensation de la chromatine dans les parties distales est responsable des fortes fréquences 

de CO observées dans ces régions alors l’analyse de la collection d’individus nous permettrait 

de voir s’il existe de la variabilité en termes de taille de décompaction de la chromatine entre 

variétés afin d’isoler celles présentant la décondensation la plus importante et 

vraisemblablement la plus forte fréquence de CO. 

Une recherche des déterminants génétiques permettant des taux de CO plus importants 

pourrait ensuite être conduite par une recherche de QTL en étudiant la descendance du 

croisement entre la variété présentant la plus longue élongation avec celle présentant la plus 

faible. 
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7.3 Modification de la fréquence de CO dans les régions proximales 

L’étude de la distribution des CO sur le chromosome 3B montre que la fréquence de CO peut 

être très faible dans les régions les plus distales comme à l’extrémité du bras court ou au 

contraire être modérée dans les parties intermédiaires voire proximales comme dans le bin 

3BL1-0,31-0,38. Ainsi, bien que la majorité des gènes clonés chez le blé se localise dans les 

parties distales, le clonage de gènes pourrait se révéler difficile dans ces régions du fait d’une 

variation locale de la fréquence de CO alors qu’il pourrait être facilité dans des régions 

intermédiaires où cette fréquence est ponctuellement accrue. 

Cependant, les très faibles fréquences de CO observées dans les régions proximales restent un 

frein considérable au clonage positionnel de gènes dans le voisinage des centromères de 

même qu’elles sont un handicap pour ordonner les contigs des cartes physiques au niveau de 

ces régions. 

 

Pour surmonter ce problème des faibles fréquences de CO dans les régions proximales, 

plusieurs solutions pourraient être envisagées : 

 

(1) Une première façon de résoudre ce problème serait d’augmenter le nombre de plantes 

analysées de façon à accroître la probabilité d’identifier des individus montrant des 

événements de CO dans ces régions. Cependant, des estimations basées sur les données déjà 

acquises (fréquences de CO dans les régions proximales entre 0 et 0.1 cM/Mb) suggèrent 

qu’il faudrait développer des populations supérieures à 15 000 individus pour obtenir un CO 

tous les 500 kb au niveau des régions où la fréquence est de 0.1 cM/Mb et beaucoup plus pour 

les autres régions. Si cela est techniquement faisable, cette solution serait longue et 

laborieuse. 

 

(2) Une deuxième façon consiste à travailler non plus sur une liaison génétique entre les 

marqueurs mais sur une liaison physique qui ne dépend pas de la distribution des CO. Ceci 

peut être obtenu soit en développant un panel d’échantillons pour réaliser du « happy 

mapping » (Riera-Lizarazu et al. 2008) soit en travaillant à l’aide d’hybrides d’irradiation qui 

sont en cours de développement pour le chromosome 3B (S. Kianian, communication 

personnelle). 
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(3) Une troisième façon pourrait être d’induire une augmentation de la fréquence des CO dans 

ces régions proximales. Deux articles récents proposent des solutions pour augmenter la 

fréquence de CO sur les chromosomes (Martinez-Perez et Moore 2008; Wijnker et de Jong 

2008). Wijnker et de Jong (2008) parlent ainsi de modifications structurales des chromosomes 

pour augmenter la fréquence des CO sur certaines parties. Cependant, les modifications que 

nous avons entraînées (passage en position distale et passage à l’état homozygote Cs) lors de 

l’étude du chromosome 3B ne provoquent pas d’augmentation de la fréquence des CO et 

semblent donc ne pas être adaptées à ce génome. Martinez-Perez et Moore (2008) proposent 

plusieurs autres solutions, comme inhiber l’interférence entre CO, augmenter le temps des 

premiers stades de méiose où ont lieu la formation des CO ou encore utiliser des mutants qui 

provoquent un déplacement de la distribution des CO sur les chromosomes. 

Cette dernière méthode semble particulièrement intéressante pour induire la formation de CO 

dans des régions inhabituelles et pourrait être utilisée chez le blé pour provoquer la formation 

de CO dans les régions proximales. En effet, Martinez-Perez et Moore (2008) ainsi que Kirik 

et al. (2006), Mieczkowski et al. (2007) et Tsai et al. (2008) montrent qu’un nombre 

important de mutants chez les levures, chez C. elegans et chez Arabidopsis thaliana 

provoquent un déplacement ou une augmentation de la formation des CO sur les 

chromosomes. Ces gènes codent pour des protéines qui entraînent une modification des 

marques épigénétiques de la chromatine ou qui induisent des perturbations de la compaction 

de la chromatine. L’utilisation de tels mutants pourrait s’avérer efficace pour augmenter les 

fréquences de CO dans les régions proximales où la chromatine particulièrement compactée 

semble entraîner les faibles fréquences de CO. A partir de l’ensemble de ces gènes présents 

chez les autres espèces, nous pourrions faire une recherche dans les bases de données de blé 

pour déterminer leur existence au sein du génome de blé. Après l’isolement de ces gènes et 

leur caractérisation, nous pourrions muter les plus intéressants par RNAi et déterminer les 

conséquences sur la distribution des CO et notamment si de tels mutants provoquent une 

augmentation de la fréquence de CO dans les régions proximales. 

8 Immuno-localisation des protéines intervenant dans la 

résolution des jonctions de Hollyday 

L’utilisation d’anticorps dirigés contre la protéine MLH1 est une technique qui se développe 

considérablement. 
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Elle ne s’avère pas extrêmement précise pour la localisation des CO sur les chromosomes 

mais elle permet d’avoir une très bonne estimation du nombre de CO présents sur chaque 

chromosome comparée à la visualisation des chiasmas qui reste difficile. Cette protéine 

marquant vraisemblablement les CO de classe I présentant de l’interférence, l’utilisation 

d’anticorps dirigés contre les protéines MUS81 ou MMS4 qui marquent les CO de classe II 

permettrait une analyse exhaustive du nombre de CO présents sur les chromosomes. 

Bien que cette technique ne soit pas encore mise au point chez le blé, la visualisation des foci 

MLH1, MUS81 ou MMS4 permettrait d’observer l’ensemble des CO présents sur les 

chromosomes sans ambigüité et pourrait s’avérer être la meilleure technique pour étudier la 

diversité du taux de CO intra-espèces et utiliser l’observation de ces foci comme caractère 

phénotypique dans les analyses de QTL de taux de CO (2) pour déterminer le nombre de CO 

présents sur les lignées de délétion du bras court pour l’étude de l’impact de la position 

distale. 

De plus, cette technique couplée au marquage du complexe synaptonémal nous permettrait de 

déterminer si la longueur du complexe synaptonémal est corrélée avec le nombre de CO 

présents sur les chromosomes comme cela a été observé chez la souris (Petkov et al. 2007). 

 

Le développement d’une telle technique chez le blé semble ainsi nécessaire pour mieux 

comprendre la distribution des CO sur les chromosomes. 

9 La taille physique cumulée des gènes gouverne la distribution 

des CO 

Chez les espèces dont le génome est séquencé comme l’humain, la souris, Arabidopsis 

thaliana ou encore le riz, les caractéristiques de la séquence telles que la présence de gènes, le 

pourcentage en GC ou encore la présence d’éléments transposables jouent un rôle dans la 

distribution des CO sur les chromosomes (Drouaud et al. 2006; Kong et al. 2002; Paigen et al. 

2008; Wu et al. 2003). Afin d’analyser pour la première fois chez le blé l’influence de ces 

facteurs sur la distribution des CO, nous avons étudié la distribution des CO dans deux 

populations différentes, Chinese Spring x Renan et Chinese Spring x Courtot, au niveau d’une  

région séquencée de 3,1 Mb située en position distale sur le bras court du chromosome 3B, le 

contig Rph7. 
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Au sein de cette région, l’étude d’une dizaine de sous-intervalles délimités par des couples de 

marqueurs montre sans ambiguïté que la distribution des CO est corrélée de manière 

significative avec la taille cumulée de l’ensemble des gènes au sein de chaque intervalle, 

facteur qui peut expliquer jusqu’à 82 % de la variation de la fréquence de CO sur le contig. 

En d’autres termes plus l’intervalle est riche en gènes de grande taille plus il contient de CO. 

De plus, le découpage fin des sous-régions 8 et 9 montre que la majorité des CO est localisée 

dans des régions de quelques kb entourant les gènes. Ainsi, sur le contig Rph7, les gènes 

jouent un rôle déterminant dans la distribution des CO. 

La distribution des CO observée à partir de la population CsRe montre cependant une 

corrélation plus faible avec la taille cumulée des gènes comparée aux données issues de la 

population CsCt. Les CO observés à partir de la population CsCt sont présents uniquement 

sur le gène (du codon ATG au codon stop) alors que ceux observés sur la population CsRe 

sont présents aussi en amont dans la région promotrice, ce qui pourrait expliquer cette 

différence. Cependant celle-ci reste difficile à comprendre du fait du lien de pedigree entre les 

variétés Renan et Courtot, les séquences identiques retrouvées au niveau des gènes HGA3, 

HGA2, HGA1 et GAD1, et seulement deux marqueurs microsatellites polymorphes entre les 

variétés Ct et Re. La variété Renan est connue pour porter un nombre important de gènes de 

résistance à diverses maladies du blé et le locus Rph7 contient justement des gènes de 

résistance comme le gène FHB1 qui confère une résistance à la fusariose. Il se peut donc que 

l’expression de ces gènes soit différente entre la variété sensible Courtot et la variété Renan ce 

qui pourrait impliquer une variation dans la distribution des CO dans cette région. 

 

L’importance des gènes dans la localisation des CO a déjà été mentionnée auparavant chez le 

blé. Lors d’expériences de clonage positionnel, la relation entre la présence de gènes et la 

présence de CO a été observée à travers l’étude des relations entre distances physiques et 

distances génétiques sur quelques centaines de kb autour des gènes d’intérêt. En particulier, 

Stein et al. (2000) ont montré que sur un intervalle de 30 kb situé proche du gène LR10 et 

contenant trois ORF, la fréquence de CO était importante (1.6 cM/Mb) comparée aux régions 

voisines. En plus de son importance à l’échelle de quelques Mb, la présence de gènes est 

vraisemblablement un facteur important pour expliquer la distribution des CO à l’échelle des 

chromosomes entiers. Ainsi, Erayman et al. (2004) ont montré que 95 % de la recombinaison 

se localisaient dans les zones riches en gènes. 
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Sur le chromosome 3B, ils ont identifié 7 régions riches en gènes, quatre sur le bras long et 

trois sur le bras court (Figure 30 p 210). Sur le bras long, nous avons trouvé que la majorité 

des CO est localisée dans le bin 3BL7-0.63-1.00 qui correspond à la plus importante région 

riche en gènes du bras (3L0.9) identifiée par Erayman et al. (2004). De plus, nous observons 

une augmentation de la fréquence de CO dans le bin 3BL1-0.31-0.38 qui correspond à la 

région riche en gènes majeure du milieu du bras long (3L0.3). À l’inverse, au niveau du bras 

court, nous n’observons pas de relation entre la distribution des CO au sein de notre étude et 

la localisation des régions riches en gènes décrite par Erayman et al. (2004). Nous avons 

observé que la majorité des CO est localisée dans le bin de délétion 3BS8-0.78-0.87 alors que 

la région riche en gènes majeure se localise dans le bin le plus distal 3BS3-0.87-1.00. Comme 

nous l’avons décrit auparavant, cette différence s’explique vraisemblablement par 

l’assignation non systématique des marqueurs aux bins de délétion par Erayman et al. (2004) 

car nous observons que certains marqueurs qu’ils localisent dans le bin le plus distal 3BS3-

0.87-1.00 par déduction avec l’assignation d’autres marqueurs voisins sont en fait assignés au 

sein de notre étude dans le bin 3BS8-0.78-0.87. Ainsi, la région riche en gènes qu’ils 

décrivent dans le bin 3BS3-0.87-1.00 semble plutôt se localiser dans le bin 3BS-0.78-0.87 qui 

présente le plus fort taux de CO. 

En accord avec les données d’Erayman et al. (2004), le fait que nous observons une 

corrélation importante entre la présence de gènes et les fortes fréquences de CO ; Celles-ci 

étant plus faibles dans les régions proximales, cela suggère que la densité et/ou la taille des 

gènes pourraient être plus faibles dans les régions proximales comparées aux régions plus 

distales où la fréquence de CO est importante. Une telle distribution des gènes vient d’être 

clairement montrée chez le sorgho (Patterson et al. 2009) où le même pattern de distribution 

des CO que chez le blé est observé (Kim et al. 2005). Seule la séquence du chromosome 

entier permettra une analyse exhaustive de l’organisation des séquences géniques. Cependant, 

l’absence de gènes au sein du contig L (620 kb) présent dans les régions proximales, la 

densité importante de un gène tous les 60 kb au sein du contig Rph7 mais également la densité 

importante d’EST dans les régions distales observée après leur assignation dans les bins de 

délétion semblent être en faveur de cette hypothèse. 

 

La présence de gènes ainsi que leurs tailles semblent être ainsi un des facteurs majeurs 

contrôlant la distribution des CO sur une région donnée chez le blé. Plusieurs hypothèses 

peuvent expliquer l’influence des gènes sur la distribution des CO. 
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Premièrement, les gènes sont des régions présentant des marques épigénétiques différentes du 

reste du génome en particulier des faibles taux de méthylation de l’ADN (Zhang 2008) 

pouvant entraîner une compaction plus faible de la chromatine comparée aux régions riches 

en éléments transposables qui présentent un fort taux de méthylation et une compaction plus 

importante. Cette compaction moins importante pourrait favoriser l’accès aux facteurs 

impliqués dans la recombinaison et donc la formation des CO. Deuxièmement, comme pour 

les points chauds de type α définis par Petes (2001) chez la levure et l’humain, la fixation de 

facteurs de transcription sur les gènes même s’ils n’induisent pas forcément une transcription, 

pourrait entraîner également une ouverture de la chromatine. Enfin, le pourcentage d’identité 

de séquences entre les deux homologues étant un facteur important pour permettre la 

formation des CO, les gènes constituent les régions les mieux conservées entre les génomes à 

cause des fortes pressions de sélection. Ils seraient donc les sites préférentiels de 

reconnaissance entre chromosomes homologues et de formation des CO au sein d’un génome 

comme celui du blé qui contient environ 85 % de séquences répétées qui elles, évoluent 

beaucoup plus rapidement et montrent donc moins d’identité entre différentes variétés. 

 

Afin de confirmer la relation entre CO et présence de gènes sur le locus Rph7, nous avons 

commencé un re-découpage de ce locus en encadrant précisément les îlots de gènes qu’il 

comporte comme nous l’avons fait pour les sous-régions 8 et 9 afin de déterminer si, comme 

sur ces deux sous-régions, la majorité des CO est localisée dans les quelques kb entourant les 

gènes. De plus, cela nous permettrait également de déterminer où et combien de CO se 

localisent dans des zones sans gènes et de comprendre quels sont ces autres régions qui 

subissent des CO. Au niveau de la sous-région 8, trois CO se trouvent dans une zone de     

124 kb dépourvu de gène. La présence de plusieurs satellites dans cette région pourrait en être 

la raison comme cela a déjà été observé chez l’humain (Jeffreys et al. 2003). Le découpage fin 

de cette région est en cours ce qui nous permettra de conclure quant à cette hypothèse. 

L’étude d’autres régions du chromosome semble aussi indispensable pour déterminer si cette 

relation observée est caractéristique du locus Rph7 ou si elle est conservée sur le reste du 

chromosome. L’étude sur d’autres contigs séquencés présents sur la partie distale du bras long 

est également en cours de réalisation. 
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Il serait également intéressant de travailler de manière plus approfondie sur le gène HGA3. 

Nous avons montré qu’il présente la plus forte fréquence de CO au sein des sous-régions 8 et 

9 et que les CO se répartissent sur l’ensemble du gène sur la population F2CsRe. Cependant, 

les effectifs de CO obtenus au sein de cette région restent trop faibles pour pouvoir donner des 

conclusions significatives sur la distribution des CO sur ce gène. Pour obtenir un nombre de 

CO plus important et étudier finement leur distribution sur ce gène, l’utilisation de la 

technique du typage de pollen pourrait être envisagée comme cela a déjà été fait sur d’autres 

espèces (Llaurens et al. 2008). De plus, grâce aux effectifs développés, nous pourrions 

également étudier la fréquence de conversion génique (NCO) et la comparer avec la fréquence 

de CO. En effet, nous disposons maintenant de cinq SNP entre les génotypes Cs et Re ou Ct 

sur la séquence du gène entre le codon ATG et le codon stop couvrant 2954 pb dont trois sont 

séparés par 200 pb au niveau des exons 4 et 5 où la fréquence de CO est la plus importante. 

Chez la levure, les points de conversion génique représentent une part importante en terme de 

taille de séquence totale du génome à chaque méiose (Mancera et al. 2008). Ainsi, il serait 

intéressant d’étendre l’analyse à plusieurs régions chaudes du locus Rph7 pour déterminer si 

les résultats observés chez la levure sont similaires chez le blé et ainsi déterminer si les NCO 

peuvent jouer un rôle important dans l’évolution du génome du blé. 

 

Enfin, il serait intéressant de comprendre pourquoi la distribution des CO est différente entre 

les populations CsRe et CsCt et notamment au sein de la région de 23 kb entourant le gène 

HGA3. La comparaison de la séquence du gène HGA3 entre Ct et Re montre qu’elles sont 

similaires alors que la distribution des CO est différente au sein du gène. Ce paramètre ne 

semble donc pas être impliqué dans la distribution des CO dans ce cas. Cependant, il serait 

intéressant d’établir la séquence de Re et de Ct au niveau de la région promotrice du gène 

pour voir s’il existe des différences qui pourraient expliquer l’absence de CO sur la 

population CsCt. Nous voudrions de plus évaluer l’expression de ce gène pendant les 

premiers stades méiotiques pour déterminer si une des deux variétés montrent une expression 

différente qui pourrait être à l’origine des différences de distribution des CO. Cette analyse 

pourrait également être étendue à d’autres sous-régions du contig qui présentent une 

différence de fréquence de CO mais également une fréquence de CO identique entre CsCt et 

CsRe afin de voir si l’expression des gènes a un impact sur la distribution des CO. 
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10 Les caractéristiques de la séquence ne sont pas fortement 

corrélées avec la distribution des CO 

Chez la plupart des organismes comme chez l’humain, la souris ou encore l’abeille, la 

distribution des CO est corrélée avec le pourcentage de GC (Beye et al. 2006; Kong et al. 

2002; Paigen et al. 2008). 

Au niveau de la région entourant le gène HGA3, nous observons également une corrélation 

(R2 = 0.66) entre le pourcentage de GC et la distribution des CO avec les données issues de la 

population CsCt. Chez les organismes où une telle corrélation est observée, celle-ci semble 

attribuée au mécanisme appelé biais de conversion génique (BGC pour biased gene 

conversion) qui entraîne une réparation biaisée vers le G ou C lors des appariements non 

corrects de type A-C, A-G ou T-G, T-C qui se produisent pendant les événements de 

conversion génique (NCO) à la méiose (Galtier et al. 2001). Ce mécanisme a été également 

observé chez les Triticées (Haudry et al. 2008), ce qui pourrait ainsi expliquer la corrélation 

que nous avons identifiée à partir des données issues de la population CsCt sur la région 

encadrant le gène HGA3. 

Cependant, l’analyse de la deuxième population (CsRe) pour les mêmes sous-intervalles 

encadrant le gène HGA3 ainsi que l’étude à l’échelle du contig Rph7 entier montre que la 

distribution des CO n’est plus corrélée avec le pourcentage de GC ni avec le ratio CpG, le 

pourcentage d’éléments transposables et le pourcentage de SSR. Les corrélations définies ont 

été réalisées à partir des données de séquence issues de la variété Chinese Spring. A la vue 

des résultats de polymorphisme des marqueurs moléculaires entre Cs et Re que ce soit à 

l’échelle du chromosome entier ou à l’échelle du contig Rph7, la séquence de la variété 

française Renan présente vraisemblablement de nombreuses différences avec la séquence de 

Cs. Ceci pourrait éventuellement entraîner une différence de localisation des CO sur le contig 

Rph7 entre des individus portant un bivalent 3B composé de deux chromosomes provenant de 

la variété Cs et des individus portant un bivalent 3B avec un chromosome provenant de la 

variété Cs et l’autre de la variété Re. Des résultats confirmant cette hypothèse ont été obtenus 

chez le maïs au niveau du locus bronze (Dooner et He 2008) où des variations importantes des 

fréquences de CO ont été observées en fonction des génotypes utilisés lors des croisements et 

notamment lors de la présence ou de l’absence de blocs d’éléments transposables entre les 

deux génotypes. 
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Ainsi, si l’on prend l’exemple du pourcentage de GC, la distribution des CO sur un bivalent 

Cs doit entraîner la distribution du pourcentage de GC observé sur la séquence Cs que nous 

avons analysée. Cependant, la distribution des CO sur un bivalent hétérozygote Cs/Re 

probablement différente de celle observée sur un bivalent homozygote Cs entraîne une 

distribution du pourcentage de GC différente de celle observée sur un bivalent homozygote 

Cs et donc différente de celle observée sur la séquence issue de Cs. Ce décalage entre la 

séquence issue d’une variété et la distribution des CO obtenue à partir de deux génotypes 

pourrait expliquer l’absence de corrélation. 

11 L’hétérozygotie Cs/Re impacte la distribution des CO sur le 

contig Rph7 

Bien que la fréquence globale de CO soit 2.6 fois plus faible sur la population CsCt par 

rapport à la population CsRe, la variation de fréquence de CO le long du contig Rph7 reste 

conservée entre les deux populations. Au sein des régions 7 et 11 (ou 11 et 12 pour CsRe), la 

fréquence de CO est très faible sur les deux populations. 

 

Au niveau de la région 7, l’ensemble des marqueurs spécifiques au chromosome 3B est absent 

chez les variétés Courtot et Renan suggérant la présence d’une délétion d’environ 500 kb chez 

ces deux variétés ou d’une insertion chez la variété Chinese Spring. L’utilisation de certains 

de ces marqueurs sur une core-collection de 372 individus (Balfourier et al. 2007) et sur un 

ensemble d’accessions chinoises et européennes montre une diversité importante dans la 

présence ou non de cette délétion sur l’ensemble des génotypes étudiés (F. Balfourier, 

communication personnelle). Cette délétion est vraisemblablement à l’origine de la faible 

fréquence de CO retrouvée au sein de cet intervalle comme cela a été mentionné chez le maïs 

suite à la présence d’un bloc de rétrotransposons sur l’un des homologues au niveau du locus 

bronze (Dooner et He 2008) ou encore chez C. elegans (Hammarlund et al. 2005). Chez cette 

espèce, la présence d’une large insertion à l’état hétérozygote entraîne une chute locale de la 

fréquence de CO mais également une redistribution de la recombinaison de part et d’autre de 

l’insertion avec une augmentation de la fréquence de CO sur la région voisine située du coté 

du centre d’appariement. Les auteurs ont suggéré que comme l’appariement est initié au 

centre d’appariement et s’étend ensuite sur le chromosome, la présence de cette insertion 

empêcherait la progression de la synapse au sein de certaines cellules entraînant ainsi une 

augmentation des CO dans la région située entre le centre d’appariement et la délétion. 
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Dans notre étude, de fortes fréquences de CO sont également observées de part et d’autre de 

la région présentant la délétion. Bien que nous n’ayons pas étudié la distribution des CO dans 

cette zone avec cette délétion/insertion à l’état homozygote, ces données suggèrent que 

comme chez C. elegans, l’augmentation de la fréquence de CO dans les régions voisines à 

cette délétion serait le résultat de cette délétion. De fortes fréquences de CO étant présentes de 

part et d’autre de la délétion, ceci suggère également que la progression de la synapse pourrait 

se produire dans les deux sens (proximal-distal et distal-proximal). 

 

Au sein des régions 11 ou 12, nous avons observé une fréquence de CO très faible            

(0.16 cM/Mb) pour les deux populations CsCt et CsRe. Nous observons aussi que 78 % des 

marqueurs de cette région montrent du polymorphisme entre CsRe et CsCt. Les séquences de 

Cs d’une part et de Re et Ct d’autre part sont donc très divergentes dans cette zone. La 

présence de polymorphisme entre homologues réduisant considérablement la formation des 

CO comme cela a été observé lors de croisements entre espèces éloignées (Ji et Chetelat 

2007), ce facteur pourrait expliquer la faible fréquence de CO notée dans cet intervalle. Seul 

un séquençage comparatif de la même région chez les variétés Renan et Chinese spring 

permettrait de déterminer réellement le pourcentage de divergence de séquences entre les 

deux génotypes et son impact potentiel sur la distribution des CO. 
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VI Conclusion générale 
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L’ensemble de nos résultats apporte une nouvelle vision concernant la distribution des CO sur 

les chromosomes de blé et les facteurs qui impactent cette distribution. Nous avons observé 

des faibles fréquences de CO, inférieures à 0.1 cM/Mb, pour les régions entourant le 

centromère et couvrant environ 600 Mb soit les 2/3 du chromosome 3B. De plus parmi  

celles-ci, 27 % entourant le centromère sont quasiment dépourvus de CO. Ces analyses restent 

cependant limitées en raison de l’utilisation des lignées de délétion pour le calcul des 

distances physiques. La disponibilité de la séquence du chromosome 3B dans les années à 

venir va permettre une révolution dans l’étude de la distribution des CO sur les chromosomes 

de blé comme nous avons pu le constater sur la région séquencée du Rph7 et chez les espèces 

dont le génome est séquencé et où cette étude a déjà été effectuée. 

La présence des faibles fréquences de CO observées dans les régions proximales pose un 

sérieux problème pour ordonner les cartes physiques au sein de ces régions mais aussi pour le 

clonage de gènes. Une des structures chromosomiques connue comme inhibant la formation 

des CO est la présence d’hétérochromatine. Le pattern de C-banding (Figure 30 p 210) montre 

un fort taux d’hétérochromatine dans les régions proximales suggérant son rôle dans les 

faibles fréquences observées dans ces régions. Cependant, au niveau de certains bins de 

délétion comme le bin 3BL10-0.50-0.63 l’absence d’hétérochromatine associée aux faibles 

fréquences de CO relevées (0.05 cM/Mb) montre que d’autres facteurs sont importants pour 

expliquer la distribution des CO à l’échelle du chromosome entier. 

L’influence de la position d’une région sur l’axe centromère-télomère semble 

vraisemblablement avoir un effet limité sur la formation des CO au sein de cette région mais 

l’impact réel reste encore à définir. Ces résultats montrent ainsi que la position proximale des 

régions n’est pas responsable des faibles fréquences de CO observées au sein de ces régions. 

De plus, la divergence de séquence entre les variétés Chinese spring et Renan n’est pas non 

plus à l’origine des faibles fréquences de CO retrouvées dans les régions proximales. 

L’absence de CO dans ces régions reste ainsi encore inexpliquée. 

Au cours de notre étude, nous avons également relevé que la distribution des CO était 

fortement corrélée avec la présence des gènes au niveau du locus Rph7 et notamment avec la 

taille cumulée des gènes sur un intervalle donné. Les données publiées récemment montrent 

que la structure de la chromatine est essentielle dans la distribution des CO (Kirik et al. 2006; 

Lopez et al. 2008; Tsai et al. 2008). 
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L’explication à la relation que nous observons pourrait ainsi provenir de la faible compaction 

de la chromatine au niveau des gènes. Celle-ci faciliterait en effet l’accès aux facteurs de la 

recombinaison et ainsi la formation des CO. La faible densité en gènes présents au niveau des 

régions proximales suggérée par Erayman et al. (2004) sucite que ces régions seraient 

fortement compactées, ce qui provoquerait un accès restreint aux facteurs impliqués dans la 

recombinaison et l’inhibition observée de la formation des CO. Cette compaction 

augmenterait de plus l’étendue de l’interférence sur de plus grandes distances physiques 

mesurées en Mb limitant davantage la formation de CO. 

 

La structure de la chromatine qui vraisemblablement pourrait être naturellement différente en 

fonction du type de régions (riches ou pauvres en gènes) subit aussi des remaniements durant 

les premiers stades de la méiose. En effet, le mécanisme responsable de la reconnaissance 

entre chromosomes homologues, gouverné par le locus Ph1, entraîne une décondensation de 

la chromatine au niveau des régions subterminales des chromosomes. L’étendue de cette 

modification sur les bras des chromosomes n’a pas encore été déterminée précisement. 

Cependant, cette modification pourrait être fortement facilitée au niveau des régions où la 

densité en gènes est importante et au contraire inhibée au sein de régions pauvres en gènes. La 

combinaison entre le mécanisme de reconnaissance entre chromosomes homologues et le type 

de séquence présent sur le chromosome pourrait entraîner la décompaction et ainsi les fortes 

fréquences de CO observées au niveau des régions distales. 

L’analyse entre la décondensation observée sur les chromosomes pendant les premiers stades 

de la prophase I et la distribution des CO nous permettra de vérifier si cette modification de la 

structure de la chromatine est le facteur majeur impliqué dans la distribution des CO. Dans 

l’avenir, la compréhension des mécanismes qui influencent cette décondensation pourrait 

avoir un impact important pour augmenter la fréquence de CO dans les régions proximales. 
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Lors de la comparaison entre cartes génétiques, nous avons observé des différences de taux de 

CO entre les croisements CsCt et CsRe suggérant de la diversité entre variétés en termes de 

taux de CO sur les chromosomes. Cette observation suscite un intérêt particulier car il 

implique la présence de facteurs pouvant augmenter le taux de CO sur les chromosomes. 

Chez le blé, Bovill et al. (2008) et Esch et al. (2007) ont déjà observé, par une analyse QTL, 

la présence de telles régions en utilisant les croisements disponibles dans les bases de données 

ou au sein de leur laboratoire. Cependant, il serait intéressant dans un premier temps de 

quantifier cette variabilité intra-espèce en utilisant par exemple la longueur d’élongation de la 

chromatine dans les premiers stades de méiose comme marqueur phénotypique. La 

visualisation des foci MLH1, MUS81 ou MMS4, bien que cette technique ne soit pas encore 

mise au point chez le blé, permettrait d’observer l’ensemble des CO présents sur les 

chromosomes et pourrait s’avérer être aussi une technique de criblage très intéressante pour 

étudier la diversité intra-espèces. L’isolement de tels facteurs favorisant la recombinaison 

serait un atout majeur pour développer un matériel végétal adapté pour augmenter le taux de 

CO au cours des programmes de sélection et ainsi accélérer la création variétale. 

 

Enfin, pour améliorer voire contrôler la recombinaison dans les schémas de sélection, il 

apparaît ainsi indispensable de connaître les gènes qui interviennent dans ce processus de 

formation des CO. Si ceux-ci commencent à être bien connus chez les espèces modèles en 

particulier chez la levure et chez Arabidopsis thaliana (Mercier et Grelon 2008), chez le blé, 

les études se sont concentrées majoritairement sur le locus Ph1 (Al-Kaff et al. 2008). 

Cependant, des gènes impliqués directement dans le processus de recombinaison tels que 

MRE11 et TaASY1 commencent a être étudiés plus en détail (Boden et al. 2008; Boden et al. 

2007; Bovill et al. 2008; Crismani et al. 2006; de Bustos et al. 2007; Jenkins et al. 2008). Il 

semble donc pertinent de conduire des études à plus large échelle afin d’identifier et d’isoler 

les gènes impliqués dans le mécanisme de recombinaison chez le blé, de les localiser sur les 

chromosomes et d’étudier leur profil d’expression en particulier en regard des différentes 

copies homéologues (fonctionnalité). Pour cela, il semble tout à fait opportun de s’appuyer 

sur les données obtenues sur les espèces modèles et tout particulièrement celles issues 

d’Arabidopsis. Une fois les différentes copies de ces gènes isolées, il sera également 

intéressant d’aller mesurer la variabilité existante au sein de collections ou de rechercher des 

allèles nouveaux plus efficaces dans des populations de mutants. Ces derniers pourront de 

plus être exploités pour identifier de nouveaux gènes impliqués dans le mécanisme et qui 

pourraient être spécifiques à un organisme polyploïde ou au blé. 
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Le développement de nouvelles variétés élites répondant aux contraintes environnementales 

(moins gourmandes en eau, en engrais, moins sensibles aux ravageurs…) passe 

vraisemblablement par une meilleure exploitation des ressources génétiques disponibles et 

l’introgression d’allèles nouveaux performants ne pourra se faire sans un contrôle précis de 

leur intégration dans les génomes élites via une recombinaison efficace. Seule une étude 

exhaustive des gènes qui sont impliqués dans son processus ainsi qu’une compréhension 

détaillée des facteurs qui influencent la distribution des CO pourront amener à une meilleure 

maîtrise de ce phénomène chez le blé tendre. 
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Figure 31 Modèle de recombinaison homologue SSA. 

a-b/ Formation d’une cassure double-brin au sein d’une molécule d’ADN entre deux 
répétitions (boîtes). La digestion des extrémités 5’ jusqu’au niveau de ces répétitions entraîne 
la formation de deux séquences complémentaires, entre les deux répétitions, qui s’apparient 
(c). L’excision des extrémités 3’, la synthèse d’ADN et la ligation permettent la restauration 
des deux brins avec la perte du fragment situé entres les deux répétitions (d). 
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Figure 32 Modèle de recombinaison homologue BIR. 

a/ Formation d’une cassure double-brin qui entraîne la présence d’une seule extrémité. b-c/ 
Le bout saillant envahit la chromatide homologue, il y a formation d’une boucle, synthèse 
d’ADN et déplacement de la boucle. Le bout envahissant peut se dissocier (d) et se réassocier. 
e/ Le bout envahissant se dissocie et il y a synthèse du brin complémentaire. f/ Pendant la 
migration de la boucle, la synthèse du brin complémentaire au brin envahissant s’effectue. Il y 
a formation d’une fourche de réplication unidirectionnelle. La résolution de la structure 
entraîne la présence de deux molécules semi-réplicatives. g/ La migration de la boucle 
entraîne le déplacement des deux brins nouvellement synthétisés. h/ La boucle peut aussi être 
résolue de manière précoce entraînant la formation de deux molécules semi-réplicatives. 
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Taxons / Espèces Caryotypes 
(N) 

Taille 
génétique 

en cM 

Taille 
physique 

en Mb 

Fréquence de 
recombinaison 

en cM/Mb 
Références 

Arthropodes      
Ixodes scapularis 14 616 2100 0.29 2 
Acyrthosiphon pisum 4 360 303 1.19 2 
Rhyzopertha dominica 9 390 476 0.82 2 
Leptinotarsa 18 1032 450 2.29 2 
Champignons      
Cryptococcus 
neoformans 14 1500 20 75 1 

Coprinus cinereus 13 346 36 37.4 1 
Cochliobolus sativus 15 849 33 25.7 1 
Hymenoptères 
sociaux      

Acromyrmex 
echinatior 18 2236 335 6.7 1 

Apis melifera 16 4115 262 16 1 
Bombus terrestris 18 2760 625 4.4 1 
Pogonomyrmex 
rugosus 16 3558 255 14 1 

Hymenoptères 
parasites      

Bracon Hebetor 10 800 165 4.8 1 
Bracon sp. Near 
Hebetor 10 536 165 3.2 1 

Nasonia vitripennis x 
giraulti 5 765 312 2.5 1 

Trichogramma 
brassica 5 1330 246 5.4 1 

Insectes      
Acrythosiphon pisum 
pisum 5 294 360 1 1 

Aedes aegypti 3 205 793 0.3 1 
Anopheles gambiae 3 215 278 0.8 1 
Armigeres sulbalbatus 3 182 1215 0.1 1 
Bombyx mori 28 1305 510 2.6 1 
Culex pipiens 3 166 528 0.3 1 
Drosophila 
mauretania 3 463 147 3.1 1 

Drosophila 
melanogaster 3 259 157 1.6 1 

Heliconius erato 21 2400 396 6.1 1 
Helioconius 
melpomene 21 1616 292 5.5 1 

Laupala sp. 8 2330 1900 1.2 1 
Leptinotarsa 
decemlineata 18 1302 450 2.3 1 

Rhyzopertha dominica 9 390 476 0.8 1 
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Tribolium castaneum 10 571 199 2.9 1 
Tribolium confusum 10 969 245 4.0 1 
Nématodes      
Caenorhabdtis elegans 6 298 100 2.94 2 
Protostomes      
Crassostrea gigas 10 1096 890 1.2 1 
Crassostrea virginica 10 1077 675 1.6 1 
Dapnia pulex 12 1206 235 5.1 1 
Heterodera Glycines 9 687 93 7.4 1 
Penaeus monodon 44 2292 2000 1.1 1 
Penaeus vannamei 44 4015 2393 1.7 1 
Pristionchus pacificus 6 339 100 3.4 1 
Vertébrés      
Ambystoma tigrinum 14 5251 26950 0.2 1 
Danio rerio 25 1700 2445 1.35 2 
Equus callallus 32 2772 3087 0.9 1 
Gallus gallus 39 3800 1225 3.1 1 
Homo sapiens 23 3615 3191 1.1 1 
Macaca mulatta 21 2048 3077 0.7 1 
Mus musculus 20 1361 3179 0.4 1 
Takifugu rubripes 22 1135 365 3.1 1 
Oncorhynchus mykiss 30 4590 2680 1.71 2 
Papio hamadryas 20 2375 3450 0.69 2 
Plasmodium 
falciparum 14 1556 23 67.7 1 

Rattus norvegicus 21 1503 2750 0.60 2 
Salmo salar 30 901/103 3050 0.16 2 
Toxoplasma gondii 14 592 65 9.6 1 
Trypanosoma brucei 11 1358 26 52.2 1 
 
Tableau 11 Fréquence moyenne de recombinaison chez différentes espèces. 

Références : 1 = (Wilfert et al. 2007), 2 = (Beye et al. 2006). 
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Espèces Mâlea Femellea Rapport mâle / femelle 
Animaux    
Bettongia penicillata 28 27.9 1.00 
Bos Taurus 3.567 3.765 0.95 
Canis familiaris 1290 1822 0.71 
Chorthippus brunneus 13.6 13.1 1.04 
Chorthippus jucundus 12.66 12.65 1.00 
Chorthippus parallelus 13.38 11.81 1.13 
Chorthippus vagans 11.25 10.56 1.07 
Chortoicetes terminifera 13.1 11.6 1.13 
Chrysochraon dispar 12.6 12.1 1.04 
Danio rerio 999.9 2852.7 0.35 
Dendrocoelum lacteum 11.8 20.4 0.58 
Equus caballus 62.4 79.9 0.78 
Euchorthippus chopardi 11.62 10.48 1.11 
Euchorthippus pulvinatus 11.81 11.06 1.07 
Eyprepocnemis plorans 14.1 12 1.18 
Gallus domesticus 3062.1 3026.8 1.02 
Gyratrix hermaphtoditus 5.2 4.5 1.16 
Homo sapiens 2730 4435 0.62 
Macaca mulatta 39.6 31.7 1.25 
Macropus eugenii - - 1.28 
Melanoplus femur-rubrum 13.5 14 0.96 
Mus musculus 20.9 28.9 0.72 
Myrmeleotettix maculatus 14.4 13.2 1.09 
Notoplana igiliensis 12.5 18.6 0.67 
Omocestus panteli 11.8 11.26 1.05 
Oncorhyncus mykiss 467.5 1034.9 0.45 
Ovis aries 3875.8 3253.4 1.19 
Papio hamadryas 24.3 79.2 0.31 
Papio papio 41.5 39.6 1.05 
Paradistomoides orientalis 32.3 32.3 1.00 
Parapleurus allaceus 12.3 12.9 0.95 
Rana esculenta 25.2 45.7 0.55 
Salamandra salamandra 24 36.8 0.65 
Schimdtea polychroa 0.07 0.23 0.30 
Sminthopsis crassicaudata 13.6 10.2 1.33 
Stethophyma grossum 11.3 13.7 0.82 
Sus scrofa 5452.1 7614.9 0.72 
Triturus alpestris 32.3 24.5 1.32 
Triturus cristatus 36.5 24 1.52 
Triturus helveticus 22 25 0.88 
Triturus marmoratus 25.7 29 0.89 
Végétaux    
Acacia mangium 1561 1537 1.02 
Actinidia species 1104.1 1758.5 0.63 
Allium cepa 22.4 17.9 1.25 
Allium consanguineum 21.9 17.5 1.25 
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Allium flavum 14.9 18.8 0.79 
Allium macranthum 42.3 58.7 0.72 
Allium nigrum 21.9 16.9 1.30 
Allium pallens 15 19.4 0.77 
Allium paniculatum 14.6 16 0.91 
Allium ursinum 13.8 14.1 0.98 
Arabidopsis thaliana 417.29 216.23 1.93 
Brassica napus 1544 1577 0.98 
Brassica nigra 418 401 1.04 
Brassica oleracea 1050.8 1749.4 0.60 
Castanea sativa 1054 947 1.11 
Coffea canephora 211 217 0.97 
Cypripedium cordigerum 16.4 19.7 0.83 
Dioscorea alata - - 1.00 
Dioscorea rotundata 852 891 0.96 
Dioscorea tokoro 570.9 489.4 1.17 
Endymion nonscriptus 17.7 18.2 0.97 
Epipactis consimilis 25.8 27.1 0.95 
Epipactis latifolia 30.7 29.1 0.95 
Eucalyptus grandis 1415 1551 0.91 
Eucalyptus urophylla 1101 1331 0.83 
Fritillaria meleagris 24.8 37.8 0.66 
Hevea species - - 0.83 
Hordeum bulbosum 1203.7 1016.9 1.18 
Hordeum vulgare 13.9 13.7 1.01 
Humulus lupulus 227.4 346.7 0.66 
Lilium hansonii 40 49 0.82 
Lilium henryl 41.2 44.4 0.93 
Lilium longiflorum 27.3 31.5 0.87 
Lilium martagon 36.3 41 0.89 
Lilium pardalinum 31.2 36.9 0.85 
Lilium regale 41.8 45 0.93 
Lilium sargentiae 31.2 42 0.74 
Lilium speciosum 26.4 33.9 0.78 
Listera ovata 26.9 30.3 0.89 
Malus pumila 559 447 1.25 
Manhihot esculenta 49.1 40.8 1.20 
Neottia listeroides 29.3 31.1 0.94 
Passiflora edulis 783.5 727.7 1.08 
Pennisetum glaucum 267 234 1.14 
Picea abies 1557 1381 1.13 
Pinus pinaster 1538.8 1169.4 1.32 
Pinus sylvestris 2437 1885 1.29 
Pinus taeda 1983.7 1339.5 1.48 
Populus species 1063.6 1071.7 0.99 
Quercus robur 921.7 893.2 1.03 
Rhododendron species 164 171 0.96 
Rhoeo disolor 10.2 11.4 0.89 
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Rosa species 287.3 238.4 1.21 
Secale cereale 10.7 10.6 1.01 
Solanum peruvianum - - 0.72 
Solanum species 1097 1299 0.84 
Solanum chacoense 514 709 0.72 
Solanum tuberosum 382.9 525.1 0.73 
Trigonella foenum 21.3 21.1 1.01 
Triticum aestivum 378 328 1.15 
Tulbaghia acutiloba 14.4 15.8 0.91 
Tulbaghia leucantha 12.4 15.5 0.80 
Tulbaghia pulchella 12.2 13.7 0.89 
Tulbaghia violacea 11 14.3 0.77 
Vicia faba 20.6 16 1.29 
Vitis vinifera 816 767 1.06 

 
Tableau 12 Différences de fréquences de recombinaison entre la méiose mâle et la méiose 
femelle chez différentes espèces animales et végétales. 
a/ indique des valeurs de nombre de chiasma ou de longueurs de cartes génétiques. – données 
non déterminées. Les données sont issues de la référence (Lenormand et Dutheil 2005b). 
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Produits Concentration finale en mg/l 
KH2 PO4 300 
KNO3 1000 
MgSO4, 7H2O 71.50 
Ca (NO3)2, 4H2O 500 
KCl 65 
NH4NO3 1000 
MnSO4, H2O 4.9 
ZnSO4, 7H2O 2.7 
H3BO3 1.6 
IK 0.75 
Glycine 2 
Acide Nicotinique 5 
Pyridoxine HCl 5 
Thiamine HCl 1 
Myo-Inositol 100 
Glutamine 500 
Na2, EDTA 18.62 
FeSO4, 7H2O 13.94 
Acide indolacétique 1 
Acide naphtalène acétique 0.2 
Agarose 2500 
Gelrite 3000 
Saccharose 20000 

 
Tableau 13 Composition du milieu solide de type Muller utilisé pour le dévelopement des 
embryons. 
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Marqueurs Assignation Types 
Conditions 

d’amplification a 

gwm389 3BS3-0.87-1.00 SSR M13 

cfp3132 3BS3-0.87-1.00 ISBP SYBR green 

cfp140 3BS3-0.87-1.00 ISBP SYBR green 

cfb3530 3BS3-0.87-1.00 SSR M13 

cfb3296 3BS3-0.87-1.00 SSR M13 

nw1600 3BS3-0.87-1.00 SSR M13 

cfb3417 3BS8-0.78-0.87 SSR M13 

wmm756 3BS8-0.78-0.87 SSR rouge de crésol 

swm13 3BS8-0.78-0.87 SSR M13 

cfb5010 3BS8-0.78-0.87 SSR M13 

gwm533 3BS8-0.78-0.87 SSR M13 

gpw7757 3BS8-0.78-0.87 SSR M13 

barc133 3BS8-0.78-0.87 SSR rouge de crésol 

cfb6012 3BS8-0.78-0.87 SSR M13 

cfb6016 3BS8-0.78-0.87 SSR M13 

cfp78 3BS8-0.78-0.87 ISBP SYBR green 

cs_ssr20 3BS8-0.78-0.87 SSR rouge de crésol 

gwm493 3BS8-0.78-0.87 SSR M13 

wmm1831 3BS8-0.78-0.87 SSR rouge de crésol 

wmc754 3BS8-0.78-0.87 SSR rouge de crésol 

nw2711 3BS8-0.78-0.87 SSR rouge de crésol 

cfp57 3BS8-0.78-0.87 ISBP rouge de crésol 

cfp171 3BS8-0.78-0.87 ISBP rouge de crésol 

cfp58 3BS8-0.78-0.87 ISBP rouge de crésol 

cfp59 3BS8-0.78-0.87 ISBP rouge de crésol 

cfp45 3BS8-0.78-0.87 ISBP rouge de crésol 

cfd79 3BS8-0.78-0.87 SSR M13 

cfb3119 3BS8-0.78-0.87 SSR rouge de crésol 

wmm1344 3BS8-0.78-0.87 SSR M13 

wmc623 3BS8-0.78-0.87 SSR rouge de crésol 

nw216 3BS8-0.78-0.87 SSR M13 

cfb3023 3BS8-0.78-0.87 SSR M13 

wmm1441 3BS8-0.78-0.87 SSR M13 

gpw3092 3BS8-0.78-0.87 SSR M13 

nw1821 3BS8-0.78-0.87 SSR M13 
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nw1644 3BS8-0.78-0.87 SSR M13 

barc147 3BS8-0.78-0.87 SSR M13 

cfp1274 3BS7-0.75-0.78 ISBP rouge de crésol 

cfp1260 3BS7-0.75-0.78 ISBP rouge de crésol 

cfp1133 3BS7-0.75-0.78 ISBP rouge de crésol 

cfp127 3BS7-0.75-0.78 ISBP rouge de crésol 

cfp3112 3BS9-0.57-0.75 ISBP rouge de crésol 

cfp1773 3BS9-0.57-0.75 ISBP rouge de crésol 

wmc231 3BS9-0.57-0.75 SSR M13 

gwm566 3BS9-0.57-0.75 SSR M13 

barc68 3BS9-0.57-0.75 SSR M13 

cfp1329 3BS9-0.57-0.75 ISBP rouge de crésol 

cfb3260 3BS9-0.57-0.75 SSR M13 

dw724 3BS9-0.57-0.75 SSR M13 

wmc777 3BS9-0.57-0.75 SSR M13 

wmc505 3BS2-0.56-0.57 SSR M13 

cfp3275 3BS2-0.56-0.57 ISBP SYBR green 

wmc612 3BS1-0.33-0.55 SSR M13 

cfb3266 3BS1-0.33-0.55 SSR M13 

wmc762 3BS1-0.33-0.55 SSR M13 

cfp5129 3BS1-0.33-0.55 ISBP rouge de crésol 

cfp5109 3BS1-0.33-0.55 ISBP rouge de crésol 

wmc625 3BS5-0.07-0.33 SSR M13 

gwm285 3BS5-0.07-0.33 SSR M13 

wmc366 3BS5-0.07-0.33 SSR M13 

barc1111 C-3BS5-0.07 SSR M13 

barc139 C-3BS5-0.07 SSR M13 

gpw1145 C-3BS5-0.07 SSR M13 

nw2715 C-3BS5-0.07 SSR M13 

wmm805 C-3BL2-0.22 SSR rouge de crésol 

wmm1007 C-3BL2-0.22 SSR M13 

cfb3409 C-3BL2-0.22 SSR M13 

cfp1417 C-3BL2-0.22 ISBP rouge de crésol 

cfp161 C-3BL2-0.22 ISBP rouge de crésol 

cfb3135 3BL1-0.31-0.38 SSR M13 

wmm723 3BL1-0.31-0.38 SSR M13 

dw1221 3BL1-0.31-0.38 SSR M13 

dw1754 3BL1-0.31-0.38 SSR M13 
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dw955 3BL9-0.38-0.50 SSR M13 

cfb3374 3BL9-0.38-0.50 SSR M13 

cfp1632 3BL10-0.50-0.63 ISBP SYBR green 

nw1666 3BL10-0.50-0.63 SSR rouge de crésol 

wmc418 3BL10-0.50-0.63 SSR M13 

gpw4034 3BL10-0.50-0.63 SSR M13 

cfp100 3BL7-0.63-1.00 ISBP SYBR green 

nw2706 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

wmm1703 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

cfb3059 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

wmm1385 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

cfb59 3BL7-0.63-1.00 SSR rouge de crésol 

cfp1343 3BL7-0.63-1.00 ISBP rouge de crésol 

wmc291 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

cfb3440 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

wmm1133 3BL7-0.63-1.00 SSR rouge de crésol 

wmm702 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

cfp39 3BL7-0.63-1.00 ISBP rouge de crésol 

wmm280 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

wmm278 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

cfp3041 3BL7-0.63-1.00 ISBP rouge de crésol 

nw1608 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

wmc326 3BL7-0.63-1.00 SSR rouge de crésol 

wmm430 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

cfp24 3BL7-0.63-1.00 ISBP rouge de crésol 

cfb3200 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

cfb22 3BL7-0.63-1.00 SSR rouge de crésol 

barc77 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

wmm1966 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

wmm274 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

wmm448 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

gpw3233 3BL7-0.63-1.00 SSR rouge de crésol 

gwm247 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

gpw4513 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

gpw8064 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

gpw4505 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

nw2860 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

gwm108 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 
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wmm638 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

gpw3085 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

gpw4143 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

gwm299 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

gwm340 3BL7-0.63-1.00 SSR M13 

 
Tableau 14 Marqueurs et conditions d’amplification utilisés pour l’étude chromosome entier. 

a/ Le protocole détaillé de chaque condition d’amplification est décrit dans la partie Matériels 
et Méthodes paragraphe 3.2 p 139. 
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Amorces utilisées pour la technique 
AS-PCR Séquences 

cfp5026_Aspcr121Cs CCTTCAAGCTAACCCGATCG 

cfp5026_Aspcr121Re CCTTCAAGCTAACCCGATCA 

cfp5046_Aspcr40Cs TAGGTTGCTCACTTAGCTGC 

cfp5046_Aspcr40Re TAGGTTGCCCACTTAGCTGA 

cfp5061_Aspcr114Re GCCACTCTTAGAATTAACTACTG 

cfp5061_Aspcr114Cs GCCACTCTTAGAATTAACTACTC 

Amorces utilisées pour la technique 
SNaPshot Séquences 

cfb6103_SNaPF GACCTTGTAATTGATCAATAAATTGGAG 

cfb6040_SNaPF TCGTCGTCGTCGGGCGCGTG 

cfb6116_SNaPR ACGCGCGTGAATGGTCCGTC 

cfb6127_SNaPR CAGTACACGGAGCAAAAAAT 

cfp5079_SNaP111F ATCGTTTATTATCCATGCTATAATTGTATT 

Hga3Ex5SNP1-SNaP-F CTACGATTCCTGCTCCTGTG 

Amorces utilisées pour le génotypage 
des insertions/délétions 

Séquences 

Hga1PromdelF1 GCAAAAGGTGCCACCTGG 

Hga1PromdelR1 CGAAGCCGAGGTTGAGGTA 

Hga3int1delR1 GCTGACTGCACATATACACGCATC 

Hga3int1delF1 AGACAGAGCAAGGGGGGC 

Hga3Ex6delF1 GTGGCGCATCAGGCCGTA 

Hga3Ex6delR1 GTAGACGCCGCGCATGTGT 

 
Tableau 15 Séquences des amorces développées pour révéler le polymorphisme de type SNP 
ou insertion/délétion au niveau du locus Rph7. 



 

 338



 

 339

 

ddl α = 0.05 α = 0.01  ddl α = 0.05 α = 0.01 

1 0.997 1.000  26 0.374 0.479 

2 0.950 0.990  27 0.367 0.471 

3 0.878 0.959  28 0.361 0.463 

4 0.811 0.917  29 0.355 0.456 

5 0.755 0.875  30 0.349 0.449 

6 0.707 0.834  31 0.344 0.442 

7 0.666 0.798  32 0.339 0.436 

8 0.632 0.765  33 0.334 0.430 

9 0.602 0.735  34 0.329 0.424 

10 0.576 0.708  35 0.325 0.418 

11 0.553 0.684  36 0.320 0.413 

12 0.532 0.611  37 0.316 0.408 

13 0.514 0.641  38 0.312 0.403 

14 0.497 0.623  39 0.308 0.398 

15 0.482 0.606  40 0.304 0.393 

16 0.468 0.590  41 0.301 0.389 

17 0.456 0.575  42 0.297 0.384 

18 0.444 0.561  43 0.294 0.380 

19 0.433 0.549  44 0.291 0.376 

20 0.423 0.537  45 0.288 0.372 

21 0.413 0.526  46 0.285 0.368 

22 0.404 0.515  47 0.282 0.365 

23 0.396 0.506  48 0.279 0.361 

24 0.388 0.496  49 0.276 0.358 

25 0.381 0.487  50 0.273 0.354 

 
Tableau 16 Table de Bravais-Pearson. 

ddl = degré de liberté. 
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Protocole 1  Marquage des bandes C. 

 

Matériels nécessaires 
 
Azote liquide, Bain Marie à 60°C, Boîtes de Pétri de diamètre 55 mm ou 90 mm selon le 
nombre de grains, Bouchons en liège pour tubes 20 ml, Cuves en verre pour 8 lames ou Cuve 
Hellendahl 16 lames, Filtres Whatman de 90 mm (Whatman réf n°1001090) ou 55 mm 
(Whatman réf n°1001055) pour le fond des boîtes de Pétri, Glace pilée, Carroussel de 6 tubes 
1,5 ml, Minitubes en verre de 1 ml, Seringues , Huile à immersion, Lamelles 18x18 mm, 
Lames de rasoir (Gilette super Silver réf 356 www.coop-labo.com), Lames porte objet 76x26 
mm Superfrost lavées dégraissées à bords rodés (VWR réf 80100505), Logiciel Adobe 
Photoshop, Microscope avec contraste de phase équipé éventuellement d’une caméra et 
logiciel pour prise d’images, Minuteur, Portoirs 14 ou 16 tubes en bois ou plastique 
(fabrication maison) adaptés aux tubes pour manipulations et stockage au frigo, Pinces 
Dumont modèle suisse n°5 (Moria), Réfrigérateur, Support pour séchage de 40 lames et 
Tubes verre de 20ml. 
 

Réactifs (chimiques et biologiques) 
 
Acide acétique 45 % (eau acétique) 
Acide chlorhydrique 1 N et 0,2 N 
Alcool 100 %, 95 %, 70 % 
Baryte (Ba(OH)2, 8 H2O Merck réf 1.01735.1000) : environ 70 g de baryte dans 1000 ml 
d’eau ultra pure. Laisser pendant 30 min sous agitation et laisser reposer avant utilisation. 
Eau ultra pure (H2Oup) 
Entellan (Merck réf 1.07960.0500) 
Giemsa (Merck réf 1.09204.0500) 
2×SSC : 17.53 g NaCl + 8.82 g Na Citrate (2 H2O), ajuster pH à 7.0 avec HCl, qsp 1000 ml 
eau ultra pure 
TrisHCl 0.125 M pH=6.8: 14.6 g de Trizma Base qsp 1000ml eau ultra pure, ajuster au 
pH=6.8 avec HCl 
Cellulysine (CALBIOCHEM réf 219466, 11200 U/g) : 0.04 g de cellulysine + 10 ml H2Oup. 
Ajuster le pH à 4 
 
Préparation des racines 
 
Le jeudi matin, disposer les grains sur une épaisseur de deux filtres humidifiés avec de l’eau 
ultra pure dans une boite de Pétri, les laisser s’imbiber 24 h à température ambiante, (si les 
grains sont très infectés : les tremper 10 min dans une solution de KMnO4 et rincer à l’eau du 
robinet). 
Le vendredi, la germination étant amorcée, les boîtes sont mises au frigo à 5°C jusqu’au lundi. 
Dès le lundi matin, les boîtes sont remises à température ambiante, le mardi ou le mercredi 
quand les racines atteignent 2 à 3 cm, les couper et les mettre dans l’eau glacée pendant 24 h 
(tubes dans de la glace pilée à l’intérieur d’un frigo). 
Tremper le carroussel dans l’eau acétique, mettre dans les tubes les racines et étiquettes 
d’identification et laisser les pendant 15 min. 
Changez l’eau acétique et mettre le tout à 4°C pendant 3-4 heures. 
 
 



 

 342



 

 343

Rincer 3 fois dans H2Oup à température ambiante puis à nouveau 6 fois 10 min. Entre temps, 
préchauffer HCl 0.2 N à 60°C et prévoir également HCl 0.2 N à 4°C. 
Mettre le carroussel contenant les racines dans HCl 0.2 N à 4°C pendant 15 min, puis dans du 
HCl 0.2 N à 60°C pendant 5 min. Entre temps, chercher de l’eau glacée et transférer le 
carroussel dans l’eau glacée pendant 5 min. 
Rincer à nouveau 3 fois 5 min dans H2Oup. 
Préparer la cellulysine (bien vérifier le pH=4). 
Remplir les minis-tubes en verre de cellulysine, couper les méristèmes et les inclure dans les 
minis-tubes. Laisser les la nuit à température ambiante. 
 
Montage des lames 
 
Vider la cellulysine à l’aide de la seringue et rincer les méristèmes pendant 3 fois 5 min dans 
H2Oup. 
Récupérer les méristèmes (3 maxi) à l’aide de la seringue et les disposer sur la lame. Enlever 
délicatement par aspiration l’eau sur la lame avec la seringue. 
Mettre une goutte d’eau acétique et laisser 1 min 30 s précisément en contact avec les 
méristèmes. 
Aspirer l’eau acétique et remettre une goutte à nouveau. 
« Hacher » finement les méristèmes à l’aide d’une lame de rasoir. 
Poser délicatement une lamelle 18x18 mm et tapoter légèrement pour éliminer les bulles d’air. 
Faire une pression bien verticale à l’aide d’un buvard sans faire bouger la lamelle et observer 
au microscope en contraste de phase pour apprécier la qualité d’étalement.  
Plonger quelques secondes la préparation dans l’azote liquide à l’aide d’une grosse pince en 
bois puis faire sauter la lamelle avec une lame de rasoir. 
Mettre la lame dans l’alcool 100 % pendant au moins une nuit. 
 
Dénaturation et hydrolyse 
 
Mettre la lame 6 min dans une solution saturée de baryte à température ambiante puis 15 s 
dans HCl 0,2 N à température ambiante. 
Rincer sous l’eau du robinet très brièvement puis laisser dans H2Oup. 
 
Renaturation 
 
Mettre la lame 60 min dans 2xSSC à 60°C et rincer sous un filet d’eau de robinet pendant 20 
min puis tremper 3 fois 5 min dans H2Oup. 
 
Coloration 
 
Utiliser une cuve à coloration à 8 places. 
Préparer pendant le rinçage la solution de coloration sous la hotte : pour une cuve de 50 ml : 
TrisHCl 0.125 M pH=6.8 (bien vérifier le pH) + 1.5 ml de colorant Giemsa. 
Immerger les lames. 
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Contrôler au bout de quelques minutes l’évolution de la coloration sous un microscope et 
arrêter quand le contraste coloration des bandes et corps des chromosomes est optimal. 
Arrêter au plus tard à 45 mn. 
Laver rapide dans de l’eau ultra pure (quelques secondes). 
Sécher à l’air verticalement. 
 
Montage permanent : dans une goutte d’Entellan, sécher pendant 3 heures minimum (ou 1 
heure sous la hotte), conserver à l’obscurité dans boîtes à lames. 
 
Examen au microscope : avec objectif x10 dans un premier temps puis x100 à immersion 
avec ou sans contraste de phase et réalisation de photos éventuellement. 
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Intervalles r obtenus sur CsCtA r obtenus sur CsCtG p-value 
gwm389-nw1600 0.019 0.035 0.69 
nw1600-nw1821 0.012 0.018 0.88 
nw1821-nw1644 0.006 0.017 0.65 
nw1644-barc147 0.019 0 0.14 
barc147-gwm493 0.026 0.013 0.68 
gwm493-cfd79 0.030 0.073 0.21 
cfd79-nw216 0.208 0.247 0.69 
nw216-gpw3092 0.026 0.044 0.68 
gpw3092-gwm285 0.253 0.186 0.38 
gwm285-barc164 0.165 0.097 0.19 
barc164-gpw4034 0.006 0.012 0.80 
gpw4034-nw2706 0.082 0.023 0.04 
nw2706-gpw8064 0.081 0.040 0.27 
gpw8064-gpw4505 0.032 0.006 0.24 
gpw4505-nw2860 0.019 0 0.17 
nw2860-wmc291 0.114 0.053 0.12 
wmc291-gwm108 0.012 0.022 0.80 
gwm108-wmm1133 0.055 0.084 0.56 
wmm1133-wmm702 0.006 0.103 10-4 
wmm702-wmm280 0.018 0.073 0.05 
wmm280-wmm638 0.138 0.107 0.70 
wmm638-nw1608 0 0.012 0.46 
nw1608-wmc326 0.076 0.097 0.79 
wmc326-gpw3085 0.038 0.038 0.97 
gpw3085-barc77 0.019 0.037 0.67 
barc77-wmm1966 0.006 0.019 0.56 
wmm1966-gpw4143 0.006 0.012 0.89 
gpw4143-wmm274 0.123 0.055 0.10 
wmm274-gwm299 0.062 0.102 0.45 
gwm299-gwm247 0.189 0.241 0.51 
gwm247-gwm340 0 0 - 

 
Tableau 18 Différences du taux de CO local entre la méiose mâle et la méiose femelle. 

r représente les valeurs du taux de CO obtenues à partir des populations haploïdes doublés 
Chinese spring x Courtot androgenèse (A) et gynogenèse (G). Ces valeurs ont été calculées en 
utilisant les distances en cM obtenues par le logiciel Mapmaker et en utilisant la fonction 
inverse de Kosambi (1944). Les p-values ont été calculées comme indiqué dans la partie 
Matériels et Méthodes (paragraphe 6.3 p 147). Les p-values significatives sont indiquées en 
gras. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 1 (SM1): Detailed statistical methods 

 

Comparison of CO frequency: In many organisms, the male and female meioses lead to 

different recombination rates. For the wheat chromosome of interest here, the total genetic 

lengths are very close, but the local rates seem to differ. We have tested for the significance of 

such differences using p-values. Given two markers, the experimental genotyping results 

provide a number of informative gametes Nm and Nf for male and female respectively. Among 

these, n*
m and n*

f are recombinant. We want to test the hypothesis H0 that the recombination 

rate is sex independent. Applying the maximum likelihood approach to the pooled data gives 

the estimate rpool = (n*
m + n*

f)/(Nm + Nf) for the associated recombination rate. Then within H0, 

the probability that the data set produces nm and nf recombinants is 
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 is the binomial coefficient. Given the experimental values (n*
m, n*

f), 

the p-value associated with H0 is 
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where θ(x) = 0 for x≤0 and 1 for x›0. These sums can be computed straightforwardly by 

computer. 

 

Test of the no-interference hypothesis: Interference arises in many organisms where it has 

been tested for; in wheat we are aware of no previous study, so the most basic question is 

whether the data suggest the presence of interference or not. We have considered this by using 

the distance between recombination events. To begin, we consider the frequencies of gametes 

with zero, one or two COs. Under the no interference hypothesis H0, crossover events arise 

independently with uniform density (in genetic position) equal to 1. If the chromosome is of 

length L, the frequency of gametes with k crossovers is e-L(Lk/k!) (The Poisson distribution). 

However, we cannot resolve crossovers, we only detect recombination events and these can 

be due to any odd number of crossovers. For an interval of genetic length l, there is a 

recombination event with probability r = ½ (1-e-2l). Let r1, r2, … rk be the k recombinant rates 

for the k adjacent intervals (there are k+1 markers). Since the intervals are independent under 

H0, the probability to have 0 recombinant gametes is 
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The test of H0 is based on the statistics of distances between recombination events. Again, we 

do not have crossover positions, we only know whether an interval is recombinant or not. We 

focus on gametes for which there are exactly two recombinant intervals. The probability that 

intervals i and j are recombinant under the no-interference hypothesis is  
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where P(0) and P(2) were previously computed. We can construct the histogram of the 

corresponding distances (we take the distance of the midpoints of the intervals i and j for 

simplicity) and test whether this histogram is compatible with the experimental one. The 

theoretical frequencies determine the likelihood of any realization of the histogram. If L* is 

the likelihood of the experimental histogram, to compute the p-value associated with the no-

interference hypothesis H0, we must sum the likelihoods of all possible realizations of this 

histogram whose likelihood is less than L*. As long as this p-value is not too small, it can be 

computed reliably by sampling methods. This was done using a Mathematica code. 

 

The counting model: Several models have been used to describe the positioning of crossover 

events during meiosis. Most are based on producing crossovers in succession, allowing for 

interference by preventing crossovers from being too close to one another. Probably the best 

known example is the counting model (Stahl et al. 2004) which operates on points randomly 

placed on a bivalent and takes each (m+1)th point to be a crossover. 

First a succession of points are generated on the infinite line, say going from left to 

right; each point is generated from its predecessor by advancing a random (genetic) distance 

d. The model is parameterized by an integer m, m≥0. Second, one of these points is 

considered to be a crossover, but the m following ones are thought of as gene conversions, 

i.e., do not produce crossovers. The point after these m gene conversions is again a crossover, 

and the process of counting is repeated so that all points are treated. Having each distance d 

drawn from the distribution 
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ensures that the density of crossovers on the bivalent is 2 (when d is measured in Morgan). Of 

course only those crossover points falling onto the bivalent are relevant. Finally, to go from 

the bivalent to a gamete, we assume as is almost always the case (Zhao et al. 1995) that there 

is no chromatid interference, so each crossover has a 50% chance of being transmitted to the 

considered gamete; the density of crossovers on the gametes after this “thinning” is thus 1. 

 

The Gamma model: The Gamma model (Broman and Weber 2000; McPeek and Speed 

1995) can be considered as an extension of the counting model, allowing for non integer 

values of m. One advantage over the counting model is that m is continuous, allowing for a 

broader range of interference effects. For chromosomes that are long >1.5 Morgan, the 

Gamma model is also nearly identical to the FIC framework (Falque et al. 2007) but has the 

advantage of being simpler. Before the thinning (on the bivalent), distances between 

crossovers in the counting model are distributed as 
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as this is the law obtained when adding (m+1) variables with the distribution ρ(d). The 

Gamma model simply extends this to arbitrary m, not necessarily integer; the distance 

between two successive crossovers is then distributed as 
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where ΓGamma is Euler's Gamma function and ν  plays the role of (m+1). 

For integer ν , ( ) ( ) !1−=Γ νν  
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Recombination and consequences of missing data: When we use the Gamma model to 

simulate gamete production, we do so on a continuous chromosome; given the simulated 

crossover positions, we determine the alleles at the markers, thereby creating virtual 

genotypes in the same format as the experimental results. In both situations, the genotyping 

allows one to determine which intervals have recombined. However in some cases the marker 

allele is not determined in the experimental data set; we have missing data. This feature has to 

be taken into account in the analysis. 

For the estimation of a recombinant frequency rAB, we ignore gametes for which data 

is missing at either locus A or B. Similarly, when estimating the frequency of double 

recombinants for intervals (A,B) and (C,D), we ignore gametes for which data was missing at 

any of these 4 loci.  

Consider now the frequency P(k) of DH plants having k recombinant intervals, each 

such interval being delimited by adjacent loci. However, if there are missing data, we cannot 

be sure of the value of k, and so a cautious approach would be to ignore plants with any 

missing data. But given the many loci, we would loose a large amount of plants and thus have 

poor precision. So instead we estimate the number of recombination events by restricting 

attention to those loci that are informative; for instance if one has four adjacent loci, A, B, C, 

and D such that the interval (A,D) is recombinant but the data at B and C are missing, we say 

we have one recombination (even though it cannot be localized precisely). This procedure 

gives a lower bound on the actual number of recombinations, but in fact it is expected to 

almost always give the correct value if few of the loci have missing data. Indeed double 

recombinants in adjacent intervals are rare, first because the intervals are small and second 

because interference strongly suppresses them. 

Consider now the construction of the histogram of distances between recombinant 

intervals. We worked only with gametes having two recombination events; we decided 

whether a given gamete had two recombinant events by applying the same criteria as for 

estimating P(2). The gametes passing that test could have missing data, but we required the 

markers enclosing the two intervals under consideration to be fully informative. From these 

we produced the experimental histogram of distances between recombinant intervals by using 

the distance between the mid-points of the two intervals. 

Finally, we compare the experimental data to what arises in simulated gametes, 

including if possible the effects of missing data. For each of the N experimental gametes, 

there may be specific loci for which the genotyping was not conclusive; we use these missing 

data as templates for the simulated genotypes. Specifically, in our procedure we first use the  



 

382 



 

383 

Gamma model to produce 107 gametes with identified markers at each locus. Then for each 

simulated gamete G5, we choose at random one of the experimental gametes Ge and transform 

the haplotype of G5 so that the pattern of missing data is the same as in Ge. Thus if Ge has a 

missing data on the 5th locus, we label as missing the data on that locus in G5. In that way, the 

missing data in the experiments and in the simulations have the same statistics, making the 

comparison of theory and experiment more direct. 

 

Significance of male-female differences in interference strength: The hypothesis H0 to be 

tested is that the same interference parameter describes the male and female data sets. We test 

H0 by the bootstrap method based on data reshuffling as follows. 

The experimental data consists of Nm gametes produced during male meiosis and Nf 

during female meiosis. Analysis of these two data sets leads to the fitted values m*
m and m*

f 

for the interference parameter under the Gamma model. Now we shuffle these two data sets 

105 times. For each shuffle, elements are exchanged between the two sets at random, 

maintaining a first data set of Nm gametes and a second of Nf gametes, but with no correlation 

with the male or female nature of the gametes. For each (mixed) set, we perform a fit to the 

Gamma model, leading to say the values m1 and m2. The difficulty is that the fitting requires 

handling gametes with different maps; for each map and each value of the putative 

interference parameter m, there is a theoretical distribution of distances between recombinant 

intervals, and thus we can assign a likelihood or score to any gamete. Given the list of 105 

pairs (m1, m2), the bootstrap method specifies the p-value associated with H0 as the fraction of 

these pairs for which |m1-m2|>|m*
m-m*

f|. 

 


