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Résumé: Les riz cultivés et sauvages constituent un complexe d'espèces
au sein duquel sont représentés divers génomes. Nous avons isolé et
caractérisé divers types de séquences d'ADN répétées qui sont spécifiques
soit des génomes AA, soit des génomes Cc. L'organisation de ces sé­
quences, en tandem ou dispersées dans le génome, le nombre de copies,
leur représentation et leur variabilité dans un éventail d'espèces et d'ac­
cessions ont été étudiés. Les principaux résultats obtenus dans notre
groupe seront présentés.

Mots-clés: Oryza, séquences répétées d'ADN, gènes ribosomiques, évo­
lution, polymorphisme.

Abstract : Cultivated and wild rice can be classified as a complex group
of species in which various genome types have been recognized. We
isolated and characterized several types of repeated DNA sequences which
are specifie either for the AA genome or the CC genome. Their organi­
zation as tandemly or dispersed repeated sequences, their copy number,
their distribution and polymorphism in a number of distinct accessions
have been studied. Main results obtained in our group will be presented.

Introduction

Les riz cultivés et sauvages sont répandus sur pratiquement tous les
continents et ont fait l'objet d'études systématiques intensives ayant fait
appel à l'observation morphogénétique et écologique, à la cytogénétique,
ainsi qu'à l'analyse des profils isoenzymatiques (Oka, 1974; Second, 1982,
1985; Glaszmann, 1987). A partir de ces travaux, il a été possible de
distinguer divers types de génomes et de typer des sous-groupes pour chaque
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génome. Ces études sont permis de proposer des scénarios évolutifs de ce
complexe d'espèces et de retracer l'histoire de sa domestication par l'homme
(Second, 1982, 1985). Ainsi sur ces bases deux grands complexes ont été
reconnus.

Le complexe sativa regroupe toutes les espèces du génome AA, avec les
riz cultivés asiatiques et africains O. sativa et O. glaberrima et des espèces
sauvages qui dérivent probablement des ancêtres des riz cultivés, telles que
O. rufipogon, O. longistaminata et O. breviligulata.

Les riz du complexe lati/olia comprennent uniquement des espèces sau­
vages. Elles appartiennent au génome BB (O. minuta), au génome CC (O.
officinalis, O. eichingeri), au génome EE (O. australiensis) et au génome FF
(O. brachyantha). Certaines espèces correspondent à des allotétraploïdes
constituées par les génomes BBCC (O. minuta) ou CCDD (O. la ti/olia , O.
alta). Le génome DO demeure encore inconnu à l'état diploïde. Certains de
ces génomes ont une localisation géographique bien définie: ainsi le génome
EE est-il endémique d'Australie et les génomes CCDD ne sont présents
qu'en Amérique. O. glaberrima et O. breviligulata sont des espèces africaines
(Tsunoda et Takahashi, 1984).

Les études utilisant l'analyse des profils isoenzymatiques ont montré
l'existence de plusieurs grands écotypes au sein des riz cultivés qui se
regroupent en type indica et type japonica avec d'autres groupes considérés
comme intermédiaires (Second, 1982, 1985; Glaszmann, 1987). Ces études
ont en fait largement confirmé la distinction établie entre ces deux grands
types sur la base de la fertilité ou de la stérilité des produits de croisements
avec quelques variétés testeurs. Ce type d'analyse met en évidence des
barrières à la reproduction entre espèces relativement proches dont la nature
demeure encore inconnue (Oka, 1974).

Avec le développement de la biologie moléculaire, il devient possible de
disposer de marqueurs moléculaires qui permettent de typer les génomes de
façon beaucoup plus précise. Notre travail antérieur sur les crucifères (Grellet
et al., 1986; Delcasso-Tremousaygue et al., 1988) nous avait montré que
certaines séquences d'ADN répétées étaient très spécifiques d'une espèce ou
d'un genre donné. Nous avons donc entrepris une étude systématique des
séquences répétées des riz cultivés et sauvages, en nous focalisant sur les
génomes AA et Cc. La raison du choix du génome CC est que ce génome
constitue une bonne source de gènes pour introduire des caractères intéres­
sants tels que des résistances à des pathogènes ou des résistances à la
sécheresse dans les riz cultivés. Par ailleurs, il existait des lignées d'addition
et d'introgression dérivées d'O. officinalis dans un fond génétique O. sativa
(Jena et Khush, 1989). Les buts du travail réalisé étaient 1) d'isoler et de
caractériser des séquences qui soient spécifiques d'un génome, 2) de les
utiliser pour décrire leur polymorphisme et de suivre leur introgression au
cours de croisements interspécifiques, 3) de mieux comprendre le rôle des
séquences répétées dans l'évolution des génomes.

Matériel et méthodes

La strategie sUIvie pour isoler les séquences répétées a consisté à isoler
des fragments de restriction visibles à l'état de bandes discrètes superposées
à un fond continu et diffus après coloration de l'ADN digéré, et résolu par
électrophorèse, en fonction de sa taille. Ces fragments sont marqués radioac-



Michel Delseny et al., 1992 227

tivement et hybridés à des membranes portant de l'ADN digéré par diffé­
rentes enzymes de restriction. Après autoradiographie, le profil d'hybridation
permet généralement de dire si le fragment contient une séquence répétée
en tandem, dispersée ou autre. Les fragments donnant des profils typiques
de séquence en tandem ou de séquences dispersées ont été clonés et sé­
quencés, puis utilisés comme sondes pour analyser la distribution de la
séquence dans différentes accessions. La plupart des séquences isolées étant
de relativement petite taille, nous avons construit une banque génomique
dans un phage lambda à partir d'une accession d'O. otficinalis (W 1278).
Les fragments clonés dans ce vecteur sont de l'ordre de 15 kbp et permettent
donc de mieux étudier l'arrangement des séquences étudiées avec les sé­
quences voisines. Toutes les méthodes utilisées sont classiques (Maniatis el
al., 1982). Nous avons aussi obtenu de nos collègues japonais (Takaiwa el
al., 1984) un clone contenant un gène ribosomique complet avec la séquence
espaceur intergénique. En effet, nos travaux antérieurs nous avaient montré
que chez les crucifères, la région espaceur contenait également des séquences
répétées extrêmement spécifiques du genre (Delcasso-Tremousaygue el al.,
1988).

Résultats

Une séquence répétée en tandem de 350-360 bp est spécifique du génome A

Une première séquence répétée a été caractérisée à partir de la variété
« Cigalon » du riz O. saliva. Un fragment de 352 bp a été cloné et séquencé
(De Kochko el al., 1991). Cette séquence permet de révéler, après hybri­
dation à des ADN de riz cultivé, des profils de restriction caractéristiques
en échelle, indiquant une organisation en tandem. Des blocs contigus de
près d'une centaine d'unités ont été observés. Cette séquence s'hybride avec
une intensité plus ou moins forte à toutes les accessions appartenant au
génome AA, mais par contre aucun signal n'est détecté avec les espèces
appartenant aux autres génomes. Le nombre de copies est modéré et variable.
11 est généralement de l'ordre du millier chez les indica, de l'ordre de
quelques centaines chez les japonica, chez O. rufipogon et O. longislaminala.
Des observations quasiment identiques avaient été précédemment rapportées
(Wu et Wu, 1987). Toutefois, il semble y avoir chez les O. rufipogon deux
classes distinctes qui pourraient correspondre respectivement aux ancêtres
du type indica et à ceux du type japonica.

L'analyse de ces séquences par électrophorèse en gel d'agarose révèle peu
ou pas de polymorphisme sauf chez les O. rufipogon et les O. longislaminala
chez lesquels des événements d'amplification et de délétion ont donné lieu
à l'apparition de fragments atypiques. Un polymorphisme intéressant per­
mettant habituellement de discriminer entre types japonica et indica n'est
observé qu'à condition d'utiliser des enzymes reconnaissant quatre paires de
bases et de réaliser les électrophorèses, de façon résolutive, en gel d'acryla­
mide dénaturant (Gebhardt el al., 1989). Le même polymorphisme est
retrouvé au sein des O. rufipogon, ce qui confirme l'hypothèse initialement
émise d'une domestication indépendante des O. saliva de type indica et
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japonica à partir de deux populations distinctes et géographiquement éloi­
gnées d'O. rufipogon. Récemment, des expériences d'hybridation in situ (Wu
et al., 1991) ont montré que cette séquence était localisée dans l'une des
deux régions subtélomériques sur 8 des 12 paires de chromosomes.

L'espaceur des gènes ribosomiques contient des répétitions partiellement spé­
cifiques des divers génomes

A partir de l'unité clonée, nous avons dérivé toute une série de sondes
qui nous ont permis de tester leur spécificité vis-à-vis des différents génomes.

Des travaux préliminaires (Olmedilla et al., 1984; Cordesse et al., 1990)
avaient permis d'étudier la variabilité des gènes ribosomiques et de montrer
que pour l'essentiel, celle-ci est localisée dans la région espaceur. Nous
avons établi que chez les espèces cultivées asiatiques, il existait 8 classes
d'espaceur dont les tailles diffèrent chacune d'un incrément régulier de 250­
260 bp. Les espèces du groupe japonica sont parmi les classes courtes, alors
que les indica ont des espaceurs plus longs. Les riz africains, O. glaberrima
et O. brevigulata, ne varient pas du tout. La variabilité est beaucoup plus
grande et moins régulière chez les espèces sauvages. Ces résultats ont été
confirmés par des chercheurs japonais (Sano et Sano, 1990).

La région espaceur a été entièrement séquencée (Takaiwa et al., 1990;
Cordesse, 1990) et a révélé l'existence de trois répétitions de 250-260 bp.
Par ailleurs, chacune de ces répétitions contient un site potentiel d'initiation
de la transcription.

La dissection de l'espaceur a révélé que cette région des répétitions a une
spécificité large puisqu'une séquence homologue existe dans les génomes BB,
CC et FF. Dans le génome EE, cette séquence est absente ou a divergé
suffisamment pour ne plus être reconnue en conditions d'hybridation moyen­
nement sévères. Nous avons trouvé, en aval des répétitions, deux séquences
adjacentes, l'une de 93 bp, strictement spécifique du génome AA, et l'autre
de 61 bp spécifique des génomes AA et FF (Cordesse et al., 1992). La
spécificité vis-à-vis du génome AA porte sur toutes les accessions analysées,
alors que celle vis-à-vis du génome FF est restreinte à la seule accession
dont nous disposions.

Isolement et caractérisation de deux séquences répétées en tandem de 360 bp
spécifiques du génome C

Plusieurs enzymes de restriction ont permis de révéler des bandes pouvant
correspondre à de l'ADN répété dans l'espèce O. officinalis. Eco RV et Sph 1
révèlent une bande de 360-370 bp, Hind II une bande de 195 bp et BgI II
une bande de 520 bp. L'ADN de chacune de ces bandes a été cloné et s'est
révélé correspondre à des séquences spécifiques du génome CC en conditions
rigoureuses d'hybridation. Les séquences Eco RV, Sph 1 et Hind II corres­
pondent à des répétitions en tandem, alors que la séquence BgI II correspond
à une séquence dispersée. Dans les 3 premiers cas des profils en échelle sont
observés, alors que dans le dernier, ce sont des fragments de taille variable
qui sont observés.
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La séquence de 3 clones indépendants Eco R V et de 3 clones Sph 1 a été
déterminée (Reddy et al., 1992). Elle a montré que les deux types de
fragments appartiennent à la même famille puisque l'homologie à l'intérieur
de chaque type est supérieure à 95 % et que l'homologie entre chaque classe
est supérieure à 90 %. Ces deux séquences sont homologues à environ 85 %
à une séquence décrite récemment dans une autre accession (Zhao et al.,
1989).

L'analyse de plusieurs accessions a révélé des profils très semblables les
uns aux autres. Quelques échantillons ne présentent pas cette séquence. Le
nombre de copies est variable, mais élevé dans la plupart des échantillons,
de l'ordre de 200000. L'analyse des lignées d'addition (Jena et Khush, 1989)
a permis d'observer la séquence, avec le même profil en échelle pour toutes
les plantes ayant le chromosome 8 en surnombre (MAAL 8), ainsi que sur
une des quatre plantes analysées appartenant à la famille MAAL 6.

La répétition en tandem de 195 bp est apparentée aux répétitions de l'espaceur
des gènes ribosomiques

Le fragment cloné Hind II de 195 bp a été utilisé comme sonde de la
même façon que les fragments précédents. Avec la plupart des échantillons
O. officinalis, il donne un profil caractéristique en échelle régulière après une
digestion Hind II. Avec quelques autres, il ne donne pas de signal indiquant
que dans ces accessions, la séquence n'est pas ou peu représentée. Lorsque
l'hybridation est réalisée en conditions douces, un signal est généralement
observé sur tous les types génomiques testés. La séquence amplifiée chez O.
o.lficinalis est donc apparentée à une séquence présente sans doute en plus
faible nombre de copies et avec un autre arrangement. Lorsque d'autres
espèces du génome CC telles que O. collina et O. eichingeri sont analysées,
des profils polymorphes très différents des profils en échelle son observés,
suggérant que cette séquence est organisée de façon différente dans ces
espèces.

La comparaison de la séquence de 3 clones indépendants de cette répétition
a révélé une homologie inattendue avec les répétitions de 250 bp décrites
dans l'espaceur des gènes ribosomiques de type AA (Takaiwa et al., 1990;
Cordesse et al., 1992). La séquence répétée spécifique d'O. officinalis est plus
courte que celle des gènes ribosomiques et la région délétée correspond en
fait à la séquence encadrant le site présumé d'initiation de la transcription.
Ainsi, il semble que la séquence des répétitions de l'espaceur des gènes
ribosomiques ait été amplifiée ailleurs dans le génome après avoir été altérée
de telle sorte que les éléments fonctionnels aient disparu. Le nombre de
copies, estimé à 200000, est très largement supérieur à celui attendu si cette
séquence résultait entièrement de l'espaceur des gènes ribosomiques. En effet,
il y a au maximum une dizaine de répétitions dans l'espaceur et un ou deux
milliers d'espaceurs, soit un maximum de 20000 copies. Chez O. officinalis
nous en trouvons en fait 10 fois plus. Nous avons observé la présence de la
séquence amplifiée sur les plantes de la lignée d'addition MAAL Il.
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Une séquence de 520 bp est dispersée dans le génome des riz sauvages de type
CC

La séquence de 520 bp qui a été isolée sous la forme d'un fragment Bgl II
conduit à des profils irréguliers superposés à un bruit de fond lorsque l'ADN
est digéré par divers types d'enzymes. Ceci indique que cette séquence, dont
le nombre de copies a été estimé à 30 000, est dispersée dans le génome. La
séquence ne présente aucune homologie significative avec quoi que ce soit
de connu. Lorsque différents échantillons sont analysés par digestion Bgl II,
pratiquement aucune variabilité n'est observée suggérant que les sites Bgl II
sont à l'intérieur de l'élément répété plutôt qu'à l'extérieur. Une fraction
des fragments de haut poids moléculaire est retrouvé sur les plantes de la
lignée MAAL 8.

En vue d'étudier plus en détail l'organisation de cette famille d'éléments,
nous avons isolé 14 clones génomiques de 14-18 kbp hybridant avec le
fragment Bgl II initial. Des fragments Bgl II de taille différente ont été
observés. Ces fragments sont présents au nombre d'un, quelquefois deux ou
trois par phage et, dans tous les cas, il est clair que l'insertion dans le
phage contient une proportion importante de séquences qui n'hybrident pas
à la sonde. Ces observations constituent donc une preuve directe de la
dispersion des séquences Bgl II au milieu d'autres séquences sans relation
apparente. Par contre, l'origine de ces séquences dispersées et leur agence­
ment dans le génome sont encore complètement inconnus.

Discussion

Le travail présenté a atteint le premier objectif recherché, à savoir disposer
de sondes spécifiques du génome AA et du génome Cc. Par ailleurs, comme
aucune des sondes spécifiques du génome CC ne s'hybridait à l'ADN des
échantillons appartenant aux allotétraploïdes CCDD, nous avons isolé et
caractérisé une séquence spécifique du génome CCDD.

Nous avons observé qu'un certain nombre d'échantillons du génome CC
ne donnaient pas de signal avec nos sondes. On peut donc se demander si
à l'intérieur des O. officïnalis il ne faudrait pas distinguer deux groupes,
selon la présence ou l'absence de certaines séquences répétées. Une autre
hypothèse serait que ces échantillons atypiques correspondraient à des erreurs
de classification ou d'étiquetage lors de la propagation des collections. Pour
au moins l'un des échantillons, il est probable que ce soit le cas, car ni
l'analyse RFLP, ni l'analyse isozymique ne confirme l'appartenance au
groupe O. officïnalis.

L'analyse du polymorphisme de ces séquences répétées s'est jusqu'à présent
révélée décevante et n'a pas permis de les localiser sur les cartes RFLP en
cours d'élaboration, à l'exception des séquences subtélomériques AA. Pour
tenter de remédier à cette difficulté, nous avons recherché des clones géno­
miques de grande taille (I 4-16 kbp) susceptibles de contenir des fragments
polymorphes, adjacents aux séquences répétées. Dans cette approche, les
clones contenant les séquences en tandem se sont révélés instables ou non
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viables. Les seuls clones que nous ayons pu maintenir sont ceux qui
contiennent la séquence BgI II dispersée. Il reste à les caractériser et à
établir la nature de l'élément dispersé, ce qui donnera peut être des idées
sur les mécanismes qui contrôlent cette dispersion.

L'analyse des lignées d'addition, qui malheureusement ne constituent pas
un stock complet puisque quatre d'entre elles ont été perdues depuis leur
isolement initial, suggère que ces séquences répétées ne sont présentes que
sur un nombre limité de chromosomes. Cependant, cela ne correspond pas
aux observations d'hybridation in situ sur les séquences AA-spécifiques (Wu
et al., 1991) ou sur d'autres espèces (Bedbrook et al., 1980) et il est probable
que ces lignées d'addition ont déjà subi un certain nombre de réarrangements
ayant conduit à la perte des séquences répétées spécifiques. Cette élimination
suggère que certaines des séquences répétées pourraient jouer un rôle dans
l'établissement des barrières entre espèces.

Au terme de ce travail, plusieurs voies de recherche demeurent ouvertes
et mériteraient d'être explorées plus avant: quel est le sort des séquences
répétées dans des croisements interspécifiques ? Comment et à quelle vitesse
sont-elles éliminées? Dans quelles régions chromosomiques ces séquences
sont-elles localisées? Il serait particulièrement utile de les encadrer avec
divers marqueurs RFLP afin d'analyser leur comportement dans les croise­
ments : sont-elles le siège d'événements de recombinaison plus fréquents, ou
bien au contraire inhibent-elles les recombinaisons? Jouent-elles un rôle
dans la mécanique chromosomique? Est-il en particulier possible d'isoler
des protéines qui se lient spécifiquement à ces séquences et qui pourraient
interagir avec le fuseau chromatique? Toutes ces questions peuvent main­
tenant être abordées avec les outils disponibles.
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