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SUPERIEURE

Adaptation de C. elegans a un environnement
fluctuant par evolution d’un effet maternel

/ Les organismes vivent dans des environnements qui varient temporairement. Selcm
la théorie de I'évolution, si ces variations sont périodiques, ou au moins préedictibles, il
peut exister une adaptation a celles-ci. Il a été montré! qu’un effet maternel émerge si
on a une alternance réqguliere entre 2 conditions d’éclosion de C. Elegans
(normoxie/anoxie) par ajout de glycogéne dans les ovocytes qui éclosent en anoxie. On
se demande ici si le méme meécanisme peut expliquer I'adaptation de C. Elegans a une
Kéclosion en anoxie non plus périodique, mais annoncée par un flash lumineux?. J
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Moyenne géométrique de la fitness lors du

changement d’environnement pour la 60° Maternal hatching
génération des populations prédictibles et Contenu en glycogéene des ovocytes (A) et embryons (B) en fonction des conditions

d’éclosions de la mére pour les 3 types de populations
Dey et al. Plos Biology 2016

Maternal hatching

imprédictible
Dey et al. Plos Biology 2016

Pour les population a I'environnement prédictible, lorsque la mere a éclos en
conditions de normoxie, il y a une augmentation de la quantité de glycogene chez
ses descendants, ce qui leur permettra une meilleure survie lors d’'une éclosion en
anoxie: il y a une adaptation.

Dans de nouvelles expériences, il a été montré que la fitness augmentait aussi
pour les population dont I'éclosion en anoxie était précédée d’un flash lumineux a |la
génération précédente (données non publiées). On cherche ici a savoir si cette
adaptation est également due au glycogene, objet d'un trade-off métabolique: i
réduit le stress hyperosmotique dangereux en anoxie et fournit de |'énergie mais
réduit la production de glycérol, précurseur lipidique nécessaire a la croissance.

Pour mesurer la quantité de glycogene, on prend des photos des vers colorés a
la vapeur de diiode. Des prises de vues sans colorations sont également réalisées pour
permettre la comparaison et évaluer la part de coloration due au diiode.
 Décongélation des vers : Centrifuger, enlever I'éthanol pur, ajouter de I'éthanol a
90° (0,5mL) puis répéter avec I'éthanol 70° (0,5mL) et le M9 (0,3 mL, milieu salin)
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Gel sectionné : population Al
(ancestrale) et B1 (dérviée)

 Coloration a la vapeur de diiode (selon les cas): retourner la lame au-dessus du
flacon de diiode pendant 2min30

 Prise de vues au microscope optique (x640, en moins de 40min si coloration):
embryons antérieurs et postérieurs, ovocytes antérieurs et postérieurs

 Analyse de contraste par ordinateur

Photo d’embryons (MO, x640)

Photo d’ovocytes (MO, x640) sans coloration

avec coloration au diiode

/ Projet non terminé: pas d’analyse d’'image pendant le stage. De nombreux blob

Introgression d’'une mutation: Quel impact des
recombinaisons sur la sélection et I'adaptation ?

/ L‘adaptation qu’on observe chez les organismes pose la question des mécanismg
qui en sont a lorigine. Chez C. elegans on s’intéresse surtout a des lignées
hermaphrodites qui se reproduisent seuls (selfing), les recombinaisons
chromosomiques sont donc un facteur important d’adaptation. On cherche a
introgresser dans la population du laboratoire une mutation qui modifie ces taux de
recombinaison, pour ensuite établir une compétition et comparer la sélection sur

Qopulations avec et sans modificateurs de recombinaison. /
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La mutation s180 change la distribution des recombinaisons le long du
chromosome3, le taux de recombinaison des sauvages étant connu*. On cherche a
I'introgresser dans la population adaptée aux conditions du laboratoire (A), en

conservant sa diversité génétique, a partir d'une population homozygote pour cette
mutation (BC), obtenue via le Caenorhabditis Genetic Center.

Pour réaliser lintrogression, on effectue un croisement AxBC puis des
retrocroisements successifs avec A, en suivant l'origine des différentes parties du
chromosome suite aux recombinaisos grace a des SNPs, trouvé par informatique car
le génome de C. elegans est connu.

(focus)
NomdesSNPs: B C DAl E - G -
Distance (en Mb): 1 4 .772.75 1 1.8 5 8.5

Distribution des SNPs le long du chromosome

Pour le suivi des SNPs, on utilise le pyroséquencage : on extrait 'ADN d’une
population (apres reproduction), on I'amplifie par PCR puis on réalise le séquencage
des SNPs, afin de déterminer quels descendants seront utilisés pour la prochaine

étape de reproduction. La suite de |'étude se concentre sur la mise en place du
protocole de pyroséquencage (PCR suivi d’'un séquencage spécifique)

Aprés un premier test de pyroséquengage
sur 10 populations (8 F1,2 homozygotes et 2
populations initiales du laboratoires), on e
abandonne les primers G et | qui ne donnent
aucun résultat sur aucune des populations:
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Analyse de pyroséquencage sans résulat (SNP |, pop BC) ) ,,,,,,,,, ,
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Pour s’assurer de la spécificité des autres
produits de PCR on réalise une électrophorese. La
taille des produits correspond a celle a attendu, et
pour C on isole la bande la plus petite: apres
migration sur gel de tout le produit de la PCR, on
extrait I’'ADN du gel.

Electrophorése des produits de la PCR

/ Une seule nouvelle expérience de PCR am
_ d

étre menée, mais elle a donné beaucoup de
résultats non concluants. Elle doit étre
recommencée pour s’assurer que le probleme
| ne vient pas de |'opérateur.
| Une fois |la méthode éprouvée, les
| croisements pourront étre effectués pour
| — 1 1 7 effectivement suivre [lintrogression de Ila
. mutation s180 dans la population. Dans le cas
-~ " contraire, il serait possible d’utiliser des

130

120

Résultat positif de pyroséquencage: le SNP identifié
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