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RÉSUMÉ 

Les multiples copies de familles de gènes d'ARN ribosomaux (ARNr) sont séparées par 

des régions non transcrites appelées espaceurs intergéniques (IGSs). L'IGS renferme les 

séquences régulatrices de la transcription des gènes 'd' ARNr parmi lesquelles se trouvent 

des éléments répétitifs, notamment des "enhancers" qui augmentent le taux de 

transcription des gènes d'ARNr. La variation du nombre de ces répétitions est à l'origine 

de l'hétérogénéité de longueur des IGS retrouvée entre individus. Plusieurs études ont 

établi une corrélation entre cette hétérogénéité et le taux de croissance en démontrant 

que le taux de croissance varie proportionnellement à la longueur des IGS. L'objectif 

principal de mon étude est de développer un marqueur moléculaire permettant d'évaluer 

l'hétérogénéité de l'IGS chez la perchaude (Percaflavescens). Pour ce faire, l'IGS d'un 

individu de perchaude a été amplifié par PCR, séquencé puis reconstitué. La structure de 

cet IGS révèle la présence de quatre régions contenant des répétitions en tandem 

(régions répétitives). Afin de déterminer l'implication de ces régions dans la variation de 

longueur des IGS, des amplifications PCR ont été réalisées à l'aide d'amorces flanquant 

les régions répétitives. Parmi ces tests, seule l'amplification du segment d'IGS contenant 

les deux premières régions répétitives à partir du 28S révèle une hétérogénéité de 

longueur des IGS chez les perchaudes. Par conséquent, la paire d'amorce flanquant ce 

segment a été choisie comme marqueur pour déterminer les génotypes d'IGS dans des 

populations de perchaudes des rives nord et sud du Lac St-Pierre (LSP). Ainsi, trois 

principaux génotypes ont émergés: les génotypes "Long" (L), "Court" (S), et "Long & 

Court" (LS). Le second objectif de l'étude est d'évaluer l'impact des longueurs d'IGS sur 

la croissance. Ainsi, les taux de croissance des perchaudes ont été déterminés à l'aide de 

deux indices de croissance, soit la longueur totale (TL) et le rapport ARN/ADN. Les 

résultats montrent que ce dernier est similaire entre les deux populations, par contre, la 

TL moyenne est plus élevée sur la rive sud. Les résultats montrent également une 

distribution des génotypes similaire entre les deux populations; par conséquent, chez la 

perchaude du LSP, la variation des longueurs d'IGS ne semble pas influencer leur taux 

de croissance. Néanmoins, cette étude a permis d'obtenir le premier marqueur 

moléculaire permettant de révéler l'hétérogénéité de longueur des IGS chez la perchaude 

en plus de fournir de nouvelles données sur la structure de l'IGS de perchaude. 
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1. Revue de littérature 

1.1 Le ribosome: Composition et fonction 

Le ribosome est le site de synthèse des protéines chez tous les organismes; il est 

constitué d'une grosse et d'une petite sous-unités formées de protéines associées à des 

ARN ribosomaux (ARNr). Chez les eucaryotes supérieurs, la grosse sous-unité 

comprend les ARNr 28S, 5.8S, 5S et la petite sous-unité l'ARNr l8S (Figure 1.1). 

La traduction des ARN messagers (ARNm) en protéines requiert l'intervention 

coordonnée d'une machinerie de synthèse composée de ribosomes, d'ARN de transferts 

(ARNt), d'ARN messagers (ARNm) et de plusieurs protéines. Chaque ARNt contient 

une séquence de trois nucléotides, l'anticodon, complémentaire à un codon de l'ARNm. 

L'anticodon et le codon se lient, permettant ainsi à l'ARNt d'apporter l'acide aminé 

auquel il est associé et de l'intégrer à la chaîne polypeptidique en cours de synthèse. La 

traduction débute par l'assemblage du premier ARNt (ARNt fMet) et de l'ARNm sur la 

petite sous-unité du ribosome; ce complexe d'initiation ainsi formé se lie ensuite à la 

grosse sous-unité du ribosome (Lodish et al. 2003). Le processus d'élongation qui suit 

est caractérisé par la succession d'ARNt au niveau de sites précis du ribosome (sites A et 

P); chaque ARNt apportant un nouvel acide aminé qui sera incorporé à la chaîne 

polypeptidique naissante par la formation d'un lien peptidique entre cet acide aminé et le 

polypeptide. La traduction prend fin lorsqu'un ARNt intègre un codon stop; ce qui 

aboutit, à la libération de la protéine nouvellement synthétisée et à la dissociation du 

complexe d'initiation. 

Plusieurs ribosomes aidés par des protéines appelées facteurs de transcription 

effectuent la traduction en se déplaçant le long de l' ARNm de son extrémité 5' à son 

extrémité 3'. Le ribosome sert donc de site à l'intérieur duquel tous les éléments 

participant à la traduction se regroupent pour effectuer la synthèse des protéines. Le 

ribosome ne joue pas seulement un rôle d'usine de fabrication des protéines, il y 
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participe activement via le rôle des ses ARN. En effet, au cours du processus 

d'élongation la formation du lien peptidique est catalysée principalement par l'ARNr 

28S (NoUer et al. 1992); les protéines ribosomales assurant le reste de l'activité 

catalytique du ribosome (Diedrich et al. 2000; Ramakrlshnan & White, 1998; Rodnina et 

al. 2006; Khaitovich et al. 1999). De plus, tous les ARNr interagissent avec l' ARNm au 

cours de la traduction excepté l' ARNr 5S qui ne joue qu'un rôle accessoire. 

:--____ 5S 

---28S 

---5.8S 

----18S 

FIGURE 1.1 : Le ribosome et ses ARNr. La grosse sous-unité du ribosome contient 

les ARNr 5S, 28S et 5S. La petite sous-unité ne possède que l'ARNr 18S. 

1.2 Les gènes d'ARNr 

L'ADN ribosomal (ADNr) regroupe les gènes codant pour les ARNr. Ces gènes 

sont organisés en familles répétées en tandem existant en 100 copies ou plus dans le 

génome des eucaryotes (Lodish et al. 2003). Une famille comprend les gènes d'ARNr 

18S, 5.8S et 28S séparés par les «internaI transcribed spacer» 1 et 2 (lTSl et ITS2) 

(Figure 1.2). Ces familles sont localisées sur un ou plusieurs chromosomes au niveau de 

sites appelés organisateurs nucléolaires autour desquels se forme le nucléole. Ce dernier 

est le compartiment nucléaire dans lequel s'effectue la transcription des ARNr et 

l'assemblage des ribosomes (Moss, 2004; Nomura, 2001). 
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Les gènes 28S, 5.8S et 18S sont transcrits par l'ARN polymérase l (pol 1) en un 

seul large précurseur (le pre-ARNr); contenant à son extrémité 5' proche du 18S le « 5' 

external transcribed spacer» (5' ETS) et à son extrémité 3' proche du 28S le « 3' 

external transcribed spacer» (3' ETS) proche du 28S (Figure 1.2). Ce précurseur subit 

par la suite une maturation pour donner ces trois ARNr. L'ARNr 5S est transcrit à 

l'extérieur du nucléole par l'ARN polymérase III tandis que les gènes codant pour les 

protéines ribosomales sont transcrits par l'ARN polymérase II. 

Par ailleurs, la séquence nucléotidique des gènes d'ARNr est très conservée aussi 

bien à l'intérieur d'une même espèce qu'entre les espèces. Les organismes ont donc 

préservé une remarquable similitude au niveau des séquences de la famille de gènes 

d'ARNr tout au long de l'évolution. Une telle homogénéité de séquence intra et 

interspécifique connue sous le nom d'évolution concertée (Schlotterer & Tautz, 1994) 

résulte de processus tels que les crossing-over inégaux, l'amplification de gènes et la 

conversion génique; ce dernier étant le facteur le plus influant dans ce processus 

d'homogénéisation des gènes d'ARNr (Dover, 1982; EIder & Turner, 1995; Liao, 1999; 

Weider et al. 2005). 

Familles de gènes d'ARNr répétées en tandem 

II-

18S 5.8S 28S 

~ ETS 1 lrrsID ITS2 '--I ____ ~~

FIGURE 1.2: Disposition en tandem des familles des gènes codant pour les ARNr 

18S, 5.8S et 28S. Ces gènes sont transcrits en un seul large précurseur d'ARN (pre-

ARN) qui contient les ITS1, ITS2 ainsi que le 5'ETS et le 3'ETS. 
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1.3 L'espaceur intergénique (IGS) 

L'espaceur intergénique (lOS) est la région non transcrite située entre les familles 

de gènes d'ARNr, précisément entre les gènes 18S et 28S (Figure 1.3). Contrairement 

aux gènes d'ARNr, la séquence nuc1éotidique de nos est divergente entre les espèces. 
En outre, nos contient des séquences répétées dont le nombre variable est à l'origine 
de l'hétérogénéité de longueur des lOS rencontrée parmi les individus d'une même 

espèce, entre des espèces différentes et aussi dans une même cellule (Boseley et al. 

1979; Paule & Lofquist, 1996). Ces séquences dont l'importance fonctionnelle est de 

réguler la transcription des gènes d'ARNr sont des « enhancers », « promoters » et des « 

terminators » qui constituent avec d'autres régions fonctionnelles de nos les sites ~ 

fixation de pollet de ses facteurs de transcription. L'arrangement de ces éléments 

régulateurs au sein de nos est similaire parmi les espèces eucaryotes (Reeder, 1989, 
1990; Paule & Lofquist, 1996). Ainsi, du site d'initiation de la transcription (tis) à 

l'extrémité 3' du 28S, on retrouve le promoteur central, le «upstream control element » 

ou « upstream promoter element » (UCE ou UPE), le « proximal terminator » (PT), Les 

« spacer promotors » (SP) puis les «terminators ». Finalement, on y retrouve dispersés 

les « enhancers » (Figure 1.4). 

Familles de gènes d'ARNr répétées en tandem 

II- 1 

188 5.8S 288 lOS 188 5.8S 288 
----1 ~  ~ 

FIGURE 1.3 : L'espaceur inter génique (IGS) est la région non transcrite localisée 

entre les familles de gènes d'ARNr. Il contient les séquences d'ADN qui régulent la 

transcription des gènes d'ARNr. 
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enhancers enhancers ~  UCE 
~ 
tis 

FIGURE 1.4 : Éléments régulateurs de l'IGS. Le promoteur central (CORE) 

autour du site d'initiation de la transcription (tis), 1'« upstream control element» 

(UCE), le proximal terminator (PT), les enhancers, les spacer promoter (SP) et les 

terminators (term) (Paule, 1998). 

Le promoteur central «core promoter» est la région sur laquelle pollet ses 

facteurs de transcription se fixent pour débuter la transcription. Sa localisation est 

d'environ 40 pb avant le tis (-40) à 10 pb après le tis (+10) (Paule, 1998). n est composé 

de deux régions fonctionnelles: une région entourant le lis et une autre située avant la 

précédente. Cette dernière est indispensable à l'assemblage des facteurs généraux de la 

transcription et de polI au niveau du promoteur central lors du processus initial  de la 

transcription des ARNr (Kownin et al. 1985). La région entourant le lis, constitue le site 

au niveau duquel le double brin d'ADN se sépare pendant l'initiation de la transcription 

des ARNr; elle a également une faible interaction avec une partie des facteurs généraux 

de transcription. L'UCE est la région qui va du promoteur central à environ -150. Les 

travaux menés par Miller et al. 1985 ont démontré que l'UCE stimule la transcription 

des gènes d'ARNr in vivo et in vitro sous certaines conditions. De plus, l'UPE s'attache 

aux mêmes facteurs de transcriptions que ceux qui se lient au promoteur central et sa 

présence n'est pas indispensable à l'initiation de la transcription des gènes d'ARNr. Le 

PT est localisé dans une région qui se trouve environ 200 pb avant le tis (-200). Deux 

rôles lui sont attribués: Tout d'abord, il arrête la transcription à la suite de sa liaison 

avec un facteur de transcription appellé «termination factor TTF -1» (Grummt et al. 

1986). Le PT stimule également l'initiation de la transcription. Les SP sont des 

promoteurs secondaires qui peuvent être en plusieurs copies dispersées au sein de l'IGS. 

Leur séquence est similaire à celle du promoteur central. n'a été démontré que ces SP 
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activent la transcription des gènes d'ARNr d'une manière dépendante de l'orientation 

(Grimaldi et al. 1990). La transcription peut débuter à partir des SP jusqu'au proximal 

terminator. Dans ce cas, les produits sont de courts transcrits (Reeder, 1989) dont il a été 

prouvé qu'ils entraînent la répression de la transcription des gènes d' ARN r (Mayer et al., 

2006). 

Les « enhancers » sont des séquences répétitives disposées en tandem au sein de 

l'IGS. Ils ont pour fonction d'activer la transcription des gènes d'ARNr à partir du 

promoteur central en stimulant la fixation des facteurs de transcription sur le promoteur 

central et l'UCE. Leur caractère répétitif et leur rôle ont été décrits chez une variété 

d'espèces eucaryotes. En effet, grâce à des analyses fonctionnelles et mutationnelles, il 

s'est avéré que des répétitions de 60/81 pb, 140 pb, 240 pb/330 pb, trouvées 

respectivement chez Xenopus, la souris, Drosophila melanogaster activent la 

transcription des gènes d'ARNr (Busby & Reeder, 1983; Labhart & Reeder, 1984; 

Reeder, 1984; Grimaldi & Di Nocera, 1988; Kuhn et al., 1990; Pikaard et al., 1990; 

Grimaldi et al. 1990). Les enhancers répertoriés à travers les espèces eucaryotes 

partagent des caractéristiques communes; ils sont localisés avant le promoteur, sont 

capables d'activer la transcription indépendamment de leur orientation et peuvent être 

transcrits à partir de un ou plusieurs « spacer promoters » (Reeder, 1989, 1990). Les 

«terminators» permettent l'arrêt de la progression de polI et le détachement du pre-

ARNr et de polI du brin d'ADNr. Ainsi, les terminators codent des signaux nécessaires à 

la terminaison de la transcription des ARNr. Ce sont des séquences répétitives disposées 

en tandem et localisées après l'extrémité 3' du gène 28S. 

En résumé, l'IGS contient des éléments dont le rôle est de réguler la transcription 

des gènes d'ARNr. Parmi ces éléments, le promoteur central, constitue le site sur lequel 

se fixent pol l et ses facteurs de transcription afin d'initier la transcription. Les spacer 

promoters activent la transcription tout comme les « enhancers » qui sont des éléments 

répétés en tandem. Un autre rôle connu des « spacer promoters est la répression de la 

transcription. Les « terminators » sont également disposés en tandem après l'extrémité 

3' du 28S et constituent le signal d'arrêt de la transcription. L'existence d'une 
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hétérogénéité de longueur des IGS s'explique par la présence en son sein d'un nombre 

variable d'éléments répétitifs, notamment d'enhancers, de spacer promoters et de 

terminators. 

1.4 Gènes d'ARNr et croissance 

La quantité de ribosomes synthétisés est liée à la croissance d'un organisme (Ju & 

Warner, 1994). En réponse à des signaux environnementaux tels que la présence de 

facteurs de croissance et la disponibilité des nutriments, une cellule ajuste sa quantité de 

ribosomes en fonction de ses besoins en protéines (Stefanovsky et al., 2001); ce qui se 

traduit principalement par une régulation du nombre de ribosomes synthétisés et 

parallèlement, une régulation du taux de transcription des gènes d'ARNr. Par exemple, 

un organisme à croissance élevée a besoin d'augmenter sa production de ribosomes afin 

que ces derniers supportent sa demande en protéines; pour ce faire, il doit augmenter sa 

synthèse de ribosomes, il en résulte donc une augmentation du taux de transcription des 

gènes d'ARNr. 

La majorité des études ayant permis d'établir la relation entre transcription des 

ARNr, quantité de ribosomes, et taux de croissance chez les eucaryotes ont utilisés 

comme modèle la levure Saccharomyces cerevisiae. Ainsi, Fahy et al. (2005) ont 

remarqué qu'une variation du niveau de transcription des gènes d'ARNr s'opérait 

subséquemment au changement de phase de croissance de Saccharomyces cerevisiae. 

En effet, lorsque les cellules entraient en période de croissance stationnaire caractérisée 

par une absence de croissance; le taux de transcription des gènes d'ARNr diminuait 

(Fahy et al., 2005; Waldron, 1977). Par contre, une fois que les cellules étaient placées 

dans un milieu favorisant une croissance élevée, elles entraient en période de croissance 

exponentielle et les niveaux de transcription des ARNr augmentaient. Ju & Warner 

(1994) ont également noté une réduction du taux de transcription des ARNr d'environ 

90% lorsque les cellules de levures passent d'une phase exponentielle de croissance à 

une phase stationnaire. De plus, dans des cellules cancéreuses dont la croissance est 

incontrôlée, l'activation constitutive de certaines voies de signalisation entraîne 
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l'activation de la transcription par pol l, ce qui a pour conséquence d'augmenter la 

synthèse de ribosomes (Ruggero & Pandolfi, 2003). Le taux de transcription des gènes 

d'ARNr d'un organisme est donc lié à sa croissance. 

Dans une cellule en croissance ou qui se divise, la majorité des ARN transcrits 

sont des ARNr. Par exemple, en période de croissance rapide, la levure Saccharomyces 

cerevisiae transcrit les ARN dans les proportions suivantes: 80% d' ARNr, 15% 

d'ARNt, et seulement 5% d'ARNm (Wamer, 1999). Par ailleurs, la synthèse des ARNr 

représente 60% à 80% de l'activité transcriptionelle totale d'une cellule (Fahy et al., 

2005; Moss & Stefanovsky, 2002). La majeure partie de la transcription qui s'effectue 

dans une cellule en croissance est donc dédiée à la synthèse des ARNr. Le contrôle de la 

croissance de la cellule nécessite par conséquent une régulation rigoureuse du taux de 

transcription des ARNr. 

Plusieurs éléments sont impliqués dans la régulation de la transcription des gènes 

d'ARNr. Tout d'abord, l'IGS car il contient des régions qui sont les sites de fixation de 

pollet de ses facteurs de transcription. Ces régions qui sont des «enhancers », 

promoteurs, « terminators », et «spacer promoters » constituent les séquences d'ADN 

régulatrices de la transcription des gènes d'ARNr. Les mécanismes épigénétiques 

constituent aussi un processus important de régulation, notamment de part leur influence 

sur le nombre de copies de gènes d'ARNr actives. Il existe donc deux formes de 

régulation de la quantité d'ARNr transcrits; la première agit sur le taux de transcription 

des ARNr et fait intervenir les régions régulatrices de l'IGS; la seconde modifie la 

proportion de gènes d'ARNr actifs/inactifs par des mécanismes épigénétiques. 

1.5 Mécanismes de régulation de la transcription des gènes d'ARNr 

Dans les cellules eucaryotes, l'ADN est empaqueté sous forme de chromatine. Le 

premier niveau d'organisation de la chromatine comprend plusieurs unités, les 

nuc1éosomes qui sont formés d'ADN superenroulé autour de protéines appelées 

histones. Les nuc1éosomes sont eux-mêmes organisés en structure plus compacte par des 
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protéines non histones. La majorité des gènes transcrits sont localisés au niveau de 

l'euchromatine ou « chromatine ouverte» qui est une structure de la chromatine dans 

laquelle l'ADN est empaqueté de manière moins condensée; ces gènes sont dit gènes 

actifs (Elgin, 1988; Mathis et al., 1980). Par contre, les gènes inactifs sont associés à 

l'hétérochromatine ou «chromatine fermée» dans laquelle l'ADN Y est très condensé, 

ce qui le rend inaccessible aux facteurs de transcriptions et empêche donc toute activité 

transcriptionelle. La structure de la chromatine au niveau des gènes d'ARNr joue donc 

un rôle important dans la régulation de leur transcription. 

De nombreuses données permettent d'affirmer que l'état de la chromatine au 

niveau des régions régulatrices des gènes d'ARNr est déterminant dans l'activation ou 

l'inactivation de ces derniers. Par exemple, l'IGS de l'ADNr de la grenouille Xenopus 

présente à la fois des régions enrobées dans les nuc1éosomes et des régions qui en sOl1t 

démunies. Les investigations subséquentes ont déterminé que les gènes d'ARNr actifs 

de Xenopus sont précédés par un « enhancer » dépourvu de nuc1éosome tandis que les 

gènes silencieux et leurs séquences régulatrices sont empaquetés dans les nuc1éosomes 

(Lucchini & Sogo, 1992). De même, Dammann et al. (1995) prouvent que les régions 

d'ADNr non transcrites de la levure possèdent des enhancers contenus dans les 

nuc1éosomes tandis que les ADNr transcrits ont des enhancers non nuc1éosomiques. De 

toutes les copies de gènes d'ARNr retrouvées dans une cellule, seul un certain nombre, 

soit environ la moitié est sous forme active d'euchromatine, ne formant pas de 

nuc1éosomes et donc susceptible d'être transcrit; le reste des gènes est inactif, enrobé 

dans les nuc1éosomes pour former l'hétérochromatine (Conconi et al. 1989; Dammann 

et al. 1993, 1995; Flavell, 1986; Grummt & Pikaard, 2003; McKnight & Miller, 1976; 

Miller & Beatty, 1969). Toutefois, sous certaines conditions, lorsqu'une cellule a besoin 

d'une grande quantité d'ARNr, il se produit une activation d'une partie des gènes 

d'ARNr inactifs. Ainsi, selon les besoins de la cellule, on observe un changement d'état 

de la chromatine au niveau des gènes d'ARNr inactifs; en effet, celle-ci peut passer de 

l'état inactif à un état actif aboutissant à une augmentation de la transcription de l'ADNr. 

Par exemple chez la levure Saccharomyces cerevesiae, il se produit une variation des 

proportions des gènes d'ARNr actifs et inactifs dépendamment de son niveau de 
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croissance. Dans un milieu riche en nutriments, lorsque Saccharomyces cerevesiae passe 

d'une phase exponentielle de croissance à une phase stationnaire de croissance, le 

pourcentage de gènes d'ARNr transcrits (gènes actifs) diminue de 17% (Fahy et al., 

2005). De plus, on observe une diminution de 29% du nombre de gènes d'ARNr actifs 

lorsque Saccharomyces cerevesiae est cultivé dans un milieu pauvre (Sandmeier et al., 

2002). Donc, le taux de transcription des gènes d'ARNr est en pll;rtie contrôlé par une 

variation du nombre de gènes d'ARNr actifs. Néanmoins, la régulation de la 

transcription des gènes d'ARNr est essentiellement assurée par la régulation du taux de 

transcription des gènes d'ARNr déjà actifs plutôt que par une modification de la 

proportion de gènes d'ARNr actifs versus gènes inactifs (Morrow et al. 1993). Par ex, 

seuls 50% du nombre total de copies de gènes d'ARNr de Saccharomyces cerevesiae est 

transcrit et ce, quel que soit le niveau de transcription. Banditt et al. (1999) démontrent 

également que l'effet des éléments régulateurs de la transcription est principalement 

dirigés vers les gènes déjà actifs. Dans leur étude, il se produisait une réduction très 

importante (50% et plus) du taux de transcription d'unités de gènes d'ARNr à la suite 

d'une délétion de leur enhancer)ls ont ensuite démontré que cette réduction n'affectait 

pas le rapport gènes actifs/gènes inactifs qui existait avant la délétion; ce qui confirme 

que les éléments qui régulent le taux de transcription des gènes d'ARNr agissent 

principalement sur le taux de transcription des gènes d'ARNr déjà actifs. 

1.5.1 Mécanismes épigénétiques 

La régulation épigénétique de la transcription des gènes d'ARNr fait intervenir 

plusieurs mécanismes ayant pour but de modifier l'état de la chromatine et rendre les 

gènes d'ARNr actifs ou inactifs selon les besoins de la cellule. Parmi ces mécanismes, 

on retrouve la méthylation de l'ADN et des histones, l'acétylation et déacétylation des 

histones. Tous ces mécanismes agissent de concert ou séparément afin d'activer ou 

d'inactiver les gènes d'ARNr. Ainsi, dans une étude réalisée sur la plante Arabidopsis 

thaliana, l'observation du degré de méthylation des cytosines au niveau du promoteur 

.des gènes d'ARNr a révélé qu'une importante partie des gènes d'ARNr étaient 

hyperméthylés au niveau de leur promoteurs tandis qu'une autre portion, moins 

importante des gènes d'ARNr ne présentaient pas de méthylation au niveau des 
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cytosines (C) de leur promoteur. De plus, à l'aide de certaines analyses, Ils ont 

également pu déterminer l'état de méthylation des histones se trouvant au niveau des 

gènes d'ARNr et qui entrent dans la formation du nucléosome. Ainsi, ils ont découvert 

qu'une des histones associée aux gènes d'ARNr, précisément l'histone 3 (H3) est soit 

méthylé deux fois, soit trois fois respectivement sur sa lysine 9 et lysine 4. Des analyses 

complémentaires leur ont permis de conclure que les gènes d'ARNr actifs sont 

caractérisés par une histone H3 triméthylée sur la lysine 4 associée à l'hypométhylation 

des C au niveau du promoteur de ces gènes. Les gènes d'ARNr inactifs sont associés à 

H3 diméthylée sur la lysine 9 et un promoteur hyperméthylé au niveau de ses cytosines 

(Lawrence et al., 2004; Lawrence & Pikaard, 2004). De plus, Lawrence & Pikaard, 

(2004) ont également montré que la suppression de la méthylation de l'ADNr couplée à 

une ~  de certaines histones aboutissait à l'activation de gènes d'ARNr qui 

étaient auparavant inactifs. En outre, lorsque Saccharomyces cerevesiae entre en phase 

stationnaire de croissance, il a été démontré que la déacétylation indirecte des histones 

H3 et H4 par l'histone déacétylase RPD3a entraîne l'inactivation des gènes d'ARNr; ce 

qui se traduit par une réduction de la production d'ARNr (Sandmeier et al., 2002). 

Des études antérieures réalisées chez certaines espèces de plantes avaient déjà mis 

en lumière une corrélation entre la méthylation de résidus cytosines au niveau de 

certaines régions de l'IGS, la longueur de ces dernières et l'activation des gènes 

d'ARNr. Ces études ont mené aux conclusions suivantes: D'une part, les organisateurs 

nucléolaires transcriptionnellement actifs présentent un plus grand nombre de gènes 

d'ARNr hypométhylés au niveau de cytosines comparativement aux organisateurs 

nucléolaires moins actifs (Flavell et al., 1988; Houchins et al., 1997). D'autre part, la 

comparaison entre les longueurs des IGS montre que, contrairement aux IGS courts, les 

IGS longs sont retrouvés dans les organisateurs nucléolaires les plus actifs et présentent 

une plus importante hypométhylation de leur site CCGG (Sardana et al., 1993). 

Une autre étude menée cette fois ci sur des cellules cancéreuses du foie humain a 

révélé que contrairement aux cellules non cancéreuses qui produisent beaucoup moins 

d'ARNr, les cellules  cancéreuses présentaient une hypométhylation plus élevée au 



13 

niveau des îlots CpG des promoteurs des gènes d'ARNr. Donc, l'hypométhylation de 

ces îlots CpO entraîne une très forte augmentation de la transcription des gènes d'ARNr 

nécessaire à la croissance démesurée de ces cellules cancéreuses (Ohoshal et al., 2004). 

En résumé, la méthylation des cytosines de certaines régions régulatrices des gènes 

d'ARNr entraîne l'inactivation de ces gènes; il en est de même pour la déacétylation des 

histones se trouvant à proximité des gènes d'ARNr (Santoro & Orummt, 2005). Cette 

dernière conclusion est conforme aux connaissances déjà établies qui associent 

l'inactivation de gènes non ribosomaux à la méthylation de l'ADN et l'acétylation des 

histones. Par contre, l'hypométhylation du promoteur des gènes d'ARNr et l'acétylation 

des histones caractérise les gènes d' ARNr actifs (Chen & Pikaard, 1997; Eberharter & 

Becker, 2002; Lawrence & Pikaard, 2004; Mizzen & Allis, 1998; Preuss & Pikaard, 

2007) (Figure 1.5). L'ordre chronologique menant à l'inactivation des gènes d'ARNr 

débute d'abord par une déacétylation des histones suivi d'une méthylation des CpO du 

promoteur; cette séquence d'évènements abouti à la fermeture de la chromatine, donc à 

la formation de l'hétérochromatine et empêche l'assemblage de la machinerie de 

transcription (facteurs de transcription et poil) au niveau du promoteur (Houchins et al., 

1997; Santoro & Orummt, 2005) 

Tous ces changements observés sur des cytosines et des histones des gènes 

d'ARNr déterminent en fait le changement d'état de la chromatine au niveau des gènes 

d'ARNr. Ainsi, la chromatine prend une configuration ouverte (euchromatine) ou 

fermée (hétérochromatine) respectivement en empêchant ou permettant l'accès de la 

machinerie de transcription aux régions régulatrices telles que les promotteurs et les 

enhancers se trouvant dans l'lOS, d'où la modulation de la transcription exercée par ces 

mécanismes épigénétique:;. Pour finir, les enzymes responsables de ces processus 

épigénétiques sont les histones déacétylases (HDACs), les histones acétyltransférases 

(HATs) (Roth et al., 2001) et les ADN méthyltransférases. Leurs mécanismes d'action 

ont fait l'objet de nombreuses études qui ne seront pas détaillés ici. On peut citer 

quelques unes des molécules importantes dans les processus épigénétiques qui affectent 

l'état de la chromatine des gènes d'ARNr; ces molécules sont les suivantes: «Nucleolar 

remodeling complex» NoRC dont il a été prouvé qu'elle rend les gènes d'ARNr 
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silencieux en établissant un environnement hétérochromatique au niveau du promoteur 

par un mécanisme aboutissant au recrutement des histones deacétylases et des ADN 

méthyltransférases (Santoro et al. 2002; Zhou et al. 2002). L'enzyme Dnmtl dont 

l'activité de méthylation des régions régulatrices des ADNr est associée à l'inactivation 

des ces derniers (Majumder et al., 2006; Robert et al., 2003; Suzuki et al., 2004). 
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FIGURE 1.5: Contrôle épigénétique de l'activation des gènes d'ARNr. Les gènes 

d'ARNr actifs se trouvent dans l'euchromatine tandis que les gènes inactifs se 

trouvent dans l'hétérochromatine. Les mécanismes qui rendent ces gènes actifs 

incluent la déméthylation de cytosines, la méthylation et l'acétylation  de lysines 

particulières sur certaines histones. Par contre, la méthylation de l'ADN et de 

certaines lysines d'histones, la deacétylation de certaines histones sont des 

mécanismes qui engendrent la présence de l'hétérochromatine au niveau des gènes 

d'ARNr et les rend ainsi inactifs (Preuss & Pikaard, 2007). 

1.5.2 Hétérogénéité de longueur des IGS 

L'hétérogénéité de longueur des IGS résulte de la variation du nombre de copies 

d'éléments répétitifs qui s'y trouvent. Par conséquent, les IGS longs possèdent plus 
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d'éléments répétitifs que les IGS courts. L'existence de l'hétérogénéité de longueurs 

d'IGS a été rapportée entre différentes espèces, entre les individus d'une même espèce et 

aussi chez un même individu. Les études qui se sont penchées sur la signification 

fonctionnelle d'une telle variation de longueur des IGS ont mis en lumière le fait que 

dans une population donnée, les individus présentant les IGS les plus longs ont un taux 

de croissance plus élevé que celui des individus ayant les IGS plus courts. Le rôle des 

éléments répétitifs de l'IGS qui sont souvent des enhancers et des spacer promoteurs est 

d'augmenter le taux de transcription des ARNr (Grimaldi & Di Nocera, 1988; Grimaldi 

et al., 1990; Kohom & Rae, 1982); par conséquent, la variation de leur nombre entraîne 

une variation du taux de transcription des ARNr et parallèlement celle du taux de 

croissance (Flavell, 1986; Reeder, 1984); d'où leur impact sur le taux de croissance. 

L'hétérogénéité intra et interspécifique de longueur des IGS rencontrée chez 

Daphnia est dû à la présence d'un nombre variable de régions de 330 paires de bases 

(pb) et 200pb approximativement contenant des répétitions (promoteurs, enhancers, 

terminators) (Crease 1993). Cette hétérogénéité de longueur des IGS a été corrélée au 

taux de croissance dans une étude réalisée par Gorokhova et al. (2002) sur des 

populations de Daphnia pulex à croissance différente. L'amplification par PCR de la 

portion de l'IGS renfermant les régions de 330pb a révélé la présence de deux génotypes 

dans chacune des populations; soit un génotype « simple bande» composé d'un 

fragment unique d'environ 1.5 kb et un génotype « double bande» comprenant le 

fragment de 1.5 kb plus un autre fragment d'environ 0.92 kb. En observant la fréquence 

des génotypes dans les deux populations, les chercheurs ont déterminé que la population 

dans laquelle les individus à génotype « simple bande» prédominaient présentait un taux 

de croissance plus élevé que celle dans laquelle les individus « double bande» 

prédominaient. Les individus à génotype « simple bande» ne renferment au total que 

des IGS longs qui favorisent un taux de croissance élevé . alors que les individus à 

génotype « double bande» possèdent à la fois des IGS longs et courts; ce qui favorise 

un taux de croissance plus bas à cause de la présence des IGS courts. Une autre étude 

menée par Weider et al. (2004) arrive à une conclusion similaire en utilisant comme 

modèles d'étude trois espèces de daphnie, soit Daphnia pulex, D. pulicaria et D. magna. 
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Chez ces trois espèces, une corrélation positive entre la longueur des IGS et le taux de 

croissance est également trouvée. 

Déjà en 1983, Reeder et al. ont été parmi les premiers chercheurs à associer la 

longueur de l'IGS à la variation du taux de croissance. Pour ce faire, ils injectèrent dans 

des oocytes de Xenopus laevis des constructions plasmidiques comprenant des ADNr 

avec des IGS de longueur variable. Ils observèrent alors que contrairement au IGS 

courts, le taux de transcription était plus élevé à partir du promoteur des IGS longs. 

Également, (Cluster et al., 1987) ont obtenus par sélection artificielle une lignée de 

Drosophila melanogaster à développement rapide et une autre lignée à développement 

lent. Après analyses des longueurs d'IGS apparues dans ces deux lignées, ils se sont 

aperçus que les individus à IGS longs étaient majoritaires dans la lignée à 

développement rapide tandis que les individus à IGS courts étaient majoritaires dans la 

lignée à développement lent. 

Divers travaux réalisés sur des eucaryotes ont donc permis de démontrer que 

l'hétérogénéité de longueur des IGS a une influence sur le taux de croissance mais 

aucune étude ne s'est intéressée à établir un tel lien chez les poissons. En outre, il est 

établit que la sélection naturelle et artificielle sur la croissance ou sur d'autres traits de 

vie importants favorise une longueur spécifique d'IGS (Rocheford et al. 1990; Gupta et 

al. 2002; Delany & Krupkin 1999; Grimaldi & Di Nocera 1988; Cluster et al. 1987). Ces 

résultats obtenus aussi bien chez des plantes que chez des animaux confirme 

l'importance fonctionnelle de l'hétérogénéité de longueur de l'IGS et indique que l'IGS 

subit une pression sélective lors du développement des organismes; de plus, l'évolution 

de l'IGS joue un rôle important dans l'adaptation des populations à leur environnement. 

1.6 Signification écologique de l'hétérogénéité de longueur des IGS : L'hypothèse 

du taux de croissance «Growth Rate Hypothesis» (GRH) 

L'hétérogénéité de longueur des IGS a également un effet sur des processus 

écologiques tels que la variation de la stoichiométrie C :N :P d'un organisme car cette 
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hétérogénéité constitue' les bases génétiques de 1 'hypothèse du taux de crOIssance 

«Growth Rate Hypothesis» (GRH). Cette hypothèse a été formulée il y a une dizaine 

d'années par Elser et al. (Elser et al., 2000; Weider et al., 2005). Elle suggère qu'il 

existe une corrélation entre le taux de transcription des ARNr, le taux de croissance et la 

variation du rapport Carbone: Azote: Phosphore (appelée stoechiométrie C :N :P) d'un 

organisme. En effet, chez les invertébrés, la majorité du P présent dans l'organisme est 

incorporé dans les ARN synthétisés par la cellule. Or, près de 80% de la quantité d'ARN 

total contenu dans une cellule est de l'ARNr (Warner, 1999). Par conséquent, la 

variation du taux de croissance affecte la quantité de P utilisée pour synthétiser les 

ARNr. Ainsi, à croissance rapide, le taux élevé de transcription des gènes d'ARNr 

entraîne une utilisation d'une plus grande quantité de P disponible; à croissance lente, 

c'est l'inverse qui se produit. Ces variations de quantités de P utilisées entraînent donc 

une variation de la stoechiométrie C : N : P. Le GRH a été confirmée par plusieurs 

travaux portant sur des invertébrés tels que Drosophila melanogaster (Watts et al., 

2006) et Daphnia pulex (Gorokhova et al., 2002). Étant donné que la variation de la 

longueur de l'IGS affecte le taux de transcription des ARNr et donc le taux de 

crOIssance, il existe' donc une relation directe entre les longueurs des IGS d'un 

organisme, sa stoechiométrie C :N:P et son taux de croissance. L'hétérogénéité de 

longueur des IGS permet donc de lier un processus génétique à un trait d'histoire de vie 

important comme la croissance. Dans les études portant sur les écosystèmes aquatiques, 

cette hétérogénéité constitue donc une nouvelle voie qui est de plus en plus explorée par 

les chercheurs qui veulent améliorer la compréhension des phénomènes impliqués dans 

des interactions écologiques tels que le transfert trophique. 

1.7 Le lac St-Pierre 

Le lac St-Pierre (LSP) est le plus large des lacs appartenant au système du fleuve 

St- Laurent. C'est un lac peu profond abritant plusieurs espèces de poissons dont la plus 

abondante est la perchaude. En outre, ce lac possède entre ses rives nord et sud des 

masses d'eau distinctes qui offrent des conditions de croissance contrastantes. La 

perchaude, Perca flavescens est un poisson d'eaux douces d'importance commerciale et 

sportive en Amérique du nord. Ces dernières années, on constate que la surpêche a 
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entraîné une baisse des stocks de perchaudes comme le révèle la baisse des rendements 

et la taille plus petite des poissons (Marsden & Robillard 2004). 

2. HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS DE L'ÉTUDE 

Bien que plusieurs études aient établit le lien direct entre hétérogénéité de 

longueur des lOS et taux de croissance chez plusieurs espèces d'eucaryotes, aucune 

étude ne s'est intéressée à établir un tel lien chez les poissons (Weider et al., 2005). 

L'hypothèse de notre étude est que chez les poissons, l'hétérogénéité de longueur des 

lOS a une influence sur le taux de croissance. Afin de tester cette hypothèse, on utilisera 

deux populations de perchaude du LSP provenant de la rive nord et sud. Puisque entre 

les rives du LSP, la présence de courants d'eaux très forts et de conditions de croissance 

contrastante pourraient avoir exercé une pression sélective différente sur les populations 

de chacune des rives aboutissant à la sélection d'un génotype particulier d'lOS, Il serait 

donc intéressant de développer un marqueur permettant de révéler 1 'hétérogénéité de 

longueurs d'lOS chez la perchaude du LSP. Un tel marqueur permettra de vérifier s'il 

existe chez la perchaude une prédisposition génétique à la croissance et d'estimer le 

potentiel de croissance des populations de perchaudes grâce à la révélation de leur 

génotype de longueurs d'lOS. Enfin, ce marqueur constituera un bon outil pour 

déterminer la structuration des populations et améliorer la compréhension de leur 

capacité de croissance. 

L'objectif principal de l'étude est de développer chez la perchaude un marqueur 

génétique de croissance basé sur l'hétérogénéité de longueurs des lOS. Pour atteindre cet 

objectif, l'amplification et le séquençage d'un lOS entier a été réalisé. Par la suite, 

l'analyse de la structure de cet lOS a permis de déterminer la localisation des régions 

répétitives et de concevoir des amorces afin d'amplifier ces régions spécifiques 

contenant des répétitions. Pour finir, ces amorces ont été utilisées pour vérifier 

l'existence d'une hétérogénéité de longueur des lOS. Le prochain objectif est d'utiliser 

le marqueur développé ci-dessus afin d'évaluer l'existence d'une hétérogénéité de 

longueur des lOS chez des populations de perchaudes du Lac St Pierre (LSP). 
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En se basant sur ces différentes observations, notre prochain objectif a pour but 

d'établir l'importance fonctionnelle d'une telle hétérogénéité, surtout son effet sur le 

taux de croissance des perchaudes. Pour ce faire, le taux de croissance a été déterminé 

dans chacune des populations de perchaudes en utilisant deux indices, soit le rapport 

ARN/ ADN et la longueur totale (L T) de chaque poisson. Le taux de croissance est 

finalement comparé aux génotypes d'IGS d'individus de perchaudes déterminés 

précédemment à l'aide du marqueur d'IGS. Ces différentes analyses permettront ainsi de 

vérifier si l'hétérogénéité de longueur des IGS a une influence sur la croissance des 

pOIssons. 
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Abstract 

The intergenic spacer (IGS) is located between ribosomal RNA (rRNA) gene families. 

Within the IGS are present a variable number of repetitive elements which are at the root 

of IGS length heterogeneity and are regulatory elements for rRNA gene transcription. 

This heterogeneity has been shown to have functional significance through its effect on 

growth rate. Here, the relationship between IGS length heterogeneity and short-term 

growth rate (RNA/DNA ratio) was investigated for yellow perch (Perca jlavescens) 

from two contrasting sites in Lake St. Pierre (LSP), Quebec. For this, a yellow perch 

IGS was first entirely sequenced and its molecular organization uncovered. Yellow 

perch IGS structure shares sorne features with other species and reveals four discrete 

regions containing tandem repeat elements. PCR amplification of specifie IGS repetitive 

regions resulted in the presence of three main genotypes for yellow perch in LSP. We 

found no apparent correlation between IGS length and short-term growth rate. Although 

these results suggest that IGS length heterogeneity has no effect on growth rate in 

natural yellow perch populations, our study is an important precursor for further work 

aiming to assess the role of IGS length variation in influencing growth rate. 
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Résumé 

L'espaceur intergénique (IGS) est localisé entre les familles de gènes d'ARN 

ribosomaux (ARNr). L'IGS contient un nombre variable d'éléments répétés qui est à 

l'origine de l'hétérogénéité de longueur des IGS; de plus, ces éléments régulent la 

transcription des gènes d'ARNr. Cette hétérogénéité a un rôle fonctionnel de part son 

effet sur le taux de croissance. Ici, la corrélation entre l'hétérogénéité de longueur de 

l'IGS et le taux de croissance à court terme (rapport ARN/ ADN) a été étudié dans des 

perchaudes (Perca flavescens) provenant de deux sites contrastant du lac St-Pierre au 

Quebec. Pour ce faire, un IGS de perchaude a été d'abord entièrement séquencé et sa 

structure moléculaire dévoilée. Ainsi, les résultats indiquent que la structure de l'IGS de 

perchaude partage certaines similarités avec les IGS d'autres espèces et comprend quatre 

régions renfermant des éléments répétés en tandem. L'amplification PCR de régions 

répétitives spécifiques chez la perchaude a donné trois principaux génotypes d'IGS 

révélés par la taille des fragments amplifiés. Nos résultats démontrent qu'il n'existe 

aucune corrélation entre la longueur d'IGS et le taux de croissance à court terme. Même 

si ces résultats suggèrent que l'hétérogénéité de longueur de l'IGS n'a aucun effet sur le 

taux de croissance de ces populations naturelles de perchaudes, notre étude constitue un 

important précurseur pour de futures études dont le but est d'établir l'influence de la 

variation de longueur d'IGS sur le taux de croissance. 
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Introduction 

The multicopy genes encoding ribosomal RNA (rRNA) are arranged as family arrays. In 

higher eukaryotes, an rRNA gene farnily is composed of the 18S, 5.8S and 28S genes 

whose sequences are highly conserved across species (Goldman et al. 1983). The 

intergenic spacer (IGS) is the non-coding region located between rRNA gene farnilies. 

In addition to its sequence divergence between species, the IGS presents a length 

variation among species, populations, individuals, and within a single cell (Paule and 

Lofquist 1996). This IGS length heterogeneity is due to the presence of regions 

containing a variable nurnber of tandemly-arranged repeats which are enhancers, 

promoters, spacer promoters and terrninators that are regulatory e1ements for rRNA 

genes transcription (Banditt et al. 1999, Caudy and Pikaard 2002, Jacob 1995, Pikaard et 

al. 1990). This heterogeneity has a functional significance through effects on growth 

rate. Indeed, IGS length variation has been positively correlated with growth rate in 

sorne invertebrate species. For example, a study conducted on two populations of 

Daphnia pu/ex has shown that individuals with longer IGS variants were predominant in 

the high growth-rate population while individuals with shorter IGS predominated in the 

low growth-rate population (Gorokhova et al. 2002). Furtherrnore, in two lineages of 

Drosophila melanogaster selected for differential development rate, individuals of the 

fast developing line increased their IGS lengths unlike those in the slow developing line. 

AIso, a higher number of repeats were found within the longer IGS compared to smaller 

IGS (Cluster et al. 1987). Moreover, many studies on invertebrate species have found 

that the longer the IGS, the more repeats it contains, notably enhancers which increase 
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rRNA gene transcription rates allowing the organism to synthesize sufficient ribosomes 

needed to support protein requirements for rapid growth (Gorokhova et al. 2002, 

Grimaldi and Di Nocera 1988; Cluster et al. 1987; Fahy et al. 2005). 

In the present study, we investigate whether a correlation exists between IGS length 

heterogeneity and short-term growth rate in yellow perch (Perca flavescens) from Lake 

St. Pierre (LSP), Quebec, where contrasting environmental conditions on each shore 

likely influences growth. Our first objective was to sequence and analyze a yellow perch 

IGS in order to highlight the location and reveal the organization of regions containing 

repeats. Our next goal was to reveal individual IGS length genotypes in yellow perch by 

designing a set of prim ers for the PCR-amplification of specifie IGS regions containing 

repeats. The short-term growth rate of each individual was determined by RNA/DNA 

ratio and examined in relationship to IGS gentoype. 



Materials and methods 

Fish and tissue collection 
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Yellow perch were collected in the summer of 2005 from the shallow littoral zone «2.5 

m depth) by electrofishing with a CataRaft boat (Smith-Root Inc., Meritt, Canada) along 

Lake St. Pierre (LSP) north and south shores (collection method approved by the Animal 

Care Committee ofUQTR; Glémet and Rodriguez 2007). Fish collected were designated 

as either the north shore (NS) or the south shore (SS) samples (25 individuals each). 

North and south shores of LSP have contrasting environmental conditions (Frenette et al. 

2006) likely to influence growth rate. In addition, the presence of a central maritime 

channel favours strong water CUITent which likely prevent homogenization of north and 

south shore fish since lateral fish excursions are discouraged. Together, these elements 

are thought to exert a selective pressure that may lead to population differentiation and, 

therefore, favour the predominance of specific genotypes on each shore. 

Fish were weighed (26.3 ± 5.5, 47.9 ± 5.3 g respectively for NS and SS) and measured 

using the totallength (118.8 ± 6.0, 146.7 ± 6.0 mm respectively for NS and SS), then 

kept on dry ice in the field. In the laboratory, the liver was removed and the white 

muscle tissue dissected from the area posterior to the dorsal fin, welI above the lateral 

line, on the left side of individual fish. Both tissues were stored at -80 oC until analyses. 

Entire lOS sequence characterisation 

AlI genomic DNA were extracted from the liver tissue using the DNeasy Tissue kit 

(Qiagen, Mississauga, Canada). From one individual's genomic DNA, the entire 

intergenic spacer (IGS) was amplified by PCR using the AccuTaq LA ™ DNA 

Polymerase Mix (Sigma-Aldrich Inc., Oakville, USA) in a Mastercycler R gradient 5331 
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(Eppendorf North-America Inc.). The primers used in the reaction were the forward 

(FIGS) 5'TGTCGGCTCTTCCTATCATTGTG 3' and the reverse (RIGS) 

5'GAAAGTTGATAGGGCAGACATTCG 3' designed respectively in the 5'end of 18S 

and the 3'end 28S in regions conserved among 9 fish species (Genbank accession 

numbers U34341; BX537263; X02995; AF308735; AF133089; X98839; AF518195; 

AF021880; X98841). The conserved region was identified by sequence comparison with 

the CLUSTAL algorithm (available at http://align.genome.ip/). The PCR reaction was 

performed in a 50 f..ll final volume eontaining 4 nglul template DNA, 400 nM of eaeh 

primer, 500 uM dNTP Mix (10 mM of each dNTP), IX Buffer for Accu Taq LA DNA 

Polymerase, 2% DMSO, 0.05 units/ul Accu Taq LA DNA Po1ymerase. PCR conditions 

were as follows: initial denaturation at 96°C for 30 s, 30 cycles at 94°C for 25 s 

(denaturation), 63°C for 15 s (annealing), 10 min at 72°C (extension) and 7 min of final 

extension at 72°C. Using a 7% agarose gel stained with ethidium bromide, PCR 

products were separated by electrophoresis along with the high DNA mass Ladder 

(Invitrogen Ine., Burlington, Canada) for size estimation. 

To overcome the problem caused by the presence of repetitive elements, the sequencing 

strategy adopted consisted of a first step of IGS cloning followed by the creation of 

nested deleted plasmids with the Erase-a-base system (Promega, Madison, USA) (Butler 

and Doers 1995). Thus, following manufacturer's instructions, an approximatively 4 kb 

amplified fragment was cloned in a plasmid using the TOPO XL PCR cloning Kit 

(Invitrogen Inc., Burlington, Canada) and a library was constructed from the 

recombinant plasmid (plasmid plus inserted 4 kb fragment). From this library a 

recombinant plasmid was purified and subjected to an unidirectional Exonuclease III 

http://align.genome.ip/'
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digestion. As a result, a collection of plasmids carrying gradually deleted inserts were 

obtained and were used to create a new library from which plasmids were randomly 

selected and purified. The last step was the sequencing of each deleted insert using the 

same M13 Reverse priming site present in aIl plasmids. Sequencing was conducted at 

either Laval University (Centre de Bio-informatique et de biologie ComputationneIle, 

Québec, Canada) or Qiagen (Qiagen sequencing services, Hilden, Germany) using either 

astandard or a hairpin ron sequencing method. 

Sequence assembly 

Sequences were assembled into contigs with the b12seq program (available at 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/b12seq/wblast2.cgi) and the Seqmerge program 

(available in GCG, Accelrys Software lnc. via client subscription). Following the 

amplified fragment sequence reconstitution, the IGS boundaries were positioned by 

aligning the reconstituted sequence with the ends of 28S and l8S genes from sea bass, 

Dicentrarchus labrax (Genbank accession number DQ660358) and rainbow trout, 

Oncorhynchus mykiss (Genbank accession number AF308735), respectively. IGS 

regions containing repeats (repetitive regions) were determined with the Tandem 

Repeats Finder pro gram available at http://tandem.bu.edu/trf/trf.html). Potential CpG 

islands were identified usmg the Cpgplot pro gram (available at 

http://www.ebi.ac.uk!emboss/cpgplot). 

IGS length heterogeneity 

To reveal lOS length heterogeneity in yellow perch populations, peR reactions were 

carried out to amplify each IGS repetitive region alone or several in combination using a 

total of four pairs of primers (for primer sequences, contact the authors). PCR products 

were ron on a 1% agarose gel (w/v) with the low DNA mass Ladder (Invitrogen, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi
http://tandem.bu.edu/trf/trf.html
http://www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot
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Burlington, Canada) for size estimation. The resulting banding patterns were visually 

analysed to detect length heterogeneity. The only obvious length heterogeneity was 

obtained with the use of primers, Forward 5' TGGAGCATGTTGAAAGTG 3' and 

Reverse 5'TCTCCGGTCAAACACTTAG 3' (primers Pl and P2) flanking the two first 

repetitive regions next to the 28S 3' end (Fig. 1). With these two later primers, the PCR 

reaction was performed using the Taq DNA Polymerase (Qiagen) with 400 ng of 

template DNA, 300 nmor of each primer, 10 ul of 10x Qiagen PCR Buffer in a total 

volume of 100ui. Cycling conditions were as follows: initial denaturation at 94°C for 

3min, 25 cycles at 94°C for 30s (denaturation), 48°C for 45s (annealing), 10 min at 72°C 

(extension) and 10 min of final extension at 72°C. The percentage of yellow perch 

individuals carrying each genotype was determined for the north and south shore 

samples. 

RNA/DNA ratio 

Total nucleic acids were extracted from white muscle tissue and quantified according to 

a microfluorometric method (Kyle et al. 2003). RNAIDNA ratio was used to estimate 

individual short-term growth rate in yellow perch (Tardif et al. 2005; Glémet and 

Rodriguez, 2007). 

Statistical analyses 

AlI statistical analyses were conducted with SYSTATTM version 10.0 (Systat Software 

Inc., Chicago, USA) and results were considered significant when p < 0.05. 
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Results and discussion 

The fragment amplified by PCR and sequenced is 4792 bp; it includes the 28S 3'end, the 

IGS and the l8S 5'end. Its sequence has been submitted to GenBank and the accession 

number is EU325541. The 28S 3' end position is found at nucleotide (nt) 471 and the 

18S 5' end at nt 4573; therefore, the putative length of yellow perch IGS is 3989 bp 

ranging from nt 472 to nt 4572. Compared to the IGS of sorne fish, yellow perch IGS 

length is similar to that of the zebra fish, Danio rerio which ranges from 4kb to 7kb 

(Pelan 2004) but shorter than the IGSs of lake trout, Salvelinus namaycush and brown 

trout, Salmo trutta whose lengths are 9 kb-18 kb and 8-16kb, respective1y (Castro et al. 

1997; Reed and Phillips 2000). Among invertebrates, IGS lengths are more similar to 

yellow perch IGS, where in fact, Daphnia spècies and tadpole shrimp IGS ranges from 

4kb to 5kb (Crease 1993; Luchetti et al. 2006). 

Within the IGS are included four successive regions containing tandemly-arranged 

repeats (Fig. 1). From the 28S 3'end to the 18S 5'end, these regions, RI, R2, R3 and R4 

are separated by non repetitive sequences. Such IGS structure is found in most 

eukaryotes species in which the general IGS organisation is constituted by a central 

region composed of repetitions and non-repetitive regions next to the 28S 3' end and the 

18S 5'end (Baldridge and Fallon 1992; Ryu et al. 1999; Crease 1993; Reeder 1990). The 

RI region is 652 bp and includes a 28-106 bp repeat e1ement that is either complete or 

truncated (Fig. 1). The R2 region is 237 bp and contains four complete and one truncated 

51 bp/62 bp repeat elements. The R3 region is 452 bp and has four complete and one 

truncated 91 bp repeat and finally, the R4 region is 613 bp and has five complete and 

one truncated 105 bp repeat. A BLAST search of repeat elements in yellow perch 
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resulted in no sequence similarities to other known sequences; as well, a search of 

available pub li shed databases did not allow the identification of precise regulatory 

elements. Many studies have established that IGS repetitive elements are regulatory 

elements for rRNA gene transcription, notably enhancers whose role is to increase rRNA 

transcription rate (Morales-Hojas et al. 2002; Wu and Fallon 1998). In fact, the 

enhancement of transcription has been shown for repetitive elements of 60/81 pb, 140 

pb, 240 pb/330 pb found respectively in Xenopus, mouse and Drosophila melanogaster 

IGS (Busby and Reeder 1983; Labhart and Reeder 1984; Reeder 1984; Grimaldi and Di 

Nocera, 1988; Kuhn et al. 1990; Pikaard et al. 1990; Grimaldi et al. 1990). It is probable 

that in yellow perch, IGS repetitive regions (regions RI, R2, R3, and R4) include 

regulatory elements such as enhancers, spacer promoters, and terminators which have 

diverged from known regulatory sequences of other species. 

The IGS sequence of yellow perch contains other elements that may have an implication 

in the transcriptional regulation of rRNA genes. Among these elements are poly (dA) 

tracts> 10 bases located mainly within the RI region and between R2 and R3 regions. 

The presence of such poly (dA:dT) stretches in intergenic sequences of others 

eukaryotes has been related to the formation of a specifie curved DNA that allows 

transcription factors to access DNA (Anderson and Widom 2001; Koch and Thiele 

1999). Thus, these tracts are considered enhancers elements for gene transcription in 

general, and constitute functional promoter elements in yeast (Struhl 1985; Suter et al. 

2000; Winter and Varshavsky 1989). It is probable that poly (dA) tracts present in the 

IGS sequence of yellow perch also play an important role in the transcriptional 

regulation of rRNA genes, as they do for other eukaryotes. 
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The IGS sequence ofyellow perch contains CpG islands, confined to regions\R3, R4 and 

downstream of R4. CpG islands are involved in the epigenetic regulation of genes via 

their methylation status (Gronbaek et al., 2007). In vertebrates, contrary to other genes in 

the genome, housekeeping genes, which include rRNA genes, are closely associated 

with hypomethylated CpG islands (Gardiner-Garden and Frommer 1987). As well, 

hypermethylated rDNA regions are not involved in the transcription regulation ofmouse 

and human rDNA (Grozdanov and Karagyozov 2002, Mason et al. 1997, Shiraishi et al. 

1999). These facts suggest that CpG islands within IGS subrepeats also play a role in the 

regulation of rRNA. In order to determine the exact functional role of all the repetitive 

e1ements found in the IGS ofyellow perch, extensive functional analysis need be carried 

out in the future. 

Regions RI to R4 were PCR-amplified separately or in combination to test their ability 

to reveal IGS length heterogeneity among yellow perch individuals. Among all tests 

realized, only the amplification of the IGS segment containing both the RI and R2 

regions (RI +R2) revealed a clear length heterogeneity; the other tests gave little or no 

length differences. For that reason, primers Pl and P2 (Fig. 1) were chosen for 

amplifications to assess the IGS length heterogeneity in the north and south shore yellow 

perch samples from Lake St. Pierre (LSP). As a result, according to the length of 

amplified fragments in each yellow perch individual, three principal genotypes emerged: 

genotypes «long» (L), «short» (S) and «long and short» (LS) (Figure 2). Genotype L 

inc1udes the longest fragment with sizes ranging from 2 kb to 2.3 kb; Genotype S is 

represented by the shortest fragments of 1.5 kb or less; and finally genotype LS is 

characterised by an amplification pattern having both fragments ranging from 2 kb-2.3 

kb, as weIl as fragments of 1.5 kb or less (Fig. 2). Individuals carrying genotype L, thus 
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carry the highest number of repetitions, followed by LS individuals and finally S 

individuals possessing only the shortest fragment, and, therefore, carrying the least 

number of repetitions. In crustacean and fish, sorne studies have demonstrated that the 

IGS length heterogeneity is confined to specific regions. For example, the IGS length 

variation in Daphnia pulex is due to a central region containing a 330 pb/326 bp element 

(Gorokhova et al. 2002); for lake trout, Salvelinus namaycush the region adjacent to the 

28S is responsible for IGS length variation (Zhuo et al. 1995) whereas in Salma truffa, 

this variation is due to a region upstream of the 3 'ETS (Castro et al. 1997). Here, only 

RI +R2 amplification revealed a length heterogeneity implying that in yellow perch, 

length variation is due to a 102 bp/l06 bp and 51 bp/62 bp repeat element. 

The frequencies of IGS length variants were similar between populations (Fig 3.). For 

NS/SS populations, respectively, 23.9/27.1 % of yellow perch had genotype L; 

45.7/47.9% carried genotype Sand 30.4/25.0% had LS genotypes. The identical 

genotype frequency pattern found between the two shores suggests that there may be 

only one population instead of two discrete ones as we previously assumed. In fact, 

Leclerc et al. (2007) demonstrated the existence of only one yellow perch population in 

LSP using micro satellite markers. As such, neutràl molecular markers are poor 

indicators of adaptive variation and are not likely to reflect population differentiation by 

selection (Beebee and Rowe 2004). This is contrary to the IGS length variation that can 

be modified by natural or artificial selection and, therefore, a more suitable tool for 

assessing functionally-significant population structuring (Weider et al. 2005). Still, the 

absence of genotypic structuring in LSP may reflect homogenization of upstream and 

downstream subpopulations along each shore. 



34 

Individual growth rates for yellow perch were evaluated using a short-tenn growth 

index, the RNA/DNA ratio. No significant differences were observed for the RNA/DNA 

ratios of lOS length variants from the NS and SS populations (Fig. 4) suggesting similar 

growth rates in response to recent environmental conditions. In our study, lOS length 

has no apparent correlation with short-tenn growth rate. This is contrary to previous 

work conducted on Drosophila melanogaster where it was established that there was a 

selective pressure favouring the predominance of longer lOS variants in fast developing 

lines while shorter' lOS length variants were maintained in slow deve10ping lines 

(Cluster et al. 1987). In addition, a study conducted on c10nallineages of Daphnia pulex 

showed that in lineages with high juvenile growth rate, the frequency of long lOS 

variants was higher than in lineages with lower growth rate (Oorokhova et al. 2002). 

These studies support the association found between lOS length heterogeneity and 

growth rate; longer lOS favouring higher growth rate because of the presence of more 

repeats notably enhancers elements which increase the rate of rRNA gene transcription 

and as a result higher growth rates are observed. 

ln the present study, the distribution pattern of lOS genotypes between shores did not 

reveal differences in population structure nor was there any apparent association with 

short-tenn growth as measured by RNAIDNA ratios. To better evaluate the link between 

lOS genotype  distribution and growth rate, future studies should focus on those life 

stages of yellow perch less susceptible of fonning homogenized populations. For 

example, young-of-the-year larvae emerging from the different spawning sites in LSP 

are less mobile than juvenile or adult fish and should be better suited to reveal sub 

populations ~  to reflect local adaptation. The analysis of long-tenn growth patterns 

would offer a complementary tool to ~  the functional role of lOS length 
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variation. More specifically, back calculations based on analyses of bony structures 

would allow the comparison of age-specifie growth rates among lOS genotypes. This 

technique would permit the identification of any growth advantage having occurred 

during the ontogeny, regardless of recent growth rates. 

In conclusion, our study showed that the structural organization of yellow perch lOS is 

similar to that of many other eukaryotes. Yellow perch lOS has many repetitions 

confined to four clusters each separated by non-repetitive regions. Despite the presence 

of two apparently discrete yellow perch populations in LSP, there is no evidence that 

selection pressures have favoured the occurrence of a specifie lOS length heterogeneity 

in these populations. Although three lOS length variants were found within yellow perch 

of LSP, lOS length does not appear to be linked to differential growth rates as revealed 

by RNAIDNA ratios. Our study paves the way to future investigations trying to unrave1 

the mechanisms connecting lOS length variation with a major life history trait, notably 

growth rate in fish. 
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Figure captions 

Figure 1. General IGS structure for yellow perch, Perca flavescens. The IGS is the 

region between the 28S and 18S rRNAs. Repetitive regions RI, R2, R3, R4 found in the 

IGS are displayed in white boxes; they are separated by non-repetitive regions. Primers 

RIGS and FIGS were used for amplification of the entire IGS. Primers Pl and P2 were 

used for PCR amplification of repetitive regions (RI +R2) in order to reveal IGS length 

heterogeneity in yellow perch samples from Lake St. Pierre. 

Figure 2. Banding patterns obtained for yellow perch, Perca flavescens revealed by the 

PCR amplification of the RI + R2 regions. Genotype «Long» (L) represented by a single 

2.5 kb band, «Long and Short» (LS) represented by a 2.5 kb and 1.5 kb double band, and 

«Short» (S) by a single band of 1.5 kb. Mis the molecular ladder. 

Figure 3. Frequency of individuals carrying the L (grey bars), S (black bars) and LS 

genotypes (white bars) in the north shore (NS) and the south shore samples (SS) of 

yellow perch, Percaflavescens from Lake St. Pierre. Pearson Chi-square (p=O.832) 

Figure 4. RNA/DNA ratios (least square mean± s.e.) ofindividuals carrying the L (grey 

bars), S (black bars) and LS genotypes (white bars) for north (NS) and south shore (SS) 

yellow perch, Perca flavescens samples from Lake St. Pierre. One-way ANOV A 

(logweight as covariable; p=0.413) 
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Structure de l'IGS 

Les séquences d'ADNr régulant la transcription des gènes d'ARNr sont 

circonscrites au niveau de l'IGS. À l'exception du promoteur central, de l'UCE et du PT, 

les autres séquences régulatrices (enhancers, terminators et SP) sont sous forme de 

répétitions en tandem. En outre, la variation du nombre de ces répétitions, surtout des 

enhancers, est à l'origine de l'hétérogénéité de longueur des IGS retrouvée entre 

individus d'une population, chez un individu, et aussi dans une cellule (Boseley et al. 

1979; Paule & Lofquist, 1996). Chez les poissons, les longueurs d'IGS connues jusqu'à 

présent sont celles de Dania reria, de Salvelinus namaycush, et de Salma trutta qui se 

situent respectivement dans les intervalles 4kb-7kb, 9 kb-18 kb et 8-16kb (Pelan 2004, 

Reed & Phillips 2000; Castro et al. 1997). L'IGS de perchaude entièrement amplifié 

puis séquencé dans notre étude a une taille estimée à environ 4kb (3989 pb plus 

précisément). 

L'IGS de perchaude a une taille similaire à celles répertoriées chez plusieurs 

invertébrés tels que les crustacés Daphnia pulex et Triaps cancrifarmis (Crease 1993, 

Luchetti et al. 2006) et aussi le poisson Dania reria (Pelan 2004). Par contre, la taille 

d'IGS de perchaude est inférieure aux tailles d'IGS de Salvelinus namaycush et Salma 

trutta. Cependant, la taille de cet IGS de perchaude ne reflète pas nécessairement toutes 

les tailles d'IGS qu'on peut retrouver chez la perchaude. En effet, lors de 

l'amplification, les conditions PCR ont été ajustées afin d'amplifier les IGS d'une taille 

maximale de 7 kb. De plus, (Mateos & Markow 2005) ont démontré que l'amplification 

PCR est une méthode qui sous-estime la taille réelle de l'IGS lorsque cette dernière est 

supérieure à 5kb. Bien que la représentativité des tailles d'IGS de perchaude ne soit pas 

l'objectif de cette étude, on pourrait en avoir une meilleure idée en ayant recours à 

d'autres méthodes telles qu'une série d'amplifications PCR dont les conditions 

permettraient de couvrir une plus grande variété de tailles d'IGS ou le « Southern Blot 

Hybridization» (SB) qui est une méthode couramment utilisée pour déterminer les 

tailles d'IGS; cette dernière méthode pefI!1et de déterminer de manière plus précise 
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toutes les tailles d'IGS présentes dans une cellule (D'Alessio et al. 1981, Mateos & 

Markow 2005, Reed & Phillips 2000). 

Chez la majorité des espèces eucaryotes, l'organisation structurale de l'IGS est la 

suivante: une partie centrale composée de séquences répétitives et les régions proches 

du 18S et 28S qui ne contiennent pas de répétitions. Par contre, l'arrangement des 

répétitions varie d'une espèce à une autre. Par exemple, l'IGS de Aedes albopictus 
• 

possède des répétitions en tandem regroupées dans une seule région (Baldridge & 

Fallon 1992). Par contre, chez certaines espèces, les répétitions sont regroupées au sein 

de deux ou plusieurs régions; dans ce cas, les répétitions de chacune de ces régions ont 

soit une séquence consensus identique, soit une séquence consensus différente. Ainsi, 

Daphnia pulex contient deux types de répétitions en tandem groupées dans deux régions; 

la première région contenant une répétition en tandem de 330 pb et la seconde région 

une autre répétition en tandem de 200 pb de séquence divergente (Crease 1993). Le 

crabe Charybdis japonica renferme dans son IGS quatre régions contenant des 

répétitions en tandem ayant des séquences distinctes (Ryu et al. 1999). L'IGS de 

perchaude respecte également l'organisation générale retrouvée dans les IGS de 

plusieurs espèces: En effet, sa portion centrale est constituée de quatre régions contenant 

des répétitions. Ces régions qu'on a nommé RI, R2, R3, R4 sont de tailles variables et 

sont espacées par de courtes régions non répétitives. De plus, les portions de l'IGS 

proche des gènes 18S et 28S ne sont pas répétitives. En outre, les séquences consensus 

des répétitions qui constituent chacune des régions RI à R4 sont différentes. D'autres 

IGS de poisson ont la même organisation structurale que l'IGS de perchaude. Ainsi, 

l'IGS de Salmo trutta possède trois régions contenant des répétitions en tandem qui sont 

responsables de la variation de longueur des IGS. 

Même si l'IGS contient de nombreuses répétitions, la variation de sa longueur est 

généralement confinée à des sections précises. 11 a ainsi été démontré que l'hétérogénéité 

de longueur des IGS de Salmo trutta repose sur une région située juste en aval du 

3'external transcribed spacer (3'ETS) (Castro et al. 1997). Par contre, chez la souris, la 

variation de l'IGS est due à la région proche du 5'ETS (Arnheim et al. 1982). Chez 
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Salvelinus namaycush, la région la plus responsable de l'hétérogénéité de longueur de 

nos est localisée plutôt dans la région adjacente au 28S (Zhuo et al. 1995). Chez 

l'humain aussi, la variation de longueur de l'lOS est principalement due à la région 

proche du 28S (LaVolpe et al. 1985). 

Parfois, plusieurs régions sont responsables de la variation de la longueur de l'lOS. 

C'est ainsi que Delany et Krupkin 1999 ont comparé la longueur des lOS chez les 

descendants des populations de poules produites pour le commerce. Les populations 

sélectionnées selon leur reproduction et la qualité de leurs œufs ont été appellées 

« layer» tandis que celles sélectionnées selon la croissance et la qualité de leur chair ont 

été nommées « broiler ». Chez les «broilers », la variation de l'lOS est reliée à la fois à 

la région proche du 18S et à celle proche du 28S; par contre, la variation de l' lOS des 

« layer» repose principalement sur sa région centrale. Tous ces exemples cités ci-haut 

montrent que dépendamment des espèces et des régimes de sélection, les régions de 

l'lOS responsables de sa variation sont localisées à des endroits différents de nos. 

D'après les résultats obtenus dans notre étude, la portion d'lOS chez la perchaude 

comprenant les régions RI et R2 est la plus responsable de l'hétérogénéité de longueur. 

En effet, l'amplification PCR de chacune des quatre régions RI à R4 seules ou 

combinées a permis de déterminer que les régions RI et R2 (RI +R2) ensemble révélait 

une différence de génotypes entre les individus de perchaude. Les autres régions ne 

montraient aucune ou très peu de variation. Il serait intéressant de mener des analyses 

fonctionnelles plus poussées afin de confirmer que ce sont bien les régions RI et R2 qui 

influencent le plus la transcription des gènes d'ARNr car, bien que de part leur nature 

répétitive, on peut supposer que RI et R2 sont des régions abritant des éléments 

régulateurs de la transcription, il y a aussi les autres régions R3 et R4 qui contiennent 

elles aussi des répétitions et sont donc susceptibles de jouer un rôle dans la régulation de 

la transcription des gènes d'ARNr. Il serait donc important de confirmer que par rapport 

à R3 et R4, RI et R2 sont principalement responsable de l'hétérogénéité de longueur de 

l'lOS. 
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Comme pour tout les autres IGS, celui de la perchaude possède des séquences qui 

ont une implication fonctionnelle dans la régulation de la transcription des gènes 

d'ARNr. Ces séquences incluent des homopolymères poly (dA).(dT) qui sont retrouvés 

principalement dans RI et entre R2 et R3. À l'intérieur des IGS de certains eucaryotes, 

la présence de tels poly (dA).(dT) est associée à la formation d'une boucle spécifique 

d'ADN qui facilite l'accès des facteurs de transcription aux éléments cis-régulateurs 

(Anderson & Widom 2001, Koch & Thiele 1999). Ces poly (dA).(dT) sont des sites de 

liaison des facteurs de transcription (Winter and Varshavsky 1989), ils sont également 

considérés comme étant des enhancers pour la transcription des gènes et sont reconnus 

comme éléments promoteurs chez la levure (Struhl 1985, Suter et al. 2000, Winter & 

Varshavsky 1989). Pour finir, on a retrouvé de tels polymères proches des enhancers 

chez les eucaryotes (Moss & Stefanovsky 1995). 

Étant donné toutes les caractéristiques de ces polymères, il est probable que les 

poly (dA).(dT) pré.sents dans l'IGS de la perchaude jouent un rôle fonctionnel important 

dans la régulation de la transcription des gènes d'ARNr comme c'est le cas pour les 

autres eucaryotes. D'autres éléments fonctionnels importants retrouvés au sein de l'IGS 

sont les îlots CpG localisés dans R3, R4 et également en aval de R4. Ces îlots CpG 

participent à la régulation épigénétique de la transcription via leur statut de méthylation 

(Groenbaek et al., 2007). De plus, il a été démontré que chez les vertébrés, les 

« housekeeping genes » dont font partie les gènes d'ARNr, sont associés à des îlots CpG 

hypométhylés (Gardiner-Garden & Frommer 1987). Aussi, la méthylation des îlots CpG 

au niveau de promoteurs de gènes a été associée au « gene silencing » tandis que leur 

hypométhylation est associée à l'activation des gènes. Ainsi, il a été démontré que les 

régions d'ADNr hyperméthylées ne participaient pas à la régulation de la transcription 

des gènes d'ARNr chez la souris et l'humain (Grozdanov & Karagyozov 2002, Mason et 

al. 1997, Shiraishi et al. 1999). Tous ces faits suggèrent que le statut de méthylation des 

îlots CpG présents dans l'IGS de la perchaude joue également un rôle dans la régulation 

de la transcription des gènes d'ARNr. Pour finir, de part leur nature répétitive, tous les 

éléments répétitifs de l'IGS sont considérés comme étant de possibles éléments 

régulateurs tels que les enhancer, les spacers promoteurs, les terminators. Puisque dans 
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les bases de données publiques, la recherche de similitude entre les séquences consensus 

de ces éléments régulateurs et les éléments répétitifs de nos de perchaude n'a donné 

aucun résultat, on ne peut que supposer que ces éléments sont également des éléments 

régulateurs de la transcription des gènes d' ARNr juste de part leur nature répétitive. 

Afin de mIeux comprendre les implications fonctionnelles de ces différents 

éléments répétitifs de l'lOS de perchaude, il faudrait réaliser des analyses fonctionnelles 

plus poussées comme perspective future. Pour réaliser ce genre de test, une des analyses 

les plus courantes consiste à utiliser un gène rapporteur; cette technique basée sur le 

clonage de gènes permet de localiser principalement le promoteur mais également 

d'autres éléments régulateurs et leurs facteurs de transcription (Dale & Von Schantz 

2007). Ainsi, chacun des éléments répétitifs de nos de perchaude peuvent être insérés 

proche d'un gène rapporteur à l'intérieur d'un vecteur d'expression (plasmide par 

exemple). Ce vecteur sera ensuite introduit dans un organisme où on pourra détecter et 

quantifier l'expression du gène rapporteur. De cette manière, on sera capable d'identifier 

les éléments de l'lOS impliqués dans la transcription. Par exemple, si ces éléments sont 

des enhancers, le gène rapporteur sera exprimé plus intensément. Par contre, si ces 

éléments ne jouent aucun rôle dans la transcription, on n'observera aucune expression. 

Par exemple, pour identifier un promoteur, on insère la séquence à l'étude dans un 

vecteur dépourvu de promoteur; ce vecteur appelé «promoter probe vector » permettra 

l'expression du gène rapporteur seulement si la séquence insérée est un promoteur, sinon 

il n'y aura aucune expression. Pour révéler la fonction des éléments répétitifs de nos, 
les chercheurs ont également recouru à des essais de transcription in vitro mais, il 

faudrait connaître au préalable les facteurs de transcription qui se lient aux éléments 

qu'on veut étudier. En effet, en ce qui concerne l'IGS, les facteurs de transcriptions sont 

spécifiques à une espèce; ce qui rend difficile l'identification des éléments régulateurs 

d'un IGS sans en connaître les facteurs de transcription. Ces techniques décrites plus 

haut et plusieurs autres de leurs variantes peuvent être utilisées dans des études 

ultérieures afin de déterminer plus précisément le rôle de chacun des éléments répétitifs 

de l'lOS de perchaude. Même si les facteurs de transcriptions spécifiques de l'IGS de la 
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perchaude n'ont pas encore été isolés, la connaissance de la séquence et de la structure 

de l'IGS de perchaude constitue un bon départ pour ce genre d'études fonctionnelles. 

Taux de croissance et importance fonctionnelle du polymorphisme de longueur d'IGS 

Des études ont révélé que la sélection pour un taux de· développement élevé 

favorisait les individus ayant les plus longs IGS donc possédant un plus grand nombre 

de répétitions dans leur IGS. La sélection naturelle ou artificielle pour un taux de 

croissance particulier permet donc aux espèces de s'adapter à leur milieu en modifiant le 

nombre de répétitions présents dans l'IGS. C'est ainsi que des études réalisées sur les 

invertébrés, Drosophila melanogaster (Cluster et al. 1987, Grimaldi & Di Nocera 1988) 

et Daphnia pulex (Gorokhova et al. 2002), ont démontré l'effet de la sélection artificielle 

pour un taux de croissance sur la prédominance de longueurs précises d'IGS chez les 

descendants. Ainsi, dans les lignées à développement rapide, prédominaient les 

individus à longs IGS alors que les lignées à développement lent étaient majoritairement 

formées d'individus à plus courts IGS. Des études réalisées cette fois-ci chez les plantes 

ont également montré que la sélection a pour conséquence de modifier la structure de 

l'ADNr en agissant sur les longueurs d'IGS. Par exemple, les travaux de Rocheford et 

al. (1990); Kaufmann et al. (1996) ont mis en évidence que la sélection sur les 

rendements de culture de maïs causait une prédominance des plus longs IGS dans 

certaines souches de maïs. Dans notre étude, les populations de perchaudes du LSP 

pourraient avoir subit une sélection favorisant une longueur donnée d'IGS car ces 

populations évoluent dans des environnements assez différents. En effet, les rives nord 

et sud du LSP offrent des conditions de croissance contrastante à cause de leur 

différence de masses d'eau, de disponibilité en nutriments et de turbidité (Frenette et al. 

2006). 

Trois principaux génotypes ont émergés à la suite de l'amplification de la région 

contenant RI et R2; ce sont les génotypes «long », «long et court », «court ». Le 

génotype «long» regroupe les fragments amplifiés entre 2.3 kb et 2 kb; le «court » 

regroupe les fragments dont la taille est inférieure ou égale à 1.5 kb; le « long et court » 
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regroupe les patrons d'amplification dont les bandes contiennent à la fois des fragments 

dont la taille est inférieure ou égale à 1.5kb et également des fragments dans les 

intervalles 2.3 kb-2 kb. On s'attendait à ce que les génotypes d'lOS «long» soient 

majoritaires dans la population sud qui exhibait un taux de croissance (indice L T) plus 

élevé; par contre, les génotypes « courts» et « long et courts» devaient être représentés 

en majorité dans la population nord qui a un taux de croissance (indice LT) plus bas. 

Hors, les fréquences des trois génotypes sont similaires dans les populations des deux 

rives; ces résultats de distribution de génotypes entre les rives suggèrent qu'il n'existe 

qu'une seule population de perchaude dans le LSP au lieu de deux populations distinctes 

comme on le pensait précédemment. Leclerc et al. (2007) est arrivée à la même 

conclusion dans une étude portant sur la différenciation des populations de perchaude 

retrouvées dans le Fleuve St. Laurent ou des marqueurs neutres de types microsatellites 

ont été employés. D'après leurs résultats, le LSP ne présente qu'une seule population de 

perchaude. Tout de même, l'étude de Leclerc et al. (2007) ne pouvait révéler une 

adaptation locale vu qu'un marqueur neutre par définition implique une évolution en 

absence de sélection naturelle. Il reste que l'existence de deux populations distinctes 

dans le LSP est plausible étant donné la restriction des mouvements latéraux entre les 

rives à cause de la présence de courant d'eau très forts et d'un chenal maritime. 

Les perchaudes provenant de la rive sud avaient une longueur totale plus élevée 

que celles de la rive nord suggérant une croissance plus élevée sur la rive sud. Par contre 

l'indice de croissance à court-terme (rapport ARN/ADN) était non significatif entre les 

rives. Des études précédemment réalisées sur les larves de perchaudes (Tardif et al. 

2005) ainsi que sur des stades plus avancés (Olémet & Rodriguez 2007) ont mis en 

évidence l'existence de longueurs totales différentes selon que les perchaudes se 

trouvaient sur l'une des deux rives du LSP. Ces différences suggéraient que les 

perchaudes de la rive sud avaient un taux de croissance plus élevé que celles de la rive 

nord. Dans notre étude le manque de cohérence entre les deux indices de croissance (L T 

et rapport ARN/ ADN) reflète probablement leurs temps de réponse distincts. En effet, le 

rapport ARN/ADN permet d'évaluer la croissance à court terme en réponse aux 

conditions de nourriture ou de température il y a 3-7 jours tandis que la LT représente la 
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croissance accumulée tout au long de la vie d'un individu. Il est possible qu'au temps de 

capture, les conditions pour la croissance récente étaient semblables entre les rives 

expliquant ainsi un rapport ARN\ADN semblable pour les populations de la rive sud et 

nord. 

D'après la distribution similaire des génotypes entre les deux rives, il semblerait 

que la différence de LT observée entre les deux populations ne soit pas en lien avec le 

polymorphisme d'lOS. Deux facteurs majeurs pourraient être à l'origine des résultats 

qui donnent un manque de corrélation entre longueur des lOS. Tout d'abord, au sein de 

chaque nve, il existe une hétérogénéité spatiale marquée de conditions 

environnementales de l'amont à l'aval (Frenette' et al. 2006) résultant en un gradient 

horizontal de conditions pour la croissance, ce qui pourrait mener à des sous-populations 

de perchaudes. Les perchaudes utilisées dans notre étude étaient à des stades de vie 

avancés au cours desquelles leur mobilité entraîne un mélange horizontal qui peut 

aboutir à l'homogénéisation des sous-populations. De plus, ces perchaudes ne 

proviennent pas de sites particuliers mais elles ont été capturées au hasard le long des 

rives. Donc, il se pourrait qu'au niveau de chaque rive, la fréquence des génotypes de 

perchaudes n'était pas représentative de l'adaptation locale des sous-populations. Pour 

des études futures, une possibilité serait de procéder à une analyse spatiale plus 

exhaustive le long de chaque rive. Il serait également très intéressant de faire 

ultérieurement des analyses sur les jeunes stades de perchaudes moins mobiles au niveau 

des quatre principaux sites de fraie; soit les sites Maskinongé, Yamachiche sur la rive 

nord et Anse du fort, Longue Pointe sur la rive sud. Ceci minimisera la possibilité de 

mélange horizontal le long des rives et pourrait révéler plus justement la fréquence des 

génotypes résultant d'adaptations locales. Enfin, des études réalisées chez des individus 

de perchaude de même âge élevés en laboratoire pourraient nous permettre de vérifier 

l'effet de chacun des génotypes sur le taux de croissance. 

Une autre possibilité est que les perchaudes de la rive sud affichent une longueur 

totale plus élevée car ils sont plus âgés. Afin d'obtenir une estimation plus précise de la 

croissance des poissons, on pourrait faire une analyse des opercules de chaque poisson. 
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Ces structures présentent des anneaux dont l'observation pennet de détenniner l'âge et la 

croissance annuelle (Le Cren 1947). Cette méthode pourrait ainsi révéler si un avantage 

de croissance a eu lieu ultérieurement durant la vie de la perchaude, par exemple durant 

la première année de croissance. 

En conclusion, notre étude a pennis de développer un marqueur moléculaire 

pennettant de révéler un polymorphisme de longueur des IGS de la perchaude. Il s'agit 

du premier marqueur basé sur l'hétérogénéité de longueur des IGS chez les poissons. La 

structure de l'IGS de perchaude est similaire à celle de nombreux IGS d'eucaryotes. Cet 

IGS comprend des séquences répétées en tandem qui sont probablement des éléments 

régulateurs de la transcription de l'ADNr. L'amplification des régions RI et R2 

combinée a révélé l'existence d'un polymorphisme d'IGS chez les populations de 

perchaude du LSP. Trois principaux génotypes d'IGS ont alors été trouvés dans ces 

populations; soit le génotype « long» représenté par un fragment amplifié de 2,5 kb, le 

génotype « court» représenté par un fragment de 1,5 kb et le génotype « long et court » 

contenant les deux fragments de 2,5 kb et 1,5 kb. 

Afin de révéler l'importance fonctionnelle de ce polymorphisme, on a évalué 

l'existence d'une corrélation entre longueur des IGS et taux de croissance chez deux 

populations naturelles de perchaudes provenant des rives nord et sud du LSP. Nous 

avons utilisé deux indices de croissance soit le rapport ARNI ADN et la longueur totale 

mais seulement la LT différait entre les populations. La L T indiquait donc que la 

population de la rive sud exhibait un taux de croissance plus élevé que celle de la rive 

nord. Néanmoins, cette différence n'est pas en lien avec les longueurs d'IGS car le 

patron de distribution des fréquences des génotypes est similaire dans les deux 

populations même si on s'attendait à retrouver plus d'individus à génotype « long» dans 

la population sud (ayant la LT plus élevée). Notre étude a été effectuée sur des 

perchaudes à des stades de développement plus avancés et donc plus mobiles. Cette 

mobilité des perchaudes analysées a pu aboutir à l'homogénéisation des sous-

populations le long des rives; de telle sorte que nos analyses n'ont pas pu mettre en 

valeur la structuration des populations de perchaudes. Cette hypothèse était légitime car 
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les conditions de croissance contrastantes sur les deux rives du LSP et la présence de 

courant li' eaux très forts auraient empêché d'une part le mélange vertical des poissons et 

d'autre part auraient créé des environnements très différents sur les deux rives. Par 

conséquent, ces facteurs environnementaux auraient pu exercer une sélection ayant pour 

conséquence de favoriser des longueurs particulières d'lOS. Néanmoins, d'après nos 

résultats, on a conclu que malgré les facteurs de sélection évoqués plus haut, il n'existe 

qu'une seule population de perchaude dans le LSP au lieu de deux. 

Comme perspectives futures, on pourrait tout d'abord estimer l'âge des perchaudes 

étudiées. Pour ce faire, on réaliserait la même étude sur des individus de même âge 

élevés en laboratoire ou encore sur des larves de perchaudes capturées au niveau des 

sites de fraies. Des analyses fonctionnelles plus poussées pourraient également être 

réalisées afin de déterminer l'implication réelle des différentes régions de nos de 

perchaudes dans le contrôle du taux de transcription de l'ADNr. Ces analyses 

permettront d'évaluer les régions qui doivent être prises en compte pour établir 

l'importance du polymorphisme d'lOS sur le taux de croissance des perchaudes. 
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