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l NT R0 DUC T ION

@
Le problème majeur du sélectionneur. est devenu actuel

lement la conservation et l'évaluation des ressourëes génétiques dont

il dispose

f

L'expérimentateur impose, malgré lui et obligatoirement,

une dérive de son matériel en multipliant sa collection d ~ n s des
.. , ... -.

conditions de milieu et de reproduction qui ne sont pas cellés rencon-
~

trées par les cultivars ou les écotypes originaux. Cette ,modification

du pool génique de départ a une grande importance pour:les possibilités

de réalisation de variétés nouvelles qui en seront issues ,..

nature de

lièrement

Il est donc particulièrement important. .
cette dérive ; une élimination systématique

néfaste à l'entretien de ces collections ..

d'étudier la

seré!-it particu-

.. ".. -- ~ ~

Cette que'stion a été abordée sur le Mil': Pennisetwn.

typhoidewn (americanwnJ , pour lequel une collecte mondiale des variétés

traditionnelles et des formes sauvages est en cours (Programme IBPGR

ORSTOM)

Pour cette étude, nous disposions ainsi d'un grand

nombre de types morphologiques, réservoir de polymorphisme important

pour nombre de caractères évidents •

Cette plante cultivée est souvent voisine en Afrique de

son homologue sauvage; des échanges géniques importants peuvent avoir

lieu, permettant une forte variabilité pour certains caractères enzy

matiques. La tendance du cultivateur à choisir des plantes principa-

..
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lement en fonction de caractères · m o r p h o l ~ g i q u e s souvent liés à des

caractères de production, n'empêche pas la'conservation de cette

importante variabilité cachée. Le polymorphisme, peut-être fondamen

tal pour l'adaptation d'ensemble " serait stocké chez les formes

sauvages et transféré grace aux hybrides interspécifiques spontanés •

L'étude.du polymorphisme de l'ADH (alcooldéshydrogé

nase) dans une collection de l i g n ~ e s et dans une série de cultivars

traditionnels a permis d'aborder les problèmes posés par la r é a l i s a ~

tion et l'entretien des collections, en étudiant d'abord l'hérédité

des différents isozymes et la diversité allélique pour les deux loci

mis en évidence dans les différents types de matériel (lignées,

cultivars) •

Certaines distorsions de ségrégations et des désaccOLds

observés entre les polymorphismes des deux types de collection, nous

ont conduit à étudier certains aspects f o n c t i o ~ n e l s en contrôle de

cet e n z ~ e . L'ADH est très spécialisé dans le contrôle de la voie

suivante

"

::

Acetaldehyde + NADH
..... .j _ .(0

Ethanol + NAD

dont nous ver:tons r.' incidence dans les situations d'asphyxie

qu'une plante peut rencontrer. Ce système est très étudié à différents

niveaux tant chez les plantes que chez les animaux. Nous tenterons ici,
. ~

à travers l'exemple du Mil, qui n'avait encore jamais été étudié, de ;

lier divers aspects de l'étude de l'ADH : hérédité mendélienne,

structure dupàlymorphisme des populations, régulations métaboliques

en anaérobiose •
o.

Cette approche permettra de suggérer un rôle important

du système ADH dçms. l'adaptation aux alternances d' :.inondation et de

sécheresse. Ces-alternances sont assez typiques des. effets de la

saison des pluies sur les sols pauvres et sableux., terrains de culture

d ~ Mil en zone sahélienne .

...
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DONNEES GENETIQUES SUR LI ALCOOLDESHYDROGENASE CHEZ DI AUTRES ORGA

NISMES QUE LE MIL .

Llétude de llalcooldéshydrogénase sur le Maïs (Zea-mays)

a révélé llexistence de diverses formes alléliques dlun même gène

SCHWARTZ et ENDO , 1966) ., mis en évidence par la présence

chez les individus . h o m o z y g ~ t e s dl une bande bien déterminée .:' .-

En 1972, FREELING et SCHWARTZ ont étudié les relàtions

,._--- ---_. génétiques -entre les multiples formes isoenzymatiques de 11 ADH du

Maïs; leur modèle fut par la suite vérifié sur dlautres espèces

végétales (FREELING et SCHWARTZ, 1973) : Blé ( H A R T ~ 1970 et 1971),

Lupin (MARSHALL et BROVE, '1974), une espèce 'diploïde de Clarkia

(GOTTLIEB, 1974), le Tournesol HeUanthus annuus (TORRES, 1974) et

11 espèce Car>thamus L. (DUCET, 1973) 1
1

La signification adaptative des isozymes de 11 alcool- .... . _

--'--'-'-- déshydrogénase e - ~ t u ~ débat qui reste ouvert. On a pu" ' ~ o n t r e r chez

Drosophila melanogaster une variation des sujets vis à vis de la tolé-:

rance à llalcool .( DAVID, 1977 ). Un c l i n e ~ : dans les fréquences des

2 types alléliques F et S, a pu être 'lié aux élévations 'de teneurs

·en alcool des fermentations artificielles dues à des f t c t i v i ~ é s

humaines. La différence adaptative constatée CBARNES' et

BIRLEY, 1975) semble plus lié à des différences de régulation. enzy-

matique ( MC DONALD et AYALA, 1978 .qu'aux différences s t r ~ c -

turelles proprement dites révélées par les d i f f é r e ~ c e ~ de migrations

électrophorétiques. Des résultats analogues dans.,les ,répartitionp ,des

fréquences alléliques ont été mis en évidence chez Bronrus molUs L.

( BROWN et MARSHALL, 1974 et 1976), mais bien entendu en fonction de

paramètres de milieu différents. L'étude des coefficients d'affinité

m o n t r ~ que l'ADH fonctionne préférentiellement chez 'les végétaux

dans le sens aldehyde + alcool: (LEBLOVA et -PERGLEROVA, 1977'), et

les propriétés adaptatives supposées concernant les phénomènes

d'asphyxie (MC MANNON, CRAWFORD, 1971) . Le rôle adaptatif de l'alcool

déshydrogénase est encore contreversé (MARSHALL et BROUE, 1973, 1974

WIGNARAJAH et GREENWAY , 1976a et b) .

La généralité des structures mises en évidence chez les

plantes de familles très variées et leu:rs identités avec celles observées

c
~: cline gradient de fréquences alléliques associé à un gradient géographique .
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chez le Mais (FREELING, 1973 SCANDALIOS, 1969 a et b ; SCHWARTZ,

1971b) souligne l'intérêt de 'ce système '.

Nous verrons qu'il est également en œuvre .,.chez·' le

Mil, avec des niveaux d'activation et un polymorphisme d'isozymes

remarquables, tels que cette plante puisse paraître un des meilleurs

supports expérimentaux pour son analyse

:

-..
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r1ATERI EL. .....El ... r~ETHODES

l, MATÉRIEL VÉGÉTAL

A. PRESENTATION DE LA PLANTE - LIGNEES UTILISEES •

Le Mil : Pennisetwn typhoidewn (americanwn) est une gramlnee

tropicale annuelle, largement cultivée dans les zones sahéliennes,

surtout pour sa production céréalière. Elle est diploïde (2n = 14).

La taille (0,7 à 6 mètres) et le tallage sont variables.

Les inflorescences, bisexuées, en position apicale sont

en général, plus ou moins fusiformes. Celles-ci, parfois appelées

chandelles, sont de faux-épis portant de nombreuses graines, incomplè

tement enveloppées dans leur glume, et disposées radialement autour

de l'axe central. En moyenne, un pied possède de 1 à 6 chandelles

récoltables •

Semés au début de la saison des pluies tropicales

entre les mois de mai et juillet, il existe deux types de variétés

- les unes (précoces) semblent assez indifférentes à la longueur

du jour,

- les autres fortement photopériodiques sont induites par les

jours courts et ne commencent à fleurir qu'à partir de l'équinoxe

d'automne.

c'est une plante allogame préférentielle, dont les

pollens peuvent franchir des distances allant jusqu'à 1 km. Ainsi les

interpollinisations sont faciles, tant avec d'autres cultivars, qu'avec

ses homologues sauvages: P. vioZacewn et P. moUissirrrwn qui existent dans

certaines zones fréquemment à proximité des champs. Toutes ces espèces

sont diploïdes .
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Les cultivars sont souvent très hétérogènes (taille

des plantes, couleurs des grains •.. ). La chapdelle présente un

gradient de floraison, en général orienté de haut en bas. Les stigmates

commencent à apparaître à l'extrémité apicale puis.de proche en proche

vers le bas. La sortie des étamines, 2 à 3 jours après l'apparition

des s t i g ~ a t e s , décrit le même processus . Le décalage entre floraison

femelle et floraison mâle permet d'effectuer facilement les croise

ments :

- guste au moment de l'épiaison, on ensache la chandelle pour

éviter toute contamination par du pollen incontrôlé,

- Pour réaliser le croisement, il suffit d'apporter du pollen

étranger sur l e ~ . stigmates épanouis avant l'apparition des anthères.

Cette pollinisation accomplie, les stigmates flétrissent et empêchent

une autopollinisation possible lors de la sortie ultérieure des

étamines •

- Pour~utoféconder~'.il 'SUffit d ~ .laisser,la G h a n d ~ l l e ensa-.

chée

En résumé, il s'agit d'un matériel particulièrement

commode pour l'expérimentation génétique par son cycle court, quand

on induit c ~ n v e n a b l e m e n t sa floraison (permettant d'avoir plusieurs

génération par an), par son faible nombre chromosomique (n = 7), par

les facilités d'hybridations, par la grande diversité des cultivars

et leur polymorphisme important .

Nous avons utilisé principalement'les deux lignées

suivantes

- 23 DB, est une lignée fourragère bien stabilisée, proba

blement originaire du Ghana, sélectionnée à Tifton en Georgie (USA).,

Ce Mil a une chandelle fusiforme, un grain gris ; son tallage et son

développement foliaire sont importants, il possède un gène de nanisme

recessif d 2 .

.'

- Massue, lignée issue' d'un. cultivar d'oasis (Mauritanien{?]

est de t a i l ~ e moyenne sans posséder le nanisme d 2 . Ses chandelles sont

plus ou moins s-phériques ; les g'rains' sont bruns sombres ; les feuilles' :..

?
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l'aspect est robuste

.'

Contrairement à ses pàrents, dont la taille réduite

rendait ..commodes les cultures' en superserres, l' hybride de première

génération peut a t ~ e i n d r e 4 mètre~, du fait de la perte du n a n i s ~ e •
. ...., ~

En conditions de Phytotron (BELLIARD et PERNES, 1977) : 12 heures

de lumière à 10.000 - 12.000 l u x , . ~ a s s u e met 54 jours pour atteindre

la floraison, 23DB 65 jours •

L'analyse des descendances peut être retardée par la

"dormance" des graines du Massue (1 à 2 mois)

B. CULTURE DU MATERIEL' VEGETAL ET CARACTERISTIQUES DES

DIFFERENTS ORGANES .

1. Le pollen.

L'émission pollinique durant environ 3 à 6 jours,

l'ensachage des chandelles pendant la sortie des anthères permet de. ~ ,- .. .. ".,' .
récolter des échantillons dont la viabilité testée par coloration

(méthode d'ALEXANDER,1969)atteint 80% . Pour a ~ g m e n t e r le taux de

viabilité du pollen recueilli par e n s a c h a g e ~ on pose. le sac sur l'épi

la veille du prélèvement, fait de préférence le matin. ~ n e récolte

d'environ 20 à 30 mg de pollen permet une extraction au mortier;

grâce à l'importante production pollinique du Mil, on évite d'avoir

recours à des microtechniques

2. Da graine en germination

L'étude enzymatique sur graine peut être réalisée à

partir de 200 mg de poids sec (soit 20 à 50 grains suivant le génotype) ;

on recueille ainsi un extrait dont l'activité est suffisamment élevée.

Les graines peuvent être mises à germer en boite de

Petri sur un papier humide. Après 12 heures de g e r m i n a t ~ o ? à 37°C, le

coléoptile est bien visible. On peut fermer de façon étanche la.

boite de Pétri, ce qui évite une trop grande évaporation et crée un

milieu propice à l'expression. de l'alcooldéshydrogénase .

Dans les expériences de plus longue durée,' une dés in-



- 8 -

fection des semences est nécessaire. Les graines sont plongées dans

l'hypochlorite de sodium 50% pendant 20 mn sous vide; rincées à

l'acide chlorhydrique 0.05 M; lavées cinq fois à l'eau distillée

stérile puis déposées dans des boites de Petri stériles •.

1 ~

1

L'absence d'effet d!une telle désinfection sur le taux

de germination des graines a été contrôlée; l'épais tégument qui

recouvre les graines semble les p r o t é g e ~ efficacement.

Germination en conditions particulières :

La germination en atmosphère d'azote a lieu dans des

récipients étanches après un balayage de 20 fois leur volume .

i

Qüand le bilan respiratoire des semences n'est pas

négligeable par rapport au volume du récipient pendant la durée de

l'expérience, et qu'aucun renouvellement de l'atmosphère n'intervient!

on parle alors de conditions "confinées". Dans ces conditions, la

pression partielle d'oxygène diminue effectivement à l'intérieur du

récipient ; cela permet aussi une accumulation de toutes les substances..
volatiles dégagées par les semences (DOIREAU, 1976).

Ainsi, 200 mg de semences (poids sec) en germination à

27°C font passer la pression partielle d'oxygène à l'intérieur d'un

récipient de 250 cc de 21 à 10% en 48 heures .

Pour travailler à press~on partielle d'oxygène cons

tante, il faut donc soit un balayage à des pressions partielles

fixes,soit un récipient d ~un volume tel que la quantité d'oxygène

consommée par le matériel vivant soit négligeable. En cas de balayage,

tous les montages sont réalisés en tubes de cuivre ou le cas échéant

en tubffi'de caoutchouc épais, i m p e r m é a ~ l e s à l'oxygène

.'

3. Les cals.

Les cals de Mil sont obtenus sur des fragments de

coléoptiles issus de graines stériles. Les fragments d'environ 5mm

sont coupés stérilement e n ~ l i m i n a n t l e méristème apical. Ils sont

disposés sur le milieu décrit en Tableau l . Le 2,4-D à la concentra

tion de 5mg/l est l'auxine qui a donné les meilleurs résultats. . .
(RANGAN, 1976) ...

~ ..
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: Milieu pour culture de cals .

H
2

0 ..............•

'Skoog x 4

3 l

1 l

4 l

26.4 g

30.4 g

7.04g

5.92g

2.72g

H
2

0

NH4N0 3
KN0

3
CaCI2 ,2H20

Mgso4 ,7H20

KH 2P04

H
2

0

MnS04 ,4H20

H3B0 3
znS04 ,4H 20

Na2Moo4 ,2H20

CuS04 ,5H
2

0
/:

H
2

0

Na2EDTA

FeS04 ,7H
2

0

H
2

0

Myoinositol

Nicotinic àcid

Pyridosan HCI

Thiamine HCI

Biotine

Folic acid

1000 ml

25 g

10 g

10 g

250.mg

25 mg

1000 ml

7.45 g

5.57 g

20 ml

2 g

100 mg

10 mg

10 mg

1 mg

10 mg

Fe EDTA ·.. 20 ml
.

_ ~q.I~ ~{e...

", ~1- ~ ""4r f e., .
\ , -

Vitamines •...........• 4 ml

Saccharose 2% 80 g

Agar 0.8 % ; 32 g

-Le Ph est ajusté à 5~5' avant la cuisson.
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4. Les plantes entières.

Les plantes sont cultivées sur vermiculite en condition

de superserre, au Phytotron de Gif-sur-Yvette; elles sont arrosées. .
de solution nutritive. L'éclairage naturel est complété j u s q u ~ à

'16 h par des .tubes fluorescents, ià température diurne est de 27°C,

nocturne 24°C.

, ,

II, MÉTHODES b'ÉTUDES

'A. CONDITIONS D'EXTRACTIONS.

Le tampon d'extraction a été choisi d'après les travaux

de FREELING (1973)

- pH supérieur à 8,0 pour diminuer la formation de

complexes entre protéines et phénols (LOOMIS et BATAILLE, 1966) . Le

tampon, Tris-HCI, est de faible molarité pour éviter une trop forte

force ionique 'néfaste aux dimères de l'ADH, O,OlM .

, ~ un agent anti-oxydant, du dithiotreitol à 5rnM, empêchant'

l'accumulation des quinones •

Le tampon est utilisé à raison de 1 ml pour 200 mg

de poids sec .

'B. PREPARATION DES EXTRAITS.

1. Extrait à partir des farines de 'graines.

Les extractions sont faites à partir de, graines sèches

ou après une germination de 24 h à 37°C. Les graines sont broyées au

mortier en chambre froide à 4°C avec du sable de Fontainebleau. Le

broyat optenu est centrifugé à 45000 g pendant 20 minutes à une temPé-:\,

rature de 2 ~ 4 ° C . On récupère le surnageant délicatement à la micro- ,

pipette, afin de ne pas remettre en suspension les lipides qui se

trouvent en fine couche à la surface. C'est le surnageant qui servira

études , é l ~ c t r o p h o r é t i q u e s et aux cinétiques enzymatiques •---
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2. Extrait à partir du pollen.

Le pollen fraichement émisest récolté et broyé au

mortier en chambre froide. On ajàute des billes de cellite, (50ll de. -,

diamètre) pour favoriser l'éclatement de l'exine . On contrôle au

~ i c r o s c o p e le taux de grains de pollen éclatés. Après le broyage, la

centrifugation et la récupération du surnageant sont identiques à

celles du protocole précédent •

3 . Extrait à partir d' autres typ'es d' o'rga'n'es .

Les organes sont broyés dans du sable de Fontainebleau

à raison de Iml de tampon pour 5 0 ~ mg de poids frais ..

C. CINETIQUES ENZYMATIQUES .

L'activité, alcooldéshydrogénase des extraits, est

évaluée sur la réaction dans le sens NAD+ vers N A D H ' ~ o u éthanol ~ e ~ s
.. ,

acétaldehyde (RACKER, 1950). On a suivi l'augmentation de densité'
, t ,

optique à 340 nm liée à l'apparition du NADH . ~

Sachant qu'une millimole de NADH absorbe.6.022 unité

D.O. à 340 nm, l'activité peut être exprimée en micromoles d ~ _ N A D H

apparues par minutes. On mesure la concentration protéique par la

méthode de LOWRY (1951) pour rapporter l'activité au taux de protéine

dans l'extrait.

Nous avons représenté la plupart du temps les activités,

en micromole de NADH/mn'rapportée au poids sec, l'extraction se faisant
..- .

à volume constant (Tableau II) .

D. TECHNIQUES D'ELECTROPHORESE.

La technique de séparation électrophorétique a permis

d'aborder le problème du fonctionnement enzymatique' sous un jour

nouveau. Par électrophorèse, il'est possible de déceler la substitu

tion d'un seul acide aminé par un autre dans une protéïne. En effet
. . -

si cette modification entraine une variation de la charge nette de
- .

la protéïne, sa vitesse de migration sera changée . On peut ainsi

observer des d i ~ f é r e n c e s entre des protéïnes traduisant les différences
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alléliques • De même la nature oligomérique de certains enzymes peut

être mise en évidence par l'observation de l'électrophorégramme

d'individus hétérozygotes grâce aux différentes combinaisons 'possibles

lors de;'la formation de la protéine active (présence de deùx bandes '.:

pour une protéine monomère/de 3 bandes pour un dimère par exemple) .... -

Les enzymes, séparés dans des conditions qui conservent

au moins une partie de leur activité , sont visualisés par leur

action indirecte sur un réactif coloré spécifique .

E. SUPPORTS DE MIGRATION (Composition des gels et technigues

appropriée's) . ':' '," ~

1. Sur gel d'amidon (Fig. Al)

70 ~ l par spot· d'extraits sont déposés sur les gels

d'amidon Csystème modifié SMITHIES,1955). Le tampon 4e migration est

un tampon borate 0.3 M ajusté par une solution NaOH saturée,à pH 8.,4

(25°C). Le tampon de gel est un tampon borate 0.03 M ajusté par la

soude à pH 8.5 (25°C)

Pour préparer le gel, on ajoute 36 g d'amidon (gel, à

12%) dans 300 ml de tampon.On chauffe dans un Erlenmeyer à la flamme

d'un bec Buchner. Le mélange passe au cours de la cuisson à une phase

visqueuse puis liquide. Aussitôt ce stade atteint le gel est dégazé'

sous vide léger pendant 1-2 min, puis coulé dans le moule. Le moule,

conçu de telle manière que l'électrophorèse soit possible en position'

verticale, permet l'observation de 10 extraits. La migration se

poursuit pendant 16 h à 4°C à raison de ~ 6 0 V pour une section de 115

x 6 mm. Les conditions d'électrophorèse sur gel d"âmidon sont

empruntées à FREELING (1974)

"

2. Sur gel d'acrylamide (Fig. A2 ) .

Nous avons utilisé la ~ é t h o d e de gel à 7,5% d ' a c r y l a ~
'.

mide ("dïsc electrophoresis". Les solutions qui composent les gels

ont été adaptées à partir des résultats obtenus sur gel d'amidon

et après observations des migrations réalisées en modifiant les ",
~',

nombreux paramètres (compositions, concentrations, pH) .
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Le processus décrit ici est celui qui a donné le plus'

de s a t i s f a c t i o ~ m a i s laséparatïondes.types alléliques du même locus

y est e n c o ~ e insuffisante ( T a b l ~ a u III). Une augmentation des.pH né

saurait amélîorer nos résultats, la protéine étant alors d ~ g r a ~ é e ~

Cette méthode nous permis d'obtenir des bandes suffi-. .

samment fines pour pouvoir quantifier les activités des différents

groupes protéiques à l'aide d'un lecteur de gel, l'optimum de la

réaction de coloration qui permet de localiser l'enzyme se trouvant

à 660 nm

Pour le principe d'utilisation (Fig. A2 )I'électro

phorèse en tube nécessite un extrait de densité plus élevée que celle.
du tampon de bac. Cette élévation de· densité est réalisée par

l'apport de glycérol dans les extraits.

Enfin, pour obtenir un. front de migration repérable,

on ajoute du bleu de bromophénol dont la grande vitesse de migration

servira de base de référence pour pouvoir comparer tous les gels entre ~

lesquels la migration n'est pas toujours homogène.

'-

Ces deux dèrnières opérations sont réalisées en ajoutant.

à l'extrait une goutte de la solution suivante (1 goutte pour 100 ~ l ) :

'Tris-HCI 0.02 M pH 8.0

+ Bleu de Bromophenol

+ Glycérol

la mg/100 ml

l ml/100 ml

F. TECHNIQUE DE REVELATION.

~ N

C
~

Rl -
'N=N-R

3

N - N - R
~ 1 2

C $
'N = N - R3

R' 
l

" L' activi té des deshydrogénases à NAD+ est mise en

évidence par le transfert d'hydrogène réalisé à partir du substrat

spécifique, par l'intermédiaire du coenzYme réduit et de la phénazine

méthosulfate, jusqu'au sel de tétrazolium qui est à son tour réduit,

en un formazan insoluble et fortement coloré (Tableau IV)
H
1

- N - R2

.'

",
':-;0-" ~

"~
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Tris-HCL

Ethanol absolu

NAD
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0,1 M

1} 713 M

7,3610-
3 M

pH 8.5 2.7 IrÙ

O,lIrÙ

oJ 1 ,IrÙ

extrait O. 1 IrÙ

Tableau II : Milieu r ~ a c t i o n n e l de la cinétique enzymatique. ./"'

Tampon de bac Borate-NaOH pH 8, 5 0,05 M

Composition des gels:

1 voL

1 voL

-
1 voL

1 vol.

Borate-NaOH pH 8.5 0,5 M
,+ TEMED OJ23 ml pour 100 ml

-
Acrylamide 30 gr
Bisacrylamide 0, 8 gr
Ajuster à 100 ml avec H20 1

Persulfate 280 mg/ 100 ml

H
2
0 .

.
Tableau III : Système utilisé pour l'electrophorèse sur gel d'acrylamide

de l'alcooldéshydrogénase du l\Iill. i.

Tris-HCL

Ethanol absolu

MgCl
2

NAD

NBT

PMS

0,1 M

1 M'

10 mg/riù

5 mg/ml

5 mg/ml

pH 8,5 130 IrÙ'

3 ml

0;5IrÙ

'1 ml'

2ml

0,5IrÙ

1

Le réactif est préparé extemporanément ainsi que les solutions "de NAD
~

de NBT et de PMS.

Tableau IV Milieu de révélation de l'alcooldéshydrogénase après électrophorèse.
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La réaction de révélation dure 1 heure à 37°C. Il est possible d'avoir"

une coloration plus rapide en augmentant les concentrations des

colorants mais on augmente aussi les risques d'artéfacts (en particu

lier, apparition d'autres' déshydrogénases)

G. ELUTION DE L"' ADH •

L'électrophorèse sur ~ e l d'amidon permet une élution aisée

des différentes bandes. En fin de migration, on révèle une faible

portion longitudinale du gel pour localiser les différents isoenzymes.

On découpe dans le gel , perpendiculairement au sens de migration,

une bande de 5mm de large au niveau de l'enzyme que l'on désire éluer.

Ce fragment de gel est broyé dans un potter en rajoutant

200 ~ l du tampon d'extraction, puis centrifugé à 4°C pendant 10 minutes

à 40000 g.

Pour réaliser une élution de protéines distinctes, il est

nécessaire que leurs positions sur le gel soient bien séparées .c

C'est pour cela que nous n'avons pu éluer deux isoenzymes du même

groupe protéique .

H. DISCUSSION .

Nous avons choisi volontairement une technique simple

d'extraction, pour la rapidité d'exécution. L'électrophorèse est faite

immédiatement après cel+e-ci pour éviter les risques de dégradations

protéiques de l'enzyme ainsi récupéré. La répétabilité au niveau de

l'extraction est confirmée par des mesures d'activités au spectro

photomètre •

Le gel composé de borate que nous avons utilisé pour des

raisons pratiques, est CORnU comme étant générateur d'artéfacts

(DAUSSANT : communication personnelle). La répétabilité des zymogram

mes a été contrôlée en utilisant un gel histidine HCI 5 mM à pH 8.0
~

avec un .tampon de bac de sodium-citrate 0.40 M Titre à pH 8.0 à

l'acide citrique 0.4 M. La spécificité des colorations a été contrôlée

par des révélations en absence de substrat. Dans ce cas, une très

forte activité enzymatique révélée par une légère coloration au même

.,
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niveau que l ' a c o o l d e s h y d r ~ g é n a s e , d é m o n t r ~ la présence d'une faible

teneur d'éthanol dans les extraits.

.-

..
''1. •



·-



CHAPITRE. .I. ,.,.

- 19 -

ANALYSES ...GENETIQUES

1. RÉSULTATS DES ÉLECTROPHORÈSES - ÉTUDE MENDÉLIENNE

A. INTRODUCTION TERMINOLOGIE •

Le terme "isoenzyme" désignera dans ce travail une forme

particulière d'un enzyme donné, que la technique d'électrophorèse

permet de distinguer. La bande est sur le gel la tache qui révèle

l'activité d'une telle isoenzyme, tandis que les zones seront des

familles de bandes proches de migrations voisines peu ou pas

séparées .

Le zymogramme est l'ensemble des zones d'un extrait pour

un enzyme considéré. Par convention nous représenterons les bandes f
par un trait plein plus ou moins épais suivant l'intensité de la } f e t r ~ \ "
coloration et un pointillé quand elles sont à peine visibles .

.•.

Nous avons cherché à distinguer au mieux les diverses

abréviations concernant l'alcooldéshydrogénase :

ADH

A~
l

ik

abréviation de l'enzyme alcooldéshydrogénase

définit le gène ou locus j dont le type allélique i

peut être S, F ou C pour Al et X ou Y pour A2 .

définit donc le génotype de la plante considérée

pour le locus j

représentera la protéine enzymatique apparaissant

sur le zymogramme, par exemple SS, SX ou XY
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B. ETUDES DES ZYMOGRAMMES .

l. Dé'terminatïo'n: de 'formes 'distinctes d' ADH

Sur les zymogrammes d'extraits de graines de lignées de

Mil (P. typhoideum) en se plaçant dans les meilleures conditions

d'activation on a pu o b s e r v ~ r trois groupes d ~ b a n d e s anodiques.

Ces zones sont numérotées de l à III, dans l'ordre de leur migration..
croissante. Chaque zone a une intensité de coloration différente,

décroissante de la plus lente à la plus rapide .

On a pu obtenir plusieurs types de zymogrammes sur les

extraits de graines. Trois de ces types correspondent à une variation

de la zone l, tandis que deux types éorrespondent à des variations

de la zone III. Dans tous les cas, la migration de la zone II se

trouve modifiée (Fig .. BI ) .

La fréquence de ces types de configurations est très

variable. Parmi 40 lignées testées, seule Massue différait pour la

zone 1. Ce h'est qu'à partir du moment où des cultivars sénégalais

(Sounas) ont été étudiés qu'une troisième variation de la zone l

a été trouvée .

Ces modifications de migration de la zone l ont été

décrites par les formes S, F, C respectivement de migration croissante.

De même, c'est dans un autre cultivar sénégalais

que nous avons observé un deuxième type de profil pour la zone III

alors tous de la forme X.

Cette nouvelle c o n f i ~ u r a t i o n , produite par une bande

plus rapide est définie par le type Y Le système des alcool

déshydrogénases semble être identique à celui du Maïs (SCHWARTZ,1969).
";'"

Les figures correspondraient à des structures homogéniques en zones l ~

et III et hétérogéniques en zone II .

;.
Pour le Mil, la confirmation en a été apportée par les

faits suivants

- .. la zone II varie,pour.deux états de la zone l (F et S)

alors que la zone I ~ I est constante ,(X)
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- la zone II varie pour deux états de la zone III ( X et Y)

alors que la zone l est constante '(F) ,

- il est possible par élution de travailler sur la zone II

(TORRES, 1976). Eluée dans un tampon de 'forte molarité (Tris-HGl

0.2 M pH. 8,5), la protéine se dissocie 'en partie lors d'une congéla

tion l e n t e . ~ L a présence d'une bande au niveau de la zone l lors de la
- .,~~. ~

migration sur gèl d'acrylamide de' l'éluat ainsi traité provient de la

réassociation de deux homomonomères .

Il n'est pas possible d'observer la zone III dans
,
conditions, nous reviendrons sur cette 'remarque plus tard.

~ / t , f ~ ~ 2 . - .

2. Existence de différentes formes alléliques du gène Al

A partir des deux lignées 23 'DB (AlFAl
p ) et Massue

(AlSAl
S )' dont le zymogramme est différent 'pour la zone l et II,

l'électrophorèse de graines hybrides montre le z ~ o g ~ ~ ~ suivant,

(Fig. B2 ) ,
,,-

- 3 bandes en zone l

- 2 bandes en zone II

1 bande en zone III

,
1. \ ,

L'obtention de trois bandes en zone l, liée aux différentes COmbinai)

sons des monomères S -et F , confirme l ~ nature d i m ~ r e dë l'enzyme'.

Les deux'bandes en zone II correspondent aux différentes

possibilités de combinaisons hétérogéniques entre les deux monomères du

gène Al et le monomère produit par A2 , homozygote dans 'le croisement
2 2 /

(23DB et Massue sont tous deux A xA x)

On a pu révéler dans un cultivar de source sénégalaise

un troisième état allélique de Al, plus rapide (AI
C ). Les différentes

figures observables sont résumées sur la figure Cl; les criblages

réalisés sont résumés dans le Tableau V) . A l'inverse de ces structures

simples, un criblage de 10 cultivars de Mil togolais (Cf. points

d'échantillonage en annexe), montre un polymorphisme pour les 3 types

alléliques de Al (S,F et C) tant parmi les cultivars précoces que
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Mils criblés Provenance
. 1

A
2

A

M. 1 Tifton 239 DB . USA FF XX
M2 Tifton 23 DB 2 USA FF XX
M3 Ligui Tchad _ u.-- ~ __ ·FF XX
M4 147'2 Inde FF XX'
M5 Iniadi Haute-Volta FF ,.XX
M6 l 47·2 x Nigritarum Bambey ( Sénégal) FF XX
M8 Maewa Nigep FF XX
M9 Sanio Sénégal FF XX
M 13 Mass-qe' Bambey SS. XX
M 17 Maewa Bainbey FF XX
M 21 Ligui,x 23 DB G:bf FF XX
M30 Massue x 23 DB Gif SF. XX
M 32 Massue x' Ligui Gif' SF. XX
M 245 Molissimum Mali FF XX

" M 246 Tiotandé Sénégal FF 9 XX
M 2.47 J 104 Inde FF 0 XX ._?H~::CH- KY
M 251 Violaceum Bambey FF XX
M 93-76 Souna Sénégal FF XX
M 94-76 Il' Il FF XX

. ~ M 95-76 II' Il FF XX
M 96-76 Il Il FF XX
M 97-76 Il Il

C F ~ XX
M 98-76 Il II FF XX
M 99-76 II II FF XY;

· JV[ 100-76 II II
fF XX. M101-76 Il II FF, XY..

M'l02-76 Il Il FF XY,.
M 103-76 II Il FF XX ..-
M_104-76· Il, II FF XX:

M 105-76 Il II FF XXr M 106-76 Il Il FF XX;.

" ..
M 107":~6

Il II.. FF XX
M 227-76 Sidi-Daoud Tunisie FF XX
M 228-76 Il Il FF XX
M 229-.76

II, Il ", FF XX1..
· M 230-76 Zarzis Tunisie FF XX

M 231-7'6 Il Il " FF XX
M 464-76 Oasis d'Iferouane Niger FF XX
M 465-76 II. Il FF XX..

II· IlM 466-76' FF XX
1 Il- IlM 467-76 FF XX

M 468-76 II- Il FF XX
M 469-76 II· Il FF XX .1

· ]yI 470-76 Il. Il FF XX
M 471-76 II Il FF XX

Cultivars togolais ( Prospection IBPGR-ORSTOM 012/77) SS, SF. XX?
FF Fe
CC es

Tableau V : Génotypes des principaux Mils c r ~ b l é s ,
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des mils togolais ( I~PGR-ORSTOM ) de décembre 1977. .

Figure C- Mise en évidence du polymorphisme des cultivars traditionnels.

( Observation électrophorétique de la zone 1 )
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.. ~ .
tardifs (Fig. C2 ). Les extraits étant réalisés sur un mélange de

20-30 graines, les différences d'intensité relative de coloration

des différentes bandes observées, montrent des fréquences alléliques

variables suivant les cultivars.

Cette étude a été réalisée en premier ~ i e u pour étu

dier le système génétique contrôlant les isozymes de la zone l •

Nous voulions savoir si le déterminisme était simple,

et pour cela nous avons étudié l'autofécondation de l'hybride 23 DB x

Massue suspecté de type A
1

SA
1

F . Si pour la zone l seul un locus Al . '\

est concerné par ·la ségrégation on s'attend à trouver .dans la descen-
1 1 1 1 1 1

dance 1/4 A SA S' 1/2 A SA F et 1 / ~ A FA F •

Pour cette étude nous avons criblé graine par' graine.

Les graines en germination sont écrasées entre deux "confettis'''· de

papier filtre, imbibé:§i ." dans le tampon d'extraction et l'ensemble est cf,

inclus dans une fente du 'gel d'amidon •

L'étude a porté sur 434 graines de la descendance de

l'hybride issu du croisement Massue x 23 DB (M335-76 de notre.

nomenclature) .

Résultats .• ,? '.

TABLEAU VI

28

Individus Al Al Al Al Al Al . TOTAL
S S S F F F

Effectif observé 76 234 124 434

Fréquence observée 0,18 0,54 0,28 X2. 1% seuil

Fréquence théorique 0,25 0,50 0,25 .= 9,21

Effectif théorique 108,50 217 108,50
X2. obs.

.. 2 -ddl : 13,
. . . . . . ....

La répartition observée diffère significativement de
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la répartition théorique au seuil de 1% . La répartition observée

pouvait s'interpréter par un système à 2 loci, donnant trois classes

réparties 9 : 4 : 3 Un modèle fonctionnel très particulier pourrait

justifier cette répartition .

Cependant, des séries de F3 ,conduiraient en cas de sé

grégations à des répartitions différentes de 9 : 4 : 3 du fait de la. , -

diversité des structures F 2 conduisant au phénotype FS . A l'occasion

des études de liaisons g é n é t i q u e ~ , nous avons analysé des F 2 par les

graines F3 qu'elles produisaient (Série C tableau VIII- Annexes 3).

Les r é p a r t ~ t i o n s observées étant inchangées, l'hypothèse d'un système

'à 2 loci n'est pas confortée.

Il nous parait plus raisonnable de considérer une

sélection qui agit contre le type AIS' défavorisant les homozygotes
1 1A SA S' modifiant ainsi la ségrégation attendue dans la descendance

d'un système simple à 1 gène. Le désavantage aurait lieu soit au

niveau gamétique ou au moment de la fécondation ou du développement de

l ~ g r a ~ n e et pas après ce stade puisque les taux d ~ , germination

observés (voisins de 100%) ne peuvent laisser de place pour une telle
, ,

distorsion-. Ce phénomène n'est probablement pas dù auxcirconstances

particulières propres à cette 'expérimentation; nous l'avons retrouvé

avec 'la même intensité dans des conditions expérimentales différentes

(Tableau VIII) .

Afin de vérifier la stabilité du paramètre de contre

sélection nous avons utilisé un hybride Massue x 23 'DB A1
SA1

F dans

trois conditions expérimentales

1. Plantes arrosées seulement 2 fois par semaine

2. Plantes arrosées matin et soir (Témoin). Un arrosage cor

respondant environ à 250ml de solution nutritive ou d'eau désionisée,

par pot

3. Plantes" inondées" (l'eau n'avait pas la possibilité de

s'écouler, la surface atteignant le collet de chaque plante)

Les plantes ayant supporté ce traitement (le lot 1 avait

beaucoup plus souffert ; les plantes des lots 2 et 3 étaient compara

bles) nous avons fait une étude graine par graine dans chaque série,

afin d'observer les répartitions des génotypes: A
1

SA
1

S ' A
1

SA
1

F et
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AI
FA

I
F dans chaque groupe. Les résultats ont été comparés par, un

test de X2 de conformité (Tableau VII)

TABLEAU' VII

Valeurs observées

- Al Al 'Âl Al Al Al Total
, , S S S F ,F F

Témoin 29 88 53 170 ..
, , , ,

-
Conditions sèches 22 59 24 105

Conditions humides 15 51 24 90

Total 66 198 101 365

Le test ne fait pas ressortir

hydrique sur les fréquences des types S et F

d'effet' lié' au régimè
2 ' , .

(X = 2,70) .
_T~ • • _w_
.... _ •• , •• li

Dans ce cas également les d i s t o r s i o n ~ p a r 'rapport (à 1/4,

1/2, 1/4 dans la répartition des trois génotypes ese s i g n i f i c ~ t i v e ~

X2 = 9,34. Ainsi à Gif, nous n'avons pas perturbé le type de ségréga-

tion en agissant ainsi .

Les divers résultats (Tableaux VI, V I I ~ e t a n n e x e 3)

soulignent, si notre interprétation est Juste, que· cette distorsion

des ségrégations doit être un caractère fondamental du système

Al
SAl

F que nous étudions.
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Récapitulation des divers résultats •

SS SF FF Total. . . . . . . . ... . . . . . . . . . . .

Graines analyse 76. 234 124en -
A mendélienne 76,20 235,16 116,69 434

J

B" Conditions hydriques 37 110 il8
195..

(sèches + Il inondées") .. 34,24 105,66 52,43
.

Série de F3 15 51 24
C........ Plantes ségrégation 90........ en

étudiée en annexe 15, .80 48,77 24,20
"

,
128 395 196 729-

Les répartitions ne diffèrent significativement pas <X 2 = 1,38)

D. CONCLUSION

Dans nos conditions d'extraction, l'alcooldéshydrogéna

se du Mil p r é s e n ~ e ~ u n zymograrnme identique à celui du Maïs. L'électro

phorégramme est probablement déterminé par deux gènes Al et A2

. . Ils produisent chacun des monomères s'autodimérisant

pour donner des dimères homogèniques -Zone l et III- et pouvant

s l p é t é r o d i m é r ~ s e r pour faire, des dimères hétérogéniques -Zone II

Les différentes ~ o n e s correspondent aux monomères attribuables aux

gènes suivants :

Zone l + Al et Al

Zone II + Al et A
2

Zone III + A
2 et A2

Les gènes Al et A2 existent indépendamment sous plusieurs

formes alléliques : S,F et C pour le premier, X et Y pour le second .

.... Afin d'avoir un tableau de valeurs indépendantes, les plantes "témoin" du Tableau
VII, ont été retranchées de .(B) car elles ont été comptabilisées en (A) •

:::: Annexe 3
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C'est· l'apparition de d e u ~ bandes en zone II pour un

Souna homozygote A1
F

A1
F

'qUi nous a permis de d é f i ~ i ; l ~ s - d e u x états

alléliques du gène A2

D'après les criblages que nous avions faits sur des

mils d ' o ~ i g i n e s très variées, nous'avons conclu à la rareté des
l l Il' ~

types A SA S ou A CA C (Tableau VIII). Nous n'avons trouve le type

AI S à l'état homozygote que sur- une" lignée M a ~ s ~ e .- Chez les Maïs

cultivés en France les types S ou F sont répartis de façon plus

égale .

Le polYmorphisme observé sur les 'ID cultivars de

Mils togolais est significativement différent de la situation __ étudiée
- .

sur les lignées précédemment criblées. La variabilité de ces dernières

ne semble pas être représentative du polYmorphisme variétal observé .au

niveau des cultivars . ~

La sélection suggérée contre S lors de la fabrication

des graines expliquerait bien la disparition du type AIS. d a n ~ les

collections de lignées. Dans ce cas, son existence-dans les cultivars

togolais, fait remarquable, doit être due à un avantage génotypique

plus tardif qui rétablierait l'équilibre polymorphe .• :-. -':: _:., -' "
\: ~ , ... ' .

Multipliés dans des conditions contrôlées, où l'effet

génotypique au niveau de la plante ne peut s'exprimer, la disparition

du type S ~erait presque inéluctable .. Entretenir en collection -le'

polYmorphisme FS imposerait alors ùn contrôle rigoureux des zYIDogram

mes ou l'établissement d'une sélection compensatrtce automatique qu'il

faudrait déterminer .

II ·MODÈLE DE GÉNÉTIQUE DES POPULATI.ONS AVE'C SÉLECTION GAMÉTIQlIE ET

ZYGOTIQUE ANTAGONISTES 1

Pour rendre plus précise l'argumentation précédente,

détaillons deux modèles.

A. SELECTION GAMETIQUE .

Nous envisageons deux types de sélection
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- Une sélection ~ g i s s a n t uniquement sur le. gamète mâle, au stade

pollen, ce qui permet d'expliquer l'absence de· g r a ~ n s

avortés sur les chandelles des plantes FI.

- Une sélection touchant également les gamètes mâles et

femelles, agissant alors au niveau de la méiose, la chan

delle observée ne présentant pas de graines avortées .

Nous nous limiterons pour s i m p ~ i f i e r , à l'étude de ces

deux cas. Une situation intermédiaire, plus conforme aux mesures des

activités-polliniques observées, pourrait ne concernerune sélection

entre gamètes que s'ils sont produits par un hybride SF. Les résultats

seraient qualitativement les mêmes .

Pour déterminer si la sélection concerne les deux ga

mètes ou seulement les gamètes mâles (-femelles), il nous faudra com

parer les résultats de croisements en retour sur un hybride SF pris

soit comme f e m e l l e ~ soit comme mâle , et les rapprocher des données

observées en F2 '.

Si le gamète femelle, par

de la contresélection, la ségrégation du
1 1 1 1

sera 1/2 A SA S' 1/2 A SA F •

exemple·, ne subit pas l'effet
. 1 1 1 1

croisement A SA F x A SA S

Les valeurs de sélection estimées à partir des distor

sions en F 2 (voir calcul en annexe 1) s = 0,21 pour une sélection

portant sur les deux gamètes, s = 0, 36 pour une sélection portant

seulement sur le gamète,mâle .

Ces valeurs importantes expliqueraient assez bien la

quasi absence des types AIS dans les lignées criblées et signifieraient

une dérive rapide ~ e s collections .

B. SELECTION ZYGOTIQUE •

Nous avons donc introduit un paramètre d'avantage

adaptatif (cr) dont la valeur peut dépendre des écosystèmes rencontrés.

Cette fois encore, pour simplifier, nous avons choisi un effet additif

en faveur de S. Le tableau des coefficients de sélections s et cr

est donc celui-ci (Tableau IX) •.
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On peut calculer l'évolution des fréquences (après

intervention de la sélection gamétique ,Cs) et de l'avantage zygotique

(a), p u i ~ établir les' conditions d'équilibre des fréquences d ' u n ~

génération à l'autre (Annexe 2). Dans les deux cas c o n s i d ~ r é s , il

existe un intervalle 'de valeurs de s et de a tel que le p o l y m o r ~

phisme intracultivar soit en équilibre stable .

Les conditions d'équilibre sont distinctes dans les

deux types de sélection .

Par exemple, en imaginant la situation critique a - , ~

(létali té complète au niveau ·zygotique du génotype FF) , .'dans le 'cas

d'une sélection gamétique mâle et femelle, n'importe quel avantage s,

si petit soit-il, suffit pour maintenir le polymorphisme '(bien qu'

avec une f r é q u e n c ~ très faible de F), alors que dans le cas d'une

sélection gamétique mâle seulement le maintien du polymorphisme impose

une valeur minimale élevée de s (au moins 0,67). Les résultats

essentiels sont rapportés dans le Tableau IX . LeS~?émons~rations sont

données en Annexe 2 . . (,'

1.

" ~

,-

," '
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Modèle d'équilibre des populations pour 2 types
de sélection

pour p et q

:f= 0

IIp = 0

si

Gamète mâle et femelle

(o-s+sq) + P (s-20) = 0

Gamète mâle

(20-s+s0) - p 2so = 0

Valeur de p

à l'équilibre

Valeur de 0

o-s+sop =
20-s p = 20-s+so

2so

pour avoir

o < p < 1

s' étant d c i r i n é ~ :

Nature' de
l 'J3qu.il~bre

Cas limite
1

o = '2.
=9 dispari tion

des homozygotes
1 1

du typ~.A F.A F

o ~ 0 < ~.... • 2

.. Instable

P ;>f =9 P +1 "fn n .

_s_ ~ 1
1+s " 0 ~ 2

Stable

P 71' =9 P x
n n+1

1o =
2

Condition
d'équilibre du
polymorphisme

1s < -
3

1
~ 'u's,€[O,3']

il y a entretien
du polymorphisme

_s_ < 0 < s
2+s 2-s

Stable

P 71' =9 P x,n n+1 .

o = 1
2

Condition d'équilibre
du polymorphisme

2
3' < s < 2

2
\!S'€[3' ,1]

il y a entretien du
polymorphisme

:: En dehors de ces intervalles de valeur l'équilibre monomorphe est

stable en faveur 'de S ou de F suivant que 0 est >ou < que s.
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VARIATIONS"PONCTIONNEllES"DES

DI FPERENTS' .ISOZYI'IIES

't

. .
Pour permettre l'équilibre des populations observées,

il faudrait qu'au cours de la vie de la plante, l'ADH joue un rôle

suffisamment important pour qu'une ·différence de fonctionnement

suffise à modifier sérieusement les coefficients de sélection. C'est

pourquoi, il nous semble important de définir ici les voies m é t a ~ o -

liques dans lesquelles joue l' alcooldéshydrogénase. . ...... _.. _..,. .'_. ..

Il est possible que tout un complexe métabolique
. ..

englobant l' ADH soit coordonné dans des ensembles géniques dont -:les

différences sont marquées par les isozymes d ' A D H ~ Rappelons donc

les grandes fonctions où s'intègre l'alcooldéshydrogénase .

1. ALCOOLDÉSHYDROGÉNASE ET ANAÉROBIOSE.

En absence d'oxygène; l'énergie apportée par la glyco

lyse est relativement faible. La transformation d'une mole de.glucose

en éthanol ne produit que 2 moles d'ATP contre 36 moles par la chaine

respiratoire (Tableau X). Les plantes pour compenser cette baisse

d'énergie augmentent la vitesse d'oxydation du glucose, ce qui est

défini par l'effet PASTEUR (WARBOURG,1926).

Cependant, si le catabolisme' accéléré du glucose

permet le maintien d'un certain niveau énergétique, cela se traduit

par l'accumulation du pyruvate qui n'entre plus dans le cycle de'
'.. .. . ~

Krebs. Il est alors transformé soit en lactate soit en éthanol, ce

qui assure la régénération de NAD nécessaire à l'entretien de la

glycolyse anaérobie. Ces composés sont hautement toxiques pour les
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ATP

1 GLUCOSE 1

---;;;:;~ __ - - - I ~ ~ ADP

Glucose-6- P.hosphate

l
Fructose-6 -Phosphate. "

CYCLE
DE

KREBS·

Acétyl CoA

~

Acétaldéhyde

ADP

NAD

__ NAD

A T P - - - - ~

~ ~ \ > A D P
Fructose diphosphate

l
. Glyceraldehyde-.3-P.hosphate

t - - - - - t ~ ~ NADH

1, 3 - Diphosphoglyc erat e

ADP.-----~

.!"--~~ ATP

3-Phosphoglyc.erate

1
2-Phosphoglycerate

1
Phosph?enolpyruvate

"'l - - - - - - - - b - ~ ATP
{NADU ~ ' - -

D a c t a t e N ~ 1 I - D - ; ; - + - - - - - 1-c o ~ V O i ' ••rob"f---

--

..

..- __0--'
./

/
1

1
f
1
1
1
r
1

_0 J 0"

1

1
1
1
1
1

° - 1
. .1
1
1
1
1

\
\
\

\

"
Ethanol

Tableau X- Voie de la glycolyse anaérobie.

.' . ~ .
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cellules. La levure synthétise de grande quantité d'éthanol, mais

l'excrète aisemment. De même le' lactate, toxique par acidification

est éliminé des muscles d e s , o ~ g a n i s m e s supérieurs par le sang. Quels

sont les mécanismes que possèdent les plantes qui les p r o ~ è g e n t de

telles tQxicités ? On a pu montrer dans certains tissus végétaux

(BARKER et EL SAIFI, 1952) l'ihhibition de la synthèse du lactate quand

la synthèse d'éthanol commence, le pH influençant apparemment

l'inhibition de la lactated@shydrogénase et l'activation de la pyru

vate decarboxylase (DAVIES,1974). Les plantes auraient àinsi .un

système de protection contre l'acidification lié au lactate.

On montre que des semences en milieu anoxique rejètent

de l'éthanol (DOlREAU,1972), et l'ona remarqué un dégagement d'étha

nol par les racines d'arbres 'inondés (CHIRKOVA et GUTMAN, 1972)

D'autre part on sait aussi que la plupart des plantes

adaptées à l'anoxie ont une production d'éthanol réduites dans ces

conditions. On a pu montrer chez les plantes tolérantes à l'inonda

tion une activation relativement faible de i'alcooldéshydrogénase

(CRAWFORD, 1967). Encore faut-il admettre une régulation en bloc

de l'ADH et de la pyruvate décarboxylase, qui limiterait la dégrada

tion du pyruvate et empècherait une augmentation de la concentration

de l'acétaldehyde, tout aussi toxique.

Dans ce cadre, on peut imaginer qu'un organisme dont

la synthèse d'éthanol et les voies globales de décarboxylation du

pyruvate sont moins importantes, serait avantagé dans une période

~ ' a s p h y x i e prolongée. L ~ régénération ménagée du NAD ne s'accompagnant

pas d'un niveau trop élevé d'éthanol ou d'acétaldéhyde toxiques.

II. ACTIVITËS ENZYMATIQUES

A. ETUDE DES CONDITIONS D'ACTIVATION DE L'ADH

L'activité de l'alcooldéshydrogénase varie considéra- '

blement au cours du développement de la plante et suivant les organes

étudiées (SCANDALIOS, 1971). Il est imoortant de définir clairement
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les conditions inductrices de l'activité alcooldéshydrogénase chez

le Mil. Ceci mettra en évidence les situations où l'alcooldéshydro

génase a un impact, sur le métabolisme :,interne 'de' la plante. C'est

alors qu'une différence fonctionnelle enzymatique pourrait faire
, , ,

apparaître une différence des valeurs adaptatives .

1. Activité alco'oTd'éshy'dr'ogénase lors 'de Ta morpho'genèse.

Par la révélation'électrophorétique, nous avons pu

montrer diverses phases activatrices de l'alcool déshydrogénase.

Dans la graine sèche on trouve une activité enzymatique

alcooldéshydrogénase, signe de l'activité métabolique de la semence

au repos .

Lors de la germination, l'activité essentiellement

localisée dans le scutellum décroit pour dévenir insignifiante quand ...,
les premières feuilles apparaissent, se dégageant du mésocotyle.

Elle augmente cependant dans les racines, tout en restant malgré

tout difficile à mettre en évidence par l'électrophorèse. C'est

pourquoi notre travail a été principalement axé sur les semences

dont l'activité est beaucoup plus forte. Ces activités sont résumées

par la Figure D .

Nous avons pu remarquer que l'activité alcooldéshydro

génase des semences était très forte chez les graiœs " d o r m a n t e s ' ~ ' '

Massue .

On ne trouve pas d'activité enzymatique dans les

parties aériennes: jusqu'à la floraison. C'est alors que l'on retrouve

une activité alcooldéshydrogénase importante dans le pollen .

Une autre situation mettant en évidence une activité

alcooldéshydrogénase importante : celle des cals primaires obtenus

en utilisant le 2,4-D • Cette activité alcooldéshydrogénase est liée

à une activation originale des gènes Al et A2 • En effet, si dans

les graines en germination et dans le pollen, les zymogrammes sont

semblables - Zone l visible, zone III invisible - on observe inver

sement sur les cals une importante coloration de la zone III, alors

~ , graines "dormantes Il: graines dont le pouvoir de germination ne SI exprime que
plusieurs mois après la récolte .
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Figure D - Activi}é a l c o o l d é s h y d r o g é n ~ s e au niveau de divers tissus

après 1 et 4 jours de germination ft l'élir.
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que la zone l est très faiblement colorée .

--La callogenèse présenterait donc une situation' nette-

ment activatrice du gène A2 L'activité alcooldéshydrogénase sur

des cals repiqués et régulièrement entretenus n'a cependant pas pu
, .

être mise en évidence .

, ,

2. Induction pa'r c'oriditionriementeh 'a'tiribsphères particulières.

Si des" semences de Mil imbibées sont placées dans une

atmosphère d'azote pur (donc nulle en oxygène) on assiste à une aug

mentation de l'activité alcooldéshydrogénase. En faisant germer les

'graines dans des atmosphères de pression partielle d'oxygène varia

bles, il est possible de montrer une induction de l'alcooldéshydro

génase aux faibles concentrations d'oxygène. On remarque aussi

qu'il existe une concentration d'oxygène au-dessus de laquelle l'ac

tivité alcooldéshydrogénase décroit (Fig. E)

Comme pour le Riz (AFP et MEISS, 1958) et le Maïs

(HAGEMAN et FLESHER, 1960), lïactivité ADH du"Mil est liée à l'en

vironnement d'oxygène qu'il rencontre. D'autre part, les taux

d'activationobservés sont comparables à ceux obtenus sur une variété

hautement adaptée aux milieux inondés Ziziana aquatica, par SAMPUN

CAMPlRANON et WILLARD KOBKKARI, 1977) • Cette augmentation d'activité

est également repérable sur les zymogrammes. Dans le cas d'une

activation dans l'azote pur, on peut noter la LeTte coloration de la

zone l mais également l'apparition de la zone III, jusqu'alors non

révélée sur les graines. Le manque d'oxygène se traduirait par une

activation de l'activité globale de l'alcooldéshydrogénase corres

pondant à l'activation s i m u l t a n é ~ des gènes Al et A2

Cètte activation apparemment couplée des gènes Al et

A2 èst très'différente de la situation révélée par le zymogramme des

extraits de cal.

Une autre condition de germination fait ressortir une

différence d'activation des gènes Al et A2 . En faisant germer des

semences en milieu "confiné", la zone III devient bien visible, alors

qu'elle ne l'est pas à l'air libre ~
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Malgré une baisse de pression partielle d'oxygène, à

l'intérieur du récipient fermé, on peut contrôler par cinétique

enzymatique que dans un premier temps il n'y a pourtant pàs d'activa

tion de l ' a c ~ i v i t é globale '. De même le moment d'apparition de la

zone III n'est pas lié directement à la pression partielle d'oxygène

comme le montre l'analyse des temps nécessaires à l'apparition de la

bande en fonction de la pression partielle d'oxygène dans les réci

pients avant leur fermeture (Fig. F)

Puisque le délai est plus court pour des concentrations

d'oxygène plus élevées ce n'est pas la pression partielle d'oxygène

qui est directement responsable de l'activation du gène A
2

. D'autre

part, comme nous l'avons dit plus haut, l'activation dans l'azote,

même en balayage parait bien c o r r é l e ~ fues 2 loci . ~ ' ~ "

Nous avons résumé les résultats (Fig. G) des observa

tions sur l'activation des deux gènes à travers l'observation des

zones l et III du zymogramme .

Notre hypothèse 'sera de 'considérer un des produits de

la glyçolyse anaérobie comme 'activation spéficique du gène A
2

. La

v i t e s s ~ ' d ' a c t i v a t i o n du gène A2 dépendant de la pression d'oxygène

dans les récipients en début d'expérience, pourrait être liée au mé

tabolisme plus ~ c t i f constaté par une, germination plus rapide •

-. On a pu mettre en évidence le phénomène dans l'acti

vation du gène A2 , mais le principe actif ne nous est pas connu, bien

que nous ayons montré le CO 2 rejeté indépendant du phénomène •

'2
La disparition de l'activation de A dans les conditions

de gaz balayants, nous orientera vers un composé volatil, produit au

cours de la germination (DOlREAU, 1976), en concentration plus

élevée dans un matériel à fort métabolisme .

Chez le Maïs, l'effet du 2,4-D sur l'activation du

gène ADH 2 , revélé par le profil des zymogrammes de semences ayant

germées en présence de cette auxine (FREELING, 1975), pourrait être

lié à l'activité mitotique du 2,4-D favorisant un métabolisme

accéléré. C'est ce phénomène analogue que nous avons révélé sur les

cals de Mil .

.'
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Figure G - Indépendance d'expression des zones l et III
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e f f e c ~ u é s . sur le mat·ériel. (1), (2), (3), (4), (5). La figure G(2)
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B. ETUDE DES' PROTEINES 'HOMODIMERES DES ZONES l ET III

Nous avons cherché à étudier s'il existait des

différences de fonctionnement de ADH de 'la zone l et III qui les

différenciaient puisque leur activation est au moins partiellement

indépendante .

• Matériel et méthodes

Des graines de 23 DB (génotypes A1
FA1F' A2

xA2
x) imbi

bées dans un récipient clos, contenant de l'azote pur, sont broyées

après trois jours, de façon à obtenir un extrait possédant une

activité enzymatique forte et dans lequel se trouve les p r o t ~ ï n e s

FF, FX et XX liées à l'activation des deux gènes. On compare les

cinétiques enzymatiques en fonction du pH dans une.gamme de pH

(6 ~ 10,5) dans un tampon Tris-HCl 0.2 M. Afin d'éviter ùn e f f ~ t

tampon dans les réactions, l'emploi d'un tampon unique nécessite un

,contrôle postcinétique des pH •

Dans ces conditions d'extraction, 'La-courbe d'activité

globale est bimodale, quel que soit le sens d ~ , l a : r é a c t i o n étudiée.

Ceci montre qu'il existe. dans l' extrait' brut deux,· familles enzyma

tiques distinctes . Un extrait fait sur des semences sèches ne

montrant qu'un optimum décelable de réaction, comme dans les travaux. .
de LEBLOVA (1976), on peut penser que le traitement'qu'ont subi les

graines fait ressortir l'activité d'une deuxième prbtéïne •

On peut remarquer également, les vitesses .de réaction

plus fortes dans le sens acétaldéhyde + éthanol que dans le sens

éthanol + acétaldéhyde . Les' concentrations initiales de substrats

(éthanol, acétaldéhyde) et de coenzyme (NAD, NADH), étant égales,

cette différence reflète une meilleure affinité pour l'acétaldéhyde,

confirmant le sens préférentiel de la réaction vers la formation

d'éthanol

Une élution après électrophorèse des zones l et III

montre que les deuX optima observés correspondent à la présence des

deux homodimères hétérogéniques. L'élution de la zone'II offre un

profil de cinétiques en fonction du pH analogue à 'celui obtenu sur
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Figure H : Effet du pH sur l'activité enzymatique de l'alcooldéshydrogénase. -

H(1)- Effet du pH sur l'activité enzymatique d'un extrait brut de 23 DB

(0)- Réaction étudiée:. ' ,

Ethanol + NAD ----------) Acétaldéhyde + NADH

(.)- Réaction étudiée:

Acétaldéhyde + NADH ----) Ethanol + NAD

H(2)- Etude de l'activité correspondant aux zones l (e) et III (0)

en fonction du pH pour la réaction :

'Acétaldéhyde + NADH --------) Ethanol + NAD

H(3)- Etude de l'activité correspondant aux zones l (e) et III (0)

en fonction du pH pour la réaction:

Ethanol + NAD ----- ------) Acétaldéhyde + NADH

Les concentrations de substrats dans ,ces trois expériences sont

égales:

Ethanol = Acétaldéhyde = 1 J 8 M

NAD = NADH = 10- 2 M

.' ,

l ,-
r:.'
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Figure fI : Effet du pH Sur l' acti\-ité enzymatique de l' alcooldôshydrogénase.
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sur l'extrait brut.

Cette particularité du système des alcooldéshydrogé

nases donne une ,grande plasticité à la fonction physiologique, bien

adaptée aux modifications de pH intracellulaire qui semblent inter-. .
venir l ~ r s des phénomènes asphyxiques (DAVID, 1974) par accumula-

tion de produits terminaux (acide lactique et malique)

. Coefficient d'affinité----------------------
Les méthodes utilisées pour l'extraction de l'alcool

déshydrogénase ne peuvent permettre la détermination précise de

de la constante de MICHAELIS (Km) de l'enzyme pour son substrat. Une

étude faite sur l'.extrait brut montre la présence une nouvelle fois

de plusieurs familles (non linéarite de la fonction ~ = f(~) ).

On peut noter dans les travaux qui concernent la

liaison anaérobiose-alcooldéshydrogénase (MC MANMON et CRAWFORD,1971)

une variation des coefficients d'affinité sur les plantes soumises

à l'inondation, ce qui ici pourrait s'expliquer par l'activation du

gène A2 .

Une-autre différence entre les protéines XX et FF

pouvait concerner leur stabilité ou leur labilité. En effet l'étude

de la courbe des activités en fonction du pH, montre la diminution

relative de.l'activité de la zone III après élution par référence à
. ,. .

sa valeur dans l'extrait brut, par rapport à l'activité de la zone

II.: De même lors de la dissociation-réassociation, on note une

a b s e n c ~ d'activité ~ n zone III alors qu'il existe une bande en zone

·1. Ces particularités pourraient être liées à une détérioration de

la structure protéique par l'électrophorèse. La comparaison des

activités de l'extrait brut et des éluats pourrait donner une bonne

mesure de cette labilité plus ou moins incontrôlée lors des électro

phorèses .

..
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III, MODIFICATIONS LIÉES AU TYPE ALLÉLIQUE DU LOCUS 1 .

A. EN ABSENCE D'ACTIVATTON .

Nous avons cherché à calculer les activités enzymatiques

suivant les types alléliques, dans un stade oU il n'y a pas d'induc

tion. Pour cela, des extraits de graines en germination 'à 'l"air libre
.' d" d' .dl'Al '1 _A1 t lIt ~ t ~ t . l . ~ PlSSUS ln lVl us A S S' A ~- S.e A FA Fon e e u l lses. our
éviter tout effet de l'environnement génétique on utilise des

graines (F3 ) de 90 plantes 'ségrégeant en F 2 à partir d'un croisement

A1
SA1

S x AIFA1F. Ceci n'est bien entendu qu'une approche de ce que

pourrait donner une analyse sur des lignées isogéniques FF,SS.- Mais

ici· la v a ~ i a b i l i t é génétique du background F2 , n'intervient que

comme un "bruit de fond" F 2 et,ne peut être attribuée à 'priori à

l'ensemble de la structure génotypique associée à F ou S . " .

Les résultats montrent des a c t i v i t é ~ enzymatiques

semblables et une analyse de variance, fait r e s s o ~ t i r une ,activité

des, types SS légèrement supérieure (Tableau',XI) .j.". :;. • ...

, J'.

TABLEAU XI Résultats de l'analyse de variance sur l'effet du
génotype sur l'activité ADH de s e m e n c ~ s après 12 h de
germination à l'air libre. Tableau des données en or.'

Annexe 4. '.'

l '

SCE .
Effets S C E' ddl - F

. ,

ddl -
Génotypes Er - - 2 18,24 2 '9,12 . 8,23'(}:: .. -x .. )

i ~

, . :
• 0' r

Résiduelle - 96,323 87 - '1 ~ 107 (S)'

Totale - - 2 114,563 '.89 1,287
.

2: (x .. -x .. ) " -ij ~ J . '

B. CONDITIONS PARTICULIERES (Fig. I)

1. Observation électrophorétique.

. Pollen

Le zymogramme du pollen issu d'une plante hybride est

bien particulier. En zone l, il n'y a pas de bande correspondant aux

protéînes SF, montrant que le locus Al n'est transcrit qu'après la



o

~
+

'. (1 )
1

t==J

AM

1
!

(2)

c==:J

+

---
- 88

- SF Zone l
-- FF

--- SX }zone II- FX:

'XX } Zone III .

.. _ __ h ___ .L. _ ~

Figure I(l) - Zymogramme obtenu après électrophorèse d'extraits effectués
à partir de (1) Pollen, (2) Graines 15 jours après fécondation, .
(3) Graines sèches, (4) Graines imbibées exposées à une atmosphère d'azote,
o ~ t ~ ~ ~ s à partir d'un individu A ~ A ~ , A~A~
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'Figure I(2) Zymogramme obtenu après éleètr6phorèse d'extraits effectués à

partir de graines issues d'un individu: (1) A;A; (graine sèche), (2) A ~ A ~

-15 jours après fécondation, (3) A ~ A ~ :1 mois après fécondation,(4) A § A ~

2 mois après fécondation (graine sèche), (5) A ~ A ~ (graine sèche), au niveau

de la zone l

FIGURE l - Expression relative des isozymes SS et FF
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méïose. Les genomes haploïdes ne produisent que' des monomères S ou

F, et c'est un m é l a ~ g e de 'structure SS et FF .que l'on trouve dans

la population pollinique

L'activité de SS'dans ces z y m ~ g r a r n r n e s est nettement

moins marquée que celle de FF. Ce 'phénomène semble être propre au

pollen issu de l'hybride, car les populations de pollen issues des
~ l l . l l

genotyp~s A ~ F et A SA S ont la même activité globale .

Graine immature .----------------

De même, il y a un déséquiJibre d'activité enzymatique:

dans les zymograrnrnes de graines immatures d' hybride Al SA
I

F '. Les

bandes correspondant aux protéines SS et SF y sont moins intenses •

Cette différence de coloration disparait au cours de la maturation

de la graine, et l'on observe des activités enzymatiques semblables

quand la graine est bien' sèche, et lors de sa germination (comme

nous l'avons montré plus haut)

,',

"

•.
.... '. -. Graine dans l'azote .-------------------

. ~ .'.- C ' e s t ~ p a r la structure observée sur la zone l lors de

la'rnise:en imbibition dans l'azote des individùs hybrides que l'on

peut saisir le'type de phénomène observé. Lors d ~ l'activation de

l' aicooldéshydrogénase, on retrouve chez les individus A
l

SA
I

F le's

dîfférences observées sur les graines immatures .

':.'. La plus faible coloration des bandes SS pourrait être

le signe d'une " s y n t h è ~ e retardée" des monomères. S'il s'agissait

d'un fait attribuable à des dégradations différentielles, cela serait
. .

ressorti de l'analyse de variance des graines en germination

2 ~ Activation globale.

Pour éprouver c ~ t t e hypothèse, nous avons suivi au

cours du temps l'augmentation de l'activité globale de l'alcooldéshy

drogénase lors d'une ,imbibition prolongée en atmosphère d'azote

,(Fig. J) des lignées Massue ( A I S A ~ S ) et 23. DB (AIF~lF)

"'L'augmentation faibie de l'activité alcooldéshydrogé

nase par rapport à l'activité que l'on trouve dans les g r ~ i n e s sèches
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et la non-diminution constatée du taux' de germination des: semences

après huit ~ o u r s dans l'azote permet d e , d i s t i ~ g u e r le Mil pour sa

tolérance à l'inondation (CRAWFORD, 1977).

On peut n o t e ~ aussi la plus"faible activation des

semences de la lignée M a s s u ~ '(A1
SA1

S
) . Cette e x p é r i ~ n c e confirme

l'hypothèse de la "synthèse retardée" des monomères AIS' ,dans la

mesure où il n'y a pas 'd'effet du b a c k - g ~ o u n d , g é n ~ t i q u e . - S e u l e s des

lignées isogéniques pourront permettre de définir réellement les

différences d'activation des deux types a l l é l i q u e ~

3. Discussion

Une situation analogue a été étudiée sur d'autres',

plantes·. Sur le brome (BROWN ,':MARSHALL, 1976) ,on a pu montrer· une

différence d'activité liée au type allélique,après immersion des

semences. Sur le Maïs, ce phénomène a été mis en évidence'au niveau

de l'activité enzymatique globale, (MARSHALL et BROUE, 1973) et sur

les zymogrammes (SCHWARTZ, 1969). L'hypothèse formulée par SèHWARTZ

à ce sujet suppose une compétition des deux' types ,alléliques pour

un facteur de régulation limité. ~ i s en évidence,par l'étude de
... ~ . .. ...... ..........' ...

mutant de l'ADH (SCHWARTZ, 1976), ce type de mécanisme nécessite.
. ~ . -- . ."- .,.. .,... . . .- ..

L'intervention d'un gène activateur. Ceci a été m o ~ t r ~ , . c h e 2 i . D r o s o p h i Z e -. . ... '.-

meZanogaster, où il existe des types alléliques de même mob,ili t ~ ,

électrophorétique, avec des activités distinctes (WARD, 1974), par... ..'- '"

l'étude de recombinants (MC DONNALD et A Y A L ~ , 1978) qui place de

,gène sur un autre chromosome. Les travaux actuels (FREELING, 1976,

1978) s e m b l e n t , i n d i q u e ~ la proximité de ce site ,chez le Maïs .
• • -!.

Ce phénomène de régulation justifierait le z y m o g r ~ e
• • • 4'

obtenu sur le pollen issu des plantes hybrides, en considérant que

cette compétition n'a lieu que lors de la confrontation des deux

génomes, bien que l'expression dans la transcription ne se réalise

qu'après 'le stade microspore (confirmé par' l'absence de bande SF

'dans ie zymogràmme) . Si un tel s y ~ t è m e est applicacle au Mil,' ...

nous devrions t r o u ~ e r dans l'avenir des r ~ c o m b i n a n t s (AIS fort,

Al sfaible), tels que ceux observés chez la Drosophilè " par' l'étude

,systématique des mils traditionnels, dont le p o l y ~ o r p h i s m e est

élevé .
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C. EFFET SUR LES HETERODTMERES· DE LA ZONE TI •

La zone II est composée de dimères hétérogéniques

issus des gènes Al et A 2 ~ L'étude ~ a r t { c u l i è r e de c e t ~ e zone nous

parait importante dans le 'cadre du fonctionnement de l'alcooldéshy

. drogénase pour les raisons sùivantes

E . l . th' l . d' . d Al Al- n premler leu, on y re rouve c ez es ln lVl us S F'

A
2
xA

2
x le déséquilibre p r é c é d e m m ~ n t décrit (SX plus faible que FX).

Cette remarque confirme l'hypothèse d'une régulation d'expression

différente des types alléliques et non celle d'une faiblesse de

coloration de la bande SS propre à ces dimères .

- En deuxième lieu, ce peut être le moyen de comparer les

propriétés d'association des monomères dans les protéïnes homogéni-'

q u e ~ relativement aux protéïnes hétérogéniques . En effet si on

dénombre les proportions des différents couples formables entre

deux monomères A et B, une recombinaison au hasard donnera les ~

'2 2
fréquençes p , .2pq et q respectivement pour AA, AB et BB, p et q
... -' .
étant l ~ p fréquences des monomères A et B •

Cette recombinaison au hasard sous-entend que A peut

: . : c ; - ~ s s i : ~ ~ ~ i l e m e n t s'associer à B qu'à lui-même. Dans le cas de deux

protéïnes issues de deux loci distincts, on peut s'attendre à ce que
" .
.la d:j..ssemblance des monomères f.asse qu' iJs s'associent plus facilement

avec e u x ~ m ê m e s qu'avec d'autres. Il faut donc introduire un paramètre

(a) d ' a f f i ~ i t é tel que A s'associant avec lui-même avec une fréquence
. .

1, il s'associe avec B avec une fréquence l-a. Dans un tel modèle,

la proportion des homodimères sera plus élevée que dans le cas d'une

combinaison aléatoire .

Pour répondre à ce modèle, nous avons calculé les ac

ticités des zones l, II et III chez les individus AISAI
S et AIFA I

F ,

aprè~ élution. Les activités relatives observées sont données dans

la Tableau XII .

. .-
~.
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TABLEAU XII

Activit'ê:' :·.-,relative.·':', ',:,

Zone l Zone
.
II Zone III

:

Al Al 115 30 13F F ;

Al Al 175 48 '13S S

Total

158

236

,o.

Les calculs (Cf. Annexe 5) montrent que l'activité de la

Zone II'est trop faible par rapport à ce qu'on pourrait. attendre au

vu des activités des deux dimères homogéniques. Ainsi il peut exister

une affinité préférentielle pour un monomère homologùe' dans la' ' f , o ' ~ m a 

tion des différents dimères .' Le type S ou F pourr.i'{t ' e n t r ~ i n e r : ~ n e

variation dans cette affinité qui modifierait'les p r ~ p o r t i o ~ ~ ' ' ~ Î
c ,.r....... . .. " ' . _.~,

relatives des troïs groupes de dimères enzYmatiques. Cepenaant,' ra

confirmation de cette hypothèse demandera u ~ ~ r ~ v a ' i l " q ~ e n ~ u s ' ' ~ ' ~ v o n s

pu réaliser.

Pour démontrer l'existence d'une affinité dans la for-
. "

mation des dimères, nous nous sommes servis des activités tirés de

l'élution. Ceci ne 'permet pas de se faire un idée de' la q u ~ n t i t é 'de

protéïnes qui exis'tent dans chaque zone, même s'il n' y·... ~a . p~s de dégra

dation au cours de l' électr'ophorèse des ~ c t i v i t é s "'ènz:0natique's . '

Il nous semble donc important' pour confirmer'çette

hypothèse de faire appel à des techniques plus précises telle. ,que'

l'immunoélectrophorèse, qui par le ,principe même donne une valeur

directe de la quantité de protéïnes

D. CONCLUSION .

L'alcooldéshydrogénase, activée aux basses pressions

partielles d'oxygène présente une structure ~ i g é n i q u e chez le Mil.

Le système possède une p ~ a s t i c i t é remarquable, lui permettant de

fonctionner dans des conditions optima lors des modifications intra-
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cellulaires liées aux phénomènes asphyxiques. Cette particularité

est à rapprocher des propriétés physicochimi9ues distinctes des

différents dimères, issus de monomères codés par des gènes distincts

Al et A2 , dont la régulation est au moins dans certaines situations

indépendante .

On a pu noter une différence dans le fonctionnement

des types alléliques AISAI
F

, le type AIS étant plus lentement ou

plus difficilement mis en service (dans les phases d'inhibition

ou dans les phases compétition

Ces corrélations fonctionnelles différentielles

entre gènes et allèles étant établies, il nous faut maintenant

revenir à la plante pour retrouver les situations d'anaérobiose qui

donneraient l'occasion de traduire au niveau écologique les diffé

r e n c e ~ lues au niveau enzymatique .

-..
, •• #

.' ;
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LE MIL DANS DES CONDITIONS D'ANAEROBIOSE

','

Quand elle est limitée en oxygène, la cellule vivante

tire son énergie de la glycolyse anaérobie. Cette dernière entraine

l'accumulation de pyruvate et une activation d'alcooldéshydrogénase .

Il est important pour notre problème de définir les conditions ~ c o l o 

giques de cette activation, seuls instants où peut ·s'exprimer l'avan

tage génotypique nécessaire à. l'équilibre des formes alléliques
l l

A S et A F .

On conçoit aisément que cette limitation du cycle

de Krebs dépend du besoin énergétique du tissu considéré, tel qu'on

peut le constater dans les tissus musculaires . Ainsi; .dèux

tissus aux besoins identiques ne seront pas limités par les mêmes

pressions partielles externes du fait :

- Soit que leur gestion énergétique soit différente,

- soit que leur approvisionnement en oxygène se fasse différem-

ment Les végétaux peuvent améliorer l'apport d'oxygène aux cellules

par des espaces intracellulaires plus importants .

N'ayant pas la possibilité de connaître la concentra

tion d'oxygène intracellulaire, on ne peut définir l'anaérobiose

qu'en se referrant aux concentrations externes d'oxygène pour un

tissu considéré. Les pressions partielles d'oxygène limitantes dé

pendront donc de chaque matériel ,
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, . La respiration'est un phénomène maintenant bien

v étudié (BEEVERSi 1960'; JAMES:,' '1953 ';' DUCET,i962)., De nombreux

auteurs ont pu montrer que la consommation d'oxygène augmente en

fonction de la pression partielle 'd'oxygène, jusqu'à une valeur où la

respiration'devient constante. Cette valeur'est atteinte pour une

pression"dite Ilpression critique èPoxygène ll (BERRY et NORRIS, 1949)

Il est courant de calculer la pression partielle d'oxygène pour

laquelle la vitesse de 'reS'piration est diminuée de 50% ; cette pres

?ion est appelée Km par analogie avec les réactions enzymatiques •

Cependant, comme il n'existe pas de relation simple entre la concen

tration d'oxygène extérieure et la vitesse de respiration intracel-'

lulaire, de nombreux auteurs p r é f è ~ e n t parler de p0 2 50. Ces valeurs

d ~ P02 50 varient suivant les organismes considérés. Egale à 10-7M

pour la levure (LaNGMUIR, 1960) la p02 50 a des valeurs comprises

entre 10-6M à 10-3M suivant les tissus végétaux considérés •

c'est à travers ces valeurs que l'on peut définir la
'J

normoxie ,(situations où la pression partielle d'oxygène est supérieure
"

à la pression critique), et l'hypoxie (pression partielle inférieure

à 'La p r e s s i ~ n critique)

. . On ne parlera d'anoxie qu'à des pressions partielles

d'oxygène telles que le bilan énergétique du cycle de Krebs soit
.' .

devenu négligeable face au bilan de la glycolyse anaérobie

II. RESPIRATION DE LA S~MENCE DE MIL.

Méthodes de mesure

On mesure la décroissance de la concentration d'oxygène

dans :une cellulè polarographique étanche contenant les semences

étudiées; Il peut être nécessaire d'étudier la respiration de ces

semences au Warbourg.En évaluant·la consommation d'oxygène par unité

de temps, il est ainsi possible de définir lé temps nécessaire à la

diffusion de l'oxygène dans la semence. La consommation devient

stationnaire, jusqu'à la percée du t ~ g u m e n t par la radicule qui permet
, "

un~ diffusiori p l ~ s grande de l'oxygène; et modifie les conditions
, , ,

.. physiques du phénomène' .
" ...

"

.,
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Aux conditions de c o ~ s o m m a t i o n optimum, pour

mesurer l'activité respiratoire 'on suit ~ a d e ~ r o i s s a n c e de'la concen

tration d'mqgène dans ,la cellule,contenaI?-t l e s , s ~ e n c e s . Tant,que la

pression partielle d'oxygène, 'est supérieure à la pression critique, la

diminution deI' ox,ygène est ,linéaire par :r:apport au temps. En dessous

de cette, valeur, la consommation a ' o x y g è n ~ 'décroit en fonction hyper

bolique du temps. Les valeurs de la pression critique et de la pres

sion p0250 sont mesurées à partir' de ces é v o l u t i o ~ s .

Résultats '(Figure K)

Pour le.Mil la pression critique des ~ ~ m e r i c e s ~ ~
, ' '

Massue 'et 23 DB se situe à'40%. Celle des semences hybrides Massue x

23 DB se situant à 65% d'oxygène: (expression d'une vigueur 'hybride

potentielle révélant des possibilités energétiques sans doute supé

rieures) (Tableau XlIII) .

La teneur en oxygène dans l'air étant de 21%, la se-
, , .

mence de Mil est donc toujours en hypoxie, on comprênd alors la pré- ",
f;-" ,.

sence, d'une ,activité alcooldéshydrogénase daris l e s ~ ~ e m e n c e s s è c h ~ s .
. :i'..: ~ '! /.' .:' -;: ~ .

La diffusion de l'oxygène étant beaucoup plus faible

dans l'eau que dans l'air, les concentrations très basses en sol
" '1."); .,.

inondés font que la semence en terrain humide est l'argement hypoxique.
:.... ." ~ :-...

Dans ces conditions la glycolyse anaérobie doit avoir lieu' 'èt la

régulation de l'alcooldéshydrogénase peut y jouer un rôle important.

Les racines pourraient se trouver également en hypoxie bien qu'on ne

connaisse pas leurs paramètres respiratoires .

III 1 COMPORTEMENT DE LA SEMENCE DE MIL EN HYPOXIE 1

Du fait de cette pression critique élevée, on s'attend

à observer un effet important de la concentration d'oxygène.spr·le

. taux de germination. Aux basses pressions d,'oxygène, 9n sera_déjà dans

, la zone d'activation de l'alcooldéshydrogénase,

, .
Pour cette expérience, nous avons utilisé les semences

des l i g n ê ~ s Massue et 23 DB'et l ë ~ ~ h y b r i d e ~ o n : m ~ ~ u ~ e ~ e d é v ~ ~ o . p p e 
ment de la graine dans des conditions variables de P02 .
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Figure K: C o u r b ~ de respiration des semences de 23 DB (0), Massue (0),'

et leur F 1 '(.6) après 3 heures d'imbibition à 32°C

.On remarquèra les concentrations limitantes de la respiratiàn largement
supérieures à la pression partielle de l'oxygène dans l'air = 21%
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~
,

Massue 23 DB ,r ~.
Intensité Respiratoir ./.'

-'

Pression critique 37, 5%'>± 1 04 46,5% :t- 0,35 61,8%'f4 4
)=(P °2)100 '--

(P °2)50 13,7% + 1,9 11%+3 24,4% ± 1, 5

CP 92)10 1%+0,4 1%:t- 0 ,4 0,85% ± 0 15

. ._---- - ~\

0, 5%)± 0 0,3% :!." O'~ 2(P °2)5 0, 5 1 ~ ±·0;,3 3
. --'

(P °2)1
. ) 0,2% + 0,1' O,05%:!." 0,02/ -

~ombre d'expériences 3 2 2

é . h ( ~ ~) 23 DB ( L,.1 ~ ~ \ ,Tableau XIII-1: Activit respiratOlre c ez Massue --S--S ' -:Y"FJ

et leur F 1 (~~)après 3 h.eures d'imbibition à 32°C .
0) ,") .<

~ 0 1 3 5 10 20

Génotype

Massue 0 ++ ++ ++ +++ +++

F 1 0 0 0 + +++ ++++,

23 DB 0 + + ++ ++ +++
1 . "

Tableau XIII-2 :. Germinati?n après 12 heures en fonction de la P 02

chez Massue, 23 DB, et leur F 1.

0 - Aucune germination

+ - Apparition du coléoptile

. ~ ++ - Coléoptile compris entre 1 et'2 mm

+++ - Coléoptile compris entre 2 et 5 mm

++++ - Coléoptile supérieur à 5 mm
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L'expérience se déroule pendant 24 h à 25°C • Les

données sont rapportées dans le Tableau XIII2 .

Entre ces deux lignées, la seule différence concerne la

précocité de germination (ce 'résultat a été c o n f i ~ é par la vitesse

moyenne de germination de'ces deux lignées. à 32°C dans une solution

MgC1
2

10-3 M aérée. Dans ces conditions la radicule apparait en trois

heures pour le Massue, et en huit heures pour 23 DB)
.'

La germination des hybrides est par contre limitée,

fait qu'il est possible de relier à la plus forte valeur de la Po250 .

Après 48 h l'hybride parvient tout de même à germer jusqu'à 1% d'oxy

gène.

Le. MiL.germe donc à des concentrations très faibles

d'oxygène, nous avons même pu observer des 'germinations à 0,5% après

trois jours

Puisque la pression critique est très élevée, la

'germination se déroule en conditions telles que le bilan de la glyco-
l •

lyse anaérobie n'est pas négligeable par rapport à la respiration:

ceci pourrait signifier une 'grande adaptation:aux phénomènes d'asphy

xie ( T a b } ~ a u ~ I V )

Le dégagement de' CO2 après 72 heures en atmosphère

d ,'azote '(0,16 ± 0,02; lll/mn/mg poids sec) place le Massue dans la

catégorIe d ' ~ s plantes "flood-tolerant ll décrites par CRAWFORD' (1977).

On ne peut comparer le dégagement du Mil à ceux du

Riz (0',10111), ou de la Laitue (0,20111) ,si ce n ~ e s t à titre indicatif

Les expériences de CRAWFORD ayant été réalisée après 7 2 ~ h e u r e s d'im

mers'ion', l'oxygène dissout dans l'eau ne permet pas de considérer les

,semences en'hypoxie,et la germination a pu être induite. D'autre part

'il est'difficile' de'comparer ces deux types de semences comme le fait

l'auteur, car elles n'ont pas la même gestion de leur glycolyse. ,

,',

;,

~ ,
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Cependant, par son faible dégagement de CO après
. . 2

72 heures dans l'azote (,conditions pratiquemeIjt plus inductrices de

la glycolyse), par sa pression critique élevée et sa germination à

des pressions partielles d'oxygène basses, le Mil est une plante

adaptée aux phénomènes d'asphyxie et on comprend dans ce cadre que

la plus ~ a i b l e variation des .'propriétés e n z y m a t i q u e ~ de la v o i ~

anaerobie puisse se traduire par des différences adaptatives non

négligeables •

TABLEAU XIV Tableau comparatif de la semence de Mil et
la semence de Laitue qui'- ne fait pas. fonctionner
sa voie de glycolyse anaérobie .

IV

Semence de Laitue

Semence de Mil

DISCUSSION

P02
seuil de germination

2,2 - 2,5 %

< 0,5 %

PO . critique2·

30 %

40 %

'1 r~ ..

.. r~.: .

Revenons sur cette place du M i l ~ p a r m ~ . l e s plantes' to-
I ~ ...

lérantes à l'~sphyxie dans ·la classification de CRAWFORD. Cela le met

à proximité du Riz, ce. qui peut paraître étonnant pour,une des céré-
. -

ales.les.plus adaptées aux.zones semi arides. .

Les conditions climatiques des zones de -bulture de:',

Mil peuvent aider.à comprendre l'importance pourrcette plante sahé-
• ",,o •

lienne d'un système· adapté à l'asphyxie. S'il est vrai qu'il ne pleut

que 500-1000 mm dans les zones de culture, la période des pluies peu. . .

étendue provoque un véritable détrempage des sols, fait bien connu par

l'impraticabilité des pistes lors de la saison des pluies. Le Mil

connaît'donc une période'd'inondation sévère, même quand. il est cultivé

en billon- (ce qui n'est-pas la situation la· plus fréquente)- .' Ces

périodes'd'inondation entrainant un abaissement de.la concentration en

o x y g ~ n e ' des sols, le Mil connait alors temporairement, .de façon plus

ou m o i r i s ' p r o l ~ n g é e , une phase d'hypoxie, d'où l'importance de-'la gly

colyse:anaerobie ~
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En citant le cas de certains p ~ t û r a g e s écossais,

- d " 1CRAWFORD nous sugge+e une source e 1 avantage a d a ~ t a t i f du type A S

que l'on attend chez le Mil (communication personnelle) . Partielle

ment inondés au printemps, les champs présentent lors des sècheresses

estivales un aspect clairsemé. OnOa pu constater dans ces zones qu'il

s!était opéré un criblage des variétés herbacées vis à vis de la tolé

rance à 1 ',asphyxie. Les variétés de type "intolérantes" sont des

variétés à forte production d'éthanol. Du fait de la toxicité de ce

p r o d u ~ t t e r m i n ~ l , la croissance racinaire est limitée et même arrêtée

pendant l'inondation .Lors de la sécheresse estivale, seules résiste

ront les plantes au système racinaire bien développé. Même si la

sécheresse ~ ' e s t pas le facteur letal, un système racinaire étendu

conduit à une meilleure exploitation du sol de la plante .

Si un mécanisme analogue était en jeu pour le Mil, les

variétés qui n'activent que modérément l'alcooldéshydrogénase et peut

être toute la glycolyse anaérobie lors des inondations de la saison

des pluies, seraient les plus avantagées au cours des périodes de

sécheresse qu'elles subissent en cours de cycle. (par le biais des racines

recherchant les profondeurs humides et une meilleure gestion du sol).

Cette hypothèse nécessite une régulation en bloc des enzymes de la

glycolyse anaérobie, afin que la diminution d'activité d'alcooldéshy

drogénase ne conduise pas à une accumulation d'acétaldehyde également

toxique. La plus lente mise en service de A ~ serait le témoin et une

composante importante de l'activation globale plus ménagée de la gly- ..
,

colyse anaérobie .

Nous avons pu vérifier qu'après trois jours dans.

l'azote, les s e m ~ n c e s du type A ~ semblent produire moins de CO t ,

signe d'un catabolisme moins important. de pyruvate

En résumé, si l'activation de l'alcooldéshydrogénase

peut conduire à un bilan energétique plus élevé, il doit être à long

terme plus payant de ne pas trop produire d'éthanol e ~ de ralentir

le métabolisme en période prolongée d'asphyxie. L'augmentation modérée

de l'ADH semble être un fait général des plantes résistàntes à l'inon

dation (CRAWFORD, 1970 i BROWN, 1976 MARSHALL, 1973) mais il est

difficile d'étudier précisément toutes les connexions entre les
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bilans énergétiques et les concentrations des composés toxiques. Il

peut exister des voies métaboliques parallèles, telles que lesdécrit

'CRAWFORD (1978) différenciant deux variétés mais la-régulation intra

variétale de l'alcooldéshydrogénase paraît probablement avoir' plus

d'impact sur le bilan énergétique global. La situation observée sur

la sélection garnétique pourrait découler d'un tel paradoxe. Le pollen,

qui connait probablement ~ ' a s p h y x i e par l'imperméabilité de l'exine,

p o u ~ r a i t être) lui) avantagé par un bilan énergétique élevé s'il'n'à pas

à payer sa dette par l'intoxication alcoolique au cours de sa vie,

relativement courte .

•

:J
J--.'+\',. .
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Divers aspects des problèmes concernant l'ADH du Mil

LIGNEES l\1ULTIPLIEES

EXISTENCE D'UNE SELECTION
CONTRE LE TYPEA1 (Chap.1,I,C)

(-4IPOLYMORPHISME ENZY1\fATIQUE

(1JHEREDITE ......7- • -+ ETUDE DU LINKAGE· - --+

SYSTEME COMPOSE DE 2 GENES
A HEREDITE SIMPLE A; ET A1

(Chap.I.n F

12l.ETUDES DE

ADH

, ACTIVATION INDEPENDANTE(Chap. II, II,A)

, A L'ORIGINE DE PROTEINES AUX
PROPRIETES DISTINCTES (Chap. II. II. B)

l2ll.ETUDES DE

REGULATION

INDUCTION FAIBLE

(Chap. II, III. B 2)

, TA UX DE GERMINATION PAR'
· RAPPORTA P02 ( Chap. III. III)

.RESPIRATION DES SEMENCES
( Chap. III. II)

('5lEFFICACITE RESPIRATomE

'.ET GER MINATION

\
\
\

\

Q co2:! N2 DES SEIVŒNCES

(Chap. III. III)

U1
co

AVANTAGEA1

DANS LES CULTIVARS

TRADITIONNELS.

(sJ.MODELISATION EN

GENETIQUE DES

POPULA.TION.

••
RECHERCHE' Et GENETIQUE
ECOLOGIQUE ET EN AMELIORATION

VARIETALE ~

•
\

IL EXISTE TYPE A1

AVANTAGEUX VIS A VIS
1 .

DE A F EN DISPARITION

DANS LES LIGNEES EN

MULTIPLICATION.

ACTIVATION LIEE AU TYPE

ALLELIQUE (Chap. II. III,B. 2)

!

...............

INTEGRATION PAR B.C.~" ..
DANS DES STRUCTURES ISOGENIQUES

1
••
+

•IMPACT REEL SUR
LA PLANTE EliTIERE

••

,.~
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CONCLUSION 'GENERALE

Les grandes lignes de notre travail sont résumées

dans le tableau intitulé : Divers aspects des problèmes' concernant

l'alcooldéshydrogénase du Mil. Nous verrons au cours des différentes
.. '

,étapes comment il est possible d'intégrer le gène dans "la population .

Une étude sur l'hérédité (1) du système a mis en

deux gènes : Al et A2 • On a pu montrer p;ar des," ét.udes "de:: o' •

régulation (2) une activation différente de ces deux g è n e s ~ qui par .
.. . ;.

leur production de protéines aux propriétés distinctes confère à la

plante une grande plasticité lors des phénomènes' d'anaérobiose.
,. .

Les études portant.sur l'efficacité respiratoire et

la germination (3) placent cette plante dans le groupe des plantes

"flood-tolerant " , fait remarquable pour une espèce a d a p ~ ~ e 'aux

régions semi-arides. Ces plantes possédant toutes une faibiè activité. . .
alcooldéshydrogénase lors des phases anaérobie, des études de "régu-

lation" ( ~ ) montre qu'il existe un type a l l é l ~ q ~ e (8) du g è ~ e Al

particulièrement adapté à ces conditions par la faible activation qui

le caractérise

Pourtant, l'absence de ce type avantageùx pôur;la plante

dans les lignées multipliées est particulièrement remarquable. Le'
'. coefficient de contre selection gamétique qui lui est lié, prouvé par

",

une étude mendélienne, explique ce résultat ~

Pourtant, l'étude du polymorphisme enzymatique (4) pour

Al dans des cultivars togolais, atteste de sa présence dans les popu

lations traditionnelles. Un modèle de génétique de populations (5)
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permet d'expliquer le polymorphisme stable'des cultivars par l'effet

avantageux du génotype A ~ S dans le d é v e l o p p e m e ~ t de la p l a n t ~ . Ceci

donc conduit à une variabilité importante des cultivars traditionnels,

liée aux conditions mouvantes que rencontre ces milieux hétérogènes •

Les propriétés de l'ADH sont tout à fait remarquable

chez le Mil

Un système à hérédité simple composé de deux gènes, indépen

activés,

- U.ne composition oligomérique qui confère à l'enzyme des

"propriétés physicochimiques'susceptibles de 's'adapter au changement

de 'milieu "intracellulaire qu'il rencontre lors de la glycolyse ana

érobie .

- Une activation globale faible de l'expression enzymatique en

période d'asphyxie (faible production de produit toxique terminal

de "l'anaftrobiose [éthanol]).
6"';' .... -

",

qui semble pouvoir conférer,

phénomène peùt être inattendu

( ... . ...-
':Ceci crée une situation

- une b o n n e t o l é r a n c e ~ à l'inondation. Ce

' p o u r ' ü ~ e 'plantê de région semi aride.

" .

C'est,l'analyse du polymorphisme enz'ymatique comparé

,dans ..·les collections de" lignées et de cultivars' traditionnels qui

n o u s · a · ~ o n d u i t cependant à considérer que cette o r g ~ n i s a t i o n n'est

p a ~ fortuite

La présence du type AIS dans les cultivars, m a l ~ r é la

contre"s-électiongamétique qu'il subit (entrainant sa disparition des

lignées en multiplication) ,indique que la plante doit rencontrer sur

le terrain des conditions qui le rende avantageux pendant le dévelop

pement de la plante •

Caractéristique des plantes tolérantes à l'inondation,

la faible induction du type AIS pourrait être la source de l'avantage

nécessaire à son maintien dans les cultivars traditionnels. En étu

diant la diversité des conditions de culture des cultivars et en

parallèle, leur composition pour les types alléliques de Al, il devrait
~ I
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être possible de montrer l'incidence pratique des v a r i a t i o n s g é n é t i ~

ques pour ce système •

En effet, si l'on a pu m o n t r e ~ u n e ~ i f f é r e n c e signi

ficative du fonctionnement enzymatique lié au type ~ l l é l i q u e , seùle. '

une étude sur le terrain peut,nous-perméttre de 'réaliser pleinement

l'importance d'une telle 'différence de comportement en faisant'ressor

tir une corrélation entre les fré'quences alléliques et les conqitions
, ,

de culture observables. L'expérimentation sur des lignées isogenlques
. .,. .

ne différant que pour l'état allélique du gène ADH 1 pe~~ettra~en outre

de 'déceler ,l'incidence de cette structure sur la plante elle-même.

Ainsi complétée cette étude permettra de montreLl'im

portance particulière des voies anaérobies chez une p l a n t ~ de ~ o ~ e

semi aride, où les alternances de régime hydrique sont très marquées •

Si de tels effets sont mis en évidence, cela peut avoir

des répercutions importantes sur les programmes de ~ ê l e c t i o n , quand on
• • ~.. A ~.\ ••• 4 .' • .:..:.••

cherchera à fabriquer des variétés modernes àméliorées," ayant la même

tolérance que les cultivars traditionnels a u x " a l t e r n a n c ~ ~ ' â e d è s s è ~ h e - :

ment et de saturation en eau du sol, c a r a c t é r i s t ~ q u e s d e ces régions.
~ . .... '. '

Cette étude nous parait d'autant plus importante que la gestion habi-
• .,.,._ 4 -;1 __

tuelle des collections par les sélectionneurs, qui devrait conserver.. ' ~

globalement une diversité a l l é l i q ~ e reflétant le polymorphisme des

variétés locales, tend quasiment à faire disparaître un des types

alléliques indispensables à la réalisation de ces structures enzyma

i7iques équilibrées. Si" celles-ci' .Qnt: un .réel, impact' pour l'adaptation

des variétés, il faudra'à l'avenir spécialement se prémunir contre·

la perte quasi-automatique de son constituant moyen dans les collec

tions de travail •.

, ,
';:' ,

" .1.:
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ESTH1ATrONDES coÉFF'I:cI ÉNTS (SY'DE' 'SÉLÉCTI:ON"GAMÉTI:QU'ÈS" (SUR

L' ANÂLYS'É "nÉs "434 "'I:NDI:VII)US) "

-A Sélection sur gamète mâle uniquement.

1
La sélection ne modifiant que la fréquenc e du type AS' nous

aurons les fréquences p et q respectivement pour A ~ 'et A ~ après

sélection:
, _ p (1- s)

p - 1 - ps

q' = q
1 - ps

soit les fréquences génotypiques:

SS = pp'

SF = pq'+ pq

FF = qq'

Nous pouvons tester cette hypothèse en remarquant que:
1 1 .

pq' + p'q =- avec p = q = - .
2 2

'2
On est donc amené à tester cette hypothè se par un- X sur les valeurs

observées:

A ~ ~ + ~ ~ = 200

A ~ ~ = 234

par rapport à la valeur moyenne égale à la moitié du nombre total

d'individus observés: 217

2
La valeur calculée (X = 2,66 ) ne permet pas de rejeter cette

2 .
hypothèse (X seUlI 5% = 3, 84 )
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avec
1

P =q = 2

On pose

Dans ces conditions

1 , 1
2"p+4'=O,44

1:. q'+1:. = 0,:' 56
2 4'

, '

p = 0,39

=9 q' = 0,61

q = 0,61
1 - ps

soit s = 0,36

B Sélection égale sur les . i ~ a m è t e s mâle et femelle.

Dans ce cas, à partir des fréquences observées, on peut calculer:

p' = 0,44

q' ="0,56

En considérant les populations en panmixie, on aura:

Génotypes A ~ ~ A ~ ~ ~
Fréquence

12
2 p'q'

,2
P q

"

Fréquences calculées 0,1936 0,4928 0,3136

Effectifs calculés 84,02 213, 87 136,11

Effectifs observés 76 234 124
"

2
Le test de X (= 3 J 72)ne permet pas de rejeter l'hypothèse d'une

sélection gamétique égale sur les deux gamètes.

Dans le cas de cette hypothèse, avec

q' = 0, 56 = =-1....;;q
- ps

, ",

On aura: s = "0, 214
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SÉLECTION SUR GAMÈTE MÂ-LE ET FEMELLE: '(MÉTHODES' DE :CALCULS)

La sélection gamétique donne pour les allèles S et F les valeurs

suivantes

S

F

+

+

1 - 1

1

.'

D'Où les fréquences zygotiques calculées après pollinisation-fécon-

dation' :

et q' .= ~
1-ps

avec

. p' = p(1-s)
1-:ps

SS

SF

FF

. 2
= p'.

= 2p'q'
= q,2.'

'.""..
l

=9.. p' .+ q" :;=.,.. 1 ..... .

' ..

..'

"

La valeur des d é s a v a n t ~ g e s zygotiques mâles donne les fréquertcés

génotypiques s u i v ~ " n t e s . après sélection :

,2
SS = P

1-2q'0

2p'g' (1-0) ",

SF = 1-2q'0
'. 2 .

FF = g' (1-2q1-
1-2q'0

On en déduit pli, fréquence de l'allèle S dans la descendance

, 2
+ p'g' (1-0) ,2 + p' (1-p') (1-0) p' (1-g' 0)pli = P = P =1-2 q'o 1-2q'0 1-2q'0.

Pour.qu'il y ait équilibre des fréquences d'une génération à l'autre

il faut que sp = pli - P = 0

..'

On a montré P
' = p (1+s) . =9

1-ps
= . p'

P 1-q's
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d'où

flp =
p' (l-q' a) 'p'

1-'2,q' a l-q's

Pour avoir flP = 0 =9 p' (l-q'a) (l-q's) - p' (1"";2q'a) = 0

l°I p' = 0 =9 flP = 0 soit P
, = 'p (l'-'s )

I-ps p = 0 ou l = 1

2°1 (l-q'a) (l-q's) - (1-2q'a·) = 0 =9 q' ,(q'sa - s +a) = 0

a) q' = 0 =9 q = 0

b) (q'sa - s +a) = 0

avec q' = -----SL
I-ps

, ou a ~p = 0 pour ~ -Cs +a)I-ps = o

soit à [1 + s(q-p)] - s (l-ps) = 0

flp = [(a- s) + sa] + p (s-2a) = 0

avec

Pour que l'équilibre existe avec des fréquences génétique,

o < p -< 1

avec p > 0

• avec

. avec

Par définition' 0 < s < 1

p < 1

(a- s) + sa >0

2a - s >0

(a-s) + sa < 0

2a - s < 0

S s
-2 < l+s

a >

a >

a <

a <

S

l+s
S
"2

s
l+s
S
"2

il n'y a pas de solution généti-

=9 (a-s) + sa < 2a - s

=9 ~ ( s - ~ ) < 0

Par définition s .< 1 =>. \;/a, \ ; / s ~ > 0

• Dans l'intervalle [ ~ , I~S ]

quement acceptable pour flp = 0

p < l
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si cr < 8
quand 9 Lip 0. 2 Pn > 9 Pn

..
?r + 1 ;,

Si] cr > s P .;r
9 Lip 0< 9,

Pnl+s n + 1
'"

. . . . . .

SËLECTION SUR GAMËTE MÂLE UNIQUEMENT '(METHODES DE CALCULS)

La population pollinique se compose comme suit :

8 -+
p' ....: 'p' (T-'s)

,.,- (l-qs)

F -+ q' ~ ~
1-ps

t.:.

2(1-1) ,P ,
1-ps=88 -+ pp'

Les fréquences génotypiques deviennent dans ce cas après p o l l i n ~ 

sation :

8F -+ pq' +

FF -+ qq'

, ,

. '( 2 . )qp' = pq -s
1-ps

2
= ~

1-ps

'.:' ~' ... <. , ",.... "

-~ ' ..

On aura après germination :

88

8F

FF

. , 1= .. pq x D

= '( pq' + qp') (1-cr)

1= qq' (1-2cr) x D

1
x D

D = 88 + 8F + FF = pp' + (l-cr) (pq' + qp') + qq'. ( l - ~ c r ) = 1 - ~(q'+q)

1-cr(q' + q)l-'cr (q' + q)
pli =

On peut calculer pli, fréquence de 8 dans la population:
1pp' + 2 (pq' + qp'.) (l-cr) 1 p' + P +cr (pq' + qp')

=2

= 0 ".Lip=-------------------

Pour avoir équilibre des fréquences il faut Lip ~ pli -'p = 0

p' + P - cr(pq' + qp') - 2p [l-cr(q'+q)]

2 [1- (q'+q)]



soit

- 2c -

pl - p -a[pl_p (1 + 2g)J= 0
2 1- (ql+q)

N= D

t;p s'annulant pour N = 0, en remplaçant pl par P (1-s)
1-ps

=9 t;p = 0 pour p (1-s) - p -a [p (1-s) - P (1 + 2q)] = 01-ps 1-ps .

N
D

=
pq [(2a- s) + sa(p-q)].

2(1-ps)[1-a(q + l-
Q
PS)]

=
.pq . .(2a.-,s.). +. ,s a. (.q-p)

2 (1-ps) (1-qa)- qa

On remarque que t;p = 0 pour

p ou q = 0

2a - s + sa - 2psa ~ 0 1 1
'2a-'s' +' 'sa

soi t _P_= 2_a_s _

Conditions pour 0 < p < 1

Avec s et a > 0 par définition

p >. 0 2a - s + sa > 0 a > - s
2+s

p < 1 (2a - s) + sa < 2sa =9 a < s
2-s

Pour s < 2 (par définition s < 1) s > _s_
2-s 2+s

3 Donc une valeur de p pou;r t;p = 0

si · 1 2 ~ S < < s

1
a 2-s

Auquel cas dans cet intervalle

Quand . Pn =9 l'lp < 0 =9 Pn+1'1l;(

.. .- -
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ËTUDEDES LIAISONS GËNËTIQUES À' L'ADH

Dans un programme cherchant à définir de nouveaux marqueurs, le

gène A
l

, de par son système génique simple et la facilité de lecture des

gels J méritait une attention particiùière. Le nombre de chromosome du

Mil etant "'faible ( 2n=14 ), nous espérions trouver une liaison génétique

qui a u r a ( . ~ · allégée le travail de criblage.
,

Nous avons étudié 7 caractères sur une F2 d'un croisement Ligui x

Massue, plus commode que le croisement 23 DB x Massue pour l'observation

des types alléliques de l'estérase. L'observati?n des autoféc.ondations des.

plantes criblées a permis de différencier certaines classes où existe de la

dominance.

Les criblages réalisés sont résumés dans les tableaux suivants:."

Caractères Ligui " ' . Ligui x Massue Massue· .
'-,

1
(ADH) FF

,1 • .-

SF SSA .
Couleur des "

graines Grises (G) Grises (G) Brunes (B)
( Co.' Gr. ) , . :

Couleur du
collet Rouge (RR) Rouge (RV)

~
, . Vert (YV) l', ·· .

(Cou. Coll. )

Peroxydases
rapides 2 bandes (2b) 3 bandes (3b) 3 bandes (3b)

Peroxydase Présence (P2) Abscence (P?) Abscence ( ~ )

Estérase E
3

E
3

(33) E
3

E
S

(35) .. E E -(55)·
S S

Germination ·des semences .
après 12hrs

Bonne (+) Bonne (+) Nulle ou .(_)

à 37°C
Insignifiante .',



·1,
Cal'acl~rc Co. GI . Ger. Estérase ADH C0U. Coll Peroxydase Co. Gr Ger. Ectérase ADH Cou. Coll. Peroxydase

Génotype G 13 + - 3,3 3,5 5," SS SF FF RR RV VV 3b 2b P2 ~ G 13 + - 3,3 3,5 5,5 SS SF FF [Ut IW VV 3b 2b P2 ~

01 1 1 1 1 1 1 1 46 1 1 1 1 1 1 1
02 1 1 1 1 1 1 1 47 1 1 1 1 1 1 1
03 1 1 1 1 1 1 1 48 1 1 1 1 1 1 1
04 1 1 1 : 1 1 1 1 Elim.49 1 1 1 1 - - - 1 - -
05 1 .1 1 1 1 1 1 50 1 1 1 1 1 1 1
06 1 1 1 1 1 1 1 51 1 1 1 1 1 1 1
07 1 1 1 1 1 1 1 52 1 1 1 1 1 1 1
08 1 . 1 1 1 1 1 1 53 1 1 1 1 1 1 1
09 1 1 1 1 1 1 1 54 1 1 1 1 1 1 1
10 1 1 1 1 1 1 1 55 1 1 1 1 1 1 1
11 1 1 1 1

~.

1 ] 1 56 1 1 1 1 1 1 1
12 1 1 1 1 1 1 1 57 1 1 1 1 1 1 1
13 1 1 1 1 1 1 1 58 1 1 1 1 1 1 1
14 1 1 1 1 1 1 1 59 1 1 1 1 1 1 1
15 1 1 1 1 1 1 1 60 1 1 1 1 1 1 1
16 1 1 1 1 1 1 1 61 1 1 1 1 1 1 1
17 1 1 1 1 1 1 1 62 1 1 1 1 1 1 1
18 1 1 1 1 1 1 1 63 1 1 1 1 , 1 1 1
19 1 1 1 1 1 1 1 64 1 1 1 1 1 1 1
20 1 1 1 1 1 1 1 65 1 1 1 1 1 1 1
21 1 1 1 1 1 1 1 '. 60 1 1 1 1 1 \ 1 1
22 1 1 . 1 1 1 1 1 67 1 1 1 1 1 1 1
23 1 1 1 1 1 1 1 68 1 1 1 1 1 1 1
24 1 1 1 1 1 1 1 6~ 1 1 1 t 1 1 1 1 1
25 1 1 1 1 1 1 1 7C 1 1 1 1 1 1 1
26 1 1 1 1 1 1 1 -71 1 1 1 1 1 1 1
27 1 1 1 1 1 1 1 72 1 1 .1 1 1 1 1
28 1 1 1 1 1 1 1 73 1 1 1 1 1 1 1
29 1 1 1 1 1 1 1 Elim. 74 1 1 - - - 1 - - - 0 0 - -
30 1 1 1 1 1 1 1 75 1 1· 1 1 1 1 i.
31 1 1 1 1 . 1 1 1 76 1 1 1 1 1 1 1

l 32 ] 1 1 1 1 1 1 77 1 1 1 1 1 1 1
33 1 1 1 1 1 1 1 78 1 1 1 1 , 1 1 1
34 . 1 .' 1 1 1 1 1 1 79 ·1 1 1 1 1 1 1
35 1· 1 1 1 1 1 1 80 1 1 1 1 1 1 1
36 1 1 1 1 1 1 1 BI 1 1 1 1 1 1 1
:J7 ... 1 1 1 1 1 1 1 82 1 1 1 1 1 1 1

., 38 1 1 1 1 1 1 1 83 1 1 1 1 1 1 1
39 1 1 1 1 1 1 1 84 1 1 1 1 1 1 1

.40 ; 1 1 1 1 1 1 1 85 1 1 1 1 1 1
41 1 1 1 1 1 1 1 1 86 1 1 1 1 1 1 . 1
42

"'
1 . 1 1 1 1 1 1 87 1 1 1 1 1 i. 1

·43 1 1 1 1 1 1 1 88 1 1 1 1 1 1 .1
44 1 1 ï 1 1 1 1 89 1 1 1 1 1 1· 1
45 1 1 1 1 1 1 1 90 1 1 1 1 1 1 1

GENOTYPE DE 90 PLANTES EN Si!:GREC:ATION DU CROISEMENT LIGUI < MASSUE POUR QUELQUES MARQUEURS SIMPLES.

. -... :.-. -------_._-------------------------- .. ..
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Résultàts :

Caractères 'Co. Gr. . Germ. Estérase ADH Coul. Coll. Peroxydases '

Types G B + - 3,3 3,5 5,5 SS SF FF RR RV VV 3b '2b P
2

:P
2

Totaux 72 18 63 25 - 17 40 31 '15 51 24 -.19 48 21 61 27 64 24

Test 3:1 3:1· 1:2:1 1: 2:1 1:2:1 3:1 3:1

X
2

0,73 0172 5,97 3,4 0,81 l,52 0,24

NS NS NS NS NS N~ .. NS

De ces premiers résultats, aucune répartition ne s'écarte 9 i g n i f ~ , c a t i v e ~ e n t

•
d'une répartition au hasard. On remarque une nouvelle fois la fréquence du type' .'

. .', . - - ~ -- - "~_.

SS inférieure à celle du type FF dans la répartition des différents types alléliques ;

d'Al (ADH)

Dans la série des ' p ~ a n t e ~ deux autofécondations . n ' o n ~ j a m ~ i s gerI:Q.ées 4 ~ : et 74 .

Par ailleurs la plante 74 présentait une nette modification de s'on zymogramme

pour les peroxydases rapides.....

" Modalité de calcul de X
2
1

et X 2
2

1 •

.-I.~."

i et j étant les indices de lignes et de colonnes

. . . ~ - '~. 2 -. .,:- ~ ,

Appelé tableau de contingenc'e. On compare par un X les valeurs,.': .,

observées x .. aux valeurs théoriques calculées: ~ ,-.. . __ "'.' __ ._ . :.. , _ . .:. .
. 1J . " ù. x.. '.'

.... _1 1J E
x -. "i X ij

L ..x ..
1J 1J

" ,. "-.'-' _. '2'
. X 1

Le nombre de degré de liberté est alors: ( i-1 )( j-1' )
..

2··
X 2

Les valeurs x .. étant lié aux valeurs théoriques' des classes i et j' ' .
. . 2 1J ., .:,

on compare par un X les valeurs observées aux valéurs théoriques obtenues' .

par le produit des fréquences de cha,que classe. Le nombre de degré de liberté

est dans ce cas égal à ( n-1 ).
, .

Valeurs seuil du X
2

au risque de 5%

Nombre de ddl Il . 2 " 4 " 5 8

Valeur du X 2 3,84 5, 9 ~ -9-,4-8-+-11-,0-7--1--1-5-,-5-07-'
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Calcul des liaisons à l'atcooldéshydrogénase:

. ' ,

X
2

X
2.. ,~_ ... -

Caractère Type SS SF FF Total ddl ddl
1 2

Coul. Gr. ' Gris 9 40 20 69
- 2 2,61 5 6,82

Brun 5 11 3 19

Germination + 12 34 17 63
après 12 hrs 2 0,90 5 4,72

- 3 16 6 25

Peroxydase 3b 12 33 16 61
rapide 2 1,06 5 6,06

2b. 3 17 7 27

Peroxyd;lse P
2

13 36 15 64
lente 2 2,66 5 5,33 0

~
2 14 8 24

Estérasè E
3

E
3

3 10 4 17

E
3

E
5

6 21 8 4ll 4 1,61 8 10/68

, ,

E
5

E
5

6 19 6 31 .. ,

Couleur. ~ / R 2 11 6 19
du colle't

R/V, 9 28 11 48 4 1,15 8 4,72

V/V 4 11 6 21

: ,"

'.

Conclusion

il n'existe pas ,de liaison génétique décelable entre'l'alcooldéshydrogénase

et les marqeurs t e s t ~ s ; .
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De la même façon, il est possible de faire l'étude des liaisons deux à deux

des divers marqeurs utilisés précedemment..

--

ADH Couleur Germinat. Perox P2 Estérase
graine - ' rapide

Couleur du NS NS N.S NS NS NScollet

Estérase NS NS NS NS NS
' -

..
P

2
NS NS NS NS .,

Perox.
NS NS HS .........rapide . , . . . . -. -.

1 ,
~·NS

X
2

,
Germination NS

18,2?.. .. =
Couleur de NS ..

la graine : .. _. - - ... - -
. - t'.--.--,'

il existe une distorsion entre les peroxydases - -et la germination

. .........

..
"

...+.

-' (Par. )= Class'es parentales
. 'ir'l'.., .

, (43 ·67 )= ··Valeur théorüiuè
- . dans un tableau de ;-". ~."

contingenè"e.'-. i'

, La distorsion observée n'est pas ie signe d . ' ,1 . ,
La d i s t o r s i ~ ~ ~ b s ~ r v é e r:'est pas le sigI?-e d'llI1e'liaison géi-Iétique puisque .. ' .:

les deux classes parentales ne sont pas systématiquement les plus fortes.
",

- .
.. ,.

3 bandes 2 banc~es

Germination 52' . 11 (Par. )
(+) ( 43,67 ) (19,33)

Germination 9 (Par.)
, ,

16 ,

(-) ':;
( 17/33 ) . ( 7,67 )

n s'agit plutôt d'une corrélation.

La présence de deux bandes de peroxydases rapides pourrait entrainer une

mauvaise germination. Ceci pourrait etre confirmé par la plante "74" qui ne

présentait q'une bande repérable et dont l'AF n'a pas germé.

Ce travail n'a cependant pas pu etre poursuivi.
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. . . . . .

LI STE "DE L"ANALYSE' DE VAR lANCE' 'DU"TABLEAU"XI

Activité ADH exprimé en pM NADH:10-
1

/mn/mg de proteines en fonction
du type allélique , en condition de non-activation ( germination à l'air libre)

,

A~~
. '*

~~Génotyp'es A ~ ~
Activité 1,26 1,24 0.76 0,59

0,71 0,58 0,92 0,56
enzymatique 0,59 0,49 0,52 0,84

0,66 0,45 0,56 0,58
1,23 0,81 1,02 0,39
l,53 0,54 0,84 0,23
1,28 0,75 0,65 l,56
1,42 1,46 0,91 0,87
0,80 0,95 0,81 0,55
1,00 0,58 0,94 0,39
1,00 1,09 1,35 1,02
1,09 1,11 0,92 1,28 '

.'
0,60 1,02 l'ï48 . 1,76
0,80 1,48 0,96 0,92
1 1 05 0,53 1,11 0,86

0,91 0,81 1,38
0,94 1,09 1,26
0,78 0,70 0,40
1,40 1,36 1,48
1,62 1,22 1,19
2,09 0,63 0.52
0,48 1,27 0,67
0,67 ", 1 ,26 0,78
0,63 1,20 0,65
0,59 0,74
0,53 0;65

Activité
moyenne '1,001 0,92 0,918
par --
génotypes

*' Le calcul de l'activité enzymatique de cette classe ayant été effectué
sur les graines en autofécondations des individus hybrides, les valeurs
observées sont plus précisemment des activités moyennes des trois
génotypes en ségrégation.



MISE EN ËVIDENCE 'D'AFFINITËS"PARTfCULIËRES"DANS"lES DfFFËRENTS

DIMÈRES' .

Pour ce calcul les fréquences observées ( f) sont calculées par la part
. .

relative des activités des di fférentes zones dans la somme de leurs
:1'

( .
activités ",' ,

Les activités (a) sont exprimées en: ' ~ I D . O . 10
2

".hnn Î 100 ul d'extraits
. " '\""./

~
l II III Total

Génotypes (a) (f) (a) (f) (a) (f) .

A~~ 115 0,73 30 0,19 13 0,08 158

A
1

A
1

175 0,74 48 0,20 13 "'0,06 236
S F

. Si la répartition se fait au hasard, on observera les répartitions
2· 2

P " 2 pq, q pour les zones l, II, III.

Soit pour le génotype« :

. .
D'ou les répartitions calculées :

Ij
l,

p = 0,73 + 0,095 = 0,825

q =.0,08 + 0,095 = 0,175

(f) zone l = 0,68

(f) zone II = 0,29

(f) zone III = 0, 03

,.

Ces répartitions différent significativement des valeurs observées

par des valeurs plus faibLes pour les homodimères et plus forte pour

l'hétérodimère il faut donc concevoir une affinité moindre des monomères

h é ~ é r o l o g u e s pour expliquer la valeur moindre de l'activité observée en zone II
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Cette hypothèse ne se justifie que si l'activité spécifique de la zone II

est égale à l'activité spécifique moyenne des zones l et III

On pose alors :

'.

Zone l =

Zone II

Zone III

On obtient pour les deux génotyp'és:

2
(f) = pl + p' q' 0(

(f) = 2 pl q r (1 - a9
2

(f) = q 1 + p' q' 0(

'.

A ; ~ ~ ~
pl 0,84 0,825

ql 0,16 0,175

oc 0,26 0.34

La valeur ( Ci.) supérieure pour le génotype ~ ~ n t r a i n e r a i t pour

les mêmes taux de synthèse des deux monomères hétérogéniques J une

.quantité relative plus importante d'homodimères que pour le génotype
1 1

ASAs' .
Cette particularité ayant un impact sur la plasticité intinsèque du

système des alcooldéshydrogénase J elle pourrait ainsi différencier les

deux génotypes

".

..
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