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La réaction de polymérisation en chaîne (PCR) [13] permet, à partir d'un ADN matrice
et de 2 amorces oligonucléotidiques, d'augmenter de manière quasi exponentielle le
nombre de fragments limités par des séquences homologues aux amorces dans l'ADN
matrice. On obtient alors l'amplification des fragments encadrés par les amorces. Lors-
qu'on utilise une seule amorce de petite taille (8 à 12 bases), dont la séquence est choi-
sie au hasard tout en respectant certaines règles quant à sa composition (contenu en
GC), on peut constater, après PCR, l'amplification de fragments à partir d'un ADN
génomique. Le nombre et les séquences des fragments amplifiés varient selon l'amorce
utilisée. L'amplification de l'ADN génomique de deux génotypes différents, avec une
même amorce, peut révéler des variations se traduisant par la présence ou l'absence
d'un fragment donné selon le génotype. On dispose alors d'un fragment d'ADN poly-
morphe amplifié au hasard ou RAPD (random amplified polymorphic DNAJ [22]. Ce
RAPD représente un marqueur anonyme potentiel.

Les marqueurs RAPD sont traités comme des marqueurs dominants [23] ; la présen-
ce d'un fragment est considérée comme allèle de son absence. Dans ce cas, le génotype
d'un hétérozygote se traduit par la présence d'un fragment amplifié ; il est indiscer-
nable de celui d'un homozygote pour la présence du fragment. On peut cependant sup-
poser l'existence de fragments alíeles, à la suite d'une deletion par exemple, mais ce
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type de situation semble rare. D'un point de vue pratique, ce type de marqueur se
caractérise par une plus grande facilité de mise en évidence par rapport aux marqueurs
de type RFLP ou microsatellites.

Les marqueurs RAPD ont permis l'établissement de cartes génétiques pour diffé-
rentes espèces (Arabidopsis [12], Luzerne [6]) et la réalisation d'études de diversité
génétique [18].

Petunia hybrida est une création horticole par hybridation interspécifique relative-
ment jeune, puisque son origine remonte à 170 ans. Cette espèce a fait l'objet de nom-
breux travaux en génétique et biologie cellulaire et moléculaire [4, 8]. Son choix se justi-
fie, d'une part, par la grande variabilité existant dans cette espèce pour des caractères
morphologiques, la réponse aux différentes vitrotechniques, et, d'autre part, son cycle de
reproduction court et sa facilité de culture. Les travaux réalisés ont permis l'identifica-
tion de 97 gènes affectant des caractères morphologiques [5] ; l'utilisation conjointe de
la cytogénétique et de la génétique a permis de regrouper ces marqueurs sur les 7 chro-
mosomes de cette espèce [5]. L'ordre dans les groupes n'est pas déterminé à quelques
exceptions près. La réalisation d'une carte ordonnée avec les marqueurs morphologiques
nécessite un gros investissement en termes de temps et de matériel. Nous avons donc
réalisé une carte génétique en utilisant des marqueurs moléculaires de type RAPD.

La taxonomie du genre Petunia est réalisée sur la base de caractères morpholo-
giques. La première, réalisée par Fries [7], est basée sur la couleur de la corolle
(blanche ou rouge) et sur sa morphologie. Plus récemment, Smith et Downs [15] réali-
sèrent une taxonomie en se basant sur la morphologie du calice et sur le type herbacé
ou arbustif des espèces. Enfin Wijsman [20, 2], en se basant sur le caryotype des diffé-
rentes espèces et la compatibilité de celle-ci lors de la réalisation de croisements, pro-
posa une séparation du genre Petunia en un genre Stimoryne regroupant les espèces à
2n = 14 et un genre Petunia regroupant les espèces à 2n = 18. Nous avons utilisé les
RAPD et l'analyse phénétique afin d'étudier la taxonomie du genre Petunia sur la base
de marqueurs moléculaires. Nous avons par ailleurs étudié un ensemble de lignées de
P. hybrida afin de déterminer les relations entre cette espèce et les espèces ancestrales
apparentées.

Nous avons cherché les fragments cartographies dans les espèces ancestrales appa-
rentées à P. hybrida afin de préciser l'origine de la variabilité existant dans cette espè-
ce et d'établir éventuellement son origine introgressive. Nous avons utilisé un ensemble
de 7 espèces du genre Petunia et de 10 lignées de P. hybrida pour réaliser des amplifi-
cations d'ADN. La coïncidence de taille entre deux fragments amplifiés n'est pas une
preuve de l'homologie de leurs séquences. Nous avons donc cherché à établir les diffé-
rences éventuelles entre une analyse de la diversité basée sur un relevé de fragments
caractérisés par leurs tailles ou basée sur un relevé des fragments présentant des
séquences homologues. Ces relevés ont servi de base au calcul de matrices de distances
génétiques. Les matrices obtenues ont permis de tracer des phénogrammes que nous
comparons.

Réalisation d'une cartographie génétique de P. hybrida

Matériel et méthodes

Nous avons choisi les lignées St40 et Tlvl pour réaliser la cartographie. Chaque chro-
mosome de ces deux lignées porte un locus identifié, déterminant un caractère morpho-

374



Utilisation des RAPD en cartographie génétique

logique. La composition allélique de ces lignées pour ces marqueurs permet de déter-
miner dans un rétrocroisement le génotype de chaque individu. De ce fait, il est pos-
sible d'affecter les groupes de liaison aux chromosomes par coségrégation. Cent indivi-
dus d'un croisement (St40 x Tlvl) x Tlvl ont été utilisés pour réaliser l'analyse de
ségrégation. Les extractions d'ADN total ont été réalisées selon Bernatzky et
Tanksley [2] ; l'étape de purification sur gradient de CsCl n'a pas été réalisée. Les
mêmes extraits ont été utilisés tout au long des expériences pour les individus ségré-
geants. Deux extractions différentes d'ADN des parents et de l'hybride ont été utili-
sées, l'une pour la recherche de RAPD, l'autre pour la réalisation de témoins lors des
analyses de ségrégation. Nous avons employé 80 amorces fournies par la société Ope-
ron technologies (kits H, J, V, U) pour rechercher des RAPD spécifiques de St40. Les
conditions d'amplification utilisées sont les suivantes :

Tris-HCl pH 8,8
MgCl,

(NH4)2SO4

amorce
dNTPs

Taq DNA polymérase (Boehringer)

0,067 M
0,003 M
0,0166 M
4|iM
500 |J.M de chacun
1,5 U

Chaque réaction est réalisée dans un volume de 25 JJ,1 avec 40 ng d'ADN géno-
mique. Après ajout de 50 (il d'huile de paraffine, on effectue 30 répétitions d'un cycle
92 °C 1 mn ; 38 °C l i r a i ; 74 °C 1 mn 30 avec un appareil Biométra « triothermo-
block ». Après amplification, 8 JLLI du milieu de réaction sont analysés, les produits
d'amplification sont séparés par électrophorèse 4 h à 100 V dans du tampon TAE IX
dans un gel d'agarose à 2,2 % (20 x 20 cm) puis colorés au bromure d'éthidium
(Sigma). Le gel présente deux rangées de puits et deux séries de dépôts sont réalisées
sur un même gel. Pour chaque amorce, chaque gel d'analyse des ségrégations intègre,
comme témoins, des amplifications réalisées en même temps que l'amplification des
ségrégeants, à partir de l'ADN de St40, de Tlvl et de leur hybride. La compatibilité de
la ségrégation 1 : 1 de chaque RAPD a été testée par calcul du %2.

L'analyse des résultats a été réalisée en utilisant le logiciel Mapmaker 2.0 [10]. Un
« Lod score » de 3,0 a été retenu comme seuil pour la détermination des groupes de
liaisons. L'ordre des marqueurs dans les groupes est déterminé par analyse multipoints.

Résultats

Les 80 amorces testées (kits operon H, J, V, Q, U) ont généré 54 RAPD de St40 pou-
vant être suivis dans un backcross (St40 x Tlvl) x Tlvl). La ségrégation de 35 d'entre
eux a été analysée. Chaque RAPD est identifié par la référence de l'amorce operon,
suivie de la taille estimée du fragment. La carte génétique obtenue est présentée
Figure 1. Six groupes de liaisons (soit 25 RAPD) sont rattachés par un marqueur mor-
phologique à un chromosome ; un groupe de 8 marqueurs n'est pas affecté. Le chromo-
some IV n'est pas marqué et 2 RAPD ne sont rattachés à aucun autre marqueur. Cette
carte couvre 269,2 cM avec une distance moyenne entre marqueurs de 8,2 cM.

La carte génétique de Petunia hybrida publiée dans « Genetic maps 1990 » [5]
comprend 116 marqueurs affectés aux groupes de liaisons dont une centaine corres-
pond à des gènes contrôlant des caractères morphologiques. Du fait de la difficulté (en
terme de temps de travail et de coût) à réaliser des tests permettant d'ordonner ces mar-
queurs, l'ordre dans les groupes de liaison n'est pas déterminé, à quelques exceptions
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près. La carte présentée est à ce jour la seule réalisée par analyse multipoints de ségré-
gation de marqueurs moléculaires chez Petunia. Les RAPD ont permis dans le cas de
cette espèce de réaliser une carte génétique à un coût et dans des délais raisonnables.
Cette carte sera complétée en fonction des besoins des différents programmes en cours.

Caractérisation de l'origine des fragments cartographies

Matériel et méthodes

Le genre Petunia comprend des espèces à 2n = 14 et 2n = 18 chromosomes [19]. Nous
avons choisi P. axillaris, P. parodii, P. inflata, P. integrifoiia et P. violacea comme
représentant des espèces à 2n = 14 et P. linearis et P. parviflora comme représentant
des espèces à 2n = 18 (Tableau I). Nous avons réalisé des amplification à partir de
l'ADN de ces espèces avec les mêmes amorces et dans les mêmes conditions que pour
l'analyse de ségrégation.

Tableau I. Origine du matériel végétal utilisé.

Espèce

P. parviflora

P. linearis

P. parodii

P. integrifoiia

P. axillaris

P. inflata

P. violacea

P. hybrida

Code

su

S13

Ml

DU

S10

lignées

Ta2

Tlhl

Ski76b

Pc6

Tlvl

Tbl-3

St40

St43

Tlh7

Rlkhl

2n

18

18

14

14

14

14

14

14

Couleur

Pourpre

Rose violacé

Blanc

Rose violacé

Blanc

Pourpre

Pourpre

Pourpre

Violet dilué

Rose pâle

Magenta

Violet dilué

Pourpre

Rose très pâle

Rose violacé

Violet très pâle

Blanc

Origine

USA Collection Sink

Institute of Genetics, Amsterdam

USA Collection Sink

Institute of Genetics, Amsterdam

USA Cornell University

Collection Dijon

Institute of Genetics, Amsterdam

Cultivar « Velours rouge »

Haploïde doublé à partir de la lignée T167

Cultivar « Satin rouge »

Cultivare « Salmon Gem », « Moonstone »
et « Velours rouge »

Cultivars « Salmon Gem » et « Velours rouge »

Cultivar « Velours rouge »

Cultivars « Fire Chief », « Rose du ciel »
et « Violet »

Cultivars « Fire Chief », « Rose du ciel »
et « Violet »

Haploïde doublé : « Mitchell »
(Micheli et al. 1980)
Rose du ciel x P. axillaris

Haploïde doublé (Tlvl x St43) x St43

L'ensemble des génotypes provient de la collection de la Station d'Amélioration des Plantes de l'INRA
Dijon. Le code indiqué identifie le matériel dans cette collection. L'origine précise la collection d'origine du
matériel ou dans le cas des lignées l'ascendance dont est issu le génotype.
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Lorsqu'un fragment de même taille que le fragment cartographie est amplifié à par-
tir de l'ADN d'une espèce, nous considérons que la présence de ce fragment dans
P. hybrida témoigne d'une introgression. Afin de vérifier les homologies entre frag-
ments amplifiés, nous réalisons des hybridations. Nous avons procédé à la récupération
de 20 fragments cartographies chez St40 (Figures 1 et 2), en utilisant la technique de
squeeze-freeze [17] après électrophorèse. Les fragments sont marqués par random pri-
ming (kit Boehringer) au oc32PdCTP. L'ensemble des produits d'amplification obtenus
avec la même amorce que celle générant le fragment sonde est hybride après transfert
selon Southern [16] sur une membrane nylon (Biohylon + Bioprobe system). L'hybri-
dation est réalisée à 65 °C pendant une nuit dans une solution 6X SSC ; 5 X Den-
hart ; 0,1 % SDS. La membrane est rincée à 65 °C, 20 mn dans une solution 2 X SSC ;
0,1 % SDS, puis 20 mn dans une solution 0,2 X SSC ; 0,1 % SDS. Différentes exposi-
tions (15 mn à 2 h), adaptées à l'intensité des signaux, ont été réalisées à - 70 °C, entre
des écrans intensificateurs, sur film radiographique Blue X (Valca).

Résultats

Vingt-huit des 35 marqueurs cartographies ont été mis en évidence dans les espèces.
Nous pouvons ainsi constituer une carte synthétique de l'origine des RAPD cartogra-
phies (Figure 2). Ceux-ci peuvent être mis en évidence dans plusieurs espèces à 2n = 14.
Nous ne mettons en évidence aucun RAPD pouvant provenir des espèces à 2n - 18.

Discussion

La technique de récupération des fragments amplifiés utilisée ne permet pas de garantir
que la sonde est constituée d'un seul type de produit d'amplification. Si 2 fragments
sont confondus du fait de leur quasi-identité de taille, une incertitude intervient quant à
l'interprétation du signal d'hybridation. Le fragment hybride dans une espèce peut ne
pas correspondre au fragment cartographie supposé constituer la sonde. Néanmoins,
l'erreur d'interprétation porte alors sur la situation du locus ou sur l'espèce d'origine
du fragment hybride mais ne met pas en cause l'interprétation selon laquelle il y a eu
introgression dans P. hybrida.

P. hybrida résulte de l'hybridation interspécifique. Les hypothèses quant au croise-
ment d'origine le font dériver de P. integri/olia x P. axillaris. Nous retrouvons chez
P. hybrida des RAPD amplifiés dans les espèces apparentées dont nous avons vérifié
l'homologie. Cela témoigne du caractère stable et heritable des RAPD.

P. hybrida est une création récente (170 ans). A cette échelle de temps, il est diffi-
cile de supposer que la variabilité mise en évidence dans l'espèce puisse avoir pour ori-
gine la mutation. Le nombre important de marqueurs cartographies (28/35) retrouvés
dans les espèces apparentées permet d'établir qu'une grande part de la variabilité de
P. hybrida provient de la variabilité existant entre les espèces ancestrales. La variabilité
existant dans P. hybrida a donc une origine introgressive. De plus la répartition des
RAPD cartographies entre les 5 espèces à 2n = 14 permet de supposer que la base
génétique à partir de laquelle fut créée P. hybrida est plus large que celle généralement
admise.
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Carte génétique de Petunia hybrida, lignée St40

Chromosome I

• *hf l

10 cM

II

- .Fl

• *JII -7SO - ; J 9 - 1 4 0 0

-550 +V2O-350

. .J18-700

. .J14-15OO

. . H6-1300

3«,3cM

ni
. ht]

IV

f
VI

. .J18-480 4-U3-1100
-Ul-1300

TV8-600

21,5 CM

VII

. ?H6-]500

. .V7-900

43,2 cM

9

. .H17-II00
VI 2-650

. ful-900
• H13-1000

. .J6-500

I
-|.H6-100C^-H20-1800
I I

J.J6-1300
^.Ul-800

j_*H20-1100

TJ7-1600

57,7 cM

. -U3-550

68,9 cM

Groupes non affectés à
des chromosomes

Figure 1. Les marqueurs repérés par * sont ordonnés avec un Lod score supérieur à 3,0 (logiciel
Mapmaker 2.0). Les autres loci ne peuvent être ordonnés avec la même limite (Lod score < 3.0).
Tous les groupes de liaisons ont été définis avec un Lod score > 3,0.

Origine des marqueurs constituant la carte de
P. hybrida St40

i
. -hfl

II
- .FI

• . D

. C

m
. .htl

IV V

J- Ph2 -LPo

. .D
- .C

VI

. .An2

. .C

, . C

• • .D

VII

I ^ C D E • -

Ì.ACDE
-»-CD

• -rDE

-rCDE

,E

» . .ABCDE
• . CDE

E

Figure 2. La présence des marqueurs repérés par un • a été vérifiée par hybridation. Un ? indique
que le marqueur n'a été mis en évidence dans aucune des espèces de référence. Petunia
parodii : A. Petunia axillaris : B. Petunia integri/olia : C. Petunia inflata : D. Petunia violacea : E.
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Utilisation des RAPD pour l'analyse phénétique

Matériel et méthodes

Nous avons choisi un ensemble de 10 lignées de P. hybrida en cherchant à disposer
d'un certain nombre de situations différentes. Les lignées choisies peuvent avoir dans
leur ascendance directe une espèce ou dériver de cultivars de P. hybrida ou encore être
dérivées de produits de croisements entre lignées (Tableau I). Parallèlement, nous utili-
sons l'ensemble de 7 espèces décrit précédemment. Nous réalisons des amplifications
avec 17 amorces différentes (utilisées pour réaliser la carte génétique Figure 1) sur les
17 génotypes. Nous procédons après électrophorèse (dans les conditions décrites précé-
demment), au relevé de l'ensemble des fragments amplifiés à partir de chaque génoty-
pe. Nous obtenons une matrice nommée NGEL, dont chaque case correspond à la pré-
sence ou à l'absence d'un fragment de taille donnée, selon l'amorce utilisée et le
génotype ; soit 200 fragments relevés sur 17 génotypes.

Nous avons utilisé comme sonde les 20 fragments de référence amplifiés chez St40
utilisés précédemment et les avons hybrides, dans les conditions décrites précédem-
ment, sur le transfert de l'ensemble des produits d'amplification obtenus avec la même
amorce. Nous avons relevé l'ensemble des signaux d'hybridation obtenus. Chaque case
de cette matrice de résultats nommée NHYB correspond à la présence ou à l'absence
d'un signal d'hybridation à une position donnée selon la sonde, l'amorce utilisée et le
génotype, soit 71 signaux relevés sur 17 génotypes.

Nous avons utilisé l'indice de Jaccard [9] défini comme suit pour calculer des
matrices de distances génétiques :

- soit a le nombre de fragments communs à deux individus j et k,
- soit b le nombre de fragments présents chez j , absent chez k,
- soit c le nombre de fragments absents chez j , présent chez k.

L'indice de similarité de Jaccard est défini comme sJ. = ; d'où on peut
Jk a +b + c

calculer l'indice de dissemblance dJk = 1 - sJR L'indice de dissemblance peut être
considéré comme une distance variant de 0 à 1.

Nous avons utilisé la méthode d'agrégation dite neighbor joining method, dévelop-
pée par Saitou et Nei [14], pour construire des phénogrammes à partir des matrices de
distances que nous avons obtenues.

Résultats

Un exemple d'amplification réalisée avec l'amorce OPV8 est présenté Figure 3. On
note, selon les génotypes et la taille, la variation sous forme de présence ou absence de
fragments amplifiés. L'hybridation avec le fragment OPV8-1500 permet de vérifier
l'homologie avec les fragments de 1 500 pb amplifiés chez P. parodii, P. integri/olia,
P. inflata et P. violacea. Un signal plus faible correspondant à un fragment de 1400 pb,
est mis en évidence chez Ta2, Tlhl, Skl76b, Pc6, Tlvl, Tbl-3, St40, St43, Rlkhl. Il
peut résulter soit d'une homologie partielle de la sonde avec le fragment de 1 400 pb,
soit d'une contamination de la sonde par ce fragment. Le signal correspondant à un
fragment de 700pb est spécifique à St43. Enfin 3 signaux correspondant à une taille de
1 000 pb sont révélés sans qu'il soit possible de repérer le fragment après coloration du
gel d'électrophorèse au BET.

379



D. Peltier, A. Bervillé, H. Dulìeu

Nous avons procédé à des hybridations pour pouvoir vérifier les homologies de
séquences et déterminer ainsi si la coïncidence de tailles des fragments est suffisante
pour rendre compte des homologies. La sensibilité de détection des fragments par hybri-
dation est 1 000 fois supérieure à celle obtenue par coloration au BET. Nous avons
constaté que dans NHYB un certain nombre de fragments non visibles après coloration
au BET était mis en évidence. Dans nos conditions de séparation, il est alors souvent
très difficile de faire la correspondance entre les fragments révélés par hybridation et les
fragments révélés après coloration au BET. Nous n'avons donc comparé les coïnci-
dences de notation entre NHYB et NGEL que pour les tailles de fragments correspon-
dant à celle du fragment sonde. Avec les 20 sondes employées et les résultats sur les
7 espèces et 10 lignées, on réalise une comparaison sur 17 x 20 = 340 points. Sur ces
340 points, 114 sont caractérisés par la présence d'un fragment. Les différences rencon-
trées sont de deux types, d'une part, la présence d'un fragment dans NHYB non relevé
dans NGEL, d'autre part, la présence d'un fragment dans NGEL non révélé dans
NHYB. En tout nous avons constaté 9 différences sur 340 points, soit un taux de 2,7 %.

Les phénogrammes obtenus d'après NGEL et NHYB en calculant les matrices de
distance d'après l'indice de dissemblance de Jaccard sont présentés Figure 4. Les
Figures 4A et 4B présentent les phénogrammes reliant les espèces et les lignées, obte-
nus en utilisant la neighbor joining method avec les matrices de distances de Jaccard
calculées à partir de NHYB et NGEL. Dans les deux cas, l'ensemble des lignées de
P. hybrida, à l'exception de Tlh7, est regroupé. Ce groupe se subdivise en 3 : Tlvl,
Tlhl, Rlkhl, Tbl-3 ; Skl76, Pc6 ; Ta2, St40, St43. Tlh7 est rattachée à P. axillaris.
P. parodii est regroupée avec P. axillaris dans NHYB et isolée dans NGEL. Un groupe
constitué de P. inflata, P. violacea et P. inflata est séparé dans NHYB et dans NGEL.
P. linearis et P. parviflora sont séparées mais la distance séparant ces deux espèces des
autres est plus importante dans le cas de NHYB que dans le cas de NGEL.

Discussion

Les regroupements de lignées établis sur la base des matrices NGEL et NHYB sont
similaires. La comparaison des regroupements avec les données concernant l'origine
des lignées donne des résultats cohérents. Rlkhl est une lignée issue d'un haploïde
doublé dérivant d'un croisement (Tlvl x St43) x St43. L'objectif était de créer une
lignée portant 5 alíeles de Tlvl et deux alíeles de St43, chacun des alíeles étant présent
à un locus porté par un chromosome différent. Le regroupement avec Tlvl est donc
logique. Dans le cas de Tlh7, cette lignée est issue de l'haplodiploïdisation d'un hybri-
de P. axillaris x P. hybrida ; le regroupement avec P. axillaris peut s'expliquer de ce
fait. Enfin St40 et St43 ont des origines communes dans leur ascendance et sont
regroupées.

Il apparaît que l'ensemble des lignées est globalement plus proche des espèces à
2n = 14 et à fleurs blanches (P. parodii et P. axillaris) que des espèces à fleurs colo-
rées. Par ailleurs, l'examen des données de NGEL et de NHYB révèle qu'en moyenne,
pour les RAPD dont l'origine est déterminée (soit respectivement 189 et 63), toutes les
lignées étudiées possèdent environ 60 % de RAPD provenant d'au moins une espèce à
fleurs blanches. P. hybrida provient d'un croisement interspécifique entre une espèce à
fleurs blanches et une espèce à fleurs colorées. Les opérations de sélection réalisées
lors des premières générations à la suite de ce croisement peuvent être à l'origine de ce
rapprochement par sélection de caractères provenant de l'espèce à fleurs blanches.

Le regroupement d'espèces est en accord avec les données taxonomiques proposées
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Séparation, après électrophorèse sur gel d'agarose à 2,2 % et coloration au BET, des produits
d'amplification obtenus avec l'amorce 0PV9 (30 cycles d'amplification, 92 °C 1 mn ; 38 °C
1 mn ; 74 °C 1 mn 30 s).
lKbl : marqueur de poids moléculaire (BRL)
A : Petunia parodi. B : Petunia linearis. C : Petunia parviflora. D : Petunia Integrifolia.
E : Petunia axillaris. F : Petunia inflata. G : Petunia violacea. H : Petunia hybrida Ta2.1 : Petu-
nia hybrida Tlhl. J : Petunia hybrida Skl76b. K : Petunia hybrida Pc6. L : Petunia hybrida
Tlvl. M : Petunia hybrida Tbl-3. N : Petunia hybrida St40. O : Petunia hybrida St43. P : Petu-
nia hybrida Tlh7. Q : Petunia hybrida Rlkhl.
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Autoradiographie, après hybridation du transfert des produits d'amplification obtenus avec
l'amorce OPV8, par un fragment amplifié chez St40 (Colonne N) marqué au 32PdCTP.

Figure 3. A. Recherche de l'origine des marqueurs. Analyse de la diversité des lignées. B. Auto-
radiographie après hybridation.
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- P.porviflorg

- P.integrifolio

P.¡rifiata

Figure 4A. Phénogramme regroupant 7 es-
pèces du genre Petunia et 10 lignées de
P. hybrida établi par la neighbor joining
method sur la base des indices de dissemblan-
ce de Jaccard calculés à partir du relevé de
200 RAPD obtenus avec 1 7 amorces de
10 bases (matrice de notation NGEL).

P.parviflora

P.integrifolia

P.linearis

Figure 4B. Phénogramme regroupant 7 es-
pèces du genre Petunia et 10 lignées de P.
hybrida établi par la neighbor joining method
sur la base des indices de dissemblance de
Jaccard calculés à partir du relevé de 71 frag-
ments mis en évidence après hybridation de
20 fragments de référence sur les RAPD obte-
nus avec 17 amorces de 10 bases (matrice de
notation NHYB).
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par Wijsman [21]. Les espèces à 2n = 18 sont séparées entre elles et des autres
espèces. Les espèces à 2n = 14 à fleurs colorées sont regroupées, et séparées des
espèces à fleurs blanches. Toutefois P. violacea est considérée par Wijsman [19] et
Smith et Downs [15] comme un synonyme de P. inflata. La distance génétique sépa-
rant ces espèces d'après les données moléculaires ne permet pas de conclure définitive-
ment mais va à rencontre de l'idée d'une identité stricte. L'étude d'autres provenances
serait nécessaire pour préciser l'analyse. P. axillaris et P. parodii sont séparées en
accord avec les données de Wijsman [21], Cabrera [3] et Aoki et Hattori [1] qui consi-
dèrent P. parodii comme une sous-espèce de P. axillaris.

On peut noter d'après NHYB une diminution de la distance génétique séparant les
espèces à fleurs colorées ainsi qu'une diminution de la distance séparant les espèces à
fleurs blanches qui aboutit à regrouper P. axillaris et P. parodii. Cette diminution de
distance peut provenir d'un biais engendré par le nombre réduit de signaux révélés par
rapport au nombre de fragments amplifiés (71 et 200).

On constate avec la matrice NHYB un éloignement des espèces à 2n = 18 et des
espèces à 2n = 14 par rapport aux résultats obtenus avec la matrice NGEL. Cependant
dans NHYB, la distance n'est établie entre P. parviflora et P. linearis et entre ces
espèces et les autres génotypes que sur la base de 5 fragments hybrides, les distances
calculées ont donc peu de signification. L'exploitation des données concernant l'homo-
logie des fragments ne peut être effectuée avec des résultats cohérents que lorsque le
degré d'homologie entre les produits d'amplification de différents génotypes atteint un
niveau raisonnable. Il est difficile de fixer une limite a priori ; celle-ci doit être établie
de manière raisonnée en fonction des données disponibles concernant la proximité
génétique des génotypes étudiés.

La contamination de la sonde par des produits sans rapport avec le fragment récu-
péré est inévitable du fait de la technique de séparation et de récupération utilisée. Elle
peut conduire à la révélation de signaux correspondant à des séquences différentes de
celle du fragment majoritaire. Cependant cette contamination affecte l'ensemble de
F autoradiographie. On peut considérer que les produits d'amplifications hybrides, qui
sont de tailles et de séquences différentes de celle du fragment majoritaire dans la
sonde, sont informatifs pour le calcul de distance, car ils dépendent eux aussi du géno-
type même s'ils sont sans homologie avec le fragment majoritaire. En revanche, dans
le cas de signaux correspondant à des fragments non homologues mais de tailles sem-
blables, la confusion en résultant aboutit à augmenter le nombre de similarité donc à
diminuer la distance. Ce type de situation découle d'une coïncidence (présence de
2 fragments de taille semblable et de séquences différentes) qui affecte également la
notation basée sur la taille. L'hybridation n'apporte alors aucun gain de précision. Par
ailleurs, le taux de 2,7 % de différence constaté sur 340 points de comparaison entre
les notations NHYB et NGEL apparaît faible.

Dans le cas des RAPD, une amorce peut conduire à l'amplification de séquences
très différentes entre 2 espèces. Le nombre de produits d'amplification présentant des
homologies diminue dans la mesure où la distance entre espèces augmente. Le nombre
de points de comparaison possibles entre deux espèces devient rapidement faible ou
nul. Il nous semble donc que l'emploi des RAPD doit être limité à des comparaisons
entre espèces proches. Dans ces conditions, la coïncidence de taille entre 2 fragments
correspond la plupart du temps à une homologie de séquence. Le surcroît de travail et
de coût qu'entraîne l'hybridation systématique des fragments n'est donc pas compensé
par une meilleure précision. Une notation basée sur la taille des fragments nous paraît
donc suffisante pour réaliser une étude phénétique sur la base de données RAPD.
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Sur le plan des résultats concernant le genre Petunia, nous retrouvons dans l'en-
semble des lignées de P. hybrida Hort, considérées au début de cette expérience
comme représentatives de la variabilité de cette espèce, des marqueurs provenant de
chacune des espèces de Petunia à 2n = 14 chromosomes. Il est donc clair que l'origine
de P. hybrida doit être envisagée d'une manière polyphylétique. Néanmoins, l'interpré-
tation de l'origine de P. hybrida comme étant le fruit d'un croisement entre P. integri-
folia et P. axillaris nous paraît incomplète. L'interprétation que nous proposons est
basée sur le fait que l'ensemble des espèces à 2n = 14 est interfertile. Il est possible de
regrouper ces espèces, sur la base d'arguments botaniques, en deux complexes, l'un à
fleurs blanches, l'autre à fleurs colorées. Les données moléculaires que nous obtenons
soutiennent ces regroupemements. Les premiers hybrides ont pu être obtenus avec des
individus provenant de populations sympatriques d'espèces colorées et non colorées.
P. hybrida prendrait donc son origine dans un ou des croisements entre ces 2 com-
plexes d'espèces. Par ailleurs, l'interfertilité entre taxa et la divergence moléculaire que
nous avons révélée suggèrent que ces taxa appelés espèces naturelles à 2n = 14 peuvent
être considérés comme étant en cours de spéciation.
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La découverte des marqueurs moléculaires de l'ADN nucléaire ouvre une nouvelle ère
pour la sélection. En rendant possible l'étiquetage de certains gènes, cela permet de
rendre plus efficace la gestion et la manipulation de la variabilité génétique pour
construire des génotypes ayant de plus en plus de gènes ou d'associations de gènes
favorables. D'une façon large, la sélection assistée par marqueurs correspond à toute
forme possible d'utilisation des marqueurs dans le processus d'amélioration. Les prin-
cipales applications pour le sélectionneur sont : l'identification du matériel, la gestion
des ressources génétiques, la conduite des rétrocroisements, la construction de géno-
types, la prédiction de l'hétérosis, la prédiction des valeurs génotypiques et la conduite
de la sélection récurrente. L'intérêt des marqueurs pour l'identification du matériel est
évident. Il est aussi très clair pour la conduite des rétrocroisements : cela permet de
raccourcir la durée du processus à 3 générations tout en ayant une meilleur isogénici-
té. Pour la prédiction de l'hétérosis et la classification en groupes d'aptitude à la com-
binaison, les résultats sont aussi très stimulants. L'efficacité de la construction de
génotypes, c'est-à-dire du cumul progressif dans un même génotype des gènes favo-
rables « marqués », dépend de l'importance de l'épistasie ; cela est tout à fait possible
à l'intérieur d'un fond génétique donné. Au niveau de l'amélioration d'une population,
les marqueurs pourront être très efficaces si le déséquilibre de liaison est important.
Ils peuvent permettre l'augmentation de l'héritabilité par une meilleure séparation des
effets génétiques et des effets du milieu, avec une efficacité relative d'autant plus gran-
de que l'héritabilité sera faible. Cela renforce l'intérêt de la sélection massaie, même
en tenant compte du coût des analyses. Au niveau d'une sélection multicaractère, les
marqueurs peuvent permettre de limiter les corrélations défavorables ; au niveau d'une
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sélection multilocale, ils peuvent permettre une plus grande efficacité dans la sélection
pour la stabilité des performances... Mais tous ces avantages n'existent que s'il y a
une liaison assez forte entre les marqueurs et les gènes en cause.

En permettant un certain étiquetage des gènes, c'est-à-dire en rendant identifiables des
gènes jusque-là non identifiables, l'accès à un grand nombre de marqueurs du génome
nucléaire (du type RFLP) ouvre une ère nouvelle pour la génétique et la sélection des
caractères complexes. Grâce aux marqueurs moléculaires, il devient en effet possible,
d'une part, de mieux lire le génotype à travers le phénotype et, d'autre part, de contrô-
ler les recombinaisons entre locus en cause.

La sélection assistée par marqueurs, c'est-à-dire l'utilisation des marqueurs dans le
processus de sélection, peut donc concerner différents domaines :

- l'identification des génotypes pour des caractères oligogéniques (monogéniques)
très influencés par le milieu ou coûteux à mesurer,

- le contrôle de la recombinaison, par l'identification, d'une part, des individus les
plus complémentaires à croiser entre eux, et, d'autre part, des transgressants les plus
favorables,

- la gestion de la variabilité, au niveau des ressources génétiques (par exemple,
classification des populations en groupes d'aptitudes à la combinaison) ou au cours de
la sélection récurrente,

- la prédiction des valeurs génotypiques pour des caractères complexes,
- la prédiction de la valeur d'un croisement à partir d'informations sur les parents.

Avec des marqueurs très liés aux locus concernés, à effets suffisamment forts et
indépendants du contexte génétique, les deux premiers points sont les plus immédiats ;
dans le cas où la liaison entre le marqueur et le locus n'est pas totale, ils peuvent faci-
lement s'envisager au niveau de populations particulières où le déséquilibre de liaison
n'est dû qu'au linkage (populations F2 ou dérivées, back-cross). Cependant, avec une
liaison statistique entre les marqueurs et un caractère quantitatif - donc entre un mar-
queur et un ou des locus à effet quantitatif (QTL) -, tous ces points, sauf le dernier qui
est relatif à la création varietale, peuvent s'envisager au niveau de n'importe quelle
population en sélection récurrente, à condition qu'elle soit suffisamment en déséqui-
libre de liaison ; ils ne nécessitent pas la cartographie, mais, si celle-ci existe, l'utilisa-
tion des marqueurs pourra être mieux raisonnée.

Le déséquilibre de liaison dans les populations

Les populations étudiées pour la localisation des QTLs (F2, back-cross, lignées recom-
binantes) sont telles que le linkage implique le déséquilibre de liaison. Ainsi dans une
F2, pour deux locus distants d'un pourcentage de recombinaison c, le déséquilibre de
liaison (défini comme l'écart à l'association au hasard des locus au niveau génétique)
sera D = (1 - 2c)/4 et il peut donc varier entre 0 et 1/4.

Dans une population résultant de l'intercroisement de deux populations complémen-
taires pour 2 locus indépendants (situés sur des chromosomes différents), le déséqui-
libre est égal au déséquilibre maximum observé en F2 (1/4). Dans une population
sélectionnée, il pourra donc y avoir déséquilibre de liaison sans linkage, en plus de
celui dû au linkage. Ce déséquilibre peut être dû à différents facteurs : la sélection,
l'homogamie, la dérive...
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La conséquence est qu'il ne sera pas possible de localiser les QTLs marqués. De
plus, le déséquilibre de liaison sans linkage étant divisé par 2 à chaque multiplication
en panmixie, et la fréquence des alíeles marqueurs pouvant changer rapidement sous
l'effet de la sélection, il faudra réestimer à chaque cycle les liaisons entre les mar-
queurs et les QTLs (celles qui resteront auront des chances d'être dues à des liaisons
physiques). Mais, à une génération donnée, la corrélation marqueur-QTL pourra tou-
jours être utilisée pour le choix des plantes. Le problème est de savoir si ce déséqui-
libre peut être important dans les populations.

Une étude sur 10 populations de maïs, avec seulement 10 marqueurs enzymatiques,
semble bien montrer un déséquilibre de liaison d'une part entre marqueurs, et d'autre
part entre marqueurs et QTLs de différents caractères [3].

L'effet de la présence d'épistasie

Les interactions entre QTLs pourront avoir deux types de conséquences : d'une part,
elles rendront plus difficile la mise en évidence de QTLs élémentaires en atténuant
voire supprimant les effets principaux de ceux-ci, et d'autre part, elles rendront leurs
effets dépendant du fond génétique. Il s'agit alors de savoir si les interactions sont
telles qu'elles perturbent (inversent) complètement la hiérarchie de l'effet des alíeles ou
si celle-ci est globalement conservée. Entre QTLs d'un croisement donné, cette hypo-
thèse peut être plus facilement acceptable qu'entre QTLs de croisements différents. La
présence d'épistasie au niveau des caractères quantitatifs a déjà été démontrée par les
méthodes de la génétique quantitative [2, 13], mais est-elle importante au niveau des
QTLs révélés ? Chez le maïs, le fait de trouver dans plusieurs expériences [1,8, 10]
des QTLs qui ne se retrouvent pas au niveau de la valeur propre est bien déjà une preu-
ve de l'effet du fond génétique sur l'expression des QTLs (avec seulement additivité
ou dominance, soit on retrouverait les mêmes QTLs, soit les QTLs de valeur en combi-
naison seraient un sous-ensemble de ceux pour la valeur propre). Si l'épistasie est
importante, il faudra d'abord chercher à utiliser la variabilité due aux QTLs mis en évi-
dence dans le fond génétique où ils ont été révélés ; pour utiliser celle due à des QTLs
non homologues mis en évidence dans des fonds génétiques différents, il faudra réali-
ser les différentes associations possibles de QTLs et retenir celles qui seront les plus
efficaces.

La construction assistée de génotypes

Le back-cross et la sélection généalogique assistés par les marqueurs

L'utilisation de marqueurs liés physiquement aux alíeles des QTLs contrôlant la varia-
tion d'un caractère quantitatif doit permettre d'accumuler beaucoup plus rapidement
dans un même génome les gènes favorables. Un exemple est donné par le back-cross
assisté par les marqueurs. D'abord, si le gène à transférer n'est pas directement identi-
fiable, il pourra être « marqué », ce qui permet des tests précoces et peut éviter de faire
des infections artificielles pour un gène de résistance aux maladies ; de plus, cela sup-
prime F autofécondation nécessaire pour un gène récessif. Ensuite, dès le premier back-
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cross, il sera possible de choisir les plantes ressemblant le plus au parent récurrent et
ayant eu une recombinaison la plus proche possible du gène à transférer (à droite, puis
à gauche) ; il en résultera une accélération du développement de l'isogénicité et, de
plus, il sera ainsi possible de réduire très fortement la longueur du fragment chromoso-
mique classiquement transmise avec le gène à transférer. Ce segment peut en effet
représenter jusqu'à 20 % du chromosome donneur ; Stam et Zeven [9], Young et
Tanksley [12] avec le transfert de la résistance au TMV chez la tomate ont montré
qu'avec trois back-cross assistés il est possible de faire mieux qu'avec 7 non assistés
(en fait il aurait fallu plus de 100 back-cross pour obtenir le même résultat).

D'une façon plus générale, en l'absence d'épistasie, il sera possible, par les mar-
queurs, d'accumuler dans un même génotype le maximum de QTLs favorables, soit par
back-cross assisté avec un génotype donneur et un génotype receveur (on peut envisa-
ger de transférer plusieurs QTLs, 2 ou 3, non liés à la fois), soit par sélection généalo-
gique assistée dans le cas où l'on ne cherche pas l'isogénicité mais simplement à isoler
les transgressants les plus favorables possibles. Dans ce cas, parmi les lignées dérivant
d'un croisement (par HD ou SSD), il sera possible de retenir celles ayant accumulé le
maximum de gènes marqués favorables et de continuer en recroisant entre elles les
lignées transgressantes complémentaires.

Les premiers résultats expérimentaux de Stuber et Siseo [10] chez le maïs montrent
bien l'intérêt de l'utilisation des marqueurs liés à des QTLs pour la construction de
lignées hybrides très performantes en combinaisons hybrides.

La construction de génotypes stables

Dans une expérience de recherche de QTLs au niveau de croisements interspécifiques
chez la tomate et dans 3 milieux différents, Paterson et al. [7], sur 29 QTLs détectés,
en ont trouvé 4 communs aux 3 lieux, 10 communs à 2 lieux et 15 spécifiques à un
lieu. Ainsi, dans la mesure où il semble exister des QTLs spécifiques d'adaptation à
certains milieux (ce qui était prévisible), pour construire la variété la plus stable pos-
sible, il faudra accumuler dans un même génotype le maximum de QTLs d'adaptation.
Les marqueurs devraient permettre de construire, plus rapidement et avec plus de sécu-
rité, de tels génotypes.

A l'intérieur d'une F2, cette construction pourra se faire, comme précédemment, par
la sélection généalogique assistée, avec identification des lignées les plus transgressantes
et croisement des lignées les plus complémentaires pour initier un nouveau cycle de
sélection généalogique assistée. Dans une population où l'on trouvera des associations
marqueurs-caractère quantitatif spécifiques à certains milieux, on pourra aussi supposer
que les QTLs marqués seront différents ; la recombinaison de plantes complémentaires
devrait donc permettre d'augmenter la fréquence des associations de gènes favorables et
ainsi d'augmenter la chance de créer une variété de comportement plus stable.

La rupture de corrélations défavorables entre caractères

L'analyse par les marqueurs permet de séparer dans une corrélation génétique ce qui
peut être dû à la pléiotropie (QTLs communs) et ce qui peut être dû au déséquilibre de
liaison (QTLs spécifiques à chaque caractère). S'il existe des QTLs spécifiques à cha-
cun des caractères (liés négativement), alors, par sélection assistée, il sera possible
d'amener ces QTLs dans un même génotype, et donc l'intensité de la corrélation défa-
vorable sera diminuée, voire annulée, s'il n'y a pas de pléiotropie.

Dans ces deux exemples, l'avantage des marqueurs sera de diriger vraiment les
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recombinaisons, supprimant ainsi une grande part de hasard : il en résultera sans doute
un gain de temps et une meilleure utilisation de la variabilité. Mais, comme pour la
sélection généalogique assistée, le succès de la construction dépend toutefois de l'im-
portance de l'épistasie.

La construction récurrente de génotypes
et la gestion de la variabilité en sélection récurrente

Pour un caractère complexe, l'accumulation des gènes ou combinaisons de gènes (QTLs
marqués) favorables demandera sans doute plusieurs cycles d'extraction de lignées sui-
vie de l'identification de celles qui ont les meilleurs QTLs et de l'intercroisement des
plus complémentaires ; on passe ainsi à la construction récurrente de génotypes.

Dans ce processus, le marquage direct des QTLs sera le plus efficace. Mais il est
aussi possible d'utiliser les marqueurs en sélection récurrente de façon plus statistique
pour gérer la variabilité globalement, éviter de retenir des plantes à intercroiser qui sont
trop proches, croiser là aussi les plantes ou les lignées les plus complémentaires, mais
seulement pour les marqueurs, sans identifier les QTLs. En sélection récurrente réci-
proque, les marqueurs peuvent aussi être très efficaces pour aider à accélérer le déve-
loppement de la complémentarité des populations.

La classification en groupes d'aptitudes à la combinaison
et la prédiction de l'hétérosis

Classification en groupes d'aptitude à la combinaison

Chez le maïs, les résultats expérimentaux [14, 15] montrent qu'un marquage assez
dense du génome peut être très efficace pour classer des lignées en groupes d'origine.
Il permet de très bien retrouver les lignées apparentées et d'identifier celles ayant une
origine mixte. C'est donc un outil très puissant pour gérer un ensemble de lignées.
Peut-il être utilisé au niveau de populations ? Les résultats sur lignées permettent de le
penser, mais il faudra pour cela mettre au point des techniques de marquage appli-
cables à des mélanges d'individus afin de diminuer le nombre d'analyses à faire, ou
alors il faudrait une forte diminution des coûts des analyses (avec 1 000 populations,
100 individus par population et 60 marqueurs par individu, cela ferait 6 millions d'ana-
lyses!...)

Prédiction de l'hétérosis

Dans une grande gamme de variation des distances RFLP entre lignées, il apparaît une
très bonne corrélation entre hétérosis (ou la valeur FI) et la distance entre lignées [16].
Cela ne fait que traduire la relation bien connue entre vigueur et niveau de consangui-
nité. En effet, les lignées les plus proches sont les plus apparentées et donnent donc les
croisements les plus consanguins. La relation est beaucoup plus floue dans l'intervalle
de variation qui intéresse la sélectionneur. Ainsi les travaux de Charcosset [14] et de
Melchinger [15] chez le maïs précoce montrent bien, sur un ensemble de croisements
corné x corné, denté x denté et corné x denté, une relation entre l'ASC (hétérosis spéci-
fique) et la distance spécifique ; mais à l'intérieur des croisements corné x denté, la
variation de distance étant relativement réduite, la relation entre hétérosis et distance
tend à disparaître. Sur le haricot, Nienhuis [17], a obtenu des résultats très similaires.

Les travaux de Charcosset [16] montrent de plus que les marqueurs peuvent être
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très efficaces pour réduire les effets d'ASC dus essentiellement à des croisements entre
lignées plus proches. La prise en considération des AGC et des distances RFLP devrait
donc permettre d'améliorer l'efficacité de la prédiction de la valeur des croisements.
Cependant, il faudrait ne retenir que les marqueurs liés à des QTLs impliqués dans
l'hétérosis ; la présence de marqueurs non liés à de tels QTLs risque de brouiller la
prédiction. Lorsque les groupes d'aptitudes à la combinaison des lignées ne sont pas
connus, l'intérêt des marqueurs pour la prédiction de la valeur FI apparaît indiscutable.

La prédiction des valeurs génotypiques

L'intérêt attendu du marquage

Si un marqueur est lié par déséquilibre de liaison, quelle qu'en soit l'origine, à un locus
affectant un caractère quantitatif (QTL), alors connaissant le génotype marqueur, il
devient possible d'estimer avec beaucoup de précision la part de la variabilité géné-
tique du caractère quantitatif due au QTL marqué à la génération considérée. En effet,
dans un milieu donné, la part des variations aléatoires dues au micro-milieu sera très
fortement réduite par le fait que la valeur d'un génotype marqueur sera calculée sur la
moyenne d'un assez grand nombre d'individus (les individus d'un même génotype
marqueur sont en fait des « répétitions » du QTL).

Avec plusieurs marqueurs, le sélectionneur peut donc disposer d'une information
très riche qui s'ajoutera à la mesure directe du caractère quantitatif. Les marqueurs sont
en fait à considérer comme des caractères associés au caractère principal à sélectionner.
La sélection assistée par marqueurs (SAM) consiste à utiliser ces deux sources d'infor-
mations. A l'extrême, avec une liaison stricte entre les marqueurs et les QTLs et un
fort pourcentage de variance expliqué par les marqueurs, il serait possible de n'utiliser
que l'information marqueur (cas de sélection indirecte). Dans la situation la plus cou-
rante, liaison non stricte et pourcentage de variance expliquée, sans doute inférieur à
50 %, il faudra considérer les deux sources de variation, celle due aux QTLs marqués
et celle due aux QTLs non marqués, et probablement réestimer à chaque génération les
liaisons entre les marqueurs et les QTLs. Dans ce cas, la liaison physique (linkage)
n'est pas nécessaire, seul le déséquilibre de liaison (corrélation entre le marqueur et le
QTL) compte.

L'importance de la variation due aux QTLs non marqués sera variable selon les
caractères, mais pour un caractère complexe comme le rendement, elle sera sans doute
toujours non négligeable. En effet, même avec un marquage dense, la distribution en L
des effets des QTLs (peu de QTLs à forts effets et probablement nombreux QTLs à
faibles effets) fait que pour des caractères complexes, de nombreux QTLs à faibles
effets ne pourront pas être mis en évidence par suite de limites dans la précision expé-
rimentale. L'existence de tels QTLs à côté des QTLs marqués justifie aussi une sélec-
tion combinant l'information marqueurs et les mesures phénotypiques des caractères
sélectionnés.
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L'analyse des effets associés aux marqueurs

L'étude de la liaison entre les marqueurs et les caractères quantitatifs peut s'envisager
pour tous les types de test, par exemple :

- valeur propre,
- valeur en SI (autofécondation),
- valeur en combinaison,
- valeur en lignées.

Elle peut aussi s'envisager au niveau individuel ou familial.
Pour un caractère quantitatif donné, la valeur prédite par les marqueurs peut s'obte-

nir par régression de la valeur phénotypique sur des variables codées décrivant les
génotypes marqueurs. Cela revient en fait à calculer la moyenne de chaque génotype
marqueur. De là il est possible de déduire la variance génétique expliquée par le mar-
queur (par analyse de variance ou modèle à effets aléatoires).

A partir des valeurs génotypiques associées aux génotypes marqueurs, il est pos-
sible de calculer des effets génétiques comme pour n'importe quel caractère
quantitatif: additivité, dominance, épistasie... Ce qui est nouveau ici, c'est que les
génotypes sont identifiés et donc il est possible de calculer les effets additifs associés
aux alíeles marqueurs ainsi que les effets de dominance, s'ils existent (cas de valeur
propre et de valeur en SI). Les effets additifs se calculent par régression de la valeur
phénotypique sur « la dose » de chaque allèle marqueur. A partir de ces effets additifs,
la variance d'additivité expliquée par le marqueur peut être calculée directement.

Ainsi, par simple étude de la population par les marqueurs et les caractères quanti-
tatifs, il est possible d'avoir accès aux variances génotypique et additive expliquées par
les marqueurs, alors qu'avec des gènes non marqués il faudrait avoir recours à des dis-
positifs et plans de croisement plus ou moins complexes selon le système de test.

Une héritabilité peut aussi être définie pour le locus marqueur, par le rapport de la
variance génotypique du locus marqueur à sa variance phénotypique. Cette héritabilité
sera proche de 1 pour des effectifs assez élevés dans chaque classe, car dans ce cas la
moyenne phénotypique d'une classe correspondra à la valeur génotypique. Enfin, le
carré de la corrélation (r2) entre le locus marqueur et le caractère quantitatif est directe-
ment la proportion de variance phénotypique expliquée par le marqueur. Elle est donc
égale au produit de la proportion de variance génétique (m2) expliquée par le marqueur
par l'héritabilité (h2) du caractère quantitatif (r2 = m2 h2).

Un locus marqueur a donc tous les attributs d'un caractère quantitatif : valeurs
génotypiques, effets génétiques, héritabilité et corrélation génétique avec le caractère
considéré. Le sélectionneur peut donc utiliser les marqueurs comme des caractères
associés aux caractères sélectionnés (et avec les mêmes logiciels).

La formulation générale du problème

Le problème est de prévoir la valeur (G) des enfants connaissant le phénotype (P) des
unités (individus ou familles) candidates à la sélection et leur génotype marqueur. La
meilleure prédiction est la régression multiple suivante :

a étant la valeur additive associée aux marqueurs du QTL i.
Avec des QTLs indépendants, et avec une sélection directe, il suffit de faire la

régression sur P et A* - E ai (valeur additive totale due aux marqueurs). A partir de
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valeurs génétiques prévues, il est possible de calculer le progrès génétique [5]. Il appa-
raît que le gain attendu en efficacité relative (par rapport à la sélection sans marqueurs)
est d'autant plus grand que l'héritabilité est faible et que la proportion de variance
expliquée est forte. En fait, l'intérêt de la SAM chute très vite dès que l'héritabilité
augmente. Elle n'est attendue intéressante que pour les situations à faible héritabilité
(h2 < 0,30), et plus particulièrement pour la sélection massaie.

Quelques résultats expérimentaux

Les résultats de Paterson et al. [7] sur tomate et de Stuber et al. [10] sur maïs, qui cor-
respondent en fait à des expériences de sélection indirecte avec marqueurs, tendent
bien à confirmer ce qui est attendu sur la base de la théorie. Paterson et al. [7] sur une
F2 d'un croisement Lycopersicum esculentum x L. chesmanii montrent que la sélection
pour les seuls marqueurs est d'autant plus efficace (par rapport à la sélection phénoty-
pique) que l'héritabilité est faible ; à forte héritabilité, elle est même inférieure à la
sélection directe, ce qui tend à prouver qu'il y a une contribution importante de gènes
non marqués. Stuber et al. [11] montrent sur une F2 de mais que la sélection indirecte
avec marqueurs peut être aussi efficace, voire plus efficace, qu'une sélection directe.
Cependant, en un cycle de sélection, l'étude de la variation de fréquence des marqueurs
montre une variation bien plus rapide en sélection directe (phénotypique), pour un
même progrès. Cela prouve le rôle des gènes non marqués ; la combinaison des deux
types de sélection aurait donc sans doute été la méthode la plus efficace.

Comparaison avec d'autres méthodes

L'utilisation des marqueurs peut être considérée comme un moyen pour augmenter
l'héritabilité du ou des caractères sélectionnés. Son efficacité doit donc être comparée à
celle d'autres moyens d'augmentation de l'héritabilité, à la disposition du sélection-
neur : augmentation du nombre de répétitions, utilisation des corrélations entre carac-
tères secondaires et caractères primaires, prise en considération des relations entre
apparentés. Tous sont d'autant plus efficaces que l'héritabilité est faible.

La démarche de la SAM est la même qu'avec des caractères secondaires. Si l'on
trouve un caractère secondaire très lié (génétiquement) au caractère principal et plus
heritable que ce dernier (et si possible une corrélation génétique opposée à la corréla-
tion environnementale), alors la prise en compte de l'information apportée par le carac-
tère secondaire, en plus de la mesure du caractère primaire, peut rendre cette méthode
très compétitive par rapport à la SAM. Le problème est qu'il peut être difficile de trou-
ver le ou les caractères secondaires (car il est possible de travailler sur une combinai-
son linéaire de tels caractères) ayant toutes les qualités voulues, alors qu'avec un mar-
quage assez dense du génome, il ne doit pas y avoir de problème pour trouver des
marqueurs efficaces. En retour, il est d'ailleurs possible que ceux-ci fassent découvrir
les caractères secondaires qu'il faudrait mesurer. Il y aurait alors le choix entre utiliser
les marqueurs ou mesurer les caractères secondaires les plus significatifs.

L'utilisation des relations entre apparentés, illustrée dans le cas d'additivité stricte
avec sélection individuelle (cas de sélection sur un index valeur familiale, valeur indivi-
duelle), est évidemment d'autant plus efficace que l'apparentement est fort ; l'apparente-
ment revient d'ailleurs à prendre en considération la répétition de l'information génétique
présente dans des individus apparentés. De ce point de vue, le clonage des individus sera
le plus efficace (ce n'est plus nécessairement vrai lorsqu'il y a de la dominance). L'aug-
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mentation du nombre de répétitions est sans doute le moyen le plus direct à la disposition
du sélectionneur. Des gains d'efficacité tout à fait comparables à ceux de la SAM peuvent
être atteints. Il est d'ailleurs possible de chiffrer en équivalent répétitions, le gain d'infor-
mation de la SAM. Avec h2 = 0,10, 10 répétitions conduisent à une héritabilité de 0,50 ;
pour avoir cette même efficacité avec les marqueurs, il faudrait que le pourcentage de
variance expliquée par les marqueurs soit d'au moins 50 %.

Les différents moyens d'augmentation de l'héritabilité, y compris les marqueurs, ne
présentent d'ailleurs guère d'intérêt dès que l'héritabilité est supérieure à 0,40 - 0,50.
En particulier, la combinaison des marqueurs et de toute autre méthode d'augmentation
de l'héritabilité ne présente que peu d'intérêt si cette méthode permet d'atteindre une
héritabilité supérieure à 0,40 - 0,50.

Comparaison de différentes méthodes de sélection assistée par marqueurs

• Intérêt de la sélection massaie et de la sélection familiale pleins-frères

En sélection non assistée, la sélection massaie n'est reconnue efficace que pour des
héritabilités assez fortes. Cela est vrai si l'on fait abstraction du fait qu'elle permet des
intensités de sélection beaucoup plus fortes que les autres méthodes et que la durée de
son cycle est très courte (un an pour une plante annuelle). Sur la base du progrès géné-
tique par unité de temps, sans générations dérobées, il faut en fait atteindre de très
faibles héritabilités pour qu'elle ne soit pas la plus efficace. Pour une héritabilité au
sens large faible (< 0,10), la sélection familiale pleins-frères sera la plus efficace, sauf
si la proportion de variance additive est faible (en ce cas, la sélection sur descendances
demi-frères peut être la plus efficace). Avec l'utilisation de marqueurs, la sélection
individuelle phénotypique est pratiquement toujours la plus efficace. Par rapport aux
autres méthodes, la prise en considération de l'effet de la sélection phénotypique des
parents ne change rien à ce résultat.

L'utilisation de générations dérobées rend plus compétitive la sélection familiale
pleins-frères. Sans marqueurs la sélection familiale pleins-frères a un très grand domai-
ne d'efficacité. L'utilisation de marqueurs réduit ce domaine dans une proportion
dépendant du degré d'explication de la variance par les marqueurs (m2) et du pourcen-
tage de variance additive (a2). Si a est faible dès que m2 est supérieure à 10 %, la sélec-
tion massaie est la plus efficace, même avec un h très faible (0,05). Dans le cas d'addi-
tivité stricte (a2 = 1), il faut que m2 soit supérieur à 25 % pour qu'avec une h2 de
0,05 la sélection massaie soit la plus efficace. Ce relativement grand domaine d'effica-
cité de la sélection massaie est dû à l'augmentation d'efficacité bien plus rapide pour
cette méthode que pour les autres méthodes lorsque le pourcentage de variance expli-
qué par les marqueurs augmente.

La sélection assistée par marqueurs réhabilite donc la sélection massaie pour tous les
cas où la notion d'individu a un sens (cas de culture en plantes semi-isolées, facilement
identifiables, sans de trop forts effets de compétition). En présence d'interaction génotype
x milieu, il faudra faire appel à la sélection convergente divergente proposée et appliquée
par Lonnquist et al. [6]. Dans ce schéma, la population de sélection est répartie dans les
différents lieux de sélection ; une sélection indépendante est réalisée dans chaque lieu et
les unités sélectionnées sont mélangées pour constituer la génération suivante qui est à
nouveau répartie dans tous les lieux. Avec les marqueurs, cette méthode permettra de
repérer les QTLs d'adaptation à des milieux particuliers et il sera donc possible de diriger
les recombinaisons et d'être plus rapidement efficace dans la sélection pour la stabilité.
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• Sélection assistée par marqueurs et optimisation des moyens

La sélection assistée par marqueurs doit conduire à repenser toute l'optimisation des
moyens pour les caractères à faible héritabilité. Deux exemples seront donnés : la
sélection sur descendances (ou familiale) et la sélection multilocale.

Dans toute sélection faisant appel au test de familles, pour des caractères à faible
héritabilité, il faut en général des effectifs assez élevés par famille. Pour un nombre
donné de plantes étudiables, le nombre de familles étudiées sera donc relativement faible
et l'intensité de sélection ne pourra pas être trop forte (pour un nombre donné d'unités
sélectionnées). Pour augmenter l'intensité de sélection, il faudrait augmenter le nombre
de familles étudiées et donc diminuer le nombre de plantes par famille ; cela se traduira
alors par une diminution de l'héritabilité au niveau des moyennes de famille, ce qui
diminuera le progrès génétique si l'effectif précédent correspondait à l'optimum. Pour de
faibles effectifs par famille, l'utilisation des marqueurs, en augmentant l'héritabilité, per-
mettra d'être plus efficace que la sélection classique, même à son optimum [4].

Dans la sélection multilocale, en présence d'interaction génotype x milieu, la
meilleure stratégie est d'étudier le matériel (familles, descendances) dans le plus grand
nombre de milieux, avec une seule répétition par milieu. Cela conduit donc à une héri-
tabilité faible pour un milieu donné mais à une plus grande précision sur la valeur
génotypique du matériel. L'introduction des marqueurs va permettre d'augmenter l'hé-
ritabilité dans chaque milieu de test et ainsi il sera possible de voir les adaptations par-
ticulières et de repérer les QTLs d'adaptation : il devient possible de sélectionner
simultanément et efficacement sur la performance moyenne et sur la stabilité des per-
formances.

Conclusion

II est des domaines où l'intérêt des marqueurs pour la sélection ne fait aucun doute,
c'est le cas :

- du marquage direct de gènes dont l'effet est difficile ou coûteux à apprécier,
- des back-cross,
- de la classification en groupes d'aptitude à la combinaison,
- de la gestion de la variabilité en sélection récurrente.

Pour une plus large utilisation des marqueurs dans la construction de génotypes par
sélection généalogique ou par sélection récurrente, il faudrait avoir plus d'idées sur
l'importance de l'épistasie (même si on peut prédire qu'elle existe, le problème est de
savoir si elle peut remettre en cause certains effets des QTLs). Par le contrôle des
recombinaisons au niveau de l'intercroisement, la sélection récurrente assistée res-
semble d'ailleurs beaucoup à la sélection généalogique avec plusieurs cycles. Les deux
stratégies se fondent dans la construction récurrente de génotypes. L'essentiel est de
limiter la longueur des cycles, d'où l'intérêt de l'haplodiploïdisation et des générations
dérobées.

L'utilisation des marqueurs pour augmenter la précision dans l'évaluation de
valeurs génotypiques se pose plus en termes de coût par rapport à d'autres méthodes
qui peuvent permettre aussi d'augmenter cette précision. Si une technique comme les
RFLP ou les RAPD se banalise, alors leur utilisation redonnerait beaucoup plus d'im-
portance à la sélection individuelle sur le phénotype (si la valeur individuelle a un
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sens). Mais après chaque sélection, il faudra réévaluer les liaisons entre marqueurs et
QTLs.

Dans tous les cas, des marqueurs liés de façon absolue aux gènes seront d'un intérêt
bien plus grand que ceux liés de façon statistique. Les progrès dans les connaissances
permettent d'espérer ce type de marqueurs (c'est ce qui est recherché à partir des gènes
« candidats » - pour des QTLs - ou des sondes cDNA). Cela donnera encore plus de
puissance au généticien et au sélectionneur pour l'analyse, la gestion et l'utilisation de
la variabilité génétique. C'est vraiment une ère nouvelle qui s'ouvre pour la génétique
des caractères complexes et donc pour le sélectionneur. Les marqueurs vont conduire
aux gènes, les gènes aux caractères élémentaires... C'est toute l'organisation de l'ex-
pression de la variabilité génétique qui pourra être décortiquée. Ainsi la génétique
quantitative deviendra de moins en moins aveugle... et la sélection ressemblera de plus
en plus à la construction dirigée de génotypes...
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Résumé

L'identification de 21 échantillons de figuier (Ficus carica L.) représentant différentes
variétés cultivées a été réalisée par la technique RAPD (random amplified polymor-
phism DNA). Des amorces donnant des résultats reproductible s et révélant du poly-
morphisme au sein d'un sous-ensemble de quatre génotypes ont été préalablement
sélectionnées. 19 marqueurs sont obtenus par l'utilisation de 12 amorces et ont permis
de caractériser 17 génotypes. L'analyse a mis en évidence une erreur d'étiquetage
pour un échantillon et une synonymie pour deux autres. La reproductibilité des résul-
tats, la stabilité au sein d'un clone et le polymorphisme suffisamment élevé font de ces
marqueurs un outil efficace pour l'identification varietale chez, le figuier. Les géno-
types étudiés ont une base génétique relativement large sans différenciation en sous-
groupes distincts, probablement sous l'effet d'un brassage de gènes important en popu-
lations naturelles. Les marqueurs identifiés dans cette étude pourraient servir pour
l'analyse de la diversité génétique d'un plus grand nombre de variétés cultivées et des
populations naturelles de Ficus carica.
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Ficus carica L. est une espèce gynodioïque qui se reproduit spontanément dans la
région circum-mediterranéenne. Il existe deux formes sexuelles : 1) le figuier domes-
tique ne produit que des graines, ses fleurs mâles sont stériles ; 2) le caprifiguier abrite
l'insecte-pollinisateur, Blastophaga psenes, sous forme de larve dans les ovaires des
fleurs femelles et produit du pollen [20]. Cette espèce est abondamment cultivée sur le
pourtour méditerranéen car elle produit des figues qui sont, pour la plupart, comes-
tibles. La production est commercialisée sous forme de figues fraîches ou séchées. Les
figues, pour être séchées, nécessitent une teneur en sucre élevée qui ne peut être obte-
nue que par pollinisation, alors que les figues fraîches sont produites, en majeure par-
tie, par des variétés parthénocarpiques ne nécessitant pas de pollinisation. La culture du
figuier s'est toujours accompagnée d'une connaissance plus ou moins précise de varié-
tés de cette espèce. Une variété de figuier regroupe tous les individus qui sont issus
d'un même génotype par multiplication végétative. Ce génotype, généralement prélevé
directement dans la nature, est choisi pour ses caractères agronomiques (grosses figues
charnues s'il s'agit de figues fraîches ou bien sucrées dans le cas de figues séchées,
production importante de figues,...). Beaucoup de collections de variétés de figuier
sont maintenues par des pépiniéristes qui sont confrontés à des erreurs d'identification
et à des synonymies. Il est donc nécessaire de disposer de moyens permettant l'identifi-
cation des variétés qui sont rassemblées au sein d'une collection.

Le moyen classique d'identification des génotypes est basé sur les caractères mor-
phologiques. Utilisant des critères comme la taille et la forme du fruit et de la feuille,
la couleur de l'épiderme, etc., Condit [10] a pu classer un peu plus de 600 variétés de
figuiers. Néanmoins, ces caractères sont le plus souvent sous l'influence des conditions
du milieu [9] et, en général, ne correspondent pas à des critères alternatifs qui permet-
tent de séparer les phénotypes en groupes distincts bien définis [32]. Plusieurs travaux
ont utilisé le polymorphisme protéique comme moyen d'identification des variétés [3,
2, 35]. L'étude de 61 variétés de figuiers à l'aide de 4 loci polymorphes a permis de
distinguer 41 spectres alloenzymatiques différents dont certains sont communs à
2 variétés ou plus [33]. Le succès de l'identification des génotypes par les marqueurs
enzymatiques est conditionné par le nombre de systèmes enzymatiques et d'alíeles étu-
diés. Ce nombre étant souvent limité, il ne permet pas d'avoir un polymorphisme suffi-
samment important pour caractériser l'ensemble des variétés [2, 30, 33 35]. De plus,
comme les protéines sont des produits d'expression des gènes, elles peuvent varier
selon l'organe, le tissu, le stade de développement ou même selon les conditions du
milieu [4]. Le polymorphisme de longueur des fragments de restriction obtenu par
l'utilisation de sondes minisatellites [11, 29] ou de sondes microsatellites [36] permet
d'identifier avec succès les génotypes, même dans le cas d'une base génétique étroite.
Cependant, cette technique reste très laborieuse à mettre en œuvre et nécessite souvent
l'emploi de la radioactivité.

Récemment, une technique basée sur l'amplification en chaîne par polymérisation
ou PCR (polymerase chain reaction) nommée random amplified polymorphism DNA
(RAPD) a été développée par Williams et al [41] et par Welsh and McClelland [37].
Les amorces utilisées sont des séquences arbitraires et peuvent s'hybrider à de l'ADN
répété, comme à des séquences de faible nombre de copies [39, 41]. Les marqueurs
obtenus par cette technique ont généralement une transmission mendélienne [7, 18]. Ils
peuvent être utilisés comme marqueurs d'introgression [1] ou dans certains cas pour
déterminer la paternité et les relations de parenté entre individus [15, 38]. Par ailleurs,
ils sont utilisés dans la construction des cartes de liaison génétique [21, 31]. Cette tech-
nique n'est pas limitée par le nombre d'amorces et permet d'identifier fréquemment le
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polymorphisme qui existe entre individus étudiés. Elle offre le moyen d'étudier la
variabilité génétique au sein d'un complexe d'espèces [24, 40], dans les populations
naturelles d'une même espèce [8, 17, 26, 34] ou pour caractériser les différents géno-
types [16, 22, 39, 44].

Le nombre croissant des travaux réalisés à l'aide des marqueurs RAPD laisse à pen-
ser qu'ils seraient un moyen adapté à l'étude de la variabilité génétique de
Ficus carica. Ce travail consiste à rechercher et à caractériser des marqueurs RAPD en
vue d'identifier les différents génotypes qui sont présents au sein d'un ensemble
d'échantillons de figuiers. Notre objectif est de montrer que l'application de la tech-
nique RAPD à l'identification des variétés de figuiers est possible, et de disposer d'un
ensemble de marqueurs pour étudier, par la suite, la variabilité génétique des popula-
tions naturelles de cette espèce.

Matériel et méthode

Matériel végétal

L'étude est réalisée sur 21 échantillons de figuiers représentant 19 dénominations dis-
tinctes. Il s'agit d'un sous-ensemble représentatif des collections qui sont maintenues
par les pépiniéristes en France, qui correspond à des variétés, économiquement, parmi
les plus importantes. Ce matériel provient de quatre sites différents : les pépinières
Baud (Vaison-la-Romaine), la collection varietale de Porquerolles (conservatoire bota-
nique), un producteur de Perpignan et enfin le CEFBCNRS de Montpellier (Tableau I).

Cinq échantillons représentant trois dénominations différentes sont particulièrement
choisis pour cette étude. Il s'agit de Col de Dame blanche, Col de Dame grise et Col
de Dame noire, ayant une même forme de réceptacle. Ces trois variétés correspondent
au figuier domestique sans récolte de printemps ; elles partagent un même spectre
alloenzymatique constitué par 4 loci polymorphes [33]. Elles ont toutes les mêmes
caractères morphologiques, seule la couleur de l'épiderme des figues les différencie. Il
s'agit très certainement d'un génotype unique et la différence de couleur notée serait le
résultat de mutations somatiques maintenues par la multiplication végétative [33]. Pour
chacune des deux variétés Col de Dame blanche et Col de Dame noire, l'analyse est
réalisée sur deux échantillons provenant l'un de la collection varietale de Porquerolles,
et l'autre de la zone traditionnelle de culture de ces variétés à Perpignan. Les deux
échantillons d'une même variété ont ainsi été multipliés séparément dans deux localités
géographiques différentes et ce, depuis fort longtemps. L'analyse de ces échantillons
permettra de tester la stabilité des marqueurs RAPD au sein du génotype Col de Dame.

Extraction de l'ADN génomique

L'ADN est extrait selon la méthode de Dellaporta et al [12] à partir de bourgeons
végétatifs dormants car, pendant l'hiver, le figuier est dépourvu de feuilles. Un test de
comparaison entre ce type d'extraction et celui réalisé à partir de jeunes feuilles obte-
nues en serre montre qu'il n'existe aucune différence dans la qualité de l'ADN et les
résultats obtenus. La quantité d'ADN génomique est estimée par spectrophotométrie et
coloration au bromure d'éthidium après électrophorèse.

401



B. Khadari, P. Lashermes, F. Kjellberg

Tableau I. Liste des échantillons de figuier.

Numéro Nom Collection d'origine

1

2

3

4

5

6

7

8

9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

Dauphine
Violette Dauphine
Col de Dame grise
Col de Dame blanche (échantillon 1)
Col de Dame noire (échantillon 1)
Col de Dame noire (échantillon 2)
Bourgeassotte noire
Violette de Sollies
Marseillaise
Verte d'Argenteuil
Longue d'août
Osborn Prolific
Madeleine des deux Saisons
Grise de Saint-Jean
Tardive Août Turkey
Sultane
Noire voisine de la Sultane
Grise ronde à chair rose
Grosse longue verte
Roscoff
Col de Dame blanche (échantillon 2)

Porquerolles
Pépinières Baud
Porquerolles
Porquerolles
Porquerolles
Perpignan
Porquerolles
Pépinières Baud
Pépinières Baud
Pépinières Baud
Pépinières Baud
Pépinières Baud
Pépinières Baud
Pépinières Baud
Pépinières Baud
Pépinières Baud
Pépinières Baud
Pépinières Baud
Pépinières Baud
CEFE-CNRS, Montpellier
Perpignan

Conditions de la PCR et de l'électrophorèse

Les amorces (Operon, USA) sont des oligonucléotides de 10 bases ayant une propor-
tion en CG dépassant 50 % (Tableau II). La réaction d'amplification est réalisée dans
un volume de 25 |il contenant 10 mM tris-HCl à pH 8,3 ; 50 mM KC1 ; 1,5 mM
MgCl, ; 0,001 % gélatine ; 100 (iM pour chacun des désoxynucléotides (dATP, dCTP,
dGTP et dTTP, Boehringer), environ 10 ng d'ADN génomique ; 0,4 |aM d'amorce et
une unité de Taq polymérase (Perkin Elmer Cetus). Ce mélange est couvert par deux
gouttes d'huile minérale (Sigma) pour empêcher l'évaporation du liquide lors de la
réaction d'amplification qui est conduite dans un appareil Trio-ThermoBlock (Biome-
tra/Allemagne). La réaction de PCR commence par une étape de dénaturation durant
5 mn à 95 °C ; elle est ensuite soumise à 45 cycles. Chaque cycle comporte 1 mn à
95 °C, 1 mn à 35 °C et 2 mn à 72 °C. La réaction de la PCR se termine par une étape
d'élongation finale pendant 6 mn à 72 °C. Les produits d'amplification sont séparés par
électrophorèse sur gel d'agarose à 1,5 % dans du tampon TBE IX à 4 volts/cm pendant
environ 4 h. Ils sont ensuite visualisés au bromure d'éthidium sous lumière UV
(312 nm) et photographiés avec un film noir et blanc (667, Polaroid).
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Tableau II. Liste des amorces utilisées dans l'analyse.

Code

OPA 11

OPA 16

OPA 18

OPHll

OPK17

OPX5

OPX9

OPXll

OPY4

OPY11

OPY14

OPZ12

Séquence S' — 3'

CAATCGCCGT

AGCCAGCGAA

AGGTGACCGT

CTTCCGCAGT

CCCAGCTGTG

CCTTTCCCTC

GGTCTGGTTG

GGAGCCTCAG

GGCTGCAATG

AGACGATGGG

GGTCGATCTG

TCAACGGGAC

Nombre
de produits

d'amplification

3

3

4

5

6

3

4

6
3

6
2

3

Nombre de
marqueurs

RAPD

1
2

2
2

2

1

1

2

1

2
1
2

Analyse des données

Les produits d'amplification sont visualisés sur gel d'agarose sous la forme de bandes.
A la suite d'un test de répétabilité, ces bandes sont codées sous la forme de
présence/absence pour l'ensemble des individus analysés. La présence est notée quelle
que soit l'intensité de la bande. Par commodité de langage, un marqueur RAPD est
qualifié de locus à deux alíeles (présence ou absence de la bande). L'analyse par ces
marqueurs permet de caractériser chaque échantillon par un profil multilocus. La varia-
tion entre génotypes est évaluée en calculant l'indice de similarité de Nei et Li [27]
pour l'ensemble des échantillons pris deux à deux selon la formule suivante : S = 2 x
NAB/(NA+ NB) où NAB est le nombre de bandes communes à l'individu A et à l'indivi-
du B, NA et NB correspondent respectivement au nombre de bandes de l'individu A et
de l'individu B. La probabilité d'avoir un même profil multilocus pour deux individus
pris au hasard peut être calculée par la moyenne de l'indice de similarité à la puissance
de la moyenne du nombre de bandes par individu [29]. Les relations qui existent entre
les génotypes sont illustrées par un dendrogramme construit à partir de la matrice de
similarité de Nei et Li [27] en utilisant la méthode de la classification ascendante hié-
rarchique non pondérée sur le critère de la distance moyenne (UPGMA ; [5] et le logi-
ciel Phylip [14].

Résultats et discussion

Sélection et validité des marqueurs RAPD

Un ensemble de 85 amorces est testé sur quatre échantillons : Dauphine, Col de Dame
grise, Madeleine des deux saisons et Roscoff. Environ 25 % de ces amorces (21 au
total) sont immédiatement exclues de cette étude car pour certaines, il y a absence totale
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d'amplification et pour d'autres les produits d'amplification obtenus sont mal définis et
difficilement interprétables. Parmi les 64 amorces retenues, 27 génèrent du polymor-
phisme (Figure 1). Chacune de ces amorces est ensuite testée une deuxième fois sur les
quatre génotypes, puis une troisième fois sur l'ensemble des échantillons étudiés. Parmi
les 14 premières amorces testées de cette manière, 12 sont retenues pour l'identifica-
tion des génotypes étudiés car les produits d'amplification obtenus sont répétables à
chacune de ces trois amplifications réalisées (Figure 2).

(a)

Taille
(pb)

2000
1584

947

500

(b)

Taille
(pb)

2000
1584

947

500

Figure 1. Exemple de sélection des amorces révélant du polymorphisme au sein de quatre géno-
types (de gauche à droite : l'échantillon 20, 13, 3 et 1). Les amorces testées sont de gauche à
droite : OPX5, OPX1, OPA18 et OPA9. (a) photographie du gel, (b) diagramme utilisant la pré-
sence de bandes.
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Taille
(pb)

Figure 2. Exemple de produits d'amplification obtenus à partir de 20 échantillons de figuier (de
gauche à droite : l'échantillon 1 jusqu'à 20) en utilisant l'amorce OPA16.

Un total de 64 produits d'amplification est obtenu par les 12 amorces utilisées dans
cette étude dont 16 ne sont pas pris en compte (soit 25 % du total). 29 produits d'am-
plification (soit 45 % du total) sont présents chez l'ensemble des échantillons analysés,
ils correspondent à des loci monomorphes. 19 produits d'amplification (soit 30 % du
total) correspondent à des loci polymorphes, ils constituent l'ensemble des marqueurs
RAPD utilisés pour l'identification des génotypes étudiés (Tableau II). Le nombre de
produits d'amplification obtenus à l'aide d'une seule amorce varie de deux à six avec
une moyenne de 4. Chacune de ces amorces permet d'avoir un à deux marqueurs
RAPD (Tableau II).

L'utilisation des amorces de courte séquence rend la réaction de la PCR très sen-
sible aux conditions de l'amplification. De ce fait, des résultats reproductibles ne sont
obtenus que dans le cas où ces conditions sont optimales et strictement les mêmes pour
les différentes réactions [15,42]. Les marqueurs RAPD utilisés dans cette étude sont le
résultat d'une sélection sur les amorces et sur les produits d'amplification. En effet, la
présence de résultats non reproductibles montre l'importance de cette sélection [45].

La possibilité d'une co-migration des fragments d'ADN amplifiés constitue, dans
certains cas, une difficulté pour l'interprétation des résultats RAPD. L'utilisation de
l'un des fragments amplifiés comme sonde permet par hybridation de vérifier s'il s'agit
du même locus [41]. Les marqueurs utilisés dans cette analyse n'ont pas été vérifiés
selon cette méthode. Cependant, nous avons montré que le marqueur OPY14 a une
transmission biparentale au niveau de la génération FI (résultats non publiés). Les
autres marqueurs ne sont pas testés car ils ne sont pas polymorphes entre les deux
parents étudiés. De plus, la probabilité d'avoir une co-migration pour des individus
appartenant à une même espèce, comme dans ce cas, est faible [19].

Polymorphisme et identification des génotypes

L'analyse des 21 échantillons de figuier par ces marqueurs permet de distinguer
17 profils multilocus différents (Figure 3). Une même combinaison de bandes est com-
mune à quatre échantillons de Col de Dame, à l'exception de Col de Dame blanche

405



B. Khadari, P. Lashermes, F. Kjellherg

provenant de PorqueroUes. Les marqueurs RAPD sont donc parfaitement stables pour
différents clones d'un même génotype. Cette stabilité caractérise la variété Col de
Dame noire pour laquelle deux échantillons sont multipliés séparément dans deux loca-
lités géographiques différentes depuis de nombreuses années. Elle caractérise aussi les
trois variétés obtenues par mutation somatique à partir d'un génotype unique Col de
Dame. De la même manière, Wolff et Peters-Van Rijn [43] obtiennent un seul profil
multilocus pour 13 cultivars de chrysanthèmes (Dendranthema grandiflora Tzvelev)
issus d'un même clone d'origine. L'échantillon Col de Dame blanche provenant de
PorqueroUes est caractérisé par une combinaison de bandes très différente des autres
Col de Dame. En effet, l'indice de similarité de 0,57 entre ces deux génotypes traduit
une différence sur 9 marqueurs (Tableau III). Il s'agit donc d'une erreur d'étiquetage
dans la collection. Quant à l'échantillon Bourgeassotte noire et Violette de Sollies qui
ont le même profil multilocus, il s'agit, après une enquête réalisée auprès des respon-
sables de collections, d'un même génotype ayant deux nominations différentes selon la
provenance. La Figure 3 montre qu'aucun génotype n'est caractérisé par un seul mar-
queur.

Les marqueurs RAPD utilisés ont permis d'identifier l'ensemble des échantillons
analysés. Cette identification est fondée par le fait que les 17 profils multilocus se dis-
tinguent par au moins trois alíeles (Tableau III, Figure 3). Par ailleurs, la probabilité
pour que deux individus différents partagent une même combinaison de bandes est infi-
me, de l'ordre de 5,1O~3 (0,6110'67). L'utilisation de 19 marqueurs RAPD prévoit, dans
le cas où ces marqueurs ne sont pas liés, un total de 524 288 (219) combinaisons multi-
locus différentes possibles. De telles possibilités sont difficilement réalisées par l'em-
ploi des alloenzymes dont le polymorphisme est limité par le nombre de loci et d'al-
lèles généralement faibles [2, 30, 33, 35]. Bailey [3] définit trois critères pour
1" identification varietale : 1) une variation suffisamment importante pour distinguer les
différentes variétés, 2) une variation intra-variétale minimale, 3) une reproductibilité
dans les résultats. En remplissant ces trois conditions, les marqueurs RAPD utilisés
dans notre étude sont donc bien adaptés à l'identification des génotypes.

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

A18400

HjjllOO

11 8 0 0H!,8

K n 1000

XglOOO

X n 8 5 0

Xn600

Figure 3. Diagramme illustrant les différents profils multilocus des 21 échantillons étudiés.
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L'identification de 21 individus de figuier pourrait être réalisée par un choix de 5 à
6 marqueurs indépendants. Or, il faut au moins 17 marqueurs, puisque les deux géno-
types les plus proches (S = 0,91) ont en commun 16 alíeles (Tableau III, Figure 3). Le
fait que ce nombre de marqueurs nécessaire est multiplié par un facteur de 3 suggère
que certains de ces loci sont liés, ei/ou qu'un sous-ensemble de combinaisons multilo-
cus n'est pas représenté sous l'effet de l'échantillonnage. Le nombre de marqueurs à
utiliser dans ce type d'étude est important puisqu'il s'agit de pouvoir séparer les diffé-
rents génotypes par le minimum de marqueurs possibles afin d'économiser le coût
d'analyse [23].

Variabilité génétique chez le figuier

Les 12 amorces utilisées dans cette étude ont donné 48 produits d'amplification répé-
tables, soit 4 produits d'amplification par amorce en moyenne. Ce nombre est faible
comparé à celui obtenu chez d'autres espèces [16, 22, 26, 43, 45]. L'obtention d'un tel
résultat limite le nombre de marqueurs RAPD qui est en moyenne de 1,5 chez le
figuier (Tableau II). Dans un cas comme le pommier où une seule amorce a donné 14
produits d'amplification [22], les 19 marqueurs peuvent être obtenus par 2 à 4 amorces
contrairement aux 12 amorces utilisées dans notre étude. L'électrophorèse sur gel de
polyacrylamide, en augmentant la résolution des produits d'amplification, permet
d'avoir plus de marqueurs RAPD que l'électrophorèse sur gel d'agarose [6, 13].

Sur un ensemble de 85 amorces testées, 27 ont révélé du polymorphisme (soit
29 %). Ce polymorphisme est plus faible que celui obtenu chez d'autres espèces [16,
25, 39, 45]. Il était donc nécessaire de procéder à une première sélection d'amorces
révélant du polymorphisme au sein d'un sous-ensemble de 4 génotypes. Cette méthode
a permis d'économiser les coûts et le temps en évitant d'analyser inutilement l'en-
semble des échantillons par des amorces non informatives. Néanmoins, le polymorphis-
me révélé par l'utilisation des amorces sélectionnées est étroitement lié à la base géné-
tique formée par ces quatre génotypes. Il peut, de ce fait, introduire un biais dans
l'analyse de la variabilité génétique de l'ensemble des échantillons. L'indice de simila-
rité moyen pour ces 4 génotypes est de 0,54 ; il n'est guère différent de l'indice moyen
pour l'ensemble des échantillons qui est de 0,61. Ces 4 génotypes constituent alors un
sous-ensemble représentatif de la variabilité génétique existant au sein de l'ensemble
des échantillons. De ce fait, le choix de ces génotypes n'introduit pas de biais quant à
l'analyse de la variabilité.

La matrice résultant du calcul de l'indice de similarité pour l'ensemble des échan-
tillons pris deux à deux (Tableau III) montre que cet indice varie de 0,30 à 0,91 pour
les génotypes ainsi identifiés, avec une moyenne d'environ 0,61, et une variation de
23 %. Les génotypes caractérisés partagent alors une base génétique relativement large.
Cependant, l'apparentement entre ces individus, illustré par le dendrogramme (Figu-
re 4) montre qu'il n'y a pas de groupement de génotypes bien individualisés. Les tra-
vaux de Van Heusden et Bachmann [34] montrent que chez Microseris elegans,
10 génotypes dont chacun est caractéristique d'un biotope et d'une population, sont
nettement séparés en 4 groupes, alors que leur indice de similarité ne varie que de 0,48
à 0,91 avec une moyenne de 0,64 et une variation de 20 %. Cette séparation en groupes
est en rapport avec la distribution géographique des populations de Microseris elegans
ainsi que le flux de gènes relativement limité. La variabilité génétique existant au sein
des génotypes de figuier n'est pas structurée, malgré un indice de similarité qui varie
de 0,30 à 0,91, probablement sous l'effet d'un important brassage de gènes.
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Dauphine

Osborn Prolific

Col de Dame blanche (éch. 1)

Tardive Brown Turkey

Violette Dauphine

Grise ronde

Bourgeassotte noire

Violette de Sollies

Marseillaise

Noire voisine Sultane

Verte d'Argenteuil

Roscoff

Grise de saint Jean

Longue d'Août

Madeleine des Deux saisons

Col de Dame grise

Col de Dame noire (éch. 1)

Col de Dame noire (éch. 2)

Col de Dame blanche (éch. 2)

Grosse Longue Verte

Sultane

0.40 0.60 0.80 1

Figure 4. Dendogramme construit par UPGMA à partir de l'indice de similarité de Nei et Li

[27].
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Conclusion

Cette étude montre que l'application des marqueurs RAPD pour l'identification de
variétés au sein d'une collection est possible. Elle a permis de caractériser les mar-
queurs qui peuvent servir pour identifier l'ensemble des échantillons présents dans une
collection comme celle du conservatoire botanique de Porquerolles. En effet, les
19 marqueurs déterminés permettent d'obtenir, sous l'hypothèse d'indépendance,
524 288 (2") profils multilocus différents. Un ensemble de 500 échantillons devrait
facilement être identifié. Cette technique offre, en outre, l'avantage d'être facile à
mettre en œuvre et permet d'éviter l'emploi de la radioactivité et d'obtenir rapidement
des résultats [28]. Cependant, elle présente l'inconvénient d'être très sensible au
moindre changement dans les conditions de PCR. Bien que travaillant avec les mêmes
conditions optimales, il arrive parfois que la PCR soit médiocre ou absente, ce qui
montre que certains paramètres ne sont pas encore maîtrisés [44]. En vue d'obtenir des
résultats reproductibles, il est donc primordial de faire une sélection intense sur les
amorces et sur les produits d'amplification.

Cette étude montre que ces génotypes ont une base génétique relativement large
sans différenciation en groupes distincts. La variabilité non structurée obtenue est due
probablement à un brassage de gènes, mais le faible nombre d'échantillons analysés,
pour l'essentiel d'origine française, ne permet pas de tester cette hypothèse. Condit
[10] dénombre un peu plus de 600 variétés de figuier provenant de différents pays
méditerranéens. Il serait donc intéressant d'élargir l'étude à un plus grand nombre de
variétés issues de régions différentes et de comparer les résultats obtenus à d'autres
études sur la variabilité génétique des populations naturelles de Ficus carica. Cepen-
dant, les marqueurs RAPD présentent l'inconvénient d'être dominants car la présence
d'un fragment d'ADN amplifié ne permet pas de distinguer un hétérozygote d'un
homozygote [7, 15]. Dans ces conditions, les études de génétique des populations, qui
sont importantes pour comprendre les flux de gènes au sein des populations, sont diffi-
cilement réalisables. Néanmoins, des premiers travaux utilisant les marqueurs RAPD
pour l'étude de la differentiation génétique entre populations naturelles montrent l'inté-
rêt de ces marqueurs dans ce type d'études [8, 17, 26, 34]. La comparaison de la diver-
sité génétique entre les génotypes cultivés et les populations naturelles conduit à l'éva-
luation des ressources génétiques de l'espèce. Ces connaissances permettront de savoir
s'il faut élargir le pool génétique des collections, et d'établir une stratégie d'échan-
tillonnage dans les populations naturelles. Une étude utilisant à la fois les marqueurs
RAPD et les alloenzymes permettrait de mieux comprendre les relations génétiques
entre plantes cultivées et sauvages de Ficus carica.
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Résumé

Le palmier dattier, Phoenix dactylifera L., monocotylédone perenne, est menacé de dis-
parition au nord de l'Afrique par une fusariose vasculaire, appelée « Bayoud ». Ce
sont les cultivars de haute qualité dattière qui sont les plus sensibles à la maladie. Les
programmes d'amélioration génétique de la plante visent, généralement, l'obtention de
palmiers résistants au Bayoud et de bonne qualité fruitière. Les croisements dirigés
entre les cultivars résistants au Bayoud et les palmiers mâles résistants ou sensibles à
la maladie donnent naissance à des génotypes différents pouvant allier la résistance à
la fusariose et la bonne qualité des fruits. L'électrophorèse d'extraits enzymatiques de
feuilles sur gel de polyacrylamide, suivie de la révélation in situ de différentes isoen-
zymes, permet d'évaluer la diversité des populations FI. L'étude de 3 loci montrant le
caractère d'hybrides, et qui sont à l'origine des activités enzymatiques des esterases
(EST-1), glutamate oxaloacétate transaminase (GOT-2) et endopeptidases (ENP), per-
met une meilleure prédiction des génotypes parentaux connaissant la population FI qui
en résulte et inversement. L'association (linkage) des gènes de la résistance au
Bayoud, avec les 7 allozymes transmis selon une ségrégation mendélienne, sera d'un
grand apport dans la lutte contre la maladie du Bayoud décimant le palmier dattier.
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Le palmier dattier (Phoenix dactxlifera L.J, espèce perenne, est, par tradition, multiplié
par plantation de rejets produits à la base des différents cultivars. Ce mode de propaga-
tion tend à conserver la conformité génétique des plantes. Ainsi, les cultivais de très
bonne qualité dattière, tels que Bou-Feggous et Mejhoul, ont été reproduits et domesti-
qés au fil des années. L'apparition de la maladie du Bayoud, fusariose vasculaire à
Fusarium oxysporum f.sp. albedinis [9, 13], a montré que les cultivars de haute qualité
dattière sont les plus sensibles au Bayoud. De plus, la plantation de rejets non suffi-
samment désinfectés contribue à la propagation du champignon causal de la maladie.
Dès lors, la nécessité d'une amélioration génétique du palmier dattier commença à
s'imposer. Ele doit viser l'obtention de palmiers résistants au Bayoud et de bonne qua-
lité dattière, pouvant être cultivés même sur des sols contaminés par le champignon.
Comme la résistance au Bayoud est liée à des caractères indésirables et que le greffage
de cultivars de haute qualité dattière sur des cultivars résistants reste impossible, l'ob-
tention de palmiers associant les bons traits de résistance et de qualité fruitière doit
passer par des croisements dirigés utilisant un ou plusieurs géniteurs de résistance. Au
Maroc, six cultivars, seulement, sont reconnus résistants au Bayoud [10]. En Algérie,
seule la variété Takerboucht. présente en effectif réduit, est résistante.

Afin d'identifier facilement les géniteurs de résistance, les palmiers utilisés dans les
croisements dirigés et les jeunes plants qui en résultent, l'utilisation de marqueurs bio-
chimiques et moléculaires s'avère nécessaire. En effet, le palmier dattier présente une
croissance très lente et la fructification survenant après 5 à 7 ans de culture reste l'étape
capitale dans l'identification varietale. Ainsi, de nombreuses analyses ont été réalisées
sur plusieurs organes de la plante, tels que les feuilles [2, 3, 5, 7, 13], les fruits [1, 11] et
les graines [8].

Le succès dans la création de nouvelles variétés par des croisements dirigés est lié à
la connaissance du mode de transmission des traits agronomiques recherchés. Ainsi,
l'obtention de marqueurs biochimiques et moléculaires transmissibles selon la loi de
Mendel est d'un grand apport dans l'amélioration génétique du palmier dattier [6, 12].
En effet, l'association étroite d'au moins un marqueur avec, par exemple, les gènes
gouvernant la résistance au Bayoud permet, en détectant le(s) marqueur(s) dans la des-
cendance, de suivre la transmission de la résistance à cette fusariose vasculaire.

Dans cet exposé, une clef d'identification des cultivars de palmier dattier est expli-
quée. Elle est basée sur l'étude électrophorétique des systèmes enzymatiques constitués
par les esterases (EST), la glutamate oxaloacétate transaminase (GOT) et les endopepti-
dases (ENP). La mise en évidence de loci montrant le caractère d'hybrides avec des
alíeles à ségrégation mendélienne a permis d'identifier les plants des populations FI
résultant de 7 croisements dirigés.

Matériel et méthodes

Les folioles de la couronne moyenne du bouquet foliaire de 29 cultivars de palmier dat-
tier proviennent de Zagora (sud du Maroc). Elles correspondent aux variétés : Admou
(ADM), Aguellid (AGL), Ahardane (AHD), Bou-Cerdoun (BCD), Bou-Feggous
(BFG), Bou-Feggous ou Moussa (BFGM), Bou-Ijjou (BU), Bou-Ittob (BIT), Bou-Sli-
khene (BSL), Bou-Skri (BSK), Bou-Sthammi noire (BSTN), Bou-Sthammi blanche
(BSTB), Bou-Temda (BTD), Bou-Zeggar (BZG), Haoua (HOA), Iklane (IKL), Jihel
(JHL), Mah-Lbaid (MLB), Mejhoul (MJH), Mekt (MKT), Mest-Ali (MST), Oum-N'hal
(OMH), Outoukdim (OTK), Race-Lahmar (RLM), Sair-Layalet (SLY), Tadment
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(TDMT), Bel-Hazit (BAZ), Azigzao (AZO) et Aissa-Youb (AIB). Six cultivars sont
très résistants au Bayoud. Ce sont BSTN, IKL, TDMT, BFGM, BSTB et SLY. Les cul-
tivars BFG, MJH, JHL et BSK sont très sensibles à la fusariose. Plusieurs variétés
telles que BSL, BZG, MLB et OTK sont de résistance intermédiaire. Les meilleures
dattes sont données par les cultivars sensibles au Bayoud, comme MJH, BFG et AGL.

Dans le but d'obtenir des populations FI de jeunes plants de palmier dattier, plu-
sieurs croisements dirigés ont été effectués, d'une part entre 4 cultivars résistants au
Bayoud et de faible à moyenne qualité dattière (IKL, BSTN, SLY et BSL), et un mâle
(M-2, INRA) et d'autre part, entre 3 cultivars sensibles de bonne qualité dattière (BSK,
JHL et AGL) et un mâle (M-l, INRA). Les graines provenant des différents croise-
ments sont mises en germination et les jeunes plants qui en résultent sont cultivés en
serre jusqu'au stade 2 feuilles.

Les méthodes d'extraction des enzymes à partir des feuilles de palmier dattier,
l'électrophorèse sur gel de polyacrylamide et la révélation des isoenzymes ont été
décrites dans des travaux antérieurs [5, 6].

Résultats et discussion

L'électrophorèse d'extraits enzymatiques, préparés à partir des folioles de palmiers
adultes et des feuilles de jeunes plants issus de graines, a permis d'obtenir des zymo-
grammes nets pour les 3 enzymes étudiées (EST, GOT et ENP). Dans une première
étape, l'interprétation des zymogrammes a été faite sur la base des phénotypes électro-
phorétiques qui résultent de l'expression d'au moins un gène pour chaque enzyme.
L'inventaire des phénotypes obtenus pour chaque enzyme est montré dans la Figure 1.
Ainsi, les esterases (EST), la glutamate oxaloacétate transaminase (GOT) et les endo-
peptidases (ENP) présentent, respectivement, 11. 8 et 5 phénotypes. A l'exception des
ENP migrant en une seule zone dans le gel, les EST et la GOT montrent 2 zones de
migration notées, respectivement, GOT-1 et GOT-2 puis EST-1 et EST-2. Les phéno-
types ayant plus de bandes d'activité sont A, B, J et K pour les EST ; A, B, G et H
pour la GOT et A, D et E pour les ENP.

Afin d'exploiter les zymogrammes sur le plan génotypique, des loci à déterminisme
génétique simple ont été définis [5]. Ainsi, les zones d'activité GOT-2 et EST-1 corres-
pondent, chacune, à un locus codant pour une molécule dimérique avec 2 alíeles. Les
endopeptidases résultent de l'expression d'un locus à l'origine d'une enzyme monomé-
rique avec 3 alíeles. Les génotypes qui résultent de la ségrégation des alíeles sont résu-
més dans la Figure 2. Le locus ENP donne naissance à 6 génotypes différents dont
3 hétérozygotes (A'B\ A ' C et B 'C) et 3 homozygotes (A'A\ B'B' et C'C). Les loci
EST-] et GOT-2 montrent, chacun, trois génotypes où les hétérozygotes sont A'B".
Ainsi, dans le cas des EST et de la GOT, un génotype peut être rencontré dans plu-
sieurs phénotypes. Par exemple, le génotype A'B' de la GOT est retrouvé dans les phé-
notypes électrophorétiques A, B et G de la même enzyme. Les homozygotes A'A' et
B'B' du locus EST-1 sont représentés, respectivement, par les phénotypes F, G et H,
d'une part et C, D, E et I, d'autre part.

Afin d'identifier les cultivars de palmier dattier, géniteurs de résistance ou porteurs
d'autres traits agronomiques, une clef d'identification de 29 cultivars des palmeraies du
sud du Maroc a été établie sur la base des phénotypes électrophorétiques (Figure 3).
Chaque cultivar est reconnu par la succession de 3 phénotypes isoenzymatiques détec-
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Figure 1. Phénotypes électrophorétiques (A-L) des systèmes enzymatiques constitués par la glu-
tamate oxaloacétate transaminase (GOT), les endopeptidases (ENP) et les esterases (EST), révé-
lés au niveau des feuilles de palmier dattier.
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Locus

EST-1

Allèle

B'

(a)

Génotypes

Allèle

B'

A'A' A'B'

GOT-2 (b)

Génotypes A'A' A'B' B'B'

ENF

Allèle

C

B'

u- A'

(c)

Génotypes A'A' B'B' C C A'B' A'C B'C

Figure 2. Interprétation génétique des isoenzymes correspondant aux loci EST-1 (a), GOT-2 (b)
et ENP (c) correspondant, respectivement, aux esterases, glutamate oxaloacétate transaminase et
endopeptidases révélées au niveau des feuilles du palmier dattier.
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Figure 3. Clef d'identification de 29 cultivare de palmier dattier basée sur les phénotypes élec-
trophorétiques (A-G) des endopeptidases (ENP), glutamate oxaloacétate transaminase (GOT) et
esterases (EST), révélés au niveau des folioles de palmiers adultes.
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tés au niveau des folioles. Ainsi, la variété MJH, de très bonne qualité dattière, est
caractérisée par le phénotype E pour l'ensemble des enzymes. Les 6 cultivars très résis-
tants (BFGM, BSTB, BSTN, TDMT, SLY et IKL) présentent 3 phénotypes pour les
ENP ; A pour BFGM, BSTB et BSTN, C pour TDMT et D pour IKL et SLY. Une pro-
portion de 70 % des cultivars peut être caractérisée. Néanmoins, certaines variétés peu-
vent former des groupes de mêmes phénotypes. Ainsi, le cultivar AGL reste associé au
cultivar SLY. Aussi, 2 cultivars, RLM et MST, montrent plusieurs successions de phé-
notypes isoenzymatiques, démontrant leur variabilité et la difficulté de leur caractérisa-
tion. La clef d'identification varietale du palmier dattier est d'un grand apport dans la
caractérisation des jeunes palmiers n'ayant pas atteint le stade de fructification. Elle
permet également d'estimer la conformité génétique des jeunes plants issus de la cultu-
re de tissus et d'orienter le choix du matériel végétal pour de nouvelles plantations
dans les palmeraies dévastées par le Bayoud.

La multiplication végétative du palmier dattier par des rejets identiques aux pieds
mères contribue à un appauvrissement du pool génétique. La culture de palmiers prove-
nant de croisements dirigés variés reste un moyen d'augmenter la diversité génétique
du palmier dattier et d'avoir, ainsi, plus de chance dans la combinaison des traits de la
résistance au Bayoud et de la bonne qualité fruitière. L'analyse électrophorétique des
jeunes plants de palmier dattier constituant les populations FI a permis de déterminer
les phénotypes électrophorétiques rencontrés chez les descendants. Leurs fréquences
ainsi que la comparaison des parents et des descendants sur la base des systèmes enzy-
matiques EST, ENP et GOT sont données dans les Tableaux I et II. Dans la majorité
des cas, les 2 phénotypes les plus fréquents pour une population FI correspondent à
celui du phénotype du cultivar parent. Ainsi, la descendance du cultivar JHL (lot 6) est
identifiée par les phénotypes les plus fréquents ; E, D et A pour la GOT, EST et ENP,
respectivement. Le cultivar parent (JHL) montre les mêmes phénotypes pour chaque
enzyme. Près de 80 des comparaisons ont montré une similitude des phénotypes entre
le cultivar parent et sa descendance. Des cas d'absence de conformité phénotypique
sont obtenus pour certaines enzymes. Ainsi, par exemple, dans le cas des ENP, le croi-
sement du cultivar BSL (phénotype E, hétérozygote) avec le mâle M-2 (phénotype B,
homozygote) donne naissance à une descendance dont les phénotypes les plus fré-
quents sont A (hétérozygote) et D (hétérozygote), tous différents du phénotype paren-
tal. Cela peut être expliqué, facilement, par la ségrégation mendélienne des allozymes.
En effet, le croisement des génotypes A'B' et C 'C ne peut donner lieu qu'à 2 géno-
types A 'C et B 'C . Les autres cas de non-conformité des phénotypes des descendants
et du cultivar parent sont retrouvés dans les croisements d'homozygotes différents,
n'entraînant la formation que d'hétérozygotes. C'est le cas des croisements IKL X M-2
pour les EST et AGL X M-l pour la GOT.

Il résulte de cette étude une prédiction des génotypes, voire même des phénotypes
des parents connaissant les génotypes des descendants ou inversement. Cela sera d'un
grand intérêt dans l'identification des cultivars décimés par le Bayoud. Par ailleurs, la
présence d'un génotype dans plusieurs phénotypes, généralement similaires à celui du
cultivar (parent femelle), laisse suggérer la présence d'une hérédité maternelle de plu-
sieurs isoenzymes qui ont tendance à coexister avec le génotype de type maternel.

L'association des gènes de la résistance au Bayoud avec les marqueurs à hérédité
mendélienne serait de grande importance pour l'étude de la transmission de la résistan-
ce à la fusariose du palmier dattier. Ce but ne peut être atteint qu'après identification
des gènes de la résistance au Bayoud et la précision de leur situation sur une carte
génétique complète.
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Tableau I. Fréquences des phénotypes isoenzymatiques (A-K) des esterases (EST), gluta-
mate oxaloacétate transaminase (GOT) et endopeptidases (ENP), révélés dans 7 populations
FI de plants de palmier dattier issues de 7 cultivare (lot 1 : IKL ; lot 2 : BSTN ; lot 3 :
SLY ; lot 4 : BSL ; lot 5 : BSK ; lot 6 : JHL et lot 7 : AGL) croisés avec 2 mâles, M-2 et
M-l de phénotypes (EST, GOT, ENP) respectifs ; (F, A, B) et (D, E, A).

Enzyme Phénotype3

EST A
B
C
D
E
F
G
H
I
J
K

GOT A
B
C
D
E
F
G
H

ENP A
B
C
D
E

Lots

Loti
(52)

0,30
0,30
—
-
-
0,18
0,20
0,02
-
-
-

0,50
-
0,23
0,02
0,21
0,04
-
-

_
0,26
-
0,74
-

Lot 2
(54)

_
0,24
—
-
-
-
0,30
0,28
-
-
0,18

0,36
0,22
0,40
0,02
-
-
-
-

0,50
0,50
-
-
—

Lot 3
(56)

0,02
0.29
-
0,08
-
-
0,36
0,06
-
0,02
0,17

0,43
-
0,24
0,02
0,31
-
-
-

0,05
0,36
0,04
0,55
—

Lot 4
(52)

0,18
0,24
0,16
0,31
0,07
-
-
-
-
0,04
-

0,58
0,17
0,15
0,06
-
-
0,02
0,02

0,64
0,02
0,02
0,32
—

Lot5
(53)

0,16
0,22
0,10
0,12
0,04
0,02
0,06
0,14
-
-
0,14

0,46
-
0,10
-
0,44
-
-
-

0,51
0.21
0,28
-
—

Lot 6
(65)

_
-
—
0,53
0,32
-
-
-
0,15
-
-

_
-
-
-
0,85
0,15
-
-

0,44
0,37
0,19
-
—

Lot 7
(56)

_
-
0,17
0,50
0.23
_
-
-
0,10
-
-

1,00
-
-
-
-
-
-
-

0,25
-
0,20
0,21
0.34

' Voir Figure 1 pour l'identification des différents phénotypes (A-K)
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Tableau II. Comparaison des phénotypes isoenzymatiques (A-H) de la glutamate oxaloacé-
tate transaminase (GOT), esterases (EST) et endopeptidases (ENP), révélés au niveau des
feuilles de palmiers dattiers mâles (M), femelles (F) et descendants de la population FI
(FI).

Enzyme

GOT

EST

ENP

M
F
F,

M
F
F,

M
F
F,

Lots

1

A
A
(A, C)

F
D
(A, B)

B
D
(D, B)

2

A
C
(C,

F
B
(G,

B
A
(A,

A)

H)

B)

3

A
A
(A,

F
B
(G,

B
D
(D,

E)

B)

B)

4

A
D
(A,

F
D
(D,

B
E
(A,

B)

B)

D)

5

E
A
(A,

D
A
(B,

A
A
(A,

E)

A)

C)

6

E
E
(E, F)

D
D
(D.E)

A
A
(A, B)

7

E
D
(A)

D
D
(D.E)

A
E
(E, A)
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Comparaison de la tolérance à la sécheresse
chez deux génotypes de maïs marocains.
Étude au niveau macroscopique,
microscopique et moléculaire

M. CHOKAIRI, H. CHLYAH

Laboratoire de Physiologie Végétale, Département de Biologie, Université
Mohammed V, BPI014 Rabat, Maroc.

La capacité d'évaluer quantitativement les performances des plantes subissant un stress
hydrique est très importante au niveau des programmes de recherche qui visent la réha-
bilitation des régions arides et l'amélioration de la production des plantes cultivées en
régions semi-arides.

Les techniques de criblage des variétés qui corrèlent bien avec les réponses obte-
nues en champs sont nécessaires dans la mesure où elles permettent une importante
réduction du temps et des efforts que demanderait une évaluation en champs.

Ces techniques doivent par ailleurs permettre l'évaluation des performances à diffé-
rents stades de développement de la plante, s'accomplir dans un laps de temps réduit et
requérir une faible quantité de matériel végétal.

Dans cette optique, nous proposons un test qui permet d'évaluer indirectement les
différences de potentiel osmotique chez deux génotypes de maïs marocains, en détermi-
nant le nombre de protoplastes lysés par passage d'un milieu hypertonique (1,2 MPa) à
un milieu hypotonique (0,6 MPa).

La tolérance à la sécheresse est également évaluée par le test de germination dans le
mannitol [1, 11, 17, 18], l'élongation des tiges en cas de stress hydrique et la capacité
de rétention d'eau par les feuilles excisées [2, 13, 14, 18], qui est considérée comme un
caractère héréditaire opérant seulement pendant la période végétative [4-6, 8] et corré-
lant positivement avec le rendement en champs durant les périodes de sécheresse [7].
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L'étude des isoenzymes est réalisée en vue de caractériser les populations étudiées,
évaluer leur uniformité structurale et trouver d'éventuelles corrélations avec la toléran-
ce à la sécheresse.

Matériel et méthodes

Les génotypes étudiés proviennent de la station de recherche céréalière de Rabat où ils
sont répertoriés sous les noms de Rehamna et Amizmiz 139.

La germination des caryopses est réalisée à l'obscurité et à 25 °C, en présence d'eau
distillée ou d'une solution de mannitol (0,72 MPa). Le nombre de semences germées
est déterminé au 4e, 5e et 6e jour. L'indice de tolérance à la sécheresse (ITS) est calculé
d'après l'équation proposée par Jaradat et Duwayri (1981) :

ITS = IVmannitol/IVeau avec IV = I (N, X T,)

IV étant l'indice de vigueur défini par Maguire et N, le nombre de semences ayant
germé au jour T r

Après germination sur eau distillée, les plantules sont repiquées et placées en serre
sous éclairement naturel et arrosées quotidiennement avec de l'eau déminéralisée jus-
qu'au 27e jour. L'apport d'eau est alors suspendu pendant 15 jours puis repris au
42e jour. Les plantes sont récoltées après 48 jours de culture.

Les pertes d'eau par les feuilles excisées sont déterminées à différents niveaux
foliaires et âges de la plante. Juste après leur excision, les feuilles sont pesées et pla-
cées à l'obscurité, 25 °C et 50 % d'humidité relative. Les variations de la masse de
matière fraîche sont évaluées toutes les 30 ou 60 minutes pendant 7 heures.

Les protoplastes sont préparés à partir des feuilles par incubation d'une durée de
3 heures à l'obscurité et 27 °C dans une solution CPW contenant 2 % de cellulase RIO,
0,2% de pectolyase Y23, du mannitol (0,25 M), du NaCl (0,125 M) et du MES
(0,5 g/1).

Après 3 rinçages dans la même solution dépourvue d'enzymes, le pourcentage de
protoplastes lysés est évalué par l'équation :

Z = 100 (X - Y)/X

X étant le nombre de protoplastes déterminé par gramme de masse de matière fraîche
dans la solution de rinçage (1,2 MPa) et Y le nombre trouvé après dilution de moitié
(0,6 MPa).

Les marqueurs enzymatiques étudiés (ADH, GOT, CAT, MDH, 6-PGD, PGM, IDH
et ß-GLU) sont révélés par électrophorèse sur gel d'amidon suivant les techniques
décrites par Cardi et al. [3] avec quelques modifications de détail.

Résultats et discussion

Test de germination dans le mannitol

Les résultats obtenus sur la germination (Tableau I) indiquent des différences très signi-
ficatives entre les deux génotypes étudiés, Amizmiz 139 présentant un indice de tolé-
rance à la sécheresse presque deux fois supérieur à celui de Rehamna.

424



Tolérance à la sécheresse chez deux génotypes de maïs

Tableau I. Variation de l'indice de tolérance à la sécheresse (ITS) chez deux génotypes de
maïs marocains.

Génotypes Rehamna Amizmiz 139

ITS 0,37 0,63*

Différence significative à 1 '

Effet du stress hydrique sur l'élongation des tiges

L'accroissement relatif des tiges pendant la période de sécheresse (Tableau II) indique
une activation de la croissance chez le génotype Rehamna. La sécheresse n'a cependant
pas d'effet sur le génotype Amizmiz 139 dont les plantes stressées présentent le même
accroissement que les témoins irrigués.

Après réhydratation, la croissance est stimulée pour les deux génotypes. L'accrois-
sement relatif observé chez Amizmiz 139 est cependant deux fois supérieur à celui de
Rehamna, ce qui indique une meilleure capacité d'osmorégulation et donc une plus
grande tolérance à la sécheresse.

Tableau II. Effet de la sécheresse sur l'élongation de la tige de deux génotypes de maïs
marocains.

Génotypes

Rehamna

Amizmiz 139

Traitement

Irrigué (I)

Sec (S)

(S/I) x 100

Irrigué (I)

Sec (S)

(S/I) x 100

L, (mm)

116,4

103.2

152,8

156,6

L2 (mm)

178,4

175,0

240,2

251,4

L3 (mm)

191,8

195,0

255,0

312,4

53,8

69,6

131*

57,2

60,5

103

7,5

11,4

155

6,2

24,3

381**

**: Différences significatives à 1 %
* : Différences significatives à 5 %
L, : Longueur de la tige au 27e jour (début de sécheresse)
L, : Longueur de la tige au 42e jour (15 jours de sécheresse)
L, : Longueur de la tige au 48e jour (6 jours de réhydratation)
Rj : Croissance relative entre le 27e et le 42e jour
R : Croissance relative entre le 42e et le 48e jour

R, = 100 x(L , - L J / L R, = 100 x (L, - LJ/L,

Rétention d'eau par les feuilles excisées

Les variations des pertes d'eau foliaire en fonction du temps (Figure 1) montrent un
début de courbe curviligne qui devient rectiligne 120 minutes après excision foliaire.

Les pertes d'eau, plus importantes pendant la première phase, sont dues au fonc-
tionnement simultané des transpirations stomatique et cuticulaire, mais pendant la
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Figure 1. Variations des pertes cTeau par la troisième feuille excisée de deux génotypes de maïs
marocains.

deuxième phase, seule subsiste la transpiration cuticulaire puisque les pertes d'eau
varient avec une vitesse constante, ce qui indique l'absence de régulation et par consé-
quent la fermeture des stomates. Les pertes d'eau dépendent dans ce cas de l'épaisseur
de la cuticule, dont les variations sont infimes pour les variétés d'une même espèce, et
surtout du potentiel osmotique cellulaire qui représente la principale force de rétention
hydrique et reflète l'importance des solutés dans les cellules, et partant, la capacité
d'osmorégulation pour un génotype donné ainsi que sa tolérance à la sécheresse, qui
seront déduites dans le cas présent, non pas des mesures directes des PEF, mais plutôt
de leur rapport en présence et en absence du stress (S/T).

Les résultats obtenus (Tableau III) indiquent des différences très significatives entre
les deux génotypes pour les trois niveaux foliaires étudiés, la variété Amizmiz 139
étant plus tolérante que la variété Rehamna.

Par ailleurs, on constate une variation des pertes d'eau en fonction de la position
foliaire, qui fut signalée également chez le blé [8]. En effet, le rapport S/T est plus
faible au niveau de la troisième feuille et augmente progressivement pour les deux
niveaux supérieurs. Cela implique donc une concentration plus importante dans les
feuilles âgées qui pourraient ainsi constituer une source de solutés pour les jeunes
feuilles dans le maintien de leur turgescence par osmorégulation [16].
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Durant la première phase curviligne, les variations du rapport S/T reflètent en
même temps celles des transpirations stomatique et cuticulaire. Les résultats obtenus
une heure après excision de la troisième feuille montrent des différences très significa-
tives entre les deux génotypes (Tableau IV).

Le rapport S/T dans ce cas est plus grand chez Amizmiz 139, contrairement à ce
qui est observé pendant la deuxième phase, et implique une perte d'eau foliaire plus
importante par les plantes stressées de ce génotype.

Par ailleurs, la transpiration cuticulaire étant plus réduite chez cette variété, S/T
étant plus faible par rapport à celui de Rehamna, on peut déduire dans ce cas que sa
transpiration stomatique est plus importante, ce qui suppose une ouverture des ostioles
et une turgescence des cellules stomatiques plus grandes et donc une augmentation plus
marquée de leur potentiel osmotique.

La variété Amizmiz 139, plus tolérante à la sécheresse, serait par conséquent dotée
d'un pouvoir d'osmorégulation plus important que celui de la variété Rehamna qui est
plus sensible.

Des observations similaires ont été faites chez d'autres cultivare de maïs par Prema-
chandra et al. [15], qui ont montré que l'ajustement osmotique chez le maïs mettait en
jeu les sucres et le potassium.

Tableau III. Comparaison des pertes d'eau foliaire (PEF) chez deux génotypes de maïs
marocains pendant la phase linéaire (deux heures après excision et plus).

Niveau
de la feuille

7

g

Génotypes

Rehamna
Amizmiz 139

Rehamna
Amizmiz 139

Rehamna
Amizmiz 139

PEF

Témoin (T)

49,0
56,5

39,0
46,2

35,0
41,2

(g/Kg.h)

Stress (S)

33,5

33,7

39,7

42,2

42,0

38,2

S/T
(%)

68,3

59,7*

101,9

91,3*

120,0

92.7*

* . Différences significatives à 1 %.
PEF (g/kg) = (MMFI - MMFF)/(MMFI - MMS) [18]
MMFI Masse de matière fraîche initiale
MMFF : Masse de matière fraîche finale
MMS : Masse de matière sèche

Tableau IV. Variation des pertes d'eau au niveau de la troisième feuille chez deux géno-
types de maïs marocains pendant la phase curviligne (une heure aprrès excision).

Génotypes Rehamna Amizmiz 139

S/T(%) 60 65*

* Différence significative à 1 %
S/T représente le rapport des pertes d'eau foliaire (en g/Kg.h) en présence et en absence du stress hydrique
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Étude au niveau des protoplastes

L'hypothèse retenue dans cette étude suppose l'existence d'un plus grand nombre de
cellules à pression osmotique élevée chez la variété tolérante par rapport à la variété
sensible. Ainsi, les protoplastes libérés initialement dans un milieu légèrement hyperto-
nique (1,2 MPa), en passant dans un milieu hypotonique (0,6 MPa), vont absorber une
quantité d'eau proportionnelle à leur pression osmotique initiale, ce qui entraînera une
augmentation de leur volume et à la limite la rupture des membranes plasmiques. Par
conséquent, si l'hypothèse de départ est vraie, le pourcentage de protoplastes lysés en
passant du milieu hypertonique au milieu hypotonique sera plus important chez la
variété tolérante que chez la variété sensible.

Les résultats obtenus sur les plantes de serre (Tableau V) indiquent un taux de lyse
des protoplastes plus élevé chez Amizmiz 139 par rapport à Rehamna. Cela implique
que la pression osmotique cellulaire initiale est plus importante chez la variété tolérante
par rapport à la variété sensible.

Cependant, si pour les plantes de serre on observe des différences très significatives
entre les deux génotypes étudiés, en revanche les essais portant sur les plantules étio-
lées donnent des valeurs pratiquement égales.

Le fait que ces plantules soient privées de lumière et d'éléments nutritifs réduit pro-
bablement leur capacité d'ajustement osmotique aussi bien par les sucres que par les
éléments minéraux.

Tableau V. Évaluation du % de lyse des protoplastes de deux génotypes de maïs marocains
lorsqu'on passe d'un milieu hypertonique (1,2 MPa) à un milieu hypotonique (0,6 MPa).

Matériel végétal

Plantules

étiolées

Plantes de serre

irriguées

Plantes de serre après

15 jours de sécheresse

Age des plantes

Niveau foliaire

11 jours

F ] e t F 2

20 jours

25 jours

F

27 jours

F,

42 jours

F6

42 jours

Moyenne des 5 valeurs obtenues
sur les plantes de serre

Génotypes

Rehamna Amizmiz 139

53%

29%

68%

20%

9%

23%

30%

49%

81 %**

91 %**

29%*

55 %**

65 %**

64%*

* : Différence significative à 5 %
** : Différence significative à 1 %
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Les réserves initiales de la graine et l'apport des sels pendant les trois heures d'in-
cubation à l'obscurité ne semblent pas suffire pour induire l'expression des différences
génétiques au niveau osmotique. La photosynthèse, ou plutôt les pigments photosynthé-
tiques, jouent probablement un rôle important dans la différenciation des génotypes par
le biais de leurs synthèses glucidiques, qui contribuent à augmenter de façon plus mar-
quée la pression osmotique chez les génotypes tolérants.

L'absence de lumière et d'éléments nutritifs semble également induire une fragilité
des membranes plasmiques, ce qui pourrait expliquer l'augmentation du pourcentage de
lyse des protoplastes pour les plantules étiolées du génotype Rehamna.

Par ailleurs, on constate que sous l'effet de la sécheresse il y a une augmentation
des pertes en protoplastes de 14 % chez Rehamna et de 10 % chez Amizmiz 139. Cela
implique un accroissement de la pression osmotique qui serait dû non pas à une déshy-
dratation progressive, mais plutôt à l'osmorégulation.

Variabilité enzymatique

Tous les systèmes enzymatiques étudiés sont polymorphes aussi bien chez Rehamna
que chez Amizmiz 139, qui présentent le même profil enzymatique dans le cas des
ADH, PGD et PGM, les autres loci montrant cependant des différences d'expression
alléliques caractéristiques pour chaque génotype.

La fréquence des hétérozygotes varie aussi en fonction des systèmes considérés
(Tableau VI).

Tableau VI. Fréquences (en %) des hétérozygotes pour huit systèmes enzymatiques de
deux génotypes de maïs marocains.

Locus

Rehamna

Amizmiz 139

ADH

17

25

CAT

0

0

GLU

0

50

GOT

25

0

IDH

25

0

MDH

96

96

PGD

25

50

PGM

0

0

Mis à part le système MDH qui montre une fréquence très élevée en hétérozygotes
(96 %) pour les deux génotypes, la variété Amizmiz 139 présente souvent une fréquen-
ce de 50 % (ß-GLU et PGD) tandis que Rehamna ne dépasse pas les 25 % (GOT, IDH
et PGD). Cela semble indiquer une meilleure uniformité structurale des populations de
Rehamna par rapport à celles d'Amizmiz 139.

Dans le cas des ß-GLU, 50 % des individus de la variété Amizmiz 139 présentent
deux bandes supplémentaires par rapport à ceux de la variété Rehamna. Chez ces indi-
vidus hétérozygotes, qui présentent une interaction intralocus, quatre types d'isoen-
zymes sont exprimés dans le cytoplasme contrairement aux autres qui n'en montrent
que deux. On pourrait donc penser que la multiplicité isoenzymatique permettrait
d'augmenter le champ d'action du système enzymatique considéré et entraînerait l'hy-
drolyse de plusieurs types de ß-glucosides en D-glucose, ce qui aurait pour conséquen-
ce un meilleur ajustement osmotique, notamment en condition de stress hydrique.

Les catalases présentent également des différences assez nettes entre les deux géno-
types. En effet, chez la variété Amizmiz 139, le locus 3 est exprimé seulement par les
bandes 7 et 9, tandis que pour la variété Rehamna on trouve en plus une bande inter-

429



M. Cliokairi, H. Chhah

médiaire chez 40 % des individus étudiés, qui résulte probablement de l'interaction
entre l'allèle nul et l'allèle 9.

Dans le cas du système GOT, les trois loci sont exprimés chez Rehamna et seul le
locus GOT, est représenté chez Amizmiz 139.

Chez le génotype Rehamna, il semble que la voie qui aboutit à la formation de l'as-
partate par transamination du glutamate soit plus activée que celle qui va dans le sens
de la formation de la proline, probablement du fait de l'intervention de plus d'isoen-
zymes dans le transfert de l'azote aminé du glutamate sur l'oxaloacétate [10].

En revanche, chez le génotype Amizmiz 139, la formation de la proline est proba-
blement plus favorisée, d'où une osmorégulation plus efficace et donc une meilleure
tolérance au stress hydrique. Un dosage quantitatif d'enzyme et de proline est cepen-
dant nécessaire pour conforter cette hypothèse.

On observe également un polymorphisme plus important des 1DH chez le génotype
Rehamna et un polymorphisme plus marqué des MDH chez le génotype Amizmiz 139.

Conclusion

Le génotype Amizmiz 139 est plus tolérant à la sécheresse que le génotype Rehamna.
Les résultats obtenus dans l'étude des protoplastes sont discriminants pour ces deux

génotypes et corrèlent parfaitement avec le test de germination dans le mannitol, les
pertes d'eau par les feuilles excisées et la croissance en présence d'un stress hydrique.
La méthode d'étude des protoplastes proposée peut donc servir d'outil efficace et utile
dans le criblage pour la tolérance à la sécheresse.

Il serait cependant souhaitable d'utiliser de jeunes plantules, afin de réduire le
temps et les efforts que demanderait l'entretien d'une culture de plantes plus âgées, à
condition de vérifier que la présence de lumière et d'éléments nutritifs permet le main-
tien des différences observées chez les plantes adultes.

Au niveau moléculaire, les huit enzymes étudiées présentent des profils caractéris-
tiques pour chaque génotype. L'importance du polymorphisme enzymatique observé
permet de bien apprécier l'uniformité structurale des populations étudiées. Des corréla-
tions avec la tolérance à la sécheresse semblent très probables par le biais du fonction-
nement physiologique de la plante. Ces corrélations demandent cependant à être
confortées par des dosages quantitatifs d'enzymes et d'acides aminés libres, ainsi que
par des programmes de croisement intra-spécifique jusqu'à la génération F2.
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L'objectif du programme de recherche sur luzerne (Medicago sativa), espèce autotétra-
ploïde, mis en route chez l'ISCF de Lodi est d'arriver à savoir s'il est possible d'utili-
ser les marqueurs RFLP pour estimer l'hétérozygotie des plantes. Le but final des dif-
férentes méthodes d'amélioration génétique est de cumuler la vigueur liée à l'état
hétérozygote avec celle liée à la qualité des gènes et linkats. Une phase d'autoféconda-
tion, en réduisant l'hétérozygotie, augmente l'efficacité de la sélection des gènes et lin-
kats favorables à la vigueur (production de phytomasse). Les RFLP pourraient amélio-
rer le rendement du procédé de création varietale en accélérant le choix des individus
pendant la phase d'autofécondation, et en maximisant la diversité génétique des plantes
constituant le nouveau cultivar.

Le programme général de recherche prévoit l'analyse de 9 plantes SO et des
familles SI correspondantes (15 individus/famille). L'ADN total est hydrolyse par
4 enzymes de restriction et hybride avec 45 (SO) et 19 (SI) sondes issues d'une librai-
rie génomique de M. sativa. Les niveaux d'hétérozygotie sont estimés par le nombre
moyen de bandes dans les loci RFLP (combinaisons sonde-enzyme) considérés (60-90
en SO; 19-25 en SI).

L'effet de l'autofécondation est estimé par la diminution du nombre de bandes par
rapport à la plante mère et par la réduction de la vigueur par rapport aux familles poly-
cross.
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Au niveau SO, les 9 individus présentent un nombre moyen de bandes compris
entre 4,8-3,67 ; cet écart des valeurs extrêmes est significativement différent. On
retrouve fréquemment des valeurs supérieures à 4, maximum d'hétérozygotie/locus,
ce qui indique soit la présence de loci dupliqués, soit la subdivision d'un même locus
RFLP. La diminution du niveau d'hétérozygotie en SI détectée par les marqueurs
RFLP varie entre - 1,7 et - 9,56 dans les différentes familles (valeur attendue
sous l'hypothèse d'une fréquence égale des 5 structures génotypiques possibles en
SO = - 11.5). La plus faible diminution est donnée par la plante mère dont le niveau
d'hétérozygotie est le plus bas. La réduction du nombre de bandes n'est pas homogène
dans les différents loci RFLP. On n'a pas trouvé de corrélations significatives entre
niveaux d'hétérozygotie et vigueur dans les générations SO et SI.
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