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Mise en évidence de 4 locus enzymatiques chez la
luzerne (Medicago sativa L.) di- et tétraploide

Dominique BRUNEL*

Ecole normale supérieure, Laboratoire de Zoologie, 46, rue d’Ulm, F 75230 Paris Cedex 05.
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La recherche du déterminisme génétique de 4 systémes enzymatiques, révélés par électrophorése, a été
entreprise sur des individus diploides d’une population naturelle de Medicago sativa subsp. coerulea. Des
hypothéses ont été faites sur le mode de transmission héréditaire des bandes électrophorétiques et des plantes
parentales ont été choisies en vue de croisecments. L’étude des descendances a permis de mettre en évidence
4 locus :

e Systéme « Leucine Aminopeptidase » : locus Lap 1 avec 4 alléles dont 1 nul, locus Lap 2 avec 3 alléles.
o Systéme « Glutamate Oxaloacétate Transaminase » : locus Got avec 2 all¢les.

e Systeme « B-Amylase » : locus B-Amy avec 3 alleles.

o Le déterminisme génétique n’a pas pu étre élucidé pour le systéme « Phosphatases Acides ».

Des individus tétraploides, provenant d’une population naturelle de Medicago sativa subsp. sativa ont été
analysés par la suite. Les mémes bandes que chez les individus diploides sont observées, mais avec des
intensités variables, qui reflétent probablement des différences dans le dosage allélique. Pour les locus Lap 1,
Lap2 et B-Amy, les premiers résultats semblent confirmer cette hypothése. Le génotype dun individu
pourrait donc étre déterminé par simple lecture de son zymogramme.

Une comparaison de la variabilité enzymatique des populations diploide et tétraploide a été effectuée. Pour
les 4 locus, les échantillons des populations diploide et tétraploide présentent des proportions génotypiques
compatibles avec I'hypothése de panmixie et pour chaque syst¢tme la forme allélique prépondérante est la
méme aux deux niveaux de ploidie. Ces deux faits permettent d’expliquer le faible nombre d’individus
trigénique et tétragénique dans la population tétraploide bien que 3 ou 4 alleles existent pour chaque locus.
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Genetic determinism of 4 enzymatic loci in di- and tetraploid alfalfa (Medicago sativa L.)

The genetic determination of 4 enzyme systems was examined in diploid plants of a natural population of
Medicago sativa subsp. coerulea. Hypotheses were made on the genetic transmission of bands obtained by
polyacrylamide gel electrophoresis, and appropriate parental plants were chosen for crosses. Study of the
offspring revealed four loci :

e « Leucine Amino Peptidase » system : — locus Lap 1 with 4 alleles of which 1 is null,
— locus Lap 2 with 3 alleles.

o « Glutamate Oxaloacetate Transaminase » system : locus Got with 2 alleles.

e « 3 Amylase » system : locus B Amy with 3 alleles.

e The genetic determination of the « acid phosphatase » system could not be elucidated.

Tetraploid plants of a natural population of Medicago sativa subsp. sativa were then analysed. The same bands
as in the diploid plants were observed but with variable intensities, which were supposed to reflect differences
in allelic dosage. For loci Lap 1, Lap 2 and B Amy, these first results seem to confirm this
hypothesis. The genotype of one plant could be determined by simple reading of its zymogram.

A comparison of enzyme variability in diploid and tetraploid populations was made. For all four loci, the
samples showed genotype ratios consistent with a hypothesis of panmixia, and one predominant allelic form
which is the same at both ploidy levels. These two facts may explain the low number of trigenic and tetragenic
plants in the tetraploid population, although 3 or 4 alleles exist at each locus.

I. INTRODUCTION

De grande valeur économique, I'espéce Medicago sativa
(et au-dela, tout le genre Medicago) présente un intérét

scientifique fondamental. En effet, il existe au sein du genre
Medicago des espéces di- et tétraploides, annuelles et
pérennes, allogames et autogames. Cependant les études
génétiques sont compliquées chez la luzerne cultivée
(Medicago sativa L.) par le niveau tétraploide du génome

* Nouvelle adresse : I.N.R.A. Station d’Amélioration des Arbres
forestiers, Centre de Recherches d’Orléans, Ardon, F 45160

Olivet.

qui entraine de nombreuses interactions entre les locus. Les
caractéres morphologiques, dont on connait le détermi-
nisme tels que la pigmentation florale, le nanisme, les
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déficiences chlorophylliennes..., sont peu nombreux et
d’usage difficile pour suivre I’évolution des structures géno-
typiques en fonction du syst¢me de reproduction. De plus,
étant donné le mode de pollinisation strictement entomo-
phile et les phénoménes de compétition entre plantes
voisines trés importants chez cette espéce, ces caractéres
n’ont probablement pas un comportement neutre.

Les marqueurs enzymatiques, révélés par électrophorese,
permettent maintenant d’étudier un grand nombre de
caractéres dont le déterminisme génétique est généralement
plus simple que celui de caractéres morphologiques.
L’observation du phénotype se faisant a un niveau proche
du produit du géne, les variations dues au milicu extéricur
se trouvent limitées.

Trés peu d’études ont été entreprises jusqu’a présent pour
rechercher le déterminisme génétique des marqueurs enzy-
matiques chez les espéces autotétraploides car les effectifs
des descendances a analyser sont importants et il est souvent
difficile de trancher entre les diverses hypotheses sur le
mode de transmission héréditaire. Cependant il existe au
moins deux exemples ol Videntification des génotypes
tétraploides a été réalisée : cas du locus Glutamate oxalo-
acétate transaminase chez Dactylis glomerata (LUMARET &
VALDEYRON, 1978) et du locus Phosphoglucose Isomerase
Pgi chez Lolium spp. (NIELSEN, 1980).

Les premiers travaux utilisant électrophorése sur la
luzerne et des espéces voisines ont été publiés en 1971 par
PrRZYBYLSKA & HURICH. Ces auteurs ont montré que les
pourcentages de similitude entre les protéinogrammes
¢étaient en bonne corrélation avec les caractéres morphologi-
ques et cytologiques. MARIANI (1978) a pu conclure a
Iexistence probable d’un ancétre commun avec Medicago
glutinosa. On peut donc penser que I'électrophorese se
révélera un bon outil pour des études systématiques du
genre Medicago.

Par ailleurs, I'électrophorése a été utilisée chez la luzerne
pour rechercher une clef d’identification d’une soixantaine
de clones a I'aide de protéinogrammes et des zymogrammes
d’estérases et de peroxydases. En fait peu d’entre eux ont
pu étre classés individuellement (DELOSS FORD, 1973). DE
VIENNE (1978) a cependant montré, sur le pollen, que les
variables enzymatiques discriminaient mieux des familles
apparentées que des variables biométriques telle que la
longueur du tube pollinique et le taux d’autofertilité.
L’évolution de ces variables, sous divers systémes de
production, est compatible avec des modeles simples de
génétique des populations.

Une autre utilisation de I’électrophorése, chez Medicago
sativa, a été la recherche de marqueurs de résistance au
froid (KRASNUCK et al., 1976) par Ianalyse de 2 variétés,
I'une résistante et l'autre sensible, pour 4 syst¢mes
d’enzymes ayant des propriétés hydrolytiques. Aucun mar-
queur de résistance n’a pu étre mis en évidence.

Dans un court article, QUIROS (1979) indique que P'étude
de plusieurs provenances de Medicago sativa et falcata,
especes diploides et interfertiles, lui a permis de révéler par
électrophorese sur gel d’amidon 5 locus de « peroxydases »
et 2 locus de « leucine aminopeptidases ». Cependant, il ne
précise pas si des croisements ont été réalisés pour confir-
mer ces hypothéses. Ces systemes, ainsi que les « estérases »
ont été utilisés avec efficacité, dans une 2°étude pour
I'identification d’une vingtaine de plantes tétraploides
(QuIros, 1980).

Une premiere recherche du déterminisme génétique de
4 systémes enzymatiques a donc été faite sur des individus
diploides, appartenant a une population de Medicago sativa
subsp. coerulea, afin de limiter les effectifs a analyser et de

simplifier les hypothéses a formuler. Une deuxi¢me étude a
été ensuite entreprise sur des individus tétraploides de
Medicago sativa subsp. sativa afin de déterminer s’il était
possible de connaitre la structure génotypique d’un individu
tétraploide par la simple lecture de son zymogramme.

II. MATERIEL ET METHODES

A. Matériel

1. Origine de la population diploide

La population diploide analysée a été récoltée en 1953 en
Transcaucasie puis probablement multipli¢e au Canada.
Elle fait partie de espéce Medicago coerulea (2 n = 16) qui
est, en fait, considérée comme une sous-espéce de Medicago
sativa (2n = 4 x = 32) (GILLIES, 1972). En effet, de nom-
breuses caractéristiques morphologiques et cytologiques
sont comparables. La distinction entre les 2 niveaux de
ploidic se fait sur les tailles de gousses, des graines et des
fleurs, en moyenne plus petites chez Medicago sativa subsp.
coerulea que chez Medicago sativa subsp. sativa. 71 plantes
diploides ont été utilisées dans cette étude.

2. Origine de la population tétraploide

L’échantillon de plantes tétraploides analysées appartient
a la population « Flamande » de Medicago sativa, récoltée
dans le Nord de la France et conservée a Versailles au
Groupement d’Etude et de contrdle des Variétés et des
Semences (G.E.V.E.S.). De¢ nombreuses variétés de
luzerne, actuellement cultivées, proviennent, totalement ou
en partie de ce pool génétique ; 84 individus de cette
population ont été analysés.

B. Méthodes

La technique utilisée, I'électrophorese, permet d’étudier
les formes multiples d’enzymes, que nous appellerons ici
isoenzymes, issues d’'un méme organisme, ayant la méme
fonction catalytique et résultant de différences dans la
structure de la molécule.

Les extraits sont obtenus a partir d’une dizaine de feuilles
prélevées, alors qu'elles ne sont pas encore complétement
dépliées, a I'apex des différentes ramifications d’une plante.
Le broyage s’effectue dans un tampon Tris 10 m M, KCL
25m M, pH 7. L’extraction se fait en enveloppant un potter
de « KONTES » dans un manchon de glace pilée. Aprés
2mn de broyage, l'extrait est centrifugé a 11000 t/mn
pendant 15 mn et le surnageant est réparti dans des tubes de
polypropyléne contenant quelques cristaux de saccharose
qui, aprés dilution, augmenteront sa densité. Les extraits
sont conservés au congélateur a — 30°C ou — 80°C. La
migration des protéines s’effectue dans un gel de polyacryla-
mide & 10 p. 100 de 8 cm X 8 cm X 0,3 cm. Le tampon de
migration, Tris 89 m M a.borique 8 mM EDTA
25.107'M ph 8,3 (PEACOK & DINGMAN, 1967) est identi-
que dans la cuve d’électrophorese et dans les gels. A ce
tampon est ajouté un détergent non ionique, le Sinopal
NP 40, a la concentration 0,05p. 100, qui améliore la
résolution et intensifie la couleur des bandes (DE VIENNE,
comm. pers.). 16 systemes ont été essayés parmi lesquels 4
ont été retenus pour leur bonne répétabilité, leur lecture
aisée et le polymorphisme observé entre les individus. 11
s'agit des systtmes glutamate oxaloacétate transaminase
(GOT; E.C.: 2.6.1.1.), leucine amino peptidasc (LAP ;
E.C. 34.1.1.), (B-Amy; E.C. 3.2.1.2.) et phosphatases
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acides (PA ; E.C. 3.1.3.2.). Les solutions de révélation sont
indiquées en annexe (BRUNEL, 1979).

La répétabilité a ¢été confirmée en faisant les manipula-
tions 2 fois sur les mémes extraits puis avec de nouveaux
extraits de la méme plante.

III. RESULTATS ET DISCUSSION

Trois points sont a noter avant de présenter les résultats :

1. La lecture des zymogrammes (*) et des données
bibliographiques ont permis de formuler des hypothéses sur
le déterminisme génétique des bandes. Ces hypothéses ont
été éprouvées par l'analyse des descendances de croise-
ments controlés entre parents choisis pour leurs caractéristi-
ques électrophorétiques.

Il a semblé plus intéressant de réaliser plusieurs croise-
ments du méme type en limitant les effectifs des descendan-
ces plutdt qu’un seul croisement comportant un plus grand
nombre de descendants.

2. Une étude préliminaire réalisée sur des individus
diploides et tétraploides ayant permis de constater que I'on
retrouvait des bandes migrant au méme niveau sur le gel
quel que soit le degré de ploidie, mais dont l'intensité était
variable chez les tétraploides, nous a permis de formuler
2 hypotheses :

— La premi¢re hypothése émise est que les locus mis en
évidence chez les diploides sont homologues de ceux
existant chez les tétraploides. Toutefois, la confirmation
indiscutable de cette hypothé¢se proviendrait de I'étude
d’individus autotétraploides obtenus artificiellement par
doublement de génomes diploides.

— La deuxiéme est que les différences d’intensité obser-
vées selon les individus tétraploides reflétent des différences
dans le dosage allélique et qu’il est possible de distinguer les
génotypes aabb, aaab et abbb au vu de leurs zymogrammes.
En effet, une corrélation linéaire entre le dosage allélique et
Iactivité enzymatique correspondante a été trouvée pour la
plupart des systémes étudiés chez des organismes aussi
variés que Saccharomyces (CIFERRI et al., 1969) Datura,
Hordeum et dans les cultures de cellules de mammiféres,
tels que la souris (FABER, 1973) et 'homme. Néanmoins, il
existe des exemples, notamment chez la drosophile, ol
aucune différence d’activité enzymatique n’a été mise en
évidence en fonction du degré de ploidic (VRUENHOEK,
1975).

Le déterminisme génétique étant supposé connu par
I’étude des diploides, les bandes correspondant au fonction-
nement d’alléles différents ont été notées selon leur inten-
sité relative par des coefficients égaux a 1, 2, 3, ou 4 (un
allele ne pouvant étre présent au plus que 4 fois chez un
méme individu tétraploide). Par exemple, si 2 bandes
correspondant au méme locus Loc X ont méme intensité,
elles seront notées chacune avec un coefficient 2, soit
{2a2b} qui correspond a un individu digénique duplex.
Les génotypes sont alors distingués par des exposants qui
correspondent au nombre de fois ou l'allele est représenté
dans un individu. Par exemple {2a2b} correspond au
génotype (Loc X,)-(Loc X,)*. Les bandes ont été notées
une premiere fois par lecture directe en assignant & chacune
un coefficient. Un spectrophotométre, utilisé par la suite,

(*) L’auteur s’excuse de ne pas pouvoir présenter, pour des
raisons matérielles, les photographies des zymogrammes mais se
propose de les envoyer a toute personne qui en ferait la demande.

n’a pas donné de résultats plus intéressants que la lecture
directe. Bien que permettant le stockage des résultats avec
une perte minimum d’information, I'utilisation du densito-
metre est fastidieuse et ne facilite pas I'interprétation.

3. Les ségrégations attendues pour les différents croise-
ments entre individus tétraploides ont été calculées en
tenant compte de la structure autotétraploide de la luzerne.
Plus précisément, les proportions observées ont été compa-
rées a celles attendues pour un indice de séparation, a = 0,
probabilité pour un gameéte de posséder 2 alleles fréres
(DEMARLY, 1964).

A, Systéme GOT : glutamate oxaloacétate transaminase

D’apres de nombreuses études génétiques, cette enzyme
fonctionne sous forme de dimére notamment chez Zea mays
(Mac DONALD & BREWBAKER, 1972 ; SCANDALIOS et al.,
1975), Stephanomeria exigua (GOTTLIEB, 1973), Triticum
aestivum, Secale cereale et Agropyron elongatum (HART,
1975 ; TANG & HART, 1975 ; HART et al., 1976), Dactylis
glomerata (LUMARET, 1977), Pinus nigra (BONNET-MASIM-
BERT & BIKAY-BIKAY, 1978).

Ces résultats ont été confirmés par des expériences de
dissociation et de réassociation des sous-unités (HART,
1977).

1. Analyse des individus diploides ; hypothéses sur le déter-
minisme génétique
Sur les gels 2 zones se distinguent (fig. 1) :

— Zone 1: tous les individus analysés présentent la
méme bande. Aucune hypothése n’a pu étre formulée ni
testée.

— Zone 2: 70 individus présentent la méme bande,
1individu présente 3 bandes dont une commune avec les
70 autres individus.

Zymogrammes des individus diploides

Y

8P

]

af Zone 2

ao

JUt U

Génotypes correspondants

(Got, — Got,) (Goty Y

Effectif

Figure 1
Systeme « Glutamate-Oxaloacétate- Transaminase ».
““ Glutamate-Oxaloacetate-Transaminase ” system.

Compte tenu des résultats bibliographiques sur des espe-
ces appartenant a des genres tres différents, I'hypothese
émise pour le déterminisme génétique a été existence dans
la population de 2 alleles d’'un méme locus Got, et Got,,.
Got, produirait la sous-unité o et Got, la sous-unité B. Les
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TABLEAU 1

Recherche du déterminisme génétique du systéme « Glutamate oxaloacétate transaminase » : résultats des descendances des croisements entre
diploides.
Genetic determination of the « Glutamate oxaloacetate transaminase » system : results on the offspring of crosses between diploids.

Croisement réalisé Descendance attendue Descendance Effectif
obtenue
Zymogrammes {b}x{abc}
L 1 1
Génotypes correspondants (Got,)* X (Got, — Got,) E(Got‘,)2 ; E(GOta - Got,)
? D68 x 3 D69 {b}=7 N=15
{abc}=8
Zymogrammes {b}x{b} 100% {b}
Géhof);pes correspondants (Got,)? X {Got,)? (Got,)>
D15 x D53 b=35 N=35

70 individus possédant une seule bande (appelée b) seraient
homozygotes (Got,)?, 'enzyme étant sous la formule BB.
L’individu & 3 bandes (appelées a, b et c) serait hétérozy-
gote (Got,-Got,) et posséderait donc les 3 formes fonction-
nelles aa, af et BP.

2. Test de U'hypothése génétique : analyse des descendances
de croisements

Il n’existait dans I’échantiilon étudié qu’un seul individu a
3 bandes, peu florifére. Il a été croisé avec un individu {b}
supposé homozygote afin de tester la présence des 2 phéno-
types {b} et {abc} dans les proportions 1.1. Le tableau 1
donne les phénotypes des 15 descendants obtenus ainsi que
la composition de la descendance d’un croisement entre
2 individus {b}.

L autofécondation de I'individu {abc} a été réalisée pour
rechercher les phénotypes {a}, {b} et {abc} attendus dans
un rapport 1.2.1. mais la descendance n’était pas viable.

3. Conclusion

Les résultats sont compatibles avec Pexistence de 2 for-
mes alléliques d’un gene codant pour une enzyme glutamate
oxaloacétate transaminase qui fonctionne sous forme de
dime¢re dans le genre Medicago.

4. Analyse des individus tétraploides

Le locus Got s’est révélé monomorphe pour I’échantillon
de la population tétraploide. Tous les individus présentent
une bande migrant au méme niveau que la bande b des
individus diploides et sont donc (Got,)*. Aucun croiscment
n’a donc été réalisé.

B. Systéme LAP : leucine amino peptidase

De nombreux résultats génétiques sur Zea mays (SCAN-
DALIOS, 1969), Pisum sativum (SCANDALIOS & CAM-
PEAU, 1972; ScaNDALIOS & ESPIRITU, 1969), Picea
abies (LUNDKVIST, 1974), Pinus sylvestris (RUDIN,
1977), permettent de conclure a la nature monomérique de
la forme fonctionnelle des LAP.

1. Analyse des individus diploides

Sur les zymogrammes, 3 zones peuvent étre distinguées
en allant des bandes les plus rapides vers les plus lentes

(fig. 2):

— Zone 1: 3 bandes appelées a, b et ¢ sont observées
dans I'échantillon, chaque individu n’en présente qu’'une ou
deux, 1 individu ne posséde aucune bande.

— Zone 2 : 3 bandes appelées f, g et h sont observées et
comme pour la zone 1, chaque individu n’en présente
qu’une ou deux.

— Zone 3: il existe 2 bandes (d et ¢) de faible intensité
et présentes chez tous les individus. Aucune hypothése ne
peut étre formulée ni testée.

2. Etude de la zone 1 des zymogrammes
a) Hypothése sur le déterminisme génétique

Les données bibliographiques et I'analyse des zymogram-
mes laissent supposer que la zone ! correspond au produit
de fonctionnement d’un géne a 4 alléles codominants Lap
1,, Lap 1,, Lap 1. et Lap 1,,. L’existence d’un all¢le nul
dans la population expliquerait I'absence d’activité enzyma-
tique chez un individu de génotype (Lap 1,,)*

b) Test de I'hypothése génétique : analyse des descen-
dances de croisements choisis

Tous les croisements envisageables n’ont pu étre réalisés
car les individus intéressants n’existaient pas toujours dans
'échantillon de la population ou étaient morts entre le
moment de lanalyse et le début des croiscments. Les
croisesments réalisés et les descendances obtenues sont
indiqués dans le tableau 2.

Certaines valeurs des x? sont un peu élevées, toutefois an
seuil de 5 p. 100 elles ne sont pas significatives. La somme
des x? est aussi un x* a 8 ddl de valeur 6,41. La probabilité
de trouver une valeur de x4 supérieure a 6,41 est de I'or-
dre de 0,60. L’ensemble de ces résultats est donc compa-
tible avec Phypothése émise. Cependant, le croisement
D64 X D1 présente dans sa descendance, qui ne devait
comprendre que des individus {ab} et {bc}, un individu
{b}. Cet individu aberrant peut correspondre soit a une
erreur de numérotation au moment de la plantation ou de
Pextraction, soit au résultat d’une autofécondation du
parent femelle D64 dont le taux d’autofécondation est
pourtant tres faible.

Malgré ce résuitat et tant qu’il n’y aura pas d’autres
informations contradictoires, il ne semble pas nécessaire de
remettre en cause lhypothése formulée. De plus, les
quelques résultats obtenus sur des descendants d’autofécon-
dation sont compatibles avec I'hypothese.
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Zymogrammes des individus diploides

'
ail”

-

Génotypes correspondants

(Lapl,-Lapl,)

(Lapl,-Lapl,) (Lapl,-Laply) (Lapl,-Laply) (Lapl,-Lapl.) (Lapl,-Lapl,) (Lapl,-Lapl,)

(Lap2)? (Lap2cLap2)  (Lap2,) (Lap2,Lap2)  (LaprLap2)  (Lap2)’ (Lap2,y?
Effectif

13 1n 1 1 1 1 3
Zymogrammes des individus diploides
h s —
. - Z - _ - _ -
e (- - - - . - . - -
di_- - - - - - - .
C | =—
b 3 - — -
[+ BRIY -_— -_— —
Génotypes correspondants
(Lapl,-Lapl,) (Lap1,)? (Lap1,)? (Lapl,y (Lapl,) (Lapl,) (Lapl,y (Lapl,?
(Lap2,)* (Lap2® (Lap2cLap2,) (Lap2,)? (Lap2,’ (Lap2cLap2,) (Lap2rLap2)  (Lap2,)?

ou
(Lapl,-Lapl,y) (Lapl,-Lapl,,;)  (Lapl,-Lapl,,) (Lapl,-Lapl,,) (Laply-Lapl,,)  (Laply-Laply,)
(Lap2,y? (Lap2rLap2,) (Lapl,? (Lap2,)? (Lap2Lap2,) (Lap2rLap2,)

Effectif

1 2 1 1 6 12 2 1

Figure 2

Systéme « Leucine-Amino-Peptidase ».
““ Leucine-Amino-Peptidase ' system.

TABLEAU 2

Recherche du déterminisme génétique de la zone 1 du systéeme « Leucine Amino Peptidase » :

diploides.
Genetic determination of zone 1 of the « Leucine Amino Peptidase » system : results on the offspring of crosses between diploids.

résultats des descendances des croisements entre

Croisement réalisé Descendance Descendance Valeur du
attendue obtenue X’ etde P
Zymogrammes {b}x{b} 100% {b }
Génotypes correspondants (Lap 1,)* (Lap 1,y
(Lap 1,y
2 D17 x & D15 {b}=34
N =34
? D34 x & D36 {b}=15
N=15
Zymogrammes {nul} x{b} 100%{b}
Génotypes correspondants (Lap1,,) x (Lap1,, — Lap1l,)
(Lap 1,)?
? D39 x 3 D34 {b}=31
N=31
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TABLEAU 2 (suite)

Recherche du déterminisme génétique de la zone 1 du systéme « Leucine Amino Peptidase » : résultats des descendances des croisements entre
diploides.

Genetic determination of zone 1 of the « Leucine Amino Peptidase » system : results on the offspring of crosses between diploids.

Croisement réalisé Descendance Descendance Valeur du
© attendue obtenue x> et de P
Zymogrammes {ab} x{b} {b} 1
{ab} 1
Génotypes correspondants (Lap 1, — Lap1,) X (Lap 1,)?
(Lap 1,y (Lap1,—Lapl,)
? D5 x 3 D15 {b}=40 x;=0,01
{ab} =41 P =092
N =181
2 D62 x 3 D64 {b}=29 x;=3,1
{ab}=17 P = 0,07
N =46
Q D15 x & D53 {b}=18 x2=0,02
{ab}=17 P =0,88
N=35
Zymogrammes {bc}x{b} {bc} 1
{b} 1
Génotypes correspondants (Lap 1, — Lap 1) X (Lapl, — Lap 1)
(Lap 1, (Lap L)’
? D16 X 3 D41 {b}=31 x;=2,88
{bc}=19 P=0,1
N =50
Zymogrammes {b}x{ac} {ab} 1
{bc} 1
Génotypes correspondants (Lap 1,)* X (Lapl, — Lap 1,)
(Lap1, - Lap1) (Lap1, - Lap 1)
Q2 D64 x 3 D1 {ab} =10 x;=0,33
{bc}=14 P = 0,60
{b}=1
N=25
Zymogrammes {ac} x {ab} {a}l;{ab}1
{ac}1; {bc}1
Génotypes correspondants (Lap1,— Lap1) X (Lap 1,)’
(Lapl, - Lap1,) (Lap1, — Lap1,)
(Lap1, - Lap1,)
(Lap1, - Lap 1)
? D59 X 3 D62 {a}=6 x§=0,40
{ab} =7 P=094
{ac}=6
{bc}=8
N=27
I = xg = 6,41
P=0,60

NB;: La valeur de x* du croisement D64 x D1 a été calculée sans tenir compte de I'individu aberrant {b }.
NB,: N est Ieffectif étudié¢ pour chaque croisement.

NB;: P cst la probabilité¢ de trouver une valeur de x* supéricure a la valeur obscrvée.
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TABLEAU 3

Confirmation du déterminisme génétique du locus Lap I au niveau tétraploide : descendances des croisements.
Confirmation of the genetic determinism of the Lap 1 locus at the tetraploid level : offsprings of the crosses.

Croisement réalisé Descendance Descendance Valeur du
attendue obtenue x> et de P
Zymogrammes {4b} x {4b} 100% {b}
Génotypes correspondants (Lap 1,)* X 100 %
(Lap 1,)" (Lap 1,)"
QT23x 3 T28 {b}=11
N=11
Zymogrammes {2b2c} x {4b} {4b} 1
{3blc} 4
{2b2c} 1
Sia=0
Génotypes correspondants (Lap1,)’ (Lap 1)’ (Lap L,)*
x (Lap 1,)* (Lap 1, (Lap 1)
(Lap 1, (Lap LY
? T54 x 3 T32 {db}=2 impossible
{3bla}=8 d’utiliser
{2a2b}=3 le test x°
N=13
Zymogrammes {4b} x{2a2b} {4b} 1
{3bla)} 4
{2a2b} 1
Sia=0
Génotypes correspondants (Lap 1,)* x (Lap 1,)
(Lap 1,)* (Lap 1)’ (Lap 1.0 (Lap L,)
(Lap L,)* (Lap 1)’
? T18 x & T22 {4b} =19 Sia=0
{3ala}=48 x3= 3,45
{2a2}=17 P=0,15
N=2§84

NB,: P est la probabilité de trouver une valeur de x* supéricure
NB, : N est Peffectif étudié pour chaque croisement.

a la valeur observée.

c¢) Conclusion

La zone 1 du systéme leucine amino peptidase est sous le
contrdle génétique d’un locus Lap 1, 4 alleles étant présents
dans I'échantillon.

d) Confirmation au niveau tétraploide du déterminisme
génétique du locus Lap 1

Bien que pour le locus Lap 1 au moins 3 alleles existent
dans la population, aucun des individus de I’échantillon ne
posséde une structure génotypique de type trigénique. Les
croisements ont donc été effectués entre les plantes digéni-
ques choisies en tenant compte des différences d’intensité
des bandes et des descendances ont été analysées (tabl. 3).

Les faibles effectifs et le petit nombre de croisements
étudiés ne permettent pas de conclure avec certitude et on
se trouve souvent & la limite des conditions d’utilisation du
test x2. Cependant, les différents phénotypes attendus ont
toujours été observés. Il semble donc que les différences
d’intensité des bandes correspondent bien a des différences
dans le dosage allélique.

3. Etude de la zone 2 des zymogrammes

a) Hypothése sur le déterminisme génétique

De méme que pour la zone 1, les données bibliographi-
ques et la lecture des zymogrammes suggérent que les
3 bandes f, g et h de la zone 2 correspondent aux produits de
3alleles codominants d'un méme locus Lap 2;, Lap2, et
Lap 2,.

b) Test de I'hypothése génétigue : analyse de la descen-
dance de croisements

Les résultats des différentes descendances des croise-
ments choisis se trouvent dans le tableau 4. Bien que la
somme des x? soit un x> 4 11ddl de valeur 23,66 donc
significative au seuil de 5 p. 100, il semble difficile de rejeter
I’hypothése émise pour 2 raisons :

e toutes les catégories phénotypiques attendues ont été
trouvées dans les différentes descendances,

e d’autre part, la valeur élevée de la somme du x* est
essentiellement due a 2 croisements sur les 9 réalisés.
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TABLEAU 4

Recherche du déterminisme génétique de la zone 2 du sysiéme « Leucine Amino Peptidase : résultats des descendances des croisements entre
diploides.

Genetic determination of zone 2 of the « Leucine Amino Peptidase » system : results on the offspring of crosses between diploids.

Croisement réalisé Descendance Descendance Valeur du
attendue obtenue x> et de P
Zymogrammes {g}x{f} 100 % {fg}
Génotypes correspondants (Lap 2,)* % (Lap 2;)? (Lap2;— Lap2,)
2 D39 x & D34 {fg}=30
N =30
Zymogrammes {f}x{fg} {f} 1
{fg} 1
Génotypes correspondants (Lap 2,)* x (Lap 2;)*
(Lap2,— Lap2,) (Lap2;— Lap2,)
¢ DS x 3 D15 {f}=136 =
{fg}=45 P=0,31
N=281
2 D34 x 3 D36 {f}=9 xX:=006
{fg}=6 P=0,43
N=15
? D16 x & D41 {f}=26 x; = 0,08
{fg}=24 P=0,77
N=50
? D59 x 3 D62 {f}=15 X =0,33
{fgy=12 P = 0,60
N =27
¢ D1x & D64 {f}=13 X2=0
{fg}=13
N=26
Q2 D62 X & D64 {fg}=33 x21=8,69
{f}=13 P = 0,003
N =46 rejet au seuil
de 1%
Zymogrammes {fg}x{fg} {f} 1
{1g} 2
{g} 1
Génotypes corrcspondants (Lap 2, — Lap 2,) % (Lap 2,)?
(Lap 2, — Lap 28) (Lap 2;— Lap 2,)
(Lap2,)’
? D15 x 3 D53 {fg}=23 X, =43
{f}=4 P=0,12
{g}r=8
N=35
Zymogrammes {fg} x{fth} {f} 1
{1g} 1
{fh} 1
{gh} 1
Génotypes correspondants (Lap2,— Lap2,) (Lap2;)?
(Lap2; — Lap 2,) (Lap2,— Lap2,)

(Lap 2, — Lap2,)
(Lap2, — Lap2,)
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¢ D15 x 3 D17 {f}=12 x2=8,11
{fg}=1 P=0,04
{th}=4
{gh}=3
N=30
Ix* = xf = 23,66
P=0,02

NB, = N effectif étudié.

NB, = P est la probabilité, sous 'hypothése nulle, de trouver une valeur de x? supéricure a la valeur observée.

La descendance D62 X D64 est en contradiction avec les
résultats homogénes obtenus pour 5 autres croisements de
méme type {fg} X {f}. Or, lors de I’étude de la zone 1 du
systtme Lap, la descendance de ce croisement ne corres-
pondait pas non plus aux ségrégations attendues. Des
hypothéses génétiques telles que Iexistence d’une trisomie
ont été envisagées. Elles n’ont pas permis d’expliquer ces
déviations. La lecture de la descendance d’un autre croise-
ment sur un gel mal identifié par erreur pourrait simplement
en étre la cause.

La valeur élevée du x* pour le croisement D15 x D17
peut étre interprétée, étant donné le faible effectif, comme
une déviation aléatoire.

c) Conclusion

Malgré les 2 descendances en contradiction avec I'hypo-
theése, il semble cependant raisonnable de considérer que la
zone 2 correspond au fonctionnement d’un géne Lap 2 qui a
au moins 3 formes alléliques Lap 2;, Lap 2, et Lap 2,.

d) Confirmation du déterminisme génétique du locus
Lap 2 au niveau tétraploide

Deux individus sur les 84 de I'échantillon présentent au
locus Lap2, 2bandes homologues des bandes f et g
trouvées chez les diploides. Ils ont, tous les deux, été notés
{3f1g}, les autres plantes étant {4f}.

Le seul croisement {3flg} x {4f} réalis¢é donne une
descendance compatible avec I'hypothése d’une fonction
linéaire entre I'intensité d’une bande et le dosage aliélique
(tabl. 5).

De méme que pour le locus Lap 1, ces résultats encoura-
geants restent cependant a confirmer.

Des individus présentant trois bandes pour le locus Lap 2
ont été observés par De VIENNE (1978). Le matériel étudié
alors était un mélange de grains de pollen germés issus
d’une cinquantaine de fleurs d'un méme individu. Les
plantes, ayant un zymogramme a 3 bandes, seraient donc
trigéniques.

C. Systéeme B-amylase : 3-amy

Les études génétiques faites sur le blé (NISHIKAWA ef al.,
1971 ; CHEN, 1970) et sur le mais montrent que les a-
amylases (EC.3.2.1.1) et les B-amylases (EC. 3.2.1.2)
fonctionnent sous forme de monoméres.

1. Analyse des individus diploides, hypothése sur le détermi-
nisme génétique

Une zone sur le gel a été choisic pour sa stabilité ct sa
répétabilité quels que soient les extraits. L’instabilité des
autres bandes peut étre due soit a des artefacts de manipula-
tion, soit & des différences d’états physiologiques des plantes
lors des divers prélévements (fig. 3).

Compte tenu des résultats bibliographiques et du fait que
les individus ne possédent qu’une ou 2 bandes parmi les
autres observées sur 'échantillon, 'hypothése émise est
Pexistence de 4 alleles codominants B-Amy,, B-Amy,, B-
Amy, et B-Amy, d’'un méme locus codant respectivement
pour les unités a, B, y et 3 qui migrent au niveau des bandes
a, b, cetd.

TABLEAU 5

Confirmation du déterminisme génétique du locus Lap 2 au niveau tétraploide : descendances des croisements.
Confirmation of the genetic determination of the Lap 2 locus at the tetraploid level : offspring from the crosses.

Croi salisé Descendance Descendance Valeur du
roisement realise attendue obtenue x> et de P
Zymogrammes {4f} x {3f1g} {4f} 1
{3f1g} 1
sia=0
Génotypes correspondants (Lap 2)* X (Lap 2))*
(Lap 2’ (Lap2,) (Lap 29’ (Lap 2,)
2 T18 X & T22 {4f} =34 Sia=0
{3f1g} =29 x§=0,39
N =63 P = 0,60

NB, : P est la probabilité de trouver une valeur de x* supérieure a la valeur observée.

NB,: N est leffectif étudi¢ pour chaque croisement.
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TABLEAU 6

Recherche du déterminisme génétique du sysiéme « B-Amylase » : résultats des descendances des croisements entre diploides.

Genetic determination of the « B-Amylase » system : results on the offspring of crosses between diploids.

Croi ¢alise Descendance Descendance Valeur du
roisement réalisé attendue obtenue x> et de P
Zymogrammes {ab} x {b} {ab} 1
{b} 1
Génotypes correspondants (B-Amy, — B-Amy,) (B-Amy, — B-Amy,)
X (B-Amy,)’ (B-Amy,)’
? D15 x & D53 {b}=16 ;=091
{ab} =25 P=0,34
N =41
2 D15 x & D17 {b}=19 ;=112
{ab} =13 P=0,30
N=32
? D5 x 3 D15 {b}=43 X3 =045
{ab} =37 P =0,50
N = 80
Zymogrammes {b} x{bc} {b} 1
{bc} 1
Génotypes correspondants (B-Amy,)* x (B-Amy,)’
(B-Amy, — B-Amy,) (B-Amy, — B-Amy,)
? D39 x & D34 {b}=14 X; = 0,29
{bc} =17 P = 0,60
N =31
? D62 x & D64 {b}=21 xi=10,58
{bc}=25 P=0,30
N = 46
? D34 x & D36 {b}=12 x; = 0,04
{bc}=13 P=0,85
N=25
Zymogrammes {ac} x{b} {ab} 1
{bc} 1
Génotypes correspondants (B-Amy, — B-Amy,) (B-Amy, — B-Amy,)
X (B-Amy,)’ (B-Amy, — B-Amy,)
? D16 x & D41 {bc} =32 X =1,14
{ab} =24 P = 0,30
N = 56
Zymogrammes {b}x{b} 100% { b}
Génotypes correspondants (B-Amy, )’ x (B-Amy, )’
(B-Amy, )’
2 D1 x 3 64 {b}=26
N =26
Zymogrammes {ab} x {bc} {ab}1;{b}1
{ac}1;{bc}1
Génotypes correspondants (B-Amy, — B-Amy,)

(B-Amy, )’
(B-Amy, — B-Amy,)
(B-Amy, — B-Amy,)
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? D59 x & D62 {ab} =7 X3 = 3,66
{b}=3 P=0,30
{ac} =10
{bc}=7
N=27
sz = x120= 8$19
P = 0,60

NB, : P est la probabilité de trouver une valeur de x* supéricure a la valeur observée.

NB, : N est I'effectif étudi€¢ pour chaque croisement.

Zymogrammes
¢ ic ¢ ¢ c e — ¢
¢ [ J— b b b b
a a a :a a__ @ _.:a_
d :d d d —. :d d cd

Génotypes correspondants

L : : : B-Amy, : B-Amy, : B-Amy, :
(B-Amy.f : (B-Amy,) : (B-Amyf : (B-Amy,)f :
: : :B-Amy, : B-Amy, : B-Amy, :

¢ ic [J—
b b b
a :a a
d cd . id —

B-Amy, : B-Amy, : B-Amy,

B-Amy. : B-Amy, : B-Amy,

Figure 3
Effectif observé Systéme « B AMYLASE ».
o : ® : 0 : 0 U 1 : 0 : 4 0 “B AMYLASE " system.

Effectif N = 65

2. Test de I'hypothése : analyse des descendances de croise-
ments choisis

Les résultats sont inscrits dans le tableau 6. Ils sont
cohérents avec I'hypothése pour les bandesa, b, c. La
somme des x? est un x> a 10 ddl de valeur 8,19. La
probabilité de trouver une valeur supérieure sous
I'’hypothése nulle est de I'ordre de 0,60. Etant donné la
répétabilité et la localisation de la bande d sur le gel, on
considérera qu’elle correspond au produit d’un alléle B-
Amy,. Cette hypothése n’a pas encore pu étre testée.

3. Conclusion

L’hypothése de I'existence d’un contrdle génétique par un
locus a 4 alleles codominants du systéme P-amylase est
retenue.

4. Confirmation, au niveau tétraploide du déterminisme
génétique du locus B-Amy

Bien que 4 alléles soient présents dans la population,
aucun individu n’est tétragénique. Cependant plusicurs sont
trigéniques.

De méme que pour les locus Lap 1 ou Lap 2, les bandes
ont été notées selon leurs intensités. Quelques individus
choisis pour leurs zymogrammes, ont été croisés et leurs
descendances analysées (tabl. 7).

La descendance du croisement TI8 x T22 soit
{2a2b } x {2a2b }, d’effectif assez important, semble cor-
respondre aux proportions attendues pour les autotétraploi-
des (1.8.18.8.1).

Par ailleurs, I'analyse d’une dizaine de populations natu-
relles de Medicago sativa d’origines diverses (France, Tur-
quie, Tunisie, U.R.S.S., Chine) ont révélé une dizaine de
bandes électrophorétiques correspondant probablement a
des all¢les différents (DE DENYS & LEMAIRE, 1980).

D. Le systeme phosphatases acides: PA

Diverses hypothéses ont été faites pour la zone corres-
pondant aux bandes électrophorétiques les plus rapides des
phosphatases acides. Mais elles n’étaient pas compatibles
avec les résultats des croisements effectués. De plus, la
technique de révélation utilisée est fastidieuse et de nom-
breuses précautions sont nécessaires pour obtenir une
bonne répétabilité. Enfin la conservation au froid ne semble
pas une méthode trés favorable puisqu’aprés une quinzaine
de jours les résultats ne sont plus reproductibles. KRAS-
NUCK et al. (1976) ont constaté le méme phénoméne sur la
luzerne : une conservation des extraits au froid pendant une
période supérieure a 5 j altére les résultats.

Ce systétme enzymatique a été abandonné provisoire-
ment. Une étude plus approfondie, notamment une mise au
point du mode de conservation des extraits, est nécessaire.

E. Liaison entre les locus

En utilisant les descendances des croisements choisis pour
étudier le déterminisme génétique des bandes électrophoré-
tiques, il est possible de tester I'indépendance ou la liaison
entre les locus. Cependant les effectifs sont souvent faibles
et le type de croisement permettant de lire directement les
4 produits de la méiose, c’est-a-dire le couple réalisé par un
parent hétérozygote et un parent homozygote, n’existe pas
toujours.

Des valeurs élevées de x* suggérent une liaison entre les
locus Lap 1 et Lap 2. Sa valeur estimée par la méthode du
maximum de vraisemblance serait de l'ordre de 25 centi-
morgan.

Le locus B-Amy semble indépendant de Lap 1 et Lap 2.
La liaison entre le locus Got ct les autres n’a pu étre étudiée
car il n’existait qu'une seule descendance issue de 'individu
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TABLEAU 7

Confirmation du déterminisme génétique du locus B-Amy au niveau tétraploide : descendances des croisements.
Confirmation of the genetic determination of the B-Amy locus at the tetraploid level : offspring from the crosses.

. e Descendance Descendance Valeur du
Croisement réalisé attendue obtenue x> etde P
Zymogrammes {2a2b} x {2aab} {4a} 1
{3alb} 8
{2a2b} 18
{1la3b} 8
{4b} 1
sia=0
Génotypes correspondants (B-Amy)*
(B-Amy,)’ (B-Amy,)
(B-Amy,)* (B-Amy,)’
(B-Amy,) (B-Amy, )
(B-Amy,)*
? T18 x & T22 {da}= 0 Sia=0
{3alb}=24 X2=88
{2a2b} =60 P=0,10
{la3b} =21
{4b}= 7
N =112
QT2 x 3 T7 {4a}= 1 Les etfectifs sont
{3alb}= 4 trop faibles pour
{2a2b} =19 utiliser le test
{1a3b} = 2 X
{4b}= 0
N =26
Zymogrammes {4b} x {4a} 100 % {2a2b}
Génotypes correspondants (B-Amy,)* x 100 % (B-Amy,)
(B-Amy,)* (B-Amy,)’
? T23 x & T28 {2a2b} =11
N=11
Zymogrammes {1la3b} x {2a2b} {db} 1
{2a2b} 5
{3ala} B
{1b3a} 1
sia=10
Génotypes correspondants (B-Amy,) (B-Amy,)* (B-Amy, )
(B-Amy, ) (B-Amy,)’ (B-Amy,)* (B-Amy,)’
(B-Amy,)" (B-Amy,)
(B-Amy,) (B-Amy,)
sia=0
? T60 x & T18 {4b} =1 Les effectifs étant
{2a2b} =4 trop faibles, il est
{3alb} =7 impossible d’utili-
{1la3b} =0 ser le test x°
N=12

NB, : N = effectif étudié.
NB,: P est la probabilité, sous ’hypothése nulle, de trouver une

valeur de x* supéricure & la valeur observée.

hétérozygote Got,-Got, ct elle ne comprenait que 15 indivi-
dus.

F. Comparaison des populations di- et tétraploides

Les résultats des deux études permettent une premicre
comparaison de 2 populations de Medicago sativa a 2 ni-
veaux de ploidie différents. Toutefois les effectifs des échan-

tillons étudiés sont faibles et les conclusions sont & prendre
avec réserve.

Une fréquence allélique a été estimée pour chaque locus
d’aprés le génotype des individus (tabl. 8). II subsiste
toutefois une incertitude pour le locus Lap liée a la présence
de lallele Lap 1, dans la population. Les bandes migrant
au méme niveau sur le gel chez des individus de niveau de
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TABLEAU 8

Comparaison des fréquences alléliques dans les populations diploides et tétraploides.
Comparison of allelic frequencies in the diploid and tetraploid populations.

Population diploide

Population tétraploide

Fréquences Ecart . Fréquences Ecart .
Locus alléliques type Effectif alléliques type Effectif
Got f(Got,) =0,02 0,017 N =66 f(Got,) =1 N =62
f(Got,) =0,98 0,017
Lap f(Lap 1,) =032 0,06 59 f(Lap 1,) = 0,04 0,02 N =59
f(Lap 1,) = 0,60 0,06 f(Lap 1,) = 0,88 0,04
f(Lap 1.) = 0,06 0,03 f(Lap 1.) =0,08 0,03
f(Lap 1,,,) =0,02 0,02
Lap f(Lap 2,) = 0,67 0,06 58 f(Lap 2)) =099 0,01 N=55
f(Lap 2,) =0,30 0,06 f(Lap 2,) =0,01 0,01
f(Lap 2,) =0,03 0,02
B-Amy f(B-Amy,) =0, 0,03 65 f(B-Amy,) =0,33 0,05 N =64
f(B-Amy,) =0,85 0,04 f(B-Amy,) =0,59 0,06
f(B-Amy,) = 0,04 0,02 f(B-Amy,) =0,07 0,03
f(B-Amy,) =0,01 0,01 f(B-Amy,) =0,01 0,01
N.B. : f(Got,),, et f(Got,), ne sont pas significativement différentes au seuil de 5 %.
f(Lap 1,),, et f(Lap 1,),,
f(Lap 2,),, et f(Lap 2),, sont significativement différentes au seuil de 5 %.
f(B-Amy,),, et f(B-Amy,),,
ploidie différent sont supposées correspondre au méme TABLEAU 9

allele ou du moins a une méme classe allélique.

La richesse allélique aux locus Got et Lap 2 est plus faible
pour I’échantillon tétraploide. Par ailleurs, pour chacun des
autres locus considérés, il existe un all¢ie dont la fréquence
est supérieure a 0,5 et qui est le méme aux deux niveaux de
ploidie. Les autres alléles ont des fréquences bien plus
faibles. Les différences de fréquences entre les aliéles
prépondérants ne vont pas dans le méme sens si on passe
d’un niveau de ploidie a l'autre : pour le locus B-Amy on
constate une diminution de la fréquence de l'alléle B-Amy,
lorsque le niveau de ploidie augmente mais le phénoméne
contraire est observé pour le locus Got, Lap 1 et Lap 2.

Pour les 4 locus et les 2 niveaux de ploidie, on a recherché
si la structure génotypique était en accord avec une struc-
ture panmictique. Cependant étant donné les faibles effec-
tifs, il est souvent impossible d’utiliser le test x> méme aprés
avoir regroupé des classes génotypiques. Pour les 2 échantil-
lons étudiés et pour les 4 locus enzymatiques, aucun résultat
surprenant n’a été observé : les répartitions génotypiques
sont compatibles avec la panmixie. Ceci, allié au fait qu’il
existe a chaque locus une forme allélique prépondérante,
permet d’expliquer le faible nombre d’individus trigéniques
et tétragéniques dans la population tétraploide bien que 3
ou 4 alléles existent pour certains locus. Il faut souligner le
fait que les plantes cultivées en serre n’étaient pas en
condition de compétition et qu’elles n’ont donc subi aucune
sélection qui aurait éventuellement favorisé 'hétérozygotie.

Seules les fréquences des génotypes mono- et hétérogéni-
ques peuvent €tre comparées sur les échantillons diploides
et tétraploides (tabl. 9). Quel que soit le niveau de ploidie,
la moyenne des fréquences des génotypes monogéniques sur
les 4 locus étudiés est pratiquement de méme valeur.

La notion d’hétérozygotic, définie chez les diploides
comme la moyenne des fréquences des hétérozygotes sur un
nombre n de locus structuraux, a un intérét limité chez les

Comparaison des fréquences des génotypes monogéniques et hétéro-
géniques selon le niveau de ploidie.
Comparison of monogenic and heterogenic genotype frequencies at
different ploidy levels.

Locus Echantillon Echantillon
diploide tétraploidie
Got Ho : 98,5 % Ho : 100 %
He: 15% He: 0%
Lap 1 Ho : 46 % Ho: 75%
He : 54 % He: 25%
Lap2 Ho : 50 % Ho: 97 %
He: 50 % He: 3%
B-Amy Ho : 74 % Ho: 16 %
He : 26 % He: 84 %

Ho,, = 67,2 % Ho,, = 62,7 %

He,, = 32,8 % He,, = 373%

N.B.: H, représente les génotypes monogéniques.
H, représente les génotypes hétérogéniques.

autotétraploides. En effet, cette notion ne permet pas de
prendre en considération les différentes formes d’hétérozy-
gotie possibles (digénie, trigénie et tétragénie). Les indices
classiques de la génétique des populations semblent donc
inadaptés pour décrire le matériel polyploide qui représente
pourtant au moins 30 p. 100 des espéces végétales. Ce type
d’analyse par électrophorése montre la nécessité de conce-
voir des indices plus généraux et micux adaptés pour suivre
et comparer Pévolution des structures génotypiques des
populations.

Les présents résultats sur la structure génotypique des
populations sont certes limités puisque le principal but de
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TABLEAU 10

Répartition des différents génotypes rencontrés dans I'échantillon de la population tétraploide.
Genotype distribution in the tetraploid population.

Monogénique Monogénique
Monogénique Monogénique Monogénique a 2 locus Monogénique a 1 locus
Monogénique a 3 locus a 2 locus a 1 locus digénique a 3 locus digénique
aux 4 locus digénique digénique digénique a 1 locus trigénique a 2 locus
a 1 locus a 2 locus a 3 locus trigénique a 1 locus trigénique
a 1 locus a 1 locus
6 34 9 2 2 1

travail : élucider le déterminisme génétique de quelques
locus, était inconciliable avec l'analyse d'un trés grand
nombre d’individus de chaque population. II est néanmoins
assez surprenant de trouver un tel nombre d’individus
tétraploides a I'état monogénique ou digénique (tabl. 10).
L’autotétraploidie est en effet considérée comme une possi-
bilité de réservoir allélique conférant a court terme aux
individus une meilleure homdéostase et a long terme a la
population de vastes possibilités d’évolution. La baisse des
fréquences d’interactions d’ordre élevé (tétraminance, tri-
minance) est une des hypothéses retenues pour expliquer la
chute de vigueur considérable constatée chez les especes
autotétraploides allogames au cours des générations
d’autofécondations. Cependant, il faut garder en mémoire
que [électrophorése ne permet pas de révéler toute la
variabilité génétique existante.

1Iv. CONCLUSION

e Les techniques d’approche du génome, telle que I'électro-
phorése, feront sans aucun doute, progresser la théorie de la
génétique des polyploides et permettront de mieux
comprendre I'intérét de la structure autotétraploide dans le
phénomene de spéciation. Il deviendra notamment possible
de comparer les structures génotypiques mises en place
selon le degré de ploidie, le mode de reproduction et la
pérennité dans les populations et les espéces différentes
composant le genre Medicago, a condition d’augmenter le
nombre de marqueurs.

e Notamment le paramétre o égal a la probabilité de
formation d’un gamete possédant 2 alleles fréres donc
homozygote pourra étre estimé par I'étude électrophoréti-
que dc la descendance de certains croisecments bien choisis.
On peut, en effet se demander si o est constant dans les
diverses populations et si I'espéce ne posséde pas ainsi un
moyen de moduler son taux d’homozygotie selon le milieu.

o Les mécanismes de régulation et la comparaison de divers
degrés de ploidie pourraient étre analysés, par I'étude de la
mise en place des systémes enzymatiques sur des couples de
plantes isogéniques et sur différents organes (feuilles-pol-
len).

o Enfin lors de la sélection de cette espece, ces marqueurs
peuvent étre utilisés pour suivre 'évolution des fréquences
génotypiques des populations en sélection et notamment
des structures parentales lors de la création des variétés
synthétiques. Cette technique permet aussi une estimation
des taux d’autofécondation ainsi qu’une meilleure connais-
sance des mécanismes de sélection gamétique ou zygotique
par I'étude des générations successives.
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ANNEXE

Glutamate-Oxaloacétate-Transaminase : Got
Electrophorése a 240 V pendant 2 bleus 1/2
Gel mis dans une solution filtrée contenant :

— 200 mg a. aspartique
— 10 mg pyridoxal 5 Phosphate

— 20 mg a. a cétoglutarique + 25 mg. Fast blue BB Salt dans 50 ml de tampon Tris HC1 0,5 M pH = 8,3

Incubation 2 h a 37 °C a I'obscurité.

Leucine Amino-Peptidase : Lap

Electrophorése a 160 V pendant 2 bleus 1/4
Gel mis dans une solution contenant :

— L Leucyl-4-métoxy B-Naphthylamide : 24 mg dissous avec quelques gouttes de méthanol dans 3 ml H,O.

— NaCl 0,14 M: 24 ml
— KCN 0,02 M: 3 ml

— Fast Blue B Salt: 30 mg dans 30 ml dc tampon acétate de Na 0,1 M pH 6,5.

Incubation 2 h a 37 °C a I'obscurité.
Rincer avec NaCl 0,14 M.

Immerger dans CuSO, 0,1 M.

Rincer de nouveau avec NaCl 0,14 M.
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B Amylase

Electrophorese a 160 V pendant 1 h puis & 240 V pendant 2 h.
Gel mis dans solution contenant 2 p. 100 d’amidon dissous en chauffant jusqu’a éclaircissement dans tampon acétate

Na pH = 4,5 puis ramener a 37 °C.
Incubation 1/2h a 37°C a l'obscurité.
Bien laver les gels a I'eau (3 fois).

Placer les gels dans une solution d’eau iodo-iodurée (3 g I, + 30 g 1k,Q, = 11).

Phosphatases acides
Electrophorese & 240 V pendant 2 bleus.

Gel mis a préincuber dans une solution tampon acétate de Na pHS5 0,1 M a 0°C.

Changer 2 fois la solution tous les 1/4 d’heure.
Gel mis dans la solution de révélation n° 3.
Solution n° 1 :

Fuchsine basique 4 p. 100 dans HCI 2N

Mélanger NaNO, 4 p. 100 dans H,0

Solution n° 2 :

(800 mg dans 16 ml H,0 + 2 ml HCI)
(800 mg dans 20 ml H,0)

acide o naphthy! phosphate 0,11 p. 100 (400 mg)

Mélanger 100 m! de tampon veronal

260 ml de H,O

Solution n° 3:

32 ml de la solution 1

Mélanger 360 ml de la solution 2

Tampon véronal = Acétate Na 1,94 p. 100
+ barbital Na 2,94 p. 100

Le pH de la solution n° 3 est amené a pH 3,5 avec HCI. L’incubation a lieu a température ambiante, a 'obscurité pendant

2-3 h.
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