Un nouvel outil pour |'évaluation des ressour ces
genétiques: I'hybridation in situ
appliquée au complexe des

Agnes

Résumé: Selon |'approche de Jean , le complexe d'espéces du
genre sera décrit en relation avec la gestion de ses ressources
génétiques (conservation in situ et ex situ). Les différentes stratégies de
reproduction au sein de I'espéce cultivée A. seront discutées selon
leur avantage sélectif. Enfin sera présentée I'hybridation in situ sur chro-
mosomes d'une sonde froide et fluorescente, technique nouvelle permettant
d'obtenir de nouveaux marqueurs cytogénétiques. Cette technique, rapide
et précise, est précieuse pour suivre de chromosomes dans
de nouveaux contextes et savere utile pour I'évaluation des
ressources génétiques puisqu'elle fournit un profil chromosomique unique
pour chaque génotype caractérisé.

Mots-clés : complexe d'espéces, , ressources génétiques, hybri-
dation, sonde froide et fluorescente, mode de reproduction

L e concept

Soucieux de valoriser des espéces végétal es nécessaires au dével oppement
humain avant qu'elles ne disparaissent au profit d'espéces modernes a base
génétique étroite, Jean élabora une stratégie de gestion des ressources
génétiques en quatre opérations utilitaires de base : collecte des échantillons,
évaluation, conservation et enregistrement des informations dans des banques
de données.

L e concept de gestion des ressources génétiques qui en découle
permet |a compréhension d'une organisation dynamique des populations en
complexe d'especes. Ce concept novateur présente latriple originalité :

—d'apprécier les inter-relations des différentes composantes du complexe

d'espéces en termes de contrdles des échanges (ou flux) géniques,

—d'évaluer I'utilité et la valeur des ressources génétiques,

—et de proposer des schémas de conservation 7 situ.

* Université Paris-Sud, Laboratoire et de Systématique V égétales, Batiment
362, 91405 Orsay cedex,
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L'unité prise en compte dans |'évaluation de la diversité végétale selon
est la population, ensemble d'individus reflétant la variabilité géné-
tique , d'ou |'attention toute particuliére portée al'échantillon
collecté. L'évaluation multi-niveaux, agronomique et morphologique, de
I'échantillon-population peut étre complétée par des observations plus fines
décelant les différences cachées entre les individus d'un méme échantillon,
d'ou la nécessité de I'outil moléculaire dans les programmes de val orisation
des ressources génétiques. Latechnique unidimensionnelle
est un outil permettant d'illustrer le polymorphisme des popu-
lations naturelles et des variétés traditionnelles en mesurant le taux de
polymorphisme, et les distances génétiques. Une distribution
geographique des alleles vient compléter celle des observations morpholo-
giques et agronomiques. L 'ensemble de ces descripteurs permet de tirer des
informations sur |'organisation génétique de |'échantillon. La caractérisation
aun niveau moléculaire contribue au marquage du génome de I'espéce
considérée.

Un nouvel outil moléculaire : FISH

Les méthodes de la biologie moléculaire, qui connaissent une évolution
rapide, ont une portée pratique pour la caractérisation des ressources
génétiques. Notre propos est de présenter une toute nouvelle technique de
marguage moléculaire de chromosomes par hybridation fluorescente in situ

de sonde (Fluorescent In Situ Hybridization). Cette technique est
couramment employée pour cartographier le génome humain. Le marquage
des sondes et fluorescentes permet une détection des sites d'hy-

bridation rapide (quelques heures), précise (0,25 contre 1 avec le
tritium) et fiable (sur le chromosome).

A l'aide d'une sonde d'ADN ribosomal , hous
avons testé avec succes I'hybridation in situ de chromosomes . Un
des buts de I'amélioration génétique des cultivars commerciaux

(groupe des oignons) est de sélectionner pour la résistance aux stress
environnementaux et aux maladies. La plupart des hybrides F1 issus de

croisements avec A. ont été obtenus avec A.
et aucun avec A. .
Lastérilité des hybrides Fl est une barriére majeure a

des genes ; le transfert de caractéristiques d'une espece vers
une autre peut étre alors réalisé via des lignées d'addition. A un autre
niveau, les analyses cytogénétiques permettent, outre la description du
matériel, I'étude des relations entre les composantes du complexe d'especes.
En provoquant des hybridations entre ces composantes, il est alors possible
d'étudier les confrontations chromosomiques chez les hybrides. L e résultat
de ces hybridations traduit assez bien le degré d'éloignement des groupes
d'individus ( , 1985).
Ce type d'analyse souligne I'importance des formes spontanées comme
réserve originale d'alléles. En prospectant dans les centres d'origine et de
diversification, ot la domestication sest effectuée tres lentement en dehors
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de I'influence des technol ogies modernes, | es sources de résistance aux
maladies provenant d'espéces sauvages et de variétés ancestrales peuvent
étre valorisées en les transférant dans des cultivars modernes.

Des génes de résistance sont ainsi présents chez , une
espece étroitement apparentée a A. , provenant de I'Extréme-Orient ou
de nombreux types distincts se sont dével oppés suite a une longue histoire
de domestication. Ces génes peuvent étre transférés vers en
utilisant des lignées d'addition ( et Mangum, 1990). Les analyses
cytogénétiques et ont révélé lalocalisation des loci
(alcool déshydrogénase) et ( ), respectivement
sur le chromosome 5 et le chromosome 4
dA. ( et , 1988). Cependant, la détection de cette

est limitée sans marqueurs additionnels. Les sites d'hybridation
in situ fournissent ces marqueurs supplémentaires pour I'étude de la structure
du chromosome, la cartographie des génes dans la constitution d'une carte
physique, I'individualisation des chromosomes homologues et |a détection
des chromosomes spécifiques dans de nouveaux contextes génétiques (FI,
F2,BC..).

Le matériel végétal utilisé est composé de :

—deux especes parentales A. (2n = 2x = 16) New Mexico
Yellow Grano » et A. (2n=2x=16) « »,
—et de deux hybrides diploide [A. X A.

(2n=2x =16)] 81215 » et triploide [(A. X A. ) X A.
(2n = 3x = 24)] Delta Giant » (Perkins et al., 1958).

La sonde employée, le clone , consiste en un plasmide
qui contient une séquence de 9,8 kb (Chou-
mane et Heizmann, 1988). La méthode se déroule en 7 étapes :
—marquage ala de la sonde (ADN exogéne),
—traitement des préparations chromosomiques ala ,
—dénaturation de I'ADN des préparations chromosomiques (ADN en-
dogene),
—dénaturation de I'ADN de la sonde (ADN exogéne),
—hybridation de |la sonde (15-16 h),
—marquage de I'antigéne par un agent fluorescent (fluorescéine),
—deétection immunol ogique des sites d'hybridation par un anticorps
, en paralléle avec un deuxiéme anticorps (antifade).

Les sites d'hybridation obtenus (Fig. 1) révélent un marquage dans la
région terminale du bras court, y compris la paire de chromosomes

d 6, sauf chez A. (paire 5). On observe
un marquage specmque des séquences par une position différente
des sites. Le nombre des sites d'hybridation des paires est variable,
ce qui suppose que la plupart des séquences sont dans un
des chromosomes homologues de la paire 6 de A. et 5deA.
indiguant l'inactivité de larégion organisatrice . Le marquage des
paires 8 de A. et de A. indique la présence d'une région
organisatrice additionnelle aux paires , €t par le nombre

de sites différents des chromosomes homologues, son activité. La position
des sites intercalaires du chromosomes 8F" suppose |la transposition
dans de nouveaux sites chromosomiques chez A. . Le
marquage des hybrides réveéle une distinction non-ambigué
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entre les chromosomes paternels et maternels, et entre les chromosomes
homologues.

L'emploi d'une sonde a séguences répétées en tandem révéle une
localisation restreinte et prédominante des sites d'hybridation dans la région
) du bras court des Monocotylédones, ex-

cepté lalocalisation dans de nouveaux sites intercalaires (chez A.
). Par cette méthode, I'ADN ribosomal apparait bien associé aux
constrictions secondaires. Enfin, ces résultats ne sont pas en désaccord avec
I'hypothése que les régions organisatrices dans le complexe

des sont mobiles par translocation.

Ce nouvel outil moléculaire permet par une détection du nombre de sites
d'hybridation et de leur position un marquage précis des chromosomes en
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révélant un profil unique, utile pour individualiser les chromosomes homo-
logues. De par sarapidité et sa précision, il peut é&re employé pour
discriminer des espéces trés proches et pour suivre de chro-
mosomes individuels chez les hybrides :

en question

Cette méthode de génétique moléculaire est employée dans notre équipe
pour étudier I'organisation structurelle des chromosomes. L es génomes
présentent un contenu et une organisation de I'ADN fortement
variables, des petites régions d'/ADN peuvent étre altérées par des méca-
nismes tels que la délétion, la duplication, la mutation ou la transl ocation.
Lafixation de ces types d'altération peut créer des barriéres génétiques
contribuant a la réduction de lafertilité des hétérozygotes et conduisant a
une possible spéciation. Beaucoup de ces séquences répétées sont localisées
prés des centromeéres ou , Ou moins fréguemment, dans les régions
interstitielles des chromosomes. Elles sont associées aux régions

constitutive ne contient pas de ségquences codantes
mais des séquences répétées en tandem. Celles-ci peuvent étre détectées par
hybridation in situ al'aide d'une sonde d'/ADN satellite, comme nous |'avons
montré avec la sonde dADN ribosomal de tournesol.

constitutive est enrichie en ADN satellite selon les especes. Les
transposons sont souvent localiseés dans _ . Laquantité et
|la composition de ne sont pas uniformes chez les espéces ;

des différences ont été décel ées par des techniques de coloration de
chez des espéces méme tres proches. Des lignées de mal's adaptées
aux hautes altitudes présentent un petit nombre de « » (segment
), suggérant que le contenu de I'ADN diminue avec
I'altitude (Rayburn et Auger, 1989). Chez , il existe une corrélation
entre la quantité et la distribution de et lalocalisation
des especes ( , 1986).

Lesvariations de la quantité d'/ADN total peuvent étre considérées comme
I'expression d'un équilibre dynamique entre la prolifération des séquences
répétées et la sélection contre I'augmentation de la quantité dADN
(Schweitzer et al., 1989). Cette augmentation aurait pour effet de modifier
le volume et le rythme des divisions cellulaires (Price, 1976 ; Rees et al .,
1981). Ceci pourrait expliquer que la diminution de lataille des organismes
et I'accélération de leur cycle de vie sont associées a une diminution de la

quantité dADN. Chez , le passage d'un type pérenne vers un type
annuel est accompagné d'une réduction du nombre de base de chromosomes
et de laquantité dADN ( , 1982).

La dynamique de ces séquences est considérée par certains auteurs comme
un phénomeéne rapide al'échelle de I'évolution biologique. Cela aurait deux
conséguences, d'une part la quantité dADN nucléaire serait corrélée posi-
tivement acelle de , et d'autre part le pourcentage des
bases C + G des séquences répétées par rapport a celui de I'ADN total
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nucléaire augmenterait avec lateneur en ( , 1990).
Ces différences de composition en ADN reflétant des origines diverses
demeurent encore non élucidées.

M odeles de complexes d'espéces

Le complexe des A Ilium se préte bien a ce type d'études
cytogénétiques grace alavisibilité excellente des , mais aussi
parce qu'il renferme des espéces ayant subi des pressions de sélection liées
au processus de domestication depuis au moins 5 000 ans. L es écotypes qui
en résultent sont adaptés a des habitats trés localisés, donc a des cycles de
culture trés précis répondant a des exigences et photopériodiques
rigoureuses. Les variations de la quantité d'ADN total reliéesacellesdela
quantité pourraient étre en partie responsables de ces
adaptations climatiques (Jones et Rees, 1988).

Au laboratoire, nous utilisons une sonde fluorescente et de
séquences répétées pour détecter des modifications de la nature de I'ADN
d'espéces proches, appartenant a des complexes aussi divers que ceux de

et de . L'utilisation des mémes sondes a séquences répétées
permettra d'éclaircir les hypothéses sur I'équilibre dynamique entre amplifi-
cation et sélection contre I'augmentation de la quantité dADN répété. Aux
cotés d'autres techniques ( ), cette méthode contribuera au marquage
du génome, notamment celui du mil, plante modéle de notre groupe. Sauver,
évaluer et valoriser les ressources génétiques des plantes al'aide d'outils
nouveaux et prometteurs sont |les objectifs que nous nous donnons, en
respect de la pensée de Jean . « Gérer les ressources génétiques c'est
assurer un avenir al'humanité, c'est donc un pari incertain que force nous
est de tenir » ( , 1984).
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et cellulaire du génome
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Résumé: LAMP cyclique et le cyclique sont des messagers
secondaires quasi-universels (ils sont toutefois absents des végétaux), qui
relaient, & l'intérieur de la cellule, les mécanismes régulateurs mis en
marche par les variations de |'environnement. L'étude phylogénétique des
enzymes qui en permettent |a synthése révéle I'existence de trois classes
indépendantes, comme sl y avait eu convergence évolutive. Mais |'obser-
vation la plus frappante est qu'une de ces classes est présente aussi bien
chez les eucaryotes que chez les procaryotes, ce qui indique que lerble
initial des nucléotides cycliques pourrait avoir été différent. Cela semble
confirmé par le fait que les correspondantes sont voisines d'en-
zymes permettant la synthése de et letransport desions. Il est
alors possible d'imaginer que le réle initial des nucléotides cycliques était
peut-€tre de permettre la synthése des nucléosides triphosphates.

Mots-clés : AMP cycllque cyclique, évolution, , en-
térobactérie, synthése

Abstract : Comparison of the primary sequence of and
genes from distant organisms permits us to pro-
pose that they form three classes. The first class comprises enzymes isolated
from and related bacteria. The second class comprises the
toxic activated by the host
synthesised by and Bacillus anthraces. Fi nally, the thi rd
class comprises and isolated from
organisms ranging from procaryotes to higher eucaryotes. This suggests
that synthesis predated separation between eucaryotes and proca-
ryotes. The extreme diversity displayed between the different classes raises
the question of the origin of present day T are a case of
convergence ? A tree can be constructed that links all enzymes
to each other, but, even if one takes thistree for granted it appears that
CAMP synthesis has probably been reinvented at |east once.

Key words: cyclic AMP, cyclic , evolution, ,
, ATP synthesis.
is the product of an enzyme, , that generates
and from ATP. The study of effects permitted identi-
fication of the structure, function and regulation of many :
The recent discovery that severa genes
* Unité de de I'Expression Génétique, Institut Pasteur, 28 rue du Docteur Roux,

75724 Paris cedex 15, France.
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sized proteins related to their counterparts ( et al., 1990)

has demonstrated that do not constitute a homogeneous

class of enzymes, but comprise at least three well defined types of enzymes,

the type, the toxin type (corresponding to secreted

by pathogens such as Bacillus anthraces and ) and aclass,

grouping the vast mgjority of , that comprises both and
enzymes.

The class (class I)

The first gene to be isolated and sequenced was the
gene. Cloning of genes from other bacterial types
was obtained by direct complementation of E. mutants. In
both the gene environment and the proteins are similar
in size and overall organization to the E. counterparts ( and
Lenzen, 1988). A similar type of work was subsequently performed by
several authors on atruncated Salmonella gene, but the complete
sequence was not obtained ( et al., 1990 ; Holland et al ., 1988;
et al., 1990). Finally, the gene from two other

and Y. (the agent of plague), showed that al
major features found in the E. gene and protein organization were
conserved (Glaser, and , unpublished). Knowledge of the
catalytic domain sequence from five genes permitted construction of a
tree where S. and E. are clustered together, as

are the two species (Fig. 1).

Ec St Yp Yt Exrw Pm

Fig. 1. — of class| bacterial .o
; Pm: ; St Salmonella 3 Yi:
: . Note that this does Bot reflect the of the
bacteria.
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In all casesthe 95 polypeptide chain of the enzyme forms a bifunc-
tional structure. The catalytic domain is amino-terminal, while the glucose-
sensitive regulatory domain is . No significant similarity
with known proteins was found, showing that these enzymes form a specific
class. Finally, the gene from (the causal agent of fatal
septicemiain mammals) was found to be very similar to the
type (Mock et al., 1991). Thisindicated that the regulation of the protein
activity (including glucose-mediated regulation) was preserved, but the ex-
pression of the gene may be different in from the expression
in :

The toxic class (class II)

B. , a Gram negative procaryote, causes whooping cough by
secreting in the host many proteins having toxic activities. Among these
proteins an activity was discovered (Hewlett and Wolff,
1976). In 1980 a further observation was made : the enzyme is activated by
a host protein, , which is not known to occur in bacteria (Wolff
et al., 1980 ; Goldhammer and Wolff, 1982). Two years later
demonstrated that another toxic , secreted by a Gram
positive organism, B. , the etiological agent of anthrax, was also
dependent on the presence of host ( , 1982). Several
attempts to isolate the gene failed until a simple idea, introduction of a

directing synthesis of into an E. strain deficient in
activity, permitted the cloning, sequencing, and expression
of genes coding for the
(Glaser et al., 1988a; et al., 1989).

It was thus discovered that B. is synthesized as
alarge bifunctional polypeptide of 1706 amino acid residues (Glaser et al.,
1988). The N-terminal 400 first residues of the protein display

activity, while the rest of the molecule was shown
to be responsible for secretion as well as for the hemolytic activity of the
pathogen ( et al., 1991 ; Glaser et al., 1988a, 1989 ; Roger et al.,
1991). Sequence analysis indicated that the domain was fused to a
polypeptide similar to the polypeptide chain of E. toxin
(Goebel and , 1982). Accordingly, the name was coined
for the toxic from B. (Glaser et al., 1988b). Glaser
and coworkers analysed the adjacent regions for functionally related genes
and discovered that the protein is secreted using a mechanism similar to

that permitting release in the external medium of E. or
cognate proteins in related media. Three genes located downstream from
the gene were identified as required for secretion (Glaser et al.,
1988h).

A different organization was found for B. Lt
isencoded in a , together with another toxin (lethal factor, ),

and a carrier protein (protective antigen, PA), which is necessary for
internalisation of both and in host target cells (Beall et
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al., 1962 ; Gordon et al., 1988 ; et al., 1984 ; Thorne et al., 1960).

The gene product is comprised of four segments. The first oneis similar to

signal peptides of other bacteria, permitting secretion of the protein. The
second segment permits binding with PA. It displays regions of significant

dmilarity with acognateregionin . Thethird domainis

It isfinally followed by adomain of unknown function, with no known

counterparts (Fig. 2).

Bacillus
Fig. 2. toxins are organized as independent modules : , ;
s ; —PA, binding for protective antigen.
The catalytic regions of the B. and B. enzymes are

similar in four conserved regions that are involved in catalysis,

binding and activation. The first region contains a peptide,

similar in sequence to the nucleotide binding region found in many ATP or
binding proteins (Fig. 3). It was therefore proposed to be part of the

catalytic site (Gilles et al., 1990 ; Glaser et al., 1989).

catalytic
+ o+ ++ + 11+ + 1+ +1+41 1+ ++II 11 +1|| 1111111 11+111111
- - GL
11111 + + I =+ I I+ [ 1+
catalytic
+ ++ ++ + L1+ +1 + + 1 + ++ 11111 1+11+ 1 I
sensitive a
++ + + ‘ + + +11 + + 11+ +1
catalytic
+1 oot 11141111141  III I+ II++ + 11  ++I+ ++ 41
catalytic 2
+ 1441 11+1 + o+ + 1 ++ ++ I+ 4+ +1 +
Fig. 3 — Comparison between the catalytic domains of B. and B.

+ indicates conservative replacements.
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Experiments with enzymes modified after in vitro substantia-
ted this interpretation (Glaser et al., 1991 ; et al., 1990). A second
region was also demonstrated to be involved in several aspects of catalysis,
and it was proposed that the residues present in this region,

, were involved in ribose and magnesium phosphate binding
(Glaser et al., 1991). Finally, the distal part of the domain has been
found to be involved in catalysis. An helix, centrally located
around residue 242 is necessary for dependent ac-
tivation, thus suggesting that the protein must be folded around
in order to be active.

The universal » class(classlll)

from higher eucaryotes have long remained elusive

enzymes, because the purification of the corresponding catalytic subunit is
of extreme . In addition their activity is subject to a complex
regulatory pattern, so that the catalytic center will often display poor or no
activity when expressed alone. Techniques as the one that has been used
for the cloning of toxins are therefore to undertake,
because they may require the simultaneous presence of several regulatory
subunits. The tedious but efficient method of Southern hybridization on

libraries using designed after the sequence of known
peptides of the protein, has therefore been used. The availability of
chromatography using ( and Metzger, 1982) permitted
purification of small amounts of the protein ( et al., 1985a;
etal., 1985; et al., 1985b, 1989), that finally resulted in the cloning
of one from bovine brain by Gilman and coworkers
in 1989 ( et al., 1989).

The difficulty encountered with the cloning of the higher eucaryotes
genes was fortunately not so crucial in organisms such as
Saccharomyces . Cloning was attempted by Masson et al. who first
cloned the wild type allele (Masson et al., 1984). Subsequently etal.
succeeded in determining the compl ete gene sequence after direct comple-
mentation of a S. mutant ( et al., 1985). In paralldl,
Masson et al. cloned the gene directly in a E. strain
(Masson et al., 1986). These experiments demonstrated that this
was compl etely different from the class, not only
because of the sequence difference in the catalytic center, but also because
the organization of the gene was different : the catalytic domain is
inS. , whereasitis terminal in E. . This
suggested that the new protein constituted the first member of athird
class. The yeast enzyme remained the only instance of its
class until and coworkers recognized that the genes
that had been cloned from several metazoans, were clearly derived from a
common ancestor ( , 1990 ; Lowe et al., 1989 ; Schulz et al., 1989;
Singh et al., 1988). Another member of the class was subsequently discovered
by Young et al. (1989) who cloned the gene from
by hybridization using the catalytic domain gene
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sequence from S. as aprobe (Young et al., 1989). Finally, the
first higher eucaryote gene, isolated in laboratory
from bovine brain, displayed features clearly reminiscent of this class (
et al., 1989). et al. (1990) then described an
gene, isolated from the Gram negative procaryote Rhizobium , which
was also a member of the same class ( et al., 1990). Thiswas
remarkabl e because procaryotes are supposed to have separated from eu-
caryotes at least 2.5 billions years ago. Since then many other genes or
for or belonging to this class have been
isolated and sequenced, not only from eucaryotes (S. ,
and T. , Plasmodium , , human
olfactive cells [Alexandre et al., 1990 ; and Reed, 1990 ; :
1990 ; et al., 1991 ; Parma et al., 1991 ; Read and
1991; Schulz et al ., 1989 ; Thorpe and 1989 ; Young et al., 1989])
but also from other procaryotee :aGram posmve organlsm
was found to be a member of the same class (Peters et al.,
1991). It was also recently discovered that the Gram negative sliding bacteria,

, harboured two genes, each of them corres-
ponding to the same class (B. ,V.dela ,
O. A , in preparation).

As shown in Figure 4, several amino acid motifs are specific of the class
I1l proteins, such as
. Analysis of the upstream part of the domain suggested that
the third motif coulid be involved in base discrimi nation, because it is
differentin ( ) and (VET) (Peters et
al., 1991). However the set of individual examples encom-
passes a series of organisms that is much wider, from the point of view of
, than the set, the former containing organisms
from widely separated organisms while the latter was obtained only from
metazoans. The difference could therefore reflect a coincidence. Experiments
meant to permit selection of evolution from to activity
however demonstrated that the region islikely to beinvolved
in substrate discrimination ( and , 1992).

Are theresult of convergent evolution ?

In view of the apparent antiquity of , the hypothesis that it was
originally involved in energy scavenging or production rather than regulation
seems worth considering. It isthus of interest to note that there is a weak,
but significant, similarity between this general class of and ATP
syntheses. Phosphates (and polyphosphates) certainly played an important
role at the origin of life (Bernal, 1951 ; Cairns-Smith, 1982 ;

1988 ; , 1989). Generation of a function allowi ng
synthesis of ATP from ADP requires steps that are to see fulfilled
in asingle stage. It may therefore be considered that, originally, has
been a precursor of ATP. However thisrequires awidely spread source for
synthesis : the catalytic activities of self-splicing are involving
processes of , and one can propose that or
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have been by-products of such reactions, providing an early source for these

molecules. In this scheme enzymes predating class |11

would be necessary for ATP synthesis ; a second, very important enzyme,
kinase, would then scavenge AMP, generating ADP. A general

source of ADP thus available would have triggered evolution towards

generation of ATP . It seems noteworthy that the class of toxic

can be related to kinase, at |east

when considering the first block of conserved amino-acid residuesin B.

and B. enzymes.

Another observation may substantiate the validity of this hypothetical
relationship. Antibodies raised against B. , Or even
against a peptide motif common to the B. and B. enzymes
could recognize a human brain ( et al., 1989;

et al., 1988 ; Orlando et al., 1991). This suggested that higher
eucaryotes enzymes might display similarities with the activated
toxic proteins. Identification of an gene from bovine brain
by the group of Gilman revealed however, that the enzyme was clearly
similar to the yeast enzyme and not to toxins (
et al., 1989). It istherefore at the moment to know whether there
exists atrue similarity between class || and class |11 enzymes, or whether
the class of brain is heterogeneous.

A tentative tree could be proposed, where all derive
from an ancestral nucleotide binding structure (Figure 5). Alternatively, we
could face a specific case of convergent evolution, asfor instance in other
ATP binding enzymes, the different having independently
evolved, the oldest activity corresponding to class |11 enzymes, derived from

Ancestral

GC

Fig. 5 A tentative evolutionary tree the three classes of together. Similarities
are so low that the structure of the tree is highly speculative.
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an ancestral synthesizing enzyme. Some similarity can be discovered
with such enzymes ( et al., 1990), aswell as with enzymes using
ATP for positive ions translocation ( et al., 1984). Finaly a puzzling
observation challenges the ubiquity of function : syn-
thesize cyclic nucleotides, but plants do not seem to have . Thismay
be due to the fact that photosynthesis has produced a very efficient way for
ATP synthesis, making the original use of cyclic nucleotides as precursors
obsolete.
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Cartographie chez les végétaux supérieurs
Fernand *

Résumé : Au cours des dix derniéres années, le domaine du marquage
et de la cartographie génétique sest considérablement développé chez les
végétaux supérieurs, grace a l'utilisation des marqueurs ADN représentés
par les polymorphismes de longueur des fragments de restriction ( )
auxquels sont venus s'gjouter récemment les polymorphismes de longueur
des produits d'amplification par al'aide d'amorces aléatoires ( ).
Actuellement, des cartes génétiques saturées ont été construites pour une
douzaine d'espéces. Ces cartes dont la densité des marqueurs saccroit
rapidement présentent un intérét considérable pour de nombreuses appli-
cations en amélioration des plantes, |I'étude de I'évolution des génomes,
I'isolement de genes, et la construction de cartes physiques. Les intervalles
de résolution des cartes saturées disponibles nécessitent la manipulation
de grands fragments d ADN pour |le clonage de génes. Cette derniére est
rendue possible par la construction de banques de clones recombinants a
I'aide des chromosomes artificiels de levure ( ). Ces banques qui
existent maintenant pour plusieurs especes végetal es vont permettre aussi
d'établir des cartes physiques des génomes correspondants, comme c'est
le cas chez la levure, , la drosophile, I'hnomme.
Cartes génétiques et cartes physiques d'une espéce donnée pourront ensite
étre alignées pour constituer la carte .

Mots-clés: cartes génétiques, , , cartes physiques, génétique
reverse.

Abstract: Genetic mapping in higher plants has considerably
over the past ten years with the use of DNA markers such asrestriction
fragment length ( ) and more recently random
amplified polymorphic DNA ( ). Saturated genetic maps are avai-
lable today for a dozen species. These maps the marker density of which
israpidly increasing are extremely useful for : numerous applicationsin
plant breeding, evolutionary studies of , gene isolation, construc-
tion of physical maps. Resolution intervals of saturated maps require
manipulation of large DNA fragments for gene cloning. Thisis now
possible through the construction of recombinant clone librariesin yeast
artificial chromosomes ( ). Such libraries which are now availablein
several plant species will help establish physical maps from corresponding

, asitisthe casein yeast, , Drosophila and
man. Genetic maps and physical maps from a given spea% could then
be aligned to build the map.

Key words : genetic maps, , , physical maps, reverse gene-
tics.

* Laboratoire de Génétique Mol éculaire des Plantes, URA 115, Bétiment 360, Université
de Paris-Sud, 91405 Orsay cedex,
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Introduction

Lacarte représente une référence unique pour une espéece
donnée, permettant d'intégrer les différentes informations fournies par les
cartes génétiques et les cartes physiques préalablement établies pour cette
espéce. Lacarte est graduée en distance physique (nombre de
nucléotides) avec comme repéres les localisations des genes et des différents
marqueurs. Les cartes génétiques sont constituées des groupes de liaison
dont chacun représente |'ordre linéaire de différents marqueurs génétiques
le long d'un chromosome. Ces cartes sont graduées en « )
unités proportionnelles ala fréquence de recombinai son entre marqueurs
voisins. Les cartes physiques représentent |'ordre linéaire de repéres molé-
culaires; elles sont construites a partir de banques de clones recombinants.
Sur ces cartes, la distance entre deux repéres est proportionnelle au nombre
de nucléotides qui les séparent.

Actuellement, chez les végétaux supérieurs, les cartes sont
représentées presque exclusivement par les cartes génétiques. Cependant, des
cartes physiques sont en construction chez plusieurs especes.

Construction d'une carte génétique

L e principe consiste généralement a croiser deux lignées qui se distinguent
par un ensemble de marqueurs et a analyser la ségrégation de ces marqueurs
dans les descendances. Au moment de la méiose, |es chromosomes non
homologues de facon indépendante ainsi que les génes localisés
sur les différents chromosomes non homologues. Au contraire, les génes
portés par un méme chromosome ne pas indépendamment. Dans
cedernier cas, les fréqguences de recombination permettent de calculer les
distances entre ces marqueurs et de les ordonner dans un groupe de liaison.
La construction d'une carte génétique nécessite de disposer d'un matériel
végétal génétiquement bien défini, de marqueurs appropriés, d'une méthode
d'analyse des résultats des ségrégations ( etal., 1986a ;
et , 1986).

Le matériel végétal

Quatre types de descendances en ségrégation ont été utilisés pour carto-
graphier les génomes des plantes:

—ensembl e de plantes F2 issu de |'autof écondation d'un hybride F1,

—ensemble de plantes provenant d'un (BC) mettant en

jeu un hybride F1 et un gaméte parental,

—population de lignées recombinantes (RI) obtenues aprés plusieurs cycles

d'autofécondation,

—ensemble de lignées issues (HD) apartir de laF1.



Fernand Vedel, 1992 217

Si les deux premiers types de descendances en ségrégation ont été les plus
utilisés pour la cartographie génétique, les 2 derniers sont plus intéressants
car ils permettent entre autre d'obtenir un grand nombre d'individus par
génotype. Les lignées RI présentent 2 avantages supplémentaires. D'une part,
lorsque est atteinte, elles peuvent étre propagées indéfiniment
sans ségrégation, ainsi la méme population peut étre utilisée par différents
laboratoires pour la cartographie. D'autre part, les génes liés ont une plus
forte probabilité de recombinaison a cause des méioses multiples nécessaires
pour atteindre . Le temps nécessaire pour obtenir leslignées
RI constitue leur principal inconvénient. Les lignées RI ont été tres utilisées
pour la cartographie génétique chez la souris ; chez les végétaux supérieurs
elles ont surtout été utilisées pour la cartographie génétique du mais (Burr
et Burr, 1991).

Les lignées HD offrent de moindres possibilités de recombinaison entre
marqueurs liés que les lignées RI et de plus, la culture d'anthére induit une
importante variabilité.

Lalocalisation de marqueurs sur les chromosomes et |a corrélation entre
groupes de liaison et chromosomes ont été menées chez plusieurs espéces
gréce al'utilisation de lignées , trisomiques et également de
lignées d'addition et de lignées de substitution ( et al., 1986b;
Young et al., 1987).

L es mar queur s génétiques

Différents types de marqueurs ont servi a établir les cartes génétiques
végétales : marqueurs morphologiques (depuis les années 1920), marqueurs
moléculaires répartis en marqueurs protéiques (depuis les années 1960) et
marqueurs a ADN (depuis 1980). L es marqueurs morphol ogiques et mar-
queurs protéiques représentés surtout par les possedent deux
inconvénients majeurs, leur nombre réduit et leur sensibilité aux conditions
de culture. Les marqueurs a ADN peuvent étre distribués en trois catégories :
polymorphismes de longueur des fragments de restriction ( ), polymor-
phismes de longueur de produits d'amplification par a l'aide d'amorces
aléatoires ( ), polymorphismes des séquences répetées (micro et

, Séquences ..). Les progres importants réalisés
depuis pres de 10 ansdansla cartographl e génétique des plantes sont dus a
I'utilisation des . Ces progrés vont en saccélérant avec la mise en
évidence récente des marqueurs (Williams et al., 1990). Les séquences
répétées du type micro et restent peu utilisées.

Marqueurs

Ils ont pour origine des différences de profils de restriction entre plantes
pour une enzyme donnée ; ces différences sont liées soit ala perte (ou au
gain) d'un site de restriction soit a des mutations de type insertion-dél étion.
Leur mise en évidence repose sur la comparaison des profils d'hybridation
entre I'ADN cible transféré sur membrane apres restriction et un ADN
sonde préalablement marqué ; aprés hybridation, la visualisation de la
position des fragments cibles homologues de |a sonde est obtenue soit par
autoradiographie (si la sonde est radioactive) soit par des techniques
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