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INTRODUCTION

Leurs propriétés remarquables de se transmettre uniparentalement, sans
recombinaison, et de ségréger végétativement, toujours en haploidie, ont fait des
génomes cytoplasmiques des marqueurs appréciés par les généticiens. Chez les
plantes, ce sont notamment les marqueurs moléculaires des plastomes qui alimentent
des recherches évolutives, taxonomiques et phylogénétiques importantes, qui actuelle-
ment se concentrent sur les analyses par enzymes de restriction de I’ADN chloroplas-
tique (ADNcp) (voir PALMER 1985 et 1987 pour des revues récentes). C’est d'ailleurs
sa forte conservation au cours de I'évolution et la simplicité de son organisation qui
prédestine I'ADNcp, par rapport a 'ADN mitochondrial (ADNmt), pour ce genre
d’études.

Malheureusement les avantages théoriques de cette approche sont contrariés
par nombre de difficultés pratiques, avant tout celle de la purification rapide de 'ADNcp
en quantités facilement manipulables.

Au niveau de 'ADNcp, a notre connaissance, une seule analyse impliquant un
grand nombre d’individus fut publiée en 1985 par BANKS et BIRKY. lls ont étudié 134
sites de restriction (par 7 enzymes) sur cent individus, issus de 21 populations de
Lupinus texensis, une Papillonacée sauvage. Deux études portaient sur un grand
nombre de mutations:

- I'un par SYTSMA et GOTTLIEB (1986), qui ont décelé 119 mutations de sites
parmi 9 représentants d’'especes de Clarkia observées a l'aide de 29 enzymes de
restriction;

- l'autre par PERL-TREVES et GALUN (1985), qui déduisirent ’arbre phylogée-
nique le plus parcimonieux sur les plastomes de 20 représentants d’espéces sauvages
et 6 de variétés cultivees de Cucumis, a partir de 73 mutations détectées.

Les Graminées, avec leurs feuilles peu pulpeuses et souvent trés fibreuses ou



cutinisées a I'état adulte, comptent en bonne partie parmi les plantes probiématiques.
Pour celles-ci, un certain progrés fut atteint avec la mise au point d’'une méthode non-
aqueuse pour la préparation des chloroplastes de blé par BOWMAN et DYER (1982),
qui, outre 'augmentation des rendements augmentés en ADNcp, présente I'avantage
d’étre adapté au matériel lyophilise, rendant les extractions indépendantes de la date
de récolte des feuilles.

Une autre voie vers une plus grande efficacité de la détection directe de
FADNcp, c’est a dire en évitant les hybridations avec des sondes selon SOUTHERN
(1975) fut poursuivie par LEHVASLAIHO, SAURA et LOKKI (1987) chez des Graminées
de la famille des Festucées. lls sont parvenus a réduire la quantité d’ADNcp néces-
saire pour une digestion de restriction a 40 ng (au lieu de 1 ou 2 pg), en marquant les
bouts collants des fragments au 35g par des nucltéotides libres, & I'aide de I'enzyme
de Klenow, et en exposant les gels d’électrophorése séchés a lautoradiographie.

Le blé fut parmi les premieres plantes étudiées pour leur patron de restriction de
PADNcp (VEDEL, QUETIER, BAYEN 1976) et il donna lieu a plusieurs études phylogé-
nétiques (VEDEL et al. 1978; BOWMAN, BONNARD, DYER 1983; TERACH]I,
OGIHARA, TSUNEWAKI 1984).

Les chloroplastes d’'autres céréales furent également analysés sur ie plan de
I’ADN, comme le le mil (CLEGG, RAWSON, THOMAS 1984), I'orge (CLEGG, BROWN,
WHITFELD 1984; HOLWERDA, JANA, CROSBY 1986) et le mais (ZURAWSKI,
CLEGG, BROWN 1984; DOEBLY 1987). L’avoine fit partie d’'une comparaison avec
ces trois dernieres céréales par les ADNcp et mt (VEDEL, LEBACQ, QUETIER 1980).

Le riz fut inclu dans une étude sur les relations phylogénétiques parmi dix céré-
ales par comparaison des patrons de fragments de restriction générés par les en-
zymes Kpn |, Pst |, et Sal |, par ENOMOTO, OGIHARA et TSUNEWAKI en 1985.

Egalement en 1985 fut publiée la premiere carte physique de VADNcp d'un riz
cultivé, enregistrant a coté des sites de restriction Sal |, Pst | et Pvu Il les localisations
des deux génes principaux (i.e. pour la grande sous-unité de la rubisco et pour la pro-
téine de 32 KD du centre de réaction du photosystéme Il), par HIRAI, ICHIKAWA,
IWATSUKI et SUGIURA (1985).

En 1986 deux travaux furent consacrés a I’ADN chloroplastique du riz:

- ISHII, TERACHI et TSUNEWAKI (1986) se concentraient sur une comparaison
de certains fragments de restriction, générés par les enzymes Eco R |, Hind Il et Pst |,




parmi 30 variétés de riz cultivé. lis décrivaient deux types de patrons pour chaque en-
zyme, une fois distinguant Oryza sativa par rapport a Oryza glaberrima (Eco R I), et
pour les deux autres enzymes O. sativa japonica avec O. glaberrima par rapport a O.
sativa indica.

- ICHIKAWA, HIRAI et KATAYAMA (1986) décrivaient une observation de 9 re-
présentants de 7 espéces du genre Oryza sur une dizaine de bandes Bam H | ensem-
ble avec des résultats d’électrophorése en électro-focalisation de la protéine fraction |
sur 19 représentants de 13 espéces. Entre autres, ils montraient une différence intra-

specifique dans O. latifolia, une espéce sud-américaine portant un génome CCDD.

Le riz semblait cependant compter parmi les espéces difficiles a étudier avec
les méthodes aque(;ses, peut-étre a cause de ses petites cellules et de sa haute
teneur en matiére séche. La méthode aqueuse était utilisée aprés broyage d’un grand
nombre de jeunes plantules dans I'azote liquide.

Notre objectif d’analyser un grand nombre de variéiés et d’espéces nous a con-
duit a choisir la méthode non-aqueuse comme étant a priori la plus apte a permettre
I'extraction d’ADNcp a partir de plantes uniques - donc adultes -, sans compter les
possibilités de conservation et d'expédition du matériel qu’elle permet. Nous l'avons
modifiée pour atteindre cet objectif et pour réduire son inconvéniant principal: I'utilisa-
tion en grandes quantités de solvants dangereux.

La présente étude poursuit I'analyse des relations phylogénétiques entre ADNcp,
en restant a l'intérieur de la section Eu-Oryza du genre. Elle compléte les résultats ob-
tenus sur les marqueurs moleculaires nucléaires, notamment par SECOND en électro-
phorese d’isozymes (pour des synthéses voir SECOND 1985 a et b).

Nos analyses se basent principalement sur:

- les patrons Eco R | des ADNs cp de 320 plantes individuelles, appartenant a
248 variétés de 15 especes,

- les patrons Ava | de 240 de ces plantes,

- les patrons Sma | et Bst | d'un choix de 36 variétés, ainsi que

- les patrons Pstl, Hind [l et Bst E If d’'un choix de 19 variétés,

développés sur des gels d’agarose de 24 cm de longueur, qui seront tous quan-
tifies et précisément examinés pour des mutations. Les patrons Sal | de la quasi-totalité
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des plantes, obtenus sur mini-gels, et les patrons Msp |, generes en gels de polyacryl-

amide a gradlnnt de densité continu , ont pg;mgg Q |g!q

LB i

Le lecteur trouvera d'abord une présentation de la technique préparative de
’ADNcp utilisée, une technique non-aqueuse modifiée, dont la mise au point fut a ou-
vert la voie a des extractions efficaces et, par 13, a I'élargissement et a un certain raf-
finement de I'échelle d'analyse a la fois.

Le rapport des résultats bruts sera suivi par une premiére étape d'interprétation,
'analyse des mutations. De celle-ci sera déduit un cladogramme, intégrant les diffé-
rents plastotypes observeés.

Finalement, au travers de quelques estimations quantitatives de certains para-
metres concernant la génétique de transmission des plastomes dans les populations
naturelles, la possibilit¢ d'une traduction de ce phénogramme en un arbre phylogé-
nique sera discutée.

Ce travail s'inscrit dans le cadre des recherches sur 'évolution du riz, en faveur
de la connaissance et pour la conservation et I'utilisation des ressources génétiques,
conduit par 'ORSTOM (Institut Frangais de Recherche Scientifique pour le Développe-
ment en Coopération). Il a été réaliseé dans les laboratoires du CEPE / CNRS (Centre
d’Etudes Phytosociologiques et Ecologiques - Centre National de la Recherche Scienti-
fique) a Montpellier.



MATERIEL ET METHODES

1) Les glahtes

Toutes les plantes inclues dans la présente étude proviennent de la culture
d’une collection vivante entretenue par le Docteur G. SECOND au C.N.R.S & Montpel-
lier sous forme de graines conservées au froid et en partie en état végétatif en serre.

Il s’agit de représentants des especes suivantes:

A) dans le Groupe Sativa:

Cultivés:

- Oryza sativa: 75 variétés par 92 individus, dont

a) O. sativa indica: 21 varietés par 27 individus;

b) O. sativa japonica: 42 variétés par 49 individus;

c) male-stériles: 11 variétés par 14 individus;

d) adventice de type Purure: 1 variété par 2 individus;

- Qryza glaberrima: 7 variétés par 13 individus;

Sauvages ou adventices:

- Oryza rufipogon: 471 variétés par 57 individus, dont originaires
a) de l'lnde: 11 variétés par 16 individus;

b) de I'Asie de Sud-Est: 5 variétés par 8 individus;

c) de la Chine: 10 variétés par 11 individus;

d) de YAmérique: 5 variétés par 9 individus;

e) de I'Australie: 10 variétés par 13 individus;

- Oryza longistaminata: 15 variétés par 18 individus;
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- Oryza breviligulata: 8 variétés par 14 individus;

B) dans le Groupe Latifolia:

- Oryza punctata: 16 variétés par 27 individus, dont porteurs
a) d'un génome BB: 6 variétés par 13 individus;

b) d'un génome BBCC: 10 variétés par 14 individus;

- Oryza minuta: 6 variétés par 7 individus, dont porteurs
a) d'un génome BB: 2 variétés par 2 individus;
b) d’'un génome BBCC: 4 variétés par 5 individus;

- Oryza malampuzhaensis (BBCC, Inde): 1 variété par 2 individus;

- Oryza officinalis: 49 variétés par 54 individus, dont porteurs
a) d'un génome BBCC* : 5 variétés par 7 individus;
b) d’un génome CC: 44 variétés par 47 individus;

- Oryza eichingeri: 6 varietés par 8 individus;

- Oryza latifolia: 11 variétés par 16 individus;

- Oryza latifolia, type_paraguayensis: 1 variété par 2 individus;

- Oryza alta: 2 variétés par 2 individus;

- Oryza grandiglumis: 3 variétés par 3 individus;

- Oryza australiensis: 5 variétés par 9 individus.

En général quand il y a plusieurs individus par variétés, ceux-la ne proviennent
pas de la méme plante mere. Mais ceci ne constitue pas un probléme, puisque toute la
variabilité intravariétale rencontrée se limite sur une seule variété male-stérile
d’'O. sativa**. Dans tous les autres cas, les différents exemplaires d’'une méme variété
se comportaient comme des vraies soeurs. '

Une liste détaillée de la totalité des échantillons examinés se trouve dans
annexe A.

* |l est possible que ces échantillons représentent des erreurs dans la collection d’origine au Japon,
car Q. officinalis a été décrit seulement avec le génome CC
** yoir page
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2) La préparation de 'ADN chioroplastique

a) Généralités

|_a méthode non-agueuse pour liselation du matériel chloroplastique permettant
la purification de 'ADNcp, mise au point par BOWMAN et DYER (1982), introduisit un
nombre d'avantages sur les méthodes aqueuses courantes. Outre 'amélioration des
rendements d’ADN, elle rend possible le stockage du matériel végétal pour des péri-
odes de temps étendues, méme aux températures ambiantes, ce qui facilite par exem-
ple son expédition par poste. Il n’y a plus de besoin d’exécuter les extractions imme-
diatement pendant la bonne saison de croissance des planies. Certaines contraintes
sur la procédure d'extraction elle-méme sont également supprimées grace a l'inactivité
des enzymes teﬂes‘que DNAses en milieu non-aqueux.

Un inconvéniant de cette technique réside dans la corrélation inverse entre les
rendements en ADN cytoplasmiques nets et les contaminations par de I’ADN nucléaire
(ADNn) - probléme particulierement délicat dans notre expérience sur le riz: trop sou-
vent aprés 1'électrophorése une bonne partie des fragments de restriction de 'ADNcp
se trouve dérobée par un voile opague d’ADN chromosomique (cf. fig. | dans V'annexe
C). Un autre inconvéniant lié a la securité au laboratoire est l'utilisation massive des
solvants dangereux tétrachlorure de carbone et n-hexane, tous les deux neurotoxiques
et cancérigenes.

Si aujourd’hui cette technique s’applique avec efficacité sur le riz, c’est grace a
la mise au point de certaines madifications par rapport a la méthode originale. Elles
seront expliguées apres la présentation du protocole d'extraction actuel.

b) Protocole d'extraction de 'ADNcp *

1) D'une plante adulte ou juvenile 10 a 12 grammes de feuilles sont coupés,
immeédiatement emballés dans un sac plastique et plongés dans {'azote liquide; une
conservation prolongée est ensuite possible a -80°C ou méme -20°C.

2) Aprés pesée, les feuilles toujours congelées sont pulverisées dans un

* [e lecteur qui n’est pas intéressé a reproduire la technique est prié d’excuser la forme détaillée de
ce protocole
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broyeur vibrant a billes en acier, refroidi par I'azote liquide, pendant 2,5 minutes
(broyeur type Dangoumill 300 ; fréquence de va-et-vient 700 coups/min; pot acier,
capacité 300 ml; jeu de billes, diametres: 20 mm (1x), 12 mm (4x), 8 mm (9x)).

3) En évitant sa décongélation la poudre est transférée dans un cristallisoir et
celui-ci couvert d'un papier poreux a l'aide d'un élastique; de nouveau une conserva-
tion longue est possible a -80°C.

4) Le matériel est lyophilisé. Sa conservation se fait ensuite sous vide a -20°C,
sur PoOg dans un désiccateur - jusqu’a plus d’un an dans notre expérience, mais des
conservations beaucoup plus longues sont sans doute possibles.

5) Apres la décongélation sous vide, évitant toute condensation ou adsorption
d’eau, la poudre seche (environ 2 a 4 grammes) est divisée en deux ou trois portions.
Une par une celles-ci sont transférees dans un tube de centrifugation de 50 ml, dia-
metre intérieur 24 mm, et chaque fois 10 ml d’'un melange de solvants sont ajoutés. Ce
meélange consiste de 4 volumes de 1,2,4-Trichlorobenzéne (purum, Fluka; densité 1,45)
et d'un volume de Decahydronaphthaléne (cis + trans) (purum, Fluka; densité 0,89).

6) Pour chaque portion, la suspension de la poudre et 'homogénéisation de
I'ensemble sont effectués par l'action d'un homogénéiseur Polytron (équipé avec la
sonde: PMA 20 TN) a la vitesse la plus faible pendant 15 a 60 secondes - selon la cori-
acité du tissu.

7) L’homogeénéisat est versé sur un filtre nylon {maille 25 pm) placé dans un en-
tonnoir. La filtration est aidée en remuant et par pression avec une spatule et un pilon.
Par cette voie, les filtrats des homogénéisats des deux ou trois portions sont réunis
dans un autre tube identique de centrifugation.

8) Les résidus réunis des filtrations sont retransférés dans le tube de broyage,
remélés avec 5 ml du mélange 4:1 et resoumis aux pas 6) et 7) (et 8) a volonté). Le vo-
lume final du filtrat fait environ 30 ml. Il se conserve plusieurs jours dans le réfrigéra-
teur.

9) Le filtrat est réfrigeré pendant 5 minutes dans un bain d’eau a 4°C, ensuite
prudemment superposé par 10 mi du melange 4:1 susdit, ce qui produit un gradient de
“propreté”. Le gradient est fermé par une couche de 2mi d’'un mélange 1:3 (v/v) des
solvants susdits.

10) Une centrifugation est exécutée dans un roteur a pendulation libre a 2.300 g
pendant 17 minutes a 4°C. Cette centrifugation provoque I'accumulation de mateériel
chloroplastique dans une bande sur I'interface entre les deux mélanges des solvants
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des densités différentes.

11) La bande vert foncé, bien définie, localisée directement au-dessous de la
couche de couverture transparente, est aspirée dans une pipette pasteur recourbée et
récupérée dans un tube de centrifugation de type Corex de 15 mi siliconé.

12) 2 volumes au moins deé cyclohexane ("normapur”, Prolabo) sont rajoutés et
meélanges avec le concentral.

13) Le matériel chloroplastique est culoté par une centrifugation pendant 10 mi-
nutes sous les mémes conditions gu’avant (étape 10).

14) Le surnageant est décanté, le tube retourné et bien égoutté sur un chiffon.
On peut essuyer les parois intérieures du tube. De préférence, le culot lui-méme n’est
pas complétement séché. il se conserve pendant des semaines dans le tube fermé au
réfrigérateur.

15) Sont rajoutés au culot:
- 0,5 mi d’une solution de Triton X 100 (Boehringer) de 20%,

- 2 ml de tampon de resuspension "RS" (Tris-HCI 80 mM, NaCl 100 mM, EDTA
30 miM, pH 8,0),

- une bille en aciér, diametre 12 mm,

tout cela a 0°C. Le tube esl vortexé pendant quelques secondes a la vitesse
minimale, jusqu’a la resuspension compléte du culot. La bille s’enléve avec un aimant.

16) Le tube est fermé par un bouchon bien étanche et mis a tournoyer sur une
roue a 0°C (ou simplement placé dans la glace, ou il faut le remuer de temps en
temps) pendant 2 ou 3 heures.

17) Le lysat est centrifugé a 3.300 g ou plus pendant 10 minutes ou plus, afin de
culoter le matériel nuciéosomique non-dissout.

18) Le surnageant est verse dans un tube a hémolyse type Pyrex de 5 ml, con-
tenant deja 30 pl d’'une solution de Protéinase K (Boehringer) & 10 mg/ml. On y ajoute
encore 170 pl d'une solution de SDS a 20%, puis on mélange et on incube a 65°C pen-
dant une nuit (minimum 2 heures). '

(L’exécution des étapes 19) a 24) a température basse est facultative:)
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19) 1 volume d’un meélange 1:1 (p/p) de chioroforme et phénol (Merck), saturé
en Tris 1 M, pH 8, est rajouté, le tube bouché est retourné 100 fois.

20) Centrifugation a 2.000 g pendant 25 minutes.

21) La phase aqueuse (c'est la supérieure) est prélevée avec une pipette pas-
teur et transvasée dans un nouveau tube, contenant 180 pyl de Na Acétate 3 M, pH 6,2.

22) Repeétition des étapes 19) et 20) (extraction au chioroforme / phénol).

23) On récupére a nouveau la phase aqueuse. Pour le troiziéme tour des
extractions organiques 1 volume de chloroforme pur est rajouté. On ferme le tube et on
le retourne de nouveau maintes fois.

24) Centrifugation a 2.000 g pendant 15 minutes.

25) Par aliquots d’environ 0,5 ml, la phase aqueuse est repartie dans 4 tubes
Eppendorff de 1,5 ml. Dans chacun, 1 mi d’éthanol absolu est ajouté. Les tubes sont
fermés, retournés a plusieurs reprisés et exposés a -20°C pendant une nuit (3 heures
minimum), afin de permettre a I'ADN de se précipiter complétement.

26) Les tubes sont centrifugés pendant 30 minutes a 11.000 g dans une cham-
bre froide.

27) L’éthanol est enlevé sans reste a I'aide d’une pipette pasteur effilée et rem-
placé par 1mi d’éthanol a 70%.

28) Cenftrifugation pendant 15 minutes.

29) Apres 'eniévement de I'éthanol, les acides nucléiques sont sechés a Yair
libre.

30) Si les culots sechés sont bien visibles, on permet a chacun de se redis-
soudre dans 25 pl de tampon TE (Tris 10 mM, EDTA 1mM); si les culots sont plus
petits, on reduit le volume a rajouter en fonction. Selon le rapport de 'ADN aux ARNs
dans I'échantillon, on arrive a une concentration finale d’ADNcp d’ environ 0,07 & 0,2

pg/pl.

31) La titration est effectuée visuellement a partir d’'une électrophorése en mini-
gel de 2,5 yl de la solution d’ADNcp digérée par Sal |, en présence d’un standard: 0,48
pg d'ADN du phage lambda donne la méme intensité des bandes que 1,3 pg d’ADNcp.
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¢)_Remarqgues sur le protocole d’extraction d’ADNcp

‘Pas 1): Pour le riz aucune nécessité ne fut observée d’enfermer les plantes a
I'obscurite (afin de faire digérer I'amidon des chioroplastes) pendandant pius d’une
nuit; par consequent les feuilies peuvent étre récoltés directement dans la serre, de
préference trés tot le matin.

‘En principe, au lieu de les .congeler, on pourrait aussi sécher les feuilles a I'air
chaude dans une étuve. Mais le succeés dans un nombre limité d’essais, aux tempéra-
lures 40°C et 60°C, fut irrégulier: en général I'ADN avait subi une dégradation et les
rendements -etaient :plus faibles que chez les témoins*. Quelques résuitats valables
furent obtenus en broyant les feuilles séchées dans I'azote liquide (comme dans le pas
2), mais en supprimant la bille de 20 -mm) et en poursuivant ensuite le protocole nor-
mal.

L'évaluation fiable de la possibilité d'un broyage directement a sec des feuilles
séchées a la chaleur, supprimant toute utilisation d'azote liquide et de la lyophilisation,
mériterait encore des essais soigneux; un seul de nos six essais produisit un résultat
prometteur (c’est I'ADN de cet échantillon qui figure sur la piste 13 de la fig. IV A dans
'annexe C).

Pas 2) Pour les quantités de feuilles faibles (jusqu’a 4 grammes) le broyage au
Dangoumo reste valable, mais il est préférable de réduire le poids des billes utilisées
(par exemple utiliser 12 de 8 mm seulement) plutét que le temps de vibration. Pour les
quantités encore plus faibles (éprouve jusqu’a 1 gramme), I'utilisation d’un mortier et un
pilon est a recommander.

Pas 5) D’aprés la fiche toxicologique n® 151 de I'.N.R.S., Paris, les pricipaux
risques pathologiques et toxicologiques des trichlorobenzénes seraient des irritations
non-allergiques de la peau, des muqueuses oculaires et de celles des voies respira-
toires. Leur pénétration dans I'organisme se ferait par inhalation des vapeurs, I'absorp-
tion percutané par contre serait tres lente.

Le décahydronaphthalene, un carbure d’hydrogéne bicyclique saturé, n’est por-
teur d'aucune classification de danger par ses distributeurs.

Etant donné la trés faible volatilit¢ des deux solvants utilisés, la protection pen-

* Dans les annexes A et B, les échantilions pour lesquels 'extraction.aprés séchage au chaud a
réussi sont marqueés par I'indice de la température appliquée.
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dant les extractions par une hotte aspirante, une blouse et des gants jetables en latex,
changés aprés chaque contamination accidentelle, parait suffisante. (N.B.: les solvants
de remplacement coltent moins cher que les originaux.)

Pas 6) A cause de la forte volatilité et de la faible viscosité du tetrachlorure de
carbone et du n-hexane, s’ajoutant a Pinflammabilité de ce dernier, un tel broyage
meécanique n’était pas possible dans la version originale de la technique.

Pas 9) Le depdt de la couche propre, servant comme filtre liquide pour les chlo-
roplastes lors de la centrifugation, n’est qu'une mésure de précaution et n’est pas obli-
gatoire. En effet, on peut ici economiser du solvant et se servir de tubes de centrifuga-
tion d’'une plus petite section, ce qui peut faciliter ensuite le prélévement des chloro-
plastes.

Pas 12) Le cyclohexane est un solvant volatil nocif (cf. la fiche toxicologique de
FLN.R.S. n® 17) mais recommandé comme produit de remplacement pour le n-hexane.
I est a manipuler sous la hotte aspirante, les tubes doivent rester bouchés lors de la
centrifugation.

Pas 16) C’est l'utilisation d’un détergent non-ionique comme le Triton qui permet
la libération préférentielie de ’ADN cytoplasmique par rapport a ADNnR, car, a basse
température, son activité lysante sur les nucléosomes, des complexes d’ADN avec des
histones (des protéines de nature basique), est moins puissante que celle sur les com-
plexes des fragments de membranes de chloroplastes avec 'ADNcp; celui-ci n'est pas
autant emballé dans des protéines (HERRMANN, POSSINGHAM 1980).

Si LEHVASLAIHO (1986) utilise le Triton dans sa technique de préparation
d’ADNcp, c’est également pour casser les membranes des organites, mais sans se
servir de son activité différentielle, qui dépend d’ailleurs crucialement de la baisse de
la température *.

Pas 18) Pour le riz, les remplacements du Sarcosy! par le SDS et de la Pronase
par la Protéinase K, associés a 'augmentation de la température et de la durée d’incu-
bation, de 37°C a 60°C et de 1 heure a plusieurs heures, respectivement, ont amélio-
rés la digérabilité de I'ADN isolé par les enzymes de restriction.

Les étapes 19) et suivants correspondent a un procédé classique de purification
d’ADN, documenté par MANIATIS, FRITSCH et SAMBROCK (1982).

Pas 30) Les culots et les solutions finales présentent parfois un aspect brun,

* résultat d’une série d’essais
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orange ou jaune, témoignant la contamination des préparations, soit par des pigments
(chlorophylle, carotinoides ou xanthophylles) ou leurs dérivés, soit par de la plastochi-
none ou des hydrochinones (cf. JACOBI 1974). 1l faut soupgonner ces derniéres d’'un
considérable effet inhibateur sur les enzymes de restriction.

d)_Complement au protocole d’extraction: le traitement des déchets

Tous les déchets organiques liquides sont réunis dans une bouteille conservée
sous la hotte, et de la périodiquement emmenés pour traitement par une entreprise
specialisée. Les déchets solides (résidus de filtration, chiffons trempés, gants souillés)
sont scellés dans un sac plastique et jetés. Les filtres nylon sont essuyés, laissés
sécher et lavés a plusieurs reprises sous la hotte dans une lessive chaude (decon 90),
qui apres est versée dans I'égout de la hotte. Puis ils sont séchés et réutilisés.

e) Une autre possibilité d’extraction non-aqueuse

Le culot du materiel chloroplastique, obtenu par I'une ou Yautre version de la
méthode non-aqueuse (p.e. aprés le pas 14) ci-dessus), méme s'il est coriace (par
example a cause d'un séchage complet au vide), se disperse facilement par agitation
légere dans un petit volume de 1,1,1-trichloroéthane. Cette suspension peut étre
extraite avec du tampon RS, contenant 3 ou 4 % de Triton X 100, en émulsionnant 'en-
semble pendant 3 heures a 0°C sur une roue tournante. L’aggressivité modérée du
solvant liberes 'ADN des organites, ce qui permet son absorption dans la phase
aqueuse. La durée de I'extraction est cepandant critique, car sa réduction entraine des
pertes de rendement, son extension entraine par contre une contamination nucléaire.
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3) La digestion de PADNcp par les enzymes de restriction

Toutes les digestions furent exécutées selon les recommandations des fournis-
seurs des enzymes (Appligéne, Boehringer). Notamment, leurs précisions sur les tam-
pons d’incubation spécifiques aux enzymes furent respectes.

La quantité d'ADN utilisée fut fixée en fonction de I'enzyme: environ 2 a 2,5 pg
pour les enzymes coupants frequemments (Eco R I, Ava ), 1 a 1,5 ug pour les
enzymes générant moins de fragments (Sal i, Pst i, Bam H i voir, Bst i, Hind iii, Sma i,
Bst E 1I).

Les temps d’incubation s’élevaient a 60 minutes pour les enzymes Bst | et
Bst E I, qui fonctionnent & chaud, a 15 heures pour 'enzyme Sma |, qui digéere a tem-
pérature ambiante, et @ 3 heures pour les autres, qui demandent l'incubation a 37°C.

Par essai, 10 unités d’enzyme de restriction (4 unités pour Ava l) étaient mises
en oeuvre, complémentées par 2ug de RNAse (Merck, 20 U/mg, bouillie pendant 10
min lors de sa préparation).

Voici la composition d’un essai de digestion de restriction typique:

solution ADN + tampon TE : 17,0 pl
tampon d’incubation 10x : 2.1 pl
enzyme de restriction (10 U/l ) : 1,0 i
solution de RNAse (2 mg/ml) : 0,9l

- pour une série de 20 ou 40 digestions, les trois composants a rajouter a 'ADN
(le tampon et les deux enzymes concentrés) étaient mélangés sur la glace, distribués
par aliquots sur les échantillons d’ADN refroidis et remélanges avec ceux-ci par tapote-
ment des tubes. Les mélanges étaient rassembiés par un coup de centrifugeuse et
ensuite incubées dans un bain-marie.

Les réactions étaient terminées en replagant les tubes dans la glace. Chaque
échantillon était mélé avec 2,3 pl d’'un tampon de charge (10 mM EDTA, 0,25 % bleu
de bromophénol, 90 % glycérol), chauffé a 65°C pendant 5 minutes afin de bien isoler
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les fragments d’ADN, et de nouveau refroidi.

4) L’électrophorése de ’ADNcp

La separation des fragments de restriction fut éffectuée par électrophorése
"sous-marine” dans des gels d'agarose ("ultrapure” Biorad) d’'une épaisseur de 4 mm
(200 ml). Comme tampons, furent utilisés le TAE (Tris, acétate, EDTA) et le TBE (Tris,
borate, EDTA; réutilisé deux fois) selon MANIATIS (1982), et ceci en fonction des
enzymes de restriction utilisées, comme précisé dans le tableau 1.

tab. 1. conditions d’électrophorése

enzyme concentration tampon voltage durée
d’agarose approximative
EcoRl 1,30 % TAE 50V 20 h
Ava | 1,75 % TBE 110 V 7h
Bam H | 0,85 % TAE 70V 10 h
Sal | 0,70 % TAE 40 V 7h*
autres 0,75 % T(A+B)E ™ 45V 20 h

* conditions de mini-essai: gel de 24 cm avec 111 puits en trois lignes, taille du puits 3 mm x 1Tmm,
volume final de I’échantillon 7 yi;
** T(A+B)E: 33% TAE + 67% TBE (réutilisé deux fois);
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Pour assurer une bonne définition des bandes, toules les électrophoréses sont
initiees par I'application d’un voltage de 25 V pendant 45 minutes. Pendant |'électropho-
rése le tampon est recirculé du bac de I'anode vers le bac de la cathode par une
pompe péristaltique (débit 5 ml/min).

Dans chaque électrophorése est inclu, soit un marqueur de poids moléculaires
("Raoul I", Appligéne, méié avec le tampon d’incubalion de I'enzyme d’'anlyse et un ali-
quot de RNAse), soit un marqueur interne, c’est a dire donnant un patron déja connu.

On trouvera dans 'annexe E le protocole pour une digestion de restriction a pe-
tite échelle (100 pg d’ADN), le marquage radioactif au 395.dCTP en 5 des fragments,
et I'électrophorese en gel polyacrylamide a gradient de concentration, tel qu'appliqué
pour les enzymes Msp | et Hpa Il (se distinguant par un déterminisme de reconnais-
sance de sites a 4 bases), générateurs de plus de 200 fragments chez 'ADNcp du riz.

5) La coloration et la photographie des gels d’électrophorése

Les gels sont colorés directement dans leurs moules rescellés aux deux bouts
avec du ruban adhésif, en leur superposant un volume égal (200 ml) d’une solution de
bromure d'éthidium a 1pg/ml pour 30 minutes. Le fond est ensuite décoloré dans un
bain d'eau déminéralisée pendant 20 minutes.

Transilluminés par des UV a 365 nm, les gels sont photographiés sur négatifs de
8.5 cm x 10.8 cm (Polaroid 665, 1ISO 80/20°) a travers (du bas en haut)

- un filtre ultraviolet,
- une gélatine filtre jaune faible,
- un filtre rouge foncé (Cokin),

par une exposition de 18 minutes avec le diaphragme ouvert.
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6) La lecture des gels d’électrophorese

Chaque bande observée est caractérisée par sa distance de migration absolue,
au quart de millimétre prés, par son bord antérieur. L'agrandissement dés photos a la
taille originale des gels permet la précision de la lecture.

L’estimation des poids moléculaires correspondani aux différentes bandes est
effectuée a Paide d’une courbe de calibrage presque-linéarisée, déduite du patron du
marqueur. Voici comment:

a) parmi les bandes du marqueur moléculaire, trois sont choisies pour la déter-
mination d’une hyperbole (suivant une proposition de RICKWOOD et HAMES, 1982) du
type |

a
h L = —— + b ,
c+ M
ot M symbolise la distance migrée et L la longueur en paires de bases (ou le poids
moléculaire) d'un fragment d’ADN. Le critére de choix pour ces trois premieres bandes
de référence est qu'ils encadrent au mieux les patrons de 'ADNcp: une a chaque
extrémité et une au milieu.

b) Les distances de migration de chaque bande mj du marqueur sont reportés
sur 'abscisse, et, sur I'ordonnée, les valeurs de référence d, obtenues par I'application
sur les logueurs des éléménts du marqueur de l'inverse invh de la fonction hyperbo-
ligue susdite h.

La suite des points ainsi construits décrit une courbe simple, légérement sigmo-
ide: la courbe de calibrage. Comme exemple, la courbe établie pour I'évaluation des
données Ava |, adapté a la taille d'une feuille millimétrée par une transformation liné-
aire, est montrée dans la figure 1.

Pour le calcul de la longueur d'un fragment correspondant a une bande quel-
conque, on monte de la distance migrée mésurée pour cefte bande comme valeur
d’abscisse sur la courbe (dans le cas idéal la droite liant les deux points de référence
voisins, correspondant aux deux bandes du marqgueur les plus proches de celle en
examen) et lit la valeur d. A partir de celle-ci la longueur nette est trouvée par l'ap-
plication de la fonction h. (Le cas de la figure 1 demande en plus I'application préala-



fig 1: courbe de calibrage des tailles des fragments Ava |
(® désigne les points de définition de I'hyperbole h)
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ble de I'inverse de la transformation linéaire impliquée.)

7) L’analyse des mutations

a) Généralites

Afin d’expliquer en termes de mulations les différences entre deux patrons de re-
striction, produits sur des ADN homologues par une mémé endonucléase, on ne consi-
dére pas seulement qualitativement les présences et absences des bandes dans les
patrons. En se servant des valeurs quantifiées des tailles des fragments correspondant
aux différentes bandes, on recherche les relations possibles entre les éléments non-
identiques des deux patrons.

A ce sujet, la notion de mutation se rapporte a celie définie par la génétique
. moléculaire, et par conséquent elle dislingue les mémes types que celle-ci. Aux sub-
stitutions de bases ou mutations ponctuelles correspondent les mutations de sites de

restriction simples, qui se traduisent par les apparitions et disparitions de sites de
coupure de I'endonucléase sur la molécule. On parle d’une addition ou insertion, si un
bout d’ADN est inséré dans la molécule, d’'une délétion, si un bout en est enlevé. Le
terme de transposition désigne le déplacement d'une partie de la molécule par rapport
au reste, celui d’inversion le changement de 'orientation relative d’'un tel fragment. A

noter qu'une mutation de site est {en geénéral) specifique de I'enzyme de restriction,
alors que les mutations des autres types peuvent apparaitre dans les patrons de diges-
tion de plusieurs enzymes a la fais.

La possibilité d’identification directe n’est cependant pas parfaite. Puisque les
sites de restriction sur I'ADN ne sont pas vraiment de simples points, mais de courtes
sequences (en général 4 ou 6 paires de bases en ordre palindromique), il peut théo-
riguement arriver que les additions, délétions, transpositions et inversions a leurs extre-
mités créeent ou détruisent des sites de coupure. Sur les patrons de fragments ceci
pourrait produire des effets particuliers.
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b) La détection des différents types de mutations

- Les mutations de sites

sont reconnues par le remplacement de deux petits fragments par un plus grand (dis-
parition du site) ou d’un grand fragment par deux plus petits (apparition du site). En tout
cas la somme des tailles des deux petits fragments est égale a la taille du grand. En
realité les deux petits fragments ne sont pas toujours détectables: ¢’est qu'au moins
I'un d’eux est trop petit pour étre détecté sur I'électrophorégramme.

- Les additions ou insertions

en géneral donnent jour au remplacement d’un fragment par

- un fragment plus grand, dans le cas normal,

- deux fragments dont la somme est plus grande, si le segment inséré dans la mole-
cule porte un site de restriction.

Dans notre cas, pour la plupart, les differences de taille ne dépassent pas quelques
dizaines de paires de bases.

La seule possibilité de distinguer a coup sur une addition d’une perte d’un site est de la
retrouver systématiquement avec différentes enzymes, ce qui est pratiquement impos-
sible pour les plus petites d’'entre elles.

- Les délétions

se détectent comme les additions, la distinction entre les deux demandant de toute
fagon une référence extérieure a la paire de patrons en comparaison.

- Les inversions,

dans leur version typique, entrainent la recombinaison des deux fragments couvrants
les bouts du segment inversé. Deux fragments sont ainsi remplacés par deux auires,
leurs deux sommes respectives étant identiques.

- Les transpositions

ne peuvent également étre reconnues que si elles transportent au moins un site de
restriction. Dans ce cas elles font typiquement disparaitre trois fragments et apparaitre
trois autres a leur place, la somme des fragments nouveaux étant égale a celle des
fragments anciens.

Dans le cas ou le segment entre le point de délétion et le point d’insertion de la
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fig 2; éffets des mutations sur les patrons de restriction
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séquence déplacée ne contient pas de site de restriction, les fragments remplacés et
les fragments remplaganis sont au nombre de deux, et ainsi la distinction d’une
inversion ne pourrait se faire qu’a V'aide de résultats obtenus avec plusieurs enzymes.

La figure 2 illustre les consequences de quelques mutations typiques sur des
patrons de restriction.

Comme les mutations de siles sont un type de mutation fréquent et bien caracié-
risable, elles furent les premieres a étre recherchées d'une fagon systématique. Pour
chaque analyse d'une paire de patrons, toutes les combinaisons simples (type a + b
= c ) possibles furent verifies. Des additions ou délétions supérieures a 50 paires de
bases ne furent supposées que quand ils etaient retrouvés indépendamment avec
plusieurs enzymes.

8) La construction d’un cladogramme sur la base des relations définies par
mutations entre les différents types moléculaires

Le cladogramme est construit comme un arbre hypothétique en attribuant un
bout de branche a chaque type cytoplasmique individualise, en minimisant la somme
totale des mutations spécifiques aux différents branchements, en n’acceptant aucune
coincidence ou réversion parmi les mutations de site, transitions, inversions et grandes
insertions ou délétions, mais en acceptant le nombre minimal nécessaire de coinci-
dences ou réversions sur les petites additions et délétions (a comparer avec la mé-
thode de DeBRY et SLADE, 1985, développée pour 'analyse des cartes de restriction).
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9) La construction des arbres phylogéniques hypothétiques

Les différents arbres phylogénétiques hypothétiques représentent des transfor-
mations du cladogramme primitif, maintenant sa topologie intérieure, mais tirant la tota-
lité des extrémités des branches extérieures sur un méme niveau (symbolisant le pré-
sent) et transformant I'ordre purement hiérarchique des branchements chez le premier
en un ordre, a la fois hiérarchique et temporel relatif, chez le second. Deux méthodes
furent utilisés pour calculer les niveaux temporels relatifs des bifurcations:

a) une méthode de repérage par paires non-pondérées (UPGMA; SOKAL,
SNEATH 1963):

Le niveau temporel relatif attribué a une bifurcation est proportionel au nombre
moyen des mutations nécessaires pour transformer un type porté par le bras gauche
en un type du bras droit du branchement. Pour les "polyfurcations”, c’est a dire s’ily a
plusieurs branches, le niveau du noeud est proportionel au nombre moyen des muta-
tions nécessaires pour la transition d’'un type porté par 'un des bras a un autre porté
par un autre des bras.

b) une méthode de repérage par paires pondérés (WPGMA):

La seule différence entre cette méthode et la précédente est que le traitement
des deux branches d’une bifurcation, lors de la détermination du niveau relatif de cette
derniere, n'est pas automatiquement égal, mais varie en fonction du nombre de bouts
terminaux auxquels chaque branche descend: le poids relatif attribué a la branche
étant égal a son nombre de terminaisons. Cette méthode a comme éffet de réduire
dans les estimations l'influence des branches minoritaires montrant des taux de muta-
tions extrémes.

Si, pour une bifurcation donnée, le nombre de terminaisons est égal pour ses
deux branches, les deux méthodes aj} et b) lui attribuent la méme valeur de niveau tem-
porel relativ. -



LES RESULTATS

1) Résultats concernant les techniques et méthodes

a) Amgélioration de la technique non-aqueuse de 'purification des ADNcp
appliquée au riz.

Les modifications apportées par notre protocole d’extraction a la méthode origi-
nale représentent des améliorations a plus d’'un titre. Les voici en résumé:

- La mécanisation des deux broyages, dont la deuxiéme doit sa possibilité au
remplacement des solvants mis en oeuvre, ainsi que la réduction des volumes a partir
de la resuspension du culot chloroplastique (celle-ci s’avérant facilitée grace a la faible
volatilité des nouveaux solvants) signifient une rationalisation des extiractions en termes
de temps nécessaire par échantilion.

- La mécanisation est également essentielle pour l'efficacité des extractions a
partir de plantes adultes.

- L’étappe nouvellement introduite de solubilisation différentielle (pas 15 a 17
dans le protocole), postérieur a I'enrichissement du matériel chloroplastique, a
augmenté la qualité des purifications en réduisant a un minimum la contamination de
'ADNcp par de I'ADNn (la figure | dans 'annexe C montre un résultat typique obtenu
avec la méthode originale sur le riz - a comparer avec le reste des figures, toutes

montrant des résultats obtenus avec la nouvelie méthode).
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- Par conséquent, une contrainte est enlevée de I'étape d'isolation des chloro-
plastes, car la nécessité d'un compromis entre le rapport en chloroplastes et le dégré
de contamination par les ADNn se voit suspendue: 'augmentation des rendements par
'augmentation de la densité du médium de centrifugation ne s’accompagne plus par
un risque élevé de contamination. Dans nos expériences sur le riz, un essai sur 12 g
de feuilles adultes fraiches apporte maintenant entre 4 et 50 pyg d’ADNcp, selon
I'espéce et I'état de la plante, - en moyenne prés de 10 jg.

- Tous les solvants de remplacement réunissent 'avantage de coiter moins
cher que les produits remplacés et d’ offrir une sécurité de manipulation améliorée.

b) La non-spécificité au riz de la technique de préparation de ’ADNcp

La fiabilité de la nouvelle méthode non-aqueuse fut testée dans un essai direct et
unique d’application sans modifications sur 12 espéces de plantes supérieures. La
qualité des ADNs isolés fut vérifice par une digestion Bam H I, dont les résultats sont
montrés dans la figure |l dans I'annexe C et décrits dans le tableau 2.



“tab2: ~résiltatsidiunespréparationides ADNC
savecdaméthode:adaptéeautiz
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sde 12¢especes de’plantes a fleurs

espece* “rendements* -contnucl. ~etatrx -digérabilité
Arum maculatum “104pg - o +
Asphodelus*fistulesus ‘8pg - . +
-Avena sterilis 7.0 () o+ +
Centaurea collina 3.0 (--) + +
Gossypiumraustrale “T1oug -- ot +
Eichhornia crassipes “T2upg (--) “+ +
Hibiscus:sp. “10.pg - e 5
Iris sp. -5 g ? b -
Plantago lanceolatum 229 - - +
Quercusiilex “8 pg ? -+ --
Scilla Lilio-Hyazinthus ~6.j19 - N +
Thymus. vulgaris “1.pg ? s -

Conclusion: .Lesrmaodifications ‘de :la technique:ne doivent:pas .étre..considérées

comme.des~adaptations spécifiques:au riz.

* récemment, dans le méme laboratoire, S:H. ZHANG:a obtenu-des résultats. positifs sur Triticum
aestivum, Zea mays, Avena sativa et Dactylis glomerata, N. HOCHLANDER sur Plantago lanceolatum;

** rendement d'un essai simple sur 12 g de feuilles fraiches;

**% -+ + gans degradation;

+ faiblement dégradé; -- dégradé;
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¢) La régularité des électrophoréses

Pour une électrophorése donnee, c’est la régularité de la courbe de calibrage,
déduite d’'un marqueur fin de poids moléculaire étalé lors de cette électrophorése, qui
peut étre regardé comme indicatrice de la régularité de celle-ci.

Comme le montre I'exemple de la figure 1 cette regularité est remarquable, dans
la mesure ou la partie quasi-linéaire de la courbe est large et que les sécantes définies
par deux points voisins de définition de la courbe restent toujours proches de celle-ci (il
n'y a pas de zig-zag).

Si le marqueur, qui consiste en un ADN particuliérement pure produit par clo-
nage, migre d'une fagon bien réguliere, ceci ne permet pas cependant de conclure
avec certitude que ce soit aussi vrai pour 'ADNcp.

Au contraire on a a signaler a ce sujet, que pour les ADNs cp du riz les patrons

Eco R |, mais eux seulement, se présentent différemment, par rapport a un méme mar-
queur externe, apres électrophorése dans les deux tampons différents, TAE et TBE, en
gardant les autres parametres invariés (comp. fig. 3 et les fig. lll A/B et [l C dans I'an-
nexe C). Le fait que ces différences se limitent auﬁ( placements de quelques bandes de
taille moyenne fait penser qu'il pourrait s’agir d’effets de structure secondaire chez cer-
tains fragments, dépendant dans leur formation de la force ionique du milieu. Et finale-
ment ce sont les cohérences lors de 'analyse des mutations de sites qui suggerent
que la régularité de I'électrophorése est plutdt propre au systéme utilisant le TAE, donc
que c’est le TBE qui semble responsable de I'artefact décrit.

d) La qualité des préparations d’ADNcp

Quant a la pureté chimique des ADNs isolés, il peut étre signalé gu’elie se mon-
trait suffisante pour assurer le fonctionnement des enzymes de restriction et pour per-
mettre la nick-translation ainsi que le marquage en 5 des bouts de fragmenis de
restriction par le fragment de Klenow de la DNA-polymerase |. U'enzyme Kpn { fait
cependant exeption, en donnant souvent des digestions incomplétes, ce qui pourrait
étre di a son inhibition partielie par des substances contaminantes.



1410 —

1250 —

900 —

750 —

650 —

550 —

380 —

fig. 3:

le patron:Eco R | de 'ADN cp

d'Oryza :saliva japonica
par électrophorese
a)en TAE, Db)enTBE
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En ce qui concerne les contaminations par de 'ADN nucléaire, on peut consta-
ter qu'elle est négligeable, dans la mésure ou, en général, la possibilité de lecture
compléte des patrons spécifiques a I'ADNcp ne se voit pas affectée. Dans des cas
rares il est possible de reconnaitre dans des patrons Eco R | quelques bandes conta-
minantes faibles, qui selon leur poids moléculaire correspondent & des fragments
d’ADN ribosomique nucléaire.

Les électrophoréses d’échantillons non-digérés montrent qu’en moyenne les
molécules sont d’un haut poids moléculaire. Néanmoins une certaine dégradation se
revele lors de la restriction avec des enzymes qui donnent peu de fragments: les
bandes correspondant aux plus grands fragments n'apparaissent pas dans lintensité
que I'on devrait attendre d'aprés celles des plus petits fragments. Mais cela augmente
plutdt la lisibilite des gels qu’il ne la géne; sauf peut-étre dans le cas de I'enzyme
Bst E Il, ou un fragment d’environ 60 kb, qu'elle semble produire, ne forme pas de
bande nette dans le gel, mais une sorte de voile diffus (comp. fig. V dans I'annexe GC).

Les contaminations par ’ADN mitochondrial sont également faibles. En molarité
elles ne dépassent probablement pas I'ordre d’un pour cent, ce qui découle d’un essai
d’hybridation selon SOUTHERN (1975) de I'ADNcp digéré par Ava | avec une sonde
spécifique au gene de la cytochrome oxidase. Elle révéle une bande dimorphe, qui
n'avait pas été visualisée par la coloration au bromure d'éthidium du gel original
(comp. fig IV D dans l'annexe GC; I'essai d’hybridation avec la sonde froide fut effectué
par S.H. ZHANG).

2) Les patrons de restriction des ADNs chloroplastiques du riz

Des photos représentatives des résultats d’électrophorése figurent dans I'annexe
C, et dans F'annexe D les reconstitutions dessinées de la totalité des patrons analysés.

Pour chaque bande observée, une valeur de longueur en kilobases est déter-
minée, correspondant a celle des fragments de 'ADN qui constituent cette bande.
Ainsi, chaque bande d’électrophorése est identifiée avec une classe de taille des frag-
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ments de restriction:.

Le présent chapitre donne sous forme de tableaux les distributions des frag-
ments sur les différentes bandes. Les valeurs de taille atiribuées aux bandes sont
déterminées a l'aide d'un marqueur spécial étalé lors™ de I'électrophorése, comme
décrit ci-dessus. Elless représentent cependant d’abord des étiquettes pour les
ensembles de fragments réels réunis dans ces bandes, el ensuite des estimations
approximatives des tailles reelles de ces fragments”.

Les chiffres figurant dans les colonnes. représentent alors le nombre de frag-
menits présents dans une bande donnée (2 pour une bande double, 3 pour une bande
triple etc.). Les bandes sont listées par ordre décroissant de leurs valeurs de taille
respectives.

La liste des plantes de I'annexe A indique dé€ja le classement des échantillons
sous les 32 types chloroplastiques distingués. L'annexe B donne la répartition des
‘plantes analysées sous ces différents types.

a) Les patrons Eco R |
L’endonucléase Eco R | reconnait el coupe la séquence GAA TTC . En

moyenne elle génére 59 fragments de taille supérieure a 400 pb. Les patrons sont
présentes dans le tableau 3.

b) Les patrons Ava. |

Ava | reconnait et coupe les deux séquences CCC GGG et CTC GAG . Elle
produit autour de 62 fragments de taille supérieure ou égale a 280 pb. La totalité des
patrons observés est porté sur le tableau 4.

*une certaine réserve concerne surtout I'utilisation de la deuxiéme décimale, qui se propose surtout
par la densité des bandes dans certains patrons de restriction
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c) Les patrons Bst | et Bam H |

Sur I'ADNcp du riz, les deux enzymes Bst | et Bam H | se révéelent comme
isoschizomeres strictes. Elles créent 34 fragments supérieurs a 0,6 kb en restreignant
la séquence GGA TCC. Le lableau 5 donne les patrons.

d) Les patrons Hihd ]

Sequence de reconnaissance: AAG CTT ; nombre de fragments générés: 35
(supérieurs a 0,6 kb). La liste des patrons constitue le tableau 6.

e) Les patrons Sma |

Séquence de reconnaissance: CCC GGG*; nombre de fragments généreés: 20
(sup. a 0,6 kb). Liste des patrons: tableau 7.

f) Les patrons Pst |

Séquence de reconnaissance: CTG CAG ; nombre de fragments générés: 15
(sup. a 0,7 kb). Liste des patrons: tableau 8.

g) Les patrons Bst E I

Séquence de reconnaissance: GGT N ACC* ; nombre de fragments générés:
14 (sup. a 0,7 kb). Liste des patrons: tableau 9.

coincidence partielle avec Ava |
~ N désigne un nucléotide quelcongue
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tab. 3: " la distribution des fragments Eco R | sur les bandes électrophorétiques

bande | taille types Cytoplasmiques
no. |(kb)yla b ¢ d @3 e2 el edes5fl 2 ghh2il 2 k Umnt n2n30 p p3ql g2
N 1311 11 11111 11111111 111111
2y |98 |+ - - - - - - - - 4 - - 411 s - < - - - - .-
3) 197 |- - =+ - - o« - - - 4 4 4 s - s s -~ -t - -
4 {7411 11 1 1 1 1 1 1 - « < < - - - - < . - ...
5 !68/1 1t 11 111t 1111111111111 11111
) [639|- =« = - - - <+ - - = - - - - - - 111 - - - - - -
7) 1684|- = = - - - - - - s+ < - - - < 1 - - - - 11111
8) [ 627 - - < - - 1 - = - o L 4 . s . e . e .o
9 6121 1T 1 1 4 - A 1 - 1 1 1 4 - - - - - - - ..
10) 3,92 - -~ = - s - - - e =+ o s == o4 o= o oo
1) [ 890)- - - - - T T H e - -
12) {8,85| - - - - - - - - - - - - s - a1 - e e e e e
13) 882 - - - - - - = - - - - 1 11 - - - - - - - - - - -
14) (3781 2 1 1 1 1 1 1191 - - - - 122 2 222122
15) 3,741 - - 1 - = - - - . = = . o o - - L oL
16) {376/- - 1 - 1 1 1 - 1 3 3 2 2 2 2 222212222 2
17) [866]- =« - - = - - 1 - - - - - - - - - . o NL ..
18) | 8,60] - <« - - - - - - - = - - - . . e
19) (38531 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - 11 11T 111 1 1 - -
20) 13,49] - - - = - - - o - o o o1 - - - e ..o e o e
21) 3,05 - - - - - - - - - - - 1 1 - - - - - - - . ...
22) 12,94] - - - - - - o o o o o oo o e - e e e e e e
23) |29 |4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 55 5 5 5 5 5 2 2
24) [ 286 - - - - - - = - -+ o - o - o ... .- oo -1
26) | 2,69 - - - - - - - - - o .o ..o e e .o e e o
27) 261 - - - - - - - - - < - - - - - 1T 111 - - - - -
28) |252/2 2 2 2 2 2 272 2 2 2 22 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
29) (241 - - - 1 - - o o o o o ..o oL Lo o e
30) |238)(2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2222222222
31) {232{2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 22 2 222 2 2 2
32) (22911 11+ 1111111111 1t1- = -« - 11111
383) (226} - = = = = - - = - - - - . - . - 1 1 11 - - - - -
34) (22002 2 2 2 2 2 2 2 3 2 2 2 2222222222222
3) (2003 3 3 3 3 3333333333333 3333333
3) (1,881 1 1t 1 1 1 1 11414 111 11112 111111 1 1
37) | 1,86|- - - - - - - - - - < - . . L . - <~ - - - - - 11
38) (1,83/2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 22 22222222211
39) [ 1,79 -« - - = - - o = o o . o1 1 - - o - - e o e
40) | 1,76 = - - - - - - -« < 4 4 - 4 4 - - - < - < 11 - -
41 (47501 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1t 1111111111111
S T T T
43) | 1,712 2 2 2 2 2 2 2 2 2 - 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 22
44) 1 1,88) - - - - - - - o o L2 o oo oo ..o e
45) 1164/1 1 1 1 - 11 1 1 11 1 1+ 1t 11t 11111 11 11
46) [ 1,65 - - - - - - - o oL .o oo - - e e e e
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47y | 1,48) - - - - - - - - o oo .- a . e e e
48) 1466 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3
49) 11,42 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . . 33
50) 1382 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 - -
51) 1331 + 1 1t 11111 - - 1t1111 111111111
52) 2311 1t 111111111 1111t 1 1111 11T
53) [118]- - - - - - - < < - - . - - - - - < - 111 - -
54) 1,17 - - - - - - - - o . . .- .o - .. e a e
55) 1,16 - - - - - - - - o . - o . .- .. .- .o -1
56) | 1,15] - - - - - - - o o o o o oo o oo A - o oo .o
57) 1140 - - - - - - - - - - « - - - - 1 1111t 11 1 11
58) 1,001t 11 1 ¢ 1111t 11 1t 1t - - - - - e o
59) 1091t 11121 1t 111111 11t 1t 11 111 1 1 11
60) 102 - - - - - - - - - - - - - - - 111 2 2 111 11
61) 10002 2 2 2 2 2 2 22222211 - 11- - 111 -
62) [0,98| - - - - - - - - - - o o . o o1 . . ..o
63) [0,96] - - - - - = - - o . o o o ..o oL 2
64 [095/1 1 1 1 1 t 1t 1 1+ 111111111111 1 1 - -
65) 0941 1 1t 1 1 1 1 11 1 1+ 1+ 11 1 1t 1 1+ 11 1 1 1 - -
66) | 0,91 - - -~ - - - - - - o o . - - L1 - - - - . oL .-
67) 0,90 - - - - - - - - - o L o L . - - - 4 L - . L . 22
68) 089{- - - 1t 1t 1+ 1 1 1 1t 1 1 1 11 - 1 1 1 1t 1 - -
69) (0861 1 1 - - - - - - - o o - L . - . . e
70) 084|- - - 1 1t 1t 1 1t 11 1 1 1 1 1 - 1 1 - - - - -
71) 10831 1 1 - - « - - - - . o - 4 - - 4 - 4 <111 - -
72) 1081 - - - - - - - - o - . . o - . - - L - 111 -
73) o80(1 1t 1 1t 11 1111 1t 1+ 1 - - - 1 1 1 1 - - - 11
74y 0772 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 33
75) 1 0,75| - - - - - - - 4 - 4 o - o 4 - -1 - 11 - - e e
76) 07¢1 1 1+ 1 ¢+ 1 1 1t ¢+ 1 111111 - -« - - 111 11
77y 1069 - - - - - - - - - - - < - < -1 - - - - 11111
78) o67{1 1 1+ 1 1t 1+ 1+t 1t 11111t 11 - 1111 - - - - -
79) 0652 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 2 21 2 2 2 2 2 2 2 11
80) | 064| - - - - - - - o o . . o o .. 1 - .- e e oo
81) 063 - - - - - - - - 4 - - 4 - - - - - - - - - - - 11
82) 0,59y - - - - - - - - - - < - - - - - - - - - - - - 1 1
83) 0562 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1
84) [0,55| - - - - 1 - - - - - o o ..o o oo oo
85) 0,52 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - 211
86) [048|- - - - - - - - - - - - < - - 11111111 - -
87) 04 |2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2.2 2 2

a b c d e3e2eltedesft 2 ghh2it 2 k Imntn2n3 o0 p p3ql g2

La colonne a comprend les types al et a2, la colonne g/h les types g et hi, la

colonne l/m les types I, m1, m2, m3, et m4, la colonne p les types p1 et p2.
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tab.4: fa distribution:des fragments Ava | :sur les bandes -électrophorétiques
bande | taille types cytoplasmiques
no. [{kb) |&@1 @2b ¢ d =& €21 g ‘h1 h2 it :i2 k | mdm3m2min3 o p1 p2 p3 gt g2
1) (11,6 |- - - - - - - o - - o - o - o .- oo . oo
b2 N T 1 T T e N e T (R A A N S (RN M DS M S S R R e I O I O
3) 77 1ttt 11111t 111
T I - T T T
5) 681 *+ 1 114 41111111111 - -1 111 11 11
6) 64711 1 1+ 11 11 1 111 1111111111 1t 1 111
7y 575011t 1111111 1111111ttt
8 |547i{- - - - - - - - - < + - - -« 1 1 1T 1T 1T 11T 111 - -
) Y << 72 S
10) {51 |4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 3 33 3 33 4 4 4 4 4 4
1) [482)- - - - - - - - - < - - - 111111 - - - - - -
12) 42/1"1 114111111111 - 1t111T 11T 1T 1 11 11
13) |449(- - - - 1.1 1 - 1 1 1 1 1 - ~ - =« - < 1 - - - . - -
14) | 446]- - - - — ~ - 1 - - - - - - o o e ... o oo
15) (4431 1 1 1 - - - - - < -« < < - - 4 - 4 < . . ...
16) 348171 14 11 1 1t 1 1 1t 11 1111111 1 1 1 1 1 1
17) [38,88]- - - - - - - 4 - o o o . oo - - e oo oo
18) 13383}- - - - - - - - - -« - - -~ -1 - 11t - 1111 - -
18) |3,29(- - - - - - . . e
20) [3,27|- - - - o~ < o o o o o o o - o o oo oo oL
2 R < 1< T
22) 32012 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 4 2 2 2 252 2222 2 2 2
23) 307|2 2 2 2 2 21 22 2 2 - - 111111 11 11 1 11
24) [3,00|- - - - -+ - - <« & 4 - 22 « - o - < o -1 4 4 - . -
25) 1280|- - - - - - - - « < - < 1 - - B
26) | 271|- - - - - <« - - - - - - -1 11 1 -
27y 1 2700- - - - - - < 1 1 1 1 1 - - - - . e - - ..o
28) | 2671 1 1 1 1 1 1 - - - - - o L - o . - L. ..o
29) 265j1 1t 1+ 11t 1+1 141111 - 11111 1 11 1 1 1 1
30) (253(1 1 1 111111111 11222%22%27%22222:2
31) | 286~ - - - < < - - - < o - <21 - - - - oo oL
32) [ 2442 2 2 - 2 - - - - - o o < o - o1 - - - - - 11 - -
33) |242|- - - 2 - 2 2 2 SN T I R T T R
34) | 240]- - - - - 2 N - e e e e e e e e
35) 12,88 - - - - = o« o . . < o e e e .o e e e e oo e a1
36) [2,35)- - - - - - - - o o . o . - - .. oo .o oo 4o
37) |21511 - - - 1111111 111111111 - 11111
38) 206(+ 11+ 1+ ¢+ ¢+ 1+ 1 1111111111111 111 - -
39) 200/19 11 1111111 11 111111111111 2 2
40) 19411 111t 111111111111t 1111 11 1 11
41) 1,78(- 1t 1 1t - - - - - - - - < - - - - - - - - - - . - -
42) 164(2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 222 222 2. 22
43) 1%9¢(1t 1111111111112 1111111 11 1 - -

1,57 (- - - - - - - - - L . o . .- L ... .. .22
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1 1

1

1

1

2 22 22 2 2 22 22222%222222222222

1

2 22 2 2 2 2 2 2 22 22 2222222222222

1
1

1
1

1

1

1
1
1

1
1

1

1

1

1

1

33223333333 3

1

1

1

1

1

1

1

Il mdm3m2min3 o pl1 p2 p3 gt g2

i2 k

g ht h2i

ata2zb ¢ d e e2f

1,56
1,55
1,54
1,48
1,41

1,36

129|2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2222222222222

12312 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 22 222222222222

1,162 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 222222222

1,11
1,06
1,04
0,91
0,89

0,88
0,87
0,86

0,82
0,81
0,80

O76j2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2222 222222222222

07312 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 222222222222 .2:2

0,69

o682 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 22222222

0622 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

0,61
0,58
0,47

03712 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 22 2222222222

032i2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 22 2222222

6282 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

45)
46)
47)
48)
48)
50)
51)
52)
53)
54)
55)
56)
57)
58)

59)
60)
61)
62)
63)
64)
65)
66)
67)
68)
69)
70)
71)
72)
73)
74)
75)

f1etfl,

, la colonne f les types

el, e2, edeted

La colonne e comprend les types
et la colonne m1 les types m1, nt et n2.



tab. 5: la distribution des fragments Bam H | sur les bandes électrophorétiques

bande | taille types cytoplasmiques
no. {(kb) <a-i> e2 k I/m/n n3 0 p1 p2/3 gl
1) 19.7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2) 12.8 1 1 1 1 1 1 1 1
3) | 8.95 1 1 - 1 1 - - 1 1 1
4) 8.5 - - 1 - - - - - -
5) | 8.1 - C- - - - 1 1 - -
6) | 7.9 1 1 1 1 1 1 1 - -
7) | 7.15 - - - - - - - - 1 1
8) | 6.94 1 1 1 - - 1 1 1 1 1
9) 8.62 - - - 1 1 - - - - -
10) 5.30 1 1 - 1 1 1 1 1 1 1
C11) 5,23 - - - - - - - - -
12) | 5.17 - - - 1 - 1 1 1 1 1
13) 4.92 - - - - - - - - 1 1
14) 4.86 1 1 1 1 1 1 1 1 - -
15) 4.8- - 1 - - - - - - - -
16) 4.73 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1
17) 4.64 1 - - - - - - - - -
18) | 4.57 - - 1 - - - - - - -
19) 4.10 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
20) 3.74 - - 1 - - . . - - -
21) 3.36 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
22) 3.23 - - - - - - - - 1 1
23) 3.12 2 2 3 3 3 3 3 3 2 2
24) 3.10 1 1 - - - - - - - -
25) 2.84 - - 1 1 1 1 1 1 1 1
26) 2.58 - - - - - - 1 - - -
27) 2.55 1 1 1 - - 1 - 1 1 1
28) 2.52 - - - 1 1 - - - - -
29) 2.47 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
30) 2.40 - - 1 - - - - - - -
31) 2.00 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1
32) 1.72 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1
33) 1.61 1 1 1 1 1 1 1 1 i 1
34) 1.56 - . 1 - - - - - - -
35) 1.52 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
36) 1.47 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
37) | 1.42 - - - 1 1 1 1 1 - 1
38) 1.39 1 1 - - - - - 1 -
39) 1.35 - - - - - - - - 1 -
40) 1.33 - - - - - - - - - 1
41) 1.12 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2
42) 1.06 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
43) 0.84 - - - - - 1 1 - - -
44) 0.76 1 1 - 1 1 1 1 1 1 1
45) 0.70 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1
0.6 ( limite de détection )
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La colonne <a-i> comprend tous les types de ail a i2 sauf e2, et la colonne
I/m/n tous les types de | a n2.

tab. 6: la distribution des fragments Hind Ill sur les bandes électrophorétiques

bande | taille types cytoplasmiques
no. (kb) ablc e+i f g k m/n o] p3
1) 12 1 1 1 1 1 1 1 1
2) 9.0 1 1 1 1 1 1 1 1
3) 8.3 2 2 2 2 2 2 2 2
4) 7.75 1 1 1 1 - 1 1 -
5) 7.30 - - - - 1 - - -
6) 7.25 1 1 1 1 1 1 1 1
7) 7.04 - - - - - - - 1
8) 6.94 1 1 1 1 1 1 1 -
9) 6.6 - - - - - - - 1
10) 6.60 1 1 1 1 1 1 1 1
11) 6.50 1 1 1 1 1 1 1 1
12) 5.42 1 1 1 1 1 1 1 1
13) 4.66 1 1 1 1 1 1 1 1
14) 3.57 1 1 1 1 1 1 1 1
15) 3.44 - - 1 - 1 1 1 1
16) 3.41 - 1 - 1 - - - -
17) 3.36 1 - - - - - - -
18) 3.07 1 1 1 1 1 1 1 1
19) 2.69 1 1 1 1 1 1 1 1
20) 2.67 1 1 1 - 1 1 1 1
21) 2.57 3 3 3 3 3 3 3 3
22) 2.52 2 2 2 2 2 2 2 2
23) 2.44 - - - - 1 - 1 1
24) 2.42 1 1 1 1 - - - -
25) 2.23 1 1 1 1 1 1 1 1
26) 2.14 - - - - - 1 - -
27) 1.94 1 1 1 1 1 1 1 1
28) 1.46 - - - 1 - - - -
29) 1.26 2 2 2 2 2 2 2 2
30) 1.24 1 1 1 1 1 1 1 1
31) 1.22 - - - 1 - - - -
32) 1.17 2 2 2 2 2 2 2 3
33) 1.12 1 1 1 1 1 1 1 1
34) 1.03 1 1 1 1 1 1 1 1
35) 0.82 1 1 1 1 1 1 1 1
36) 0.73 2 2 2 2 2 2 2 2
37) 0.67 1 1 1 1 1 1 1 1
0.6 ( limite de détection )

dans I'analyse.



tab. 7: la distribution des fragments Sma | sur les bandes électrophorétiques

bande | taille types cytoplasmigues
no. (kb) <a-i> a2bl k <lp> n3 p3 q
1) 19.2 1 1 - 1 1 1 1
2) 14.8 1 - 1 1 1 1 1
3) 12.3 1 1 2 1 1 1
4) 1.4 - 1 - - - - -
5) 9.6 - - 1 1 - 1 1
6) 9.4 - - 1 1 1 1 3
7) 9.3 4 4 2 2 2 2 -
8) 9.2 - - - - 1 - -
9) 8.8 - - - 1 1 1 -
10) 8.7 - - - - - - 1
11) 8.4 - - 1 - - - .-
12) 7.8 1 1 - - - - -
13) 7.5 - - 1 1 1 1 1
14) 7.4 1 1 - - - - -
15) 6.91 : - 1 - - - .
16) 6.60 1 1 1 1 1
17) 4.86 - - - - - 1 -
18) 4.75 1 1 1 1 - 1
19) 4.08 3 3 3 3 3 3 3
20) 3.17 - 1 - - - - -
21) 1.76 2 2 2 2 2 2 2
22) 1.56 1 1 1 1 1 1 1
23) 1.10 2 2 2 2 2 2 2
24) 1.03 1 1 - - - - -

0.6 { limite de détection )

La colonne <a-i> comprend tous les types de a1 a i2 sauf a2, bet c.
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tab. 8: la distribution des fragments Pst | sur les bandes électrophorétiques

bande | taille types cytoplasmiques
no. {kb) ablc <e-i> k I/m/n n3 olp g
1) 20 1 1 1 1 1 1 1
2) 16.3 1 1 1 1 - 1 -
3) 16.1 1 1 - - - - -
4) 16.9 - - - - 1 - -
5) 15.0 1 1 - 1 1 1 2
6) 14.8 - - 1 - - - -
7) 14.6 1 1 1 1 1 1 1
8) 12.1 - - - - - - 1
9) 10.7 1 1 1 1 1 1 1
10) 9.9 1 1 1 1 1 1 -
12) 8.3 2 2 2 2 2 2 2
12) 7.87 - - 1 1 1 1
13) 7.73 1 1 - - - - -
14) 5.52 1 1 1 1 1 1 1
15) 5.10 - - - - - - 1
186) 5.03 1 1 1 1 1 1 -
17) 4.66 1 1 1 - - 1 1
18) 4.34 - - - 1 1 - -
19) 3.87 - 1 1 1 1 1 1
20) 3.80 1 - - - - - -
21) 2.13 1 1 1 1 1 1 -
22) 1.85 1 1 1 1 1 1 1
23) 1.26 - - - - - - 1
0.7 { limite de détection )

Tous les types sauf 12 étaient inclus dans 'analyse. Donc a comprend a1l et a2,
etc..



tab. 9 la distribution: des. fragments: Bst: E Il sur les. bandes électrophorétiques

~ bande. :. taille- types. cytoplasmiques.
no. | (kby): ablc. <et» k mik.  olp q
| 60 (? 1 1 1 1 1 1
2). 14. T 1 1 1 1 1
3): 159 2 2 2 1 2 2
&) 11.6: - - - 1 - -
5): 6:45 1 1T - 1 T T
6) 6.15. - - 1 - - -
7). 5.53 1 1 1 1 1 1
8) 4.25 - - - ) - 1
9) 4.07 1 1 1 1 1 -
10) 359 1 1 1 1 1 1
11) 2.50 1 1 1 1 1
12) 2.45 - - - . ; 2
13) 2.41 2 2 2 2 2 -
14) 2.00° - T 1
15) 2.16. - - R - .
16) 1.06 2 2 2 2 2 2
0.7 ( limite: de: détection')

I'analyse.
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h) Polymorphisme a l'intérieur d'une plante

Une seule plante parmi la totalité des échantillons utilisés ne se classait pas
sous un type cytoplasmique net.

Il s’aqit de la plante n® 84), un Q. sativa N® 103 919 (IRRI) male-stérile cytoplas-
mique, qui se montrait chimérique entre les types al et a2: ses patrons de restriction
correspondaient a un mélange a parts égales de ces deux types cytoplasmiques
(comp. fig. IV C, piste 4, et fig. VIll A, piste 2, dans 'annexe C).

i) Résolution de la distinction des différents plastotypes

La distinction des 32 plastotypes (désignés a 1 a q 2) repose exclusivement sur
les donnés Eco R | et Ava |, la premiere de ces deux enzymes ayant été appliquée sur
la totalité du matériel, la deuxieme sur la plus grande partie. Les autres cinq enzymes
ne furent appliquées que sur des représentants des types définis par les deux pre-

mieres.

Le pouvour résolutif du couple Eco R | / Ava | s’avére cependant comparable a
celui de Msp |, une endonucléase spécifique d’une séquence de 4 bases: CC GG.
Celle-ci coupe 'ADNcp du riz en plus de 200 fragments (voir les figures Xil A et B dans
I'annexe C):

Dans une série rapide d’essais sur 210 de nos échantillons, Msp | ne révélait a
premiere vue que 2 subdivisions sur les 32 types cytoplasmiques:

- parmi les Q. rufipogon de I'Australie, W 1627 se montre différent du reste de la
classe {1; et

- dans la classe b la variété cultivée S 24 (O. sativa indica) semble se distinguer
de ses proches sauvages, les variétés W 1692 et W 1699 d’O. rufipogon.

Dans I'ensemble, la complexité prononcée des patrons ainsi que quelques diffi-
cultés avec la reproductibilité des patrons électrophorétiques, liées a la procédure déli-
cate de la préparation des gels a gradient de concentration (cf. annexe E), n'ont pas
permis une analyse plus approfondie des résultats Msp |. Mais en gros on peut dire
que ceux-ci confirment les différences entre les types définis par le couple Eco R | /
Ava |, sans aller beaucoup plus loin dans la différenciation.
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i) La régularité entre électrophoréses

La constance des patrons observeés, en général peu sensible aux changements
de concentration des gels, aux tampons utilisés (comp. paragraphe 1)b) ci-dessus) et
aux voltages appliqués, manifeste une bonne régularité entre les électrophoréses.

Une indication quantitative de cette régularité peut étre tirée de la comparaison
de bandes communes aux enzymes Ava | et Sma |, a I'existence desquelles on doit
s'attendre, puisque les sites Sma | font également partie des sites Ava l. Ainsi nous
retrouvons la bande double n° 54) d’Ava |, estimée a 1.11 kb, correspondant a la
bande double n® 23) chez Sma |, estimée a 1.10 kb. La bande Ava | - 56), spécifique
des patrons du Groupe Sativa (types a a i) et estimée a 1.04 kb, correspond bien a la
bande Sma | - 24), estimée a 1.03 kb. En outre, il y a chez Sma | une bande spécifique
aux types | a p, c’est le n® 9), estimé a 8.8 kb, a laquelle peut correspondre une paire
de deux éléments chez Ava |, constituant les bandes 8) et 18), estimées a 5.47 kb et a
3.33 kb, respectivement. D’autres comparaisons sont probablement possibles.




L’ANALYSE DES MUTATIONS

Le systeme des mutations déchiffrées a partir du polymorphisme des longueurs
des fragments de restriction dont la présentation suit refléte le résultat de leur analyse
cladistique. A part quelques coincidences peu importantes sur de petites additions ou
délétions, qui seront discutées séparément, chaque mutation ne figure qu’une fois, lors
de la désignation de la branche de 'arbre cladistique (fig. 4, a la fin du chapitre) dont
elle est spécifique.

La présentation suit le chemin de la construction de ce cladogramme, en remon-
tant successivement des niveaux inférieurs d’intégration par sous-ensembles génoty-
piques vers les niveaux supérieurs. Chaque fois, c’est I'état dit dérivé en commun sur
un nombre donné de sites mutés qui sert de critere d’intégration d’un nombre (toujours
le nombre minimal possible) de sous-ensembles dans le sous-ensemble plus grand
précédent (& quoi correspond dans la représentation dessinée la liaison de deux
branches par une bifurcation).

La notation est éffectuée sous forme d’équations de transformation. Les frag-
ments primitifs, correspondant aux états antérieurs aux mutations, figurent sur la
gauche, les fragments dérivés, correspondant aux états postérieurs aux mutations
figurent sur le coté droit des équations. Les types de mutation sont marqués sur les
fleches symbolisant la transformation selon le code suivant:
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une marque du type
—— @t +b/ct +d/et +7/gd + h)y—

symbolise une transformation qui s’explique par

a apparitions de sites plus
b disparitions de sites plus
C petites insertions plus
d petites délétions plus
e grandes insertions plus
f grandes délétions plus
g inversions plus
h transpositions.

En ce qui concerne les insertions et délétions, les petites d'entre elles sont sup-
posees expliquer des différences de taille de fragments ne dépassant pas les 40 pb.
Les "grandes" d'entre elles ne sont supposés que si elles se manifestent dans les
patrons de plusieurs enzymes.

Puisque les inversions, transitions et grandes insertions ou délétions sont des
mutations rares par rapport aux mutations de sites et aux petites additions ou délétions
(cf. PALMER, 1985a), les indications se limitent en général sur ces derniéres, donc sur
les deux premiéres positions des idicateurs: par exemple ——( 1 * y—> signifie
simplement I'apparition d'un site, ——(-/1 }—> une petite délétion.

La déduction immanente, sans repere extérieur, de la racine d'un cladogramme
représente une impossibilité logique. C'est pourquoi, pour notre branche centrale, qui
sépare le Groupe Sativa du Groupe Latifolia, I'orientation des mutations est fixé arbi-
trairement: dans le sens du dernier vers le premier. Pour les autres comparaisons
entre sous-ensembles ce qui est externe aux sous-ensembles en question sert de réfé-
rence pour l'identification des types primitifs et dérivés.

Les mutations sont numérotées de fagon continue et classées sous les branche-
ments auxquels elles sont spécifiques, qui sont désignés par des lettres capitales.
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a) Premier niveau d’intégration

L'intégration des- différents types cytoplasmiques dans des premiers sous-
ensembles représente les groupements avec les diversités internes les plus faibles
possibles, généralement une seule: mutation.

"Al)a2—>b:

Les differences entre a2 et b, révelés par Eco R | et par Ava |, peuvent
s'expliquer par une seule petite addition :

1 EcoR I 3.74 ‘ 3.79,
) —— _ 2 — (11— ’
Ava I 086 0.89 ;
A2) a2 —> ¢
2) EcoRL 3.74 ——(- 11 > 3.70 ;
3)+3a) Ava l: 2x2.44 —e( -1 2 > 2x242;

Commie il pourrait s’agir de deux délétions de éo pb localisées a proximité suffi-
sante 'une de l'autre pour tomber dans un méme fragment (de 3.74 kb) chez Eco R |,
mais suffisamment éloignées 'une de I'autre pour tomber sur deux fragments différents
(par hazard de taille identique) chez Ava |, le nombre de mutations a retenir est 2 selon
I'esprit de la parcimonie.

Nous reviendrons sur la nature et I'origine du type c.

B1) et —> e2:

4) Eco R I 6.12 6.27 ,
Ava I: 3.07 e CTEY A Rl " 3.23,
Bst I: 4.64 48 ,
Sma |: néant;

Bien qu’elle ne soit pas observée dans le patron Sma |, ou elle est peut-étre
masquée dans le grand fragment d’environ 19,2 kb, une grande addition d’a peu prés
150 pb semble bien établi pour le cytoplasme e2.

* rappel: A désigne une polyfurcation, donc A1 la premiére branche latérale de celle-ci;
a2 représente le type primitif, b le type dérivé;
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B2) et —> €3:

5/ EcoR!: 164 ——(17 /-}—> 1.09 + 055

B3) el —> e4:

6) EcoRIl: 370 —(-/1T)—> 366:

B4) el —> e5:

7)  EcoRl: 612 ——(17 /-y 392+ 2.20;
C) f1 —> 12
8) EcoR L 2x1.71 —(-/1T ) 2x1.68;

Bien qu’'une bande double soit déplacée, il suffit de supposer 1 seule mutation,
située sur les deux grandes unités répétées (IR) du plastome.

D) h1 —> h2:
9) EcoRIl 353 —(-/1)—> 349;
10) Aval: 082 + 0.86 —(-/2 }—> 0.81 + 0.80;

Les deux mutations Ava | pourraient se trouver sur le méme fragment Eco R |.

E)il—>i2:
11) EcoRI: 3.82 (1-11* 3.90,
Ava I 2.70 2.80 ;

Il pourrait s’agir d'une méme addition d’environ 90 bp.

Fym2 —> m3:

12)  Aval: 242 ——(-/11" y—> 244

* || n’y a pas de numérotation de branches pour les bifurcations avec une seule branche latérale
(derivée), I'autre branche restant primitive (sans mutation spécifique);
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G)n2 —~> n3:

13) EcoRl:  6.39 + 370 97 ,
Ava l: 333 + 1.55 ) | 4.49
Bam H I: 517 )} ——{-/-/11T)y—> 475,
Sma I: 96 | 9.2 ,
Pst : 16.3 15.9;

Une délétion d’environ 400 pb qui emmene un site Eco R | et un site Ava |.

14) EcoRUL 3.79 3.90,
Ava |: 2.7 + 2.80,
— —-/-11" >
Hind I: 6.94 7.04,
Sma |: 4.75 1 486;
Une insertion d’approximativement 100 pb.
Hqt—> g2:
15) Eco R 273 [ 2.69,
Ava | 2.38 —(-/1T y—> 2.35,
Bst I: 135 . 1.33;

It pourrait s’agir d’'une méme petite délétion.

16) Bstl: 139 —(-/1F > 142;

b) Deuxieme niveau d’intégration

Ce niveau est voisin du premier et il reste encore plusieurs types non regroupés.
De fait, la définition de chaque niveau d’intégration représente surtout un choix pragma-
tique.

J) al —> centre a2/b/c (id. a2) :

Le centre a2/b/c comprend le type cytoplasmique hypothétique qui reunit les
caractéres primitifs présents sur 'ensemble des branches subséquentes, ici ce sont
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les trois branches conduisant aux types a2, b et ¢ (voir ci-dessus), et le type a2 coin-
cide avec ce type central hypothétique.

17)  Aval: 2.15 + 1.78 + 0.37;
- —(1" /-)—>
Sma |: 14.6 114 + 317 ;
K1) centre glh —> ¢ :

18) Aval: 155 ——(-/1 )} —> 154;
K2) centre g/h —> centre h (id. hi) :

19) Aval: 155 —(-/1Y )y —> 156;
L)ymi-—>1:

20) Aval: 242 ——(-/1Y)y—> 246;
L2) mi —> m4:

21)  Aval: (0.05 + )3.33 —(1/->—> 3.38;

En principe, une addition ou délétion de 50 pb est suffisamment grande pour se
manifester dans les patrons de plusieurs enzymes, comme le montrent beaucoup
d'exemples dans cefte analyse. C’est pourquoi, en l'absence d’autres indices qu’il
s'agisse d'une insertion, recherchés avec trois autres enzymes (Ava |, Sma |, Bst ),
nous supposons ici une disparition d’un site au bord d'un fragment d'une taille infé-
fieure a la limite de détectabilite. '

L3) m1 —> centre m2/3 (id. m2) :

22) Aval: 685 + 062 —(1/-)—> 7.5;

L4y mi—> ni:

23) EcoRlII 075+ 04 ——(1/-)}—> 1.15;

L5) m1 —> centre n2/3 (id. n2) :

24) EcoRII 100 —(-/1% ) 1.02;

M1) centre o/p1 —> o :

25) EcoRII 176 —{(-/1)—> 173;
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27)

28)

29)

30)

31)
32)

33)
34)
35)

36)

Ava I: 215 + 0.82 —(1 /1% y— 3.00;

M2) centre o/p1 —> p1:
Bst I: 255 —(-/1F y—> 258;

c) Troisiéme niveau d’intégration

N1) centre a/b/c/d —> centre a/b/c (id. al) :

Eco R I 0.89 0.83,
Ava I 4.49 443,
Hind HlI: 3.4 —-l-/V > ‘ 3.36,
PstI: 3.87 3.80,
Bst E I: 2.22 2.16 ;

EcoRl: 084 —(-/17)—> 086;

N2) centre a/b/c/d —> d :

EcoRl (006 +)235 ——1/-)}—> 241;

01) centre g/hfi—> centre g/h :
EcoRlk 370 —(1%/-)—> 3.05+ 065;
Hind 1I: 267 —(1Y/-y—> 146 + 1.22;

02) centre g/h/i —> centre i (id. i1) :

EcoRIl: 612 + 370 —(17/-)—> 98;

EcoR1:  1.00 + 080 —(17/-—> 1.79;

Ava I: 2x307 ——(1*Y /-y > 2x3.00(+ 2x0.07),
probablement une apparftion d’un site sur les IR;

Ava I: 2x242 —A-/1T)y—> 2x240,

peut-étre une petite délétion, également sur les IR.

57
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P) centre o/p (id. p1) —> centre p2/3 (id. p2) :

37) EcoRl: 08 —(-/1Y)—> 087;
38) EcoRI: 242 —(-/1FY)y—> 244;
39) Bstl 084 + 81 —(1/-)—> 895;
40)  Hind 1lI: 775 ——(17 /-y—> 66+ 1.17;

d) Quatrieme niveau d’intégration

Q) centre a-e (id. e1) —> centre a/b/c/d :
41) EcoRl: 370 —(-/1%)y—> 374;
42)+42a) Aval: 2x242 ——-/2% ) > 2x244;

R1) centre f/g/hi —> centre f (id. i)

43) EcoRl: 133 ——(1¥7/-)—> 077 + 0.56;
44)  Aval: 155 ——(-/1)—> 154;
45) Aval: 449 —~(-/1)y—> 446;
46) Hindll: 341 —(-/1% > 3.44;

Cette insertion apparait comme une réversion de la délétion n° 107), mais il
devrait plutét s'agir d’'une coincidence sans homologie.

R2) centre f/g/h/i —> centre g/h/i :

47) EcoR1: 3.79 + 3.82,
- —-/1" )=
Ava I: 2.67 2.70;
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S1) centre kp~—> centre I/m/n {id. m1) :

48) Eco R 29 261,
Ava I: 51 482,
Bst: 6.94 B 6.62,
Hind Il: 2.4 > 214,
Pst; 4.66 434,
BstEI: 119 116,
Sma & néant;

Malgré la confirmation manquante par Sma |, il est hautement probable qu’il s’agit
d'une grande délétion d’environ 300 pb.

49) EcoRIl: (005+)634 —(1/-—> 639;
50) EcoRl: 229 —(-/1)—> 225;
51) EcoR': 071 ——(-/1Y > 075;

A la place des mutations 50) et 51) on pourait aussi noter une inversion ou une
légére transition au lieu de I'addition et de la délétion. Mais pour cette possibilité il ne
se trouve aucun indice supplémentaire chez les autres enzymes. Une autre possibilite
d’explication pour cette constellation serait une disparition et une apparition d'un site en
voisinage.

52) EcoRI: 0.69 ! 0.67 ,

—(-/1T }—>
Bst ! : 2.55 252 ;

S2) centre |-p —~> centre o/p :

53) EcoRlL 29 —(17/-)y—> 176+ 1.18;
54) EcoRI: 084 —H-/1V)—> 0.83;
55) EcoRl 080 —(-/1%Y)}—> 081;
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e) Cinquiéme niveau d’intégration

T1) centre a-i —> centre a-¢€ (id. e1*) :

56) EcoRI: 2x3.70 —1 /- )y—> 7.4;

T2) centre a-i —> centre f/g/h/i :

57) BspXl: —1 /-y 1.10 + ...

En absence d’'un marqueur spécifique a ce branchement parmi les données des
7 enzymes susdites, nous incluons ici un résultat préliminaire d’'une analyse avec une
autre enzyme (Bsp X |, isoschizomére stricte de Cla 1) au niveau de la tribu des
Oryzées. Elle révéle pour les cytoplasmes f,g,h et i, a la 27iéme position du patron des
bandes, un fragment d’environ 1.10 kb et ceci en exclusivité pour I'ensemble de la tribu
(fig. X1 dans 'annexe C). La bonne individualisation de cette bande du reste du patron
fait penser qu’elle est due a une mutation de site.

U1) centre k-p —> k:

fci, c’est surtout l'intégration des patrons Eco R | et Ava | qui pose des

probléemes complexes. Nous proposons des solutions consistant d’'un minimum de
mutations en respectant leur cohérence, mais sans vouloir prétendre qu'elles soient
les seules possibles.

58) EcoRI: 065+ 084 —(1/-}—> 1.48;
59) Aval 265 —(17 /- > 159 + 1.06;
60) Aval: 462 ——(1Y/-)—> 327 +1.36;
61)* Sma I 192 —(1¥/-}—> 123 + 6.91;
62) Bstl: 530 —(1Y/-y> 374+ 156;
63) Bstl: 694 —(17 /-y > 455+ 240;
64) EcoR.I: 089 —(-/1Y )y > o091;

65) EcoRIl: 290 —(-/1Y)y—> 294;

* a noter la primitivité prononcée du type el
** |a mutation n° 61) devrait étre identique a I'une des deux mutations n®® 59) ou 60);
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66) +67) Aval:  3x0.62 (- [ }—> 3x0671;
68) Eco R 1.00 + 0:80 s 1.17 + 0.64 ,
Bst I 517 + 076 ¥ (-1-1-11) | 523 + 0.70;
- une inversian,. le: segment retourné: portant. 1: siter Eco R | a 100 pb. du centre et
1 site BstI'a 30 pb:du: centre..
69)+70) Aval: (019 +)547 —(TV + 17/-}—> 320 + 2.46;

Le reste des mutations proposées. ici fait. intervenir, dans. des. constellations
changeantes: et erv combinaison avec. d’autres: mutations, trois: grandes délétions des

tailles 0:3 kB, 0:13 Kb. et 0.07 kb, appelées a;, b, c.
71y Aval: 338 —{(-/-/bB)p—> 3.20;
72y Aval: 253 —(-f-lc)y—> 246;

71)+72) Pstl: 15.00 ~—H(-~/-/b+¥ec)—> 14.8;

73)  Aval 1.1 + @82 § A 11.6,
BstE II: 645 (-7-ray 6.15 ;

71)-73) Bst [ 895 ) 85;
Hind:llE  7.75 % ——(-/-la+b+c)y—> 7.30 ;
Sma I 8.8 ) 8.4

74)+75) Eco:R I 379 + 280 ——(2% /-ra)y—> 385 + 1.55 + 0.98;

Une: fagon élégante d’expliquer la. constellation des fragments Ava | a la base
des mutations:69): &: 72); pourrait: étre la: suivante:

547 + 333 + 253  —( 1Y f-/optfp> 2x3.20 + 2x2.46;
c'est a dire par une importante. transition et Papparition d’un site supplémentaire,
puisque: les sommes: des fragments: aux: deux cotés: sont identiques: & la dizaine de
paires. de- bases prés. Mais: la: confrontation. de” cette version: dvec: les: donnees des
autres- enzymes n‘est pas évidente;. au- contraire elle: ferait tomber. I'hypothése des trois
délétions: rapprochées, ce: qui: demanderait au total: un- nombre: de: mutations encore
plus éleve, en contradiction avec le principe de:parcimgnie qui-guide cetie analyse.

Par conséquent, I'hypothése des trois délétions: rapprochées, appelées ab et ¢
ci-dessus, apparait meilleure. (A ce moment-1a; a et b devraient se trouver sur le seg-
ment commun aux fragments Pst |-4 et Sal I-1. selon la carte établi par HIRAI (fig. 6), ¢
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sur le segment commun aux fragments Pst I-1 et Sal I-1.)

U2) centre k-p —> centre I-p :

76) Bstl: 139 —(-/17 > 142;

f) Sixiéme niveau d’intégration

77)+78) EcoRl: 4x1.45 —(2/-y—> 2x29;
79) Bstl: 3.10 —(-/1% y—> 3.12;

V2) centre k-q —> centre g (id. gi) :

La liste ci-dessous se comprend comme proposition parcimonieuse.

80)+81) EcoRl: 29 ——(2%/-)—> 1.16 + 0.96 + 0.77 ;

82) EcoRlU 183 + 089 —(1/-)—> 2.73;

83) EcoRL: 1.38 + 048 —(1/-y—> 1.86;

84) EcoRL: 138 ——( 1Y /-y—> 086+ 052;

85) Bstl: 79 —(1Y/-y> 715+ 0.76;

86) Bstl: (0.13 + ) 3.10 —(1/-)y—> 3.23 ;

87) Bstl: 200 + 1.35 —(1/-)—> 3.36;

88) Smal: (0.3 +)93——(1/-—> 96;

89) BstE Il (018 + )4.07 ——(1/-y> 425;

90) EcoRl: 1.00 0.90,
Ava I 5.47 —A-/-/1T > 5.37 ,
Sma l: 8.8 8.7 ;

91) EcoRIl: 353 3.60 ,
Bst I: 4.86 it 492,
Sma I: 9.3 (-1~ ) 9.4,

PstI: 5.03 510 ;



92) EcoRl: 2x145 ——(-/1T)}—> 2x142;
93) EcoRE 145 '} o | 142,
Ava |: 333 /1) L 3.29;
94) EcoR I 29 ) Ty . 2.86,
Ava I: 205 (/1) 2.00 ;
95) EcoRE 095 f 1t . 098
Ava I: 088 (- ) 0.89
96) EcoRE 094 | 1y 0.90 ;
Ava I: 242 ) (-117) - 2.38
97) Eco Rk 0.65 T | 0.63
Ava I: 150 (-/1) 157
98) EcoRI: 056 TN 0.59
Ava I: 155 ) (- ) 1.57 ;
99) BstE: 2 x 2.41 —(-/11F >  2x245;

La délétion n° 92) et I'insertion n® 99) pourraient se trouver sur les IR a proxi-
mité 'une de l'autre telle que leurs effets sur les longueurs des fragments coupés par
d’autres enzymes se compensent.

g) Dernier niveau d’intégration

W) centre k-q (Groupe Latifolia) —> cenire a-i (Groupe Sativa) :

Rappelons que, pour ce branchement, I'orientation de la notation est fixée arbi-
trairement.

100) EcoRl: 634 —(1V/-)—> 612(+ 022);
101)+102) Aval: 5.47 + g 4.46 + 1.04;
Sma | 8.8 { ) 7.8 + 1.03;

La probabilité que I'apparition du site et la petite insertion soient indépendantes I'une
de l'autre est plus grande que celle que ce soit la séquence inséré qui porte le site.

-
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103) Aval: 2.71 % BTN é 242 + 0.28
Sma |: 9.6 9.3(+ 0.3);

104) Bstl: 517 —(17 /-)—> 464( + 053);

105) Bstl: 284 —(17 /-y—> 172 +112;

106) Pstl: 787 —(1V /-y—> 7.73(+ 0.14);

107) EcoRL  1.14 g s 3 1.10,
Hind Il 3.44 3.41;

108) EcoRI:  1.02 _ 1.00,

) @ 2.44 % — - % 242 ;
109) EcoRI: 069 ——(-/1)> 067

Dans le reste des transformations a décrire, il y a deux grandes délétions d’a
peu pres 80 ou 90 pb qui interviennent; elles sont désignées par a et b.

110) Eco R 3.79 3.70,
- —(-/-/a)y—>
Sma |: 7.5 g g 7.4 ;

111) Eco R I: 0.48 0.4;
Ava | 2.53 + 0.62 —-/-/b)y—> g 3.07 ;
Sma |: 9.4 9.3;
La délétion b enléve un site Ava |.

110)+111) Pstl: 163 ——-/-/a+b)—> 16.1 ;

112) Ava |l : 338 —(1+/-/a)y—> 2.67 + 0.58;

h) Remarques sur les coincidences et réversions

En ce qui concerne les mutations n° 107) (version Hind Ill) et n® 46), il a déja été
dit que la similitude du type f au type central du Groupe Latifolia (k-q) doit résulter d’une
coincidence. |l est fort probable que les insertions chez les deux ne soient ni les
mémes ni ne se trouvent au méme endroit précis.

Ity a quelques coincidences qui se produisent sur la base des bandes Ava | -
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32) (2.44 kb) et Ava | - 33) (2.42 kb). Si, chez les mutations n° 12) et n® 38) il doit s’agir
du méme type ‘de coincidence que chez les n°S 107) et 46), car la séparation des
types invoqués (m3-et'p2/3) est bien établie par neuf autres mutations et parce qu'ilny
a pas d'autre indice ;pour une recombinaison, c'est d’autant plus vrai pour la mutation
n® 42) au sein du Groupe Sativa.

Ce sont cependant les mutations n°® 3) et 3a), toujours impliquant les deux
bandes Ava | - 32) et - 33), qui méritent le soupgon d'étre issues d’une recombinaison
entre un type indica dérivé (comme a2) et un type japonica (comme e1): le type ¢
rattrape 1e phénotype ancestral. Le méme phénomeéne est a constater en regard des
mutations n°® 2) et n® 41), ce qui renforce 'hypothése de I'origine hybride du type c.

Donc, mis & part cette recombinaison probablement réelle et vu le petit nombre
de coincidences éventuelles, le systéme développé ici ne souffre pas de contradictions
ou ambiguités intrinséques. Sa représentation par un cladogramme est donnée dans la
figure 4.
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Phylogram of Chloroplast Genomes
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fig. 6: carte physique circulaire de FADNcp du riz, montrant les deux unités
répétées inversées (IR), ainsi que les positions du géne de la grande sous-
unité de la rubisco (LS) et du géne de 32 KD du photosystéme | (P 32)
- HIRAI et al (1985) -
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REMARQUES SUR LES RESULTATS

1) Comparaisons avec des résultats antérieurs d’analyse des ADNcp de riz

a) Détermination des tailles des fragments de restriction

Dans le tableau 10 nous comparons la quantification du patron Pst | de 'ADNcp
de la variété Nihon-bare d'O. sativa japonica donnée par ENOMOTO, OGIHARA et
TSUNEWAKI (1985) avec celle donnée ci-dessus pour le type el.

tab. 10. comparaison des quantifications du patron Pst | de [I'ADNcp

d'Oryza sativa japonica dans ENOMOTO et al. (1985) et dans tab. 8 ci-dessus

bande n°® multiplic“ivté x taille de fragment (en kb)
selon ENOMOTO et al. selon tab.8
1) 1 x 19.0 1 x 20
2) 1 x 165 1 x 16.1
3) 1 x 15.0 1 x 15.0
4) 1 x 136 1 x 14.6
%) Tx 114 1 x 107
6) 1 x 10.0 1 x 99
7) 2 x 88 2 x 83
8) 1x 83 1x 773
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9) 1 x 54 1 x 5.52
10) 1 x 4.9 1 x 5.03
11) 1 x 47 1 x 4.66
12) 1 x 4.0 1 x 3.80
13) 1 x 22 1 x 213
14) 1 x 1.8 1 x 1.85

Pour au moins neuf parmi ces 14 bandes, les différences entre les estimations
sont considérables, ce qui pourrait rendre la précision de la deuxiéme série, atlendue
a peu de dizaines de bases pres, plus ou moins illusoire, au niveau absolu sinon relatif.

Nous avons deja signalé que, malgré certaines cohérences frappantes lors de
Fanalyse des mutations de sites, la justification de I'emploi de la deuxiéme décimale
dans nolre cas réside dans l'etiquettage des bandes, parfois trés denses dans les
patrons EcoR | et Ava |.

b) Interprétations des PLFR

A) Comparaison avec I'analyse d'ICHIKAWA, HIRAI et KATAYAMA

Notre analyse par Bam H I, voire son isoschizomére Bst |, confirme parfaitement
le polymorphisme de la troisiéeme bande parmi les especes CCDD, décrit par
ICHIKAWA, HIRAI et KATAYAMA (1986) lors d'une comparaison de 9 patrons Bam H |
au niveau de la section Eu-Oyza, y compris la détermination de la taille du fragment
concerné (9.0 kb v 8.95 kb).

Il a cependant échappe a ces auteurs le léger déplacement de celte bande chez
les varieles W 1515 et W 1145 d’'0. punclata (génome BB) qui est visible sur leur
propre photo (comparer leur fig. 4A (page 357) et nos mutations n®® 71) a 73). version
Bst 1). Dans la suile de leur etude, la visualisation par "Southern blot" de 'ADNcp, a
aide d'une sonde extraite d'un riz cultivé et marquée au 32p . et une faible migration de
I'électrophorése, entrainent une diminution considérable de la définition des bandes qui
empéeche I'expression de petites différences. Par exemple, pour la variété W 1515 on
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reconnait, sur leur blot, 13 bandes supérieures a 2 kb et 4 bandes inférieures a 2 kb;
sur nos gels on en distingue 18 et 9, respectivemernt.

Loin de confirmer Fidentité qu’ils voyaient entre les especes des génomes BB et

CC, nous constatons au contraire une diversification bien prononcée du plastotype k
(correspondant au génome nucléaire BB) par rapport a tous les autres plastotypes - au
niveau Bam H | comme a n’importe quel autre. En outre, nous ne retrouvons pas la
difféerence entre les especes de génomes BBCC et CC qu’ICHIKAWA et al. (1986)
mentionnent sans donner de précision. Si nous arrivons a distinguer ces deux
génomes, ce n'est que par la mutation n® 20), une petite insertion révéiée par I'enzyme
Ava |.

B) Comparaison avec I'analyse d’ISHIl, TERACH! et TSUNEWAKI

Nous confirmons la premiére mise en évidence d’une diversité des génomes
chloroplastiques parmi les espéces et sous-especes du riz cultivé par ISHIl, TERACHI
et TSUNEWAKI (1986), au niveau des patrons Eco R |, Hind Il et Pst 1.

En particulier, nous confirmons leur observation que les sous-espéces indica et
japonica d'O. sativa se distinguent par une délétion chez indica. Il s’agit de la mutation
n® 28), qui selon ces auteurs se manifeste entre un fragment Pst | de 3.9 kb (japonica)
et 3.8 kb (indica) - dans notre estimation 3.87 kb versus 3.80 kb -, et sur un fragment
Hind lll de 3.7 kb (japonica) et 3.6 kb (indica) - dans notre estimation 3.41 kb versus
3.36 kb. Nous signalons ici que la méme délétion s'exprime aussi au niveau Eco R |
sur un fragment de taille relativement petite: 0.89 (japonica) contre 0.83 (indica).

En outre nous apercevons, toujours dans les patrons Eco R |, chez indica deux
petites insertions par rapport a japonica, ce sont les mutations n°S 29) et 41), la der-
niére de ces deux étant méme visible sur la photo publiée par ICHIl et al. (1986).

L'absence de différences entre O. sativa japonica et O. glaberrima dans les
patrons Hind lli et Pst [, constatée par ISHIf et ses collegues, se vérifie dans notre ana-
lyse. Par contre, nos résultats suggérent de rediscuter la relation entre ces espéces
telle qu'elle se présente au niveau Eco R I.

Rappelons que nos types el (type central de I'ensemble japonica) et i1 (repré-
sentant unique d'O. glaberrima) paraissent séparés par 7 mutations (les n°® 33) a 36),
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47), 56) et 57)), dont 4 sont révélées par Eco R I

- les 3 mutations de sites

n® 33) 6.12 + 3.70 —> 9.8,

n° 34) 1.00 + 0.80 —> 1.79,

n® 56) 740 @ ——> 2x3.70 et
- la petite insertion

n° 47) 379 ——> 3.82.

, D’apres ISHII et ses collegues les deux especes ne se distingueraient que par
un seul déplacement d'un site Eco R |, transformant une paire de fragments des tailles
7.3 kb et 5.9 kb en une paire de 10.6 kb et 3.9 kb. lls estiment négligeable la différence
de 1,3 kb entre les deux sommes des tailles respectives, les autres difféerences pas-
sant inappergues.

Le remplacement de leurs déterminations a 10.6 kb, 3.9 kb, 7.3 kb et 5.9 kb
des quatre fragments impliqués dans leur hypothése par les n6tres a 9.8 kb, 3.82 kb,
7.40 kb et 6.12 kb, respectivement, réduirait a 0.10 kb cet écart. C’est cependant
notre connaissance d’autres plastotypes voisins, qui nous fait maintenir notre hypo-
these des quatre mutations.

Si sur le plan du genotype nous faisons apparaitre deux fragments de la taille
3.70 par la mutation n® 56) et redisparaitre par la mutation n® 33), l'un de ces deux ou
un troisieme de la méme taille, respectivement, nous le faisons en présence dans
I'analyse d'un phénotype qui représente justement I'état intermédiaire: avec la multipli-
cité triple de la bande 3.70, la présence de la bande 6.12 et 'absence de la bande
7.40; c'est le type f (existant dans les variants f1 et f2), spécifique aux O. rufipogon
d’Australie.

Pour conclure, malgré notre confirmation d'une partie des résuitats d'ISHI,
TERACHI! et TSUNEWAKI, nos investigations sur le méme matériel avec les mémes
enzymes de restriction suggérent une image des relations phylogénétiques parmi les
riz cultivés assez différente de celle suggérée par les leurs: Nous voyons une diver-
gence importante entre I'espéce africaine O. glaberrima d’'un cété et les deux éco-
especes asiatiques O. sativa japonica et Q. sativa indica de I'autre.

* ici, les quatre mutations sont présentées dans le sens 0. sativa japonica vers Q. glaberrima




75

2) La situation des variétés cultivées male-stériles cytoplasmiques

Neuf parmi les 14 plantes male-stériles examinées, appartenant a 11 variétés
d’Oryza sativa, portaient les chloroplastes du type a2, un type derivé du type at, qui
peut étre considéré comme central dans le complexe de la sous-espéce indica. Trois
des plantes appartenaient au plastotype a1 méme, dont une faisait partie de 'échan-
tillon 103 806 qui dans deux autres cas s'exprimait par le type a2. Par ailleurs, une
plante représentait méme un mélange moitié-moitié des deux types at et a2 (plante n°
84); voir dans I'annexe C les fig IV C et VIl A, pistes 4 et 2, respectivement).

Les plastotypes atl et a2 se retrouvent parmi les riz sauvages chez 0. rufipogon.
Le type a2 domine largement notre échantillonage indien (sauf les échaniillons particu-
liers DN et DR, qui représentent des plastotypes japonica). Une derniére variété, Sair-
yukoko A, présente le plastotype a, qui n'a pas encore été caractérisé pour le sous-
type 1 0u 2

Tout se présente. comme si le cytoplasme. de ces O. rufipogon d’inde induisait -
probablement par ses mitochondries (cf. MIGNOUNA, VIRMANI, BRIQUET 1987;
KADOWAKI et al. 1988) - la stérilité male chez ces variétés cultivées. Les pollinisations
réitérées par la variété mainteneur, portant les chlaroplastes du type a1, provoqueraient
peu & peu, par d'occasionnelles transmissions paternelles de chloroplastes, une infil-
tration des cytoplasmes siériles par des chloroplastes originellement liés aux cyto-
plasmes fertiles. Plus que le dimorphisme de la variété 103 806, c’'est I'observation de
la chimére susdite chez la variété 103 919 qui va dans ce sens: s'il ne s’agit pas d'un
artefact (p.e. par la présence accidentelle de deux plantes dans le méme pot, ce que
I'on ne peut totalement exclure), la structure mosaique de cette plante s’expliquerait
par un état mixte du zygote dont elle est issue.

Les variétés ci-dessus appartiennent toutes a la sous-espéce indica. A noter que
la variété Chinsurah boro Il (nous en avons analysé 2 provenances, S1 et 4319), dont
le cytoplasme est connu pour induire la stérilité male en combinaison avec le noyau de
nombreuses variétés de la sous-espéce japonica, présente un plastotype japonica
typique.
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Les cytoplasmes induisant la stérilité male semblent donc spécifiques de
chaque sous-espéce. Au niveau des chloroplastes, ils sont peu différents des cyto-
plasmes normaux respectifs par rapport a la divergence totale des cytoplasmes de
I'espece O. sativa.

3) Polymorphisme intravariétal

72 des 320 plantes analysées représentaient des répétitions sur les variétés. Mis
a part I'exemplaire male-stérile mentionné ci-dessus (plante n® 84)) il n’y avait que la
plante n® 107) (variété W 135, Q. rufipogon d'Inde) qui se retrouvait séparée de deux
autres exemplaires de la méme variété en exprimant un plastotype différent (a1 au lieu
de a2). Bien qu’il puisse s’agir de la reproduction chez une variété sauvage du phéno-
mene d'infiltration liée a la stérilité male, tel que décrit ci-dessus, c’est décidémet trop
peu pour exclure un artefact.

On peut au contraire constater une bonne reproductibilité des résultats a
I'intérieur des variétés.
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- ONS-PHYLOGENETIQUES
DE E’ANALYSE DES MUTATI()NS

La compatibilté quasiment parfaite: des: regroupements de plastotypes par les
différentes mutations: observées, en liaison avec la parcimonie guasiment maximale du
cladogramme. déduit de ces mutations; suggere fortement que la' topologie du clado-
gramme correspond. directement aux relations évolutives: entre les plastotypes.

1): Transformation: du: cladogramme: en phylogrammes-hypothétiques

Ce qui- empéche la: lecture immédiate du cladogramme en termes phylogéné-
tiques, c¢’est I'hétérogénéité: des: longueurs des: branches: et surtout la: position de cer-
tains types: primitifs sur des branches: intérieures de I'arbre, ce: qui signifie une copre-
sence de‘types ancestraux et récents.

Les propriétés essentielles- d'un dendrogramme phylogénétique- sont que toutes
les extrémités des branches arrivent au- méme- niveau (symbolisant I'époque actuelle)
par rapport a.une échelle de temps linéaire, et que.les branchiements d'ordre supérieur
(correspondant a nos niveaux supérieurs d'intégration des types) sont placés ante-
rieurement aux branchements subséquents (interdiction de longueurs de branches
négatives, auxquelles correspondrait un recul dans le temps pendant I'évolution).
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L'approche la plus simple pour déduire un arbre phylogénétique de notre clado-
gramme serait de traduire chaque pas intégratif (désigné chez nous par une lettre capi-
tale) par une bi- ou poly-furcation, respectivement, en reportant celle-ci sur une échelle
de temps relative, directement en proportion du degré de la diversité a intégrer.

Ainsi, tout en conservant la topologie hiérarchisée de notre cladogramme, nous
allons identifier les nombres moyens de mutations* qui séparent deux types ou deux
ensembles de types avec le double de leur temps relaiif de divergence, et ceci par
trois methodes un peu différentes:

- la premiére correspondant a 'UPGMA (par groupes de paires non-pondérés),
- la deuxieme correspondant a une WPGMA (par groupes de paires pondérés),
- la troisieme correspondant a une WPGMA flexibilisée, "fWPGMA".

Voici queiques exemples:

1) la bifurcation D, conduisant du centre h (qui est identigue avec h1) aux deux
types h1 et h2, est a placera tp = -1 (unité de temps), car en moyenne chaque
branche subséquente subit -tp = (2 + 0):2 = 1 mutation ;

2) la bifurcation K, conduisant du centre g/h au type g et au centre h, est a
placer comme suit:

- a) selon UPGMA: a tk -1,5 (unité de temps) , car en moyenne chaque
branche subséquente subit tx = (1 +1 + 1):2 = 1,5 mutations; c’est a dire
une mutation spécifique a g, plus une mutation spécifique a I'ensemble hi/h2 (ou au
centre h), plus le niveau déja atteint par la bifurcation D, donc encore une mutation,

divisé par le nombre de branches, deux;

- b) selon WPGMA: a tx' = -5/3 = -1.67 (unité de temps), selon le méme
calcul, mais en comptant deux fois la branche conduisant au centre h, parce qu’'elle
porte deux bouts terminaux (h1 et h2) et seulement une fois la branche conduisant au
type g, parce que celle-ci ne porte qu'un seul bout terminal (justement g) et en divisant
logiquementpar 2 + 1 = 3; donc

' = (2x(1 +1) + 1):(2+1) = 5:3 = 167.

Les deux premieres colonnes du tableau 10 donnent les niveaux de toutes les
branchements des phylogrammes hypothétiques calculés selon UPGM et WPGM. La

* ici, tous les types de mutations sont regardés comme équivalents, ce qui semble justifié par 'ab-
sence d'une structuration claire dans la distribution de ces types sur les branches du cladogramme,
correlée a la hiérarchie de celui-ci, du moins au-dessus du deuxiéme niveau d’intégration;
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désignation des bifurcations reprend le code du chapitre "analyse des mutations”.

tab. 10: niveaux (en unités du temps relatif x -'1) des bifurcations du phylogramme
a déduire du cladogramme, selon trois calculs un peu différents

branchement UPGM WPGM "fTWPGM"
A 0,67 0,67 0,67
B 0,8 0.8 0,8
C 0.5 0,5 0,5
D 1,0 1,0 1,0
E 0,5 0,5 0,5
F 0,5 0,5 0,5
G 0,5 0,5 0,5
H 0,5 0,5 0,5
i 1,0 1.0 1,0
J 0,84 1.25 1,25
K 1,5 1,67 1,67
L 1,0 1,13 1,13
M 2,0 2,0 2,0
N 1.9 2,8 2.8
O 4,0 4,0 4,0
P 3,0 3,0 3,0
Q 2,4 2,8 3,7
R 475" 49 4.9
S 6,0 6,2 6.2
T 4,6" 4,7 53
u 11,6 7,8 8,0
Vv 17,7 11,6 11,8
W 16,8 13,7 14,1

Matheureusement, ni la version UPGM ni la version WPGM ne sont dessinables,
principalement a cause de la longueur négative de la branche TR, signalée par les

* nous montrerons plus tard que I'unité relative correspond approximativement & un intervalle d'un
million d’années;
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astérisques dans le tableau:
46-475 = -0,15; 47-49 = -0.2.

Selon ces calculs, la position de la séparation de f et g+h +i serait antérieure a
celle de la separation de f+g+h+i et a+, ce qui représenterait une contradiction
logique au systéeme cladistique.

La cause de cette irrégularité est le nombre extrémement faible de mutations
atteint par la branche conduisant aux types e. Normalement, c’est justement son inté-
rét, le calcul par groupes de paires pondérés a comme effet une certaine correction
par suppression d'extrémes. Mais ce principe échoue dans ce cas, car finalement
cette branche-la se développe bien et porte 5 bouts de branches.

Si on ramene arbitrairement ce nombre de 5 a 2, I'arbre devient dessinable,
comme le montre la colonne "WPGM" dans le tableau 10. L'effet de la réduction ana-
logue du poids des types m (m1 a m4, O. officinalis) de 4 a-2, également exprimée
dans la colonne "fWPGM", est cependant négligeable.

Une telle correction par une utilisation flexibilisée des poids dans les calculs
nous parait justifiée, d’autant que, dans notre cas, la mise en évidence de la diversité
des plastotypes e et m fait suite a des nombres de plantes analysées particuliérement
élevés, choisies qui plus est dans des grandes variétés d’origines biologiques.

C'est ici le lieu de rappeler que nous avons déja introduit un autre correctif dans
notre analyse. C'est la mutation n® 57), sans laquelle méme la troisiéme version serait
a peine dessinable (la longueur de la branche TR se réduiraitde 0,6 a 0,1 (unités de
mutation)).

La figure 5 montre le dendrogramme phylogénétique hypothétique construit sur
la base du cladogramme de la figure 4 a I'aide du calcul flexibilisé du type "fWPGM".



81

2) interprétabilité du ;phylogramme

Une telle déduction -d'un dendrogramme phylogénétique -de I"analyse cladistique
d'une série «de ‘mutations revient .a ssupposer la présence d'une ‘horloge moléculaire
‘pendant I'évelution, sinon réguliere, -du moins maenotone. Cependant, s'abstraire de la
distribution des mutatiens sur .deux branches subséguentes:lors de la détermination du
niveau temporel d'une bifurcation c'est accepter a possibilité de différences de
vitesses - apparentes ou réelles - de cette horloge sur différentes branches et a diffé-
rentes -€pogues.

La vitesse relative de I"horloge, correspondant a une branche ou @ un segment
de l'arbre, se calcule facilement par la division du nombre des mutations spécifiques a
cette ‘branche .ou a .ce segment ;par ieur iongueur, celie-ci -étant -gaie a ia difference
des niveaux temporels des branchements -qui délimitent la .branche ou le segment.
Dans la figure 5 A ces vitesses relatives sont portées sur toutes les branches supe-
rieures .au premier niveau d'intégration. Elles varient de 0 a.environ 2,5 avec une
moyenne prochede 1.

a) Justification .des ‘branches de vitesse 0

I ne faut pas -penser que la présence dans notre diagramme d'une branche qui
n'est pas caractérisée par des mutations spécifiques, :donc qui :€exprime une vitesse
relative de I'horloge moléculaire égale a zéro, .soit :;plus trompeuse -que I'absence de
cette branche dans le cladogramme de base.

Regardons comme .exemple :la ‘branche QB qui.conduit du -centre a-e au centre
. On voit que fusionner la polyfurcation ‘B avec la bifurcation Q n'aurait pas de sens,
parce que:

- on ne peut pas descendre le niveau de Q en dessous de celui de N, et

. - remonter B signifierait un rallongement simultané de quatre branches a la fois,
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portant chacune 1 mutation seulement, tout en conservant I'axe central sans aucune
mutation. Evidemment, la solution qui conserve le noeud B suf le niveau bas, corres-
pondant dans une interprétaion normale a sa diversité subséquente, et qui n'admet
qu’une seule branche avec une évolution tres faible ou nulle, en termes d’accumulation
de mutations, satisfait au mieux le principe de la parcimonie: elle demande le minimum
de coincidences sur les irrégularités de marche de I'horloge.

b) Fiabilité des relations évolutives entre les plastotypes

La variabilit¢ du taux de mutations sur notre phylogramme pourrait-elle remettre
en cause la topologie de celui-ci?

Nous pouvons nous rassurer que ce n'est pas a craindre par une considération

abstraite de quelques

Aspects de l1a génétique de la transmission des ADN chloroplastiques.

Dans les populations naturelles des plantes, les molécuies d’ADNcp se trouvent
organisées dans toute une hiérarchie de populations. Par quelques exemplaires ils
occupent les nucléides, dont il y a environ une douzaine par chloroplaste. Comme les
cellules du riz sont petites, en correspondance avec leur faible contenu en ADNn, le
nombre de chloroplastes. dans une cellule parenchymentale ne devrait pas dépasser
quelques douzaines. Une plante issue de reproduction végeétative peut consister en plu-
sieurs clones de cellules, de méme que les populations entiéres sont composées de
clones de plantes. Finalement ces populations peuvent étre intégrées en méta-popula-
tions.

L'absence générale de recombinaisons, la ségrégation végétative perpétuée des
alleles cytoplasmiques et le faible taux de mutations de I'ADNcp ont pour conséquence
une constante autopurification rapide et efficace des populations a tous les niveaux par
simple dérive stochastique. ‘

Regardons comme un modele simple une population de taille constante n, pas-
sant d'une génération a la suivante par automultiplication de ses éléments. Supposons
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que chaque élément possede f chances équivalentes de se propager vers la prochaine
geénération (f > 1). Pour donner un exemple, au niveau de la reproduction des plantes
annuelles dans une population donnée, f peut étre considéré comme étant égal au

nombre moyen de graines fertiles par plante. Dans une situation inter-populations, f est
lié¢ au taux de migration tel que défini par TAKAHATA et MARUYAMA (1981).

Si par exemple f = 3, par le simple hasard il y a des éléments qui ont trois ou
deux descendants au lieu d’'un seul qui correspond a la moyenne statistique; logique-
ment il y en a donc qui n'en ont aucun - voila la perte de clones par dérive stocha-

stique.

Appelons p le taux de cette perte par génération. Evidemment ce taux est fonc-
tiondef. llest p =0 si f=1.Mais 1 n'est pas une valeur réaliste pour f. Par
exemple, on suppose sans probléme que f = 2 pour les processus de réplication
corrélés avec la division cellulaire, puisqu’il n’y a pas de mécanisme cellulaire connu
qui puisse éviter la répartition aléatoire des copies moléculaires sur les organites filles
ou des chloroplastes sur les cellules filles (cf. BIRKY 1983).

Il est possible de déduire une formule théorique exprimant la relation entre f et p,
mais elle est complexe et peu claire. Quelques vérifications simples par calculs de
probabilités permettent cependant d’estimer que p > 0,2 pour f = 2 ou f > 2 et
n=4oun>4: '

f=2, n=2 = p = 16 = 0,167 ;
f=2, n=3 = p=15=202;

f=2, n=4 = p =314 = 0,214;
f=3, n=3 = p=1/6 = 0167 ;
f=3, n=4 = p = 6/19 = 0.316.

On peut donc conclure que la perte moyenne de clones par génération (appelée
p) dépasse facifement les 20 % , si f n’est pas inférieur a 2 .

Comme estimation de l'intervalle tix nécessaire pour la fixation d’'un alléle dans
une population nous allons déterminer 'dge moyen a (en générations) du clone
ancestral le plus jeune commun a Fensemble des éléments de la population actuelle

(tix = a)

Remontons au dela des n éléments ou clones présents a la génération 0 ;
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- a la génération -1 nous retrouvons les ancétres de tous les n éléments parmi
seulement n (1-p) éléments, puisque, lors de la production de la génération 0, n p des
éléments de la génération -1 n’arrivaient pas a se reproduire, et ceci par le simple
hasard; ainsi:

- a la génération -i nous retrouvons I'ensemble des ancétres parmi seulement
n (1-p)’ éléments; et
- a partir de la génération -a ce n’est qu'un seul élément qui est I'ancétre

commun de tous les éléments de la génération 0. .

1;
tix = _Iog(1/n) : Iog(j-p) .

Alors n (1-p)2
= a

Une estimation de ce que cela signifie pour les intervalles caractéristiques de la
fixation des alleles de 'ADN chloroplastique aux différents niveaux d’organisation est
portée sur le tableau 11. tgen désigne l'intervalle de temps auquel correspond une
génération au niveau en question, par exemple tgen = € pour les niveaux cellulaires
et subcellulaires, avec ¢ égal a la durée du cycle cellulaire.

tab.11: intervalles nécessaires pour la fixation des alléles de 'ADNcp aux différents
niveaux par dérive stochastique neutre (surestimations)

niveau n f p tgen tix
nucléide 10 2 0,2 1c i1¢
chloroplaste 20 2 0,2 1c 14 ¢
cellule 50 2 0,2 1c 18 ¢
clone cellulaire (automatiquement) 0
plante * 300 * ? 0,05 1c 112 ¢
population 10% 20 0.4 1an 18 ans
population ‘ 105 20 0.3 1an 33 ans
population 108 20 0,2 1 an 62 ans
meéta-population 10° 1,... 0.001 1 an 6.900 ans

* pour une plante issue de reproduction végeétative, le nombre maximal possible de clones cellulaires
est égal au nombre de cellules de son meéristéme d’origine; une plante issue d’une graine ne
représente qu’un seul clone cellulaire (tout cela en absence de mutations);
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Retenons de ces estimations grassiéres et superficielles que la fixation ou non
d’un alléle mutant de 'ADNcp se décide sans probleme pendant une génération, c’est
a dire 1 an, au niveau de la plante, ce qui explique bien la rareté de chimeres cytoplas-
miques. La fixation au niveau de la population se déroule a V'échelle de quelques
dizaines d’années et éventuellement celle au niveau d’'une méta-population, reposant
sur un faible échange entre populations, dans a I'’échelle du millénaire ou de la dizaine
de milliers d’années.

Comme la présente analyse est basée sur I'observation d’a peu prés 220 sites
de restriction, correspondant en tout a environ 1.300 pb , et comme on doit chez les
Graminées s’attendre a un taux de mutations de 1.1 x 10~ par pb par an selon CURTIS
et CLEGG (1984) ou jusqu’a 1.6 x 1079 par pb par an selon WOLFE, LI et SHARP
(1987), toujours en substitutions synonymes pour des génes codants, tous les
intervalles de fixation d’alléles calculés ci-dessus, méme celui concernant les méta-
populations, sont négligeables par rapport a l'intervalle de temps de divergence qui
correspond a une mutation détectée: Un tel intervalle correspondrait & un demi million
d’années ou plus pour des substitutions de bases (car, en moyenne, sous le taux sus-
dit de 1,1 x 10" substitutions par site par an, un ensemble de 1.300 nucléotides accu-
mule maximalement 1,3 x 10% x 1,1 x 107 x 108 = 1,43 mutations par Ma; voir
plus loin pour un calcul plus precis).

Dong, la probabilité de la présence simultanée de deux ou plusieurs plastotypes
a lintérieur d’'une méme communauté de reproduction doit étre trés faible, quel que
soit son niveau, sauf si elle est maintenue par un mécanisme spécifique. Logiquement,
notre arbre porte donc des branches d’'une "épaisseur" remarquablement faible et
ainsi devrait bien refléter la phylogénie des chloroplastes de riz, et par cela celle des
riz, la ou ceux-ci n’ont pas connus d’introgressions, voire d’échanges de cytoplasmes.

c) Le calibrage de I’échelle de temps et le scénario d’évolution

A priori il y a deux approches de calibrage possible. La premiére serait
d’appliquer sans hésiter les valeurs pour les taux de mutations de 'ADNcp cités ci-
dessus, la deuxieme de rechercher des points de repére dans le développement
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connu de la paléo-géographie. Pour notre probléme, cette derniére approche repose
essentiellement sur I'’hypothése que toutes les migrations importantes des riz, notam-
ment les migrations intercontinentales, ne se réalisaient que par la voie terrestre et a
Pintérieur des zones climatiques adéquates, jusqu'a Fintervention des transports
humains.

i) L'estimation du taux de mutations attendu

La premiére des approches susdites est com
a 1,1x 107° par site par an du taux de substitutions de sites ne concerne que les
sites pour lesquels on suppose une neutralité maximale: les sites dits synonymes qui
sont neutres par rapport a la translation en acides aminés, et dont, pendant I'évolution,
les modifications ne sont soumises a aucune contrainte sélective, tout du moins au
niveau de la fonction des protéines encodées. Cette estimation est donc proche de la
valeur maximale possible de ce que 'on peut attendre comme taux de substitution.

En ce qui concerne les sites ou séquences qui sont, par spécificité des nucléo-
tides, liés a des fonctions soumises aux contraintes de la sélection, ceux-ci évoluent
logiquement & un taux plus faible: une partie, en principe méme la plupart, des muta-
tions est constamment éliminée. Ainsi, le taux de substitutions chez les sites codants
descend a une moyenne de

116 x 1.1 x 102 = 007 x10° (oude 116 x16x 109 = 0.1 x 109,
respectivement) substitutions par site par an (spsa),

d’aprés les observations de WOLFE et al. (1987). Pour les séquences codantes, on

peut donc réestimer le taux de mutations global comme suit, en tenant compte de la
dégénération du code génétique.

Puisqu’'on sait que dans le code génétique, les 64 codons possibles n’ont que
24 significations distinctes, en ignorant les fréquences réelles des différentes combinai-
sons, on pourrait estimer la frequence de synonymie "fg" chez les séquences
codantes a environ

fg = (64-24):64 = 06..;

appelons fg I'""indice de synonymie”; fg est égal @ 1 pour les sites synonymes et
les séquences neutres, et égal a 0 pour les sites et les séquences sans synonymie.
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Une estimation plus réaliste peut étre déduite de la comparaison des séquences
de six génes chioroplastiques entre le blé et le mais par WOLFE et al. (1987): ils
observent un rapport de 934 sites synonymes pour 3.114 sites non-synonymes, ce qui
donne un indice de synonymie de

fg = 934 : (934 + 3.114) = 023 .

Appelons tg le taux de substitution sur les sites synonymes, tp le taux de
mutations non-synonymes et iz le taux global de substitution sur les séquences
codantes. Ce dernier, d’aprés les références citées pour les Graminées, s’estime alors
a environ (en spsa):

tc = fgxtg + (1-fg)xta = 0,23x1,1x107 + 0,77 x0,07 x 107
0,3x1079.

L’ADN chloroplastique est saturé en sequences codantes (cf. SHINOZAKI et al.
1986), et il semble raisonnable que la partie non-codante ne dépasse pas fes 30 % du
génome total.

Pour une séquence non-codante mais remplissant une fonction réguiatrice
importante, on ne peut pas exclure qu’elle arrive a un indice de synonymie (tel que
defini ci-dessus) assez bas. Malheureusement, nous ne disposons pas d'informations
sur le taux de mutations de la partie non-codante de 'ADNcp dans son intégralité.
Cependant, d’aprés les données de WOLFE et al. (1987), la réduction du taux de sub-
stitution de bases dans les séquences non-codantes par rapport aux substitutions syn-
onymes chez les séquences codantes parait plutdt négligeable. Ceci pourrait bien cor-
respondre a une surestimation pour les séquences non-codantes mais, nous considé-
rerons donc que 30 % du génome chloroplastique est non codant et évolue par substi-
tutions de base au taux tg. !

Cependant ces mémes données révelent une réduction globale du taux de muta-
tion sur les IR d’un facteur 4 environ. Comme les IR constituent a peu prés un tiers de
la molécule de notre ADNcp, le taux total se voit baissé par un facteur

"MR" = 1x213 + 14x13 = 075.

En nous basant sur ces indications nous estimons le taux de substitutions de
sites ("t") attendu pour I'ADNcp total des Graminées a
v = R X (03xtg + 0,7xtg) =
= 075 x (03x1,1 + 07x03) x 109 =
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= 075 x (0,33 + 0,21)x10? = 04x10° spsa.

it) Calibrage du phylogramme par le taux de mutations attendu

La présence de différences de vitesses relatives de I'horloge moléculaire sur
notre phylogramme est évidente: nous les avons justifieées en méme temps que les
branches de "vitesse" 0 . Ces différences atteignent un facteur entre 3 et 4 sur les 4
branches les plus importantes du phylogramme (V-W-T, V-U, V-q, U-k). Notons cepen-
dant qu'elles peuvent étre due en partie a une marche intrinséque de I'horloge difié-
rente pour les différentes branches mais que dans tous les cas une variance statistique
importante les affecte aussi.

Pour un premier test de I'hypothése nulle selon laquelle les différences obser-
vées seraient uniquement dues au hasard, nous avons admis que la distribution du
nombre total de mutations sur les branches principales des Groupes Sativa et Latifolia,
respectivement, suivait une loi de Poisson de moyenne égale a la moyenne observée.
La statistique ne permet de rejeter cette hypothése qu'au seuil o< = 0,1 pour le
Groupe Sativa (la branche conduisant au complexe Japonica ne porte qu'une muta-
tion), mais au seuil o= 0,01 pour le Groupe Latifolia avec les branches conduisant a
O. punctata et O. australiensis ayant accumulé environ le double de mutations de
celles conduisant aux complexes des génomes GG et CCDD, respectivement.

On peut noter que ces taux maximaux concernent les deux espéces qui sont
particulierement exposées au soleil tropical en zone aride, alors que les autres repre-
sentants du Groupe Latifolia sont plus souvent a I'ombre en zone humide. Ceci permet
pour les premieres de soupgonner une certaine influence des UV mutagéenes. Mais
peut-étre pourrait-on également invoquer qu’elles sont annuelles alors que les espéces
des deux branches "lentes" sont pérennes.

Les deux exceptions recevant donc une explication plausible, 'hypothése con-
servatrice qui identifie la moyenne de la vitesse relative de notre horloge avec le taux
de mutations attendu, tj, parait raisonnable et nous I'acceptons pour la suite.

Le fait que notre horloge (relative) soit déterminée sur la base de toutes les
mutations observées et pas seulement des mutations de sites, demande cependant
que soit apporté un facteur de correction. Comme facteur de correction nous allons
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appliquer la fréquence: des mutations: de: sites: (en: identifiant celles-ci avee les substitu-
tions: de bases) ebiservées. sur la. totalité: des mutations observées, et ceci en excluant
les branches des. deux: premiers: miveawe dlintégration; sur lesquelles: les: mutations de
sites. se- trouvent sous-représentées: Le: facteur de: carrection, "fe'", s’estime ainsi a

fo. = 42:(40 + 42) = 0.57 .

Notre: calibrage: définitif se: présente: done ainsi: Une "unité: de mutation” telle que
nous I'ebservons corraspond & 6,51 substitution de: site: sur 'ensemble: des 1.300 sites
observés. Done, comme ty = 64 x 10°% spsa , notre: "unité: de: mutations”, "Upy",
correspond a un intervalie de.

Uy = 05T : (G4x10? x 1.300) années = 10%a = 1Ma.

i) Comparaison des deux approches de calibrage

Dans la suite: nous: comparons les niveaux de certains branchements de notre
phylogramme: situés: dans le temps. par rapport au cadre: du. scénario d’évolution des
riz de la section: Eu-Oryza proposé: par SECOND: (1985a).

1" repére: la divergence d’O. australiensis (génome E) (V)*:

SECOND (1985a) met en relation I'estimation du temps de divergence d'O.
australiensis sur fa base: des dornées. isozymiques avec I'époque de la collision entre
les plaques continentales australasienne et sud-est asiatique, datéer a -15 Ma, et
calibre ainsi son: horloge isozymigue.

Ce méme: repere pourrait bien: correspondre aussi & la séparation du plastotype
q du reste du Groupe Latifolia, puisque: neus nous. retrouvons. vers: environ -12 Ma
(selon: WPGM) ou -18 Ma: (selon: UPGM, comp. tab: 11).

2I8Me repsre: la séparation du génome B (U):

Sur la. méme échelle: de temps, le branchement conduisant au type k, marquant
les diploides de I'espéce Q. punctata et certains. tétraploides d’O. minuta, se situerait
entre -8 et -12 Ma.

* les lettres capitales enire parenthéses reprennent le code pour les branchements définis
antérieurement
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L’isolement pourrait ici s’expliquer par l'apparition d’'une barriére d'échange
dans le paléo-environnement, cette fois-ci la descente dans les latitudes des climats
tempérés et I'ouverture de la Mer Rouge entre I’ Afrique et I'Eurasie.

3'°M€ repeére: |

D’apres le scénario d’'évolution du Groupe Sativa proposé par SECOND (1985a),
la separation des complexes "Indica” et "Japonica" parmi les ancétres d'Oryza sativa
fut provoquée par la montée de la chaine himalayenne en barriére a la migration il y a
2 ou 3 Ma.

Selon nos calculs actuels, notre bifurcation Q qui correspond a cette séparation
tombe sur un niveau de 2,4, 2,8 ou 3,7 Ma (comp. tab. 11).

Donc, le calibrage de notre horloge ADNcp par le taux de mutation attendu pour
les Graminées s’avere remarquablement compatible avec ces trois auires calibrages
indépendants:

- celui par le repére de la divergence du type g, spécifique a O. australiensis
(génome E), et de la collision du continent australien avec le subcontinent sud-est-
asiatique,

- celui par le repére de la diversité du type k, spécifique au génome B, et de
I'isolation du continent africain  ainsi que

- celui par la diversité entre le type e et le type al et I'apparition de I'Himalaya
comme barriere de migration.

Ce calibrage correspond également bien a la datation proposée par SECOND
(1985¢) pour la divergence d’O. glaberrima liée a la persistance d’une possibilité de
migration entre I'Asie et I'Afrique plus tardive pour une espece du Groupe Sativa adap-
té aux zones arides que pour une espéce du Groupe Latifolia, primitivement adapté a
la forét humide: selon nos calculs cette divergence date de 5 Ma, selon SECOND
(1985c¢) d’environ 3 Ma.

Par contre, la divergence entre les plastotypes g (O. longistaminata), f (forme
australienne d’Q. rufipogon) et i (Q. glaberrima et O. breviligulata) est, dans nos résul-
tuts, comparable et correspondrait a une séparation de l'ordre de 5 Ma. Ceci est en
contradiction avec les estimations basées sur I'horloge isozymique. On peut voir ici la
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probabilité d’une substitution nucléo-cytoplasmique entre 'ancétre d'0O. fongistaminata
et Q. breviligulata® d'une part et d'autre part entre -une introduction d’Q. rufipogon en
Australie au cours de.l'ére Terliaire .et.une introduction beaucoup plus récente durant
les glaciations, comme ‘documenté par.G. SECOND (comm. pers.). Un exemple d'une
telle substitution cytoplasmique peut également étre vu dans Q. tufipogon d’Inde de
I’'Ouest.que LOLO (1987) a.trouvé indistinguable d'0. glaberrima au niveau isozymique
mais qui présente.un plastotype appartenant au complexe Japonica dans nos analyses
(échantiltons DN 9.et DN*13).

Notons qu'au total, dans le Groupe Sativa, au cours des substitutions nucléo-
cyloplasmiques il y a un biais en faveur du cytoplasme le plus réecemment parvenu
d’'Asie, lieu d'origine du genre Oryza. Ceci pourrait expliquer I'absence de branche-
ment proche de la racine du systéme Eu-Oryza dans le Groupe Sativa qui présente ce-
pendant une distribution géographique comparable a celle du Groupe Latifolia.

Un méme biais se retrouve au niveau des riz cultivés ou le complexe des plasto-
types japonica se retrouve frequemment associé a un génotype nucléaire indica alors
que la réciproque n’a-pas été observée.

iv) Conséquences du calibrage

Dans la suite nous allons nous servir de -notre calibrage pour essayer de situer
d’autres branchements de notre arbre phylogénétique dans I'évolution par rapport au
temps absolu.

Graupe Latifolia - Groupe Sativa (W):

La . position de la racine du systeme Eu-Oryza entre le Groupe Sativa (génome A)
et le Groupe Latifolia (génomes B a E) peut étre considérée comme bien établie: ce
n’est pas seulement notre estimation quantitative lors de la déduction du phylogramme
du cladogramme qui le suggeére; a part le regroupement évident des types appartenant
a la section Eu-Oryza, il y a également I'observation de deux fragments dérivés spéci-
figues @ I'ensemble du Groupe Latifolia parmi les résultats préliminaires de notre ana-

* cette possibilité d’échange génétique "fossilisé” avait déja éte présumée par SECOND (1985c,
voir Fig. 5)
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lyse par Bsp X | au niveau de la tribu des Oryzées.

Selon nos estimations, la division de cette racine se serait passée environ 14 ou
17 Ma avant notre ére, sans que 'on puisse de maniére évidente faire coincider cette
date avec un événement du paléo-environnement.

types I-n_- types o/p:

C’est la divergence de I'ensemble des plastotypes o/p, caractéristique des allo-
tétraploides CCDD et correspondant, d’aprés notre calibrage, a un temps de diver-
gence d’'a peu prés 6 Ma, qui suggére fortement qu’il s’agit du cytoplasme accompag-
nant le génome DD. Et c’est leur structure interne qui suggére son origine en Amé-
rique. En effet, on devrait estimer a plusieurs Ma le temps nécessaire pour le dévelop-
pement d’'une structure telle que la montre le phylogramme pour les espéces CCDD
(selon nos calculs presque 3 Ma; comp. le niveau de la bifurcation P selon tab. 10).
Toute importation du génome DD en Amérique postérieure a ce délai aurait déja di im-
porter de la diversivité avec elle. Or nous n’avons retrouvé aucun représentant de ces
plastotypes en Asie.

Donc, si on ne veut pas supposer une accélération extraordinaire du taux de
mutations depuis quelques centaines d’'années, on arrive & exclure l'intervention de
I'Homme lors de l'introduction de cette série de riz en Amérique. Méme lors de 'allo-
tétraploidisation du génome hypothétique DD par le génome CC lintervention de
'Homme ne parait pas vraisemblable, car elle affecte plusieurs espéces (surtout
O. latifolia et O. grandiglumis) en partie subdivisées et portant différents cytoplasmes.

Dans ce contexte, la description par BRUCHER (1977) d’un riz présumé diplo-
ide, trouvé dans le Chaco humide du Paraguay et appartenant a la série Latifolia mérite
attention, puisqu’il pourrait bien s’agir d’un représentant du génome DD natif.

Si I'on conserve notre postulat selon lequel les migrations intercontinentales des
riz ne se sont effectuées que par voie terrestre avant I'intervention de I'Homme, notons
que cette datation a -6 Ma de la divergence entre le génome DD présumé américain et
le génome CCDD asiatique implique une époque relativement récente pour la migration
d’une espéce tropicale entre le Nouveau et I'Ancien Monde. Le postulat est-il erroné, y
a-t-il eu possibilité de migration vers I'Amérique & la fin du Tertiaire pour des plantes
tropicales ou encore, notre date de divergence est-elle sous estimée?
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1'hypothése que les cytoplasmes o-et.p correspendent au génome nucléaire DD
semble d’autant plus raisonnable, que chez les autres allotétraploides analysés, appar-
tenant au génome BBCGC, lidentification du parent maternel ne pose aucun probleme.
Notons a ce sujet ugueales'd.e,‘ux plastotypes correspondant aux génomes BB et CC se

- retrouvent dans I'espéce O. minuta qui a donc une origine -diphylétique. Cependant, les
BBCC portant le cytoplasme CC montrent le type 1 qui differe du type central primitif,
m1, par une petite insertion, ce -qui indique @ ailleurs une bonne isolation génétique de
ces téiraploides par rapport a leurs parents diploides, du moins du coté CC.

Si jusqu’ici les possibilités d'interprétation de notre phylogramme hypothétique
sont restées simples, c'est grace au fait que ses cing branches principales coincident
précisement avec les cing génomes nucléaires connus dans la section Eu-Oryza. De
plus, le nombre -de mutations impliquées dans les analyses sur ce niveau bien intégré
semble suffisant pour permettre des estimations d’échelle du temps absolu.

Mais :plus nous descendons vers les niveaux d’intégration bas, et plus les dis-
tances entre types ou groupes de types se rapprochent de I'unité de mutation, moins il
devient raisonnable de comparer des taux de mutations: a priori, quand il n’y a plus de
hiérarchie dans les relations cladistiques, il n'est plus possible de distinguer des
mutations toutes récentes de celles qui datent peut-éire de deux millions d’années ou
plus.

Néanmaoins, et pour finir, spéculons un peu sur quelques indices pour des impli-
cations éventuelles-de nos informations sur I'ére la plus récente.

Parmi les 13 mutations figurant au premier niveau .d'intégration, il y a 4 impor-
tantes insertions -et délétions, dont-on peut bien metire en-doute le caractére neutre; il y
a d'autre part peu de substitutions de sites. Est-ce que ceci ne pourrait pas indiquer,
qu’a court terme il y a un taux fort élevé de mutations fixées, pour la plupart faiblement
déléteres, qui, A long terme, sont éliminges par la sélection, celle-ci ne laissant qu’'une
trace filtrée de ce qui se passe a court terme? Une telle trace serait forcément consti-
tuée d’une bonne partie de mutations effectivement neutres, d’'une partie plus faible de
mutations avantageuses (ou épisodiquement avantageuses) et, bien sir, encore d’'une
partie de mutations faiblement délétéres.

ZURAWSKI et CLEGG (1987) proposent encore une autre explication possible a
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un tel phénomeéne de décroissance du taux relatif des insertions / délétions par rapport
aux substitutions de sites avec 'augmentation de la distance taxonomique: selon ces
auteurs, il s’agirait d’'un effet de saturation causé par de rapides reprises du méme
type d'insertions / délétions toujours aux mémes endroits, associés a certaines petites
séquences répétées dispersées. Mais, dans notre cas, le petit nombre de réversions
ou coincidences que nous avons observé ne nous parait pas trés suggestif dans ce
sens.

La recombinaison sexuelle accidentelle de 'ADNcp peut-elle étre un phénomeéne
plus frequent qu'on ne 'admet couramment, passant inapercu d’abord par identité
des plastotypes des parents et ensuite par un caractére délétére des recombinants
(toujours haploides!) véritablement hétérogénes?

Est-ce peut-étre une accumulation rapide de mutations dans les niches pertur-
bés qui pourrait expliquer le fait que tous les variants dérivés du plastotype m1, le plas-
totype primitif central des espéces CC (O. officinalis en Asie, O. eichingeri en Afrique),
se trouvent en milieu perturbé par 'Homme, alors que toutes les variétés situés dans
leur milieu originel (la forét humide en Asie) expriment le type primitif?

Ou encore, plus concrétement, les variants du plastotype japonica (e2 a ed),
peuvent-ils étre spécifiques des variétés cultivées, ou étaient-ils préexistants parmi les
parents sauvages, comme il semble que ce soit le cas pour les quatre types du com-

La difféerenciation du type h d’O.rufipogon américain peut-elle étre aussi récente,
que l'on puisse continuer a croire qu'il soit arrivé en Amérique par la main de
I'Homme?



L’ analyse a échelle élargie du polymorphisme des longueurs des fragments de
restriction de 'ADN chloroplastique dans la section Eu-Oryza du genre Qryza, nous a
permis de vérifier la valeur phylogénétique de ce marqueur, en particulier pour la
detection des relations évolutives parmi des éléments distingués par des divergences
importantes. Tant ia topologie du phylogramme que les estimations de temps de diver-
gence renforce donc la robustesse du scénario d’évolution proposé par SECOND
(1985a) sur la base de la diversité isozymique. En définitive, dans I'état d’imprécision
de la datation moléculaire, ce sont donc les connaissances sur le paléo-environnement
qui peuvent permetire de préciser les époques de divergence vers lesquelles pointe
I'horloge moléculaire.

Comme on sait, les alléles cytoplasmiques déterminent ou codéterminent guali-
tativement et quantitativement nombre de caractéres morphologiques, anatomiques et
physiologiques des plantes, liés a leur croissance, a leur reproduction et a leur
embryogénese (cf. TSUNEWAKI, 1980). Vu cependant la rapidité et I'efficacité du pro-
cessus d’autopurification par simple dérive stochastique des génomes cytoplasmiques
dans les communautés de reproduction, voire dans les systemes artificiels d’hybrida-
tion, la protection contre 'érosion des ressources génétiques cytoplasmiques demande
une attention et des efforts particuliers constants.

De la s’explique un intérét pratique immédiat du simple marquage de différents
plastotypes, en particulier parmi les riz cultivés. Notre étude en a présenté déja dix
parmi ceux-ci. L’aptitude et la simplicité relative de la technique exposée devraient per-
metire d’en mettre en évidence davantage en méme temps qu’elle pourrait faciliter la
mise en oeuvre de techniques plus fines, telles que par exemple le séquengage direct.



ANNEXE A

Liste des plantes analysées dans la section Eu-Oryza

GRODUPE SATIVA

8. sativa {classées sous les groupes 1 & & d'aprés GLASIMANN)

classe 1:
- testeurs indica

1) 108 Peh Kuh at
2) 108 " al
3) 108 o at
4) 5 38 " at
5) & 38 " 5

- testeurs japonica

&) 521 Kisshin e !

7) 521 “ e 1

-8) 521 " e 1

2} 521 " el

10) 521 " el

11} Balila " e i

= autres

12} § 2 Hong xie nuo alt
13) S 5 Liuzhou bayoya zao al
14) 8§ & Tau Reng Chau a1
15) s 14 IR 28 a -
16) § 18 Hu nan hsien al
17} 5§ 24 L 78 - 9148 b
18} g 29 M8 52-3 e 1
19} 5 30 H. 105 (T &-802) a -
20) § 31 Segadis al
21) s 32 Vary vato e !
22) 5§ 34 Sixa (T 5~337) al
23) s 37 D 52-37 al
24) § 39 Chuh tu al
25) S 40 Taichung native 1§ al
26) 23 717 Dao Pao c
27) 47 520 cut 389 at
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28)

classe 2:
29)
30}
31)
32)
33)
34)
35)
36}
37)
38)
39)
40)
41)

clasgse 3:
42)

classe 4:
43)
44)

classe 3:
43)
46)
47)
48)

tlasse é4:
49)
30)
a1}
32)
33)
S4)
33)
36)
37}
38)
59}
60}
61)

Akai-Hai

L5 B> S ¢ > I 7 » B/ IV |

BS
ES
(N) 4

27
27
32

27
27

M M W WK NN W omn W owm h !

22
22
23
23
20
20
319
246
509
Sté
301

541

588
591

191
881
881
008

10
12
13
15
16
19
26
27
35
33

Chinsurah Boro II

"

2 L5 102

L

3 LS 102-4

i

Chinsurah Boro II
ba 28

Baran Boro

Jagli Boro

Gerdeh

Bhadoia 233

Rayada

Kaukkyi Meedon
Basmati Lamo

n

Sadri

Sunbonnet
Jaguary

Nan Ching Shiang Tao

Fujisaka 5
Canabong bong
Teras Fortuna
Vista

Siampang

K 2.2 (T 2.325)
Iguape Cateto
Cigalon

IRAT 13

" (a sec)

m Mo m 0 @ & oW o W O m om

m @ o @

m @ ™ M ®© W @ @M ® M ©° - m

LA o b e e bee ek pen e e ed e s

P s e e
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62}
63)
54}
65)
bb)
67}
&8)
69Y
704}
71)

s
§
AS:
Y8
23
3

36
44
37
309
129
754

Basmati

Cigalon

Hokkai 241

§il

ewah

intermédiaire 1/6¢

72)

5

7

encore incertaimsy

73)
74)

781

il d

74}

cytoplasmes
7
78).
79
801}
g1)
82}
a3y
84}
83)
8&)
87).
881
89)
90}

adventice
1)
92)

g

mn Uy

[T S

stériles

it
20
1

06

Moroberekan
Taichung &5
Latsika

Hawn- O
Khao: Nuan

Basilanon

Khaeo Nok
Mack Fay Deng
Ea0 A (M 7 11

[SAVAV N 2 ) Lw X7

Bharib

Sairyukoku A

103

163
163

103

435
804
806.
806

103 8064

103

103

104

871
219
0532

104 054
56 829 A
&6 830 A
46 830 A
56 752 A

IR
IR
IR
IR

EX
EX

0. glaberrima

93)

G 1

56
36

chen-shan 97 A
Er-chiu-nan A

vV 20 4

Vv 20 A

vV 20 A
Gang~yi-ya—ai-zao &
vV 4t A
Lian-tang zac A
Er—jiu~ai &

Purure

Sénégal

fiE)

m W WM oM oM@ MM B omoM

w m

LR I VO TR N " I VI R TR YR TR

e e P s R e e

[

99
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94)
95}
94}
97)
98)
99)
100}
101)
102}
103)

L= S <> S s B > S v» B« » B v 3}

Glab Haiti

[ I VIR NI X Qe

8

Mali

Mutant alutineux
Céte d'ivoire

Haiti

€61 % DR 38 (hybr. glab x ruf}

0. rufipogon

Inde
104)
103)
106)
167}
108)
109)
110)
ISEY]
112)
113)
114)
{13)
116)
117)
118)
119)

S& fsie
120)
121)
122}
123)
124)
123)
124)
127)

Chine
128)
129)

E E E fEEEEorToEoE ==

W

N

133
135
138
i35
1534
1669
1669
1681
1681
1681
1684

13
39
41
38

335

S74
393
393
393
393
1692
1699

1652
1653

Ceylon
Malaisie

Thailande

u

L2 B R I U T (O T R TR |

{

N K =

—_ U W N NN N NN e
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130} W 1654 et
131} W 1453 el
132} W 1663 el
133} W 1827 el
134) W 1939 al
133} W 1944 el
135) W 1945 e !
137) W 1949 al
138) W 1949 al
fiustralie
139) W 1627 £ 3
140} W 1627 £ 3
141) W 1629 1
142) W 1629 £1
143} W 1429 f !
144)° orR 7 1
145) OR ¢ i
146} OrR 3t i
147) BR 39 £ 1
148) OR 41 fF1
149) OR 42 (60°) f1
150) OR 51-2 f 2 N
151) OR 54-3 £ 1 ht
Amérique
152) W 612 e !
153) W 612 e 1
1534) W 1185 h 1
1535) W 1185 h 1
154) W 1185 x W 708 hybride h 1
1571 W 1185 » W 708 " h 1
158) 100 970 = W 1185 h 1
159) W 1187 d
160) W 1191 h 2
0. longistaminata (obk = hybride naturel O.longist. % O.satival
1561) AL 2 Hadagascar g
162) BL 25-4 Guinée Bissau g
163) CL 7-2 obk  Sénégal g
164} EL 15-9 Tanzanie g
165) EL 1& N g
166) EL 16 y g

101
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167) EL 89~-12
168) UL 12
169) UL 12-2
170) UL 12-6
171} UL 12-6
172} UL 16-1
1731} UL t6-6
174} UL 16-6
175} UL 16-al2
174} HL 128
177} WL 02
178) IL 14

breviligulata

179} B o =
1890} B o
181) 3 S
182} B 7 =
183} B 7
184) B 9 =
183) B 9
186} B 1o =
187) B 10
188} Bt =
189} B 13 =
190} B 14 =
191) B 14
192) B 15 =
193) B 11t

obk

obk
obk
obk

&

Cameroun

" (60°)

Botswana

Zambie

Cameroun

Botswana

"

Céte d’'Ivoire
1

Niger

Sénegal

u
Cite d'Ivoire

lanmbie

[7oe RS o BT v SNV v [T = ST o BT = B ~ B = Y = BT~ BT - ]

P VP T T T T G O SO W
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GROUPE LATIFOLIA

génsme BB

8. punctata

1943 W 1515 Tanzania k
195) W 1515 " k
196) W 1515 N k
197) W 1515 * k
198) W 1515 " (40°) &
1993 W 1515 * {40¢) &
200) MW 1515 " Tk
201} W 1586 Tchad k
202) W 1590 Lameroun k
203) W 1592 * ?
204) M 1593 Nigeria k
205) TP 43 Techad k
206) TP 43 " K
généme BBCC
0. punctata
207) W 15 1
208} W 43 1
209) # 1023 Ghana 1
210} W 1024 N 1
211) . W 1145 1
212} W 1408 Nigeria 1
213} W 1408 " 1
214) W 1408 # 1
213) # 1408 " (40°) 1
214) W 1409 " 1
217) . 1P 24 Cate d'Ivaire 1 au m-
218} P 27 * m !
219) . P 27 " m 1
0. minuta
minuta 1
2201} 103 8465 Philippines k
221) 103 8814 * k
minuta 2

222) W 43 1
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223)
224)
225}
226)

W 1243
W 1331
W 1331
W 1344

0. malampuzhaensis

227)
228)

W 1159
W 1159

0. officinalis

229)
230}
231)
232)
233)
2348
233)

géname CC

&11
1269
1343
13461
138!
W 1361

E E E s e

0. officinalis

236)
237)
238)
239)
240}
2414)
242)
243)
244)
243}
246}
247)
248)
249)
250}
251}
252)
253)
254)

100 180
100 181
101 121
101 399
102 384
104 314
CH 83-3
D 04

D 04

i 12
W 65
b 46
# 67
W 5635
W &14
W 1131
W 1149
W 1198

Philippines
n
Inde
Th&ilande
Burma
Brunei
Philippines
Borneao
¢ {40¢)
Malaisie
Burma

Philippines

Vietnam
Indonesie
Proc
Chine
Inde

Sri Lanka
Inde
Thailande

1"

{t
Malaisie

Burma
Inde

Philippines

— bt e et

{BBCC)
{BBCC)
(BBCC)
{BBCC)
{BBCC)

"

{for&t)

(for&t)

{(forg&t)

(foré&t)

(forgt)

{(forét)
(forét)

il pourrait
s'agir
d'erreurs

2 8 3 a 3 3 ¥ 8723 3 3 =B

(voisgin riziére) )

de collection

—

[T T Y ]
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255) W ol199 # N m -
256) W 1203 . " m 4
257) W 1205 v u m 4
258) W 1240 Borneo. m 2
2391 W 1251 ¥ {mare) m 2
260) W 1252 N {bord de route) m 2
261) W 1260 4 {voie ferrée) m 2
262) W 12648 Brunei {(mare bord de route) m 2
263) W 1271 " {proche habitation) m 2
264) W 1273 " (bord de route) m 2
263} W 1275 " {canal irriguant) mn -
244} W 1277 Sarawak {(bord de route) m -
267) W 1278 - .. # m 2
2683 W 1303. Philippines (riziére) m -
269} W 1306 " {canal irriguant) m 1
270) W 1306 " m -
271 W 1315 @ {for8&t vierge! m -
272} W o1318 " o 2
273) W 1334 a (sous cocotiers) m 1
274) W 1830 Chine m -
275) W 1830 " m i
276) W 1831 Borneo m -
277) W 1930 Thailande (verger pres forét) m !
278) W 1934 " " m i
279 W 1941 i ! m 1
280} W 1942 “ " ® -
281) W 1950 Chine mt
282) W 1950 = 104 618 m 1
0. eichingeri

283) 1P 7 Cate d‘Ivoire n3

284) Ir 7 " n3

2835) 1 1p 2 w n 2

286) 2 IF 2 # n 2

287) W 1319 OQuganda ni

288) W 1525 ¥ nt

289) W 1526 “ n 1

2901 W 1526 * n i

géname CCDD
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0. latifolia

291) i 44
292} W 342 HMenico
293) W 542 "
294) W 553
293) W 1148 Cuba
296) W 1168 *
297} W 1148 "
298) W 1168 “
299) W 1176 Buatemala
300) W 1539 Panama
301) 100 1463 Buatemala
302) 100 149
303) 100 172
304) 102 481 Nicaragua
0. alta
303) W 17
306) 101 395
0. grandiglumis
307) W 613 Brézil
308) W 1247 “
309) 4 1483 "
0. paraguayensis
310) W 1144
311) W 1144
gename EE
0. australiensis
312) W 0008 q
313} W 0008 q
314) W 1562 q
315} # 13562 q
316} W 1628 q
317 W 1639 q
318) W 1639 q
3N W 1639 q
320) aa 27 q

(=]

[

o o Q

L0 B 4 B 2

3 I T e ol o B 2 T S =



ANNEXE B

Liste des. plastotypes déterminés. dans la section Eu-Oryza

GROUPE SATIVA
a I v
0. sativa

classe 1:
- testeurs indica

1) 108 Peh Kuh

) 108 “

3} 108 "

4} 85 34 a

3) S 38 "

- autres

12) 5 2 Hong xie nuo
13} S Liuzhou bayoya zao
14) s Tau Reng Chau
16} S 18 Hu nam hsien
20} g 31 Segadis

22} s 34 Sixa (T 3-337)
23) 5 37 D 52-37

24) 8 39 Chuh tu
25) g 40 Taichung native 1
27) 47 320 cut 389

28) Akai-Mai

classe 2@

31) 5 22 2 LS 102

32) 5 22 ol

33) § 23 3 LS 102-4

34) S 23 “

35) BS 20

36) BS 20

cytoplasmes stériles
78) 103 435 chen~-shan 97 A
80) 103 806 Vv 20 A
85) 104 052 Lian~tang zao A



108

m8le-stérile

0.

0. rufipogon

107)
134}
137) -
138}

a 1+2

84)

a 2

79}
81)
82}
83)
g6}
87}
88)
89}
90)

W
H
i
W

135

1939
1949
1949

Inde
Chine

103 919 V4L A

sativa - cytoplasmes stériles

103 BO4 Er-chiu-nan A

103 806 V 20 A

103 80& vV 20 A

103 871 Gang~yi-ya-ai-zao A
104 054 Er-jiu-ai A

1

R 46

B29 A

IR 46 B30 A

I

R 46

830 A

IR 54 752 A

0. rufipogon

105)
106)
108)
109)
110)
111)
112)
113)
114)
129)

0. sativa
15)
19)

W
W
¥
i

E E s o=

=

135

135

1534
16469
1649
1681
16814
1681
1686
1633

s 14

s 30

Iinde

IR 28
H. 103 (T 4-802)
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735) 8 21 500 A (M 2.1}
77 Sairyukoku A (m8le-stérile)

0. rufipogon
120) W 555 Ceylon
121} W 574 Malaisie

o
i~

0. sativa , cla;;e 1
17) 5 24 L 78 - 9148

D. rufipogon

124) W 1692 Thailande
127) p W 1499 "
c

0. sativa indica @
26) 23 747 Dao Pao

0. rufipogon

122) W 593 Malaisie
1231 W 593
124) W 3593
125} W 393
d 1
0. rufipogon
159) W 1187 Anérigue

0. sativa

- testeurs Jjaponica

&) 521 Kisshin classe 1
7y s2t u u
8) 521 " "

9} 321 " "
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- autres
18)
23]
29)
30
37}
38)
3
40)
42)
43)
44)
45)
44)
47)
48)
49)
350)
31)
32)
33)
34)
33}
356)
37)
38)
39)
60}
bt}
62)
63)
65)
67}
68)
69)
70}
71}
72)
73}
74)

adventice

(N)

Ll S TR Y > I B 5 ¥ 7 ]

27
27

27
27
33

~oh
N O m

0w W my w|m W ommomowm ot oWm

-
w

23
Ba
Ci

Holklkai 241

81
8
8
5

10
12
13
15
14
19
26
27
33
35
36
41
309
744
smati
galon

lewah
7
11
20

M5 32-3
Vary vato
Chinsurah Boro I1I

Chinsurah Boro 11
DA 28
Baran Boro
Jagli Boro
Bhadoia 233
Rayada

"
Kaukkyi Meedon
Basmati Lamo
Sadri
Sunbonnet
Jaguary
Nan Ching Shiang Tao
Fujisaka 5 ’
Canabong bong
Texas Fortuna
Vista
Siampang
M 2.2 AT 2.328)
Iguape Cateto
Cigalon
IRAT 13

i {a sec)

Horoberekan

Taichung 65

Khao Nuan

Basilanon
Khao Nok
flack Fay Deng

classe

14

n

classe

1

3

classe 4

classe

5

intermédiaire 1/6



91} EX 34 Purure
92) EX 36 "
0. rufipogon
104) W 133 Inde (?)
117) DN 39 . {?)
119) DR 38 " (?)
128) W 14652 Chine
130) W 1454 "
131) W 1455 “
132) W 16463 "
133) W 1827 “
135) W 1944 "
136} W 1945 u
152) W 612 Amérique
153) W 612 "
e 2
0. sativa japonica
51) A8 37 Latsika classe &
e 3 3
0. sativa japonica
41) 32 3014 Gerdeh classe 2
76} 32 306 Gharib classe 6 (?)
e 4
0. sativa japonica
b6) 23 729 Hawm Om classe §
e 9
0. rufipogon
115) DN 9 Inde
116) DN 13 "

111
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0. rufipogon Australie
139) W 1627
140) W 1627
141) W 1629
142) W 1629
143) W 1629
144) orR 7
1435) 0R 10
146) orR 3t
147) aR 39
148) OR 41t
149) OR 42 (60°)
151) OR 54-3
f2 :
0. rufipogon Australie
150} OR 51-2
g
0. longistaminata {obk
161} AL 2
162) BL 25-4
163) cL 7-2 obk
164) EL 15-9
1565) EL 16
1466) EL 16
167} EL 89-12 obk
168) uL 12
169) UL 12-2
170) UL 12-6
171} UL 12-6
172) UL 16-1
173 UL 16-6 obk
174) UL 16-6 obk
175) UL 14-al2?2 obk
176} ut. 128
177) WL 02
178) IL 14

= hybride naturel
Madagascar
Guinée Bissau
Sénégal

Tanzanie

B
n

#

Cameroun

" (60°)

Botswana
Zambie

0.longist. % O.sativa)



k1l ot
0. rufipogon Amérique
154} W 1188
185) W 1185
158} W 18T x W 708 hybride
157) W 1185 x W 708 .
158} 100 270 = W 1185
h 2
0. rufipogon Amérique
160) W o1t9t
it
0. glaberrima
93} G 1 Sénégal
94) 66 { =6 1 *
95) 6 1 "
96} G 2 ¥
27) G 2 "
98} G 3 Mali
99) G & Mutant alutineux
100} 68 Cste d’ivoire
101} G 8 "
102} Glab Haiti
103) CGI w» DR 38 (hybr. glab x ruf)

0. breviligulata

179} B

180}
181)
182}
183)
184)
187)
188}
189)
1990)
191)
192)
193)

~
[~

L=« BN << B o SN o~ B v = IO o= B B o < B o o B o B o

5 = TB 82 Tchad

s " "

5 " "

7 = UB 35 Cameroun

7 " u

10 = [IB 03 Cate d'lvoire
10 : " "

1 = NB 02 Niger

13 = §&B 304 Sénégal

14 . = 8B 321 .

14 . "

15 = ILB 05 Cste d’'Ivoire
11 Zambie

(?)

113
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I 2 1

0. breviliqulata
184) B 9 = WB 01 Botswana
185} B 9 * "

GROUPE LATIFOLIA

0. punctata BB

194) W 1515 Tanzania

193) W 1515 "

196) W 1515 "

197) W 1515 "

198) W 1515 ® (40°)
199) W 1543 " {409)
200) W 1315 "

201) W 1386 Tchad

202) W 1590 Cameroun

203) W 1592 "

204) W 1593 Nigeria

203) TP 43 Tchad

206) TP 43 "

¢. winuta 1 .
220) 103 863 Philippines

221} 103 881 !
I .

punctata BBCC

207) W 13

208) W 43

209) W 1023 Ghana
210) W 1024 !
211) W 1145

212) W 1408 Nigeria
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213) W 1408 .
214) W 1408,
215) 4408 " (409)
21869 W 1409 u

0. winuta 2

222} W 45

223 Wo1213 Philippines
224) W 1331 "

223) W 1331 "

224) W 1344 "

0. walawxpuzhaensis
227) W 1159 Inde
228) W 1159 "

0. officinalis BBCC

229) 7 2 Thailande {BBCC}
230) W 811 Burma (BBCC) il pourrait
231} W 1269  Brunei {BBCC) s‘agir
232) W 1343  Philippines: (BBCE) d‘erreurs
233) W 1361  Borneo (BECC) de collection
234) W 1361 " (409) "
235} W 13461 " 8
1
f. punctata BBECC
218} IP 27 Céte d'Ivoire
219} 1F 27 .
&. officinalis
243) D o4 . Inde (forét)
244) b 0% “
247) W 65 Thailande {(forgt)
248) W b6 " {(forét)
251) W 614 Burma (forét)
2572} W 113t Inde {forét)
249) W 1306 Philippiné5, {canal irriguant)
273) W 1334 " {sous cocatiers}
275) W 1830
277} W 1930 Thailande {verger prés for@t)
278) W 1934 " "
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279) W o1941¢ “ o
281) ¥ 19350 Chine
282) W 19350 = 104 418

B 2 1

0. officinalis €L

258) W 1240 Borneo
2359} W 1251 " (mare)
260) W 1252 " {bord de route)
261) W 1260 . {voie ferrée)
262) W 1268 Brunei {(mare bord de route)
263) W 1271 " {proche habitation)
264) W 1273 * {bord de route)
267) W 1278 Sarawak (bord de route)
272) W 1318
B3

0. officinalis
250) W 563 Halaisie

B 4 1

0. officinalis

236} W 1203 Philippines (voisin rizigre)
237) W 1205 o g

I ou =8 -

0. punctata BBCC
217) 1P 24 Cste d'Ivoire

0. officinalis

236) 100 180 Malaisie
237) 100 18t Burma

238) . 101 121 Philippines
239) 101 399 Vietnanm
240) 102 384 Indonesie
241) 104 314 Proc

242) CH 83-3  Chine



37 W 1639
318) W 1639
319y W 1639
2 ¢
australiensis
314) W 1562
315} W 1562

320) oa 27
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245) W b
288} H 12
249) W67
233) W 1149
254) W 1198
255) W 1199
263) W 1275
266} W 1277
268) W 1303
270) W 1306
271) W 1315
274) W 1830
274) - W 1831
280} W 1942
n I
0. eichingeri
287) W 1519
288} W 1525
289) W 1326
290} W 1526
r 2
0. eichingeri
285) 1 Ip 2
286) 2 IP 2
n3
0. eichingeri
283) P 7
284) P 7
o
0. latifolia
291) W 46
2935} W 1168

294) W 1168

Sri Lanka
Inde

Philippines

Brunei
Sarawak
Philippines

n

Chine
Borneo
Thailande

fuganda

C )

{forét)

(forét)

(voisin riziére)
(canal irriguant)
{bord de route)
(riziére)

{canal irriguant)

(forét vierge)

(verger preés for&t)

Cote d'Ivoire

b

Cete d'Ivoire

Cuba
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297) ¥ 1168

298) ¥ 1168

299) Wo1176

301) 100 165

304) 102 48t
pl1

0. latifoelia

292) W 542
293) W 542
294) ¥ 3553
302) 100 149
303) 100 172
p 2 3
0. alta
303) W17
304) 101 3935

0. latifolia
300) W 1339

0. paraguayensis

310) W o1144
311) W o1144
p 3 :

0. grandiglumis

307) W 613

308) W 1247

309) W 1483
q !

0. australiensis
312) W 0008
313) ¥ 0008
314) W 1628

Buatenala
Buatemalea
Nicaragua

Hexico

®

Panama

Brézil

L]



ANNEXE C.
Résultats d'électrophorése d’ADN chloroplastique -

Fig. I: ADNcp de riz extrait par la méthode de '_BOWMAN et DYER (1982)

1: W 1652 o 5: W 1652

2: TB82 x BamHI 6 TB82 x Pstl
3 521 : 7o 0520 )Y
4: W 1652 non digéré :
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Fig., 11: ADNcp digéré par Bab H I

10

i1

i+ Thymus vulgaris - 71 ‘Agphodelus fistulosus
2: Gossypium australe B: Avena sterilis’ ;

3t Arunm ﬁaculatu@ 9: Plantago lanceolata #
4 Quercus ilex 10: Scilla Lilio-Hyacinthus
H Céntaurea collina 11: Eichhornia crassipes

by 1Iriz &p.

*‘ici;'lfﬂDN“ésﬁ“ﬂégradé par ‘le broyvage. N Hothlander (dans
lg 'm&me laboratoire) obtient. actuellemgnt de 1 ADNop-de cette «
espece en bon état.
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Fig. III A+B: ADNcp (Eu- Oryza ) x Eeco R I en TAE -
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Fig. IIl C: opatrons ADNcp % Eco R 1 en TBE
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Fig. IV B+C: patrons ADNep 2 Ava I
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W 1515

W 1168
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W 1144
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W G4z

s 10

W 5937

W. 593

W 1534

DN 43

DN 9
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W 1681
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W 135 (n°ro7)
EX 56

IR 54 752
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avet une sonde
froide spéri-

figue du géne

de la cyto-

chromeoxidase;

différent:

W 11873
thybridation
effectude par
ZHANG S.H.) .

plastotypes:

x
[
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Fig VI A+B: patrons de restriction ADNcp x Bar # I S
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Fig., VII A+By patrons de restriction " ADNcp- » Hz’(u"III :
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fkai Mai
BS 20

B 15

B 14

UL 12-6

W 1945

¥ 1409
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W 4429
W 1429
W 11&)2;7}
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o =T -
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Fig..VIII A+B: patrons de restriction ADNcp » Sma I
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,'Fig,.. IXy. patrons de restriction ADNcp x Pst 1
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Fig, %I Bt patrons de restriction ADNcp % Hsp 1




ANNEXE D

Restitutions dessinées des patrons de ‘restr-iction"d’ADNc_p dans la Section Eu-Oryza
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fig. XIV: patrons de restriction de 'ADNcp du riz (Section Eu-Oryza)
a) par Bam H |

L/m/n n3

0

p1 ‘p2/3 q4

q2

[:4900g/

45@o€/~
-——4050%/

8.900//

—— 7.300
|

/

—— 5.600

a/bl  e+i

f

g

b) par Hind Il

k

L/m/n

0

p3

geT



48000 —

19000
15000 —

10600 —
8900 —

7300 -{

5600 T

4360 —
3390 -

3610 ~
2930

2320

1810 —

1410 —
1250

1050
900

750 -

a) par Sma |

a2
b.c

fig. XV: patrons de restriction de '’ADNcp du riz (Section Eu-Oryza)
b) par Pst |

, N3,

1T

M TIT

LT

T

1]

il

L

i

a/b/c e-i

T

k

:

[ 1

—_— ]

[ ]

| l/m/n n3,

i

ol

[T

NN

L

AL

a

[

c) par Bst E Il

/b/c e-i

I

| SR

N

|

k 1/m/n o/

I

i

]

1

6¢l



ANNEXE E

Protocole de la digestion de ’ADNcp par 'enzyme Msp I*
suivie par marquage radioactif au 3°S et électrophorése
en gel polyacrylamide a gradient de densité continu

1) Composition des gels d’électrophorése :

composants solution A solution B
acrylamide™ 30% - bisacrylamide™ 0,8% (p/v) 7,9 mi 20,0 ml
saccharose 36% (p/p) 2,6 ml 2,4 ml
TBE 10x 6,6 mi 6,0 mi
TEMED* 70 50 pl
eau 48,7 ml 31,5 ml
persulfate d’ammionium™ 12% 110 pl 35 ul

a partir des solutions A et B, les gels (épaisseur 0,7 mm, longueur 20 cm) sont coulés
en gradient continu (de concentration en acrylamide de 10% a environ 4%) a l'aide
d’un meélangeur et support (Pharmacia) entre des plaques de verre (les quantités
indiquées sont suffisantes pour une paire de gels);

* ie méme protocole est valable pour Hpa |l
** produits Biorad
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2) composition des essais de restriction (a 0°C) :

solution d'ADNcp + tampon TE : 24 (ADN: 0,1 pg),
tampon d’incubation 10x : 0,7 u,
enzyme de restriction (10 U/ul) : 05 jl,
RNAse (2mg/ml) : 03 i,
eau bidestiliée stérile : 31 ul;

3) incuber @ 37°C pendant 2 h, puis refroidir a 0°C;

4) pour le marquage radioactif, rajouter :

- enzyme de Klenow (5 U/ul; Boehringer) : 0,1 ul,
- solution de dCS’-(35S)TP (650 Ci/mmol, 10 mCi/ml; Amersham): 0,05 i ;
- eau bidestillee stérile » : 0,95 yl

incuber pendant 30 min a température ambiante;
refroidir dans la glace, méler avec 0,9 ul de tampon de charge;

5) électrophorése: 40°a50V, puis 5ha190Vv,
en TBE recircuiée dans un bac vertical (Pharmacia);

6) séchage des gels (secheur Biorad);

7) autoradiographie des gels séchés pendant 5 jours.
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Résumé

Une méthode non-aqueuse améliorée pour la préparation d’ADN chloro-
plastique (ADNcp) a partir de matériel foliere séché de plantes adultes a permis
une analyse des PLFR de I'ADNcp du riz 4 l'aide de 10 endonucléases de’
restriction. 320 plantes, représentant 248 variétés et 15 espéces de la Section Eu-
Oryza du genre Oryza, furent analysées.

Un phylogramme hypothétique complet de 32 types de plastomes, dont 10
parmi les riz cuitivés, fut deduit d’'une analyse cladistique de 112 mutations déce-
lées, calibré a l'aide de données bibliographiques sur les taux de mutation de
FADNcp chez les Graminées, et confronté a certains repéeres paléo-géogra-
phiques.

Les résultats apportent des informations nouvelles, en bonne partie compa-
tibles avec les données existantes au niveau des génomes nucléaires -et leur
interprétation évolutive

Mots clés: riz - chloroplastes - ADN - extraction non-aqueuse -
PLFR - analyse des mutations - cladistigue - évolution - phylogénie -
horloge moléculaire - genre Oryza - Section Eu-Oryza

Summary

An improved non-aqueous method for the preparation of chloroplast DNA
(cpDNA) from dried leaf material of adult plants permitted a RFLP analysis of rice
cpDNA with 10 restriction endonucleases. 320 plants, representing 248 varieties
and 15 species of the Section Eu-Oryza of the genus Oryza have been investi-
gated.

A complete phylogram of 32 types of chloroplast genomes, 10 of them
present in cultivated rices, has been deduced from a cladistic analysis of 112 pre-
cisely characterized mutations, calibrated by using bibliographic data on the
cpDNA mutation rates of Gramineae, and confronted with certain paleo-geogra-
phic reference marks. ’

The results give new informations, in general compatible with the existing
data at the level of nuclear genomes and their interpretation in terms of evolution.

Key words: rice - chloroplasts - DNA - non-aqueous extraction -
RFLP - mutation analysis - cladistics - evolution - phylogeny - molecular
clock - genus Oryza - Section Eu-Oryza
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