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RÉSUMÉ 

Il existe chez Heferodrra avenue au moins deux loti codant pour des estkrases. Par analogie avec. les résultats déja 
COI~I~LIS chez Meloidogyne ils ont @té appelés (1 est. fi B et, (t est. b V. Dans le syst.&me de gel utilisé les esterases p 
peuvent, êt.re difficilement, ét.udiées. Il semblerait néanmoins qu’il y ait trois all&les : @ 0,70, p l,O et p-. Par contre, 
les &ultats obtenus pour les esté.rases b peuvent. &tre plus convenablement interpretés. Parmi les populations 
étudiées il y aurait au moins six allèles appartenant à ce locus : b 0,60-b 0,70-b O$O- b 1,0--b 1,l etb 1,2. 

La comparaison de quat,re popul:tt.ions d’H. azwnae appartenant à quat.re races, définies par leurs agressivités 
vis-à-vis des céréales, a montré que les souches étaient différent.es, soit par la présence d’un allèle particulier, soit 
par les fré.quences alléliques. Cet.te observation, qui demande à être confirmée sur plusieurs populat,ions de chaque 
race, est discutée dans le cadre dr la variabilité gén&tique et des capac.ités d’adaptation. 

La variabilité génétique est donc plus élevée chez cette espèce à reproduction amphimic.tique que chez les espèces 
à reprodwtion part.hénogén&tique obligatoire ou facultative appartenant au genre voisin des Meloidogyne. 

SUMNARY 

Isoesferases in fhe nematode Heterodera avenae. I - Polymorphism in several French races 

Four st.rains of Heterodera auenae were studied for their esterase polymorphism. Zn electrophoresis carried in 7% 
acrylamidtl at pH 8 (Tris Hcl 0.1 M) 0,4 mm thick, two groups of non specific esterases have been identified ; they 
appeared to belong to two loti, 6 and b, according to their elec.trophoretic mobilities, their subst.rate affinities and 
their allelic distribution. The $3 locus showed three allelic forms : p 0,70 - p 1,0 - p- but need to be studied in 
other electrophoret.ic. conditions. In the locus b, six dist.inc.t alleles may be detected : b O,60 - b 0,70 - b 0,OO - 
b l,O- b 1,l and b l,?. Allelic frequencies are reported for the four strains but more specially for two of them Fr, 
and Fr,. 

These strains were found different. from each other either by some alleles or by allelic frequencies. 
It, çlearly appeared that genet.ic polymorphism is more important in H. avenue than in Meloidoyyne sp. referring 

to non spec‘ific esterases. 

Le polymorphisme biochimique, qui permet 
de quantifier la diversité génét.ique c.hez un 
ensemble d’individus (voir Dic.lrinson & Sullivan, 
1973 et Lewontin, 1976, pour revues générales) 
est, encore peu étudié c.hez les nématodes. Il a 
surtout été étudié par élect,rophorèse chez les 
Meloidogyne (Dic.kson, Huisingh & Sasser, 1971 ; 
Hussey, Sasser & Hinsingh, 197%) et dans une 
moindre mesure chez Heferodera rostochiensis 
(Trudgill & Garpenter, 1971 ; Franc,o, 1979) et 

chez Diiylenchas dipsaci (Hussey & Krusberg, 
1971), dans l’intention de c.aractériser les espèces 
et les races sur des bases autres que morpholo- 
giques. Dans tous les cas précités, l’analyse a 
port.é sur des broyats obtenus à partir de nom- 
breux individus. Mais l’application de ces résul- 
tats à des études de routine n’est guère possible 
à cause des hétérogénéités qui existent dans les 
populations naturelles (mélange d’espèces) et de 
la variation de la fréquence des différerAs allèles 
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codant pour ces protéines. Ces deux parametres 
introduisent des variations aléatoires au sein des 
élec.trophorétogrammes. 

Pour pallier ces variations, on a mis au point 
une méthode permettant d’obtenir des zymo- 
grammes à partir d’une seule femelle de hfeloi- 
dogyne, par une miniaturisation de la technique 
et l’amélioration des conditions d’ext.ract.ion des 
enzymes (Berge R: Dalmasso, 1976 ; Dalmasso & 
Bergé, 1978). Ces techniques sont appliquées ici 
à Heterodera avenue afin d’obtenir une première 
appréciation sur la diversite génétique des popu- 
lations naturelles des quatre principales races 
fransaises de c.e nématode dont l’appartenance, 
pour au moins deux d’entre elles, à la meme 
espèce a été récemment vérifiée par des croise- 
ments rkiproques (Person & Rivoal, 1979). A 
l’opposé des Meloidogynr, étudiés préc.édem- 
ment, qui se reproduisent, surtout. par parthé- 
nogenèse fawltative ou obligatoire, H. avenue 
est une espèce amphimictique : il était. intéres- 
sant de voir si ces modes de reproduction int.ro- 
duisent. des différences notables au niveau du 
polymorphisme génétique de c.es deux genres 
voisins. 

Matériel et méthode 

L’étude porte sur quatre populations d’ori- 
gines géographiques différentes et. déjà c.arac- 
térisées pour leur comportement parasitaire vis- 
à-vis des céréales : FrI, Villasavary (Aude) ; 
Frz, Vivonne (Vienne) ; Fra, Argetan (Orne) ; 
Frq7 Nuisement-sur-Coole (Marne), (Rivoal, 
1975, 1977). Ces populations ont ete maintenues 
à Rennes pendant plusieurs années en c,ondi- 
,tions contrôlées d’élevage (Rivoal cf al., 1978). 
Les Heterodera. destinés à l’examen par électro- 
phorèse ont été élevé- s sur jeunes plantules de 
blé (cv. Hardi) en milieu gélosé (Mugniery & 
Person, 1976). Chaque jeune femelle gravide a 
été broyee séparément dans une solution de 
saccharose à 20% (Janati, 1979). 

L’électrophorèse est réalisée suivant. la 
méthode d’ornstein et Davis (1964) mais sur 
plaques avec des gels à 7% d’acrylamide à 
pH 8 (Tris Hcl 0.1 M). Les plaques de 8 x 8 cm 
et de 0,4 mm d’épaisseur permettent de révéler 
les iso-estérases avec l’extrait provenant d’un 
seul individu. Le tampon cuve est le Tris- 
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Glycine 5 mM pH 8.3. Après le dépot. des éc.han- 
tillons sur un gel spacer, un courant de 40 V est, 
appliqué pendant quinze minutes (concentra- 
Hon), puis de 130 V pendant environ deux 
deux, soit. 5mA par plaque. Les gels sont ensuite 

*dégagés des plaques et! les isoestérases révélées 
avec l’a naphtyl .acétat,e (Dickson, Huisingh & 
Sasser, 1971). La migrat.ion des protéines dans le 
gel est évaluée en pourcentage de migrat.ion par 
rapport à l’une d’elles (ex. : pour la protéine 1,O 
prise comme référence, la bande située à 0,70 
témoigne d’une migration plus lente et inverse- 
ment pour celle trouvée à 1,30). 

Résultats 

ISOESTÉRASESDES POPULATIONSFR~ETFR, 

On observe, pour les individus de Fr, et Fr4, 
deux groupes de bandes (Fig. 1) : F 0,70-p 1,0 
et b0,70-b0,90-b1,0-bl,lO-b1,2O, que l’on 
suppose pour trois raisons, apparlenir à deux 
loti differents, p et b, codant pour la synthese 
d’estérases : 

- La spécificité du substrat : les estérases du 
locus p ne sont pas actives sur le naphtyl-P- 
acétate mais donnent des bandes avec le 
naphtgl-K-acét,ate. Les esterases du locus b 
hydrolysent indifféremment ces deux substrats. 

- Chaque groupe de bandes se comp0rt.e 
c.omme si sa synthèse ét.ait dirigée par un locus 
d’un individu diploïde (c’est le cas pour Ii&- 
rodera avenue où 2 n = 1s chromosomes). En 
effet, chez chaque individu et pour chacun des 
deux groupes on observe soit une bande, ce qui 
correspond à des individus homozygotes, soit. 
deux bandes, ce qui correspond à des individus 
hétérozygotes. L’hypothése d’un seul locus 
codant, pour l’ensemble des isoest,erases est. 
impossible puisqu’il existe des individus pré- 
sentant au maximum quat.re bandes, alors que 
théoriquement chez ce nématode diploïde on ne 
peut avoir au maximum que deux allèles (deux 
bandes) pour un locus, ce qui n’est pas le cas. 
Par ailleurs, les bandes surnuméraires ne sont 
pas non plus des bandes hybrides provenant de 
molécules parentes polymériques, c.ar elles 
n’existent pas, chaque fois que, c.hez le meme 
individu, on observe les deux mokules consi- 
dérées. L’hypot.hèse d’un nombre de loti supé- 
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1.2- 

0.7, 
l.O- 

0.7, 

0.9: 
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Fig.1. Isoestérases d’H. avenue - Gels acrylamide 7% pH 8. r1 = référence : équivalant à deux femelles prélevées 
dans un broyat de 100 femelles Fr,. A, B : races Fr, ; C, D, E : race Fr, ; F : comparaison des références Fr, (rl) 
et Fr, (rd). Les différences dans l’intensité des bandes résultent surtout des différences dans les fréquences des allèles 
des deux populations. 

Isoesferases of I-I. avenae - Y% acrylamid pH 8. r, = references : equivalent fo fwo females from a 100 female 
homogenafe. A, B : race Fr,; C, D, E : race Fr,; F : comparison between r1 (Fr, reference) and r4 (Fr, referenee). 
The differences of the infensities of the respective allele essenfially results from the differences in the allele frequencies of 
fhe populations. 

rieur à deux est très improbable, car elle impli- bandes de chaque groupe se localisent à deux 
querait que, pour un Iocus homozygote, , les niveaux distincts. Les bandes du groupe /3 se 
autres loti du même groupe aient, soit des alléles situent en haut du gel, les bandes du groupe b 
nuls, soit des protéines ayant la même mobilité dans la partie inférieure du gel. Elles se dis- 
électrophorétique. tinguent également par des différences dans 

- La troisième raison est que sur le gel, les l’intensité de leur coloration. 
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L’hypothèse de deux loti n’est donc. pas en 
contradict,ion avec ce que l’on observe. Il reste à 
en faire la démonstration par des croisements. 

Ceci étant postulé, le locus p doit exister au 
moins sous trois formes alléliques possibles : 
deux allèles codant pour des estérases de Ef 0,70 
et, 1 ,O et un (( allèle nul x (pas de bandes), p- 
(Fig. 1). 

zygotes b 1,0/x, x étant un des quatre allèles 
de ce locus. L’allèle b 1,26 n’a été t.rouvé qu’à 

’ l’état hétérozygote, associé à l’allèle le plus 
fréquent après b 1,0 ; il est donc relativement 
rare. 

Le locus b posséde au moins cinq,formes allé- 
liques : les allèles codant pour les estérases de 
Ef 0,70-0,90-l,O-1,lO et 1,X0. Les fréquences 
de ces allèles sont données au tableau 1. 

Par contre, chez Fr4, l’allèle le plus fréquent 
est b l,%O. Il se comporte comme l’allèle le plus 
fréquent b 1,0 de Frl, tant% homozygot,e, tan% 
hétérozygote, avec, l’un quelconque des autres 
allèles. 

Tableau 1 

Fréquences alléliques des populations Fr, et Fr, 
d’Heterodera arrenae pour le locus b 

(en supposant qu’il n’y ait pas d’allèle nul caché) 
Allelic frequencies of locus b in popzzlafions Fr, and Fr, 

of Heterodera avenae 

Les bandes du locus b ont souvent une faible 
intensit.é, aussi bien chez Fr, que chez Frl, leur 
coloration relative est accrue quand les gels sont 
déshydratés après passage dans un bain de 
méthanol (4 H,O/$- méthanol). 

(it is supposed that no hidden nul allele is present) 

Alléles 

Fr1 
Fr4 

0,YO 0,90 40 1,lO 1,BO 

0,205 0,115 0,6 0,05 0,03 
0 0,28 0,065 0,285 0,37 

On peut not.er des différences d’intensité entre 
les bandes du locus b, c.hez certains individus 
hét,érozygotes de Fr, en particulier. Il y a aussi 
dans 1 à 2% des individus analysés présence de 
bandes surnuméraires de faible intensité : une 
bande sous p l,O, une bande ou deux au-dessous 
de b l,O, semblant correspondre aux allèles 
b 1,lO ou b 1,20. Dans le cas d’hétérozygotes 
b 0,70/1,0 on a aussi exceptionnellement une 
bande entre ces deus allèles et une sous b l,O. 

Analyse du locus f3 

Pour ce loc.us il est souvent difficile d’inter- 
préter les résultats, car l’électrophorèse sépare 
mal les estérases p 0,70 et /3 1,O c.hez Fr,. Chez 
Fr, la distinction des bandes p est encore plus 
difficile : on observe à ce niveau une tramée non 
interprétable et très souvent l’absence de toute 
bande correspondant vraisemblablement à un 
génotype p-l@- (1 iomozygote pour un allèle nul). 
Ainsi, moins de la moitié des individus de Fr, 
(43%) sont homozygotes F-. Chez Frd, par 
contre, la fréquence de c.e génotype homozygote 
est plus élevée (66%). Certains individus de Fr, 
ont une estérase p 1,0 très active ; ce qui n’a 
pas encore été expliqué. 

ISOESTÉRASES DES POPULATIONS FR, ET FR, 

Seuls dix-sept individus de Fr, et douze de 
Fr, ont pu être analysés. Il n’est donc pas pos- 
sible de comparer et. d’interpréter les fréquenc.es 
des bandes. 

Analyse du locus b 

Les individus Fr, ne possèdent pas b 1,20 ; 
par ce caractère ils ont des zymogrammes qui 
se rapprochent de ceux de la population Fr, 
qui n’a pas de bande b 120. Par contre, sur les 
dix-sept individus étudiés aucun ne possède de 
bande b 0,70, ce qui est aussi une cles caracté- 
ristiques de Fr,. L’est.érase b 0,60, qui est la 
plus fréquente chez Fr, (65%) est absente chez 
toutes les autres populations. 

Le locus b présente cinq bandes chez Fr, : 
b 0,70-bO,90-bl,O-bl,lO et b1,20. Chez Fr, 
aucun individu ne possède l’estérase b 0,70. 

L’allèle le plus fréquent chez Fr, est b 1,0 et 
le plus rare est b 1,20. La majorité des individus 
sont, soit homozygotes b l,O/l,O, soit hétéro- 

Pour le locus l3, il semble y avoir une forte 
proportion d’« alleles nuls » et de phénotypes 
homozygotes p nul/nul. Mais les autres bandes 
sont très faibles et le risque d’erreur à l’observa- 
tion est élevé. 

Les différents zymogrammes relevés pour Fr, 
sont donnés à la figure 2.. 
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n= 9 

I 

Fig. 2. Relevés des différents zymogrammes de Fr, ; 
n = nombre d’individus présentant le phénotype 
c.orrespondant. 

Difjerenf zymograms from Fr, populations ; 
11 = number of individuals showing fhis phenofype. 

Tout comme Fr, et Fr,, la population de Fr, 
ne semble pas avoir d’estérase b 0,70 et de nom- 
breux individus présentent la bande b 1,20 : dix 
individus sur douze. La plupart des individus 
semblent être, soit homozygotes b 1,20/1,20, soit 
hétérozygotes b 1,20/x. 

Un seul individu présente une bande au locus 
p, les autres seraient homozygotes p nul/nul, 
comme dans la population Fr,. 

Les différents zymogrammes relevés pour Fr, 
sont donnés à la figure 3 

Fig. 3. Relevés des différents zymogrammes de Fr, ; 
n = nombre d’individus présentant le phénotype 
correspondant. 

Differenf zymograms from Fr, populations; 
n = number of individuafs showing fhis phenotype. 
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Les électrophorétogrammes des individus des 
populations Fr, et Fr, présentent des bandes 
d’intensité très faible et difficilement visibles. 

Les femelles ont ét.é prélevées, âgées de 38 à 
45 jours pour Frg, et 45 jours pour Frg, date à 
laquelle elles semblaient de maturité équiva- 
1ent.e à celle des femelles de Fr, et Fr, au moment 
de la capture (femelle de 35-40 jours pour Fr, 
et, 55-60 jours pour‘Fr,). 

Cette faible intensité des bandes peut s’expli- 
quer, soit par le fait que les femelles de Fr, et 
Fr, ont été broyées trop jeunes, ou que les 
femelles de Fr, et Fr, contiennent moins de 
prot.éines ou des estérases moins act,ives que les 
femelles de Fr, et Fr,. 

DISCUSSION 

Chez H. nvenae il existe au moins deux 1oc.i p 
et b codant pour les estérases : avec trois allèles 
pour le locus p et quatre, c,inq ou six selon les 
populations pour le locus b. Cette hypothèse, 
étayée par plusieurs indices, devrait être confir- 
mée par des c.roisements. 

L’électrophorèse sépare mal les allèles du 
locus p. Pour améliorer l’étude de ce loc.us, il 
faudrait modifier le pH du gel (8) et la concentra- 
tion (7%), et t,rouver une combinaison pH- 
concentration mieux adaptée. Le cas du locus F, 
au moins c.hez FrI, rappelle celui des groupes 
sanguins du système ABO, mais les fréquencts 
que l’on peut relever pour ce locus sont faussées 
et le nombre d’homozygotes p 0,70/0,70 ou 
F l,O/l,O est surestimé. Les seuls génotypes que 
l’on peut. indiquer (Tab. 2) sont F-/P- et /3 0,70/ 
p 1, les phénotypes p 0,70 et p 1,0 peuvent être 
respectivement at,tribués aux génotypes /3 0,70/ 
fi 0,70 ou p 0,7O/p- et à p l,O/p 1,0 ou p l,O/p-. 
En effet, un hétérozygote B x/nul aura le même 
phénotype que l’homozygote p x/x. Seule une 
différence d’intensit.é des bandes pourrait aider 
à identifier ces deux gknotypes. Ainsi, l’estima- 
tion des fréquences génotypiques des hété- 
rozygotes p nu1/0,70 et p nul/l,O rest,e aléatoire. 
Cependant, on peut noter que les individus de 
la population Fr, ont un génotype p-/p- plus 
fréquent que ceux de Fr,. De plus chez Frq, le 
locus p quand il n’est pas homozygote p-/p- 
n’est visible qu’à l’état de trainée qui empêche 
toute interprétation sur le phénotype. On retien- 
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dra que les bandes du locus F ont. parfois des 
intensités trés différentes et que 1’alMe p 1,0 
paraît régulièrement très actif. On peut supposer 
que cette estkrase est., soit effect,ivement plus 
active vis-à-vis du subst,rat., soit présent,e en 
quant.& plus importante, notamment 5 l’état 
homozygote /3 l,O/l,O. Les différences d’intensité 
entre les homozygotes pour ce locus peuvent. 
s’expliquer du fait que l’aMe nul, associé à un 
des deux autres alléles, diminue de moiti+ la 
quantité d’estérases codées par un de c.es deux 
allèles. On aura donc une bande d’intensité à 
moitié plus faible que celle d’un vérit.ahle 
l~oniozygote. 

Fréquerwes des génotyprs ohservbes pour les loti p et h 
dans les deux populations d’Heteroderc7 auenae Woll. 

Fr, et. Fr, 

Genotppe frequencit% of esierase fi and b Ioci 
in trzlo populations Fr, and Fr, of Hrtcrodcra avenae 

Génotypes du locus p 

0,70/0,70 ou 0,7O/nul 
l,O/l,O ou l,O/nul 

0,70/1,0 
nul/nul 

Génoiypes du locus b 

0,70/0,70 
0,90/0,90 
190 Il,0 
1,10/1,10 
1,20/1,2.0 

0,70/0,!~0 
0,70/1,0 
0,70/1,10 
0,70,‘1,20 
0,90/1,0 
0,90/1,10 
0,90/1,20 
I,O /l,lO 
l,o /1,20 
1,10/1,20 

Nombre d’homozygotes 
Nombre d’hWrozygotes 

104 

Population Population 
Fr, Fr, 

10 
13 
34 
43 

train& 24 

66 

Poprrlation Population 
Fr1 Fr, 

8 
1 

38 
0 
0 

6 
17 

1 
1 

14 
1 

R 
5 
0 

47 
53 

0 
11 
1 

11 
21 

0 
0 
0 
0 
6 

15 
13 
3 
2 

17 

44 
56 

Les quelques bandes surnuméraires trouvées 
pour un locus b ne semblent pas être des bandes 
hybrides, car elles ne sont pas chaque fois pré- 
sentes et ne se trouvent pas pour la plupart, dans 
une posit,ion médiane par rapport. aux bandes 
des estkrases qui leur auraient donné naissance. 
Rappelons que les bandes hybrides se constituent 
à partw d’hétéropolym6res (~tieux ou plusieurs 
polypept,ides différents forment la protéine). Les 
bandes que nous observons peuvent &tre plutôt 
des formes de dégradation de la moléc,ule qui 
garderait une partie de l’ac.tivité. Il est. possible 
qu’elles soient également. dues à des artefacls 
non df5terminés, peut-être embryons de phé- 
notypea différents se dkveloppant dans une 
femelle plus âgée. 

Conchsion 

C:ette étude a permis d’établir l’exist.ence d’une 
variabilité biochimique probablement très 
importante au sein de l’espfke N. avewe, varia- 
bilité; déjà constatée par Riv@al (1977, 1978, 
1979) au c.ours de ses études sur la biologie, 
l’agressivité et les condit-ions d’éclosion des diffé- 
rentes races, ainsi que par divers aukes cher- 
cheurs étrangers. 

Les techniques d’élevage des différent.es 
souches d’H. avenue semblent. avoir c.onservé, au 
niveau génétique, même aprf% parfois c.inq 
années d’élevage, un certain polymorphisme 
enzymakique. La comparaison avec des popu- 
lat.ions naturelles permettrait de savoir dans 
quelle mesure les tec.hniques d’itlevage ont atté- 
nu& cette variabilité. 

D’après nos riisultats la variabilité ne se situe 
pas seulement au sein de l’espéce entre les diffé- 
rent.es races biologiques, mais probablement 
aussi à l’intérieur de chaque race. L’analyse des 
eskases c.onduit. à envisager un polymorphisme 
important pour les deux loti : chaque 10~s est 
représenté par plus de deux allkles par popula- 
tion, ce qui contraste avec les données reweillies 
chez les Meloidogyne (Dalmasso & Berge, 1978). 

Par ailleurs, la diversité génétique qui est 
vraisemblablement liée aux capacités d’adapta- 
tion ou d’évolution des espèces et qui peut être 
appréhendée plus commodément. par la variabi- 
lité moléculaire que par d’autres moyens, pour- 
rait permettre de vérifier la relation entre le 
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polymorphisme biochimique et la tenue des 
variét.és résist.ant.es. En effet,, avec. un fort degré: 
de polymorphisme, comme c’est le cas dans 
1’espèc.e et les diffkrentes races d’H. avenne, la 
population a davantage de chances de s’adapk 
à un environnement qui change en lui devenant 
plus favorable (passage en monocult.ure) ou au 
contraire défavorable (ut,ilisation de vari&& 
rkistantes). Une telle étude devra être c,omplé- 
tee par l’analyse du polgmorphisme sur des 
enzymes autres que les estérases, de fason à 
fournir un échant-illon d’enzymes plus large. On 
sait (cf. Meloidogyrze) que d’autres enzymes 
présentent moins de variabilité. Si tel i’t-ait. le 
Cas pour les g&nes lies à l’agressivité, on coin- 
prendrait alors qu’en dépit. de potentialités biolo- 
giques élevées, les races d’H. auenup soient rela- 
tivement inféodees à leurs h0tes et que la résis- 
tance variétale leur soit cliffkile à surmonter. 
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