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L'utilisation  des  marqueurs  RFLPs  chez  le  mil  tkmoigne  d'une  importante  variabilite 
tant dans Cetude de  genotypes e s  divers  que dans l'analyse  d'individus  originaires  d'une 
même  population. La diversite  detect6e  par  RFLPs  au  niveau de la region  du  gbne  Adhl 
est beaucoup  plus  importante  que  celle  observke  par  analyse  enzymatique  avec 
concordance  des  profils RFLPs et des  classes  isozymiques.  Les  genotypes  sauvages 
possuent souvent  des  profils et des  bandes  specifiques. Des cartes  de  restriction  de la 
region  du  gbne Adhl  ont Ct6 r6alisees  pour  six  genotypes  et  six  enzymes  de  restriction. 
Les  quatre  haplotypes  obtenus  presentent  une  region  centrale  de 5 Kb  trbs  conservee  et 
des  regions  adjacentes  variables.  Des  rksultats  analogues  ont  et6  obtenus  chez le maïs et 
la drosophile.  L'mite de transcription  du  gbne Adhl est situk dans la region conservk 
et nous  avons  pu  en  preciser la localisation et l'orientation par comparaison  avec  des 
publications &entes. 

Ce  travail  démontre  l'utilite  des  marqueurs  RFLPs  et  différentes  perspectives se 
prksentent. De tels  marqueurs  peuvent  constituer  des outils prkieux pour  suivre  des 
introgressions  du  genome  de  plantes  sauvages dans des  plantes cultivks.  Le marquage 
du  syndrome  de  domestication,  groupe de gbnes  qui diffbncient les  formes  sauvages  des 
formes cultivks, semble  egalement  interessant  ainsi  que  celui  des  gbnes  impliqués  dans 
les phenombnes  de  comp6tition  pollinique  ou  de  tout  gbne  contrôlant des caractbres 
"int6ressants", comme des resistances diverses (A des maladies ou des stress 
environnementaux). Dune façon  plus gherale, l'utilisation  conjointe  de  differents  types 
de  marqueurs,  morphologiques,  isozymiques,  RFLPs, W D  et autres,  presentant  des 
interêts  differents et complementaires,  semble  l'approche la plus judicieuse pour  un 
grand  nombre  d'&des  (analyse  de la diversite  genetique,  identification  de  relations 
phylogenktiques,  cartographie de g&nes  impliques dans des  carac&res  interessants). 

1 - INTRODUCTION 
M. Sandmeier  (Chapitre IV) a  present6  dans  son  expose  les  isozymes  qui  constituent 

des outils de  marquage  trbs  utiles  dans  de  multiples  analyses.  D'autres  marqueurs 
genetiques,  les  RFLPs  (Polymorphismes  de  Longueur  des  Fragments  de  Restriction) 
apparaissent  egalement tr&s interessants  (Beckmann et Soller  1986,  Tanksley et al. 
1989).  Ces  marqueurs  permettent  de  detecter la variabilite  directement  au  niveau  de 



l'ADN, qu'il  s'agisse de sequences codantes ou non-codates. Ceci repr6sente un 
avantage par rapport aux marqueurs enzymatiques  qui  ne  reflbtent  qu'indirectement  la 
variabilite du g6nome  puisque la dCtection du polymorphisme se fait au niveau  d'une 
classe de protEmes, les  enzymes etnon au niveau des gbnes. Ainsi, un cemin nombre 
de mutations ne peut être decel6. De plus, la proportion du g6nome represent6 est tr&s 
faible et biais& puiqu'il s'agit d'une fraction des s&pences codmtes, celle qui cale pour 
les  enzymes  consid6rks dans l'etude. Au contraire,  les  marqueurs REPS peuvent 
e s  nombreux et r6partis  sur tout le gknome d'une fapn quasiment  uniforme.  Ils  offrent 
ainsi une bonne repr6sentation du genome.  Cependant,  les marqueurs RFLPs nkessitent 
des  technologies  beaucoup plus coûteuses que celles Fises en oeuvre pour les malyses 
isozymiques et beaucoup plus complexes. 

Nous avons  analys6 le polymorphisme des longueurs des fragments de restriction  au 
niveau de la region du g h e  Adhl, chez  le mil. Nous avons utilise une sonde cDNQ 
ADHl de mXis (Dennis et al. 1984) couplCe B plusieurs  enzymes de restriction. Les 
objectifs etaient principalement : 
0 d'appdcier  la vxiabilitk d6kctable par aFLPs chez  le  mil ; 

de comparer la diversitb RFLP il la  variabilite  isozymique ; 
0 d'etudier  fmement la r6gion  chromosomique du gene Adhl . 

Les genotypes choisis  different 2 plusieurs  titres  (Tableau 1) : selon leur origine 
geographique  (Afrique de l'ouest, Afrique de l'est ou  autres  origines),  selon  leur 
appartenance differents  compartiments du pool  primaire du complexe  des  mils  (cultiv6, 
sponntspnC ou intem&%aire), selon  leur  degr6 de consanguinitk (ces g6motyp ont eu de 
1, pour la plupart, B 7 cycles  d'autof$con&tion) et enfin  selon  leur  profil enzymatique , 

pour le  systhme A&. Chez le mil, il existe deux ghes Adh : Adhl et A&2. Tous ces 
gknotypes  sont  homozygotes fast pour le g&ne Adh2 mais ils forment trois classes 
isozymiques pour le &ne Adhl (slow /fast f supefmt). 

L'analyse RFLP a et6 r&JisCe avec 4 enzymes Be restriction (Bst ET[, Eco RI, Bgl II 
et Hind  III).  Quel que soit l'enzyme de restriction,  le  nombre de profils  differents est 
Clev6, de même le  nombre de bandes  est important (jusqu'h 7 par profil). Ceci est 
r6velateur d'une famille multighique. En effet, la  sonde de maïs, h6t6rologue9  hybride 
tri3 certainement les deux g&nes Adh de mil puisqu'il  existe de grandes  homologies de 
sequences  entre  les ghes Adh  aussi  bien au sein d'une même esfice qu'entre es 
diff6rentes (Xie et Wu 1989). 

A - IPr~fil~ RFkP 
Le sch6ma des  profils  obtenus  avec  ]l'enzyme de restriction Bst EH est  repr6sent6 

figure 1. Les plantes  sauvages (Mollissimm et 968) pdsentent des profiis  diff6rents de 
ceux des plantes  cultiv6es  qui  comportent  souvent  des  bandes swiques .  De même, le 
genotype intemMiaire pss2de egalement son  propre profi. 
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Tableau 1 
Profil I Origine  Géographique I 
enzymatique 1 Afrique  de  l'Ouest  Afrique de l'Est Autre origine 

SLOW Massue (C,4) Sénégal 990 (C,1) Soudan 
I 

Ligui (C,3) Tchad 1041 (1,l) Soudan Chinois (C,l) .Chine 
Tioandé (C,3) Sénégal 23DB (C,3) USA 
MxT (C,7) Sénégal Dr60 (C,4) Tunisie 
Molliss (S,5) Mali 
hum 

FAST 781 (C,1) Mali 
968 (S,1) Mali 
1719 (C,1) Burkina  Faso 
1746 (C,1) Burkina  Faso 
1732 (C,1) Burkina  Faso 
362 (C,O) Burkina  Faso 

SUPEWAST 1268(C,1) Tanzanie 

I 1091(C,1) Kenya 
La lettre figurant entre  parentheses  represente le type  cultive (C), sauvage (S) ou 
intermediaire 0, le chiffre  mentionne i3 la suite  de  cette  lettre  indique le nombre  de 
cycles d'autofhndations. 

PM (Kb) 

I 
1 1 1 1 1 1 1 1  I I  
Molli Drô0 23 DB 1091 MxT 968 1041 781 Ligui 

Chinois M 1268 T 
990 - 1 .-  

Figure 1 
Sch6ma  des profils RFLPs  obtenus  avec  l'enzyme de restriction BstE II 

BstEII : 9 profils sur 7 niveaux  de  bandes. 
Non représenté : 4 bandes  communes  (poids  moléculaires : 2,3 ; 3,6 ; 3,75 ; 14Kb) 

Les diffemts profils  RFLPs  sont  en  concordance  avec les trois  classes  isozymiques 
du  g&ne Adhl (slow /jàst/superfast) : 
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Q les deux ghotypes slow (Massue et 990) presentent toujours le même profil WFEP 
quel que soit  l'enzyme de restriction utilid. 11 en est de m&me  des deux g6notypes 
superjïast (1091 et 1268) : 
Q les genotypes fast presentent  diff6rents  profils m P s  qui se distinguent  cependant  de 
ceux des plantes  des  deux  autres chses  isozymiques (slow et superfast). Notons que 
cette  classe  enzymatique, la plus representee dans les populations naturelles de mil, 
comporte l'effectif le  plus 6kv6 de notre btude (13 g6notypes sur 17) : 

le genotype 23DB, de type fast au niveau  enzymatique,  constitue  une  exception 
puisqu'il presente, pour trois  des quatre enzymes de restriction, un profil RFLP iden- 
tique B celui  des plantes de type sbw. 

B - classifi~ation a= p r s ~ l s  
Les diffbrenms  geogmphiques paraissent moins  influer sur les  groupes  obtenus par 

RFLPs que  les  diff6rences de il enzymatique. Cependant, l'Afrique de l'est n'est 
reprbsent$e que par quatre  g6no  contre  dix pur l'Afrique de  l'ouest et le biais inm- 
duit  ne permet pas de conclure exne, il n'existe pas de relation  apparente  entre  le 
nombre de bandes &v6l[$es par R H Y S  et  le niveau de consanguinite  des g6no 
resultats ont&& analyses par le logiciel RESTSITE (Nei et Miller 1990) qu 
calcul de distances B partir de donnees RFLPs. Le dendrogramme  obtenu  (cf figure 2) 
c o n f i e  les  r&ultsts  discutes prkCdement, B savoir notamment la concordaplce des 
profils BFEPs avec les trois  classes isozpiques. L'un des deux $&notypes s p n m 6  
(968) est manifestement tres 61oign6 des autres  g6notypes, ce qui n'est pas le cas de 
Mollissimum, autre gknotype  sauvage de notre &tude. Il est Cgdement tri% inter 
noter le grand rapprochement de trois genotypes d'origine  gbographique tri% 
(Chinois, Dr& et Ligui). 

En analysant des gEnotypas choisis les plus  diffkrents pssibIes, nous avons donc pu 
observer un polymorphisme tri3 important. Qu'en est-il si l'on considi3-e des  individus 
originaires  d'une meme population ? Pour la savoir, nous  avons malys6 48 individus 
d'une  population  originaire du Burkina-Faso  enzymatiquement monomorphe et homo- 
zygote pour Adhl et Adh2 (dlklesfast), avec quatre enzymes  de  restriction (Bst EU? Eco 
RI, Eco RV et Hind III). A l'exception de ]Eco 6pI qui grbsente  seulement  trois  profils 
dif&ents, ces empes de restriction  gknkrent de tri% nombreux  profils diff6rents (de 11 
B 14). Ainsi nous observons un polymorphisme tr2s important h l'interieur d'une mhne 
population et B l'int6rieur d'une m&me classe isozymique. 

C- Cartographie du gene AD 
L'analyse fine de h rbgion chromosomique du gkne Adhl a C t e  r6alis& en prenant 

six g6notYpes:et six enzymes de restriction. Comme indique prkiklemment, la sonde de 
mas, hbtkrologue,  hybride  les  deux gknes de mil et pur &dises  les cartes de restriction, 
nous avons consid6rb la bande  d'intensitk la plus forte. Dans tous les cas, il n'en existait 
qu'une  seule par profil, & l'exception de  Mollissimum qui en presentait ghbralement 
deux,  qui  ont btb prises en  compte. De  cette far;on, nous avons  obtenu quatre hplotypes 
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CHINOIS I i' DR00 

-1 1 I 1 I I 1 
0.034 O .  O28 o .  022 o. O11 O .  006 o. O00 o. O11 

Figure 2 
Dendogramme RESTSITE 
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C l l D  

I l l  

Figure 3 
Cartes de restriction au niveau de la r6gion chromosomique Adh 1 

a haplotype 1 : Massue  et  Molli 1 B=BamHI E = ECOR 1 
b haplotype 2 : M x T, Tiotand6 et Ligui C=Bcl I  R = ECOR M 
c hiplotype 3 : 23 DB S=BstEII H=HindIII 
d haplotype 4 : Molli 2 
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(cf.  figure  3).  L'observation  de  ces  cartes  montre  que la region  centrale est trBs 
conserv6e pour les  six  genotypes  alors  que  les  regions  situees B droite et B gauche  sont 
tres variables. La r6gion conservk consiste  en 5 Kb d'ADN marque B gauche, sur le 
schema,  par  un  site de  restriction  Bcl 1 et B droite  par  un site Bst  E II. En  dehors  de 
cette  region, le polymorphisme  des  sites  de  restriction est de  regle.  Sur  ces  cartes il est 
impossible de distinguer  M  x T, T et Ligui. Il en est de  même  pour  Massue et 
Mollissimum 1, dont  les  diffkrences  avec  23DB ne s'observent  que pour les  sites  Bcl 1, 
Hind III et Bam HI situes  les  uns p&s des autres, B une  distance  sup6rieure B 10 Kb de la 
region  conservke.  Ceci  pourrait être dû B un  kvenement de type insertioddCl6tion 
puisque  trois  sites  sont  simultanement touchb ce qui pourrait  r6sulter de l'action d'lT. 
Il pourrait  s'agir d'un transposon.  Chez le maïs la pr6sence de transposons  au  niveau  du 
g2ne Adhl  a d6jB et6  mise  en  evidence  (Osterman  and Schwartz, 1981). 

Le ghne Adhl de mil a  et6  r6cemment dquenck (Bui Dang  Ha et al. 1990,  Gaut  et 
Clegg  1991).  En  comparant ces differents  r6sultats,  nous  pouvons  localiser et orienter 
l'unit15 de  transcription  du  g2ne  Adhl sur nos cartes. Les  deux  sites  de  restriction  Bcl I et 
Bst EII, situes B gauche,  sur  notre  schEma,  de la region  conservee  chez  les  six 
genotypes, se trouvent,  respectivement dans le  premier  et le quatrieme  exon  de  l'unit6  de 
transcription  du g h e  Adhl. Plus  pr6cis6ment, le site  Bcl 1 est  localise B une  vingtaine 
de  nucleotides du  codon  d'initiation, et le site de  restriction  Eco RI de la region 
conservk  est  situ6 peu apks la fin de cette  unit6 de transcription  (cf.  figure 4). 

5' 3' 

lB.H;! f f 4 f 9 ;.:.Hi 

œ 
ATG 

Unit6 de  transcription 
- 

Figure 4 
Orientation de la carte A& 1 et localisation  du  codon  d'initiation 

III - CONCLUSIONS  ET  PERSPECTIVES 
L'utilisation de marqueurs  RFLPs,  au  niveau des gbes Adh  chez le mil a permis de 

detecter  une  variabilite tri3 importante,  que  l'on  considi3e des genotypes  choisis  les  plus 
diffkrents  possibles  ou  des  individus  originaires  d'une  même  population. Il faut  noter 
kgalement la concordance dëi profils  RFLPs  avec  les  trois  classes  'isozymiques pour 
Adhl 

Les cartes de  restriction  de la region  du  g5ne Adhl, r6alis6es  pour  six  g6notypes et 
six  enzymes  de  restriction prhentent une  region  centrale  de 5 Kb tr&s  conserv6e et des 
regions  adjacentes tri3 variables. Des r6sultats  analogues  ont et15 obtenus  chez le maïs et 
la drosophile. 



Ainsi, les marqueurs WFLPs constituent des outils tr6s precieux que ce soit pour 
analyser globdement la variabilid g6n6tique9 pour êtudier  plus  finement une rêgion 
chromosomique Bonn& ou encore pour suivre des htrogressions du de plantes 
sauvages dans des plantes  cultivCes. une carte genetique ~ P S  du mil  est en cours 
aelaboration par l'êquuipe de et de nombreuses 
plus ou moins long tema se preseqjent. Le marquage du syndrome de domestication, 
groupe de g h e s  lies dSf6rencimt les formes sauvages des formes  cultiv&es (Penh 
1983), a Cg initie par l'equipe de A. Sm dans notre laboratoire. Le marquage d'autres 
g h e s  semble  êgalement interessmt, c o r n e  celui  des  gbnes hpliquCs dans les 
ph6nomhes de compbtitions polliniques ( S m  ef al. 1988, Robert 1989) ou de tout 
gbne contr6lmt Qs mactbres juges "int&essants", corne des r6sistmces il des maladies 
diverses ou il des stress emvimnnementaux. A beaucoup plus long terne il peut 8tre 
envisageable de developper une s6lection assist$e par marqueurs. 
Quel que soit le type  d'Ctude entrepris, l'approche la plus  judicieuse  est  d'utiliser en 
combinaison les diffbrents types de m;lrqueurs (morphologiques,  enzymatiques, RFLPs, 
et autres ...) CS ils sont  differents et compEmentaires. Dans cette optique, h crêation , 
buqe carte g6nktique "mixte" compomt tous les marqueurs g6n6tiques possibles p d t  
hdispensable. 

BECKMANN (JS) and SOELER (M), 1986. Restriction fragment  length  plymorphisms 
and gemetic improveronent of agicultural ies. Euphytica 35 : 111-124. 

Nuclestide sequence encoding a slow dele  of Adh1 in pearl millet. Rmt Mol. Bid.  ~ 

14 : 453-455 
DENNIS @.S.), GERLACH (W.E.), PRYOR (A.J.), BENNETZEN (J.L.)9 INGLIS (A), '. 

Ber% DANG HA @), BUW'BkRID @), BERGER (F), BREDA (C) ad. DNAULT (R), 199O. . 

ELEWELLYN SACHS (M.M.), FERL (W.) md PEACOCK (W.J.). 1984. 
Mol~ular analgrsis of the dcohol dehydmgeme (Adhl) gene of m&e. Nucleic. Acids 

GAUT P.S.), C B O G  (R.a.T.), 1991. Molecular  evolution  of dcohol deh drogenase 1 in 
members of the gmss family. Roc. Nad. Acad. Sei. USA 88 : 2066- 

NFJ 0 and MILLER (J.C.), 1996. A simple methsd for estimating average number of 
nucleotide substitutions within and between populations  from restriction data. 
Genetics 125 : 873-879. 

QSTERMAN (J.C.) AND SCHWARTZ p.), 1981. AnJysis of a controlling-element 

PERNhS (J), 1983 La genetique de la domestication des cCrCales. La Recherche 
mutation at the Adh Locus of maiae. Genetics 99 : 2672773. 

14 : 910-919. 



S .  Pilate - Andr6 et al., 1993 * 75 

PILATE-ANDRÉ (S) ,  1992. Etude de  l’organisation  de la diversitk  genetique  du  complexe 
des mils phicillaires (Pennisetum spp.)  par  les  marqueurs  enzymatiques et par 
l’analyse  mol&ulaire  de la region  Adh.  Thkse de  doctorat.  Universite Paris XI, Orsay. 

ROBERT (T), 1989.  Dynamique des flux  de  gknes  entre  formes  sauvages  et  cultivees  du 
mil (Pennisetum  typhoides Stapf et Hubb.).  Impact  des dlections gamktophytiques. 
Thkse de  doctorat.  Universite Paris XI, Orsay.  123  pp 

SARR  (A),  SANDMEIFX (M) and PERNkS (J), 1988.  Gametophytic  cornpetition  in  pearl 
millet Pennisetum  typhoides (Stapf  and  Hubb.).  Genome  30 : 924-929. 

TANKSLEY (S.D.), YOUNG (N.D.), PATERSON (A.H.) and BONIERBALE (M.W.), 1989. 
RFLP  mapping  in  plant  breeding : new tools for an old science. BioEechno 7 : 257- 
264. 
XE (Y) AND WU (R), 1989.  Rice  alcohol  dehydrogenase  genes : anaerobic  induction, 

organ  specific  expression  and cmcterisation of  cDNA  clones.  Plant  Mol  Biol 13 : 

220  pp. 

53-68. 


