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Le  mil (Pennisetunz typholdes) pose un probleme  evolutif  intriguant : comment  la 
domestication  puis le maintien  en  sympatrie  des  formes  cultivees  et  sauvages  pendant 
5000 ans  ont-ils  et6  possible ? La reponse B cette  question  passait  par  la  connaissance 
precise  des  determinismes  g6ndtiques  des  caracteres  differenciant  les  deux  types de 
plantes.  Ainsi  l'observation  morphologique  d'une  serie de croisements F2 et backcross 
entre  trois  genotypes  sauvages  et  cinq  genotypes  cultivCs  a  permis  de  dresser  une  carte 
des  principaux  caracteres  soumis B la domestication : une portion  chromosomique 
unique  de  soixante  centimorgans  porte la majoritk  des ghes de  structure  de  l'epillet 
(caducite,  enveloppement  de la graine,  longueur  du  p6dicelle), et est  vraisemblablement 
dupliquk dans la plupart  des  croisements. 

Une  cartographie assistk par  marqueurs RFLP a et6  entreprise  depuis.  Les  premiers 
resultats  concernant  les  donnees  morphologiques,  mettent  l'accent  sur  le  caracthre 
quantitatif  de  la  caducite  et  de  l'enveloppement  de  la  graine  et  montrent  l'indispensable 
utilite  des  marqueurs  genetiques  pour  en  resoudre  l'hMdit6.  L'etablissement  de la 
cartographie  chromosomique  des  marqueurs du mil a et6 initie  dernikrement.  Elle 
permettra de visualiser  directement  les  eventuelles  duplications du syndrome de 
domestication.  De  plus  ces  techniques  seront  essentielles dans l'etablissement  des 
phylogenies  grâce B la visualisation  directe  des  remaniements  chromosomiques. La 
cartographie prkise des  genes  de  domestication  sera  un outil important pour l'utilisation 
de matkriels  exotiques  dans  les  programmes  de  selection. La comprkhension de 
l'Quilibre  dynamique  existant  entre  les  deux  compartiments  du  complexe d'es* devrait 
apporter  des  enseignement  theoriques  utiles  pour  la  gestion  dynamique  des  ressources 
genetiques. 

H - INTRODUCTION 
L'6tude  du  syndrome de domestication  initiee  par  J. Pernb est  abordee  par  notre 

groupe B differents  niveaux : genetique,  biologie  florale,  mol6culaire,  cytogenetique.  Un 
certain  nombre de problBmes  demeure  quand  on  examine  son  organisation entre 
diferentes lignks : une  cartographie  du  gknome  du mil a  et6  entreprise  pour  r6pondre B 
ces  interrogations. De plus, la cartographie' est une  methode  qui devrait 
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permettre de proposer des hylsQthi3es quant  aux sens des processus  6volutifs en cause. Il 
a Ct.6 observe dans de nombreux  croisements,  aussi  bien  cultivB x cultiv6 que cultiv6 x 
sauvage,  des distorsions de sCgr6gation (Robert, 1991) qui ne  s'expliquent  que 

g6n6tique du $$nome  dans  ces phknombnes ? Une telle structuration commence B ê@e 
dkfmie dans certains croisements mais peut - elle être g6n6dis$e il l'ensemble du pml 

partiellement par des CO titiopni polliniques.  Quelle est la part de la structuration 

phaire  du Inil ? 

Les formes spntan&es de mil se distinguent  ais6rnent des cultivkes. Leur talhge est 
pr6coce, abondant,  l'bmission  foliaire  lente, le drapeau,  (demigre  feuille avant la t. 

chandelle) Ctroit. L'involucre est sessile, l'kpillek ps&da de nombreuses  soies  dont  une 
plus  longue  que les autres. Toutes ces caract6ristiques  ont permis la  dBfinition  d'un 
cemin nombre de marquem discriminants qui traduisent effectivement les oppositions 

1"tablissement de la carte du mil par la m6thode de genktique  mendklienne B l'aide des 
maqueurs morphologiques et enzymatiques. La carte des marqueurs  m~lBculaires  est  en 
cours d'6laboration par l'equippe de John Innes' Institute. La carte b -  

chromosomique se fera part l'interne aneuplofdes, en cours d'obtention 
et par marquage en  hybridation in situ. 

entre formes  sauvages et cultiv&s.  Pour repndre 3 ces questions  nous  avons entrepris 

DE IL'EP&EET 
1) Marqueurs mospholsgiques 

Dams le cadre du  laboratoire GPDP B Gif, les  croisements  entre la forme spsntm6e 
(Pennisetutn rno~~issiml4m) et six  ligneas  cultiv6es (gyphsi'des) ont et6 r6dids (Belliard, 
1988 ; Beninga, 1981 ; Pernbs, 1980 ; Sanbeier, 1981). Ils ont montrB  l'absence de 
bmi2re reproductive en FI et une @2s grande variabilid des familles F2 qui  laissait r. 

appmdtre de nouvelles  plantes viabks, fertiles, mais $galement des plamtes anowdes 
incapables de fleurir et donc compl&kment  st6riles. Un cas de st6rilit6 en croisement a 
6t6  mis en Bvidence par Marchais et Pem&s (1985). 1. 

Rey-Herne (19S2) a CtudiC plus sgcialement le croisement de la lignke  Massue par 
la forme sauvage mollissim~nz : elle a mis en 6vidence des liaisons  entre  plusieurs 
marqueurs de I'epillet  (tableau 1), qu'elle a relies au  marqueur  enzymatique est6rase. 
E. Joly-Ichenhauser (1984) retrouve dans d'autres confrontations sauvages x cultivees le 
meme ordre de grandeur pour les dismees entre  l'enveloppe de la graine (EW), la 

dicelle de l'involucre @PI) et la caducitB (@AD) : elle met en Bvidence 
pur les lignees Drôo, Tiotmd6, 23 DB (tableau 2)  et pour les formes sponmCes 
P. mollissivnurn et P. violaeeum du Niger,  une  duplication  cbromosomique pur LPI, 
EW, @AD. Un  croisement  Souna  du Mali x P. mmllissimum donne les  même  r6sultat.s 
(tableau 3) (Enjalbert 1992). 
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2) Marqueurs  enzymatiques 
L'etude  au  laboratoire  du  GPDP B Gif  par  Pilate-Andre et Sandmeier,  d'un  certain 

nombre de  F2 sauvage  x  cultive  a  permis  de situer 15 marqueurs  enzymatiques, 
regroupes  en  cinq  groupes  de  liaisons  (tableau 3, groupes 1,2,3,5,7). Banuett  (1979) 
a  6tudie les Adha et les  Adhb et a  montre  une  liaison  existant  entre  eux,  (tableau  2, 
groupe 4). Tostain  (1985)  a  relit5  un  gbne  de  nanisme B 1'Adha et B 1'Skdh. 

De plus,  certains  marqueurs  enzymatiques et morphologiques  peuvent être relies : 
c'est le cas, dans le groupe 2, pour  l'est6rase E avec la pubescence  des  feuilles (PUF) et 
la pilosit6  des  feuilles (PIF), et,  dans le groupe 3, pour  les  peroxydases  anodiques  avec 
la coloration  du  collet (C0.CO). Actuellement il n'est  cependant  pas  possible  de  relier 
ces  groupes  de  liaison B une  structure  chromosomique  quelconque.  Toutefois  l'emploi 
des  m6thodes de biologie  mol&ulaire  (notamment  l'hybridation in situ) devrait  permettre 
la localisation  de ces groupes  de  liaison  sur  les  chromosomes. 

rn - CARTOGRAPHIE ET MARQUEURS MOLÉCULAIRES 
Cette  partie se voudra  essentiellement  prospective,  les  travaux  de  cartographie  RFLP 

des  gbnes de  domestication  Ctant  actuellement  en  cours  dans  notre  laboratoire.  Lors  de 
l'etablissement des cartes  g6n&iques, il est  n6cessaire : 
0 de disposer  de  caractbres  dont  on  connaît le d6terminisme  genetique ; 
d'observer des cos6gn5gations de  caractbres  lors  d'un  croisement  contrôlk (F2-BC). 

plus ou moins aise. 
Suivant le niveau  d'observation  du  genotype,  l'obtention  de  ces  deux  conditions  est 

1) Déterminismes  génétiques 
Si certains  caractbres  propres B la domestication  montrent  un  &terminisrne  gknt5tique 

simple  (monog6nique ou digenique), la majeure  partie  des  caracteristiques  biometriques 
de la plante sont issus de  l'expression  de plusieurs gbnes.  Ainsi, la caducite, 
l'enveloppement de la graine ou la taille des graines  sont  des  caractkres  quantitatifs et on 
observe, lors de la skgregation,  des  distributions  gaussiennes ; cette  absence  de 
multimodalitt5  rend  impossible la connaissance  du  nombre  de  gbnes  sous-jacents.  Ainsi 
deux  gbnes  codominants  polymorphes  suffisent  pour  obtenir  une  gaussienne. La 
discrimination  des  differents  parambtres  physiologiques,  biochimiques  puis  genetiques 
responsables  des  variations  d'un  caractbre  permet  de  suivre  individuellement  chaque 
facteur et de  retrouver  les  sCgregations  mendeliennes.  A  l'extreme,  c'est la segr6gation 
directe des  mutations  de l'ADN, responsables  du caracere, qui est 6tudik. 

Ainsi,  non  seulement le polymorphisme  augmente  lorsque  1'Cchelle  d'observation 
diminue, mais les  polymorphismes  sont  plus  faciles B interpreter  genetiquement. 
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Dans ce sch6m, nous  avons figure l'existence de l'esterase El (EST) que B6ninga 
(1981) avait situ6 B me trentaine d'unit6 de %'%rtiscation 

L4maeS 

D.S. kia 

2)  Estimation des distances 
Le calcul de distance gCnCtique,  que ce soit par la mCthode du  maximum de 

vraisemblance  ou par la m&h& des pduits, fait  cornespondre B un niveau d'assmeiation 
de deux cmct&res en sCgrkgation, un taux de rwombmaison. ais une corr6lation entre 
deux caract2res n'est pas forcement le seul  fait des liaisons  gCn6tiques. Si un gkne 
presente  une certaine plCiotropie, s'il y a  Cpistasie  d'un  locus  sur un autre, alors la 
distance calcul6e (car s'est  souvent  possible)  n'aura  aucune  valeur.  Ainsi il est 
impossible de calculer  une  distance  g&n&tique  entre le locus  responsable de la couche 
d'abscission  fonctionnelle et la  note  globale de caducie, car ces  deux wactkres sont  unis 
par  une relation de cause B effet. 

La encore, moins nombreuses  seront  les 6tap-c~ qui  separent le polymorphisme  de 
sCquence du caract&re  observe, et plus  faible  sera la probabilite  d'observer de tels 
phenom2nes  parasites. 
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Tableau 2 
Groupes de  liaison chez le mil 
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3) Les marqueurs moléculaires 
La biologie  molkculaire  fournit un ensemble  de  caracteres  mendeliens (RFLP, 

RAPD, STS) car ils marquent  directement la molkule d'ADN lors  de sa segdgation. 
Toutefois, il est  difficile  d'obtenir un  polymorphisme de  caractere  et  de  longueur  de 

fragment de restriction  provenant  d'une  même  mutation. Par contre, du fait  de  leur 
liaison  gknetique, la codgregation d'un  electromorphe  et  d'un  caractere  quantitatif  sont 
frQuents.  Le  &sequilibre  de  liaison  existant  entre la mutation  responsable  du  caractkre 
observe  et  les  autres  mutations  qui  lui'sont  liees  genetiquement est ainsi  exploite, et on 
parle  alors  de  marqueurs  (des  regions  chromosomiques  adjacentes)  neutres  (car la 
mutation  responsable  du  polymorphisme  n'agit  aucunement  sur  le  caracthre  quantitatif 

Les  differentes  sortes de marqueurs  genetiques  sont  ainsi  d'une  grande  utilite  dans  la 
selection  indirecte  de  criteres  coûteux ou longs B mesurer,  recessifs ou encore 
d'expression  tardive  (selection prkoee).  L'utilisation  des  marqueurs  en  selection  chez le 
mil a Bk5 illustree  par  les  travaux  de  Burton  (1991), où le ghne  responsable  d'absence de 
trichome  a  et6  utilise,  pour  rechercher  des  effets  heterotiques  augmentant le rendement 
dans des lignees  exotiques,  puis  pour  transferer  le  bloc  chromosomique  heterotique dans 
du  materiel  ameliore.  La  rkalisation de cartes  RFLP  saturees,  a  permis  la  determination 
fine des  g2nes  impliques dans le  d6terminisme  d'un cmct&re quantitatif. 

analyse). 

4) Les "QTL" (Quantitative  Trait  Loci) 
On dispose  actuellement  pour  la  majorite  des  plantes  economiquement  interessantes 

(tomate : Benatsky,  1986;  laitue : Landry,  1987 ; riz : McCouch,  1988 ...) de cartes 
molCculaires  qui  couvrent  l'intkgralite  du  genome  par  une  succession de marqueurs  lies 
entre  eux  de  proche  en  proche. 

Ainsi, si un  QTL (Quantitative  Trait  Loci : locus  implique  dans un caracthre 
quantitatif)  est  en  skgregation  lors  d'une  descendance, il existera  toujours un locus 
marqueur  (polymorphe)  qui  lui  sera lie. Entre  les  trois  genotypes  observes (MM, Mm, 
mm) pour un  ghne  marqueur,  une diffhnce de  moyenne  apparaîtra  si ce dernier est lie 3 
un  QTL.  Ainsi,  lorsqu'une  descendance  a  et6 caracteride biometriquement et 
molCculairement,  une  serie  d'analyses de  variances  permettra  de  detecter  les  marqueurs 
expliquant un certain niveau de variance  d'un  CaractEre  particulier. 
Les differences  de  moyennes  observees  d6pendent a la fois de l'importance  de  l'effet 

du  QTL  sur le  caractere,  mais  aussi  de  la  distance  QTL-Marqueur  qui  determine  leur 
niveau  d'associatiofinsi, si un  QTL  (Quantitative  Trait  Loci : locus  implique  dans  un 
caract5re  n dans la descendance. Si pour  deux  marqueurs lies  les  differences  de  moyenne 
d'un  caractere  sont  significatives,  et si on  suppose  que  cet  effet est dû B un seul QTL 3 
proximitk  des  marqueurs,  alors il est  possible  d'estimer  la  distance du  QTL  aux  deux 
marqueurs  ainsi  que la proportion  de  la  variance  expliquee  par ce QTL. La methode  de 
"interval  mapping" (Lao, 1992) est basee  sur  le  principe  du  maximum de vraisemblance 
et fonctionne  de la façon  suivante : 
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le p r o g r m e  se deplace  iterativement  sur la chromosomes  suivant  un pas d6sir6 ; 
0 B chaque pas, la vraisemblance  de  l'existence d'un QTL est confront& 2 l'hylpothbse 
conmire ; le LOD score, lognithme du ratio des deux  demibres  probabilit6s est 
calcul6 ; 

si le LOD score depasse la limite de signification, alors un QaL a et$ d6tect6. E'enhit 
du genome pour lequel le LOD score est le plus grand porte vraisemblablement le g&ne 
recherche. Cette m&hode permet ainsi  la resdution des caractkres polyghiques en 
m & % s  men&liens. 

Nous menons actuellement  l'analyse mol$culake des 253 individus F2 issus  du 
croisement MoZZissitm~rn x Souna. Cette  technique  va permettre la cartographie  plus 
prCcise  de chaque gbne majeur ("3, LPI), et devra faire appxStre clairement la 
duplication, si elle  existe. En effet, si cette  duplication  est  r6cente et que les deux 
segments chromosomiques sont faiblement  divergents,  alors les s6gregations des RFLP 
dupliqu6s  seront anormales (les homozygotes  seraient en frequence 1/16). Si par contre 
les deux fragments dupliqub sont trks diff6rents  quant  aux  marqueurs WFLP, al6rs 
chaque  g&ne  dupliquC  sera lie B une bande WFLEB spdcifique  dans le meilleur des cas (4 

De plus  l'ensemble des cmct6ristiques  qui BifferenCie  sauvage et cultive  (hauteur, 
tdlage, taille des graines, des chandelles, morphologie foliaire) p ~ ~ m n t  6tre associes il 
des IRFLP marquant des QTL 2 effet  important.  Il  sera  ingressant de regarder  quelle est 
dors k dispersion  des  caractkres  sur le g6nome. Chez le  couple  maïs-teosinte  (Doebley, 
1991), les divergences  morphologiques  sont  issues en general de plus de deux 
mutations. Il faut  toutefois  remarquer  que  l'ensemble des mutations se groupent en cinq 
linkat.$ sur les  chromosomes 1 il 5, ce qui montre une  certaine  concentration des gbnes 
de domestication. De plus le segment chssmoso~que du bras court du chromosome 1 
contient  le QTL la  plus  fort de cinq caactbres : d6smiculatioion de l'6pis nombre de 
cupdedmg, longueur des entre-noeuds,  &piillet pt5dicell6, pourcentage d'6pillets m%es 
dans la premibre  inflorescence.  L'important  chemin holutif parcouru de la fome 
sauvage  ancestrale au maïs  cultive  actuel  (une  sblection  humaine  d'environ 10000 ans 
les s k p m )  explique le grand  nombre de QTL m i s  en evidence  lors  de  cette &tude. Chez le 
mil,  dont la domestication est plus rikente (3 ans), il n'existe  pas  de fossk entre type 
sauvage  et cultiv6 : s'attend il r6vkler un plus  petit  nombre de QTL. 

Les travaux  effectu6s sur la  tomate (TWsley, 1988), ont montre qu'il  fallait  rester 
prudent sur la vdeur des QTL teck% lors  d'une enution, ~ a r  ceux-ci depndent 
ZI la fois des conditions ext&iems, mais aussi  du  fond  gknetique et le transfert de QTL 
est  souvent  decevant  quant  aux  r6sulht.s obserds. On rencontre  ici  la  cornplexit6 des 
rkgulations  physiologiques  et  g6nCtiques de la cellule, bien connue  des  physiologistes. 
Mais les gbnes du  syndrome de domestication sont  avant  tout  des gbnes de dgulation du 
d6veloppement et de differenciation  cellulaire, et leur  relative  insensibilite  aux 
conditions  due  milieu  garantit la stabilit6  des QTL sur diff6rents  contextes. 

Ces outils  mol6culaires  rbpondront donc aux  principales  questions qui persistent 
Quant il l'organisation  g6n6tiaue  du svndrome de domestication. 

banda paf piste). 
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5) La cytogénétique moléculaire 
Nous  presentons ici le programme  de  recherche  men6 par Agn2-s  Ricroch dans 

l'&pipe de Heslop-Harrison  (John  Inneslnstitute, UK). 
Le developpement  des  techniques  de  biologie  molBculaire  a cr6C un  fosse  important 

entre la connaissance de la structure moleculaire des gbnes et  la connaissance 
chromosomique  du  genome.  L'emploi  de  techniques  de  detection  immunologique  tres 
sensibles (Fluorescent Zn Situ Hybridization: NSH) et de  nouvelles  colorations  en 
microscopie  Blectronique  (Hoescht)  permet  maintenant  une  cartographie  molCculaire B 
khelle chromosomique dune puissance  considerable. 

Le programme  de recherche s'articule en  deux  phases : l'identification des 
chromosomes ; cette  premiere  phase  a  pour  but  l'etablissement  d'un  caryotype  du  mil, 
par la recherche  de  sondes  r6pMes spkifiques d'une  paire  chromosomique, visualids par 
HSH sur des  etalements  metaphasiques  et la cartographie  physique de sQuences d'ADN. 
Dans  un  premier  temps,  une  v6rification  de  l'ordre de  certains  marqueurs  RFLP  d6jh 
cartographies  pourrait  être  effectude  par  hybridation  sur  des  noyaux  interphasiques  de 
plusieurs  sondes  marquees  par des systEmes de dCtection  differents  (coloration  distincte 
lors  de la r6velation).  Puis  une  cartographie  en  metaphase,  par  "chromosome  painting" 
et hybridation h des  RFLP  montrera  l'organisation  chromosomique et permettra la 
comparaison  des cartes genetiques et physique. 

IV - CONCLUSION-PERSPECTIVES 
Dans la perspective  d'une  comprehension  du  processus  evolutif  de  domestication  en 

conditions  sympatriques  du  mil,  les  rksultats  obtenus  au  niveau  morphologique  seront 
avantageusement  compl6th B l'aide  des  marqueurs  mol6culaires : 

La  visualisation  des  distorsions  de  segregation est directe et  permettra la cartographie 
de QTL de comp6tition  pollinique par exemple. Les phenomenes  de  regulation  des  flux 
de ghnes  seront  ainsi  analyses ; 

11 s'en suivra une  mod6lisation  des phhomenes de  domestication  qui  donnera  des 
resultats  plus  fiables ; 
* Les techniques  cytogenetiques  permettent  de  visualiser  directement  les  remaniements 
chromosomiques et seront  pour  cela  indispensables dans l'etude  des  phCnomhnes 
evolutifs B l'khelle de la famille. 

Il faut noter  toutefois  que  l'ensemble  de  ces Ctudes de  l'information  gCnetique 
n u c l e e  ne pourront  être  que  d'une utilid rauite pour  affiner  les hypothhses de l'origine 
de la domestication  du  mil.  En  effet,  lorsque  seront  caract6risCs  des RFLP sp6cifiques  de 
couples fyphoiiies-monodii, il  sera  difficile  de  savoir  si l'hypothbse d'une  domestication 
de  novo  en est l'origine ou s'il  s'agit  aprhs  migration  d'introgressions  du  genotype 
cultive par les formes  sauvages  locales.  Pour  y  rkpondre,  l'etude  des  genomes 
cytoplasmiques est indispensable. 
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Dans la perspective de l'am6lioration du mil, l'utilisation des mxquews pour 
l'intmgression de gbnes majeurs (Young, 1989) ou QaL forts d m s  des vapictes 
commerciales est une des applications les plus directes, dors que la &lection  assistee 
par marqueurs pose encore de nombreux problhes theoriques. Leur utilid dans la 
vdoxisation du rnatkriel  sauvage sera fonction des mac&res. En effet, la r& 
d a m n h w s  bien a&pt&es dans un croisement h g e  par s6lwtion gh6notypique sera trh 
efficace pour tous les gbnes mjews, dors qu'elle sera laborieuse pour les caract&res 
complexes peu hkritables.  Alors les marqueurs  seront d'une grande utilitB dans 
l'accumulation des &nes d'origine cultivk. 
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