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Les m6thodes  cytogc5netiques  sont impliquhs dans les  differents  niveaux  d'analyse de 
la  gestion  des  ressources  g6netiques.  Elles  ont  permis  de  caracteriser les zones B 
dquences r6@t&s  du  genome,  constituant  l'h6t6rochromatine. Dans le  cas du  complexe 
d'esgces du  mil,  I'etude  de  l'hCtt5rochromatine prkente un  double ingrêt : 

apprkhender  les  processus  6volutifs  du  genome  grâce A differents  marquages 
chromosomiques  permettant de suivre  I'introgression  d'un  genome ; 

observer des corr6lations  entre la presence  d'une  surcharge  h&krwhromatique,  telle  que 
la  presence de chromosomes B, et  une  adaptation  particuli&re du  genome B certaines 
conditions  environnementales. 

1 - INTRODUCTION 
La recherche de sources  de  diversite  genetique  potentielle  pour  lutter  contre  l'krosion 

g6nnCtique a engendre  un  interêt  accru  pour les formes  sauvages  apparentees  aux  formes 
cultivees  couramment  utilisees.  Cette  gestion  des  ressources  gCn&tiques  passe  par 4 
niveaux  d'analyse : collecte  et  evaluation  des  prospections : analyses  des  &hanges  au 
sein d'un  complexe  d'especes ; conservation  du  matErie1 ; multiplication du  materiel. 
Pour  ces 4 niveaux, les methodes  cytogenetiques  sont un  moyen  d'analyse  intkressant, 
au même titre que  les  methodes  de  genetique  quantitative,  isoenzymatique ou de biologie 
moleculaire.  Elles  ont  permis  de  caracteriser  les  zones B skquences  ré@t&s  du  gCnome, 
constituant  l'h&t&ochromatine,  zones  distinctes de celles  codantes  composees de 
sQqUences  uniques. 

Nous allons  voir,  sur le cas du  mil, que  cette  etude  presente un double  interêt dans la 
mesure où elle permet : 

0 d'aborder, B travers  l'etude  d'un  certain  nombre  de  corr&ations,  l'intervention  &entuelle 
de l'h665rochromatine dans les  probl&mes  d'adaptation  au  milieu. 

d'etudier  et  de  caract&iser,  au  niveau  chromosomique, les differents ghomes ; 

HI - L'HETEROCEIROMATINE C O M E  MARQUEUR  CI-rmRSMOSOMIQVE 
Pour  etudier un complexe  d'espkces  comme  celui  du  mil, il faut  $tre  capable de 

reconnaître  les  differentes  populations,  notamment  au  niveau  chromosomique.  Les 
m6thogles  cytog&n&tiques  permettent  d6jB  de  determiner la ploïdie du matkriel  ainsi  que le 
nombre  chromosomique de base. 



Pour les especes qui nous interessent (Pennisetln,m typhoïdes pur les va%" 
cultivt2es et PermisellrrPz violaeeunz pour les  populations  sauvages, espbces appartenant 
toutes  au pool primaire des mils), 2N = 2X = 14 chromosomes. Le caryotype est 
constitue de 6 paires mCtacenntrriques trbs semblables entre elles et dune paire  sub- 
mCtacenntriqne : la lignee tchadienne Li@ (Sm; 1987) se czmctbrise par une constriction 
s e c o n ~ e  sur la paire 6 dors que  les autres lignees cmltivCes (23DB, originaire des 
USA, Tiotarzd6 du Semn$gal et Ibdassue de Mauritanie)  et la population  sauvage 
violaceurn du Niger, prbentent un satellite sur la paire 7. 

Pour l'esp2ce sauvage violaceurn du  Niger, ces analyses  ont  mis en Cvidence 
l'existence de chromosomes smum&aipes t6locentriqnes (houroux-Pezas, 1960 ; 
rndfdlah, 1996). 

La seule  analyse  morphologique  ne permet donc de differencier que peu de 
chromosomes : ceci  est  vrai  pour le mil comme pour de nombreuses autres esp&es. Par 
des mn$thdes d'analyse  plus  fines comme le bmding, il est ssible d'hdier la structur~ 
des cl~omosomes. C'est  ainsi que chez  le maïs, des nodosith hetbr~homtiqua ont kt6 
mises en &idence : elles ont permis la caracterisatition d'un certain nombre de races et 
apport6 des informations interessates sur 1'Cvolution au sein du groupe maYs (Mc 
Clhtock, 1981). Par le C-bmding (permettant la caract6risation de IhCtbmchromatine) 
Siljak-Yakovlev et Cartier (1982) ont mis en bvidence  l'existence  d'une  surcharge 
h6t6rochomatique  au  sein  de certains taxons du complexe Praemorm. Chez le mil, le 
C-bmding m q u e  les dgions centrombriques ahsi que les  tClom&res terminaux,  mais ne 
revblle pas de bmdes intercalaires,  celles  qui  permettraient de diffhencier les 
cbomosomes. Par cetk technique, les chromosomes sumw6raires de violacema sont 
pzIrtiellement  marques (I.ishaall&, 1996). 

Nous avons donc et6 amenes B utiliser de nouvelles mCthodes de marquage, 
notamment le fluorochrome-banding  (Mastel, 1992). Avec la  chromomycine A3 
(marquant spCcifiquement les zones riches en bases G-@ de l'h&t&rwhromatine), les 
premihres  amdyses ne rkv&lent pas de marquage differentid des chromosomes. Avec le 
fluorochrome Hoeschst 33258 (sp6cifique des zones riches  en A-T) certains marquages 
intercalaires  sont  observes, sans qu'il soie encore possible  de  preciser le ou les 
chromosomes marques (les spots sont aussi tp&s  visibles sur les noyaux interphassiques). 

Ces  rksultats  prkliminairtes sont prometteurs. La  mise au point de cette mCthoQe 
ainsi que  l'utilisation d'autres techniques de marquage comme le  N-bmding (mise en 
hidence des organisateurs  nucl6,slah-es) et surtqut  l'hybridation in situ nous donnent 
l'espoir de reconnaître cytologiquement  chacune des  paires chromosomiques  et de mieux 
definir leur s m c m .  

HI - WOLE DE E' OU REALITE ? 

La prCsence de l'hCt6rochromatine dms le ghome pose un certain nombre de 
probl&mes dans la mesure ou cette partie est non csdank. Certaines  hypothbses  ont et6 
fomulbes qupt  B son r6le  dans la protection des zones vitales du gemme ou dans la 
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structuration de l'organisation  chromosomique  en  mitose  et  en  meiose  (centrombre, 
extremite  des  chromosomes,  maintien  de  l'appariement  des  homologues en  meiose). 
Travailler  sur  cette  partie du genome  pose un  problbme dans la  mesure où3 sans 
coloration  specifique,  on  ne  peut  pas la distinguer. Il existe  cependant un  moyen 
inthessant pour aborder ce problbme : la prbence de  chromosomes  surnumeraires  (les 
chromosomes  B),  totalement  ou  partiellement  h6tkrochromatiques  selon  les espkes et 
facilement  detectables  par.  simple  examen  cytologique. 

Les  chromosomes B sont  des  chromosomes  qui : 
sont  donc  h6tkrochromatiques ; 
ne  sont  pas  indispensables h l'eswe qui  les  possbde ; 
ne  presentent  pas  d'homologie  avec  les  chromosomes A ; 
montrent  une  variabdite  intra-  et  interindividuelle ; 

a se  transmettent  avec  des  mecanismes  d'accumulation et d'elimination  modifiant  la 
distribution  mendelienne ; 
* sont  presents dans de abs nombreuses  esfices  animales  et  vegetales  (Jones  et  Rees, 
1982). Ces  chromosomes B ont  et6  decrits  la  premibre  fois  par  Pantulu (1960) dans une 
variete  cultivbe  du Soudan. Ils  ont  et6  aussi  observes dans des  populations  sauvages  du 
Niger  et du Mali ainsi  que dans une  variet6  cultiv&  du  Niger, Ankoutess, vivint  dans 
une  region  aride  (pluviombtrie  inferieure B 300 mm) et  reputee  auprbs  des  paysans 
locaux  comme  particulibrement  resistante h la &heresse. 

Un  certain  nombre de correlations  ont  et6  mises  en  Qvidence  entre  surcharge en 
heterochromatine  d'un  genome (ou pr6sence  de  chromosomes B) et  adaptations 
environnementales : 
* chez Crepis (Siljak-Yakovlev et Cartier, 1982), les  taxons  riches  en  h6terochromatine 
sont  ceux  vivant B des  altitudes 6levCes (dinarica entre 1600 et 1800 m.). La mCme 
observation  a  et6 faite chez  deux  insectes  primitifs  (Cassagnau, 1974,1975) et  chez un 
insecte  diptbre  (Wolf, 1973) ; 

chez  le  criquet  migrateur Locusta migratoria, la frequence  des  chromosomes B est 
d'autant  plus  elevee  que  les  populations  vivent dans des  milieux  eloignes  de  l'optimum 
&notique de l'es* (Lespinasse, 1981). 

Par  ailleurs, la  pdsence des  chromosomes B a et6 corr6lk  avec : 
* la frt5quence  de  crossing-over,  qui  augmente  chez le  seigle  (Jones et Rees, 1967) et chez 
le  maïs  (Ayonoadu et Rees, 1968) mais  diminue  chez  le  ray-grass  (Cameron  et Rees, 
1967) et  chez Aegilops (Zarchy  et al, 1972). Chez  le  mil,  la  presence  des B ne  parait 
pas  influer  sur  cette  frt5quence de crossing-over (Khalfallah, 1990). 

une  diminution  de la  vigueur gCn6rale  chez Allium sclmnoprasum (Bourgourd  et 
Parker, 1979) ; 

une  stkrilite  mâle  chez Plantago coronopus (Paliwal et  Hyde, 1959) ; 
une  fertilisation  preferentielle : chez  le maïs (Roman, 1948 ; Carlson, 1969) et  chez 

le  seigle  (Puerras  et  Carmona, 1976), le pollen  porteur de chromosomes B etant plus 
efficace ; chez le seigle,  cela  est du B une  vitesse de  croissance  plus  grande  des  tubes 



polliniques. Cette demi&re ~bser~ation est importante dans la mesure où l'mdyse du 
complexe el'espkes du mil met en thidence l'existence de distorsion de s6grkgation et de 
comp$tition pollinique influende par les  conditions de l'environnement, nomment la 
temp6rature ( S m ,  1987 ; Robert, 1989 ; Robert et al., 1991) : or les corrklations 
mises en &idence portent  souvent sur des facteurs  ayant me influence h s  les khanges 
entre les 6lhents d'un complexe d'es@ces. 

S n  voit donc tout  I'interêt qu'il y a B s'inb5resser A cette p d e  du g6nome qui, bien 
que non ccdante, joue vraisemblablement un rBle important Barns la r6gulation de 
l'expression du gknome tout entier : chez Scilla al&,vnnakis (Ruiz-Mjon et al., 1980 ; 
Oliver el' al., 1982) une com6lation est mise en Cvidence  entre la prksence des 
chromosomes B et une ban& suppl6rnenkire dans le profil enzymatique de l'est6rase El 
: l e m  malyses moment que le ghne en cause est sime sur les cbomosomes A (et non 
sur la B) et que c'est seulement son expression qui est regulk par la presence  des 
chromosomes B. Cette même correlation  entre la modification du profil enzymatique 
d'un ghne esterase et la pr6sence d'un chromosome B a &te mise en &idence  chez  des ,. 

plante3 mdrogenktiques de. mil (Ee l'hi9 1990). A ce propos, il f u t  rappeler ici,  que c'est 
la deur&he description de diff6renchtion de chomosomes B Qws des plantes  d'origine 
mdrog6w6tiqulue : h premi&re description a ête faite chez Nicotima sylvestris (Lesphasse 
et al., 1987), oh il a &te montn5 qu'une des  premihres  cons ences de 1'm&ogent?se est 
une angwentation de la quantite des zones  riches en sCquences r6p&êes (De Paepe, 
1983); existe-t-il une relation entre ces deux obsenvations ? 

Chez le seigle (Puertas ef d., 1988), la f6conhtion par le pollen porteur ou non de 
chromosomes B ne se fait pas au hasard : le pollen provenant de plantes porteuses  de 
chomosames B est favoris6 lorsque Pa proportion de ces plantes diminue et  le pollen ~ 

pro~en~msre de plmtes sans B est B son tour favoris6 lorsque la proportion de plantes 
porteuses de B augmente.  Ainsi, la frêquence des chromosomes B &hinue quand les 
conditions leur sont favombles et augmente dans le cas conmire. Ces aukurs concluent ' 

que les chornosoma B se comportent en "êgoiste" et n'apparaissent que lodsque cela les 
avantage. Ces observations illustrent bien P e s  deux th$ories qui  existent  quant au r6le 
6ventwl de l'h6t6roclmmatine dms un g6nome (Jones, 1985 ; Shaw et HewitG 1990) : 
0 il y a ce que l'on peut appeler "la th&orie adaptative" oh ]la surcharge d'un gknome en 
h6têrochomatine conf6reraie un potentiel adaptatif plus g m d  aux individus ou aux 
populations, dans certaines conditions environnementdes (dans les cas de stress 
nomment) ; 
0 et Pa Ihêorie de "l'ADN kgoiste", SB cette hktkrochomatine ne se anaintiendrait dans 
les popdations que grâce 2 des m6mismes compxab~es B ceux des parasites (Ostergren, 
1945). Bien que ces  deux thEsries ne s'excluent pas l'une l'auutre, une fapn d'aborder ce 
problhe serait de fabriquer deux lignkes isogbniques au  niveau du background 
g&n&ique,  mais 6mt diff6renci6es par %a presenee ou l'absence de cl~omosomes B, et de 
tester ces deux lignees  dans un certain nombre de conditions expkriznentales.  Ceci 
constitue un de nos projets  sur le materiel mil dont nous disposons. 
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IV - CONCLUSIONS ET  PERSPECTIVES 
Les  methodes  cytogenetiques  sont  donc  un  moyen  simple pour localiser  un  certain 

nombre  de  marqueurs,  temoins  de  l'Cvolution  au  sein  du  complexe  d'es&ces : tous  les 
exemples  cites  montrent  bien  que  l'h6t6rochromatine  est  l'un  de  ces  marqueurs et que sa 
pn5sence doit  être  prise  en  compte  lorsque l'on  considhre les khanges entre  les  differents 
compartiments  du  complexe. Le cas des chromosomes B dkrits dans  l'espike  sauvage 
violaceum est un  exemple  particulier  de  surcharge  en  hkt6rochromatine  du  genome. 
L'emploi de m6thodes  rkcentes  d'investigation,  comme  l'hybridation in situ, devrait 
apporter des renseignements  quant B leur  origine et, eventuellement,  sur  un certain 
nombre  de  ghnes  qu'ils  seraient  susceptibles  de  poss6der  (recherche  d'organisateurs 
nuel6olaires  notamment). 

L'heerochromatine est considerCe  comme  une  partie  du  genome qui "bouge" 
beaucoup : amplification  rapide,  siege  d'insertion  de  transposons,  zones  renfermant des 
points de  cassures.  Parall&lement, il a  et6  mis  en  &idence  que  les  telom&res  terminaux 
des  chromosomes,  h6t&ochromatiques,  sont  indispensables  au  maintien  de la structure et 
au  fonctionnement  de ces chromosomes,  que ce soit  chez  l'homme, la drosophile  ou le 
maïs  (Moyzis, 1991) : ils sont composCs de  250 B 1500 sCquences "TTAGGG", 
structure  identique  chez  les  poissons  osseux,  les  amphibiens,  les  reptiles,  les  oiseaux et 
les  mammiferes,  soit  plus  de  100 eswes dont le dernier  ancêtre  commun  connu  a  plus 
de 460 millions  d'annees.  Des  travaux  r6cents  sur Arabidopsis (Richards et AusubeE, 
1988), sur le seigle  (Schwarzacher  et  Heslop-Harrison,  1991),  sur la tomate (Gand et 
al., 1991) et sur le maïs (Burr et aL, 1992)  montrent cette même  skquence.  Ainsi, 
l'h6t6rochromatine  est  un  secteur  du  genome  qui  peut être conserv6  identique  pendant  des 
millions  d'annees  ou,  au  contraire,  Bvoluer  trhs  rapidement.  Son  6tude  devrait  rev6ler 
bien des surprises  quant B son  rôle dans le  fonctionnement  du  genome. 

Nos perspectives  de  travail  sont de trois  ordres : 

0 Utiliser  les  techniques  de  biologie  molCculaire pour caract&iser  les  chromosomes B 
dans  l'optique  d'obtenir  certaines donnks quant B leur  origine ; 

Fabriquer  des  lignees  isogeniques  de mil differentes  uniquement  par la presence de 
chromosomes B : cela  nous  permettra  d'appoaer  de  nouveaux  elkrnents  relatifs h place 
des B dans le genome,  notamment  en  cas  de  stress ; 
* Aborder le problhme  de la resistance B la secheresse,  en  collaboration  avec des 
physiologistes : il serait ineressant de  tester  les  differentes lignks dont  nous  disposons 
dans des contextes  de  stress  hydriques, en relation  avec  l'heterochromatine et les 
chromosomes B, bien  entendu. 
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