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RESUME

- Afin de mieux connaitre les relations qui existent entre les sous-especes
indica et japonica chez le riz cultivé O.sativa pour établir ensuite des shémas de
sélection, on a croisé les variétés indica 108 et japonica 521. |

Sur les descendances de la F2 521/108 et du rétrocroisement
521/108//108 essentiellement, on a observé par électrophorése la ségrégation de sept
loci enzymatiques , et on a mesuré la fertilité pollinique, le tallage 2 un moment
donné et le délai entre le semis et I'épiaison. .

Sur les sept loci étudiés, trois présentent une distorsion par rapport aux
ségrégations mendeliennes. Cette distorsion provient pour deux loci des gamétes .
femelles F1 qui ne ségr‘egent pas selon les lois mendeliennes par suite de duplications
-chromosomlques ou a cause de l'influence de genes gamétophytiques. -

Pour le troisiéme loci, la sélection porte au contraire sur les gametes maéles F1 par le
jeu de génes de certation ou de génes gamétophytiques responsables d'une stérilité
partielle du polien.

Par contre pour les caractéres morphologiques étudiés on observe des
situations conformes aux lois mendeliennes: les parents présentent des caracteres
trés différents, tandisqu'on retrouve chez les hybrides des statuts intermédiaires.

Enfin il parait possible d'associer des caractéres morphologiques a des
marqueurs enzymatiques puisque deux liaisons ont été mises en évidence : '
une liaison entre un marqueur enzymatique et le délai d'épiaison et une autre entre

un second marqueur et la fertilité pollinique.
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INTRODUCTION

Le Laboratoire d'’Amélioration des Plantes de 'ORSTOM a Adiopodoumé
( Cote d'Ivoire) est engagé dans des programmes de recherche sur les Ressources
Génétiques de cinq plantes économiquement importantes: le PANICUM (graminée
fourragere), le CAFE, le GOMBO (légume), le MANIOC et le RIZ, céréale dont la
demande est croissante en Afrique. -
L'étude des ressources génétiques consiste a appréhender la diversité
génétique des plantes citées, pour pouvoir sauvegarder les especes sauvages en voie
de dlsparmon ou les variétés traditionnelles peu a peu abandonnées au profit de
variétés importées, et étudier les possibilités d'utilisation optimale en amélioration
des plantes des complexes d'especes considérés.
: Mon stage s'intégrait dans le programme "Riz", et avant d'en définir le
sujet , il est nécessaire d'introduire quelques: generahtes sur la systématique et la
biologie du riz.

SYSTEMATIQUE

Le genre Oryza comporte -deux groupes d'espéces principaux: Sativa et
- Latifolia. On y trouve cinq génomes: A, B, C, D, E a I'état 2n ou 4n.

Un seul géndme (A) est reconnu dans le groupe Sativa, qui présente cing
especes diploides a 24 chromosomes, dont trois espéces sauvages: Oryza rufipogon
Griff. , O.longistaminata A. Chev. et Roehr, O.breviligulata A. Chev. et Roehr, et
deux espéces cultivées: O.glaberrima Steud. et O.sativa L.

L'espéce O.sativa, d'origine asiatique, sur laquelle porte ce travail, se
divise en deux sous-espéces: indica et japonica, que l'on distingue grice & des
combinaisons des critéres consignés dans le tableau suivant, et qui sont séparées par
des barrieres reproductives non-absolues: le taux de stérilit€ F1 dans un croisement
entre indica et japonica pouvant aller de 50% a 100 %.

CARACTERES ' SOUS-ESPECE
INDICA JAPONICA
Résistance au chlorate de potassium o - -+
Résistance aux basses températures - +
Rapport longueur/largeur des épillets + -
- Longueur des poils apiculaires - : +

Réaction de coloration des glumelles au phénol + -
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Graminée monocotylédone de type C3, Oryza sativa est une espece
cultivée, de type annuel, présentant une autogamie non stricte mais largement
prédominante.

Plusieurs types de culture existent: la riziculture pluviale sur sol non
inondé, la riziculture irriguée, et la culture de riz flottant, qui peut vivre dans un a
deux métres d'eau en s'adaptant a la profondeur de 1'eau par la croissance de ses
entre-noeuds.

La durée du cycle de culture varie selon les variétés entre trois et six mois
mais on retrouve toujours les mémes étapes.

Pour les riz les plus précoces les plantules sortent du sol cinq jours aprés le
semis: c'est la "levée". L'émission des tiges secondaires ou "tallage" débute vingt
jours apres le semis.Les panicules sortent de leur gaine foliaire environ trente jours
apreés: c'est" 1'épiaison”. Suit la floraison, les fleurs de riz ou "épillets” sont
généralement auiofécondées. La phase de maturation dure alors trente a trente-cing
jours, au bout desquels on récolte les grains.

Les projets menés au Laboratoire portent sur le groupe Sativa: on
s'intéresse d'une part a la systématique, a la diversité* et a 1'évolution des espéces
qui le constituent, notamment en étudiant la dynamique de la domestication des
plantes cultivées, d'autre part aux relations interspécifiques et intraspécifiques, a
travers I'étude des barriéres reproductives et de I'hérédité des caractéres. |

SECOND, GHESQUIERE et PHAM proposaient en 1985 un protocole
général d'expérimentation intitulé: "Croisements entre parents éloignés de riz
cultivés.” .

L'idée majeure était la suivante: il s'agissait d'étudier les relations entre les
sous-especes japonica et indica chez le riz cultivé O.sativa , le maintien a I'état
hybride entre ces deux sous-espéces devant permettre d'une part de favoriser des
recombinaisons fines entre génomes, d'autre part d'exprimer un éventuel effet
mutagene de 1'état hybride.

Mon stage s'intégre dans une expérimentation préliminaire 2 petite échelle,
portant sur des descendances issues des variétés indica 108 et japonica 521.

On se propose d'observer la ségrégation de marqueurs enzymatiques, la
fertilité pollinique et certains caractéres morphologiques de la descendance issue
du rétrocroisement 521/108//108, et de fagon annexe de la F2 521/108 et de la
descendance issue du rétrocroisement 521/108//521. On étudiera si dés cette
génération il est possible , sur des effectifs réduits, de rencontrer des faits allant
dans le sens des prévisions citées plus haut.

*J'ai participé, dans le cadre de I'étude de la diversité des variétés traditionnelles de riz en Cote
d'Ivoire, A une courte mission de prospection dans le Centre du pays. Le compte-rendu est adjoint
au présent rapport.



A. MATERIEL ET METHODES

1. MATERIEL VEGETAL

a. Variétés parentales utilisées

. Les deux parents utilisés, 108 et 521, sont appelés "testeurs de OKA"
(du nom d'un chercheur japonais) car ce sont des variétés caractérisant, pour les
réactions de fertilit€ en croisement, les deux sous-espéces japonica (521) et
indica (108) de l'espéce O.sativa (SECOND 1982).

b. _andagceg étudies

Trois types de descendances sont étudiées*: la F2 issue du croisement -
521/108 par autofécondation contrélée de la F1, les descendances issues des
rétrocroisements 521/108//108 et 521/108//521. Les hybrides F1 521/108
sont également observés . '

2. ITINERAIRE CULTURAL ET DISPOSITIF D'ESSAI

a. Semis-repiquage

Les graines ont ét€ semées en terrines le 07.06.88 . Les plantules ont
été repiquées le 20.06.88 en pots moyens de 4 litres (pour l'expérimentation
principale) ou en petits pots de 1 litre (pour l'electrophoreése seulement), en
serre, dans des bacs remplis d'eau (sans submersion).

Les effectifs sont indiqués sur le tableau 1.

b. Dispositif d'essai

Les pots de 4 litres sont disposés dans deux bacs en randomisation totale.
Les plantes uniquement destinées a l'electrophorése sont disposées sans
organisation particuli¢re dans deux autres bacs, 'environnement n'influant pas
de fagon apparente sur les marqueurs enzymatiques étudiés.
Le plan du dispositif est donné en annexe.

* La convention IRRI (International Rice Research Institute, Philippines) sera utilisée ici
pour symboliser les différents types de croisements:
521/108: hybride 521(femelle) X 108(mile)
521/108//108: back cross (521X108)X108
521/108//521: back cross (521X108)X108
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TABLEAU 1: Effectifs mis en culture

GENOTYPE semé repiqué en repiqué en
- pots moyens petits pots
108 60 8 9
521 60 8 10
F1 521/108 15 8 | 8
F1 108/521 5 | 0 0
F2 521/108 150 0 134
BC521/108//108 150 104 17
BC 521/108//521 17 0 | 11

TABLEAU 2: Choix du systéme d'électrophorése en fonction de 1'enzyme révélée

ENZYME TAMPON ORGANE ECHANTILLONNE ~_ PAPIER MK
d'électrophorese ' . o WHATMAN
A B ' F1 F1 F2-F3-F4  N°3 N°1  volt
pH 6,0 pHS8,0 partie verte partie blanche _ :
CAT + + +
EST + + +
GOT + + +
PGD + + +
PGI + + +
POX + + +
F1: jeune feuille

F2-F3-F4: feuilles agées



c. fumure et traitements phytosanitaires

Toutes les trois semaines & partir du repiquage:
- engrais: NP K 10-18-18 (60 g par bac)
- insecticides: 75 cc DECIS, 75cc THIMUL

3. ELECTROPHORESE

La technique développée au Laboratoire depuis 1974 est
I'électrophorése d'enzymes sur gel d'amidon en systéme horizontal, les
procédés d'extraction, de migration et de révélation étant ceux décrits par
SECOND et TROUSLOT (1980).

P4 T4 ¥4

a. choix des enzymes révélé

Aprés-analyse des zymogrammes* parentaux, on a retenu six enzymes
discriminantes présentant pour 7 loci des alleles différents chez les parents 108
et 521:

-catalase (locus A), CAT.

-6-phosphogluconate déshydrogénase (locus B),PGD
-glutamate oxaloacétate transaminase (locus B), GOT

-estérases (locus E), EST

-peroxydases (locus B), POX

-phosphoglucose isomérase (loci A et B), PGI

Le déterminisme génétique des systémes utilisés est connu (PHAM et
al. en préparation).

GENOTYPES PARENTAUX AUX LOCI ETUDIES
VARIETE  CAT-A EST-E GOT-B PGD-A PGI-A PGI-B POX-B
108 AlAl E2E2 BIB1 A2A2 AlAl A2A2 B4B4
521 A2A2 EOE0 BOBO AlAl A2A2 AlAl B3B3

b. choix du systéme en fonction de l'enzyme révélée

Les échantillons sont toujours broyés a température ambiante sans tampon
d'extraction. Selon l'enzyme révélée, on modifie 'organe prélevé (jeunes
feuilles ou feuilles plus agées), le tampon de migration et I'épaisseur de la
rondelle de papier imbibée d'extrait (tableau 2).

- = D = A P - " . . o = e R v TP G2 o e e = e =R S R G n = R D e B = e P T Y o S D D A o

*Par zymogramme on désigne la combinaison des bandes observées sur une plaque
d'électrophorese pour un individu avec un systéme de révélation spécifique d'une enzyme.
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c. Principes biochimiques des révélations:

-CAT; 2 H202 ' > 2H20+ 02
| CAT |

Apres incubation de la plaque pendant 5 minutes dans une solution de
H202 2 0,05% , on rince a l'eau et on immerge dans une solution de 0,4% de
FeClj et 0,4% de K3FeCNg. La réaction fait alors apparaltre les bandes CAT

en négatif (bandes blanches sur fond bleu).

. -PGD: -
6-phospho gluconate + NADP+ ----> Ribulose- S-phosphate + NADPH
. .PGD |

' Révélation: NADPH + NBT + PMS ----> FORMAZAN (précipité bleu)

“Ester d' a ou P naphtyl -----> o ou B naphtol + sel
| EST
Révélation:  ovou B naphtol + Fast Blue RR Salt-----> précipité coloré
- -GOT: |
' L.aspartate + kétoglutarate ----- >L.glutamate + oxaloacétate

Révélation: = Oxaloacétate + Fast Blue BB Salt ----- > coloration verte

-POX:
2 H202 --—>2H20+02
POX

' L'okygéne libéré€ oxyde un composé (3 amino 9 éthyl carbazole) qui se colore.

D-fructose-6-phosphate ----->D-glucose-6-phosphate
PGI _

- D- glucose 6-phosphate + NADY --—->6-phosphog1uconate + NADH
G-6-PGD *

NADH + NBT + PMS -----> FORMAZAN (précipité bleu)
- * G-6-PGD: Glucose-6-phosphate deshydrogenase ajoutée dans la solution de

révélation.
La coloration apparait ici a la surface du gel mais trés faiblement dans
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son €paisseur.On utilise alors la méthode de révélation a I'agar: le mélange
réactionnel est mélangé a une solution d'agar-agar ( 2 %) portée a ébullition,
juste avant la révélation. La solution gélifie sur le gel d' amidon en
refroidissant. C'est ce second gel qui sera conservé.

Les gels sont fixés a l'acide acétique 7% et conservés en gaine
plastique.

d. Vérification des croisements effectués:

L'observation des zymogrammes des hybrides F1 permet de vérifier
qu'il s'agit bien d'hybrides 521/108. D'autre part les ségrégations dans la
descendance du rétrocroisement 521/108//108 montrent que 10 individus
présentent des alléles du parent 521 a 1'état homozygote. Ces individus ne
peuvent provenir d'un rétrocroisement, ils témoignent sans doute d'une
autofécondation incontrdlée et ne seront pas pris en compte dans les analyses
statistiques qui suivent.

4. FERTILITE POLLINIQUE.

La fertilité pollinique est évaluée par la colorabilité des grains de
pollen. Nous avons utilisé le colorant 'ALEXANDER (1969) qui colore la
paroi du pollen en vert, le cytoplasme et le noyau en rouge. Si on considere
comme fertiles les gamétes présentant un cytoplasme qui occupe tout le volume
du grain de pollen, et comme stériles les grains de pollen présentant un
cytoplasme partiellement rétracté ou inexistant, on obtient une bonne
corrélation entre 1a fertilité pollinique évaluée par cette méthode et la fertilité
paniculaire (PHAM 1984).

Quatre épillets ont été prélevés sur la premiere panicule de chaque
plante, & différents niveaux, puis conservés dans de I'alcool acétique 3:1 en
chambre froide. Le pollen récolté est coloré par le réactif d ALEXANDER,
monté en lame mince et observé au microscope .

On observe sur 340 grains de pollen la répartition en grains
totalement remplis et en grains partiellement remplis ou vides.

5.CARACTERES MORFPHOLOGIQUES.

Six caractéres quantitatifs seront notés sur les plantes: le
tallage, la date d'épiaison, la hauteur et la longueur du drapeau (premiére
feuille paniculaire), le nombre d'épillets par panicules et leur type d'insertion.
Les deux premiers caractéres seulement seront analysés, les autres mesures
n'ayant pu étre faites qu'en Septembre.

- Tallage: )
Au 35° jour et au 51° jour on a compté le nombre de talles présenté
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par chaque plante sur la descendance du rétrocroisement 521/108//108, sur la
F1 et sur les parents.

- Date d'épiaison:

On a relevé les dates d'apparition des trois premiéres panicules sur la
descendance du rétrocroisement 521/108//108 et des deux premiéres panicules
sur les autres descendances.

Remarque: pour les mesures de fertilité pollinique et pour les délais d'épiaison
les résultats sont incomplets, 70% seulement des plantes ayant fleuri avant la fin
du stage; en particulier les parents 108, & cycle plus long, n'avaient pas encore
commengé a épier le 25 Aoit (le stage se terminant le 27 Aoiit) et aucune -
mesure de fertilité ou de délai d'épiaison n'a pu étre faite sur ces individus.

6. METHODES STATISTIQUES
a. Ségrégations enzymatiques:

-Locus par locus:
.Comparaison des ségrégations observées avec une ségrégation

mendelienne monogénique:

Pour chaque locus, les ségrégations obtenues sont comparées 2 une ségrégation
mendélienne monogénique, au moyen du test du chi-2 pour les descendances F2
et BC 108/521//108, au moyen du test binomial pour la descendance BC
108/521//521 a cause de son faible effectif. .

Test binomial:
Soit "a" I'effectif de la catégorie la moins fournie et "n" l'effectif total, on

évalue la probabilité P d'obtenir un effectif €gal ou inférieur 2 "a" dans une
distribution binomiale B(n,p):
o
~® X DX ‘
P=E " q )

"p" étant  la probabilité dans 1' hypothése nulle qu'un individu
appartienne a I'une ou l'autre des catégories.

La régle de décision est la suivante:
si. P > 0,05 on accepte I'hypotheése nulle; la ségrégation est

mendélienne.
si. P <0,05 onrefuse l'hypothése nulle, il y a des distorsions.

. En cas de distorsion, on calcule les fréquences alléliques et leurs
intervalles de confiance.



Pour calculer les intervalles de confiance, on utilisera les formules suivantes; -
- erreur-type sur un effectif:

SF=V F(N-F)/N

N: effectif total
F: effectif de la catégorie considérée

- erreur-type sur une fréquence:
Sp=\€’_ e

N: effectif total
p: fréquence considérée

On testera la différence entre effectifs alléliques observés et effectifs
attendus selon Mendel par le test du chi-2.

.Comparaison (par le test du chi-2) de la ségrégation observée dans la
descendance F2 avec une ségrégation correspondant i l'hypothése de
"panmixie".

Par "panmixie” de la F2, on entend que cette F2 résulte:

- d'association aléatoire des gamétes en F1
- de non sélection sur les zygotes produits.

-Liaisons entre loci:

Pour les descendances de la F2 et du rétrocroisement 521/108//108
on établit un tableau de contingence pour chaque couple de loci, et on effectue
un test d'indépendance ( chi-2).Dans le cas de liaisons, le calcul des
-pourcentages de recombinaison entre loci n'a pas été fait.

b. Fertilité pollinique, tallage et date d'épiaison:

Le pourcentage de grains de pollen pleins, le tallage & 51 jours et le
délai moyen entre le semis et 1'épiaison pour chaque plant seront analysés de la
méme fagon. o

On caractérisera tout d'abord la répartition de la variable étudiée au
sein de chaque descendance par sa moyenne et son diagramme de répartition, ce
qui permettra de comparer entre elles les descendances.

Si deux descendances ont des moyennes trés proches pour le caractére



~ étudié, on comparera leur répartition par un chi-2.

c.Relations entre caractéres guantitatifs et marqueurs enzymatiques.

On étudiera s'il existe des liaisons entre le caractére étudié et chaque
marqueur enzymatique suivi, en effectuant une analyse de variance a un facteur:
on compare entre elles les moyennes du caractére étudié au sein de chaque classe
de génotypes pour un locus donné. Si une différence significative apparait (au
seuil de 5%), on conclut a une liaison entre le locus en question et au moins un
locus influant sur le caractére étudi€é (TANKSLEY et RICK 1982). '

1. LOGICIELS UT‘ILISES

La pl upart des calculs ont éte effectués sur MACINTOSH PLUS avec

le logiciel STATVIEW 512+,
: Les superpositions de graphes ont été faites grace au logiciel -
CRICKET-GRAPH.



TABLEAU 3a: Analyse des ségrégations enzymatiques observées dans le back-cross 521/108// 108
et test de leur conformité par rapport aux proportions mendeliennes.

LOCUS GENOTYPE ' EFFECTIFS EFFECTIFS TEST de CONFORMITE:
. OBSERVES  THEORIQUES CHI-2 DL SIGNIFICATION

CAT-A AlAl 53 58 0,86 1 NS
A2A1 63 58
iy
PGD-A A2A2 52 58 124 1 NS
 AIA2 64 58
PGI-A AIAL. 46 48.5 0258 1 NS i
A2Al 51 48,5 2
PGI-B B2B2 69 41,5 1946 1 - :
B1B2 26 47.5
POX-B B4B4 52 58,5 1,44 1 NS
B3B4 65 58.5
Niveaux de signification:

NS : différence non significative

* . différence significative au seuil de 5%
** : différence significative au seuil de 1%
*4%: différence significative au seuil de 0,1%




B.R ESULTATS

1. ANALYSE DES SEGREGATIONS ENZYMATIQUES.

Nous présenterons tout d'abord les ségrégations monolocus , puis les
relations entre loci.

a.ségrégations monolocus
*Tests de-conformité par rapport aux ségrégations mendeliennes:

Les tableaux 3a, 3b, 3c présentent les ségrégations observées et les
“résultats des tests.de leur confoxmi’té par rapport aux ségrégations mendeliennes.

Dans la plupart des cas la segregatlon mendehenne est respectee
Cependant des distorsions de ségrégations apparaissent pour trois loci: au locus
PGI-B dans les trois descendances, au locus EST-E dans la F2 et BC 521/108//521,
au locus POX-B dans la F2. Dans les trois cas c'est l'allele du parent 108 qui est en
EXCeS.

* Distorsions de ségrégation:

- calcul des fréquences alléliques:

Pour pouvoir comparer entre elles les fréquences alléliques des
différentes descendances, on ne consideérera dans les back-cross que les fréquences
.des alleles issus du parent femelle F1; on peut ainsi tout comparer a une distribution
théorique 1/2:1/2 alors que si on considérait tout le pool de gametes la distribution
théorique serait 1/4:3/4 dans les back-cross et 1/2:1/2 dans la F2.

- Les effectifs du BC 521/108//521 sont trop faibles pour calculer une
estimation précise des effectifs alléliques. Ceux-ci ne sont donnés qu'a titre indicatif.

* PQX: Tableau 4a. , -
La F2 présente un excés significatif de 1'allele 108, mais ce phénoméne
s'annule, voire s'inverse dans la descendance BC108.. -

* 3? (GI-B: Tableau 4b.
Les trois descendances présentent un excds de l'allle 108.

* EST: on ne possede ici que deux classes d'individus, les génotypes EOE2
et E2E2 n'étant pas distinguables. Les fréquences sont estimées en supposant que les
genotypes se répartissent selon le shéma:

EOE0 : p2?N o p:fréquence de EO
EOE2 : 2 2pq N q: fréquence de E2
E2E2 N=135



- TABLEAU 3b: Analyse des ségrégations enzymatiques observées dans la F2 521/108
et test de leur conformité par rapport aux proportions mendeliennes.

LOCUS GENOTYPE  EFFECTIFS EFFECTIFS TEST de CONFORMITE:
OBSERVES THEORIQUES - CHI-2 DL SIGNIFICATION :%

CAT-A AlAI 29 3375 091 2 NS
A1A2 70 675
A2A2 36 3375

EST-E  EOEO 13 3375 1701 1 ook
EOE2 et 122 101,25
E2E2 \

GOT-B BOBO 34 33,75 0,002 1 NS
B1BO et 101 101.25
B1BI _

PGD-A AlAl 33 3375 002 2. NS
AlA2 - 68 67.5
A2A2 34 3375

PGI-A AlAl 30 33,75 095 2 NS
A1A2 67 675
A2A2 8 3375

PGI-B B1B1 24 3375 13,75 2 xk
B1B2 59 67.5
B2B2 52 3375

POX-B B3B3 8 - 29.25 2560 2 hk
B3B4 65 585

B4B4 44 29.25




' TABLEAU 3¢ Analyse des ségrégations enzymathucs observées dans le back-cross 521/ 108//521
et test de leur conformité par rapport aux propornons mendeliennes.

LOCUS GENOTYPE EFFECTIFS EFFECTIFS TEST de CONFORMITE:
: OBSERVES THEORIQUES test . SIGNIFICATION
binomial o :

CAT-A A2A2 -5 55 P=0,5 NS
AlA2 : 6 5,5 :

EST-E " EOE0 0 5.5 P=0,0005 Kk
E2E0 11 5,5 '

GOT-B BOBO 3 5,5 P=0,113 = - NS
B1B0 8 5,5

PGD-A AlAl 8 5,5 P=0,113 NS
A2A1 3 5,5

PGI-A A2A2 7 5,5 P=0,274 NS
Al1A2 4 5,5

PGI-B - . BIB1 1 5,5 P=0,006 Aok
B2B1 10 5,5

"POX-B ~ B3B3 3 5,5 P=0,113 NS
~ B4B3 8 5,5




et vt el

TABLEAU 4a: Fréquences alléliques observées au locus POX-B et test de leur conformité aux

fréquences attendues

Descendance  Allele Effectifs Erreur Effectifs CHI-2 DL Fréquences Erreur

observés type théoriques et alléliques  type
signification observées
F2 B3 40,5 5,1 58,5 11,08 1 0,346 0,044 -
B4 76,5 58,5 *okok 0,654 -
BC B3 65 5.3 58,5 1,44 1 0,55 0,058 .
521/108//108 B4 52 58,5 NS 0,45
BC B3 3 1,48 5,5 Test binomial: . 0,273 0,13
521/108//521 B4 8 5,5 P=0,113 0,727
NS '

TABLEAU 4b: Fréquences alléliques observées au locus PGI-B et test de leur conformité aux

fréquences attendues

Descendance Allle Effectifs Erreur ~  Effectifs CHI-2 DL Fréquences Erreur -

observés type théoriques et alléliques  type
signification observées
F2 Bl - 535 57 67,5 58 1 0,396 0,042 -
B2 81,5 67,5 Ak 0,604
BC B1 26 4,3 47,5 19,46 1 0,274 0,046
521/108//108 B2 69 47,5 Aok 0,726
BC B1 1 - 0,9 5,5 Test binomial: 0,1 0,09
521/108//521 B2 10 5,5 P=0,006 0,9
k%




On obtienf alors : p=0,31
- g=0,69
Erreur type = 0,04

On ne peut pas ici tester par le chi-2, le nombre de degrés de liberté étant insufﬁsani.

. comparaison de la ségrégation observée avec la ségrégation
correspondant a I'hypothése d'une panmixie" de la descendance F2.

Le tableau 5 montre que la panmixie est vérifiée pour le locus PGI-B (on
sait que PGI-B et EST-E sont liés, I'estimation faite ci-dessus pour calculer les
fréquences alléliques du locus EST-E est donc legltune) par contre ce n'est pas le cas
pour le locus POX-B, les associations B3B4 étant favorisées par rapport aux
] assocrmons B3B3 ou B4B4 :

2.Relations entre ioci,

Les tableaux de contingence sont placés en annexe; les tableaux 6z, 6b
donnent les résultats des tests d'indépendance pour les descendances BC108 et F2.
'Dans la descendance BC108, seuls les loci PGI-A et PGI-B apparaissent
liés; dans la descendance F2, on observe quatre liaisons: GOT-3/PGD-B,
EST-E/PGI-B, GOT-B/PGI-B, POX-B/PGI-B.

2.FERTILITE POLLINIQUE

Le tableau 7 donne les valeurs moyennes des fertilités polliniques pour
chaque classe étudi€e (on assimile fertilité pollinique et pourcentage de grains de
pollen pleins).

- Les figures 1 a 5 représentent la répartition du taux de fertilité au sein de
chaque classe. Ces dxagrammes sont superposés dans les figures 2bis et 5b1s pour
permettre leur comparaison..

On observe une stérilité pollinique étonnament forte chez le
parent 521 (50%): cela peut étre dii 2 une forte sensibilité a la chaleur (il a treés peu
plu pendant cet hivernage),ou au manque de lumiere(sous la serre), ou encore & un
comptage trop sévere.

Cette stérilité est amplifiée dans les descendances jusqu'a 75% dans la F1 et dans la
descendance du BC 521/108//521 et seulement jusqu'a é0% dans la F2 et la
descendance du BC 521/108//108; cependant la répartition est trés différente entre
les descendances de la F2 et du BC 521/108//108 puiqu'on trouve un chi-2 de 111
donc fortement significatif: il semble qu'on ait une restauration de la fertilité plus
rapide dans le BC 521/108//108.

I es effectifs sont trop petits pour pouvoir analyser la répartition mais il apparait tout
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I'hypothése d'une panmixie de la descendance F2

LOCUS GENOTYPE DISTRIBUTION DISTRIBUTION CHI-2 DL Signification

des F2 ATTENDUE OBSERVEE
PGI-B B1BI 21,15 24 - 102 2 NS
B1B2 64.6 59
B2B2 4925 52
POX-B B3B3 14 8 ' 6,03 2 k%
B3B4 53 65 '

B4B4 50 44

i
TABLEAU 5: Comparaison de la ségrégation observée avec la ségrégation correspondant ;‘1;




TABLEAU 6a: Relations entre loci dans la descendance du back-cross 521/108//108

D* : liaison significative au seuil de 5%
D#** . liaison significative au seuil de 1%
D#*#*: liaison significative au seuil de 0,1%

CAT-A  PGD-A  PGI-A PGB - POX-B
CAT-A I I I I
PGD-A I 1 I
PGI-A D¥* I
PGI-B 1
TABLEAU 6b: Relations entre loci dans la descendance F2 521/108

CAT-A EST-E GOT-B PGD-A PGI-A PGI-B POX-B

CAT-A I I I I I I
EST-E I I I D#*** I
GOT-B D** I D*** I
PGD-A 1 1 1
PGI-A 1 I
PGI-B D**
I  :indépendance



TABLEAU 7: Fertilités polliniques moyennes

CLASSE: ; o521 - Fl BC521/108//108  BC 521/108//521 F2
Fertilite moyenne: 50,7% 25,9% 40,8‘;/;_ “223%_355%
Erreur-type: 7,5% 3,4% 3,7% 2.7% 2,8%
Cefficient de variation: 42 31,9 59,9 40,2 62,1
TABLEAU 8: Caractérisation des tallages mesurés pour chaque classe d'individus

108 521 F1 521/108 BC 521/108//108
MOYENNE - 19 5,6 6,9 8,1
du TALLAGE
ECART-TYPE - 0,7 _ 0,3 0,6 .o 0,2
Coefficient de - :
variation (%) 23,9 13,2 23,8 24,2

TABLEAU 9: Délais moyens d'épiaison (en jours)

CLASSE: 521 Fl1 BC 521/108//108  BC 521/108//521 F2
Délai moyen d'épiaison: 63,6 74,8 74,6 64,9 72,7
Erreur-type: 0,5 1,1 0,7 13 0,6
Coefficient de variation: 2 4,6 6,5 6,7 6,4




FIGURE 1: REPARTITION DE LA FERTILITE POLLINIQUE DES PARENTS 521
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FIGURE 2bis: Fertilités polliniques comparées des 521 et des F1
Data from " FERTILITE CRIC"
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FIGURE 3: REPARTITION DE LA FERTILITE POLLINIQUE DES BC 108
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FIGURE 5: REPARTITION DE LA FERTILITE POLLINIQUE DES F2
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de méme une plus grande hétérogénéité dans les fertilités de la F2 et de la
descendance du BC 521/108//108 que dans celles de la F1, de la descendance du BC
521/108//521 et des parents 521.

3. ANALYSE DES CARACTERES MORPHOLOGIQUES:

a tallage:

Le tallage au 35° jour ne présentant pas encore une heterogénelte
suffisante il n'est donné qu '3 titre indicatif en annexe.

Le tableau 8 présente la moyenne et I'écart-type des taﬂuges mesurés dans
les différents groupes d'individus (parents 108 et 521, hybrides 521/108 et
descendance du BC 521/108//108); la répartition au sein d= chaque groupe apparait
sur-les figures 6 4 9. Les figures 8bis ¢t 9bis permcf:tem de comparer entre elles ces
répartltlons

Dans le BC 521/08//108 ol on cons1dere 100 individus, la
répartition observée est clairement une répartition gausswnne pour les parents et la
F1 I'effectif est trop faible (8 individus) pour analyser la répartition.

Cependant des tendances générales se dégagent nettement: les parents 108
tallent plus que les parents 521, 1a F1 présentant un tallage intermédiaire; on retrouve
un tallage de type 108 dans le BC108 avec certaines plantes transgressives qm tallent
beaucoup plus que les parents.

b. delai d'épiaison:

Les délais moyens en jours pouf chaque classe d'individus apparaisser?-:t sur le tableau

9.

Les ﬁgures 10 & 14 présenitent la répartition de ces délais jusqu'au 80°jour (25 Aoiit)

au sein de chaque classe 4'individus. Les différentes répartmons sont superposées
dans les figures 11bis et 14bvs

On voit apparsaitre deux tendances nettement différentes: les parents 521
ont une épiaison précoce et groupée, tendance que 'on retrouve dans la descendance
du BC 521/108//521 malgré des résultats plus hétérogenes. Par contre 'épiaison est
plus étalée dans le temps et retardée d'environ 10 jours dans la F1,la F2, et la
descendance du BC 521/108//108.

Les rep?nltlons de la F2 et du BC 521/108//108 sont trés différentes puique le chi-2
obtenu est trés significatif ( 162,2), il apparait donc que dans le BC 521/108//108 on
retrouve la tendance des parents 108 avec un délai d'épiaison plus long.

4, RELATIONS ENTRE CARACTERES ET MARQUEURS
ENZYMATIQUES
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FIGURE&:  REPARTITION DU TALLAGE AU 51° JOUR DES F1
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FIGURE 10: REPARTITION DE L'EPIAISON DES 521
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FIGURE 12: REPARTITION DE L'EPIAISON DES BC 108
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.Le tableau 10 donne les résultats des analyses de variance de la fertilité
par rapport & chaque marqueur enzymatique étudié dans la descendance du BC
521/108//108 et dans 1a F2 .

Seul le locus GOT-B semble présenter une liaison avec le caractére de fertilité
pollinique. On a indiqué dans le tableau 10 bis les moyennes de la fertilit€ pollinique
pour chaque génotype de ce locus .

.Des analyses de variance ont été effectuées entre le tallage et les
marqueurs CAT-A, PGD-A, PGI-A, PGI-B, POX-B. Elles sont fourmes en annexe.
Les résultats de ces tests sont résumés dans le tableau 11.

Au seuil de 5% on ne peut conclure a aucune liaison d'un des
locus étudié avec un locus influant sur le tallage. Cependant au seuil de 10% trois tests
deviennent significatifs: TAL/CAT-A, TAL/PGI-A, TAL/POX-B.

.On a résumé dans le tableau 12 les résultats des analyses de variance entre
~ le délai d'épiaison et chaque marqueur enzymatique pour chaque classe d'individus.
On voit qu'il existe une liaison fortement significative entre le marqueur
PGI-B et le délai d'épiaison. Le tableau 12 bis détaille les moyennes de délais
d'épiaison pour chaque génotype du locus PGI-B; la comparaison des classes deux a
deux fait apparaitre deux classes de génotypes: B1B1 et B1B2 ont un délai moyen
d'épiaison de 70 jours alors que B2B2 épie au bout de 76 jours.

Remarque: On pourrait alors faire une objection: 1'épiaison étant liée & un des
marqueurs enzymatiques, 1'échantillon traité n'est pas représentatif de la population
puisque les individus a délai d'épiaison supérieur a 80 jours n'apparaissent pas. Il est
cependant l1égitime de faire des analyses de variance, méme sur cet échantillon
incomplet, .car si un marqueur influe sur 1'épiaison alors cette influence apparafira
aussi sur les individus les plus précoces; réciproquement s'il n'y a pas d'influence il
est équivalent de considérer les plantes les plus précoces ou la totalité des individus.
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TABLEAU 10: Résultats des analyses de variance pour la fertilité pollinique

CAT-A EST-E GOT-B PGD-A PGI-A PGI-B POX-B

fertlite pollinique - NS - - NS NS "~ NS NS
dans BC 521/108//108

fertilite pollinique NS NS % NS NS NS NS
dans la F2 : : :

TABLEAU 8 bis: cemparaison des moyennes des fertilités po].liniques.pour chaque génoiype du
locus GOT-B dans 1a F2 - , - ' o

GENOTYPE (locus GOT-B) FERTILITE POLLINIQUE
| MOYENNE
BOBO | 27%
BOB1 ou B1B1 : | 39%

TABLEAU 11: Résultats des analyses de variance pour le tallage

CAT-A PGD-A PGI-A PGI-B POX-B

TALLAGE NS NS NS NS NS
test au seuil de 5% ' o

TALLAGE * NS ¥ . NS
test au seuil de 10%

NS: test non significatif
* ; test significatif



TABLEAU 12: Résultats des analyses de variance pour les délais d'épiaison

CAT—A EST-E  GOT-B PGD-A PGI-A PGI-B  POX-B

épiaison NS - - NS NS *k NS
dans BC 521/108//108

épiaison " NS NS NS NS NS kK NS
dansla F2

TABLEAU 12 bis: comparaison des moyennes de délai d'épiaison pour chaque génotype au locu
PGI-B dans la F2 et dans la descendance du BC 521/108//108 ;

GENOTYPE (locus PGI—B) EPIAISON MOYENNE EPIAISON MOYENNE
des F2 des BC 521/108//108
B1B1 69j
B1B2 71j 72j

B2B2 ' 76j 77




C. DISCUSSION

1. ANALYSE DES SEGREGATIONS ENZYMATIQUES MONOLOCUS:

Le tableau 13 récapitule les résultats des tests de conformité des
ségrégations observées pour chaque enzyme et chaque descendance avec les
ségrégations mendeliennes théoriques. On distingue deux types de distorsions :
pour les loci EST-E et PGI-B la distorsion apparait dans les descendances des
 rétrocroisements et dans la F2 ; pour le locus POX-B la distorsion n'apparait que

dans la descendance F2.
Nous allons donc traiter ces deux cas séparément.

- 1% cas: la distorsion sur les loci EST-E et PGI-B.

Ces deux loci étant trés liés (11s soiit situés a 14 cM

I'un de l'autre sur le chromosome 3 d'aprés GLAZMANN 1982), nous ne traiterons

que le cas de PGI-B, les données sur EST-E étant moins complétes du fait de la
présence d'un ali¢le nul.

La distorsion peut provenir des gamétes femelles des gametes males ou
encore des deux types de gameétes. On remarque qu' une distorsion apparait dans les
descendances des réirocroisements; or dans ces descendances on observe seulement
la ségrégation des gamétes femelles ( les plantes fournissant les gameétes males étant
homozygotes). L'hypothése 1a plus simple pour expliquer ce résultat est donc celle
d'une sélection sur les gameies femelles des hybrides F1 521/108.

Interessons-nous alors & la F2: en supposant que la méme situation
existe pour les gamétes femelles que dans le BC 521/108//108, 1a F2 permet de
calculer les fréquences des alleles issus des gametes maéles.

Tableau de croisement des gametes F1:

gametes males F1:

Bl B2 -
p'l P2
gametes
femelles F1 Bl B1B1 B1B2
pl1=0,274 plp'l (plp2+p2p'1)/2
B2 B2Bl1 B2B2
p2=0,726 (plp2+p2p'1)/2  p2p=2

13
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TABLEAU 13: Tableau récapitulatif des résultats des tests de conformité des ségrégati
observées pour chaque enzyme ct pour chaque descendance avec les ségrégations mendéliennes
localisation des différents marqueurs

CAT-A EST-E GOT-B PGD-A PGI-A PGI-B POX-B

F2 NS ok NS NS NS Ak okok
BC 521/108//108 NS - - NS NS Ak NS
BC 521/108//521 NS Hkk NS NS NS ek NS
localisation ch.3 ch.3 ch.3 ch.11  ch.4 ch.3 inconnue

chromosomique ¥ (pas sur ch.3)




La résolution du systéme:

p"1= 0,396 = plp'l+ (plp"2+p2p'1)/2
p"2 =0,604 =p2p2 + (plp2+p2p'1)/2 - donne:

p"l = 0,482
p"2 =0,518
erreur-type = 0,04.

Ces résultats sont bien conformes a ceux attendus sous l'hypothése d'une
distorsion portant uniquement sur les gametes femelles .
11 faut maintenant tenter d'interpréter cette distorsion
‘dans la ségrégation des gameétes femelles. Remarquons que le déséguilibre va
~ toujours dans le sens -d'un exces de !'allele du parent 138. Deux types d~ modeles
sont alors possibles: :

ler modele: MISUSHIMA et KONDO {1960) ont moniré que des dlstorswns dans
les ségrégations alléliques pouvaient intervenir par suite de duplications de géﬂes ou
de chromosomes; un tel phénomeéne pourrait expliquer les résultats obtenus si la
portion chromosomique portant 1'allele 108 se duplique plus facilement que la
portion chromosomique portant I'allele 521.

2¢me modele: Imaginons qu'ure fraction des gamétes portant I'allele 521 soit
stérile; cela entrainerait la ségrégation gamétique suivante:

- - € - - 7 O e 0 " ) P S - 0 U S - S5 - P - O g £ R S e e T TR T T e O € T8 WS W

fréquence = % de stérilité  fréquence

initiale finale
gametes poriant l'alléle 108 0,5 0o 05 _ _>0,5
- 0,5+0,5(1-p)
gametes portant I'allele 521 0,5 p 05(1-p)  <0,5
0,5+0,5(1-p)

. - D e G - G2 o -y . = = = - 8 R A O3 R e A Om G WS D e S - 6 O S G P P W S D S S S P KD G M @8 e e W Gn W B D S L = 0 0 Ra B v D

D'apres les fréquences gamétiques obtenues pour
chaque locus on peut calculer le pourcentage de stérilité qui correspondrait zux
résultats trouvés:

au locus PGI-B: 0,726 = 0,5/(0,5 + 0,5(1-p))
p=62% (erreur-type de 4,2%)

au locus EST-E: 0,69 = 0,5/(0,5 + 0,5(1-p))
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p =55 % (erreur-type de 4,3%)

Un pourcentage de stérilité gamétique de 60 % sur les gamétes portant les alleles
provenant du parent 521 aux loci PGI-B et EST-E permettrait donc d'expliquer les
résultats obtenus. Or l'existence de génes de stérilité liés aux marqueurs du
chromosome 3 (auxquels appartiennent PGI-B et EST-E) a été montrée par
OKA(1953) . Ces genes sont appelés S1/s1 et S2/s2 , les gametes s1s2 étant 1étaux et
les gameics S1S2 partiellement stériles. X

La distorsion de ségrégation observée aux deux loci étudiés peut alors
s'expliquer par le modéle suivant:

GENOTYPES PARENTAUX: ;ps. _S1s2 alltle 108 5,7 . S1S2 allele 521

S1s2 alltle 108 8152 allele 521
GENOTYPE F1: S1 s2 allele 108
- $1 82 allele 521
GAMETES enF1: Sls2allgle 108 S1.82 allele 521
: fertiles 60 % de stérilité

Les conventions utilisées pour I'écriture des génotypes sont les
conventions habituelles: si A et B sont indépendants le génotype s'écrit AB
' A B

s'ils sont liés: AB

Pour simplifier les calculs nous supposons , a chaque fois que nous envisageons
une liaison entre deux génes, que cette liaison est suffisamment forte pour que les
recombinaisons soient négligeables.

Selon ce modele, la distorsion de ségrégation devrait exister aussi bien
sur les gameétes méles que sur les gametes femelles; mais il est possible que
l'expression des génes S differe entre gametes males et fernelles.

2éme cas. la distorsion sur le locus POX-B
La ségrégation est conforme aux modeles mendeliens dans les descendances des

rétrocroisements: il n'y a donc pas de distorsion sur la ségrégation des gametes
femelles. L'hypothese 1a plus simple pour expliquer le déséquilibre obtenu en F2 est
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alors celle d'une sélecticn portant sur les gamétes méles.

‘On peut de la méme fagon que précédemment calculer les fréquences
des gametes méles de la F1 2 partir des fréquences alléliques du rétrocroisement(qui
sont les fréquences des gametes femelles de la F1) et des fréquences alléligues de la
F2, et regarder si les valeurs obtenues sont compatibles avec 'hypothése faise.

‘Tableau de croisement des gametes F1:

gametes miles F1

B3 B4
p'3 | p|4
| L B3 B3B3 B3B4
gametes femelles Fi p3=0,5 p3p'3 (p3p'4+p'3p4)/2
‘B4 B4B3 " R4B4
p4=0,5 (p3p'4+p'3p4)/2 pdp'4

La résolution du systéme: :
' p"3= 0,346 =p3p'3 + (p3p'4+p'3p4)/2
p"4= 0,654 =pdp'4 + (p3p'4+p'3p4)/2 donne:

p3 =02
p4=08
erreur-type = 0,04

L'hypothése d'un déséquilibre causé seulement par les gametes méles est donc
compatible avec la situation observée mais cela implique une forte distorsion au
niveau de leur ségrégation; 1a encore deux modeles sont envisageables, sachant que
les gametes en exces sont encore les gametes portant I'allele du parent 108 au locus
étudié: -

o ~ ler modele:On connait l'existence de génes de certation
appelés ga/gat(NAKGHARA 1972), le pollen portant l'alléle gat étant plus
compétitif que celui portant 1'alléle ga. Le pollen portant I'allele du parent 108 peut
donc étre favorisé si le géne POX-B est lié 2 un géne ga/ga’ selon le shéma:

gat allele 108 ga_alltle 521

2¢me modele: On peut envisager une stérilité partielle du
pollen portant l'alléle du parent 521 au locus POX-B. Un phénoméne de stérilité
partielle du pollen des hybrides F1 intra-sativa a en effet été découvert par OKA en
1957: deux génes indépendants s1/+1 et s2/+2 provenant de la duplication d'un
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méme geéne interagissent, la présence simultanée des deux alléles. récessifs sl et s2
provoquant un développement anormal du grain de pollen et sa stérilité. Si POX-B
est 1ié fotement a un de ces deux génes, l'alléle du parent 521 étant couplé a un alléle
récessif et 1'allele du parent 108 2 un alléle dominant on a la situation suivante:

GENOTYPES PARENTAUX: jg. sl +2 alkle 108 s,;. +1 s2 alléle 521
s1 +2 alléle 108 +1 52 alldle 521

"GENOTYPE F1: 1 +2 allele 108
' +1 s2 alkele 521

GAMETES en F1: 25%: sl -+2 aliéle108 | - 25%: sl g7 allele 521
o _ siérilité
25%: +1 +2 alléle 108 25%: +1 s2 allele 521
FREQUENCES GAMETIQUES
FINALES en F1: allele 108: allele 521:

p4 =0,5/(0,5+0,25) = 0,67 p3 =0,25/(0,5+0,25) = 0,33
esreur-type = 0,04

le tableau suivant permet de comparer la situation réelle et la situation attendue
d'apres le modele proposé:

fréquences gamétiques  erreur  fréquences gamétiques  erreur
observées en F1 , type attenclues en F1 type
selon le modele 2

B4 08 0,67
allele 108 0,04 0,04
B3 02 033
allele 521

Le modele proposé n'est donc pas tout a fait suffisant pour expliquer la
distorsion observée; celle-ci étant trés forte, il n'est pas exclu qu'elle soit en fait die
a une action combinée des deux phénoménes:la stérilité pollinique en F1
engendrant une distorsion de ségrégation, tandis que la liaison du marqueur a des
génes de certation entraine une plus grande compétitivité des gamétes males portant
l'aliele 108.
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D'autre part les tests ont montré que les
genolypes hétérozygotes au locus POX-B sont privilégiés ; or il ne peut s'agir d'un
phénomeéne d'autoincompatibilité, courant chez les vegetaux puisque le Riz
présente un fort taux d'autofécondation. Il faut envisager ici une mortalité des
homozygotes pour expllquer cet exces d'hétérozygotes.

Or OKA amis en évidence en 1957 un phénomeéne de faible viabilité des
indiviGuas de la F2 provenant d'un croisement intra-sativa di a I'existence de deux
génes dupliqués Al/al et A2/a2 pour lesquels deux alléles dominants sont
nécessaires pour assurer le développement de la plante.

Exemple: génotypes viables: A1 82, Al A2, Al a2 ..
e BEobP - Al a2 Al A2 al A2

énotypes non vizbles: Al a2, al a2 ..
genotype al a2 al a2

Supposons que POX-B soit lié fortement & un de ces génes, 'allele du parent 108
étant conjugué a un alléle récessif et l'alléle du parent 521 2 un alléle dominant; on
aurait alors la situation suivante:

GENOTYPES PARENTAUX: jps. Al a2 alltle 108 s,;. al A2 alltle 521
Al a2 alkle 108 al A2 alltle 521

GENOTYPE FI: al A2 alléle 521
. Al a2 allele 108

GAMETES en F1: 25%: al A2 aligle 521 25%: al a2 sWgle 108 -
25%: Al A2alRle 521 25%: Al a2 allgle 108
VIABILITE EN F2: ~ hemozygotes 521: 100%
homozygotes 108: 33%
. hétérozygotes: ~ 75%
(On considére evidemment 'homozygotie et I'hétérozygotie pour Ie locus POX- B)
Ce modele explique donc l'avantage des hétérozygotes sur les
homozygotes 108, l'avantage qu'ils ont sur les homozygotes 521 pouvant -

s'expliquer par le phénoméne de stérilité pollinique li€ & lallele du parent 521 vu
précédemment.

2. ANALYSE DES RELATIONS ENTRE LOCIL:
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Deux des liaisons trouvées sont conformes aux résultats connus sur sativa
puisque la liaison entre GOT-B et PGI-B a été démontrée par GHESQUIERE
(1981): les deux genes sont sur le chromosome 3 4 une distance de 31 cM; la liaison
entre EST-E et ’GI1-B a été prouvée par GLAZMANN ( 1982), les deux génes sont
a 14 cM de distance. .

Mais pour les trois autres couples GOT-B/PGI-B, PGI-A/PGI-B,
POX-B/PGI-B les gies sont considérés comme indépendants génétiquement. On
peut e¢xpliquer le résultat obtenu par un phénoméne d'élimination des gamétes
correspondant 2 une recombinaison entre les deux loci considérés pou chaque
couple, ce qui engendrerait un excés de gametes parentaux par rapport aux gametes
recombinés et par 1a méme une psendo-liaison génétique. On peut résumer ce
phénomene dans le shéma suivant:

GAMETES ENF1 FREQUENCES % D' ELIMINATION  FREQUENCES

INITIALES | FINALES
‘gamétes parentaux: 0,5 0 0,5/(0,5+0,5(1-P))
gametes recombinés: 0,5 P 0,5(1-p)/(©0,5+0,5(1-p))

Cette hypothése est tout a fait cohérente pour le couple POX-B/PGI-B avec le
modele de stérilité partielle du pollen F1 qui a été proposé. En effet on a postulé une
liaison entre POX-B et le géne s2/+2; si maintenant il existe une liaison entre
POX-B et le géne s1/+1, on a la situaticn suivante en F1:

GENOTYPES PARENTAUX: ;ge. PGI-B2 s1 +2 POX-B4
PGI-B2 s1 +2 POX-B4

§p7. PGLB1 +1 52 POX-B3
PGI-B1 +1 s2 POX-B3

GENOTYPEFI1:  PGI-B2 sl +2 POX-B4
| PGI-Bl +1 s2 POX-B3

GAMETES F1: PARENTAUX RECOMBINES
PGI-B2 sl +2 POX-B4. PCI-B2 sl s2 POX-B3
: _ létaux
PGI-B1_+1 s2 POX-B3 PGI-B1 _+1 +2 POX-B4

19



Ce modele implique donc un pourcentage d'élimination des
gametes recombinés p= 50% , ce qui donnerait en situation finale pour les gametes
méles 33% de recombinés et 67% de parentaux tandis que les gameétes femelles
~gardent une répartition 50:50.

On calcule les effectifs attendus pour les genotypes recombinés
en partant de ces fréquences gamétiques et on les compare aux effectifs observés
récllement:

GENOTYPE EFFECTIF OBSERVE EFFECTIF PREVU par le
|  MODELE

PGI-B1 POX-B4 7 4

PGI-B2 POX-B3 i 4

e Y e R 5 €2 G 5 e e R £ A0 A ey D e R e e D e S £330y 6 S e A e R o W O B £ S5 7 Y VD e P R €D A D B S Y T 8 W € S e 8 0 o e

Les effectifs attendus et les effectifs obscrvés sont de méme
ordre de grandeur, ce modele est donc acceptable.

3. FERTILITE POLLINIQUE

. Les fertilités polliniques des parents 108 seraient nécessaires
ici pour interpréter ce qui se passe: l'augmentation de la stérilité pollinique dans les
descendances peut en effet soit provenir du parent 108, qui serait encore plus stérile
que le parent 521 ou plus sensible & certains facteurs externes, soit provenir d'un

- phénomene de stérilité pollinique en F1. Cette seconde hypothése est tout 3 fait
probable si I'on se réfere au modele de stérilité pollinique partiel]e du pollen F1
faisant intervenir les genes s1/+1 et s2/+2 qui a &€ proposé pour exphquer la
distorsion de ségrégatior au locus POX-B.

4, CARACTERES MOKPHOLOGIQUES

: Sans connaitre exactement le délai d'épiaison des parents 108,
on sait que celui-ci est supérieur a 80 jours; tallage et délai d'épiaison presentent
donc des situtions semblables: les deux parents présentent des performances tres
différentes pour le caractére étudié , les hybrides ont un statut intermédiaire(sans
qu'on puisse remarquer de phenomene d'hétérosis), les descendances des BC
521/108//108 et 521/108//521 lecuperent respectivement les tendances des parents
108 et 521, avec apparition de certaines plantes transgressives (fort tallage ou
¢piaison trés précoce). Ces deux caractéres sont donc vraisemblablement — soumis a
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l'influence d'un ou plusieurs génes présentant des alléles différents chez les deux
parents.

L'hétérogénéité du tallage des F1 par rapport A celui des
parents peut s'expliquer par une plus grande s¢nsibilité a l'environnement,
phénomene courant chez des hybrides.

S.LIAISONS ENTRE LES CARACTERES ET LES MARQUEURS
ENZYMATIQUES ETUDIES (phénoméne déja not€ par PHAM (1984) sur
d'autres descendances)

Le marqueur PGI-B est fortement li€ a un géne infh:ant sur le
délai d'épiaison; les comparaisons de moyennes montient que 'allele B1 est 1ié a une
épiaison plus précoce que l'aliéle B2, les individus héiérozygotes pour ce locus
présentant la méme épiaison que les homozygotes B1B1. ,

De fagon moins significative le marqueur GOT-B est lié a un.
gene influant sur la fertilité 1ollinique; la comparaison des moyennes précise que
l'aliele B1 est lié a une fertilité pollinique plus grande que l'alicle BO.

Pour le tallage, les analyses de variances n'ayant pas été
significatives, on ne peut conclure 2 une liaison entre 1'un des marqueurs €tudiés et
un géne codant pour le tallage, mais le fait que trois tests deviennent significatifs
lorsqu'on augmente le seuil de signification de 5% indique qu'il n'est pas exclu que
les marqueurs CAT-A, PGI-A, POX-B influent sur le tallage (BOUGEROL (1987)
avait noté une influence de CAT-A et PGI-A sur le tallage). Il faudrait pour le
vérifier recommencer la manipulation & une plus grande échelle, ce qui
augmenterait la puissance des tests. Si de telles liaisons existent, cela signifierait que
le tallage est au moins sous l'influence de trois "loci de caraci€res quantitatifs” car
CAT-A, PGI-A et POX-B sont génétiquement indépendants deux a deux.
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L'cbjectif de cette etude était d'observer les descendances issués de croisements
_ entre deux sous-especes trés éloignées de O.sativa. Ces sous-especes présentent en
~effet des caracténsthues différentes et complémentaires qu'il serait intéressant de
combiner chez une méine plante.
Quatre types d'observations ont pu étre faits:

- de nombreuses barriéres reproductives (dues la plupart du temps a des genes
gamétophytiques) existent entre les sous-especes indica et japonica, ce qui
engendre une forte stérilité dans toutes les descendances étudiées. Il semble
cependant que cette stérilit€ diminue dans la F2 et dans le rétrocroisement par le
parent indica..

- la transmission des caractéres parentaux est en général additive.

- des distorsions de ségrégasions apparaissent pour trois marqueurs
enzymatiques, entrainant une perte des informations venant du parent japonica.

- deux marqueurs enzymatigues de caractéres morphologiques ont pu étre mis
en évidence.

Ainsi les recombinaisons entre génomes €loignés intra sativa scnt
possibles mais on se Leurte a des problémes de stérilité et les résultats obtenus
confirment qu'il existe un effet mutagéne de 1'état hybride: il faudrait donc
imaginer des shémas de croisement pérmettant d'une part de contourner les
barriéres reproductives pour obtenir des plantes suffisamment fertiles, d'autre part
de limiter les pertes d'information causées par 1'état hybride.
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ANNEXE 1: Résultats supplémentaires obtenus pour un huitiéme marqueur
enzymatique, les phosphatases acides.

La ségrégation des phosphatases acides (PAC) s'observe par
€lectrophorése selon les mémes méthodes que celles utilisées pour les sept
marqueurs étudiés précedemment mais l'organe échantillonné est cette fois-ci la
feuille paniculaire. Cette étude n'a donc pu étre faite qu'aprés 1'épiaison, c'est a dire
dans ies tout derniers jours du stage, et elle reste incompléte, une partie seulement
des plantes ayant épié avant le 27 Aolt: on l'a donc plagé en annexe a titre
d'information, l'analyse définitive ne pourra €tre faite qu'aprés réception des
résultats des derniéres manipulations faites en ce moment au laboratoire d'Abidjan.

Materiel ef methodes: S .
On suit exactement le méme protocole et on fait les mémes analyses
que pour les autres marqueurs; trois points cependant sont particuliers :
- Deux loci trés liés sont en fait étudiés pour ce marqueur: Ies loci Fa (alleles Fa et 0)
et AMC (alleles +9 et 4). '
Les génoiypes parcataux 2 ces loci sont ( Fa -4) pour le parent 108 et (0 +9)
pour le parent 521. ' |

- Le systéme d'électrophorese utilisé est un peu modifié:

O Cm R - = R W v 5 e B = 2, (D W T P 0 G S T e P 1 AN R N Ryl O R e e T TR R WA L T S e R e D

TAMPON ORGANE PAPIER MIGRATION

ECHANTILLONNE WHATMAN  voltage  durée
Borate pH 8,0 feuille paniculaire n°1 11 5h
(systeme C) + morceau de gaine

- Le principe de coloration est le suivant:

o-Naphtyl Phosphate ----- > a-Naphtol + Phosphaté
PAC

a-Naphtol + Fast Blue BB -----> précipité brun

Résulfats:
a.Ségrégations monolocus:
Le tableau a présente les résvitats des tests de conformité aux ségrégations
mendeliennes. Il apparait ure distorsion de ségrégation dans la F2, mais pas dans les
rétrocroisements. '

Le tableau b donne les fréquences alléliques calculées pour la F2, on voit qu'il y a un
exces significatif de l'alléle du parent 108.

Le résultat du test de panmixie dans la F2 est présenté dans le tableau c, il montre
que l'association des gamétes au locus PAC se fait au hasard.

b. Relations avec les autres loci:
Les résultats des tableaux de contingence pour les descendances F2 et BC
521/108//108 sont résumés dans le tableau d. Apparemment on ne peut conclure a
aucune liaison entre le locus PAC et les six autres loci étudiés.



Tableau a: Test de conformité aux ségrégations mendéliennes

DESCENDANCE génotype EFFECTIFS  EFFECTIFS  TEST  SIGNIFICATION
OBSERVES  THEORIQUES
Fa -4 28 24,5
BC 521/108//108 0 +9 0 0 X2=] NS
Fa-4+9 21 24,5
Fa -4 0 0
BC 521/108//521 0 49 5 5,5 test binomial: NS
Fa-449 6 5.5 P=0,5
Fa -4 23 14,5
BC 521/108//108 0 +9 4 14,5 X2=12,86 ok
Fa-4+9 31 29
Tableau b: Calcul des fréquences alléliques
DESCENDANCE ~ ALLELE EFFECTIFS  EFFECTIFS  TEST Fréquences
OBSERVES THEORIQUES alléliques observées
Fa-4 385 29 0,66
F2 X2=6,23
0+9 19,5 29 * 0,34

Tableau c: Test de panmixie dans la F2

DISTRIBUTION DISTRIBUTION TEST: SIGNIEICATION

GENOTYPEDES F2
ATTENDUE OBSERVEE

Fa-4 21,35 23

0 +9 5,66 4 X2=342 NS

Fa -4+9 22 31 (DL=2)
Tableau d: Relations avec les autres loci

CAT-A EST-E GOT-B PGD-A PGI-A PGI-B POX-B
PAC dans laF2 NS. NS NS NS NS NS NS
PAC dans BC108 NS - - NS NS NS NS
Tableau e: Relations avec les caractéres morphologiques
| FERTILITE EPIAISON TALLAGE
POLLINIQUE

PAC dans la F2 NS NS i
PAC dans BC 108 NS NS




c.Relation avec les caractéres

morphologiques:

Les résultats des ANOVA effectuées entre PAC et les caractéres tallage, épiaison,
fertilité pour les descendances F2 et BC 521/108//108 sont résumés dans le tableau e.
Apparemment PAC n'est pas un marqueur d'un des caractéres étudiés, aucun test
n'étant significatif.

Discussion-conclusion:

On retrouve le méme type de situation que pour le locus POX-B,avec des fréquences
alléliques trés proches (0,346 et 0,654 contre 0,34 et 0,66), on peut donc appliquer
Jla méme hypothése d'une sélection sur les gameétes méles.
Les modeles proposés restent:
1¢7 modéle: la liaison du locus PAC 2
des génes de ceitation (dlfferents de ceux liés a POX-B muque POX-B et PAC sont
ndependants génétiquement).

- : 22M€ 1odéle: Une siérilité partielle
du pollen portant I'allele 521.
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ANNEXE 2: Orgénisation des bacs dans la serre
Les plantes sont codées de 01US a 291US comme suit:
- 01US ﬁ. 07US: parent 108
- O8US a 15U8: parent 521
- 16US a 23U8S: hybrides F1 521/108
- 24U8S a4 145US: BC 521/108//108
- 146US a 156US: BC 521/108//521
- 157US 2 291US: F2 521/108
Les plarites 01US 2 127US sont plagées en randomisation daris des bacs & pots de 6 litres selon l-.c
plan indiqué dans le fichier STATVIEW intitulé "PLAN BACS DE 6 LITRES" (en lisant ce fichier

de gauche 2 droite on lit les bacs en partant du fond de 1z serre); les autres plantes sont rangées dans
l'ordre dans deux autres bacs.

40| 65| 3| 67 100] 34[101] 66
68| 10| 70| 72 | 16121 18 59
21| 73[105] 5 ' 25| 9] 69| 46
26| 53| 78] 79 11?]| 13| 5?{ 15
120 17| 82| 83 48| 81| 5| S0
i25(108[110] 87 20| 63(122] 23
88| 61| 9o0|114 24l "8 26| 27
106 93127 95 28| 54| 30| 42
96| 97| 98118 37| 33| 1| 35
77 21102103 36| 32| 49| 39
104 74| 92(i07| . 64| 41| 31| 43
85(109| 86111 44| as| 11| 47
sg|113] 91[115 71 38| 19 51
116| 12| 99119 52[100] 29| 55
go| 6| 22[123 56l 14]i12| 4
124| 84|126| 94 60| 89| 62| 21




ANNEXE 3: Composition des solutions utilistes

: Le tableau 2 indique les référencas des principaux produits
chimiques utilisés.

1°) TAMPONS DE MIGRATION

o Systéme A - Systéme oz BREWER (1870) légérement modifié.
Utilise avec des gels A 14 g. d'amidon pour 100 ml de tampon.

- Jempon "Gel". Histicdine HC1l 5 mM, NaCl 2,5 m1 pH 6,0

Histidine monc HC] 1,92 g

NaCl M 5 ml

Ajuster & pH 6,0 avec NaOH 2 N et compléter & 200 ml
avec HZG. o

Tampon "Bac®, Citrate de Na 0.41 M, pH 6,0

Acide citriguee 172 £
NaOH en pastilies 386 4

H20 1.800 ml
Ajuster 5 o 5,2 av.ec N2CH concentrée et complétér a
2.000 ml avec HZC,

Systome I - S,stdmz ce BREWER (1670) légérement modifié
T#s zels 2 %- s ctemoocc ooy 7D -1z szTor,

Tampan "Celi”, -isztizire =21 2 ~™, Nall 2,5 mM pH 8,0.
Hiztizineg 7] 1,82 ¢
veé L he & ml

Ajuster & pH £,0 avec NaOH ZN et compléter a 2.000 ml
avec Hz0,

Tampon "Sac”, Citrate de Na 0,41 M pH 8,0

Acice citrique 172 g
NaOH en pastilles 68 g
H20 distillée 1.800 ml

Ajuster & pH B,0 avec une solution concentrée de
NaOH <. remnléter & 2,000 svec H28,

. Remarque : Selon la gualité de l7amidon il est neces-
" saire n'ajuster le pH du tampon "gel® pour que le meélange emidon +
tamoon soit au pH correct 3 Cane n~otre cas on ajuste & §,25 pour 6,0 et

2,2 pour &,0,

Systéme C - Systéme ge SMITHIES {1955). Utilisé avec des

ge.s & 11 g. 3'amidon pour 102 ~l ¢z tarpon,
Tarpor “Gel", Zoraie I,23 Y ok B,S
Acide bcrigue 3,72 g
H20 1.800 mi
Ajuster & pH 8,5 avec Na OH 2N et compléter & 2.000 mi
avec H,O. .
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2°) SOLUTIONS OE REVELATION

1. Tampon Acétate de Na 0,05 M pH 5,0
Acétate de Na, 3H20 13,6 g
HZU 1.800 ml
Ajuster & pH 5,0 avec HC1l narmal. Compléter & 2.000 ml
avec H.0, |
<
2, Tampon Tris pC1 0,5 M pH 2,5
Tris (Hydroxymétnyl) amino-métnane 121 2
=D 1,200 ml
T“;:e' z I7 T,z &Ll MLl Ll ILl.tEr
2 2,020 ml oavec :29. .
2, Tampon Tris-faleéate 5,2 M pH 3,2 ;
Tris 24,2 g !
A-ide maléique 23,2 2 :
HZD G.2.p. 1.00C ml
4., Tampon NaOH 0,2 M
HalbH pestilles €,0 g
HZD Q«S.p. 1.000 ml
5. Solution Thigsulfate de Na 0,06 M
Thiosulfate de Na, 5 H20 1,5 g
H20 g¢S.Pe 1,000 ml
6. Solution Iodure ce K 0,09 M
Todure de K 1,5 ¢
HZD Q.S.ps 1.000 ml
7. Solution H202 a 1%
'H202 MERCK & 30% ’ 3,3 ml
H20 g.5.p. 100 . ml

8. Solution d'Agar a 2%

Peser 1 g. d’Agar-Agar dans 50 ml H20 Porter 3 ébul-
tma5-c7

lition tout en 2gitant, maintenir 3 -€7°C iusgu'e
1'emploi. .
S, Tamoon Freschate e Ma 0,0 M aod BLC
&) HaHﬁPGQ, ﬂ 27,6 g cans i1 H:E
b) Na,HPO,, 2 H 0 71,2 g dans 21 H,0

Mélanger a st b de fagon & obtenir le pH 6,5

Diluer au 1/2 avec H20

10, Tampon Phosphate 0,1 M pH 7,1
Solution de Phosphate 0,2 M

a) NaH_PO, H,O 27,6 g dans 1 1 H,0
2 "4, 2 2
b]:NaZHPDq‘ 2 H20 7172 g dans 2 1 H20
Mélanger 300 ml de solution.a + 600 m)l solution b +
800 ml H20

11. Tampon Malate de Na 1 M pH 6,0
a)' Acide D1 malique : 26,8 g + H20 Q.S.p. 100 ml

b) Na2 003 $ 21,2 g + G.S.p. 100 ml

Aiouter 'doucement b dans a tout en agltant fortement



Contingency Table Analysls

Summary Sialislics

NF: 2

Tatal Chi-Squara: 26

G Shatsie: 275 Bt22S
onlingancy Coslficigny, 082

Cramar's V: |.082

TABLEAU DE CONTINGENCE EST-E/POX-B DANS A F2

Conlingency Table Analysis

Summary Slatistics

OF: 2

Total Chi-Square* .077 p=.9525
G Statatic: .09

Conlingancy Coallciant: 029

Cramar's V- .029

TABLEAU DE CONTINGENCE PGIA/GOT-B DANS LA F2

Canllngency Tadls Analysls

Summary Stalislica

Ceamar's Vi

OF: 4
| Tolal Ghi-Square 3.325 p=.505
G Statistic: 3.475
Contngancy Coelficiani; 155
RiL

TABLEAU DE CONTINGENCE CAT-A/PGD-A DANS LA F2

Contingency Table Analysis

Summary Siatistics

OF: 4
Total Chi.Square: .495 pa.274
G _Statislic: 492

Contingancy Confficlant; .08

Cramary V: .043

{ABLEAU DE CONTINGENCE CAT-A/POX-B DANS LA F2

Conlingency Table Analysia

Summary Stansfics

OF; 2

Tatal Chi-Squats: 115 pe 6975
G_Stavstc: .728

Cantingercy Coallginat: 073

Cramer's V: 073

Contingency Tzhle Analyils

Summary Statialics

DF: 4 R .
Total Chl.5quara: 602 pe 1528
G Statiatic: .608
Conhrnnncy Coselficiant: 012
Cramary VY, .051

TABLEAU DE CONTINGENCE PGI-B/GOT-8 DANS LA F2

Conitngency Table Anelysly

Surmary Sfahshcs

DF 2

Tatal Ch Sapare. 17 078 peNON2
G Stavstc 1S 153

Cortingancy Contlicinnt: 335

| Cramars V: 355

TABLEAU DE CONTINGENCE CAT/PGI-B DANS LA F2

Conlingancy Table Analysis

Sumemary Stallalica

nNF 4

Tl Chr Squara: 7943 p= 0717
1 A Starng 7985

Canlinqancy Coaflicianl 2318

Crunary ¥V 122

TABLEAU DE CONTINGENCE CAT-A/GOT-B DANS (A F2

Cantingancy Table Analysis

Summary Siatialics

DF. 2

Tatsl Ch-Sanare: 124 p= §981
K .1nA

Conlirgancy Cantliciant: nry

Cramar'y V- nry

-

TADLEAU DE CONTINGENCE PGD-A/PGI-A DANS LA F2

Contingancy Table Analysls

Summary Giatahicy

bDF 4
Tolal Chi-Sauara, 1 A0 pe 1S3
A Slatistic 1 nasS
Cantpgancy Gonlixlant 117
Cramars V on4

Jewdzud sananb.aewr 34319 s99URBUIU0I Ip XNEIGE |
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TABLEAU Dt CONTINGENCE CAT-A/EST-L DANG LAY

aV

Contlngency Table Analysis

Summary Stanrtics

[ S
Tetal Chi figuare 4002 pe OAGY
G Sintatr ANTe

1hR

191 t

TABLEAU DE CONTINGENCE PGI-B'PGI-A DANS BC 108

Coded Chl-Squara X1: Recoce o1 PGI-B Yi: Racods ol PGLA
Summaty Statlics

nr, 1
To'al Chu-Squnte 4 431 pe PI53
G Stahsuc 4577
Gonlingnancy Conthicinal 241
- [ rhi i | 248 y
ChreSaquars wh contaply corecion {3 a7 p- Oras

TABLEAU DE CONTINGENCE PGI-B/POX-B DANS BC 108

Coded Chi.Squere X3: Recode of PGIB Yy: FOX.B
Summary Siabshes

oF: 1

Total ChuSquare. 50 - ddE

G Statisic se2

Cantingnacy Copttconnt .0ng

Phi .09

Lhi-Sauare wh ccnlinyly comrecton 248 pe G1RR !

TABLEAU DE CONTINGENCE PGI-B/IPGD-A DANS BC 108

Codea Chi-Square Xq1: Recode of PGB Y1: Recove of PGD-A

Summary Statshes
DF: )
Totn) Chi.Sayare- 937

G_Statistic ] '0_’5 p- 333

Contingency Copthc wnl,

Sauare with cp-e

“uly cotrretan

TABLEAU DE CONTINGENCE PGI-BICAT.A DAN

S 8C 108

;cﬂod Chl-Square X1: Recode of PGB Y1t Recode of CAT.A

Summary Sianaiics

[or i

Joia! Chi Scuave (1 230 2304
Bk e 7]
G Stauzuc 1418 -

Conticpnrcy Coefl rnt.
Phi;

TADLEAU DL LUt svwe wess oee o

Codad Chi-Square ¥3: Hecods ol CAT-A Yq: Racoda of PGILA

fammary Slate e

1
Lapiires 72 pe oM
r 700
ry Gt ey fap
' onp o
I N T A fra v

TARL AU DE CONTINCELRCE POX-RIPGI A DANG IRC 100

Coded ChiGguars X4 FPOX.N ¥Yq1: Arcndgr o! PGQLA

oy Slafichee

TARLEAU DE CONTINGENCE CAT-A’'PGD-A DANS BC

F Codrd Chl.Square Xi: Arcode of CAT.A _ Yq: Fecode of FGD.A
Summary Rialinnee

v 1

Yol Fin TAnare KRig pe 02

€ Grate g E

Cnntnnnancy Can® oant arn

P [

Tmuase Wl conbay v grrencinn 137 h- D j

TABLEAU DE CONTINGEHNCE POX-B/CAT-A DANS BC 108

Coded Chl-Sgunre Xq: POX-B Y1: Arcoc~ of CAT.A

Summary Siats

DF. 1

Total Ch-Saiarn .022 pr PEZP

G Slanche: Qa7

Co-tnaency Confhe ant -

Phi .
ChiSauars wih corlns 'y coregton: | 005 pe 0er7

TABRLEAU DE CONTINGENCE POX-B'PGD-A DANE BT 02

Coded Chi-Square Xq: POX.R ¥Y1: Prcods o) PGD-A l

Summary S'atiben

Nz 1
Tetxt Ch “ruae
G HSlanang:

Cortingancy Creth.enl




LROLE AU UE VUV TINGENLE PGU-A/GOT-B DANS LA F2

TABLEAU DE CONTINGENCE PGI-A/PGI-B DANS LA F2

Centingency Table Anslysis

Summary Statlics

N, 2

Tolal Chi Squnre. 6 00 pe,0303
G Stalwne 68463

Conlingency Corlicinnt 222

Cramer's V: 228

TABLEAU DE CONTINGENCE EST-E/PGH-A DANS LA F2

y Tebls Anuiysl

Summary Statislics

- Contingency TYable Anslysis

Summary Statisics

DF . 2
Toin! Chi-Square’ 22 pe 3329
G Stalizne: 1.96
Continaency Coeliclent: 127
Cramer's V: 124 M
TABLEAU DE CONTINGENCE EST-E/PGI-B DANS LA F2
Contingency Tabdie Anslyoix
Summary Stetistics
Dr: 2
Tolal Chi-Squara- 26.371 p= 0001
G Stansne: 20 198
Contingrney Cosfheienl® .404
Ctampr's V 442 1

TABLEAU DE CONTINGENCE PGI-B/POX-B DANS LA F2

Contingency Table Aneslysis

Summary Statslics

oF 4
Tolal Chi-Square: 11,262 pe 0238
G Siatslic: £878 ]
Confirprncy Coefficiant . -] ;286
Ceamers V: 219 7
TABLEAU DE CONTINGENCE EST-E/GOT-B DANS LA F2
Conlingency Tabte Analysis
Summary Stale
OF: 1
Total Chi-Squarm, 3 357 pe 0660
G Statishc: 2 ops
Conlingency Coelhicient. 156
Phi: (158
Chi.Squara with conbinuily cortachon | 2,238 pe 1346 !

OF, hl
Tofa! Chi-Square 8.492 p- 0751
G Sinbetle: 9 om
Contingsnry Coellicinnt. .243
Cramur's V: 177 !
TABLEAU DE CONTINGENCE PGI-A/POX-B DANS LA F2
Contingency Tabls Anslysis
Summary Stallsfics
or: 4
Total Chi-Square: 4.447 pr.3469
G _Sintistic: 4.282
Conlingancy Coellicient: (191 ——
Cramer's V: 138 j
TABLEAU DE CONTINGENCE PGD-A/PG|-B DANS LA F2
'] Tabie y
Summary Statistica
DF: 4
Totol Chi-Bguster 1.886 p= 7568
G Sianslic: 1.857
| Conningency Coelficient: 17
i Cramer's V: .084 1
Il
i E
TABLEAU DE CONTINGENCE PGD-A/POX-B DANS LA F2
Contingency Table Analysts
Summary Statistics
DF 4
- { Tole! Chi-Square 7 647 pe. 1054
G Statshe: . -
i | Conlingency Coalticinry .248
Cramara V: 181 1

TABLEAU DE CONTINGENCE PGD-A/PGI-A DANS BC 108

Coded Chi.Square X1: Recode of FGD.A  Y1: Recnde of PGLA ,
Summnary Sististics
[or: 1 ]
Toln) Chi-Square. 3.021 b 0822
G _Stanste- 3 043
Conlinaancy Costhiclent 87
Phi. 201
[ with Y EEED) pe 1310




: ANNEXE 5: ANOVA entre marqueurs et caractéres morphologiques

ANOVA TALLAGEL AU H1” JOQUS'CAT-A

One Factor ANOVA  Xy: Rocods ol CAT-A Yy T4

Analysis of Varisren Tabin

L84

lourcs ne Sum Souares Mann Square:  F.1nat
RArtween groups | 1 11.8223 11 820 3 oo
Viithen groups | R 308 742 AR24 [ = 0875
Tolni a2 321.566
dodel N eslimate of between component varignce = 7.999
1
One Factor ANOVA Xy: Recode of CAT-A ¥y: TALSY
.Count. Mean- Sid. Dev.: Stg. Eweor:
1 138 8514 2 038 344
2 48 BRLAL 4.896 274
2
ST RS c ===
One Feclat ANOVA  Xj: Recode of CAT-A ¥q: TALSY
on:

- Maan Dift Ficher PLSD:

Schello F.lest” Dunnetl I

vs. 2 JJE‘ [.!65 3.092

T.7SR

ANOVA TALLAGE AU 51° JOUR/PGI-A

One Faclor ANOVA  Xq: Recods of PGL-A

Anakysn of Variance Teblo

¥i: TALSY

Sourca. [UH Sum Squates:  Mopn Square F-insl:
Betwren oroupe | 1 9.851 o P51

‘Within_grount 32 20 811 415

Total 23 308 €62

Maodn! 1l extimate of halween componant vanance = 5 701

One Faclor ANOVA Xy: Recode ol PGHA ¥Y1: TALSY
up Count: Mean- S1d. Dev. Std_Ewor;
wp 1 37 7.703 1.927 a7
wo 2 a7 8.432 214 352
2
One Factor ANOVA Xy: Recods of PGI-A Yqi: TALSY
pvison: Mean D Feher PLSD:  Schefe Faest: Dunnen v
up tvs 2 73 944 |?.37l 1.544%

i

7

ANDVA TALLAGL ALHDY JCURTOX-B

One fectlor ANOVA Xy: POX-8 Yy: TALS

Arnlysin ¢f Varanes Tette

Reures nr Cum Soumren Mern Rq.ine F.lomt
Petmann groupe |1 1212 1ar9a 3 g8

w grouns A1 0?7 ©53 3802 p = DED

[Totat e 321 56€

Mode! [l attirate ¢f batwaan ¢hmpanent vara~te » & B14

1
One Faclor ANOVA Xq: POX-B Yy: TALE1

Group Count Moan, S'd Dev.. Sic E-or
Group 1 Rl LN xH J? cre ars
Goowe 45’ F eda J| o037

One Foctor ANOVA Xj: POX-B  Yq: TALY:

Cemparton: Mase Dutt Fanee PLED  Stvete Fuwrs  Dgmmes 1
l—(;'oun Tvs 2 [ 13 J eLs T .eeg l
3
= = -
ANOVA TALLAGE AU 51" JOUR'PGI-B
One Factor ANOVA Xy: Recods of PGI-B Yy: TALSY
A.'\-'y.!-! o' Vanance Tehla

Srutce o Sum Sooreer  Maan Spmes € tost

flesweern geoups [ U cct 4€7 125

Wi grouse (€@ ace 1 4 437 o - T4ES

Tesal by ATF £4R

Aodnt Il astimate of batuepn comprnen’ vasance -3 67

-

Cempatisen Feter PLSD. Sche'ts F-

One Factor ANDVA Xy: Recodt of PGB Yy: TALSY
Grevn Count 1or- 12 Dev . §2 Erer
Grewn v 51 e 02 2203 e
Greup D 20 82 18ce T
H
One Factor ANOVA Xy: Recode of PGI-B Yy: TALSY

teat  Dunnet t

|E'cun 1ve 2 1109 105

s

q w




Cime Facinr ANSVA

B A EHGALAN AT

Rercre o! IP0r

Yi.

T R T e

Crr o ¥4(. Rrconr of FGI-P Ye: EFI1AISCN 7]
£ oanns Yiean Cra Doy g oo
i EEREL) 1.0a8 e
. troeT 400 T dERE

. B e N R T Ve tanee
.-
. e ¢ .
: = = Y
.- I I | o e
o [ T eer
Ve M =y et tadee ety ez

Xo, Fprene cf PGIA Ye TRLEN
P Voean e rev € Fem
an £ one (i B i
2t l: ree rece I-r 1

One Factar ENOVA Xj: Recofe of PGLE  Yy: EPIAISON
rmeaean Blocn Putf Coves DUER Qrurtp ¥ tpat Doaseb
s ERy [.n LRI 2en J

ANOVA EPIAISON/POX-B

Cne

Facter 2,

Crmpure

Yoan ma

Yi: TALEM

l L2

ANOVA EPIAISON‘CAT-A

One faclor AHOVA  Xy: Recode ot CaAl-a Yy: EPIAISON
Ana'yss cf vanpnace Tah'a
Souren Dr Sum Scurrer Mea- Scupee T .tend
Retwre greune 1 10 808 10 500 ] .
Wi proune 3¢ car 4 seess o csar |
T cnt az 58 aro |
hapgat N ert—ate of briwern comDDASSE vataNCE v 1D 283

One Faclor ANOVA X4: POX-8 ¥y: EPIAISON
of Variance Tnbir
Sruren o Tum Soupree. Moan Seuare Tteel
Artwenn grount |1 2708 2708 R
Whin ot Q1 £54 1R1 21103 pe 7216
Tolal a? 656 290
#4500t N pntmale ©f betweer tomptneal variatce = 218 372
1
.
One Faclor ANOVA Xg: POX.B Y1: EPIAISON
Graup Count Moan, 8td Dev.- St Errer
Gomt 13 75.528 3 688 1,023
Gomp 7 20 76.95 5.083 1,137
2
= One Factor ANOVA Xq: POX-B  Yy: EPIAISON
Compa-on: tean Dt ; Fisher PLED:  Schelte F.fort Dunnet 8
' D tvs 2 sgy 2.238 125 .36
!

One Facior ANOVA Xq: Fecode o! CLT-A Yq: EFIA'SON
Graup Ceunt daan Sie Dav S frrae -
Group 15 75.8 azze e3s B
Group 2 8 74 €67 5422 1278
z
One Faclor ANOYA Xjq: Recode ot CAT-A Yy: EPIAISON

Compansza S sean DU

tvs 2

Fuber PLSD-

Schete Foirst

J1 132

J. 256

T ses

Dy--e
B




One Faclor

Sousce

ANOVA  X1: Arcode of PGD-A

Analysis of Veriance Table

Yy: EPIAISON

or- Sum Squerex Mean Squarn Foaact,
Ne'wenn aroupe. [ 1 4009 4 009 1a ]
Weihin qroupe n 652 @ 21 061 p e 665G
[Total ar 656.900 1]

Model I} eatimate of batween component vatiance « -17.052

ST

ANOVA EPIMSOIPGHA

One Faclar ANOVA

X1: Recode ol PGD-A AL H

EPIAISON
[ Count. Wean: 513 Dev: Ste_ Error:
oY 15 74.8 ¢, 548 1.2
© s 18 75.5 4.541 1.07
H
One Factor ANOVA  Xq: Recode of PGD-A  Yy: EPIAISON

Mean Diff.;

__Fisher PLS[)

Scheffe F-lest:

Du-nett 1.

-7

3.273 18

436

U

ANOVA EPIAMSON/CAT-A DANS F2

One Fector ANOVA  Xy: Recode of CAT-A

Annlyss of Vatiance Tahin

Yi: EPIAISON

Sourco- DF: Sum Squates: _ Mean Square:  F.tasl:
Betwern groupe. |2 3R.07 19.018 a7z
Wihin groups 61 1333.367 21.82¢ o = 4232
Tots! 63 1369.438

Model If estimate of belween componant vatisnce = +1.395 -

One Fatlor ANDVA

X1: Recode of CAT-A Yq:

One Factne ANDVA Xy Regcde o' PGLA ¥y EFIAISOU
Srien o ¥
l e e e |1
[\'.'-t--n Leues hd De FTR7
Tetal
Mocel Il estmate o° betwers to=pome= vas2nce o 17 *F8
One Faclor ANOVA Xy: Recode of PGLA Y1: EPIAISON
Group Count- Mage: St¢ Dev - St Erer
Group 1 9 75 111 3.206 1.00% J
Group 2 17 75382 4 568 1108 J
One Faclor ANDVA  Xy: Recode of PGI-A Yy: EPIAISOW
Co~paricon Mean D Fste- PLSD Sctetn Foe Domman t
Goup Tvs 2 -.2¢2 J:‘ SEQ 02 ['l ]
2

ANOVA EPIAISON'GOT-B DANS F2

One Fasclor ANOVA Xy: GOT-B Yy

EPIAISON

&rplyne o Vauance Tadle

Spurce DF

Sy Sguares Meen Sauace._ F-lesi:
Qeswern groups |1 28 016 25016
Wit groune, 167 1244 421 241 €E4
Teta! 63 1260 438

Mode! IT estma‘e of batwepn co~pone=l vanance « 3 332

Grout

One Fector ANOVA  Xg: GOT-B  Yy: EPIAISON

EPIAISON

2 Count- Maan: Std Dev : St Error

X 14 73.357 45 1.203

Dz 18 71.389 4448 1.048 T
02 LH 72.928 4.859 859 T

2
Ons Faclor ANOVA  X3: Recode of CAT-A  Yq: EPIAISON
~

wison Aran Dift; Fither PLSD __ Schefle F-lest:  Dunneft 1

s 2 1.068 3.329 699 1.182
w3 42 7.904 + | vae .28

2ve 3 1.540 o8 633 1128

s roe |

Count: Mram S'¢ Dev: 64 Eroe
Giowp 1 1o 21 E32 aazs 1018
Grewn 2 as 73 ¢ 7en 7cn
2
One Facior ANOVA Xq: GOT-B  Yq: EFIAISON
Cepacsen feve PLSD Schele Flaer  Dynne't b
r a7 1154
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[ PR,

Qe Fpoipe 2o

Yy [P 0On

Alregen oo

ane ]

Vot - e

12

a
[r>
fra

Tars Tai srera e BEhu
p— o |
ParArt I pet matn oF betas or sempaspeat cananen ¢ 14 267

One Fartor ANDVA

EPIAISON

Xy, Reccde of EST-8 ¥yt

Conin Cor = Pl - e Doy LS Leor
Ceoup a 4cm 20
Grevo o e ThEen coe

C-—prr-a-

Orr Facier ANDOVA

Xy Recode o! EST-E

Tumne PLCT

Catptin F oiner

Y.

EFIBINAN ]

]f- &p

any

i'__ Crr tnct P T R Ve
i
. r
P
c2
Mool 1l @t =2t of fustmnem (omnesant var ann o 6100

ANOVA EFIAISONPGLA DANS 2

Gne Facior ANCVE  Xy: POX.B ve: EFIAISON
Come Croome Year S Dy Ria Faees
N H Paul R o P ]
T ;7 bR ¢ars €2 i
Goo.r 2 ar TrCE FR-F £z '
- —————— S —
One Facier ENOVA  Xq: POY-B Yy: EFIAISCN
Femnaeeon Mepnn [0 T Srrere Toeer B eeen o
femrotae D R zeee ace ce- ‘
Traam e 3 ‘- en e 37t e |
Cer P 3 ez e ceTrEs rne |

One Faclor ANOVA  Xq: Recade of PGLA  Yq: T[PIAISON
Ann'yes of Varinnce Tabln I
nowen nr Sum Sounrne: Ab.an Saunre I teet:
Botwaon oo, {7 10 302 a6an 4an
f 1340 045 77 132 pr €273
£3 1360 2230
Magel 11 p2t —iin ©f betwenn compranat variance « -6 1R
1
One Faclor ANOVA X{: Recode of PGLA  Yy: EPIAISON
Group Count. Mean, 5i¢d Dev - Sid_ Emor
Groun 1 |u 71.455 5.82 1.755
Geoun 2 }77 22 501 4.584 977
Grour 3 a1 73 4.359 .73
2
One Faclor ANOVA  Xy: Recode of PGLA  Yy: LPIAISON
\ .
Cemnanson Anan DIl - Fisher PLED: Schetle f.lest: Dunneti t:
Goup 1vs 2 -1.138 3.474 214 654
Group 1 ve. 3 1,548 3302 438 .938
Group 2vs 3 . ¢0e 2.623 049 312
k]

ANOVA EPIAISON'PGD-A DANS F2

One Faclor ANOVA X3: Recode of PGD-A  Yq: EMAISON
Anntysss o' Vpupace Tah'a
Souree Dr S Bainenr kiran Coeaen F.ter|
} Prtwnen giewpe |2 =7 Ro¢ 11 287 10
[\emn g £ 1aes 522 spote £ e tor
[reea 2 1ace 236

Mndei I pet marn ¢ Retwprn (omnoment vas anie v 5314

~

Ore Faclor ANOVA  Xy: Recoce of PGD-A Yy: EPJAISOR

T Count Mear St Doy Sw Froe -
\E'OUD 1 17 7).58R 4 2z0 1.026
Lﬂ'c'..'.'\i‘ 17 T2 23% & 2RE 1V 7PT
IE':unJ a¢ Te o2 zree L

Camparison,

One Faclar AMOVA  Xy: Recode of PGD.A Yq1: EPIAISON

Yoan D - Fieher PLSD- Dunepit - "
Group 1 vs. 2 1.253 3.223 a4 r
Gow 1va 3 1.355 2.852 08
Group 2 vs 3 002 z 852 _oct




ANOVA FERTILITE POLLINIQUE/GOT-B DANS £2

Ons Faclor ANOVA Xg: GOY-8  ¥q: FERTILITE
Aniiyer. of Variance §ehin
or Sum Squares  Maan Square F.taat
1 1217 €34 3547 $3% 4 tay
* e 61 2R250 D2 463,118 p = 0462
ARALL 62 A0167 651
Liedel Il estimale of betwaon componan: vanance = 1454516

One Factor ANOVA Xq: GOT-B

Y1: FERTILITE

Group: Count: Mean- S _Oev: Sid_ Eror:
Group 1 20 27.45 21,642 4 839
Group 2 43 30.302 21.465 3.2713

One Faclor ANOVA X3: GOT-B

¥y: FEATILITE

AN -~
Mean Diff.: Fisher PLSD: __ Schefle F-lest.  Dus=elt t:
11,852 11.648° 414 2.035 j
Signilicant at 95%

ANOVA EPIAISON PGLB DANS F2

ANOVA FERTILITE POLLINIOUE/POX-B DANS F2

One Factor ANOVA  Xy: POX-8

Annlysis of Veriance Teble

Yq: FERTILITE

Souwrce: of . Sum Squares: _ Maan Square: _ F-test:
Botween groupe |2 1216 36 608.18 1.26
Within groups 160 28951.29 482 522 p»_.2909
Total €2 30167.651
Modo! 1l astmate of between compenent variance = 62.829
]
One Faclor ANOVA  Xq: POX-8  Yy: FERTILNE |
oup. Count: Moen: Sid_Dev - Sid_Eror
iroup 1 5 498 26.38¢ 1.0
iroup 2 26 32.769 20.58 4 036
roup 3 32 35.562 22.417 2,063
2
m—— e = [
One Factor ANOVA Xy: POX.B ¥y: FERTILITE
. .
*parison; Mran Dil.: Fisher PLSD Schefte F.test Dunnett t
wp 1ve 2 17.03% 21.45¢% 1.26 1.580
wp tvs D 14 227 21132 508 1.348
up 2 va 3 -2.792 11602 e £82

O=a Fpcior ANOVA Xy Retrce of PGLB Y. EFIAISOMW
Any 2 Ve mes Tan
Scyce re &.om Sousec f.tset
| Be 45t 078 225 964 s el
T m o7 tpa 18 gt P e OO
Tetat ~ Jea 3c0 438
Mode! Il extimare of besween corpee~ verance = 105 452
=== — e
One Faclor ANOVA Xq: Recode 01 PGI-B Yt1: EPIAISON
Group' Ceyrl- Liean Ste Dev: 5'd_Erer
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AIVOVA FERTILITE POLLINIQUE/PGI-A

One Factor ANOVA Xq: Recode of PGI-A Yi: FERT.POL

Analysis of Variance Table

Source: DF; Sum Squares: Mean Square: F-test:
Between groups |1 80.257 80.257 .136
Within groups 26 15345.6 580.215 p = .7153
Total - |27 15425.857

Mode! I} estimate of between component variance = -509.958

One Factor ANOVA Xq: Recode of PGI-A Y41: FERT.POL

Group: Count: Mean: Std. Dev.: Sid. Error:
Group 1 10 36.8 19.753 6.246
Group 2 18 ' 40_.333 26.384. 6.219

One Factor: ANOVA Xq: Recode of PGI-A Y41: FERT.POL

Mean Diff.: Fisher PLSD: Scheffe F-test: Dunnett t:

Comparison:
-3.533- 19.698 .136 .369

Group 1 vs. 2




ANNEXE 6: Tallage au 35° jour
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ANNEXE 7: Photographies



Addenda: MISE AU POINT D'UNE TECHNIQUE DE PREPARATION
D'ADN MITOCHONDRIAL DE R17

Afin de compléter les résultats donnés par la "génétique
classique” , il est interessant d'étudier directement 'ADN puisqu'il est le
support méme de 1'hérédité. Un programme de biologie moléculaire est
parallelement mené au laboratoire par A. de KOCHKO.

On s'interesse, entre autres , a ['ADN
mitochondrial: cet ADN est génétiquement actif,il porte des informations
indispensables a la survie de la plante (codage de sous-unités d'enzymes
intervenant dans la chalne respiratoire etc...) mais en méme temps le génome
mitochondrial est suffisamment petit pour que l'on puisse observer, aprés
digestion et électrophorése en gel d'agarose, des diagrammes de restriction
aux bandes nettes ( 1a ou ' ADN nucléaire présenterait des trainées illisibles).

D'autre part 'ADN mitochondrial est un marqucur du
cytoplasme a hérédité strictement maternelle (sauf quelques rares cas); il
présente de ce fait non seulement un intérét phylogénigue puisqu'on a ainsi
acces 2 la gAnéalogie matemnelle directe, mais il permet aussi d'étudier les
relations nucléocytoplasmiques . De ielles interactions, dont I'existence a été
prouvée chez le Mais, le Sorgho... sont aussi présentes chez le Riz. En
particulier des travaux sont actuellement en cours sur le phénomene de
siérilité méle cytoplasmique: celle-ci apparait lorsqu'un cytoplasme est dans
un contexie nucléaire donné alors que la fertilité est restaurée dans un autre
contexie nucléaire,et cette stérilité male cytoplasmlque s'accompagne de
modifications cdu génome mitochondrial.

Nous avons voulu savoir si le cytoplasme (en
particulier les mitochondries) n'intervenait pas dans certains de nos
croisements car on observe de nettes différences entre des croisements
réciproques.

C'est aussi sur ce demnier point que porte le travail d'A. de
KOCHKO pour ce qui est de I'étude des ADNmt.

11 était nécessaire avant tout de meitre au point une technique
d'extraction de I'ADN mitochondrial & partir de petites quantités de matériel
végétal, les descendants des croisements étudiés étarit en petit nombre.

On a pu seulement penidant le stage " tester” le protocole de
préparation de I'ADN mitochondrial de Riz adapté d'apres MIGNOUNA et al
(1987), tel qu'il est décrit ci-dessous. I.es tampons utilisés sont donnés en
annexe.

P
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PROTOCOLE DE PREPARATION DE L'ADN MITOCHONDRIAL DE
RIZ D'APRES MIGNOUNA ef al.
(revu et adapté par A. de KOCHKO)

Environ 5 gr de coléoptiles de six a sept jours maximum sont récoltés,
mis a tremper 5 min. dans de l'eau de javel du commerce diluée 10 fois puis
lavés a I'eaun distillée et broyés rapidement en une poudre tres fine dans de
l'azote liquide. |

La poudre est mise en suspension dans du milieu de

broyage , passée au Potter puis filirée sur deux épaisseurs de miracloth.Toutes

ces étapes ont lieu dans 1a glace.

Le filtrat est centrifugé 2 fois a 4.000 tpm ( centrijugeuse Sigma) pendant
20 sec. '

Le suni:-'r:geant est centrifugé & 13500 ipm (Sigma) pendant 15 min.

Le culot, constitué par la fraction mitochondrizle brute, est resuspendu, a
l'aide d'un pinceau, dans 4 ml de tampon B auquel on ajoute 20pg de DNase
par gr. de tissu de départ, on potterise et on laisse incuber 30 min. en
agitation lente 2 T° ambiante (ou 1h a 4°C).

On reprend dans 8 ml de  tampon D et on centrifuge 15 min. a 13500
tpm (Sigma), a 4°C. Le culot est repris au pinceau dans 2ml de tampon D et
est déposé sur un gradient discontinu de sucrose constitué par:

4ml de sucrose a 1,45M
3ml de sucrose a 1,3M
4ml de sucrose a 1,2M
dans un tampon:10mM Tris
- 20mM EDTA
0,1% BSA
pH=17,2

On centrifuge 1h.30 & 20.000 tpm rotor SW2. Les mitochondries intactes
qui se trouvent & l'interface 1,3-1,45M sont recucillies et diluées avec 6 ml de
milieu B contenant 20 mM EDTA puis centrifugées 10 min. a 18.500 tpm
(SS34) ou 13.500 tpm pdt 15 min (Sigma). '

Le culot est resuspendu au pinceau dans 6 m! du méme milieu et centrifugé
une nouvelle fois 15 min. a 13500 tpm (Sigma) .

Le culot de mitochondries purifiées est repris dans 4 ml
de tampon de lyse auquel on ajoute de la protéinase K 4 raison de 0,1mg/ml
soit 20 microlitres d'une solution a 20 mg/ml pour 4 ml, et on laisse incube
30 min. & 37°C en agitation modérée (bain marie). '

La déproteinisation se fait au phénol-chloroforme (1/1): on ajoute 4 ml de
phénol-chloroforme, on agite longtemps mais pas foriement (5 min. au moins)
et on centrifuge 5 min. 3 5000 tpm (Sigma): les protéines resient dans la phase



phénol (phase inférieure), on récupére la phase supérieure contenant I'ADN.

Apres trois extractions on retire le phénol restant dans la
phase aqueuse en ajoutant 4 ml d'ether saturé d'eau: l'ether et le phénol se
rassemblent aprés une courte centrifugation en une phase supérieure que l'on
retire; on.  effectue cette opération deux fois de suite et l'ether restant est
évaporé a 60°C pendant 10 min.

Au volume final on ajoute de I'acétate de sodium 2 concentration finale de
0,3M aprés mélange, on additionne alors deux volumes d'éthanol absolu
froid. On laisse précipiter les Acides Nucléiques au moins deux heures a
-20°C. ( de fagon préférable la nuit, cette étape n'étant pas limitative dans le
temps).

On centrifuge alors 2 12.0C0 tpm (SS34) pendant15 min. ou 13.500 tpm
pdt 15min. (Sigma), le culot est séché au dessicateur puis repris dans 400 pl de
TE pH 7.6.

On procéde alors a une précipitation au froid avec NaOAc 0,3M et EtOH.

On centrifuge 10 min., le culot est rincé avec EtOH a 70%, on

recentrifuge 5 min. puis le culot est séché au dessicateur pendant au moins 10

- min. et enfin repris dans 20 2 30yl de TE. On peut laisser dans la glace pendant

1 heure avant de congeler 1'échantillon ceci afin de faciliter la reliydradation
de I'ADN.

Pour analyser I'ADN obtenu par cette technique, il faudra en faire un
diagrame de restriction: on fait migrer par électrophorése sur gel d'agarose
les fragments d'ADN obtenus aprés digestion par des enzymes des restrictions.

MIGNOUNA H, VIRMANI SS, BRIQUET M (1987)
Mitochondrial DNA modifications assocxated with
cytoplasmic male sterility in rice.
Mol.Gen.Genet.

KADOWAK], ISHIGE, SUZUKI, HARADA, SHINIYO (1986)
Differences in the characteristics of Mitochondrial DNA
between Normal and Male Sterile Cytoplasms of
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Japan. J. Breed., 36:333-339

SHIKANAI YANG, YAMADA (1987)
Properties of the Circular Plasmid-like DNA B1 from

Mitochondria of Cytoplasmic Male-sterile Rice.
Plant Cell Physiol. 28(7): 1243-1251
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TAMPON D'EXTRACTION :

0,5 M Mannitol

10 mM Tris

1 mM EGTA

1 mM Dithiothreitol

10 mM Diethyldithiocarbamate de sodium
0,2% BSA (2 rajouter juste avant I'emploi)
pH= 17,2 (rajuster avec HCl)

10 taM Tris

20 mM EDTA

0,1 % BEA (ajouter avant I'emploi)
pH=7,2

TAMPON DE LYSE:

2 % Sarkocylate de sodium
0,1 M NaCl
10 mM EDTA

0,1 mg/ml Proteinase K (ajouter avant 1'emploi)

10mM Tris
1mM EDTA

TAMPONB:

0,5M Mannitol

10 mM Tris pH 7,2

10 mM MgCI2

0,1% BSA (ajouter juste avant l'emploi)
10 pgr. DNase/gr. de tissu de départ

TAMPONGC:

0,5 M Mannitol

10 mM KH2PO4

0,15 M NaCl

20 mM EDTA

0,1% BSA (ajouter juste avant emploi)
pH = 7,2 ajuster avec de la potasse (KOH)

TAMPOND:

0,5 M Mannitol

10 mM Tris pH 7,2

20 mM EDTA

0,1% BSA 2 ajouter juste avant l'emploi.

pour un lifre:

91,8 gr.
10 ml solution 2 1M
380 mg.
155 mg.
1,71 gr.

10 ml solution a 1M
6,7 gr.

20 gr.
5,84 gr.
3,36 gr.

10ml solution Tris 1M
2ml solution EDTA

91,8 gr.
10 ml de solution a IM
2,03 gr.

91,8 gr.
1,36 gr.
8,77 gr.
40 ml solution 0,5M

91,8 gr.
10 ml solutiona 1 M
40 ml solution 0,5M
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