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INTRODUCTION

Les arbres et arbustes jouent un rôle bien connu dans la lutte contre la désertification des
pays du Sahel. Dans ces régions, la végétation arborée demeure un des éléments de
maintien de la régénération de la fertilité des sols et contribue à l'alimentation de base des
troupeaux et à l'approvisionnement en bois à usage domestique.
Depuis quelques années, la surexploitation des plantations et l'utilisation souvent érronée
du sol ont renforcé les effets au combien catastrophiques de la sécheresse qui sont
l'appauvrissement voire la disparition totale des peuplements.

Les Acacias constituent une tribu largement répandue en nombre et en espèces au Sahel.
Ces arbres sont souvent fixateurs d'azote et sont appelés à jouer un rôle de premier plan
en raison de leur adaptation en milieu dégradé. Leur capacité à régénérer les sols en
reconstituant leur stock en matières organiques permet en outre l'installation de cultures
intercalaires dans le cadre de systèmes agroforestiers.

Parmi ce genre Acacia, l'espèce sénégal dont la croissance rapide alliée à sa production
de gomme arabique en font un arbre très recherché puisque très intéressant
économiquement. Cette espèce n'a pas été épargnée par la terrible sécheresse qui a
frappé la plupart des pays d'Afrique de l'ouest de 1972 à 1974, à laquelle se sont ajoutés le
passage des feux de brousse et l'envahissement des prédateurs tels que les sauterelles et
les rats. Près de 30% des peuplements naturels ont été décimés, entrainnant la chute du
marché mondial de la gomme avec une production de 20 000 tonnes en 1985 pour une
moyenne de 45 000 tonnes et un marché potentiel estimé à 90 000 tonnes par an. (Afrique
Agriculture n0132).

Au cours des dix dernières années, diverses équipes de chercheurs de Dakar installés sur
le site de Bel-Air ont entrepris de travailler sur des projets de reboisement, travaux réalisés
en collaboration entre l'ISRA et l'ORSTOM.
L'obtention d'un matériel végétal adapté aux conditions édaphiques et climatiques de ces
zones sahéliennes est un préalable fondamental à la reconstitution des forêts de
gommiers. Un programme de sélection génétique est donc rendu indispensable. Les
techniques d'électrophorèse visent à étudier la variabilité du matériel naturel (matériel
entrant) et à analyser d'éventuelles hétérogénéités des vitro-plants (matériel sortant) crées
par multiplication végétative et culture in vitro.
Ce stage, effectué sous la direction de Monsieur Jean-Marc LEBLANC, chef du
Laboratoire de Génétique et d'Amélioration des Plantes de l'ORSTOM de Dakar, s'est
inscrit dans cet axe de recherche et avait pour thème: " Analyse de descendances d'A.
sénégal pour la recherche d'une éventuelle barrière génétique".

Ce travail avait pour objectif de prouver que les deux phénotypes "gris-clairs" et "gris
foncés" reconnus chez cette espèce et cohexistant de façon sympatrique sur la même aire
de dispersion naturelle, seraient en fait deux espèces à part entière. Il semblerait en effet
qu'il n'y ait pas de brassage génétique entre ces deux arbres, différents en de nombreux
critères morphologiques mais également en ce qui concerne leur performances en
production de gomme arabique.

Sont exposées, dans un premier temps, les propriétés d'A. sénégal qui justifient son
appartenance à un tel programme de sélection et d'amélioration. Puis la technique utilisée,
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l'electrophorèse enzymatique sur gel d'amidon, fera l'objet d'une seconde partie avant
l'exploitation des résultats obtenus et leur interprétation.
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BIOLOGIE ET CHOIX D'ACACIA SENEGAL.
ARBRE RESSOURCE DU SAHEL

1 - TAXONOMIE ET ECOLOGIE DE LA PLANTE

Acacia sénégal (L.) Willd var sénégal, plus communément appelé gommier est un
arbuste de la famille des légumineuses arborescentes.

Il émet souvent plusieurs petit troncs dès sa base et les branches ascendantes et
très ramifiées,forment une couronne en parasol. Le diamètre du fût adulte varie entre 5 et
20 cm.

L'écorce, gris-clair à brun-clair, lisse sur les jeunes rameaux,se fissure et noircit
avec l'âge de l'arbre.

Les feuilles sont petites, alternes, bipénnées avec 3 à 6 paires de pinnules portant
chacun 10 à 20 paires de foliolules ovales de 3 à 6 mm de long. Les épines sont groupées
par 3 à la base du pétiole; recourbées en forme de griffes acérées, les 2 latérales
divergent vers le haut tandis que la médiane s'oriente vers la base du rameau.

Les 1~eurs blanches sont portées par des épis de 3 à 8 cm de long, pédonculés et
insérés par 2 ou 3 à l'aisselle des feuilles. L'odeur forte qu'elles dégagent et leur aspect
morphologique ont valu à A. sénégal son appartenance à la sous-famille des Mimosacées.
Le fruit est une gousse de 7à 10 cm de long, aplatie et oblongue contenant 3 à 6 graines
ovoïdes.

Arbuste typique du Sahel, sa principale aire de répartition se situe dans une large
bande comprise entre 11 ° et 19° de latitude nord, de l'océan Atlantique à la mer Rouge. A.
sénégal est également présent en Afrique du Sud et Orientale, au Moyen-Orient (Yémen)
et en Asie (Inde, Pakistan ).

On trouve les gommiers entre les isoyètes 100 mm à 800 mm, bien que leurs
conditions optimales de développement se situent dans les stations moyennement
humides, aux alentours de 350 mm de total annuel de pluie, répartis de juin à septembre
(saison appelée hivernage au cours de laquelle la mousson donne la totalité des
précipitations). Ils supportent des températures diurnes très élevées, jusqu'à 45° et plus,
mais pas le gel. Il existe vraisemblablement une relation entre la température et la
pluviométrie; les gommiers situés dans les portions de l'aire les moins arrosées sont
parallèlement soumis à des températures maximales moins élevées.

Les sol sableux (bruns-rouges subarides ou ferrugineux tropicaux) sont idéaux
pour le développement d' A. sénégal, mais les dunes fossiles, les sols argileux ou
limoneux légers conviennent aussi très bien.

Une variation de l'épanouissement des peuplements en fonction du relief est
également remarquable. Le paysage se caractérise par un milieu dunaire, de faible
dénivèlé, délimitant de petites dépréssions et des zones de replats. C'est en milieu
dunaire que le taux de mortalité d'A. sénégal est le plus important (POUPON 1978): les
réseNes hydriques y sont faibles car l'eau est perdue par ruissellement et drainage
oblique, l'arbre est donc directement tributaire de la fréquence des pluies. En milieu
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Photo 1: Ar.ac a (L ) Wl!ld var sénéqal (Ferla Séneoal
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gommiers dans le ferlo sénégalaisl J. Vassal 1992).



dépréssif, le sol très argileux et hydromorphe possède un forte capacité de rétention
d'eau et la réserve hydrique utile est inégalement disponible selon qu'on se trouve en
période humide ou sèche. L'arbre, déjà malmené par ces variations hydrométriques du sol
subit par surcroit l'action néfaste des rats présents en majorité dans ces zones de
dépression (pOUPON 1978).

Ainsi les replats semblent être les plus favorables: la teneur en argile du sol y est
moins forte et les réserves hydriques, d'importance relative restent longtemps
disponibles, ce qui contribue également à maintenir une strate herbacée encore dense au
moins d'octobre et non complètement déssechée, donc à une meilleure résistance aux
feux de brousse (POUPON 1978). La figure 1 résume cette situation de variarion du taux
de survie en fonction du relief à partir de données experimentales obtenues à M'Biddi
(Ferlo-Sénegal). 7 placeaux y ont étés retenus dans des peuplements d'âges différents et
dans 3 sites dunaires distincts (JVassal 1992).

2 - ORIGINALITES ET INTERETS D'ACACIA SENEGAL

a) Interêt écologique.

Parmi les essences ligneuses du paysage sahélien, les Acacias, très largement
répandus, sont appelés à jouer un rôle de premier plan dans la protection et la fertilisation
du sol.
Gràce à un système racinaire très profond et très ramifié capable de drainer l'eau de pluie
sur une surface atteignant 500 m2, A. sénégal contribue à la fixation des dunes et protège
le sol de l'érosion par le vent et par l'eau.
Comme la plupart des légumineuses, il permet la réduction directe de l'azote
atmosphérique en engrais azoté grâce aux bactéries qu'il héberge dans des nodositées
racinaires, les rhizobiums, qui fixent cet azote. Toutefois, dans le cas d' A. sénégal qui
n'est pas "le" spécialiste de la nodulation racinaire, le stationnement du bétail sous son
ombre semble être le facteur principal de l'enrichissement du sol en minéraux par la
décomposition de la litière en humus.

b) Interêt économique

Certains Combrétacées et quelques Sterculiacées exudent des gommes mais c'est
surtout dans la famille des Mimosacées, genre Acacia, qu'on rencontre des espèces dont
la secrétion est suceptible de commercialisation. Ainsi, A. sénégal fournit près de 90% de
la gomme arabique mise sur le marché.

La formation de cette substance visqueuse, totalement soluble dans l'eau résulte
d'une dégénérescence cellulaire due à une altération du cambium, du liber, des rayons
ligneux médulaires et parfois de la moelle. Pour DELACROIX, la première modification
apparait dans la partie vivante du liber: les membranes cellulaires s'epaississent, les
cavitées centrales diminuent et bientôt, il se crée une poche dont les tissus diffluents
prennent une consistance gommeuse. Les lacunes s'étendent de plus en plus, la gomme
s'échappe lorsqu'elles atteignent la tige.
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Confiserie pastilles, chewing-gum,caramels,dragées,fruits glacés

Boissons aromatiques (sodas, sirops,boissons en poudre)

Alimentation Bière (fait tenir la mousse)

générale Vin (élimine les dépôts au fond des bouteilles)
Sauces, condiments
Emulsifiants
Pâtisserie et crèmes glacées

Plastifie les comprimés dragéifiés et les gellules
Pharmacie Confection de médicaments diabétiques et hypocaloriques

Pâtes pectorales [pasilles VALDA etc...)

Colles de bureau
Colle fine des timbres et enveloppes

Divers
Protection des plaques offset
Encres et peintures à l'eau
Cosmétiques
Engrais
explosifs
Papier photographique

Tableau 1: Secteurs industriels d'utilisation de la gomme arabique.



L'exudation naturelle serait en fait une réaction de stress répondant un à un
traumatisme provoqué par le vent, la sécheresse, les animaux ou les plantes parasites.
On remarque qu'Acacia ne coule pas lorsqu'il conserve une certaine fraîcheur: le rôle de
la gomme serait de préserver l'arbre d'une évaporation néfaste à sa survie donc, tant que
le sujet peut se procurer du liquide grâce à son système radiculaire, il n'a pas besoin de
protection (PERROT).

L'affaiblissement jouant un rôle certain dans l'élaboration et la sécrétion de la
gomme, on accroit la production en saignant les gommiers, celle-ci pouvant être
multipliée par 5 ou 6. La saignée ou "tapping" a lieu après la saison des pluies lorsque les
feuilles, jaunies, commencent à tomber. Cette opération consiste à arracher un morceau
d'écorce sur le fût et les branches principales à l'aide d'une hâche par fente transversale.
Le bois mis à nu et éventuellement bléssé, il se forme sur les bords de la plaie un
bourrelet cicatriciel d'ou la gomme exude au bout de 2 semaines environ. Les boules ainsi
obtenues peuvent atteindrent en grossissant la taille d'un oeuf voire même celle du poing.
La première récolte a lieu 4 à 6 semaines plus tard, 3 à 6 autres pouvant suivre à 15 jours
d'intervalle. Un arbre saigné pour la première fois vers l'âge de 6 ans ( en moyenne, mais
cet âge dépend de la maturité de l'arbre, fonction de la nature du sol et de sa gérance)
peut être ainsi exploité pendant 15 ans.

Incolore, inodore, totalement soluble et dépouvue de toute valeur nutrionnelle, les
habitants de l'âge de pierre dû Sahara se servaient déjà de la gomme pour la nourriture,
les anciens Egyptiens pour coller les bandelettes des momies...

De nos jours, la population locale l'emploie encore à la réalisation de certains
plats, à l'empesage des vêtements et même comme remède à certains maux
(constipation, dysentrie, anemie, toux, migraines, furoncles, fractures... ). La quasi totalité
des récoltes est cependant destinée à l'exportation, estimée actuellement à 45000 tonnes
par an (AFRIQUE AGRICULTURE n° 132). En tête des pays acheteurs, la CEE (37%), les
U.S.A (22%), les pays scandinaves (7%) et le Japon (6%) (LE FLAMBOYANT n° 19. oct
1991). L'utlisation industrielle de la gomme arabique est multiple, le tableau... expose les
différentes possibilitées qu'elle recouvre. Citons le secteur de la confiserie qui représente
40% du marché mondial, des boissons aromatiques (36%) et des produits
pharmaceutiques (8%) (LE FLAMBOYANT n° 19.oct 1991)

3 - LES PHENOTYPES GRIS-CLAIR ET GRIS -FONCE

Ce sont les habitants locaux qui ont remarqué cette variabilitée chez Acacia
sénégal: pour eux, la distinction est nette entre les "lim arbi" (vers la droite) et les "lim
arsi" (vers la gauche), appellation provenant du sens d'enroullement du lambeau d'écorce
lors de la saignée.

Les gris- foncés (ou arsi) présentent souvent des graines plus grisâtres, une écorce 'plus
noire et plus crevacée que les gris-clairs (ou arbi), des épines plus grandes et un houpier
moins dense dont les rameaux se brisent facilement (alors qu'ils ont tendance à se tordre
chez les gris-clairs).
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Photo 3 . Exudation de la gomme arabique.'

Photo 5 : Le bois est mis à nu sur toute la longueur
de la branche.
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D'après une étude entreprise en 1991 par le laboratoire de génétique et d'amélioration
des plantes d'ORSTOM à Dakar en ce qui concerne la vitesse de croissance pour les
deux types d'arbre, il semblerait qu'un effet maternel intervienne au niveau de la vigueur
juvénile des jeûnes plants. Les gris foncés paraissent plus vigoureux pendant les trois
premiers mois de croissance, cette différence s'estompant au fur et à mesure, allant
jusqu'à inverser les familles dans un sens plus favorables aux gris-clairs (3ème rapport
annuel d'avancement des travaux 1Contrat CEE-ORSTOM nOTS2*0169 - F).

L'étude de la variabilitée des caractères dendrométriques et de la production gommière
semblent également confirmer cette réflexion:

- Les gris-foncés se développent plus facilement dans les dépressions où ils se
. situent en majorité alors que les gris-clairs y ont une croissance limitée (lorsqu'ils ne

meurent pas) et préfèrent les sommets. Cela laisse supposer que les gris-clairs sont
mieux adaptés à la sécheresse.

- Les producteurs exceptionnels de gomme sont généralement des gris-foncés,
bien que leur temps d'exudation soit plus long. Ils peuvent fournir jusqu'à 6 kg de gomme
par an alors qu'un gris-clair atteint rarement les.4 kg.

Il faut cependant noter que ces critères de reconnaisance entre les deux types d'A
sénegal ne sont pas toujours très nets et il est parfois difficile de les distinguer au premier
abord. Les gris-clairs et les gris-foncés ayant la même aire de dispersion naturelle, on
serait tenté d'associer ces différences à un facteur milieu qui influerait directement sur le
phénotypes ou éventuellement à des linkages entre les deux espèces.
Cependant l'analyse des zymogrammes obtenus à partir de cotylédons montre des
différences significatives pour les endopeptidases et les L.A.P (leucine aminopeptidase).
DIOP A, dans son mémoire de DEA (1987) estime qu'il s'agit de deux phénotypes à rang
sous-spécifique. Il semble effectivement évident qu'ils ne se croisent pas puisqu'on
n'observe pas de brassage génétique entre les différents critères morphotypiques.
Existerait-il donc une barrière génétique entre les deux espèces? Cette hypothèse reste à
confirmer.

4 - SELECTION ET AMELIORATION GENETIQUE D'A. SENEGAL

La connaissance de la variabilité génétique d'A. sénégal est donc essentielle à tout
programme d'amélioration de l'espèce,' car elle permet la sélection d'individus les plus
vigoureux et les plus performants du point de vue production gommière et résistance à la
sécheresse, et de procéder ensuite à d'éventuelles recombinaisons génétiques.

La stratégie d'amélioration est présentée figure 2:
Les boutures et les graines collectées dans l'aire naturelle de dispersion de

l'espèce sont, dans un premier temps, soumises à une évaluation par électrophorèse des
isozymes.

Le programme de culture in vitro aura pour mission de préparer les clônes de
phénotypes interessants par embryogénèse somatique. Ces c1ônes sont ensuite plantés
sur le terrain de Bel-Air pour être testés; on procède alors à une autre sélection afin de
constituer un verger à graines à partir des meilleurs géniteurs.
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ETUDE DE LA DIVERSITE GENETIQ!Jg
PAR L'ELECTROPHORESE ENZVMATIQ!!g

1 - PRINCIPE GENERAL

Les protéines, composés ordonnés d'acides aminés, sont le produit direct des gènes par
la voie de la transcription et de la traduction. De ce fait, une mutation du génôme peut
entrainner une variation dans la séquence d'acides aminés qui compose les protéines.
Ainsi, certaines enzymes, dont celles étudiées ici, ont la même activité catalytique mais
des formes moléculaires distinctes résultant de l'expression de gènes différents ou
d'allèles multiples, on les appelle isozymes. L'analyse de leur migration en électrophorèse
est donc un outil de choix pour l'étude de la variabilité génétique d'un individu, d'autant
plus que l'expression de chaque allèle est visualisable sur le zymogramme sans effets de
dominance.

Les protéines pouvant se charger électriquement lorsqu'elles sont en solution, il est
possible de les séparer dans tin champ électrique. Cette charge provient de l'ionisation
d'une ou plusieures fonctions chimiques de la molécule en fonction de la température, de
la force ionique et du pH de la solution.

Cation Zwitterion 44---Il>!l' Anion

Le pH de la solution acqueuse pour lequel la charge globale d'une protéine est nulle est
appelé point isoélectrique , caractéristique de cette protéine.
A pH 6, toutes les protéines étudiées sont chargées négativement et migrent dans le

champ électrique imposé, vers l'anode.

Les enzymes, de charge Q (en coulomb) sont ainsi soumises à une force électrique

F=QE

ou E est le gradient de potentiel en un point du champ électrique régnant entre deux
électrodes distantes l'une de l'autre d'une longueur L. E s'exprime en V/cm ( voir le scéma
ci- dessoous)
F leur oppose une résistance due à la viscosité du milieu telle que

F= 67tnRV= F

(R est le rayon moléculaire de la protéine,V sa vitesse de migration, n le coefficient de
viscosité).
On en déduit la vitesse de migration
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v= QE 16rrnR :

l'électrophorèse sur gel d'amidon à pH 6 permet la séparation
des protéines qui migrent à une vitesse propre, fonction de leur
poids et de leur charge électrique.

En réalité, la force électrique n'est pas seule responsable de ce mouvement migratoire:
les enzymes subissent également l'action de trois autres forces F1, F2 1 et F3 (voir
s~éma ci-dessous).

- +
F1 est la force de confluence: les molécules présentes dans le tampon de cuve (solution
tris - citrate pH 6 1 le système est dit continu) s' ionisent lorsque le courant circule et se
déplacent vers la cathode. En traversant le gel, elles poussent les protéines et les
entrainnent.

F2 est la force de gravitation: la trajectoire des protéines est déviée sous son influence et
prend une allure parabolique en fin de course.

F3 est due aux frottements contre les parois de la plaque dans laquelle a été coulé le gel.

Afin d'obtenir un zymmograme dont les bandes de chaque niveau de migration soient
droites et disposées régulièrement, donc d'éviter les distorsions du champ électrique, il
est important que le gel soit parfaitement homogène en chaque point.
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2 - MATERIEL UTILISE

Environ 130 arbres, descendances d'individus provenant de diverses reglons du
Sénégal distantes les unes des autres d'une cinquantaine de kilomètres (voir figure 3),
ont été plantés sur une parcelle d'essai mise en place à Bel - Air. 13 descendances sont
ainsi représentées, disposées en 6 blocs aléatoires de 4 arbres. La figure 4 présente le
plan de cette parcelle.
Les différents individus ont été désignés par la première lettre du nom de leur site de
provenance, suivi du numero de descendance. L'electrophorèse enzymatique a permis de
déterminer le phénotype maternel de chacun, ainsi que le phénotype de certains d'entre
eux (voir annexe ).
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La descendance de ces arbres fera l'objet dans le cadre de ce stage, d'une étude de
variabilité par électrophorèse enzymatique à partir de graines. récoltées sur la parcelle en
1992.

3 - PROTOCOLE EXPERIMENTAL

a) Germination

La germination de la graine est caractérisée par une très forte augmentation de
l'activitée enzymatique nécessaire à la dégradation des substances de réserve pour la
synthèse de matière végétale. C'est à la sortie des cotylédons, et juste avant l'apparition
de la première feuille, que les enzymes sont le plus actives. A l'etat naturel, la
germination des graines n'est possible qu'après leur ingestion par les ruminants: le
tégument qui protège les cotylédons doit être partiellement détruit, digéré. En laboratoire,
on a recourt à deux techniques possibles:

Qn laisse tremper les graines dans l'acide sulfurique concentré pendant 15
minutes

On "scarifie" les graines (on ouvre l'enveloppe externe) à l'aide d'un scalpel, en
prenant soin de ne pas entamer l'embryon.
Une fois traitées, une trentaine de graines placées dans une boite de pétri sont mises en
chambre de culture, à température ambiante (25°C). Un papier buvard imbibé d'eau
tapisse le fond de la boite, maintenant ainsi une certaine humidité.
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Figure 4: Plan de la parcelle de 8el - Air, plantation de descendances d'A. sénégal.
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b) Extraction des échantillons

L'opération consiste en un broyage mécanique en présence, par échantillon, de 25 mg
de polyvinylpirrolidone (P.V.P) insoluble et de 400 pl de solution tampon pH 7,4 contenant
du triton à 10%..Ce tampon est de faible molarité afin d'éviter qu'une force ionique trop
importe ne brise la structure polymérique de certaines enzymes

Le triton est un détergeant qui solubilise, sans les dénaturer, toutes les protéines
y compris les lipoprotéines membranaires qu'il isole du groupement prosthétique, et pour
lesquelles le broyage cellulaire ne suffit pas.

Le tampon d'extraction permet de maintenir le pH et de stabiliser les enzymes. Il
se compose de TRIS (tris(Hydroxyméthyl) amino-méthane) et de cystéine qui, en formant
des ponts S-H avec les protéines, évite leur oxydation. Le P.V.P limite l'activité des
polyphénols libérés au cours du broyage, notamment leur aptitude à se lier aux, protéines:
en se complexant avec les phénols, il forme un composé insoluble.
La composition qualitative et quantitative de cette solution est tout à fait propre à cette
manipulation et à été mise au point en fonction de nombreux paramètres tels que le pH et
la pureté de l'eau, le poids moléculaire et la concentration des produits utilisés, etc...

Pour chaque série de graines, on procède à l'extraction de 20 cotylédons . Les broyats
obtenus sont versés dans des 'tnicrotubes d'Eppendorf de1,5 ml et centrifugés pendant 45
minutes, à une vitesse de 15 000 tours/minute (soit une accélération de 40 000 G) et à
une température de 4°C. A l'aide d'une micropipetle, on récupère le surnageant dans
lequel se trouvent les enzymes pour le diviser en deux aliquotes que l'on congèle à-80°.

Au cours de ces manipulations ainsi que de toutes les suivantes, il est fondamental de
prendre toutes les précautions nécessaires au maintien des extraits à basse température,
le plus près de O°C, afin d'éviter l'activité protéolytique de certaines enzymes.

c) Préparation du gel d'amidon

Le gel d'amidon comme support de migration des protéines est peu utilisé
comparativement au gel de polyacrylamide. Dans notre cas, son choix a été motivé par
les divers avantages qu'il présente:

- son utilisation est plus facile (préparation , insertion des échantillons) et
relativement peu coûteuse.

- son maillage, plus large, permet une migration plus rapide avec une amplitude
plus grande ( donc une meilleure détection de variabilité) ainsi que la traversée de
grosses proféines à poids moléculaire important.

- Il peut être débité en plusieurs tranches, chacune d'elles permettant la révélation
d'une enzyme particulière. Un seul gel est donc exploitable pour plusieurs enzymes d'un
même échantillon. La variabilité génétique devant concerner une large gamme d'enzymes
afin d'être significative, on comprend l'efficacité de cette technique et le gain de temps
qu'elle procure.
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Figure 5: Protocole de préparation du gel de migration.
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Dans une éprouvette graduée de 200 ml, on dilue au dixième 20 ml de la solution tampon
mère Tris - histidine pH6 (annexe). Environ 113 est ajouté à 24g d'amidon préalablement
pesés dans un erlen de 1000 ml, l'ensemble est soumis à une agitation magnétique
pendant que les deux autres tiers sont chauffés 1 mn 30 au four à micro-ondes
(puissance utile 350KW). La solution chaude est ensuite versée dans le mélange: dès
que ce dernier devient opaque et visqueux, il est remis au four pendant 1mn 30, puis
dégazé à l'aide d'une pompe à vide. L'amidon s'homogénéisant mieux dans une solution
chaude, cette méthode a été mise au point dans un souci de gain de temps et d'obtention
d'un gel sans grumeaux.
Le gel est immédiatement coulé dans un moule de dimmension 18/18/0,5 posé sur une
plaque plane ( on prend soin de s'en assurer à l'aide d'un niveau à bulle) et maintenue à
4°C par un système réfrigérant. Au bout de 20 minutes environ, le gel refroidi s'est
solidifié, on le recouvre alors d'un film de cellophane afin d'éviter une trop grande
évaporation.

d) Migration des protéines enzymatiques

20 échantillons peuvent être analysés sur le même gel. Ce nombre est idéal pour bien
situer et visualiser les niveaux de migration sans que les différents extraits ne se
mélangent. Dans le cas où la germination des graines n'aurait pas fourni 20 cotylédons
pour un même arbre, d'autres échantillons d'une autre série ont été ajoutés en
complément sur le même gel.

Les aliquotes sont mises à décongeler en douceur au frigidaire. Leurs doubles sont
conservés au congélateur pour le cas où la migration devrait être recommencée.
Le gel est incisé horizontalement à 4 cm du bord, du côté de la cathode. On introduit du
bleu de bromophénol dans la fente pour marquer le front de migration (le bromophénol
migre plus vite que les protéines).
25~1 d'extrait sont déposés sur un rectangle de papier whatman n03 (0,7 cm 10,5 cm)
posés sur des plaques refroidies. Après les avoir épongés afin d'éviter toute diffusion
latérale qui contaminerait les échantillons voisins, les papiers sont insérés régulièrement
dans la fente.
On remplit au tiers les cuves à électrodes de solution tampon (voir la composition en
annexe). Deux éponges souples imbibées de cette solution assurent le pont électrique
entre le gel et les cuves. Afin de maintenir le système à basse température lorsqu'il sera
mis sous tension, on le recouvre d'une feuille de cellophane, d'une plaque de verre, d'un
plastique et enfin d'un pin de glace.
Le courant est réglé, dans un premier temps, à faible voltage (environ 90 V, soit 30 A par
plaque de deux gels): les protéines quittent les papiers whatman et migrent
progressivement. Lorsque les molécules du tampon, ionisées par le passage du courant,
traversent le gel, les résistances internes de ce dernier ainsi que celles de la solution de
cuve sont modifiées: il en est donc de même pour le courant qui diminue (loi de joule: U=
RI, et des resistances placées en parallèle dans un circuit: Req= L l/R). Par conséquent,
au bout d' 1h30, on enlève les papiers whatman afin d'homogénéiser le champ électrique
que l'on règle à environ 11V/cm, soit 200V. Toutes les protéines sont alors dans le gel.
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Photo 6: Les échantillons sont insérés dans la fente marquée
au bleu de bromophénol

a éponges souples.
b: cuves reliées aux électrodes ,contenant le tampon de migration.
c: système de refroidissement'
d: générateur de tension

Photo 8

< +
MiBrel h On de..& f_,..._o_h_~_,neS ~>

e: pain de glace
f feuille de plastique
g: plaque de verre protectrice
h feuille de cellophane

Photos 6,7,8: Migration des protéines sur gel d'amidon.

17



e) Révélation des enzymes

Certaines protéines catalysent des réactions enzymatiques en présence de leur substrat
ou de divers corps chimiques nécessaires à leur activité. Il suffit que l'un des composés
de la réaction soit colorable pour visualiser la bande de migration de la protéine. Les
solutions de révélation sont donc spécifiques de chaque enzyme, leur composition est
rapportée en annexe. L'instabilité de certains de leursconstituants impose qu'elles soient
préparées peu avant leur utilisation.

Lorsque le front de migration est arrivé à 12 cm environ au dessus de l'incision, le
système peut être débranché. Les protéines enzymatiques ont alors migré durant 5 à 6
heures. .
Le coin droit du gel est coupé, constituant ainsi un repère de l'ordre d'insertion des
échantillons. Le gel est ensuite délicatement transféré sur la plaque à découper, puis
débité en tranches de 1 mm d'épaisseur à l'aide d'un fil métallique tendu.
La première tranche n'est pas conservée: comme nous l'avons vu plus haut, la courbure
du mouvement migratoire vers le bas ne permettrait pas pour cette tranche du fond,
l'obtention de bandes nettes, mais étalées en trainées inexploitables. La deuxième
tranche est déposée dans une cuve de dimension internes 17/13/1,5 cm et sera employée
à la révélation des endopeptidases. De même, l'analyse des leucineaminopeptidases se
fera sur la troisième tranche. Après avoir immergé les gels dans la solution de révélation
adéquat, les cuves sont mises à l'étuve à une température de 3rC. 20 minutes suffisent
à la révélation des L. A. P tandis que les endopeptidases sont d'apparition plus tardive
(1 h 30 environ).

f) Séchage des gels

On bloque la réaction enzymatique en immergeant les gels dans de l'acide acétique à 7%
pendant au moins 12 heures. L'acide est alors remplacé par du glycérol à 15% qui a
comme propriété de rendre les gels plus souples et plus transparents. Ces derniers sont
conservés au réfrigérateur.

Le séchage se fait entre deux feuilles de cellophane humidifiées et bien tendues sur une
plaque de verre, à l'obscurité, à températu~e ambiante.
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RESULTATS ET INTERPRETATION

1 - PRINCIPE DE L'INTERPRETATION GENETIQUE D'UN ZVMOGRAMME

L' observation des bandes relevées sur le gel permet de déterminer plusieurs facteurs
primaires intervenant dans la structure desisozymes.
Parmi ceux - ci:

- le nombre de gènes codant
- les différents états alléliques de ces gènes.
- la stucture quaternaire de la protéine produite.

Les isozymes sont généralement un héritage codominant provenant d'un croisement entre
individus, c'est à dire que chaque allèle s'exprime dans les hétérozygotes. La progéniture
F1 qui résulte rend compte de cette codominance en donnant un profil enzymatique
différent du profil parental: par addition, F1 peut posséder des bandes hybrides qui ne
sont observées chez aucun parent, leur présence et leur nombre dépendent du nombre
de sous-unités polypeptidiques contenues dans l'enzyme. Illustrons ces explications par
le cas simple où l'enzyme serait codée par un seul gène à deux états allélique:

Parents

Monomer: X

Dimer: X

Tetramer: X

-----------------------------------------------------------
Genotypes: aa bb ab aa ab bb

Isozymes in plant bioJogy - page 35

Le croisement de deux individus homozygotes de génotypes aa pour la mère par
exemple, et bb pour le père donne 100% d'hétérozygotes en F1. Pour la descendance F2
(F1 X F1), on observe bien la présence des trois génotypes aa, bb et ab.
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Dans le cas d'une enzyme dimérique, on visualise trois bandes pour F1: les deux
homodimères parentaux et un produit d'addition de mobilité intermédiaire, ou hétérodimère
composé d'un polypeptide spécifié par chacun des allèles parentaux.

Pour une enzyme tétramérique, 5 bandes peuvent être observées chez les hétérozygotes:
2 homotétramères (aaaa, bbbb) et trois hétérotétramères (aaab, aabb, abbb).

2 - RESULTATS OBTENUS ET PREMIERES OBSERVATIONS

La mise en chambre de culture s'est avérée très décevante pour de nombreux lots de
graines. Certains d'entre eux, attaqués par les insectes, n'ont présenté aucune réaction et
ont moisi. De plus, très peu de gris-foncés n'ont fourni de semence.
Face à ces problèmes, une mission a été réalisée dans le nord du Sénégal durant 5 jours,
dans le but d'obtenir si possible des couples gris-c1airs/gris-foncés au même stade de
maturité florale susceptibles de compléter l'échantillonnage de Bel-Air. La carte 1 établit les
différents points de prélèvement de boutures et de semence. Cette entreprise n'a pas été
très productive, car peu de graines (lorsque les arbres avaient fructifié) n'étaient arrivées à
maturité. Seul TH3 présentait le morphotype gris-foncé.
Aussi, afin d'enrichir ce rapport d'exemples représentatifs, d'autres graines, provenant de
mission antérieures, ont été utilisées.

Les gels obtenus sont présentés en annexe, les profils enzymatiques issus de leur lecture
dans le document 1 qui suit.

Les endopeptidases se sont révélées de structure monomérique, codées par un
gène à trois états alléliques possibles. 1\ en résulte sur le zymogramme, la présence de
trois types de bandes:

- une bande rapide d'un allèle que l'on nommera "R"
- une bande lente "L"
- une bande "super-lente" rencontrée occasionnellement de l'allèle

appelé "SL".

La lecture des L.A.P a été plus difficile: bien qu'une ségrégation ait pu être
observable, la présence de nombreux artefacts ont gêné le bon discernement des bandes.
Cependant certains gels ont montré, comme pour les endopeptidases, la présence de deux
bandes (rapide et lente) caractéristique d'une enzyme monomérique. Seules les
endopeptidases ne feront donc l'objet d'une interprétation génétique.

Pour ce système enzymatique, le phénotype gris-foncé présente des résultats d'une
remarquable homogénéité: tous les échantillons de chaque série sont hétérozygotes, à
deux bandes. Ceci est tout à fait troublant: aucune loi de Mendel ne peut expliquer ce
phénomène. Les gris-clairs au contraire sont apparus avec toutes les combinaisons
possibles de diversité (formes homozygotes et hétérozygotes).
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3 -INTERPRETATION ET DEMONSTRATION DE L'ALLOGAMIE PREFERENTIELLE

a) Principe

La confirmation de ce mode de reproduction est un préalable fondamental à tout
sélectionneur. En effet, savoir qu'il existe des croisements entre deux arbres de la même
espèce est la base de tout programme de sélection du génotype le plus performant et de
son amélioration.
De plus, dans le cas d'A. sénégal, l'hypothèse que les gris-foncés et les gris-clairs ne se
croisent pas n'est envisageable que dans cette optique de l'allogamie.

D'après la loi d'Harding Weinberg, la totalité des effectifs d'une descendance de deux
individus serait le résultat de la somme:

p2 + 2pq +q2

Avec p représentant l'allèle R, q l'allèle L, soit donc:

RR + RL +LL

Démontrer l'allogamie préférentielle d'A. sénégal revient donc à prouver qu'il répond à
cette loi.
En ce sens, les dates de floraison de chaque arbre de la parcelle ont été contrôlées deux
arbres voisins ayant fleuri en même temps étant susceptibles de s'être croisés.

b) Détermination du génotype maternel

L' observation des profils enzymatiques (voir document 1) a permis d'émettre une première
hypothèse en ce qui concerne le génotype de l'arbre mère, pollinisé indifféremment par des
gamètes R ou L. Ainsi, une même bande (L par exemple) systématiquement présente pour
chaque échantillon (donc pas d'homozygotes RR), laisse supposer que l'arbre est

.homozygote (LL); et la visualisation des trois types d'hybrides qu'il est hétérozygote.
Il est facile de vérifier ces premières estimations par un test du X2 . On se propose donc de
comparer les effectifs obtenus à des effectifs théoriques calculés et de vérifier si les
fluctuations d'échantillonnage sont compatibles avec la loi d'Hardy Weinberg.

a) 1er test du X2, appliqué à chaque série.

On a: total des effectifs = p2+ 2pq+ q2= (p + q)2.

La fréquence allélique de R (f. a. R), représentant la proportion de gamètes présentent
dans le nuage pollinique environnant l'arbre est donc: pl (p + q).
pl (p + q) = p(p + q)1 (p + q)2 = p2+ pq 1 (p + q)2.
De même, la fréquence allélique de L (f. a. L) est donnée par le quotient q2+ pq 1 (p + q)2,
sachant que f. a. R + f. a. L = 1.
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On en déduit les valeurs théoriques des effectifs de chaque classe:
p2 =RR =f. a. Rx total des effectifs.
q2 =LL =f. a. L x total des effectifs.

2pq =(p + q)2 _(p2 + q:\
Et X2 =L (Effectifs observéB - Effectifs théoriqueB)2/ Effectifs théoriques
Au risque 5%, X2 devrait être inférieur ~I 5.99 (d. d. 1. =2).

Le tableau 2 expose les résultats obtenus.
Les bandes SL ont, pour des raisons de commodités, été assimilées à des bandes L. Nous
reviendrons plus loin sur l'intérêt qu'elles présentent dans cette étude.
Dans la plupart des cas, les effectifs sont en nombre très réduit (inférieur à 5 et parfois
nul). Ce test, en théorie mal approprié fournit cependant des données indicatives
intéressantes. En particulier, il permet de confirmer l' hétérozygotie présumée de certains
ar~res: M4 21, M4 12, M4 163,L5 9, L5 13, N5 11, Col 6, Col 11, Col 4, Col 5, pour deux
raIsons:

- Le X2 est toujours nettement inférieur à sa valeur seuil (5.99).
- Les fréquences alléliques tournent autour de d.5: le nuage pollinique contiendrait autant

de gamètes R que de gamètes L, ce qui sElmble tout à fait logique.

On affine le raisonnement I~n calculant le X2 sur une population constituée de l'ensemble
des hétérozygotes de la parcelle (ces arbres répondent aux mêmes conditions
expérimentales, on peut donc sommer les effectifs de chaque classe). Les résultats (voir
tableau 3), significatif cette fois car optenLJs à partir d'un échantillonage plus important ne

laissent plus aucun doute sur le génotype de ces arbres ( X2 =0.46, f. a. R =0.566,
f. a. L =0.44 ).

P) Vérification des éventuelles homozY~loties (2e test).

Cette première série de calc;uls ne permet pas dE~ conclure en ce qui concerne les individus
supposés homozygotes lors, de la lecture de leur zymogramme.

Le calcul du X2 sur l'effectif nul de la classe manquante donne un X2 total dont on ne peut
tenir compte.
De plus, on peut se demander si les 20 échantillons analysés suffisent à représenter les 3
génotypes possibles.
Un arbre peut éventuellement être environné d'un nuage pollinique chargé en un type
d'allèle: il suffit pour cela qu'un proche voisin soit homozygote. Les effectifs de chaque
classe seraient disproportionnés, dus à des fréquences alléliques inégales. Dans le cas de
M4 47 par exemple, le premier test indique que pour une fréquence allélique de R égale à
0.255, 1 individu sur 20 aurait la probabilité d'être homozygote RR.

Une a~tre méthode de vérification s'impose donc pour M4 53, M4 41, M4 47, L5 8, N4 5,
x1 et TI. i

On suppose qu'ils sont hétérozygotes: I,ls possèdent 0.5 allèle R et 0.5 allèle L qui devront
s'exprimer sur les zymograrnmes. Par conséquent, sur 20 individus, 10 auront le génotype
LX et 10 le génotype RX (X =R ou L).
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Exemple: L5 13
RR RL LL

- Effectifs obtenus 4 10 6 Total = 20

- Soit (4+5) RX et (6+5) LX
à comparer avec 10 RX et 10 LX

Les différences, minimes,correspondraient à un nuage pollinique chargé en allèle L ( 0.55

pour 0.45). X2 = 0.2: l'individu est bien hétérozygote (d.d.1 = 1, X2 seuil =3.84).

Les X2 calcxulés sur les séries L5 8, M5 53, M4 47 et Ti (voir tableau 4) sont nettement

supérieurs au X2 seuil: les effectifs de chaque génotype n'ont donc pas une répartition du
type p2 + 2pq + q2, ces arbres sont bien homozygotes.

Si l'on calcule la moyenne pour chacune des deux fréquences alléliques de la parcelle, on
a: f. a. R = 0.49 et f. a. L = 0.51. Les effectifs théoriques de chaque classer seraient, sur
20 individus, de 4.8 pour les homozygotes (RR et LL) et 10.4 pour les hétérozygotes RL.
De ce test, on en tire les mêmes conclusions pour M4 53, M447, L5 8 ainsi que pour M4
41 et N4 5. les résultats sont exposés dans le tableau 5.
Ainsi, seul le génotype présumé de X1 n'a pu être confirmé. Une deuxième manipulation
permettant d'obtenir un échantillonnage plus important aurait pu être déterminante.

Tous les génotypes ainsi déterminés selon l'hypothèse de l'allogamie préférentielle
coïncident avec les génotype de chacun des arbres plantés sur la parcelle, connus, il l'est
rappelé, à l'origine de cette étude.

c) Observations complémentaires.

a) Comparaison des fréquences alléliques des arbres voisins.

A l'observation du plan de la parcelle, 2 couples de voisins ont fleuri à la même époque
(voir figure 5). On se propose de comparer, par couple, les résultats obtenus de l'analyse
de chaque lot de graines, ces dernières ayant été récoltées en même temps.

M4 47 et M4 53 ont fleuri en octobre 1992. Leurs fréquences alléliques respectives pour R
sont: 0.225 et 0.85, et pour L: 0.775 et 0.15. Ces deux arbres ont donc eu une grande
probabilité de s'être croisés. En effet, M4 47 est homozygote RR, il n'a donc pu que
produire du pollen ne possédant que l'allèle R. Ceci expliquerait la surchage du nuage
pollinique en gamè tes R, au voisinage de M4 53. Inversement, M4 53, homozygote LL,
aurait fécondé M4 47, d'où sa fréquence allélique pour L si élevée.

En ce qui concerne M 4 41, homozygote LL et N5 11, hététérozygote (f. a. R = 0.575;
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28



RF, RL LL Total

L5 8
E.IJ.

- --CT~-
Xl = 10.44

F:R RL LL Total

t',14 53
E.O.

-- -E~T~-

Xl = 24.3

RR RL LL Total

tM 47

M4 41

H4 5

E.O.
- -l~T-:--

E.O.
- - -E~T~-

Ci 9 11 20
- - -4~8- - - - - -lLI.4 - - - - - -4~3- - - - - - - - - -.

Xl = 13

RR RL LL Tot.:ii

Xl = 6.75

RR F:L LL Tot.:ii

Xl = 6.35

~euil =
d.d.!. =

5.99
~!

L

La. R.
f.a. R.

0.49
0.51

E. O. Effectifs observés
E. T Effectib théorique"

Tableau 5 Vérification des génotypes des individus
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f. a. L = 0.425), en floraison simultanée en août 1992, la comparaison est plus difficile.On
remarque cependant que le déséquilibre en gamètes de chaque type est moins important
pour M4 41 (0.625/0.375 = 1.66) que pour M4 53 (0.85/0.15 = 5.66). Cela serait
apparament du à l'emission par N5 11 de gamètes L et R en proportions sensiblements
égales.

\3) Cas des bandes "super lentes".

Connaissant le génotype de chaque arbre de la parcelle, il a été facile de repérer les
individus possédant la bande SL, encore en vie en 1992 (année où ont été recoltées les
graines analysées dans cette étude).
La lecture des zymogrammes a revélé la présence de cette bande pour les descendances
de quatre arbres: M4 12, L5 8, N511 et M4 47. 1\ est à préciser que ces arbres mères ne la
possèdent pas. Ces derniers ont été repérés sur le plan présenté dans la figure 5.
Ainsi le rapprochement a été fait avec les individus pour lesquels le génotype inclus l'allèle
SL, et il s'est avéré que chacun des arbres cités plus haut en avait un dans son proche
voisinage. De plus, chaque couple de voisins a fleuri en même temps.
Cet ensemble d'observations coïncide pafaitement avec la thèse de la reproduction croisée
chez cette espèce.

d) Cas des gris-foncés.

Acacia sénégal suit donc, il vient de l'être démontré, le schéma de l'allogamie
préférentielle. Ceci inclus par conséquent qu'il y aient des brassages génétiques entre
individus de cette espèce. Que penser, dans ce cas, des gris-foncés qui ne présentent
aucune variabilité? De toute évidence ils ne se croisent pas avec les gris-clairs. Il est
nécessaire de rester prudents quant à de telles conclusions: d'autres travaux, effectués sur
un echantillonnage plus important et sur plusieures descendances doivent être entrepris
afin de suivre le phénomène dans son évolution temporelle et sur un plan plus général.
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Figure 5: Parcelle de Bel-Air:
Les Individus possédant l'allèle "super-lent" sont repérés par la marque "SL".
Sont entourés les ar~r;s ~our, lesquels les ~escendances ont présenté, lors de leur analyse, la bande SL.
Les couples ayant fait 1objet d une comparaison sont reliés par une flèche.
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CONCLUSION

Ce phénomène "Gris-clairs Gris-foncés" vient d'être découvert au cours des travaux
entrepris par Monsieur Jean-Marc Leblanc sur l'étude de la diversité génétique d'Acacia
sénégal. Pour l'instant, rien ne peut être affimé catégoriquement en ce qui concerne la ou
les raisons de la présence de ces deux bandes fixées sur les zymogrammes des gris
foncés. Ces observations sont cependant dignes du plus grand intéret et méritent qu'on
se penche sur ce problème de manière approfondie. Plusieurs hypothèses sont émises
afin d'expliquer pourquoi ces deux types d'A. sénégal, différents en de nombreux points et
vivant de façon sympatrique sur la même aire de dispersion naturelle, semblent ne pas se
croiser. Des projets de travaux, mettant en oeuvre des méthodes techniques propres,
autres que l'electrophorèse enzymatique sont actuellement en cours d'étude.

Ainsi, on peut se demander si ces deux arbres possèdent le même nombre de
chromosomes: la présence d'un chromosome trivalent ( ce qui signifirait que les allèles R
et L seraient tous deux présents donc s'exprimeraient systématiquement sur les
zymogrammes ), est une expliquation plausible à ''l'hétérozygotie fixée" des gris-foncés.
La solubilisation des protéines par le Sodium-dodécyl-sulfate dans le but déceler la
présence d'un gène supplémentaire est une technique envisageable. Toutes les protéines
seraient ainsi libérées, leur migration par électrophorèse permettrait la révélation de ce
gène, provenant éventuellement d'un morceau de chromosome ajouté. Actuellement, des
techniques sont mises au point pour observer les chromosomes en microscopie, dans le
but de les dénombrer. Cette entreprise promet d'être longue et difficile: comment pouvoir
visualiser clairement 22 ou 23 chromosomes d'une cellule de taille particulièrement
réduite, cararactéristiques de l'espèce?

La confirmation ou l'infirmation que les gris-clairs et les gris-foncés sont deux sous
espèces du genre Acacia espèce sénégal serait un grand facteur d'avancement des
travaux d'amélioration de cet arbre. Cela permettrait d'éventuelles manipulations
génétiques visant à créer un arbre particulièrement résistant à la sécheresse et
performant du point de vue de sa production gommière.

La régénération des gommeraies et le développement écologique et économique
qu'elle entrainne sera un facteur prépondérant dans le rétablissement du sylvo 
pastoralisme, en fournissant un revenu monétaire d'appoint aux villageois. Dans le cadre
d'un aménagement fondé sur la rotation des cultures (mil - sésame - arachides), la
possibilité de sédentariser des populations qui exploiteront les cultures aura des
conséquences sociales très importantes et souhaitées par la plupart des gouvernements
des pays du Sahel.
Parallèlement à cette entreprise, la sensibilisation de la population au respect des
plantations est fondamental: dans les régions isolées, le villageois n'a pas encore compris
l'intérêt de l'arbre en dehors du fourrage et du bois de chauffe.
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Le marché de la gomme, actuellement bien en dessous de son potentiel, est source
de nombreux espoirs pour la création de marchés nouveaux. De récentes études
réalisées aux USA, en France et au Royame-Uni ont démontré que la gomme etait peu ou
pas métabolisée par l'organisme humain. Ces résultats ajoutés au fait qu'il a été prouvé
qu'elle était non toxique, non allergénique et acalorique suscitent de nombreuses
spéculations sur le marché des produits diététiques, hypoglucidiques et hypocaloriques.
Les laboratoires pharmaceutiques ont également découvert la gomme arabique comme
un ingrédient pouvant aider à réduire les doses d'insuline administrées aux diabétiques et
de diminuer l'hypercholestérolémie.

Acacia sénégal, arbre ressource du Sahel est donc un arbre à protéger et à
améliorer; mais il peut, de plus, être envisagé dans un monde à venir en élargissant son
potentiel d'utilisation à de nouveaux secteurs industriels.
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PREPARATION DES TAMPONS ET SOLUTIONS

Tampon d'extraction:

Tris (hydroxyméthyl) - aminométhane
Cystéine (175 g/mol)
Triton 10 %
25 mg de P. V. P
Compléter à 25 ml avec de l'eau distillée
Ajuster à p.H 7, 4 avec HCI 1M et 0,1 M

Tampon de migration: tris- citrate pH t~

Tris ( hydroxyméthyl) - aminométhane

Acide citrique

0,3027 9
0,220 9
2,5 ml

18,2 9

10,5 9

Compléter à 1000 ml avec de l'eau distillée, ajuster à pH 6,5 avec de l'acide citrique ou du tris

Tampon de préparation des gels: Tris - Histidine pH 6

L- Histidine

Eau distillée q.s.p

Ajuster à pH 6 avec une solution de tris 1 M

Tampon de révélation: Tris -maléat,U2JL.f 5,4

Tris (hydroxyméthyl) - aminométhane

Acide maléique anhydre

5,3 9

0,51

12, 1 9

11,6 9

Compléter à -II avec de l'eau distillée, ajuster à pH 5,4 avec NaOH

Leucine en solution

Leucine b - naphtylamide HCI

Eau distillée q.s.p

250 mg

100 ml

Dissoudre préalablement la leucine dans 1 ml de diméthylformamide

Solutions de cofacteurs

Eau distillée q.s.p

10 mg

1 ml
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PROTOCOLE DE REVELATION DES ENZYMES

L. A. P (leucine amino-peptidase) 3.4.11.1

Tampon TRIS maléate pH 5,4 25 ml

Leucine en solution 5 ml

Fast black K 20 mg

Eau distillée 20 ml

ENDOPEPTIDASES 3.4.22.16

BANA dans 1ml de diméthylformamide

Tampon TRIS maléate 0,1 MpH 5,4

Eau distillée q.sp

Fast black K

MgCI2 0,4 M

20mg

25ml

23 ml

20 mg

1 ml
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GLOSSAIRE

Allèle:
étât possible d'un gène occupant un locus (etât monomorphe, biallélique et multiallélique).

Allogame:
système normal de reproduction, par la fécondation croisée.

Phénotype:
caractères observables d'un individu résultants des effets conjugués du génotype et du
milieu.

Plantation comparative:
plantation spécialisée destinée à la comparaison de plusieurs génotypes; elle utilise pour
se faire un dispositif statistique comportant plusieurs répétitions d'un m"éme génotype.
Destinée à contrôler les variarions de fertilité du milieu.

Population d'amélioration:
population de travail du sélectionneur, suivie de génération en génération et améliorée de
manière continue par sélection et multiplication des individus qui la constituent. Distincte
de la population de production et sa gestion privilégie le maintien de la diversité et du
progrès génétique à long terme.

Variabilité induite:
due à l'intervention d'agents extérieurs (milieu, humaines).
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