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Résumé

L’analyse électrophorétique de la fraction gliadine et de la béta-amylase de différentes
lignées d’addition chromosomique Blé-Seigle a permis de mettre en évidence :
— d’une part, que les composants gliadines du Seigle sont sous la dépendance du chromosome
1 R, :
— d’autre part, que le chromosome 5 R est impliqué dans la synthése des isozymes béta-
amylase du Seigle.

Introduction

La réalisation des programmes destinés 4 exploiter les croisements interspéci-
fiques et intergénériques, notamment chez les Triticinae, nécessite la compréhension
préalable des relations phylogénétiques entre les espéces utilisées et une bonne
connaissance des groupes d'homéologie chromosomique. Or, les méthodes cyto-
génétiques qui permettent d’arriver a ces fins sont longues, délicates et relativement
imprécises, de sorte qu’il est devenu indispensable d'avoir recours 4 des techniques
complémentaires. Il a été précisément démontré que des homéologies pouvaient
étre mises en évidence par des méthodes biochimiques simples, notamment par
comparaison des électrophorégrammes de divers types de protéines.

La recherche de marqueurs biochimiques de génes se trouve par ailleurs facili-
tée chez les végétaux on les additions et les substitutions chromosomiques sont
réalisables. Rappelons que, dans le cas du Blé et du Seigle, plusieurs lignées présen-
tant de telles additions ou substitutions ont été obtenues (RILEY, 1960; BHATTA-
CHARYYA ¢f al., 19061; SEARS, 1968; GUPTA, 1972; BERNARD, 1976) et que leur étude
s'est révélée extrémement précieuse pour les études de controle génétique des
protéines.
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Ainsi, griace a l'utilisation de lignées nulli-tétrasomiques du Blé « Chinese
Spring » et de lignées d’addition du Seigle « King I » sur le Blé « Holdfast», SHEP-
HERD (1968) a montré par électrophorése que les protéines de réserve de type
prolamine, dont on a souligné par ailleurs l'intérét en matiére d’identification
des variétés (AUTRAN, 1975; AURIAU ¢t al., 1g76), étaient sous la dépendance des
chromosomes I et 6 de chacun des génomes du Blé et du chromosome 1 R du
Seigle.

De méme, 4 partir de lignées d’addition, il a été démontré que le’chromosome
3 R du Seigle porte un (ou des) géne(s) responsable(s) de la synthése d'une estérase,
cette enzyme dépendant chez le Blé du groupe homéologue 3 (BARBER el al.,
1968). Dans le cas de l'alcool déshydrogénase, les génes impliqués sont localisés
sur le groupe homéologue 4 du Blé (HArT, 1970) et sur le chromosome 4 R du Seigle
(Iraxt et BuATIA, 1972). Récemment, TANG et HART (1975), étudiant plusieurs
systémes isoenzymatiques : l'alcool deshydrogénase, la glutamate oxaloacétate
transaminase, la phosphatase acide, I'endopeptidase et 'aminopeptidase, ont pu
mettre en évidence quels étaient les chromosomes du Seigle impliqués dans leur
synthése.

On peut cependant constater qu'aucun travail similaire n'a encore été réalisé
sur la béta-amylase (laquelle intervient, comme on le sait, pour la valeur boulan-
gére). L'objet du présent article est de faire état des recherches entreprises pour
identifier le(s) chromosome(s) du Seigle impliqué(s) dans la synthése de cette
enzyme.

Parallélement, on a jugé utile d'associer aux résultats obtenus sur ces protéines
enzymatiques les travaux récemment réalisés sur des protéines de réserve de type
prolamine, dans le but de préciser les conclusions de SHEPHERD (1968, 1973) et
de s’assurer des possibilités de leur application aux matériels frangais.

Dans les deux cas, l'étude est fondée sur l'analyse des lignées d’addition
chromosomique Blé-Seigle isolées par BERNARD (1976) : elle a pour objectif de
tester des méthodes analytiques simples permettant de préciser la nature des
introgressions réciproques observées a la suite de croisements Triticale x Blé.

Matériels et méthodes
1. — Matériels utilisés

La variété de Blé hexaploide « FEC 28», un Seigle (lignée 1o, issue de « Petkus»),
ainsi que les lignées d’addition disomiques (2n = 44) Blé-Seigle correspondantes :
F, D, B, A, E, C portant respectivement les paires de chromosomes : 1, 2, 3/7, 4, 5
et 7/3 R, ont été examinées. Le triticale T 204 (22 = 50), issu du croisement
« FEC 28 » x Seigle 10 réalisé par Y. CAUDEROX, a été étudié pour servir de controle.

Les variétés de Blé tendre « Capitole », « Clément », « Benno », « Aurora »,
« Kaukaz » ont également été analysées,

2. — Méthodes expérimentales

a) Extraction et Fractionnement des gliadines

Chaque grain, préalablement écrasé, est incubé durant une nuit dans 150p1
de chloro-z-éthanol 25 p. 100 & 20°C afin d'en solubiliser la fraction gliadine. La
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suspension ainsi obtenue est directement utilisée pour le dépét des protéines en
électrophorése.

Le gel d’amidon, utilisé comme support d'électrophorése, est préparé au
moyen d’amidon CoNNAUGHT, chauffé 4 8o °C, 4 une concentration de 10 p. 100 dans
du tampon lactate d'aluminium (pH = 3,2, u = 0,0045).

L’appareillage utilisé est TAMIDOPHOR (OSI-PLEUGER) : gels de dimen-
sion 320 ¥ I20 X 06 mm. Aprés deux heures de précourant 4 8 V /em et environ
20 mA par gel, les protéines sont déposées dans le gel au moyen de rectangles de
papier Whatmann n° 3 (1o mm X 5 mm) imbibés de la solution d’extraction.
La migration proprement dite a lieu durant 4 h 45 mm a4 8§ V/em et environ
20 mA par gel. Le gel est alors découpé dans son épaisseur, la partie supérieure
est éliminée, la révélation des bandes ayant lieu sur la partie inférieure. La colora-
tion est effectuée par la nigrosine 0,05 p. 100 en milieu trichloracétique 2 p. 100
durant une nuit. Le gel est alors rincé dans 1'éthanol 40 p. 100 pour éliminer I'excés
de colorant. On le conserve indéfiniment dans cette méme solution.

Les bandes peuvent étre repérées grace a leur mobilité relative soit a partir
du gel, soit a partir d'une photographie. L’échelle des mobilités va de o (dépot)
a 100 (alpha-gliadine la plus rapide), le constituant majeur des gamma-gliadines
de Blé tendre servant de marqueur.

b) Extraction, fractionnement et révélation spécifique des béta-amylases

A partir d'un grain écrasé, la béta-amylase totale (JOUDRIER et BOURDET, 1972),
c’est-a-dire la totalité des formes libres et liées de la béta-amylase, est obtenue par
incubation durant une nuit dans 2zoo pl de mercaptoéthanol o,2 M-NaCl 0,5 M
(PH = 7) a 20°C,

Les protéines sont séparées par électrophorése en gel de polyacrylamide
7,5 P. 100 en tampon lactate d’aluminium (pH : 3,2; © = 0,05). Aprés migration
durant 5 heures a 8 V Jem, les isozynies béta-amylase sont révélées spécifiquement :
le gel est coupé en deux longitudinalement puis incubé a 40 °C pendant 30 mn dans
une solution d’amidon 1 p. 100 (pPH = 4,5). Aprés lavages a l'eau, il est mis au
contact d'une solution iodo-iodurée (2,6 g d'iode et 6 g d’iodure de potassium par
litre). Les bandes ayant une activité béta-amylasique apparaissent en clairsur
fond bleu-noir. Le gel est conservé dans une solution d’acide trichloracétique-
éthanol-eau, puis photographié.

Les isozymes ont été réparties en trois groupes C1, C2 et C3, et leur présence
ou leur absence nous ont permis de définir 6 types de zymogrammes distincts (Jou-
DRIER et BERNARD, 1977; AURIAU éf al, 1970).

¢) Obtention des lignées d’addition Blé-Seigle

Les sept lignées d’addition, dont une trés instable G, non analysée ici, ont été
isolées dans les descendances des back-cross : (T 204 = (FEC 28 x Seigle 10))
(FEC 28)% Le détail de ce travail est mentionné dans une publication antérieure
(BERNARD, 1976). Par confrontation avec le jeu de lignées « Holdfast »- « King Il »
obtenu par RILEY (1960), nous avons pu préciser les groupes homéologues auxquels

se rattachent ces lignées d'addition, avec une ambiguité pour deux d’entre elles
(B et C).
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Résultats et discussion
1. — Etude de la fraction gliadine

I'analyse des lignées d’addition Blé-Seigle doit permettre l'identification de
la (ou des) paire(s) de chromosomes du Seigle impliquée(s) dans la synthése des
composants gliadines.

La figure I montre précisément que toutes les lignées d'addition présentent
des diagrammes identiques a celui du blé « FEC 28 », a I'exception de la lignée F
qui porte plusieurs composants supplémentaires (mobilités 45, 50, 53, 56, 73, 78).
De toute évidence, ces composants proviennent du Seigle car ils caractérisent le
diagramme de cette espéce et apparaissent aussi dans tous les Triticale, notam-
ment T zo4.

+1

Seigle (lignée 10) | \ m ) .

Triicale T 204 E: W g
g i

8 e

$ 3w

Blé FEC 28
Lignée d'addition A (4R) .
Lignée d'addition B (3R[7R) .’
Lignée d'addition C (7R[3R) ._ m - 44
Lignée d'addition E (SR] . l ' i. J “ . '3
Lignée d'addition F (IR) r i " ' ’ “ ’

| BN

4550 5356 7378

\49
4

e —
o

-

-

F16. 1. — Diagrammes électrophorétiques en gel d'amidon (tampon lactate d’Al, pH 3,2) de la fraction
gliadine de 5 lignées d'addition chromosomique Blé-Seigle comparativement aux témoins Blé,
Seigle et Triticale.

Les composants majeurs du diagramme du Seigle sont donc vraisemblable-
ment sous la dépendance du chromosome correspondant a la lignée F (chromosome
I R). Une confirmation de ce résultat est apportée par1'analyse électrophorétique
de la variété de Blé « Clément » qui posséde le chromosome I R (ou un fragment
de ce chromosome) dans son génome. La figure 2 montre que le diagramme de
« Clément » porte des composants majeurs de mobilités 45 et 53, que 1'on ne rencon-
tre pratiquement jamais chez les autres blés, et qui ont donc été trés probablement
apportés par le Seigle. Le diagramme de « Clément » apparait finalement assez
voisin de celui d'un Triticale. On note également que les variétés « Benno», « Aurora»
et « Kaukaz » renferment, entre autres, les mémes composants 45 et 53, cequiconfir-
me qu’elles possédent au moins un fragment du chromosome 1 R (METTIN, BLUTH-
NER et SCHLEGEL, 1973).
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+

Blé < Capitole » témoin
Blé < Clément >
Blé < Benno >

Seigle < Petkus »

Triticale 1émoin

Blé < Aurora >

Blé < Kaukaz >

F1c. 2. — Diagrammes électrophorétiques en gel d'amidon (lampon lactate d'al, pH 3,2) de la fraction
gliadine de 4 blés supposés venfermer un fragment du chromosome IR du Seigle, comparativement
aux témoins : Blé « Capitole », Seigle et Triticale.

Les composants majeurs du diagramme gliadine du Seigle constituent done
des marqueurs du chromosome 1 R. On rappelle que chez le B¢, les gliadines
dépendent des groupes I et 6 (SHEPHERD, 1968; WRIGLEY et SHEPHERD, I973;
AvutraN, 1975). Chez le Seigle, au contraire, (bien que la lignée d’addition G qui
correspond au groupe 6 d'homéologie, n'ait pas pu étre analysée ici), il semble
bien que le seul chromosome I R contréle toutes les gliadines, ce qui confirme les
résultats de SHEPHERD et JENNINGS (I97I), et de SHEPHERD (1973).

2. — Etude de la béta-amylase

Les résultats sont donnés dans la fig. 3. D’aprés la nomenclature des iso-
zymes béta-amylase (JOUDRIER, I974), il apparait que la variété de blé tendre
« FEC 28 » (dépbt 1) est du type béta-amylasique II, et que la lignée de Seigle
s'apparente au type VI (dépot 3). Le Triticale T 204, étant du type I (dépot 2)
a done un zymogramme qui correspond a la somme de ceux du Blé et du Seigle.

En ce qui concerne les différentes lignées d’addition Blé-Seigle analysées
(dépbts 4 a g), seule la lignée E (dépét 5), qui correspond au groupe 5 d’homéologie,
se différencie des autres par la présence d'un groupe d'isozymes supplémentaires
(C 2), de sorte que son zymogramme est identique 4 celui du Triticale T z04. On
peut donc raisonnablement penser que la paire de chromosomes du Seigle portée
par la lignée E est responsable de la synthése des constituants béta-amylasiques
de ce dernier, donc que les isozymes du groupe C 2 du seigle dépendent du chromo-
some 5 R,

Des travaux récents ont montré que les groupes C 1 et C 3 du zymogramme du
Blé tendre sont respectivement sous la dépendance des bras chromosomiques
4 Ap et 4 D* (JoUDRIER et CAUDERON, 1970). Par analogie avec d’autres travaux,
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Dépots : 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Type P : Il | Vi 1l 1 Il I Il ]

F16. 3. — Zymogramme en gel de polyacrylamide (Tampon lactate d'Al., pH 3,2) des B-amylases de
6 lignées d’addition Blé-Seigle, comparativement aux témoins Blé, Seigle et Triticale. 1-Blé
FEC 28 »; 2-Triticale T 204; 3-Seigle, lignée 10; 4-lignée d'addition A (4R); 5-Lignée E (5R);
6-Lignée B (3R [7R); 7-Lignée C (7R [3R); 8-Lignée D (2R); 9-Lignée F (IR).

notamment ceux cités en introduction, on pouvait penser que le groupe homéo-
logue 4 était impliqué dans la synthése de I'’ensemble des constituants de la héta-
amylase.

Sans préjuger de I'identité réelle des isozymes du Seigle qui, en raison de leurs
caractéristiques de mobilité, peuvent étre assimilés a4 ceux du groupe C, des blés
de type I, III, V et VI, on pouvait penser que le groupe « C, du Seigle » était sous
la dépendance du chromosome 4 R.

I1 semble au contraire, d’aprés les résultats obtenus ici, que les béta-amylases
du Seigle dépendent du chromosome 5 R et que, comme pour d’autres enzymes,
notamment les peroxydases (KOBREHEL et FEILLET, 1975), les chromosomes de
deux groupes homéologues différents soient concernés.

Bien que la variabilité isoenzymatique de la béta-amylase du Seigle ait été
encore insuffisamment étudiée, ce premier résultat parait confirmer les observa-
tions de DARVEY (1973). Cet auteur a, en effet, montré que les chromosomes 4 R,
5 R et 6 R jouaient un réle privilégié dans la manifestation de I'échaudage du grain
de Triticale.

En ce qui concerne le réle du chromosome 6 R, on peut faire I'hypothése qu'il
est responsable de la synthése de I'alpha-amylase, car NISHIKAWA (Ig71) a démon-
tré que cette enzyme dépendait du groupe homéologue 6 du Blé. Par ailleurs,
SHEALY et SiMMONDS (1973), étudiant les manifestations histologiques et biochi-
miques de I'échaudage du grain de Triticale en cours de maturation, ont montré
qu'il existait une synthése précoce d'alpha-amylase entrainant une digestion
prématurée des grains d’amidon. Cette hydrolyse devant se faire simultanément
par la béta-amylase, il est possible que la responsabilité du chromosome 5 R inter-

~

vienne 4 ce niveau,
Conclusions

I’analyse biochimique de 6 lignées d’addition Blé-Seigle a permis de mettre
en évidence, d'une part :

— que les principaux constituants du diagramme gliadine du Seigle dépendent
du seul chromosome 1 R, résultat qui confirme celui de SHEPHERD (1973);
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— que la présence du chromosome I R ou d'un fragment de ce chromosome,
peut étre décelée dans le génome d'une variété de Blé tendre (cas de « Clément »
« Benno », « Aurora » et « Kaukaz »).
et d’'autre part :

— que le chromosome 5 R est impliqué dans la synthése de la béta-amylase
du Seigle.

Ces conclusions montrent que des margueurs biochimiques peuvent apporter
des solutions rapides au probléme d’identification des chromosomes du Seigle,
si les constituants étudiés sont électrophorétiquement distincts de ceux du Blé.

Aprés examen des lignées d'addition, il est possible de déduire non seulement
la localisation du ou des génes responsables de la synthése des marqueurs analysés,
mais également de donner, soit une confirmation, soit une premiére indication,
sur le groupe d’homéologie éventuellement concerné.

Bien entendu, I'obtention des lignées correspondant aux substitutions opti-
males, quand elle est possible, peut permettre une confirmation définitive. Mais,
outre que la méthode biochimique demande beaucoup moins de temps et donne
simultanément des informations supplémentaires, elle peut servir ensuite a recon-
naitre une lignée d’addition donnée, ou la présence d'un chromosome (ou d’un
fragment de chromosome) de Seigle dans un autre génome a la suite d’une substi-
tution ou d'une translocation. Les deux méthodes, cytogénétique etbiochimique,
sont donc complémentaires, car 'une apporte une preuve de l'existence d’une
information génétique extérieure a 1'espéce considérée, tandis que l'autre ren-
seigne sur la nature de I'élément étranger (substitution, addition ou translocation).
Remarquons toutefois que la présence d’un élément étranger peut ne pas étre
décelable biochimiquement (par exemple : s'il est muet pour la fonction consi-
dérée) ou cytologiquement (si, par exemple, il ne perturbe pas la gamétogenése).
Un objectif est donc d’augmenter le nombre de marqueurs biochimiques utilisables
pour de telles études.

Regu pour publication en Juillet 1976.

Summary

Use of biochemicals markers to identify Rye chromosomes.

The gliadins and beta-amylase electrophoregrams phenotypes of « FEC 28 » wheat, rye line 10,
T 204 triticale and the series of six disomic rye chromosome additions to « FEC 28»
were determined.

Extracts were electrophoresed for the determination of the gliadins in horizontal starch
gels and of the beta-amylases in horizontal polyacrylamide gels, using methods previously descri-
bed (see text). The series of seven disomic Secale cereale L. cultivar line 10 chromosome addition
to the Twiticum aestivum L. cultivar « FEC 28 » has been developed by BERNARD (1976).

For the gliadins, it was found that the rye constituents are under the dependance of chromo-
some I R, results which are in good agreement with the SHEPHERD’S (1068, 1973) (see fig. 1).
This result permits to confirm that wheat cultivars « Clement », « Bennon, « Aurora» and « Kaukaz»
have the chromosome 1 R (or a fragment) in their own genome because they possess the same
constituents observed in the rye diagram (see fig. 2).

For beta-amylases zymograms, it seems that chromosome 5 R is implicated in the synthesis
of rye isozymes (see fig. 3). So we discussed the possible part of chromosome 5 R in the triticale
seed shrivelling starting from the results of DARVEY (1973).

We concluded on the complementarity of genetic and biochemical methods in the chromo-
some identification.
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