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INTRODUCTION

L' étude comparée de populations Ad' Arrhenatherum elatius de

sols normaux et toxiques du Nord de la France (Ducousso, 1985) a
permis de préciser cette constatation, rarement effectuée ( Ru et
al, 1975): la variabilité interne aux populations est nettement

plus importante dans les milieux contaminés.

D' autre part, le régime de la reproduction, estimé indirecte-
ment par 1'analyse du polymorphisme enzymatique, révéle en milieu
toxique wun taux d' hétérozygotes en accord avec un mode de repro-
duction panmictique, alors qu'il est trés réduit en milieux nor-
mal (Ducousso, 1985). En fait, cet auteur met en évidence une
corrélation négative entre hétérozygotie et densité des indivi-
dus. Tout se passe comme si 1‘endogamie était plus forte et plus
généralisée dans les populations occupant les milieux non toxi-
ques, plus homogénes, plus denses, plus anciénnement occupés,
peut étre aussi moins favorables & la promotion de 1'hétéro-

zygotie.

La relation entre la densité et la structure génétique peut

étre expliquée de deux maniéres (DUCOUSSO, 1985)

- par une augmentation du taux d'autofécondation ou d'individus

autoféconds dans les zones & haute densité ;




- par une réduction de taille du voisinage génétique résultat
@' une faible dispersion du pollen et des graines dans les =zones
de haute densité. En moyenne un individu de population dense
serait préférentiellement pollinisé par ses voisins immédiats. La
descendance se développe au voisinage et, aprés plusieurs

générations, un taux élevé de consanguinité apparait.

Compte tenu des données classiques (Antonovics, 1968 4
Lefebvre, 1970), 1le résultat obtenu par DUCOUSSO peut paraitre,
assez étonnant. En effet,l'augmentation de fréquence 4‘'individus
autoféconds a é&té observée par ces auteurs dans les zones des
milieux toxiques situées au voisinage des populations de milieux
normaux et donc soumises au flux génique en provenance de ces
populations. L'autogamie constatée est interprétée comme un
dispositif de protection contre 1'allopollen, et 1' "outbreeding
depression" qui en résulte ; cela devrait donc se traduire par

un déficit 4" hétérozygote en milieu toxique, et non en milieu

normal; ce n'est pas le cas pour les populations d'Arrhenatherum
étudiées.
Le choix entre ces deux mécanismes imposait donc une étude

s

directe du régime de la reproduction. Dés lors, 1'objectif fixé a

notre recherche a été son estimation par la réalisation d'autofé-

condations et de croisements contrdlés. L' obtention préalable de
marqueurs génétiques biochimiques & déterminisme génétiqﬁe véri-
fié était donc nécessaire a 1'estimation de 1'origine des descen-
dants (allofécondation siire, ‘ou nonj; d'ol 1le plan de notre
mémoire. Aprés la présentation dans une premiére partie, du

matériel étudié et des stations dans lesquelles il a été prélevé,

le 2& chapitre est consacré a 1' étude d'allozymes chez




Arrhenatherum elatius.

La variabilité du régime de la reproduction entre populations de
milieux toxiques et non toxiques et en fonction de 1la densité
dans 1'une des trois stations étudiées par DUCOUSSO (station
d' Auby) fait 1'objet du 3é chapitre. Enfin, le 4& chapitre est
une approche plus précise du régime de la reproduction par

1* analyse de 1'outbreeding depression.
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CHAPITRE I

LE MATERIEL D' ETUDE

1.—- L'ESPECE _ARRHENATHERUM ELATIUS

Dans la région du Nord de la France, Arrhenatherum elatius

est une espéce trés répandue ; elle montre une grande vigueur
dans des habitats variés. En effet, cette espéce est présente
dans presque toutes les zones non cultivées et notamment dans les
milieux perturbés qui résultent des activités industrielles. Ils
s'agit surtout de terrils du charbonnage (milieu difficile pour
la végétation) et de milieux calaminaires au voisinage d' usines
de traitement des métaux 1lourds (toxiques par leurs teneurs
élevées de ces métaux). Sur ces nouveaux milieuxr ainsi créés,
A.elatius a réussi a constituer des populations parfois

importantes.

A.elatius, encore appelée fromental ou avoine &levée, est une
poacée (Graminée) prairiale de vaste répartition géogpaphique
(fig.1). Son aire s'étend de 1'Afrique du Nord a la Scandinavie,
de 1'Europe occidentale au Sud-Ouest de 1'Asie. Cette espéce est
tétraploide (2n=4x=28) sur l'essentiel de son aire de réparti-
tion. On connait cependant des populations diploides (2n=2x=14)

dans le bassin méditerranéen (FAVARGER, 1973). Le niveau
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?Figure 1 : 2ire de répartition de l'drrhenatherum elatius.(Pfizenmever,1959)




hexaploide (2n=6x=42) est également signalé aux Etats Unis
(DAVIES, 1927 ; BORDEN et SEEN, 1962). A.elatius est une espéce
anémophile et essentiellement allogame, mais 11 existe dans
certaines populations des individus a autofertilité élevée.
SOLINOKRSKI (1965) et PFIZENMEYER (1962) estiment respectivement a

3.71% et 4.5% le taux moyen d'autofertilité (graines/épillets).

2. - LES POPULATIONS ETUDIEES, LES TRAITS PRINCIPAUX DE LEUR

ENVIRONNEMENT

Notre étude a été menée sur des populations d'A.elatius,

échantilionnées dans deux types d' habitats :

- des habitats qualifiés de "normaux", ce sont les milieux
anciennement cultivés et occupés actuellement par une friche

fermée ;

- des habitats toxiques ce sont les milieux abandonnés par
1' industrie (terrils et milieux calaminaires) colonisés par des

friches généralement trés ouvertes.

2.1 Populations de milieu normal

Deux populations d'A.elatius de milieu normal ont é&té
étudiées pour 1le régime de la reproduction. Celles-ci sont

situées a proximité du Campus Universitaire de Villeneuve d' Ascq:

- la population du terrain pariselle (N1D)

- la population des Quatre Cantons (N2D)




Tableau 1

: Teneurs comparédes en Zn et en Pb extracibles des

sols de milieux normal et toxique (Auby).D'apres Ducousso (1985)

MILIEUX Zin Plomb
D' POPULATIONS (ppm) (ppm)
ORIGINE
Auchy trace 1
(friche) a a
15.6 1.44
NORMAL
Henin-
Beaumont 4.8 4.6
{(friche)
Pelouse 2155 55.80
calaminaire a a
(CA) 4503 316
TOXIQUE
Voie des 2437 120
express a a
(VE) 5865 463

Les teneurs en Zn et en Pb extractibles des sol des stations
N1D et N2D n'étant pas disponibles , nous utilisons ici, a
titre comparatif,les valeurs données par Ducousso (1985) pour
des sols normaux des stations d 'Auchy et Henin-Beaumont.




Ces deux populations sont distantes d'au moins 1km et isolées

1'une de 1'autre par des espaces aménagés

Elles présentent des caractéristiques comparables au niveau
du sol et au niveau de la végétation. Dans ces deux sites

1'A. elatius y est bien développé et trés dense (tableau 1).
2.2 Populations de milieux toxiques

Le traitement industriel de 1la Calamine ou de la blende

(minerais de =zinc) s'accompagne de rejets importants de métaux
\

lourds, surtout de zinc qui n'est pas extrait en totalité, mais
également de plomb, de cadmiun et de nombreux autres éléments qui
participent & la composition des minerais. Cette pollution qui se
retrouve dans les sols autour de 1'usine de la Compagnie Royale
Asturienne des Mines installée 3 Auby (Nord) depuis une centaine
d' années, a permis la création de milieux forts singuliers.
Ceux-ci sont occupés par une végétation qui refléte 1la présence
de teneurs métalliques élevées (Zn, Pb...) dans 1e sol, aussi la
gualifie-t-on de végétation calaminaire. Le tableau t permet de
comparer les teneurs en Zinc et Plomb extractibles a 1'acétate
d' ammonium (N ; pH=5,2) de ces sols pollués, a celles de sols

normaux pris en référence (DUCOUSSO, 1985).

C'est dans ce site (figure 2) qu'ont été référencées deux

populations.

L' une d'entre elles (CA) participe a 1la constitution d'wune
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pelouse calaminaire dominée par Armeria maritims (tableau 2).

Dans cette pelouse qui couvre une surface de plusieurs hectares

on peut distinguer :

- des zones dans lesquelles Arrhenatherum elatius est fortement

dominant (178 panicules/m?) (zone dense = TD)

- des zones dans lesquelles A, elatius est au contraire trés
dispersé et réduit a des petites touffes isolées (2 panicules/m?)

(zone clairsemée = TC).

Cette dualité de répartition de cette espéce au sein de 1la
pelouse calaminaire a éte prise en compte lors de

1' échantillonnage.

L' autre population colonise un remblai de schistes houillers
(Voie des express = VE), également riche en métaux lourds, mais

ou le tapis végétal est plus ouvert (tableau 2).

Dans chacune des stations retenues, des individus d'A.elatius

ont été récoltés, transplantés en pots sur terreau et disposés en
champ &' expérience en vue @' une campagne d'autofécondations et de

croisements.
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Tableau 2 : Relevé phytosociologique dans les stations d'Auby
et de Villeneuve d'Ascq

STATIONS N1D N2D VE CA

SURFACE EN m2 100 100 150 200

pente en ° 0 0 35 0

EXPOSITION - - NE -

7 RECOUVREMENT % herbacé (h) 80 80 60 100
bryo-lichénique(m) 5 5 50 60

h

Arrhenatherum elatius (L.) beauv.

ex J. et C. Presl 55 3.2 2.3 2.3

Armeria maritima var. halleri

(Wallr.) Mansf. 3.4 5.5

Cardaminopsis halleri(L.) Hayck 12 22

Convlvulus arvense (L.) 12 12

Deschmpsia cesptosa (L.) Beav. +.4

Clamagrostis epigejos (L.) Roth 1.3

Silene vulgaris (Moench) Garcke 1.2

Tusilago farfara (L.) +2 12 1.1

Equisetum arvense (L.) +.1

Agropyrum respens (L.) Beau. +1

Dactylis glomerata L. 12 +2

Cirsium arvense (L.) 12 +

Vicia hirsuta (L.) S.F¥. Gray. +2

Dancus carota (L.) + 2.3

Rumex crispus (L.) +

Festuca rubra (L.) +

Melandrium album (M.1l.1.) Grackc +

Epilobium augustifolium (L.) +2

Vicia sativa (L.) +
Artemisia vulgaris (L.) +
Galium aparine (L.) +
Poa pratensis (L.) +2

+

Pinis hieracioides (L.)

v e = A o e e e S = A e e M A= e e e S e T R S e T e A MR A S A e W . - - - A= - —

m
Pohlia nutans (Hedw) Lindl 2.4 +.1
Cladiona coniocaea (Flke ) Vain. +2 +.2
Dicranum scoparium Hedw. 3.4
Brachythecium rutabulum Hedw. B.e +2 +2

N1D: Campus Villeneuve d'Ascq Pariselle

N2D: Campus Villeneuve d'Ascq quatre cantons
VE : Voie des express Auby.

CA : Pelouse calaminaire (TD + TC) Auby.
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CHAPITRE 1II

ETUDES DES ALLOZYMES

CHEZ ARRHENATHERUM ELATIUS

L'important développement pris par les techniques
d' électrophorése a permis d'étudier le déterminisme génétique de
certaines enzymes pour lesquelles il y a souvent codominance, ce
qui permet de faire correspondre généralement un génotype a

chaque phénotype observé.

Ces techniques d'électrophoréses, associées 2 1la méthode
génétique (test sur la descendance), permettent de déduire de 1la
variabilité protéique la variabilité des génes qui la contrdlent;
on peut alors estimer, d'une part 1la proportion de loci
polymorphes et, d' autre part 1le nombre et 1la fréquence des

alléles présents & chacun de ces loci polymorphes.

L'analyse génétique des autotétraploides est compliquée par
la situation particuliére a 1la méiose des loci soumis a
1" hérédité tétrasomique (MATHIEU et BIENNE, 1977). En effet,
les proportions génotypiques attendues pour un locus a hérédité
tétrasomique ou pour deux loci 3 hérédité de type disomique, sont
parfois trés proches : il est donc nécessaire d'étudier des

descendances d'effectifs importants pour trancher entre les deux

modes de disjonctions.
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Pour 1' étude de 1'hérédité tétrasomique, nous faisons
référence aux travaux de MATHER (1936), complétés par ceux de
DEMARLY (1963), (voir annexe cytologie), pour rappeler que
1'ensemble des cas des fréquences de génotypes attendus peut &tre

exprimé par la variation de 1'indice de séparation O entre zéro

et 2/7 :

* 0 =98 s'il n'y a pas de tétravalents ou pas de crossing-over

entre le centromére et le locus (locus prés du centromére).

* oo = 2/7 pour un locus, la ségrégation de ce locus se fait
indépendamment de centromére (locus loin de centromére). Donc,
pour chaque valeur de o il existe une disjonction gamétique

(annexe 1 et 2).

De méme, pour un génotye, il existe différents phénotypes

suivant le type d' enzyme :

- Cas d'une enzyme monomére présentant 2 alléles (figure 1)

Les homozygotes sont représentés par une bande et les
hétérozygotes par deux bandes de méme intensité (génotype AABB)

et d'intensité différente (génotype AAAB ou ABBB).

- Cas d'une enzyme monomeéere présentant 3 alléles

Ceci est illustré par la figure 2.

- Cas d'enzyme dimere avec 2 alléles (figure 3)
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"~ Fig,1 : Ensemble des phénctypes et des alrctypes aitendus

pour we esplce téiwuaplesde, en considérant 7 allifes
présents spécifiant wie enzyme monoméae.

-~

Phénotypes
- C EBE | —
. AAAA BBBB AAB AMB
Genotypes B ABBB

Fig 2 : Ensemdble des phénoiypes et des génotypes attendus
pour une espéce téthaploide, en considénant 3 alléles
phésents speclfiant une enzyme monomene.

Phénotypes .

Génotypes ARAA BBBB CCCC AABB  BBCC AACC  AAAB  AAAC  ABBR  BCCC  BBBC
- BE = o=
Phénotypes
— E.;’%?»‘E | — ]
43 = BB
Génotypes ARBC ABBC ABCC

Intensites relatives des bandes (=174 }):

-"n @3 FE Q.

31
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Une enzyme dimére est caractérisée par 1' absence de phénotype
a 2 bandes, en effet cette enzyme étant formée de 2 chaines
polypeptidiques, celles-ci s' associent au hasard chez les

hétérozygotes ce qui donne naissance & 3 sortes de molécules :

- 2 molécules homodimeéres ol les chaines polypeptidigues sont

identigues ;

- une molécule hétérodimére ou les deux chaines
polypeptidiques sont différentes et sont déterminées par chacun
des alléles. Cet hétérodimére a une charge égale & la moyenne des
charges des homodiméres et la bande qui lui correspond se trouve
en position intermédiaire par rapport a celle des deux

homodiméres.

- Cas d'une enzyme dimére présentant 3 alléles

Les phénotypes et les génotypes qui leur correspondent sont

représentés dans la figure 4.

A.- METHODE D' ANALYSE DU DETERMINISME GENETIQUE

1. Les croisements

Les populations utilisées pour la campagne de croisements ont

été décrites au chapitre I.
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Fig. 3 ° Ensemdle duyhénotg;:u 2t des génoiuves aitendus
pour une espece 18tnaplocde, en cons<idérant 2 aflélbes
dpecifiant une enzyme diméne.

Phénoiypes
| 3 =
N = = =
Génotyopes AAAA BEBB  AABB  AAAB  ABBB i

Fig. 4 : Ensembfe des phénotypes et des génotypes ailendus -
‘ powr une espéce tétraplosde, en considérant 3 allfeles
spled flant une enzyme diméire.

Phénotypes
. BE= - =
- 03 B3 s e
[} - ’
| = —
Génotypes AAAA BBBB CCCC AABB BBCC AACC AAABR AAAC
Phénctiyves - _ ‘:::' ) == =
[ 3
|72 = B35 = -
= o = [
G£notypes ABBB BCCC BRBC ACCC ABCC AABC ABBC

Infensites retatives des bandes (»1/16) :

-16 B, 258 Ezac MR S [3¢ D2 ‘:31
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La castration chez Arrhenatherum est une opération difficile
a réaliser, voir impossible, car les fleurs sont de petite taille
(elles ne mesurent gque 7mm). De méme, on note 1'absence
d'individus males stériles dans les populations. C'est pourquoi,
en croisements, nous avons utilisé des individus essentiellement
allogames dont la fertilité, en autofécondation , est
extrémement réduite ou nulle., Dés le début de la floraison les
panicules d'un couple de deux plantes au méme stade phénologique
ont été groupés & la méme hauteur et enfermés dans un sac en
papylon entiérement clos et solidaire d'un piquet métallique. Le

sac est agité réguliérement pour polliniser les fleurs.

2. Technique d' analyse enzymatigque par électrophorése

( BONDUELLE, 1984).

a) Extraction des protéines solubles :

Un échantillon de 6.5g de jeunes feuilles prélevées sur des
plantes cultivées en serre est broyé dans un mortier avec du

sable de Fontainebleau et 6.5ml de tampon Tris-HCl de pH 7.6.

A 1'issue de la centrifugation (290686 x g pendant 28 minutes)
le surnageant contenant les protéines est prélevé et conservé a
-88°C. Toutes 1les opérations sont effectuées sur une table
réfrigérée au voisinage de 0°C, pour éviter 1le phénoméne

d' oxydation.

b) Préparation des gels
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Le systéme électrophorétique utilisé est celui d' ORNSTEIN et
DAVIS (1964), adapté par GASQUEZ et COMPOINT (1976) sur gel de

polyacrylamide en courant pulsé.

Les gels sont préparés a partir d'uﬂ constituant principal,
1'acrylamide et le bis-acrylamide. La réaction de
polymérisation se fait a 1' aide . d'un systeme
catalyseur-réducteur. Le gel est préparé suivant la technique
d' ORNSTEIN et DAVIS (1964) dans kune‘ cellule permettant 1la
migration simultanée de 24 échantillons (GASQUEZ et COHPOINT)

11976).
¢) Migration

Aprés ;a polymérisation compléte du gel et la mise en place
des échantillons ., 1le gel est installé verticalement dans une
cuve & électrolyse, entre deux compartiments ( GASQUEZ et
COﬁPOINT,‘ 1976) contenant le tampon de migration qui recouvre le

gel.

Les 24 éxtraits protéiques sont placés & la surface du gel,.
La migration s'effectue de haut en bas par courant pulsé. Le

front migration est matérialisé par le bleu de bromophénol.

Les autres détails concernant les tampons, les solutions de
gel, le courant utilisé et les révélateurs, sont indiqués en

annexe 3 et 4 .




B.- DETERMINISME GENETIQUE

Pour pouvoir faire correspondre un phénotype & un génotype et
vérifier son contrdle génétique, il faut passer, obligatoirement,
par la réalisation de croisements contrdlés ou d' autofécondations
et 1'analyse de la descendance Les études é&lectrophorétiques
sur gels d'amidon ou de polyacrylamide ont permis de mettre en

évidence, jusqu'a présent, chez Arrchnatherum elatius, une

dizaine de systémes enzymatiques polymorphes (DUCOUSSO, 1985).

Les systémes enzymatiques pris en compte dans cette étude
sont les glutamates oxaloacétates transaminases (GOT1 et GOT2),
les alcools déshydrogénases (ADH) et les phosphoglucoses-

isomérases (PGI).

1. Les glutamates Oxaloacétates transaminases (GOT)

Les GOT sont des enzymes qui jouent un rdle important dans
les réactions d'éliminations de 1'azote des acides aminés et dans

le processus d' accumulation &' o-céto-acides qui alimentent le

cycle de Krebs et interviennent dans la néoglucogenése
( SCANDALIOS et al., 1975). Elles catalysent 1la réaction
réversible :

L~aspartate +0-cetoglutarate4———— oxaloacétate + L-glutamate

Le substrat utilisé pour la révélation est 1'acide 0Q-ceto-
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glutarique et 1'acide aspartique. Les zymogrammes des GOT
montrent deux zones de bandes trés nettement séparées, la
premiére zone de migration lente appelée GOT1 et la deuxiéme de

migration rapide appelée GOT2 (fig. 5, photo 1 ).

a) GOT1

L' analyse des zymogrammes des descendants obtenué
dans le croisement n°4 (tableau 1), montre que tous les individus
présentent trois bandes. La bande intermédiaire a une intensité
forte, elle correspond a la molécule hétérodimére décrite
précédemment. Ceci permet de retenir 1'hypothése d'une enzyme
dimére. Cette enzyme comprennant 5 alléles différents codominants
et pouvant s'exprimer ensemble. Ces alléles sont GOT1"°°,
GoT1'-%*, coT1'-°°, GOT1°:72 et GOT1%'%%. Seuls les alléles

GOT1'°%® ot GOT1° ®® sont fréquents.

Les croisements (2, 3, 5, 6, 7, 8, 9 et 18)

prouvent que cette enzyme dimére est spécifiée par un seul locus.

Les résultats obtenus A& partir des croisements
semblent favoriser 1'hypothése formulée selon laquelle 1le 1locus
serait prés de centromére, ol il n'y aurait pas de formation de
tétravalent (Q=8), par rapport a 1l'autre hypothése ou il y aurait
une ségrégation chromatidique au hasard pour un locus loin du

centromére,

b) GOT2
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Fig. 5: Representation schematique de zymogrammes observés
des glutamates oxaloacetates transaminases(GOT1 et GOT2)
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~Tableau 1 : Fréquences des génotypes des descendants en hérédité du gene GOT1 '
Croisements GENOTYPES DES DESCENDANTS ] = |
. Genotype N X /M= “
Type N° Nb parentale aaaa aaab aabb abbb  bbbb a=0 o =2/7 p
|
1 5 aaaa x aaaa ob 202 202 |
~ ob 21 6% 17 |
2 6 aaaa x aabb al 17 68 17 102 1.17 1.53 }
a2 21.28 58.85 21.85 (5.99) (5.99) {
ob 0 116 106 ‘
3 4 aaaa x abbb al - 111 111 222 0.44 13.89
a2 7.92 95.14 118.92 (3.84) (5.99) i
i
4 1 aaaa x bbbb ob 9 9 ;
ob 9 12 0
5 2 aaab x bbbb al 10.50 10.50 - 21 0.42 2.20
a2 11.25 9 0.75 (3.84) (5.99)
|
ob 0 19 38 16
6 3 aaab abbb al - 18.25 36.50 18.25 - 73 0.36 3.42
a2 1.40 17.87 34.46 17.87 1.40 (3.84) (7.82)
ob 25 66 30 0
7 4 aaab aaab al 30.25 60.50 30.25 - 121 1.42 8.90
a2 34.74 55.56 26.85 3.70 (7.82) (7.82)
ob 8 44 40 2
8 3 aaab x aabb al 7.84 39,16 39.16 7.83 - 94 4,94 10.36
a2 10.79 37.40 34.55 10.55 0.71 (7.82) (9.49)
ob 0 5 24 22 3
9 2 aabb x abbb al - 4,50 22.50 22.50 4.50 54 0.66 3.13
a2 0.42 6.06 19.84 21.48 6.20 (7.82) (9.49)
ob 0 12 22 9
10 2 abbb abbb al - - 10.75 21.50 10.75 43 0.43 3.10
' a2 0.06 1.32 9.54 19.74 12.34 (5.99) (9.49)

- alleles Gor11+00= 4
effectif observé

- ob :

. 2 . N
GOT20’88=b .les valeurs de X entre parentheses sont les valeurs seuil au risque 57.
al : effectif attendu o

(o]

a2 :

effctif attendu o= 2/7
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Les GOT2 de migration rapide se révélent sur le
méme gel que les GOT1. L'étude des zymogrammes nous laisse penser
qu'il s'agit q'une'enzyme dimére. Les fréquences obtenues par
1'analyse de 1la descendance de croisements confirment cette
hypothése (tableau 2). Il s'agit donec d'un seul locus avec 7
alléles codominants : @GOT2'-°%, goT2'-°%, goT2® "4, gor2°-%°,

GoT2°-%82 goT2%'%° et GOT2°'7°.

Les alléles GOT2%°-%%, @GoT2® "% et @0T2°'7° se trouvent
toujours a 1'état hétérozygote car ce sont des alléles peu
fréquents (DUCOUSSO, 1985). Comme dans le cas de GOT1, le test du
I’ montre que 1l' hypothése (a=0) est la plus probable. La nature
dimére des GOT a déja été signalée chez d'autres espéces de 1la
famille des Graminées Mais ( McDONALD), Blé (HART et MARKET,

1975) et le Dactyle (LUMARET, 1978), ou encore chez d'autres

especes Stephanemeria (GOTTLIEB, 1973), Tragopagon (ROOSE et

GOTTLIEB, 1976), Medicago sativa (BRUNEL, 1979) et Solanum

tuberosum (MARTINEZ-ZAPATER et OLIVER, 1984).

2. Les alcools déshydrogénases (ADH)

Les ADH catalysent la réaction d'oxydo~-réduction :

R-CH2 OH + NADZ—————— R-CHO + NADH-.

En glycolyse ahaérobie, elles catalysent la transformation
réversible acétaldéhyde—-éthanol. Avec 1'éthanol et un facteur
nicotinamide adémine dinculéotide (NAD), elles forment un produit

coloré par le nitroblue tetrazolium (NBT) qui précipite sous
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Tableau 2 : Fréquences des génotypes des descendants en hérédité du géne GOT2 @

GENOTYPES DES DESCENDANTS

Croisement Génotype nombre X4
parental d'individus .
Type Nb aaaa aaab aabb abbbb bbbb a=0 a=2/7
1 9 aaaa x aaaa ob 591 591
ob 104 133 0 237 3.54 22.32
2 6 aaaa x aaab al 118.50 118.50 - (3.84)(5.99)
a2 126.96 101.58 8.46
ob 22 28 14 0 3.00 2.81
3 2 aaab x aaab al 16 32 16 - - 64 (5.99) (9.49)
a2 18.36 29.38  14.20 1.95 0.08
aaaa aaac aacc accc cece
ob 61 72 0 133 0.9 10.16
4 6 aaaa x aaac al 66.50 66.50 - (3.84) (5.99)
a2 71.25 57.00 4.75
ob 39 50 36 155 0.27 6.78
5 4 aaab x aaac al 38.75 77.50 38.75 - - (5.99) (7.49)
a2 44,48 71.17 34.40 4.75 0.20
- alleles : GOT2 : GOT21'00=a GOT20'94=b GOT20'88=C
- ob : effectif observé
al : " attendu pour a = 0
a2 : " attendu pour a = 2/7

les valeurs de x? entre parenthéses sont les valeurs seuil au risque 5%
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forme de formazan insoluble et trés coloré (SCANDALIOS et al,

1971). Chez Arrhenatherum, les zymogrammes des ADH présentent une

seul zone de bande (fig.6 , photo 2).

L' étude de la descendance permet de retenir 1'hypothése d'une
enzyme dimére a un seul locus. L'ensemble des résultats est
présenté dans le tableau 3. Cing alléles différents ont été
trouvés a ce locus ; ce sont ADH*-'?, aADH'-®%, aDH!-®°, apH®-"*

et ADH®-88,

Les ségrégations obtenues pour ce locus dans les croisements
3, 4 et 5 ont permis d'estimer la valeur de o qui pourrait é&tre
égale a zéro comme pour les autres loci. Les ADE ont été
décrites comme des enzymes diméres chez d' autres espéces telles
que le Dactyle (VALERO, 1988), le Blé (LEIBENGUTH, 1977 ; JAASKS&,
1986 ; HART, 19789), le Palmier dattier (TORRES et TISSERAT,

1988), Tragopagon (ROOSE et GOTTLIEB, 1976), Solanum tuberosum

( MARTINEZ-ZAPATER, OLIVER, 1984).

3. Les phosphoglucoses-isomérases (PGI)

Les PGI interviennent dans la glycolyse, leur déterminisme
génétique a été étudié chez plusieurs espeéces végétales. Elles

sont décrites comme étant des enzymes dimériques,

Elles présentent un locus de 2 & 4 alléles, par exemple, chez

Stephanomeria exigua (GOTTLIEB, 1975), Citrus (TORRES et al,

1978) et Lvcopersicon exulentum ( TANKSELY, 1988) ou deux loci

comme le Dactyle (LUMARET, 1981)., Une situation particuliére a
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Fig. 6: représentation schématique de zymogrammes observés
des alcools deshydrogénases(ADH)
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Tableau 3 : Fréquences des génotypes des descendants en hérédité du géne ADH

&
aa)

LILLE

Croisements Génotype GENOTYPES DES DESCENDANTS Nombre X
Type n® Nb parental aaaa aaab aabb abbbb bbbb d'individus o=0 a=2/7
1 3 aaaa X aaaa ob 70 70
2 1 aaaa X bbbb ob 16 16
ob 0 136 122 258 0.75 16.92
3 4 aaaa x abbb al - 129 129 (3.84) (5.99)
a2 9.20 110.60 138.20
ob 87 82 169 0.14 8.37
4 35 aaaa X aaab al 84.50 84.50 - (3.84) (5.99)
a2 90.50 72.50 6.00
ob 15 56 43 7 0 121 .5.04 5.49
5 3 aaab X aabb al 10.08 50.42 50.42 10.08 - (7.82) (9.49)
a2 13.90 48.15 44 .45 13.58 0.92
- les alleles ADH : aDH'*"%=a  apyl+12-y

les fréquences génotypiques : ob :

al

al :

effectifs observés

attendu pour a=0
attendu pour a=2/7

- les valeurs de x° entre parenthéses sont les valeurs seuil au risque 57
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été trouvée chez Clarkia (GOTTLIER, 1977) et Dactylis (LUMARET,
1981) pour laquelle 1les PGI sont spécifiés par des loci

dupliqués. Qu'en est-il pour Arrhenatherum ?

Les zymogrammes de PGI, obtenus sur gel 4 acrylamide chegz

Arrhenatherum montrent une seul zone de bande (fig. 7 photo 3).

Les observations des phénotypes des différents individus nous
permettent de penser qu'il peut s'agir d'enzyme dimére. L'analyse
des descendants de croisements confirment cette hypothése.
L' ensemble des résultats est reporté dans le tableau 6. Les
génotypes obtenus dans la descendance, ainsi que leur fréquence,
prouvent qu'il s'agit bien d'un 1locus avec deux alléles
codominants (PGI'"%® et PCI® %2, L'aliléle PGI® %% est toujours
présent,soit & 1'état homozygote ou a 1'état hétérozygote, alors
que PGI®‘'%2%, quand il est présent, n'est jamais observé a 1'état
homozygote. Dans les différents croisements (2, 3, 4, 5, 6) les
tests de X2 font apparaitre que 1'hypothése 9@ est la plus

plausible.

4., Etude de la liaison entre loci

Des études théoriques ont été réalisées par Mather (1936) sur
des 1liaisons géniques chez 1les autotétraploides en prenant en

compte deux alléles dont 1'un était dominant.

GALLAIS (1977) a considéré le cas plus général (pour 0=0) de
tétragéniques pour 1les deux 1loci, qui permet de distinguer la

situation de leur liaison (le taux de recombinaison est alors
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Fig. 7 :Représentation schematique de zymogrammes observés
des phosphoglucoses isomerases(PGI)
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Tableau 4 : Fréquence des génotypes des descendants en hérédité du géene PGI

Croisements Génotype GENOTYPES DES DESCENDANTS Nombre x4
Type n° Nb parental aaaa aaab aabb abbb bbbb d'individus a=0 o=2/7

1 4 aaaa X aaaa ob 108 108
ob 87 92 0 179 0.12 10.27

2 6 aaaa x aaab al 89.50 89.50 - (3.84) (5.99)
a2 95.90 76.70 6.40
ob 0 122 136 258 0.74 10.40

3 6 aaaa x abbb al - 129 129 (3.84) (5.99)
a2 9.20 110.60 138.20
ob 4 19 15 2 0 40 1.14 2.50

4 3 aaab x aabb al 3.34 16.66 16.66 3.34 - (7.82)(9.49)
a2 4.63 15.67 14.84 4,53 0.30
ob 19 35 14 0 0 68 0.78 2.70

5 2 aaab x aaab al 17 34 17 - - (7.32)(9.49)
a2 '19.50 31.24 15.10 2.08 0.08
ob 2 7 21 3 0 : 33 6.00 8.65

6 1 aabb x aabb al 0.91 7.34 16.50 7.34 0.91 (7.32)(9.49)
a2 1.50 8.00 13.80 8.00 1.50

- alleles PGI : PGIl'OO = a PGIO'82 =b

- ob : effectif observé
al : effectif attendu pour o = 0
a2z : effectif attendu pour a = 2/7

- les valeurs de x? entre parenthéses sont les valeurs seuil au risque 57
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compris entre 0 et 1/2) par rapport & leur indépendance (r=1/2) ;
dans ce dernier cas, 11 est possible de savoir si les locus sont

ou non situés sur le méme chromosome.

Des individus doubles tétragéniques sont assez rares, c'est
pourquoi nous avons tenté de définir les relations existant entre
deux loci GOT1/ADH d'une part et GOT1/PGI d'autre part. Ceci a
1" aide de croisements faisant intervenir un digénique duplex

(GOT1) /digénique simplex ( ADH ou PGI), (Tableau 5).

Mais malheureusement, il n'y a aucun croisement qui permet
d' étudier les autres possibilités de liaison entre différents

loci.

Le test de X? (au risque 5%) montre qu'il n'y a pas de
liaison entre GOT1 et ADH et qu'ils sont probablement situés sur

des chromosomgs différents. .

Pour 1le cas GOT1/PGI, 1le nombre de descendants dans ce
croisement est faible pour pouvoir calculer Xz, méme en groupant
les types parentaux les moins représentés d'une part et les types
recombinés d'autre part ; on retient seulement de ce croisement
la présence de types recombinés. Cependant, 1'utilisation
d'individus doubles digéniques pouvait étre tout a fait adéquate
pour étudier 1les liaisons entre loci chez des autotétraploides,
car le nombre de classes dans 1la descendance est suffisamment

restreint.

Enfin, nous indiquons par représentation schématique les
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Tableau 5 : Liaison entre loci GOT1/ADH
GOT1/PGI

dtindi-  pARENTAL_____ 17 0° Bametes produits par le parent double étéroygote
vidus GOT1/ADH Fréquences ab/aa ab/ab aa/aa bb/ab aa/ab bb/aa
ob 12 13 3 1 4 4
T aabb/aaab =0 12,34 12.34  6.16 616 0 0 13.98(9.49)
aaaa/aaaa  r=l 12,34 12.34 6.16 6.16 1.35(9.49)
GOT1/PGI Fréquences ab/ab ab/aa aa/aa bb/ab aa/ab bb/bb
ob 6 9 2 5 0 3
25 aabb/abbb r=0 8.34 8.34 4.16 4.16 0 0
aaaa/aaaa =1 8.34 8.34 2.08 2.08 2.08 2.08
2
s 100 0.88 . ;
- les alleles GOT1 : GOT.1 = a GOT1 = b (r=Taux de recombinaison)
"1t00 T 1.12 -
ADH ADHl 00 = a ADH 0.82 b
PGI : PGI™° = a PGI = b

- les accolades indiquent les regroupements de classes gamétiques pour les tests
- les valeurs de x“ entre parenthéses sont les valeurs seuil au risque 57
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classes et 1les probabilités des génotypes obtenus dans les

descendances dans le cas d'un digénique duplex/digénique simplex

et d'un digénique duplex double (annexe 5 et 6).

C. CONCLUSION

L' étude du déterminisme génétique effectué pour 1les trois
systémes enzymatiques (GOT, ADH, PGI), différents par leur rble

métabolique, a permis de mettre en évidence 4 loci polymorphes.

D' ores et déja, les marqueurs enzymatiques révélés chez des
especes tres étudiées telles que le blé, le mais, le riz, le
dactyle, la 1luzerne et 1la tomate ont fait progresser la
connaissance et 1'organisation génotypique - au sein de la

population ou de la plante. Chez 1'Arrhenatherum, 1les enzymes

spécifiées par les loci, GOTY1, GOT2, ADH et PGI sont toutes
diméres. L' hypothése d'une ségrégation chromosomique est la plus
probable, par rapport a 1' autre hypothése (ségrégation
chromatidique). En effet, dans 1la descendance obtenue, aucune
figure ne pouvént provenif que de la réduction chromatidique n'a
été observé. Nous pouvons penser que le phénoméne de la réduction
chromatidique intervient & wune fréquence trés faible pour les
loci étudiés ( adans ce cas est proche de zéro).

Cependant, la ségrégation chromatidique est possible, elle
est observée chez d@'autres espéces telles que 1le Dactyle

(LUMARET, 1978), Solanum tuberosum (MARTING-ZAPATER et OLIVER,

1984). De méme, il faut signaler que le taux d'autofécondation

n'est pas toujours nul et ce taux, quand il existe, fait dévier
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les fréquences des génotypes de la descendance dans le sens d'une

diminution de 1' hétérozygotie.

Le polymorphisme allélique n'est pas é&tudié sur une vaste
aire géographique. Le nombre total d4'alléles observé pour les 4
loci est de 19 alléles. I1 est a remarquer cependant que le
nombre d'alléles au locus PGI est uniquement deux alors qu'aux
autres loci il est au moins cing, en effet 1'étude de 1la
diversité allélique au loci ADH et GOT1 et GOT2 sur des
populations differentes a permis d'obtenir un nombre élevé

d'alléles a ces trois loci (DUCOUSSO, 1985).

Enfin, pour une méme plante les résultats se sont montré
parfaitement reproductibles pour les 4 loci, quel que soit 1'age

de la plante et la position des feuilles prélevées.
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CHAPITRE III

Différenciation du régime de reproduction dans les populations

@' Arrhenatherum elatius: une évolution vers 1'autogamie?

A. - Introduction

La compréhension de 1la signification évolutive des
systémes de reproduction reste un des problémes les plus
difficiles en biologie.

Beaucoup 4’ espéces de plantes pratiquent des régimes de
reproduction mixtes, alliant 1' autofécondation a
1'allofécondation, et ce fait suggére 1'existence de pressions
sélectives importantes sur 1'évolution et 1le maintien de la
balance allogamie/autogamie.

Les hypothéses avancées quant & 1' évolution de 1'autogamie
se rangent globalement dans deux catégories selon qu'elles
considérent 1'aspect négatif ou positif de cette évolution
( Stebbins 1957):

- Les hypothéses négatives, regroupées dans 1' hypothése de
1' assurance reproductive (Jain 1976, Charlesworth et Charlesworth
1979, Piper et al. 1986), suggérent que 1l'autofécondation est
favorisée lorsque les partenaires font défaut, par exemple lors
de processus de colonisation, ou en situation de manque de

pollinisateurs,
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- Les hypothéses positives font référence au coit de 1la
méiose (Williams 1975, Maynard-Smith 1978). Par suite du coiit
génétique de 1'allogamie (Bulmer 1982, Uyenoyama 1984), et ainsi
que 1'a tout d'abord montré Fisher (1941) puis ensuite 1'ont
généralisé Nagylaki (1976) et Hells (1979), en 1'absence de
dépression de consanguinité, un géne qui entraine
1' autofécondation sans réduire la production de pollen devrait
avoir un avantage de ©50% dans une population initialement
allogame, devrait 1'envahir rapidement et la conduire vers
1' autogamie.

Dans 1le contexte d'une sélection & court terme, agissant
sur 1'individu, la dépression de consanguinité due &8 la mise a
1' état homozygote d'alléles récéssifs délétéres ou létaux est la
force sélective principale qui peut maintenir 1'allogamie dans
les populations naturelles (Charlesworth and Charlesworth 1979).
Tout facteur qui diminue cette dépression favorise par conséquent
la transition vers 1'autogamie qui est latente.

Lande et Schemske (1985) ont élaboré un modéle qui retrace
1' évolution conjointe de la dépression de consanguinité et de
1* autofécondation dans les populations. Ils montrent que dans de
nomﬁreuses situations, les seuls états d'équilibre stable sont
soit une autogamie soit une allogamie prépondérante.

L' appartenance 4d'une espéce a un de ces deux états est le
résultat de 1'histoire de ses populations. Lorsqu' elles sont
soumises a des bouleversements fréquents, des réductions
drastiques d'effectif, les quelques individus qui arrivent a
survivre sont contraints & se reproduire en régime fermé. La
proportion d'alléles délétéres décroit et 1la dépression de

consanguinité diminue. Les conditions deviennent alors propices a
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la sélection de 1'autogamie. Par contre les espéces ou les
populations sont d'effectif importants, "stables”", ont accumulé
au fil des générations de nombreux alléles délétéres, protégés
par 1'hétérozygotie. La dépression de consanguinité y est forte
et maintient 1'allogamie.

Il apparait donc que la transition vers 1'autogamie peut
se réaliser a 1la faveur de situations ol une sélection intense
réduit 1'effectif des bopulations. C'est ce qui se produit lors
de la colonisation des sols toxiques des terrils de mines. Peu
d'individus peuvent s'installer et le contexte est propice & une
évolution du mode de reproduction vers un régime fermé
( Antonovics 1968, Lefebvre 1970).

Dans une étude portant sur les variations de la diversité

génétique et de la structure génotypique d' Arrhenatherum elatius

entre populations de terrils et populations de milieu "normal",
Ducousso (1985) a mis en évidence une forte variabilité du
déficit en hétérozygotes, corrélé positivement & la densité des
individus et indépendant de la toxicité du milieu. Parmi les
c;uses possibles, 1'autofécondation et wune reproduction en
voisinages sont les plus probables.

De plus, Sulinowski (1965) travaillant & partir de
populations polonaises a montré que 1'autofertilité pouvait
varier de maniére importante & 1'intérieur et entre 1les
populations.

Ces résultats montrent une forte variabilité du régime de
reproduction chez cette espece, ce qui en fait un bon modéle
biologique pour 1'étude de 1' évolution de 1'autogamie.

Nous nous proposons donc  d'explorer 1la variabilité de

1'aptitude & 1'autofécondation dans 1les populations de cette
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espéce en relation avec la densité des individus et le milieu
d'origine, sols toxique et normal.

L' objectif de cette é&tude est centré sur la question
suivante:

Y a t-il une différenciation génétique du mode de

reproduction dans les populations d' Arrhenatherum elatius, et si

oui dans quels types de populations cela se produit-il?

Cette question est abordée dans cet article sous trois
aspects:

- L'autofécondation est-elle plus répandue parmi les
individus issus de populations denses ou bien est-elle plus
pratiquée dans les populations soumises & un stress majeur et
violent comme celles situées sur les terrils miniers?

- Les caractéristiques reproductives des individus

sont-elles stables Ad'une année a 1'autre et se transmettent-elles

f+1 24

leurs descendants, ce qui suggérerait une composante génétique

ar

cette aptitude?

- Enfin, la dépression de consanguinité étant un facteur
essentiel dans le maintien d' une espéce en régime allogame, qu'en
est~il chez les descendants issus 4  autofécondation?

B. - Matériel et méthodes

1 -~ Populations &tudiées

L' échantillonnage a été conduit en milieu toxique sur le
site 4' Auby ( pelouse calaminaire), et en milieu normal dans les
abords du campus de 1'Université de Lille 1, a Villeneuve 4@’ Ascq.

Dans 1le premier cas, deux zones ont été distinguées en
fonction de la densité des individus. Cette densité peut é&tre
appréciée 1lors de 1la floraison par le nombre de panicules par

métre carré. Dans la zone dense le nombre de panicules atteint
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188 par m2, alors que dans la zone clairsemée, elle varie entre 2
et 15 par m2.

En milieu normal deux localités ont été échantillonnées.
La premiére, Pariselle, se présente comme une "pelouse”, ol
1' Arrhenatherum est dominant. La seconde, "Quatre cantons",
distante de 1 km. de 1la précédente, est située sous une
peupleraie et en lisiére de celle-ci. Dans ces deux populations
la densité des individus est élevée et le nombre de panicules
varie entre 168 et 260 par m2.

Les effectifs prélevés sont les suivants:

~ 256 individus sur milieu toxique, dont 166 sont
originaires de 1la zone dense (TD) et 150 de la zone clairsemée
(TC).

- 186 individus en mileu normal, 50 & Pariselle (N1D) et
5@ a Quatre Cantons (N2D).

Les plantes ont ensuite é&té transportées en terrain
expérimental et cultivées en pots.

2 - Estimation de la fertilité

L' aptitude & s'autoféconder a été estimée durant 1'été
1985 pour chaque individu en isolant des inflorescences dans des
sacs de papylon. Par ailleurs, afin de constituer des témoins
sous sac dans des conditions expérimentales similaires, des
croisements ont été réaliséé péur 66 plantes de chacune des deux
densités en milieu toxique, 38 plantes de la population ND1 et 58
plantes de la population ND2.

Aprés la fructification, les panicules ont é&té récoltées
et 1'estimation de 1la fertilité a été réalisée en comptant le
nombre de graines produites, rapporté au nombre total d'épillets

présents.
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3 - Stabilité de 1'aptitude 3 1'autofertilité

Afin de verifier si les caractéristiques reproductives des
individus restent les m&mes d'une année & 1'autre, des plantes
ont été retestées durant 1'été 1986. Les effectifs sont les
suivants: 37 et 42 individus provenant respectivement de la zone
clairsemée et dense du ‘milieu calaminaire et 33 plantes
originaires du milieu normal.

De méme, dans le but d'estimer la transmission entre les
générations de 1'aptitude & s'autoféconder, les descendants issus
d' autofécondation ont é&té eux mémes testés. D'une part 43
familles Ade milieu toxique totalisant 139‘descendants et d'autre
part 13 familles de milieu normal avec 32 descendants ont été
utilisées.

4 -~ Dépression de consangquinité

Afin de mesurer cette derniére, les descendants issus de
1' autofécondation de 14 parents en 1985 ont été semés au
printemps 1986. Un témoin en pollinisation ouverte a été
constitué avec des descendants des mémes parents. Pour la
provenance de milieu toxique, 4 familles dans chacunes des deux
densités et 6 familles de milieu normal ont été retenues.

Aprés la germination, les plantes ont été élevées en serre
en pots individuels et la croissance a été mesurée a la dixiéme
et 3 la treiziéme semaines.

Les caractéres pris en compte furent les suivants:

- la longueur de la tige la plus grande, depuis 1la base
jusqu' au dernier‘noeud,

~ la longueur de 1'avant derniére feuille de cette tige,

-~ le nombre de feuilles de cette tige,

- le nombre total de talles d'une longueur supérieure a 2
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cm.

Apres ces mesures, les plantes ont été transportées en
terrain d'expérience et la phénologie de 1la floraison a été
suivie. Chaque semaine, le nombre 4'individus possédant au moins
une panicule complétement dégagée de 1la gaine foliaire a été
noté, et la mesure conduite durant 5 semaines.

Enfin, la fertilité en pollinisation libre a é&té mesurée
pour ces divers individus.

C. - Résultats

1 - Variations du mode de reproduction

a - Estimation de 1'autofertilité

L'examen des distributions de 1'autofertilité dans les
populations (fig. 1 et tab. 1) montre une indépendance entre la
proportion de graines produites et la densité des individus.

Par contre, une nette différence apparait selon le type de
milieu d'origine, entre les plantes provenant de milieu toxique
et celles de milieu normal. En effet, dans les deux populations
de milieu normal, denses, . tous 1les individus présentent une
faible autofertilité. En milieu toxique, quelle que soit la
densité, on observe une variabilité importante entre les
individus. Bien qu'il existe aussi des plantes avec une faible
autofertilité, la distribution est beaucoup plus étalée, avec des
plantes dont 1'autofertilité atteint 56%.

Aprés tranformation arcsinus des données, une analyse de
variance hiérarchisée & deux niveaux (tab. 2), confirme qu'il
existe wune différence au niveau milieu d'origine, alors que les
deux populations de chaque type de milieu ne présentent pas de
différences entre elles

b - Fertilité en croisement




Tableau 1 : Fertilités moyennes en autopollinisation et en croisement mesurées chez
des plantes de milieux normal et toxique.

AUTOPLLINISATION CROISEMENTS CONTROLLES
FERTILITE EN CROISEMENT
MILIEUX Nb graines Nb graines
D! POP. N  w-mmeeeee- x100 (I) N - x100 (I)
ORIGINE Nb épillets Nb épillets
N1D 36 4,11 (1.46) 28 28.20 (7.73) 0.146
NORMAL ‘ 3.59 (0.92) 27.87 (4.77) 0.129
N2D 47 3.05 (1.10) 46 27.54 (5.93) 0.111
TD 82 11.20 (2.28) 57 15.32 (4.82) 0.731
TOXIQUE 11.06 (1.78) 16.20 (3.06) 0.683
TC 89 10.95 (2.49) 52 17.08 (4.61) 0.641

46

(I) : Intervalle de confiance au risque 57

Tableau 3 : Analyse de variance hierarchisde sur la fertilité en
Tableau 2 : Analyse de variance hierarchisée sur 1'aptitude a lautofertilité croisement des plantes de milieux normal et toxique .
chez des plantes de milieux normal et toxique .

) SOURCE DE DEGRES DE F COMPOSANTES SOURCE DE DEGRES DE F COMPOSANTES
. VARIATION LIBERTE DE VARIANCE VARTATION LIBERTR DE VARIANCE
type de : type de
milieux 1 77.919% 22.655 milieux 1 129.049*% 18.770
inter- . inter-
population 2 ’ 0.426NS 0 Y population 2 0.159N8 0
erreur 250 ‘ 77.344 ‘ : erreur 179 81.229
* : significatif a P < 0.05 D ** : significatif a P < 0.01

NS : non significatif . - ' , NS : non significatif,
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En croisement, les individus de milieu toxique ont une
production de graines plus faible que ceux de milieu normal (tab
1 et fig. 1). Les deux populations de chaque origine sont
homogénes entre elles ainsi que le montre une analyse de variance
hiérachisée de la méme maniére que précédemment (tab. 3).

c - Rapport autofertilité/fertilité en croisement,

Afin de comparer 1'autofertilité et 1la Fertilité en
croisement, le rapport entre ces deux variables a été effectué

Au niveau de chaque population prise globalement (tab. 1),
ce rapport accentue encore les résultats précédents. La
proportion d'autofertilité dans la fertilité totale est beaucbup
plus élevée, jusqu' d cing fois plus, chez les plantes originaires
de milieu toxique que chez les plantes de milieu normal et elle
est indépendante de 1la densité des individus dans le milieu
d' origine.

Cet indice a aussi été calculé pour chaque individu dont
la fertilité avait été testée en autopollinisation et en
croisement (fig. 2). En milieu toxique, la distribution est plus
étalée qu'en milieu normal, ou la plupart des individus sont
regroupés autour de valeurs faibles. De plus on observe en milieu
toxique une tendance & la bimodalité, avec des individus dont le
rapport autofertilité/fertilité en croisement tends vers un. Sur
la figure 3, les plantes sont représentées selon leur
autofertilité et leur fertilité en croisement. En milieu toxique,
on retrouve les deux catégories définies précédemment, avec des
individus qui se regroupent prés de 1'ordonnée (T1) dont
1' essentiel de 1la fertilité est due vraisemblablement & de
l'allofécondatién, et d'autres individus qui se situent sur 1la

diagonale et qui ont la méme fertilité en autopollinisation et en
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croisement (T2). Par contre, parmi 1les plantes originaires de
milieu normal, seul le premier cas de figure est présent.

Une vérification a 1'aide de marqueurs alloenzymatiques
révélés par électrophorése a été effectuée dans la descendance en
croisement des individus appartenant aux deux catégories
précédentes afin de préciser 1'origine des descendants (Annexe
7). Les résultats montrent que méme en croisement, la plupart
des descendants des individus du type T2 proviennent
d' autofécondation.

2 - Stabilité de 1'aptitude & 1'autofertilité

a - D'une année & 1'autre

L' autofertilité moyenne en 1986 est inférieure a celle
mesurée en 1985, vraisemblablement & cause de variations
environnementales (tab. 4). En effet pendant la maturation des
graines, une certaine sécheresse a régné durant 1'été 1986.

Malgré cela, les distributions de 1'autofertilité dans les
populations sont comparables & celles de 1'année précédente (fig.
4). En particulier on note toujours la présence d'individus
fortement autoféconds parmi les plantes originaires de milieu
toxique.

La corrélation entre 1'autofertilité mesurée ces deux
années chez 1les mémes individus est significative, aussi bien
chez les plantes originaires de milieu toxique que celles de
milieu normal (fig. 5). La pente de la régression, relativement
faible, traduit la diminution de 1la fertilité due aux effets
environnementaux. Malgré des variations environnementales, les
individus les plus autofertiles une année 1le sont toujours
1'année suivante.

Une analyse de variance permet 4'extraire la composante
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sur des plantes de milieux normal et toxique.

Tableau 4 : Comparaison de 1'autofertilité moyenne pour deux années successives

MILIEUX
| D!
ORIGINE

NORMAL

TOXIQUE

1985 1986
Nb graines Nb graines
POP. N == x100 (1) N -------ee- x100 (1)
Nb épillets Nb épillets
N1D 36 4.11 (1.46)
3.59 (0.92) 33 1.92 (1.23)
N2D 47 3.05 (1.10)
TD 82 11.20 (2.28) 42 6.56 (2.83)
11.06 (1.78) 6.36 (2.02)
TC 89 10.95 (2.49) ' 37 6.26 ( 2.91

(I) : Intervalle de confiance au risque 5%

Tableau 5 : Analyse de variance sur 1' autofertilité mesurée
deux années successives.Décomposition de la variance totale
| en une composante génétique et une composante de plasticité

! phénotypique.
SOURCE DE DEGRES DE F COMPOSANTES
VARTATION LIBERTE DE VARIANCE
génotype 78 1.610% 23.370
erreur 79 76.629
* : significatif a P < 0.05

Tableau 6 :

Taux moyen d'autofertilité des descendants
issus d'autofecondation (S1) des plantes de milieux
normal et toxique.

MILIEUX Nb graines
D' POP. N - x100 (I)
ORIGINE Nb épillets
NORMAL ND 32 ~ 0.92 (0.69)
TD 54 2.66 (1.22)
TOXIQUE 3.44 (1.56)
TC 77 4,22 (1.90)

(I) : Intervalle de confiance au risque 5%




y i
 wg a
D N mmw
I :
% = =
D - WWM
I B
§ = |
45 4
BNL985 EN1986
AUTOFERTILITE
62.8
™ |
n A A
b
I
N
D
I
U
I
D
f
$ _

|4 {4

511986

ET1985
AUTOFERTILITE

Fig. 4 : Distribution des taux de fertilité en
autopollinisation mesurés en 1985 et 1986 chez
A - -

h 4 4 214 b | e e 2

. NORMAL

20
19
18 o
17 ~
16
15
14 -

~
[ 23
~
©
3}
[}
-—

AUTOFERTILITE
@
1

T T
[o] 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

y=0.1825+0.5291x*
r=0.5375
n=23

AUTOFERTILITE 1885 (2)
o  NORMAL

TOXIQUE

35

30

25

20 4

15 +

AUTOFERTIUTE 1886 (X)

10 +

Fig. 5 :
en 1985

y=3.545540.2789x*
r=0.3757
o n=21 (TC)
n=31 (TD)

-
++

T 1 T — T T

10 20 30 40

zhdwmﬂ:bmﬂomu wwz
O CLAIRSEME (TC) + SE (TD)

Taux de fertilités en autopollinisation mesurés
et en 1986 ‘chez des vwm:ﬁmm de milieux normal




54

due aux génotypes qui correspond a 1'héritabilité au sens large
incluant additivité, dominance et épistasie et la composante
environnementale soit la plasticité phénotypique (Falconer 1981).
Les résultats sont présentés sur 1le tableau 5. L'effet du au
génotype est significatif et la proportion de variance génétique
dans la variance totale s'éléve a 23%.

b - @' une génération & la suivante

L' autofertilité moyenne das descendants issus
d' autofécondation est plus faible que celles des parents mesurée
la méme année, qu'ils proviennent de milieu toxique ou non (tab.
6). Les distributions de 1'autofertilité des parents (fié. 1) et
des descendants (fig. 6) sont semblables, avec en particulier des
variations interindividuelles plus grandes dans les provenances
de milieu toxique.

Les régressions effectuées entre les parents et leurs
descendants issus d' autofécondation sont positives et
significatives, aussi bien pour les plantes de milieu toxique que
celles de milieu normal (fig. 7). Les pentes de ces régressions
sont plus faibles que celles obtenues deux années successives
pour 1les parents. Il existe donc une transmissibilité de
1'aptitude & 1'autofertilité, bien que 1'autofertilité moyenne

tende a diminuer d'une génération a 1'autre.

3 - Dépression de consangquinité

a_— Germination et croissance

Les taux de germination sont élevés et ne différent pas
({ tab. 7), ni entre les individus issus d'autofécondation ou de
pollinisation ouverte, ni entre 1les provenances ainsi que le
montre un test d' homogénéité (X2 = §.38, P5 = 8, 37).

Entre la germination et les mesures a 18 et 13 semaines,
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Fig. 6 :
autopollinisation chez des descendants issus d!
autofecondation de plantes de milieux normal et
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une faible mortalité a été constatée, due & 1la présence de
quelques individus albinos

Dix semaines aprés le semis, il n'y a pas de différences
entre les descendants issus d'autofécondation et ceux issus de
pollinisation ouverte, quelle que soit la provenance des parents,
pour la longueur de la plus longue tige, la longueur de 1'avant
derniére feuille, et 1le nombre de feuilles de cette tige (tab.
8). Seul, le nombre de talles différe, plus nombreux chez les
plantes de milieu normal, issues de pollinisation ouverte. Par
contre 1'essentiel des différences se répartit entre provenances
différentes. En particulier les descendants de plantes de milieu
toxique présentent une longueur de tige et une 1longueur de
feuille plus faibles que leurs homologues dé mileu normal.

Treize semaines aprés le semis (tab. 9), il n'existe plus
aucune différence entre les plantes issues d'autofécondation et
celles issues de pollinisation 1libre a 1'intérieur de chaque
provenance. Par contre la différence interprovenances persiste
toujours, surtout marquée en ce qui concerne la longueur de la
tige la plus longue et celle de 1'avant derniére feuille de cette
tige.

Ces résultats montrent une absence de dépression de
consanguinité, quelle que soit lforigine des parents et quel que
soit leur niveau d'autofertilité.

b - Phénologie de la floraison

Deés la deuxiéme semaine de floraison (fig. B8), la
proportion d'individus ayant fleuri est plus é&levée parmi les
plantes issues de pollinisation libre. A la cinquiéme semaine,
une analyse de 1la variance montre wune différence hautement

significative entre les plantes issues d'autofécondation et
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Tableau 7 : Taux de germination de graines issus d'autofecondation ou de
pollinisation libre de parents de milieux normal et toxique.

AUTOFECONDATION POLLINISATION LIBRE
MILIEUX Nb de Nb de Taux de germination Nb de Taux de germination
D! POP. plantes graines graines
ORIGINE meres semées semées
NORMAL ND 6 65 83.507 168 82.787%
D 4 93 83.31% 144 82.25%
TOXIQUE : 88.047 83.537 i
TC 4 104 92,777 158 79.68% 1
[
|
Tableau 8 : Croissance des plantes issues d'autofécondation ou de pollinisation

libre 10 semaines apres le semis.

AUTOFECONDATION POLLINISATION LIBRE
CARACTERES POP. N X (1) N X (1) |
l
ND 55 11.43 (0.44) 168 11.59 (0.28) 1
Longueur ‘
de ™ 79 6.55 (0.29) 97 7.07 (0.22) ‘
tige 7.03 (0.25) 7.11 (0.20) |
(cm) TC 93 7.44 (0.38) 138 7.15 (0.22) i
, ND 55 30.47 (1.39) 168 29.82 (0.90)
Longueur ‘
de ™ 79 21.44 (0.97) 97 19.15 (1.14)
feuille 20.70 (0.70) 20.11 (0.64) |
(cm) TC 93 20.00 (1.00) 138 19.43 (0.73) BUY
LILLE i
‘m-—-/ !
ND 55 3.60 (0.07) 168 3.47 (0.09)
Nombre
de ™ 79 3.25 (0.10) 97 3.24 (1.13)
feuilles : ~3.16 (0.07) 3.2 (0.09) ‘
TD 93 3.08 (0.10) 138 3.24 (0.12)
ND 55 3.89 (0.89) 168 5.77 (0.35) |
Nombre |
de ™ 79 2.81 (0.15) 97 3.90 (0.30)
talles 2.91 (0.14) 4,29 (0.20)
TC 93 2.37 (0.22) 138 4.10 (0.26)
X (I) : Moyenne et Intervalle de confiance au risque 5%




58

Tableau 9 : Croissance des plantes issues d'autofécondation ou de pollinisation
libre 13 semaines apres le semis.

AUTOFECONDATION POLLINISATION LIBRE
CARACTERES POP. N X (1) N X (1)
ND 55 17.81 (1.31) 168 16.17 (0.63)
Longueur
de ™ 79 10.31 (0.31) 97 10.24 (0.21)
tige 11.18 (0.46) 10.98 (0.40)
(cm) TC 93 11.71 (0.21) 138  11.28 (0.25)
ND 55 37.57 (1.47) 168 33.06 (0.81)
Longueur '
de ™ 79 25.82 (0.81) 97 28.10 (1.02)
feuille ; 26.61 (0.68) 26.42 (0.60)
(cm) TC 93 26.17 (0.49) 138  23.89 (0.85)
ND 55 5.32 (0.25) 168 5.16 (0.11)
Nombre
de ™ 79 4.61 (0.13) ‘ 97 4.75 (0.10)
feuilles 4.56 (0.11) 4.67 (0.11)
TC 93 4.47 (0.15) 138 4.59 (0.14)
ND 55 12.32 (1.23) 168 12.11 (0.66)
Nombre
de ™ 79 12.48 (0.92) 97  11.13 (0.75)
talles : - 12.50 (0.70) ' 12.19 (0.65)
"TC 93 12.12 (0.80) 138  10.84 (0.71)

X (1) ¢ Moyenne et intervalle de confiance au risque 57

Tableau 11 : fertilité moyenne en pollinisation libre des descendants de meme
plantes mere en autofécondation et en pollinisation libre

FERTILITE DES DESCENDANTS FERTILITE DES DESCENDANTS
ISSUS D'AUTOFECONDATION ISSUS DE POLLINISATION LIBRE
MILIEUX Nb graines Nb graines
D' POP., N = ---------- x100 (1) N - x100 (1)
ORIGINE Nb épillets Nb épillets
NORMAL ND 20 56.97 (5.23) 12 58.26 (7.49)
TD 11 45,55 (7.88) 17 46.94 (6.11)
TOXIQUE 47.72 (8.55) 49.50 (7.36)
TC 11 49.32 (9.13) 20 51.42 (8.42)

(I) : Intervalle de confiance au risque 5%
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celles issues de pollinisation libre (tab. 18) dont la floraison
est la plus avangée. Malgré cela, la proportion de plantes ayant
fleuri durant la saison, bien que n'ayant pu étre évaluée, parait
avoir été la méme dans les deux cas. La seule différence semble
donc étre un retard dans 1la floraison des plantes issues
d' autofécondation.

¢ - Fertilité en pollinisation libre

Il n'y a pas de différences significatives entre les
plantes, qu'elles soient issues d' autofécondation ou de
pollinisation ouverte, que leurs parents proviennent de milieu
toxique ou normal (tab. 11). Malgré cela, la fertilité est plus

élevée parmi les plantes qui proviennent de milieu normal,

D. - Discussion et conclusions

L' autopollinisation pratiquée sur des plantes de milieu
toxique et normal montre que les plantes de milieu toxique ont
une potentialité 4" autofécondation plus é&levée que celles de
milieu normal. En milieu toxique, ce taux atteint en moyenne 16 %
alors qu'il n'est que de 3.5 ¥ én milieu normal.

Par contre 1la fertilité en croisement est plus grande
parmi 1les plantes de milieu normal et la proportion
d' autofertilité dans la fertilité totale est en moyenne cinq fois
plus élevée chez les individus _originaires de milieu minier.
Parmi ceux ci un polymorphisme se dégage, car la distribution de
ce rapport tends vers une bimodalité. Certains individus sont
plutdt allogames alors que pour d'autres 1'essentiel de la
fertilité provient de 1'autofécondation.

Les différences observées au niveau de 1'autofertilité des

individus permettent d' interpréter plus précisément les
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FLORAISON

Issus de
pollinisatior

libre

Issus d'!
autofecon-
dation

% D'INDIVIDUS

. TEMPS(SEMAINE)
oTC + TD OND ATC X TD v ND,
Issus d'autofécondation Issus de pollinistion lipre

Fig. 8 : Evolution au cours du temps de la poportion d'individus ayant commencé
3 fleurir parmi les descendants issus d'autofécondation et ceux issus de pollini-
' sation libre.

Tableu 10 : Analyse de variance sur des individus ayant fleuri a la 5e
semaine depuis le début de la floraison chez les issus d'autofécondation
ou de pollinisation libre.

BU

\LILLE /

SOURCE DE DEGRES DE F COMPOSANTES
VARTATION LIBERTE ‘ DE VARIANCE

individus issus

d'autofécondation

ou de pollinisation

libre 1 30.689%%% 65.920

erreur 41 34.079

*%% : significatif a P < 0.001
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observations faites par Ducousso (1985) sur la structure

génotypique des populations naturelles d' Arrhenatherum elatius.

En effet, la corrélation positive mise en évidence par cet auteur
entre déficit en hétérozygotes et densité des individus ne peut
pas étre expliquée par une aptitude plus grande a
1' autofécondation dans les zones denses. Les résultats développés
ici montrent que 1'autofertilité est plus élevée dans les
populations originaires de milieu toxique, qu'elles soient denses
ou clairsemées.

Par conséquent, ainsi que le propose Ducousso, le déficit
en hétérozygotes important enregistré dans les zones denses a
probablement une autre origine: des flux géniques 1limités qui
introduisent une composante de consanguinité suplémentaire a

celle déja produite par 1'autofécondation. Mais, pour que cette

composante puisse atteindre des valeurs élevées, la densité des

individus et 1le nombre de générations écoulées depuis la
fondation de 1la population doivent étre positivement corrélés.
Ces deux conditions ne sont pas forcément liées dans la nature.
Une- étude complémentaire effectuée a 1'aide de marqueurs
alloenzymatiques a pu montrer que les deux populations de milieu
normal, Pariselle et Quatre Cantons, bien que denses, ne
présentaient pas de fort déficits en hétérozygotes (tab. 12). Il
est donc probable que ces deux sites ont été récemment colonisé
par 1' Arrhenatherum, Par contre, sur le site 4d'Auby, la bonne
corrélation densité/dge de la population a permis 1'apparition
d'un fort déficit en hétérozygotes dans la zone dense.

La fertilité en croisement est plus faible chez les
plantes de milieu toxique, méme lorsqu'elles sont cultivées en

terrain expérimental, sur un sol dépourvu de toxicité. De plus,
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Tableau 12 : Structure génétique des populations de milieux
normal et toxique

MILIEUX F
h POPULATIONS ------=--romrmmmmmc e c e e e -
ORIGINE GOT1 GOT2 ADH PGI MOYENNE
Pariselle
(v.Ascq) -0.029 -0.043 0.266 -0.076 0.029
dense (27) (54) (49) (57)
NORMAL
4 cantons
(v.Ascq) - -0.019 0.151 -0.086 0.001
dense (55) (50) (55)
Pelouse
calamin. - 0.5 - -
(Auby) (152)
dense
TOXIQUE - - 0.21 -
Pelouse (41)
calamin.
(Auby) .- 0.05 - -
clairsemée (80)

L'effectif des échantillons est indiqué entre parenthese

F=1------ (Coeffecient de Wright)

A LnLE
1/2 X(iiij) + 2/3¥(iijj) + 5/6Z(iijk) + W(ijkl)
Ho ==
N ,
X, Y, Z , W : Effectifs observés des 4 classes d'hétérozygotes

N : Nombre d'individus

2
He =1 - ZXi

X : Fréquences alleliques
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leurs descendants ont des performances inférieures a celles des
individus dont les parents proviennent de milieu normal. Ces
différences concernent aussi bien la croissance qﬁe la fertilité
en pollinisation 1libre, que les descendants proviennent
d' autofécondation ou eux mémes de pollinisation 1libre. Ces
résultats rejoignent les observations effectuées par d'autres
auteurs concernant le coiit de 1la résistance a une pression
sélective intense et monofactorielle. Mais &' aprés nos résultats,
ce coiit semble persister d' une génération a 1'autre et ce, quelle
gue soit l‘origine des plantes (autofécondation ou pq;linisation
libre), ce qni & priori semble assez paradbxal.’Néanmoins, bien
que les parents aient é&té disposés aléatoirement en terrain
expérimental, il n'est pas exclu qu'une certaine homogamie
positive ait régné lors de la pollinisation libre. En effet, des
croisements contrdlés et des pollinisations in vitro ont montré
1'existence de barrieres reproductives entre les individug de
populations différentes (chap. 4). Il est donc possible que les
individus issus de pollinisation libre soient préférentiellement
issus de croiseﬁents_entre plantes de méme origine.

D' une anﬁéek 4 1'autre, ainsi que d'une génération 5;1?
suivante, les caractéristiques reproductives se maihtiennen; ~et;
se transmettent, bien que‘l'autoferfilité diminue entre léskdeux
Qénérations. Bien qu'il soit difficile ée "parler d'héritabilité
au sens strict, ces résultats suggérent 1'existence d'une

LN

composante génétique dans 1'aptitude & 1'autofertilité.

Les mesures de viabilité et de croissance effectuées sur

les individus issus d'autofécondation donnent des résultats

similaires & celles réalisées sur des plantes issues de

pollinisation 1libre. De plus la fertilité en‘pollinisation libre
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n'est pas non plus différente. Aprés une premiére génération
d' autofécondation, aucune dépression de consanguinité n'est
visible. Cependant, un paradoxe apparait: il n'y a pas de
relation entre 1les performances des descendants et le degré
d' autofertilité des parents ce qui suggére les remarques
suivantes:

La régulation de 1'autofertilité pourrait étre
essentiellement due:

- a des mécanismes pré-zygotiques de type incompatibilité
qui seraient rompus dans les populations originaires de milieu
toxique.

- et/ou 3 des mécanismes post-zygotiques. La dépression de
consanguinité s'exprimerait entre la fécondation et la formation
de la graine, en éliminant les individus cénsanguins les plus
chargés en alléles déletéres. Ils seraient plus particuliérement
présents dans la descendance de parents de milieu normal avec
pour conséquence une faible autofertilité de ces individus. La
dépression de consanguinité pourrait ne pas s'étre encore
exprimée a cette premiére génération d' autofécondation. En effet,
ainsi que le souligne Maynard-Smith (1978), si elle n'est pas
linéairement corrélée au coefficient de consanguinité, elle
s' exprimera quand méme, mais avec quelques générations de retard.

La tétraploidie de 1' Arrhenatherum est aussi a prendre en
compte, Lande et Schemske (1985) montrent que les espéces
tétraploides allogames manifestent une plus faible dépression a
la consanguinité que les diploides, & quelque génération
d' autofécondation que ce soit, et de ce fait sont susceptibles
@' évoluer plus facilement vers une autogamie élevée.

La présence d'un polymorphisme de 1'autofertilité dans les




|
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populations originaires de milieu toxique et 1'absence de
dépression de consanguinité chez les individus issus
d' autof'écondation suggére la possibilité A'une évolution de 1a
population vers une autogamie croissante. Mais le devenir de ces
populations est difficile & prévoir. D'une part 1'absence de
dépression de consanguinité permet de penser que 1'autogamie peut
augmenter. Cependant 1la diminution de 1'autofertilité d'une
génération a 1'autre parait limiter cette tendance.

Les hypothéses concernant 1'évolution des régimes de
reproduction mixte se rangent principalement dans deux
catégories:

Soit ainsi que Lande et Schemske (1985) le proposent, ce
sont des états transitoires qui reflétent les antécédents
historiques des populations.

Soit ils représentent des situations en équilibre
maintenus par la sélection naturelle qu'Uyenoyama (1986) classe
en deux groupes selon que 1'on a affaire &8 un polymorphisme pour
1' autofécondation dans les populations ou & un monomorphisme avec
un régime mixte pour chaque individu.

Nos résultats qui font é&tat d'un polymorphisme vont a
1'encontre de 1'hypothése de 1'état monomorphe, mais ne
permettent pas de tfancher en faveur de 1'équilibre ou du non
équilibre. Les études suivantes s'avérent donc nécéssaires:

1 - Estimer 1'héritabilité de 1' autofertilité des
descendants issus d'autofécondation durant plusieurs générations
afin de suivre 1'évolution de la variance génétique susceptibile
de donner prise & la sélection naturelle.

2 - Mesurer les performances des individus 1issus

~

d' autofécondation durant plusieurs générations dans 1le cas ou
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dépression et consanguinité ne seraient pas linéairement
corrélées, en différenciant 1les individus en fonction de
1'autofertilité de leurs parents. De plus les performances en

compétition intraspécifique sont & considérer (Acheroy et Cuguen

en prep.).
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CHAPITRE IV

COMPATIBILITE DES CROISEMENTS INTER ET INTRA POPULATIONNELS

CHEZ ARRHENATHERUM ELATIUS: OUTBREEDING DEPRESSION?

A. _Introduction,

Arrhenatherum elatius est une graminée généralement

considérée comme allogame. Cependant, Sulinowski (1965) a montré
qu'il existe dans certaines populations un taux relativement
élevé d' autogamie potentielle. Dans un chapitre précédent, nous
avons mis en évidence un polymorphisme intrapopulationnel du
régime de la reproduction dans une population d'origine toxique.
Les individus 1issus d'autofécondation présentent une croissance
similaire & celle d'individus issus de fécondation croisées.
Seule, la diminution de graines produites en autopollinisation
par rapport 8 1l'allopollinisation laisse supposer 1'existence
d'une dépression de consanguinité. Cette derniére pourrait étre
1'expression de mécanismes d'isolement post-zygotique (avortement
des graines a faible valeur sélective) ou pré-zygotique

(germination plus faible de 1'autopollen).

Des barriéres pré-zygotiques semblent également présentes

au niveau des croisements. En effet, des individus 4'origine
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toxique ont donné une descendance morphologiquement semblable et
caractéristique du milieu toxique en autopollinisation mais
également en pollinisation ouverte en présence d'individus de
prairie normale. Ce deuxieme résultat est surprenant : on se
serait attendu & observer wune "dilution" de la morphologie
"toxique" en pollinisation libre. Des phénoménes de dominance ou

des barriéres pré ou post zygotiques pourraient 1'expliquer.

Des barriéres pré-zygotiques semblent donc apparaitre a
plusieurs niveaux. Nous avons tenté d' étudier la relation entre
fertilité et barriéres pré-zygotiques pour différents types de

croisements (inter et intrapopulations).

B. - Matériel et méthodes,

Arrhenatherum elatius (L.) Beauv. ex J. et C. Presl est

une graminée hermaphrodite, anémophile et tétraploide. Les
plantes étudiées ont été prélevées dans trois stations: deux
prairies normales (ND1 et NKD2) et wune pelouse calaminaire
montrant de fortes teneurs en Plomb et en Zinc (T). Cette
derniére est elle méme décomposée en deux groupes suivant 1la
densité des individus (clairsemé: TC; dense: TD). Les trois

stations sont géographiquement éloignées les unes des autres et

n’' échangent pas de génes entre elles.

Des échantillons représentatifs des populations ont été
prélevés et conservés en pots au jardin expérimental.
Dans une premiére expérience, les taux de germination du pollen

ont été estimés pour divers types de croisements. La
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pollinisation a été réalisée in vitro selon la technique de
Lundqvist (1961). Peu avant 1'anthése, les ovaires sont prélevés
et transférés sur un milieu d'agar (2% d'agar, 10% de sucrose,
106ppm d'acide borique) en boite de Petri, leur position étant
notée. Dés 1'ouverture des anthéres, 1le pollen est prélevé a
1'aide d'un pinceau et déposé délicatement sur les stigmates. Les
ovaires sont alors incubés & température ambiante, dans une
atmosphére humide pendant 24 heures. Ensuite, ils sont colorés au
bleu @' aniline (mélange d'une goutte de bleu d'aniline a 2% et
d'une goutte de KzPO4.3H20 & 28%) et montés sous lamelle en vue
de 1'observation au microscope sous lumiére fluorescente (Martin,
1959). Ce type de coloration associé a la fluorescence met en
évidence les grains de pollen viables, qu'ils soient compatibles
ou non avec le stigmate. Les premiers présentent un long tube
pollinique bien développé, les seconds se caractérisent par un
petit tube dont 1la croissance a été stoppée trés rapidement
(Cornish et al., 1979). Les résultats sont présentés sous forme
de rapport entre— le nombre de grains de pollen germés et le
nombre de grains de pollen viables. L'observation ne teste done
que la compatibilité entre le grain de pol}en et le stigmate et
élimine toute variation résultant de différences de viabilité
pollinique oﬁ de problémes de contact avec le stigmate dils a un

excés de pollen.

Le schéma expérimental mis en place suit un plan de
croisement dialléle. Neuf individus 4'origine prairiale et onze
individus &' origine toxique clairsemée ou dense ont é&té croisés
entre eux. Le matériel végétal disponible étant limité (1'anthése

doit se produire simultanément pour tous les individus), tous les
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croisements n'ont pu étre réalisés. Dans la mesure du possible,
les données sont basées sur deux comptages (2

ovaires/traitement).

Une deuxiéme estimation du taux de réussite de croisements
entre individus d' origines diverses est basée sur la production
de graines. Aprés un an de croissance au jardin expérimental, des
croisements controlés ont été réalisés par ensachage des
panicqles dans un sac en papylon. La pollinisation des fleurs est

assurée par une agitation fréquente du sac.

Quatre types de croisements ont été effectués: NXN, NXT ,
TIN, TXT. Dans 1la suite du texte, les croisements indiqueront
toujours la femelle en premier lieu et le mdle en second lieu.
Les résultats sont exprimés en taux de fertilité c'est a dire en
nombre de graines produites/nombre de fleurs. Les fleurs
@' Arrhenatherum étant trés petites, il est difficile d'effectuer
des castrations. Par conséquent, les résultats obtenus en
croisements contrdlés comprennent non seulement des descendants
issus d’ allofécondation mais également ceux issus

g’ autofécondation.
C. _Résultats.

1. Germination du pollen in vitro.

Les taux de germination du pollen sont présentés au
tableau 1 pour les différents traitements.

L' analyse factorielle classiquement utilisée dans les cas
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Tableau 1 : Taux moyens de germination du pollen (x) in vitro pour
differents types de croisements. Les effectifs parentaux s'élevent
a 3 individus ND1, 6 ND2 (populations normales ) 7 individus TC

et 4 TD (population toxique).

MALE
ND1(3) ND2(6) TC(7) TD(4)

FEMELLE
ND1(3) X 0.706 0.674 0.451 0.514

Ni 6 15 17 12

s2 0.0027 0.0519 0.0327 0.0360
ND2(6) X 0.569 0.680 0.478 0.415

Ni 14 24 28 28

s2 0.0456 0.0308 0.0487 0.0431
TC(7) X 0.300 0.340 0.527 0.593

Ni 15 35 10 18

s2 0.0299 0.0413 0.0255 0.0213
TD(4) X 0.304 0.339 0.491 0.563

Ni 12 23 19 9

s2 0.0293 0.0223 0.0331 0.0146

Ni : Nombre de croisements effectivement realisés
L'effectif est indiqué entre parenthese

N1D : population normal dense ( pariselle)
N2D : population normal dense ( 4 cantons)
TC : population toxique clairsemé(Auby)

: population toxique dense (Auby)

D
i

Tableau 2 : Analyse de variance hierarechisée sur la germination
de pollen des plantes de milieux normal et toxique .

— SOURCE DE DEGRES DE ¥ COMPOSANTES
v VARIATION LYBERTE DE VARIANCE
typee de
croisements 3 16.527%*x 33.874
famille
d'ovaires 36 2.928%* 14.513
erreur 237 51.611

*x* : significatif a P < 0.001
* : significatif a p < 0.05

Tableau 3 : Analyse de variance hierarechisde sur les taux de
germination de pollen des plantes de milieux normal et toxique

SOURCE DE DEGRES DE ¥ COMPOSANTES
VARIATION LIBERTE DE VARIANCE
type de

croisements 3 35.301%%% 34.107
famille

de pollen 33 1.071NS 0.612
erreur - 217 . 65.279

*** . significatif a P < 0.001
NS : non significatif
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de croisements di-alléles n'a pu étre appliquée & cause de la
présence de nombreuses données manquantes, notamment au niveau
des autofécondations qui présentent une réponse particuliére,
Arrhenatherum étant allogame. Les résultats ont dés lors été
traités au moyen d'analyses de la variance hiérarchisées.

Dans un premier temps, deux analyses de 1la variance a deux
critéres de classification (tableau 2 et 3) ont testé 1'existence
éventuelle

a) d'une différence entre les quatre types de croisements: NXN,
NXT, TXIN, TXT (critére principal commun aux deux analyseé).

b) d'un effet maternel et d'un effet paternel agissant au niveau
de la germination du pollen (critéres subordonnés é&tudiés

successivement).

I1 apparait qu'il existe des différences significatives
(p<8,08061) entre 1les différents types de croisements (NXN, NXT,
TIN, TXT). & 1'intérieur de ces quatre traitements, les taux de
germination sont relativement homogénes et ne différent pas
significativement. Ce sont 1les croisements entre individus
d'origines semblables ( NIN et TXT) qui réussissent le mieux, les
croisements entre individus d' origines contrastées se
caractérisant par une germination plus faible (NXIT et TXN). La
diminution du taux de germination apparaissant en croisement

inter provenance est cependant proportionnellement plus prononcée

dans le cas d'un pollen "normal" germant sur un pistil "toxique”
que dans le cas d'un pollen "toxique" germant sur un
pistil"normal". En situation favorable -croisements entre

individus de méme origine- le pollen "normal" germe mieux que le

pollen "toxique" (respectivement 65.5% et 54.2%). En croisement
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mixte, c'est 1lui qui germe 1le moins bien. Il perd 58% du

potentiel germinatif exprimé par rapport au croisement NXN alors

gque le pollen ™“toxique" germant sur pistil "normal" ne montre

qu' une diminution relative de 15% par rapport au croisement TXT.

Quant aux deux critéres subordonnés des analyses de la variance,

familles d'ovaires et de pollens issues d'un seul individu, ils

indiquent une différenciation significative (p<@.85) du taux de

germination du pollen en fonction des lignées femelles; par

contre, il n'y a pas de différence de comportement liée a

1'origine individuelle des pollens.

Des analyses de la variance a un critére de classification

testant les différences entre familles d' ovaires et familles de

pollens pour chaque type de croisements confirment 1'existence

d'un effet femelle et 1'absence d'effet mile. Cependant, cet

effet femelle semble plus prononcé pour les familles d' origine

normale gque pour les familles d'origine toxique, comme 1'indique

une analyse plus détaillée des composantes de la variance non

présentée ici et résumée ci-aprés.

Pour les croisements NXN et NXT, les différences entre familles

d' ovaires expliquent respectivement 26% (p<@.81) et 33% (p<8.861)

de la variation. La proportion de la variance expliquée par

1'effet femelle ne s'éléve plus qu'a 17% (p<8.B85) et 2% (N.S.)

respectivement pour les croisements TXIN et TXT.

Les mécanismes empé&chant la germination du pollen dans

certains cas étant a priori inconnus, se pose la question de la

réciprocité de 1'incompatibilité. Un croisement réussi dans un

sens le sera-t-il automatiquement dans 1'autre? Trois cas ont été
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envisagés: croisements entre individus normaux, entre individus
toxiques et croisements mixtes.

Les croisements ont été répartis en deux catégories: croisements
réussis (+) pour une germination pollinique >= 50% et croisements
peu fertiles (-) pour wune germination pollinique < a 56%. On
obtient donc quatre combinaisons possibles, ++, +-, -+, —-, pour
les couples de croisements réciproques. Si les taux de
germination des croisements réciproques sont indépendents, la
fréquence de chaque combinaison découle directement des
fréquences de germination des deux catégories initiales. Au
contraire, si une des associations est favorisée, sa fréquence
sera supérieure a la fréquence théorique dépendant des fféquences
initiales de chaque type de croisement. Un test G (Sokal et
Rohlf 1981) permet aisément de mettre en évidence tout écart a
une association aléatoire.

Le tableau 4 montre que pour les trois types de croisements
testés, aucune association préférentielle n'a pu étre mise en
évidence. L'interaction pollen A X ovule B n'est donc pas la méme

que 1'interaction pollen B X ovule A.

2, Fertilité en croisements.

Les résultats présentés au tableau 5 indiquent la
fertilité moyenne obtenue pour chaque type de croisement. Une
analyse de la variance & 2 critéres de classification a é&té
réalisée afin de tester les différences entré les quatre
principaux types de croisement (critére principal), et a
l1'intérieur de ceux-ci (ND1XND1, ND1XND2, ND2XND1, ND2XIND2 pour

NIN; ND1XT et ND2XT pour NXT; TXIND1 et TIND2 pour TXN; TDITC et
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Tableau 4 : Test de l'association aléatoire des &checs et rdussites
de la germination pollinique entre croisements réciproques. Un échec

(-) traduit un taux de germination = ou < a 50%, la rdussite (+)
marquant tous les taux > a 507. Les effectifs observés dans chaque
catégorie d'association sont donnés pour trois types de croisemets.

CROISEMENT ++ +- -+ -~ G

NXT 4 6 28 23 2.77 N.S.
NXN 28 10 10 0 5.38 N.S.
TXT 18 8 8 2 ; 0.46  N.S.

N.S. : Non significatif
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TCITD pour TXIT) tableau 6.

L'analyse de 1la variance montre qu'il existe des différences
significatives au niveau du critére principal qui différencie
selon 1l'origine normale ou toxique des parents (F=13.6209,
p<8.61) mais aucune différence ne se marque a 1'intérieur des
quatre groupes.

Les résultats sont globalement semblgbles & ceux obtenus pour la
germination du pollen. A nouveau, les croisements entre individus
de méme Qrigine éont plus fertiles que ceux impliquant des
origines contrastées ét la diminution de fertilité en  croisement
mixte est légérement plus marquée pour les femeiles “toxique™ que
les femelles "normale" (29% contre 25%). Les }femelles d' origine
normale montrent également un taux de réussite plus élévé que les
femelles d'origine toxique, tant en croisement mixte qu'en
croisement entre homologues.

Un coéfficient de corrélation positif et significatif (r=e. 854,
p(@.e1) entre le taux de germination du pollen et la fertilité
pour les 10 traitements communs aux deux expériences confirme la

similitude deos variations des doux carsctdres,

D. - Discussion et conclusion.

L' échec relatif des croisements entre populations normales
et toxiques confirme les résultéts obtenus{ par de nombreux
auteurs ayaﬁt étudié des populations métalicolles. Les
populations métal-tolérantes présentent généralement des
barriéres aux flux. géniques; ’Différents types de barriéres
peuvent exister: décalage phénologique, augmentatioﬁ‘ du taux

d' autofécondation dans les populations tolérantes...(McNeilly et
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Tableau 5 : Fertilité (nombre de graines/nombre de fleurs)
de difféerents types de croisements (femelle X male), en
fonction de 1l'origine des individus.

Croisements Fertilité Variance Effectif

NXN 0.2562 0.0264 115
ND1 X ND1 0.2820 0.0385 28
ND1 X ND2 0.2022 0.0206 20
ND2 X ND} 0.2313 0.0250 21
ND2 X ND2 0.2755 0.0198 46 .

NXT 0.1930 0.0294 42
ND1 X T 0.1915 0.0229 18
ND2 X T 0.1942 0.0343 24

TXN 0.1150 0.0217 40

T X ND1 0.1215 0.0142 19
T X ND2 0.1091 0.0284 21

TXT 0.1627 0.0288 109

™ X TC 0.1532 0.0261 52
TC X TD 0.1714 0.0311 57

N : Normal(N1D:normal 1 dense et ND2 : normal 2 dense)
T : toxiqur(TC:toqiue clairsemé et TD : toxique dense)

Tableau 6 : Analyse de variance hierarechisée sur la fertilité
en croisement entre plantes de milieux normal et toxique.

SOURCE DE DEGRES DE F  COMPOSANTES
VARIATION LIBERTE DE VARIANCE
type de

croisements 3 13.620%%* 11.221
inter-

croisements 6 0.710NS 0
erreur 296 88.778

*%% : gignificatif a P < 0.001
NS : non significatif
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Antonovics 1968, Antonovics 1968, MacNair et Christie 1983). La
population toxique étudiée montre effectivement une
autofécondation potentielle plus élevée que les populations
normales (Ducousso et al. 1986 et chapitre précédent). Mais, en
outre, 11 existe une diminution trés importante de la fertilité
lorsque des plantes toxiques sont pollinisées par du pollen
d' origine "normale”. Des mécanismes favorisant la conservation de
1" adaptation au milisu toxique semblent donc présents, Cependant,
il apparait également wune barriére de stérilité, plus faible,
lors de croisements réciproques, & savoir 1lorsqu'une femelle
"normale" est pollinisée par un individu "toxique". L"hypothése
liée & la conservation du caractére métal-tolérant n'est plus
d'application. La protection de la métal-tolérance ne serait donc
qu' un cas particulier d'un phénoméne plus général.

L'existence d'une co-évolution des génes dans une
population ou un environnement donné semble pouvoir expliquer ces
résultats. Pour de nombreux auteurs (Rallace 1968; Mayr 1978,
1975; Dobzhansky 1978, Endler 1977) 1'unité de sélection n'est
pas le géne isolé mais le génome dans sa globalité et il existe
de nombreuses interactions entre 1loci, notamment de nature
épistatique. A une pression sélective donnée correspondent une ou
quelques combinaisons géniques adaptées. Dans cette hypothése,
les individus d'une population ont une histoire sélective commune
et vont présenter une proportion élevée de combinaisons géniques
adaptées a leur environnement. Tout croisement entrainant la
séparation des alléles co-adaptés entrainera une diminution de 1la
valeur sélective et 1'apparition 4'une "outbreeding depression".
Les individus de populations différentes ayant généralement subi

des pressions sélectives divergentes, les croisements qui en
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résulteront offriront une probabilité élevée de rupture des
combinaisons géniques favorables (Shields 1982). Cette
"outbreeding dépression" apparait nettement entre populations
toxiques et normales. Elle semble également présente, mais a un
degré moindre, entre populations d'origines semblables (N1XIN2).
En effet, des croisements inter-populations mettent en Jjeu des
individus génétiquement plus éloignés que des croisements
intra-populations. Price et HKaser (1979) ont montré que
1' outbreeding depression apparait méme & 1'intérieur des
populations: dans un environnement donné, il existe une distance
de croisement optimale au deld et en dega de laquelle apbarait
une diminution de la valeug sélective.

L’ hypothése émise pour expliquer la présence de barriéres
de stérilité postule 1'existence d'une diminution de la valeur
sélective résultant de la dissociation des combinaisons géniques
favorables au cours de 1la reproduction sexuée. Il s'agit donc
d' une barriére de type post-zygotique. Or, on constate que les
taux de germination pollinique reflétent étroitement les taux de
fertilité. Ces derniers seraient donc 1la conséquence au moins
partielle d'un contrdle pré-zygotique et non directement de la
diminution de la "fitness". Ces résultats s'accordent trés bien
avec les prédictions de Shields (1982). D'aprés lui, 1l'isolement
post-zygotique dit & 1'outbreeding depression est une force
sélective suffisamment forte pour provoquer 1'apparition de
mécanismes 4'isolement pré-zygotigques. Ceux-ci vont favoriser les
croisements entre individus proches génétiquement et diminuer les
colits de 1'outbreeding depression.

En quoi consistent ces mécanismes d' isolement

pré-zygotique? Théoriquement, on s'attend 3 observer un arrét de




82

la croissance des tubes polliniques lorsque le pollen et le style
qui interagissent sont trop dissemblables génétiquement,
entrainant un risque élevé de dissociation d'alléles co-adaptés.
Comme les combinaisons de génes co-adaptés vont varier d'un
micro-environnement a 1'autre, en fonction des forces sélectives,
il peut exister une trés large gamme de génomes co-adaptés et
surtout, la co-adaptation n'impliquera méme pas forcément les
mémes génes. Il en résulte un nombre potentiel de croisements
entre géndmes différents quasi 1illimité. Dans ce contexte de
diversité élevée, 1'existence d'un "signal" de compatibilité
associé aux génes co-adaptés et indiquant "j'ai telle combinaison
favorable & conserver, si vous n'avez pas la méme, le croisement
est impossible” semble peu probable. La compatibilité parait plus
vraissemblablement basée sur une complémentarité géﬁomique
globale et plus précisément sur 1l'expression métabolique qui en
résultera; le tube pollinique se développera uniquement si les
interactions entre le métabolisme du grain de pollen et celui du
style sont positives.

Nos résultats peuvent-t-ils s' expliquer par cette
hypothése?
Les taux de germination pollinique ont montré 1) qu'il y a un
effet femelle mais pas d' effet male
2) que les taux de geﬁmination entre croisements réciproques sont
indépendants ‘
3) que les barriéres sont plus importantes dans le sens F toxique
X M normal que dans le sens inverse.
L'effet femelle et 1'absence d'effet méle peuvent s'expliquer par
la différence de niveau de ploidie du style et du grain de

pollen. Le style femelle é&tant & 1'état tétraploide, il sera
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identique pour tous 1les croisements et aura un comportement
homogéne alors -que les grains de pollen sont diploides. Etant
issus de la méiose, ils ne sont pas forcément semblables, 1la
tétraploidie ne faisant qu'augmenter le nombre de combinaisons
possibles. Les réponses & 1'intérieur d'une famille male seront
donc beaucoup plus diversifiées. De plus, la croissance des tubes
pollinigues dépend fortement du métabolisme de la femelle dont 1la
spécificité peut apparaitre a ce niveau.

L' absence de réciprocité entre croisements peut également
faire appel 5 des arguments semblables. Encore une fois, 1les
niveaux de ploidie différents du style et du grain de pollen font
que des croisements réciproques ne sont pas strictement
comparables. De plus, les ensembles de génes co-adaptés n'étant
pas forcément les mémes pour les deux parents, leurs implications
au niveau du style et du grain de pollen ne sont pas toujours
identiques.

Enfin, 1'observation d'une outbreeding depression plus
importante dans le sens TIN que NXIT peut étre reliée a une
différence des pressions sélectives. Dans 1les milieux toxiques
pollués par les métaux lourds et trés souvent caractérisés par
une séchefesse importante, il existe wune pression sélective
drastique et wunidirectionnelle alors que dans les milieux moins
perturbés, la sélection est plus diversifiée et varie fréquement
dans le temps et 1'espace. Une sélection dirigée devrait
favoriser 1'apparition de génomes co-adaptés pour résister aux
conditions particuliéres du milieu. Plus la co-adaptation sera
importante, plus 1'outbreeding depression sera marquée et par
conséquent plus fortes seront les barriéres pré-zygotiques. Le

taux de germination pollinique plus faible pour 1les croisements
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TIT que pour les croisements NXIN pourrait résulter d'une
co-adaptation plus importante dans la population toxique. Cette
diminution révéle probablement 1'existence d'une outbreeding
depression intrapopulationnelle (Price et Waser 1979).

I1 n'existe apparemment aucune analogie entre les
mécanismes pré-zygotiques associés a 1'outbreeding depression et
1'autoincompatibilité gamétophytique fréquente chez les
graminées. Cette derniere mettrait en jeu deux loci
multialléliques (S et Z), la présence de deux alléles identiques
chez le mdle et 1la femelle déterminant 1'incompatibilité.
L'incompatibilité apparait donc pour une seule combinaison, lors
de 1'union de deux génomes semblables, deux loci servant de
révélateur. Inversément, dans le cas de 1'outbreeding depression,
c'est 1'union des génomes relativement semblables qui doit étre
favorisée et de multiples combinaisons trop différentes doivent
étre évitées (Heslop-Harrison 1982),

Ces différences bien marquées entre les deux types
d'incompatibilité pourraient cependant n' étre qu'apparentes. En
effet, & une réponse phénotypique semblable (arrét ou non de la
croissance des tubes polliniques) correspond une cause initiale
de méme nature, & savoir 1'échec ou la réussite de 1'union de
deux génomes et des activités métaboliques qui en découlent en
fonction de leur complémentarité. Dans le cas de
1' auto-incompatibilité, 1'inbreeding depression a éviter
résulterait essentiellement de 1'expression d'alléles récessifs

délétéres apparaissant a 1'état homozygote (génomes trop
semblables). Dans 1le cas de barriéres de stérilités entre

individus différents, 1'outbreeding dépression proviendrait de la

rupture de combinaisons géniques adaptées (génomes trop
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différents).

I1 ne serait pas exclu que le déterminisme génétique des
deux types d'incompatibilité soit semblable. Les données de la
littérature concernant le déterminisme de 1'auto-incompatibilité
sont loin d'étre homogénes. Il existe des divergences quant au
nombre de loci impliqués (Lawrence et al. 1983) et les mécanismes
physiologiques sont également imparfaitement connus. Ces lacunes
ont poussé certains chercheurs & émettre des hypothéses
alternatives (voir HBeslop-Barrison 1975 et Richard 1986). Mulcahy
et Mulecahy (1983) ont  notamment proposé un modéle
d'auto—incompatibilité basé sur la complémentarité des génomes
(voir également Lawrrence et al. (1985) et Mulcahy et Mulcahy
(1985)). Selon eux, 1'incompatibilité est une expression
pré-zygotique d'un fardeau génétique. Elle est causée par des
interactions entre 1le style et le grain de pollen et déterminée
par la somme des interactions génomiques. Lorsqu'il - y a une
hétérozygotie importante, il y a héterosis et croissance rapide
du tube pollinique. En cas d' autopollinisation, 1' absence
d’ héterosis entraine une croissance nulle ou trop lente pour
permettre la fécondation.

Ce modéle est fort proche de celui que nous proposons pour
1'allo-incompatibilité. Seule, la cause premiére (génomes trop
proches ou trop éloignés) différe mais la conséquence
(complémentarité ou non des génomes) qui va déterminer le niveau
de compatibilité est semblable. Il existerait un continuum de
compatibilité, fonction de 1la distance entre les génomes. 4 un
extréme, se situerait 1'auto-incompatibilité, ensuite
apparaitrait 1la dépression de consanguinité associée a des

croisements entre apparentés puis un optimum au dela duquel une
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outbreeding depression de plus en plus forte se marquerait.

En conclusion, les résultats expérimentaux ont montré
1'existence de barriéres d'incompatibilité, notamment lors  de
croisements entre individus appartenant & des populations
différentes. Les barriéres résultent vraissemblablement de 1la
présence d’' une outbreeding depression, cette derniére se marquant
déja au stade pré-zygotique. L'arrét de la croissance des tubes
polliniques étant un corollaire commun & 1'inbreeding et 1°
outbreeding depression, nous proposons un modéle synthétique de

1'incompatibilité. Cette hypothése a pour base la compatibilité

des génomes parentaux.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES.

Cette étude de la variabilité du régime de reproduction chez

Arrhenatherum elatius a nécessité une recherche préalable de

marqueurs génétiques fiables. Aprés une premiére phase de
prospection de la variabilité enzymatique chez cette espéce, a
1'aide des techniques électrophorétiques, une seconde étape a
consisté, par des croisements controlés, a établir 1le
déterminisme génétique des variants enzymatiques observés.

C'est ainsi que trois systémes enzymatiques polymorphes ont
été définis avec précision dans nos populations :

- le systéme GOT codé par deux loci avec au total 12 alléles ;

- le systéme ADH codé par un locus avec 5 alléles;

- le systéme PGI codé par un locus avec 2 alléles.

Ces enzymes sont toutes dimériques. D'autre part, 1®'étude des
descendances’ montre : |

- une ségrégation chromosomique des différents alléles, le

A

‘phénoméne de réduction chromatidique propre aux tétraploides n'a
pas été observé, ce qui laisse supposer la proximité de ces loci
et du centromére ;

- une iﬁdépendance de GOT1 et ADE et probablement de GOT1 et

PGI, ce qui permettrait de situer ces loci distants les uns des

autres.

La réalisation d'autopollinisation en situation contrdlée,
d@'individus de populations de milieu normal et de milieu toxique

(dense et clairsemé&) a permis de répondre & la question posée par
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DUCOUSSO (1985) : 1'autogamie intervient-elle dans la corrélation
positive observée entre le déficit d' hétérozygotes et la densité

des populations d' Arrhenatherum elatius ?

Une augmentation de 1'autofertilité moyenne a en effet été
mise en évidence. Mais celle-ci ne se manifeste uniquement que
dans les populations de milieu toxique et quelque soit la densité
des individus. La seconde hypothése avancée par cet auteur parait
donc la plus probable : en population dense le voisinage est trés
réduit, les pollinisations se réalisent entre individus
apparentés et au fil des générations une consanguinité apparait.
L' étude de la structure génétique de nos populations normales,
qui sont denses mais vraisemblablement récentes, ne montre pas de
forts déficits en hétérozygotes. Ceci permet de donner toute
1'importance au facteur ancienneté des populations dans
1' expression de ce phénoméne.

A 1'intérieur de la population du milieu toxique, certains
individus présentent des taux d'autofertilité élevés (T2),
d' autres des taux d'autofertilité faibles (T1) et comparables a
ceux des individus des milieux normaux. Le régime de 1la
reproduction des populations de milieu toxique se présente donc
comme un élément supplémentaire de la variabilité déja notée pour
de nombreux traits des individus colonisant ces milieux
( DUCOUSSO, 1985). Contrairement aux observations faites par
ANTONOVICS (1968), pette augmentation @' autofertilité n'est pas

/
limitée aux seuls individus situés aux limites des zones toxiques
et normales, mais intéresse des individus répartis sur 1'ensemble
du site. Les individus étudiés dans 1la zone toxique ont été
récoltés au centre du secteur toxigque de la région da'Auby. Le

processus d'apparition de cette autogamie sous la dépendance d'un
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flux génique important depuis les zones non toxiques (CAISSE et
ANTONOVICS 1978) n'est probablement pas le seul en cause ici. La
comparaison de la descendance issue d'autofécondations ou de
pollinisations libres ne montre, en premiére génération
Q' autofécondation, aucune dépression de consanguinité quelque
soit 1'origine de la population.

D' autre part, les croisements effectués entre plantes de milieux
contrastés montrent clairement 1'existence d'une “outbreeding
depression". De plus, 1'étude de 1'aptitude & la germination du
pollen disposé directement sur les stigmates d'une plante @' une
autre origine met en évidence 1'existence d'un controle
pré-zygotique net de cet effet d'"outbreeding depression”. Si

1'on ajoute & ces observations le fait que 1'Arrhenatherum

elatius est tétraploide, les conditions semblent réunies pour que

les populations de cette espéce évoluent vers 1'autogamie.
Cependant cette tendance ne s'observe que dans les milieux
toxiques ; la diminution de 1'autofertilité moyenne notée d'une
génération & la suivante est également limitative.

Se pose ici la question du devenir des populations de milieu
toxique : vont-elles évoluer vers une d'autogamie plus compléte
ou le polymorphisme observé va-t-il atteindre un état
d' équilibre?

Aussi ce travail demande umn suivi plus proiongé des
descendants issus 4'autofécondation afin @' estimer 1' héritabilité
de 1'autofertilité et une éventuelle dépression de consanguinité
qui pourrait apparaitre plus tardivement,

Le fait que les individus autofertiles ne se rencontrent qu'en
milieu toxique, pose la guestion de la corrélation entre cette

aptitude a 1'autofertilité et la tolérance des plantes vis a vis
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les conditions de milieu.

Nous avons vu aussi que les issus d'autofécondation sont plus
tardifs, existe-t-il un 1lien entre les différents traits
polymorphes des populations de milieu toxique et en particulier
entre les différents moyens permettant un isolement reproductif

(décalage phénologique, autofertilité, incompatibilité)?

Arrhenetherum elatius, fondamentalement allogame se révéle donc

posséder des potentialités importantes d'évoluer vers 1'auto-
gamie, sans que celle-ci soit immédiatement contre sélectionnée.
Aussi cette espéce est capable d'allier dans des populations trés
proches 1les avantages de 1'allogamie (créatrice de combinaisons

génétiques nouvelles) a ceux de 1'autogamie (conservatrice des

combinaisons génétiques favorables). Le modéle Arrhenatherum

elatius est donc particuliérement intéressant pour 1' étude

fondamentale de 1'évolution du régime de la reproduction chez les

végétaux,
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ANNEXE

Trois types de configurations sont observées (rig.
cours de la mEfose (DEMARLY, 1963).

Type 1 : mEiose rlductionnelle

1

1) au

Il n'y a pas de recombinaison. Les 2ll2les homologues des

chromatides soeurs (c'est-i-dire issue de la duplication du méme chro-
mosome) montent au méme pdle d'anaphase I et se séparent en anapha =

se II. Les gamétes renferment donc des chromatides non soeurs.

Type 11 : méiose Zquationnelle

Il existe au moins un crossing-cver. les chromatides soeurs
sont alors liées 3 deux centroméres différents mais ceux-ci se diri-
gent vers deux pdles différents lors de 1° anaphase I. Les gamétes sont

donc formées par des chromatides non soeurs.

. .
Type 111 : mEiose pseudotquationnelle

Il existe au moins un crossing-over et au cours de l'ascen-
sion, en anaphase I, les centromires portant des chromatides soeurs

montent au méme pdle. Les gamétes ont dorc une probabilité 1/2 d'étre
homogénes, c'est-3-dire de contenir les deux chromatides soeurs. Ceci

entraine un taux de consanguinité non nul méme si la population est

panmlcthue.

-

SRR LIV

O, étant 1'indice de separation qui représete la fréquence des anaphases
de la premiére division ol les chromatides soeurs remaniées se retrouvent

au mépe pdle.

Q = 2qeas

avec :
- q

lnb@

probabilité de formation de tétravalents
: probabilité d*avoir une lére division équationnelle (6/7)
probabilité de non disjonction, pour une ségrégation au hasard (1/3)
probabilité dans le cas d'une méiose pseudo-équationnelle d'avoir

les chromatides soeurs dans un méme gaméte (1/2)
Dans le cas ou des tétravalents sont effectivement formés (q=1), les
valeurs de l'indice de separation varient entre 0 et2/7 .

TYPE |

Reductionnel

TYPE I

Equationnel

TYPE

1

Pseudo . équationnel

sans double

avec ‘double

réduction” réduction”
' 3
2 - 22 . ':3\
F\hbz ﬁ \\ ,_'-’-% 2F\;L>§ ~
\N\ N 3 ) NN ':r\ % =|4R__\ N
RN NN N\
13 1
o AN AN
AN N 4
Ry | SR RS
4 4 A | §
1 2 1 <:f/} q~ '3
<
1>_- <, 1> _, > <l
4 "—3 4 —-/2 1 4
> RN > .. = <4
4 T3 4 4 1 :
| 1 1 1 1| 2 3] 2 3
E -~ | ~ | ~— ~ | " \: :"-
2" 1™~ 2 g~z | 3| 2] 2"
k 4 4 4 4 4
LSO Bt DR I B /’ \ 11— |~
3 3 - ~2 4 4
ARRANGEMENTS GAMETIQUES
12,23, 34 12,23 .34 12, 23,34 12,23 .34 1,22
13, 24,14 13 .24 ,14 13 .24 14 13,24 .14 33,44

Figure 1 3 Types de méiose et
chez les autotétraploldes.

arrangements gamétiques corres pondanté




ANNEXE 2

Disjonctions gamétiques chez les autotétraploides & partir des 5 classes de génotypes parentaux pour des

valeurs de a quelconques

Gametes
Génotyp? ab be cd ac bd  ad aa b cc  dd
parentaux
2 - 2 - a 2 -« 2 -~ q 2 - a 2 - q a a a a
abed 12 12 2 7. 12 72 ) B T B
2 -« 2 -~ a 2 - qa . ] + a a a
aabc 3 T3 0 z 0 0 A 8 B 0
2 -a ] + a ! + a
aabb 3 0 0 0 0 \ 0 g 3 0 0
aaab 2 - 0 0 0 0 0 R o o0
aaaa 0 0 0 0 0 0 ] o] 0 0
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ANNEXE 3

Ta-won d'extraction Tris. HCl pH 7,6

- 0,68 g Tris
- 500 wg de polyéthyléne glycol
-~ 50 ml H20 désionisée
ajustée & p# 7,6 par de 1'HC) fumant.

Tampon de migration dour gel de polvacrylanide

- glycine 1k g
- Tris 30 g
- H20 bip. 11
pd 8,33 8,7
On dilue 100 ml dans 3,5 1 d'eau.

Tarpon Tris HCl off 8

- 2L,2 g Tris
1 1 eau bipermutée

pE 8 avec BCl concentré

Préparation du gel de volyacrylamide

Solution A Tris 36,6 g
. Temed 0,4 ml
ECL WN 48 m1 - .
H20 bidistillée qsp 100 ml
L pH 8,9

Solution B Tris 5,98 g -
' ' Temed 0,5 ml
ECL 1 N 48 m)
#20 bidistillée qsp 100 ml
pd 6,7

Solution C : Acrylamide 40 g
bis-acrylamide 0,735 g
H,0 bidisti_llée qsp 100 ml

Solution D . Acrylamide 10 g
_bis-acrylamide 2,5 g
-H20 bidistillée gqsp 100 ml

Solution E Riboflavine & mg
H20 bidistillée qsp 100 ml

Solution F k Saccharose L0 g
920 bidistillée gqsp 100 ml

Solution PS ‘ Persulfete d'emmonium 92,5 §

H20 bidistillée qsp 100 ml

Toutes les solutions sont stockfes & 1'abri de la lumiédre
d + 5°C. La solution PS se fait le jour—méme. Le pElange pour

la préparation des gels se fait au dernier momeat.

Gel de sévaration (gel fin) & B% d'acrylemide

“Solution A 6,5 ml
Solution C 1n,Tml
Solution PS 33,8 ml

Gel de conceatration (gel large) & 2,5 % d'acrylaaide

Solution B ]
Solution D 2
Solution E 1
Solution F Yy

BRERE

Gel de peroi & 8 % d'acrylamice

* Solution A
Solution C 2

=1
ml

VAN

2
2
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ANNEXE 4

TECHNIQUES DE REVELATION

La tranche de gel est incubée pendant 10 mn & 38°C dans 50 ml

de tampon Tris HCl pE 8 (annexe 1), contenant :

- 300 mg d'acide o-cétoglutarate
- 600 mg d'acide aspartique
- 0,20 mg de pyridoxal 5' phosphate
ajusté 2 pH 8.
Les bandes sont ensuite révélées par 1l'addition de 200 mg de
Fast Blue BB dans 50 ml tampon Tris HC1 pH 8 (24,2 g Tris ; 11 deen biper—

mutée — pH 8 avec HCl concentré).

ADE

La tranche du gel est incubée pendant 30 mn 2 38°C dans 50 ml
de tampon Tris HC1 pH 8 (24,2 g Tris ; 1 1 H20 bipermutée — pH 8 avec

ECl concentré), contenant :

- 20 ﬁg de nicotinamide adénine dinuclZotide (NAD)

- et 3 ml d4'éthanol.

Une solution contenant 50 ml de tampon Tris HC1 pE 8, additionnée

de 10 mg de nitroblue Tetrazolium (NBT) et 10 - mg de MIT, est a2joutZe.

L'ensemble est remis 3 incuber pendant 15 mn. Puis 5 mg de
phénazine méthosulfate (PMS) sont dissous dans la solution et les bandes

apparaissent alors rapidement. \

La tranche de gel est incubée pendant quelque minutes 3 38°C
dans un tampon tris HC1l pH:8 CONTENANT :
~10 mg fructose 6-phosphate %

-10 mg NAD i

~0.3 ml de NADP (solution 1%)

-1 ml MgCl, (solution 10%)

~-5%u de soiution glucose 6-phosphate
-5 mg NBT

~5 ' mg MTT

-5 mg PMS
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ANNEXE 5

Comb:naisons Combinaisons Probahilités

1/6 1/12 {

)

R parentales gamétiques r lrf1/2 X
ibl de I uelconque roQ [0ulochsurchr
possibies d d différents ;
e
, 173 1/3 173
oo :
I1°0
oun 1/3 173 1/3
LB \
1-r 1/6 1712 '
6 ‘ ,
\ oD 1-r1
O g

O

g
[=
o

1/12

0 1/12

01[-1

: .. Combinaisons gamétiques obtenues pour 2 loci & partir d’un génotype parental 1 digénique
duplex/digénique simplex (12 1a 22 1b/ 2a 2a 2b 2b) et probabilités d’obtenir ces combinaisons pour
plusieurs valeurs de 1 (probabilité de recombinaison). P indique les combinaisons parentales et R les

recombinées.
alleles alleles
locus 1 O a locus 2 0O a
® b B b

I’ est I'autre combinaison parentale possible.
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ANNEXE 6
Combinaisons
parentales Combinaisons gamétiques
possibles
o 0O [OnE! on on o0
1| oo omn o0 (| o
eom e =i n ) fhm) ) Uer) (e ’ _
-ttt s ril-r r-r r-r -r i-r) I x
[ @ _m j|Quelconque [~ 3 3 3 3 3 5 3 5
ou
om | r=0 4/6 0 0 0 0 176 176 0 0
H‘ on
e O .
e O r-1/2 127 24 2/ 2 2724 2/2 2/ 24 1/24 1/ 24 1/ 2 172
O 0
I oo ’ 00
Omnm -
L I Terar’ Ao+’ Norar? Aorer’ 1-rert Qo) A L 1 )
o w | |Ouetconque 3 3 6 6 3 F; 12 12 2
r=0 2/6 1/6 176 176 1/6 0 0 0 0
r=1/2 20/48 m\\.w 6748 6/48 6749 1/48 /48 1748 1748
Loci sur chromosomes
différents 16/36 4/36 4/ 36 4/ 36 4L/36 1/36 1/36 1/36 1736

Combinaisons gamétiques obtenues pour 2 loci d partir d'un génotype parental digénique duplex double (la la 1b 1h/ 2a 2a 2b 2b) et
probabilités d'obtenir ces combinaisons pour plusieurs valeurs de r (probabilité de recombinaison).

locus |
locus 2

alleles O a ® b
a

alleles [J " b
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ANNEXE 7

ANALYSE ELECTROPHORETIQUE DES DESCENDANTS DE CROISEMENT

DE PLANTES DE MILIEU TOXIQUE

A 1'aide de marqueurs enzymatiques (GOT1, GOT2, ADH et
PGI), 1’ analyse de la descendance de certains croisements permet
g'identifier de maniére siire les descendants issus
d' autofécondation ou d'allofécondation.

A partir de ces individus identifiés de maniére certaine
les pourcentages d'individus issus a' autofécondation ou
d' allofécondation sont calculés pour chaque descendance de méme
plante. Ces pourcentages sont présentés ( tableau 1, figure 1)
suivant les fertilités obtenues en autofécondation et en
croisement.

Ces résultats montrent que les individus qui ne
s' autofécondent pas ou trés peu ne présentent pas dans leurs
descendance aes issus d'autofécondation. Par contre les individus
qui s' autofécondent  présentent dans leurs descendance en
croisement des individus issus d'autofécondation

Ceci confirme donc que le groupe d'individus appelé T1 est
constitué de plantes essentiellement allogames et les individus
du groupe appelé T2 (chapitre III) de plantes autogames.

Des plantes de milieu toxique ont également é&té croisées
avec des plantes de milieu normal. L'analyse éléctrophorétique de
leur descendance montre un résultat similaire & celui observé
dans le cas du croisement entre les plantes toxiques(tableau

2, figure 2).
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Tableau 1. :Fertilités en autofecondation,en croisement des
plantes de milieu toxique et taux d4'individus issus d'auto-
fecondation et d'allofecondation identifiés par des marqueurs
enzymatiques

N°® FERTLITE TAUX D'INDIVIDUS
Fig, =-=-s---mommmmmmm e e
autof. croisement autofécondation allofecondation
1 5.217 67.747% 07 85.00%
2 sz so.sx oz w7
3 1 w26 oz RV
s s st oz su.usz
s 1.6z 24.000 = 6,072
6 o 22700 oz .87
. oz 18.512 oz 6367
s o 17.82 oz 28.5717
o 2502 17502 oz ooz
10 4a7z 15267 = ss.ssz
u oz 1ser = s1.842
12 oz 1z.8m oz w.000
3w sam oz ooz
L 07 8.33%Z 07 80.00%
u LSz oassiz war oz
15 12312 6.0z oz 85.712
16 15.38% 15.622 w0.002 20,002
7 1308 15.702 .02 10.002
18 20457 17.302 waz 0z
19 24.66%7 16.142 w28z oz

20 46.77%Z 54.687% ' 14.817% 11.117
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Tableau 2 : Fertilités en autofecondation,en croisement des
plantes T (croisées avec celles de milieu normal) et les taux
d'individus issus d'autofecondation identifiés par des
marqueurs enzymatiques

N° FERTILITE TAUX D'INDIVIDUS
8 utofecon. croisement  swtofecondation  allofecondation
1 11.117 43.337% 0% 38.467%

2 a0z sdas oz 14287
F oz .00z oz o0z
W 7.81x 280z 0o.37% w21
s voom st oz w2.85%
P oz s oz wasz
7 2.000 23300 7.6 7601
s s 23.687  u.ix iz

9 42.857% 10.007% 20.00% 0%
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