Ann. Sci. forest., 1975, 32 (4), 185-203.

LES TERPENES DU PIN MARITIME :
ASPECTS BIOLOGIQUES ET GENETIQUES

IV, - HEREDITE DE LA TENEUR EN DEUX SESQUITERPENES !
LE LONGIFOLENT BT LE CARYOPHYLLENE

A. MARPEAU, Ph. BARADAT* ct C. BERNARD-DAGAN

Laboratoire de Biologie végétale de I Université de Bordeaux I,
Avenue des Facultés,
33405 Talence
* [aboratoire d' Amélioration des Coniféres,
Centre de Rechevches de Bordeaux, I. N. R. 4.,
Domaine de I'Hermitage,
33610 Picrroton-Cestas

RISUME

Poursuivant 'étude du mode de transmission héréditaire des terpines extraits des tissus
corticaux du Pin maritime, nous avons montré lexistence de 2 nouveaux loci @ ils controlent
chacun la synthése d'un sesquiterpéne. Le locus Lo intervient dans la synthése du longifolenc,
le locus Ca est responsable de celle du caryophyllenc.

Au locus Lo, Uallele de richesse est dominant, par contre cet allele est récessif au locus Ca.
Ce fait constitue une nouveauté par rapport aux mécanismes déja mis en évidence chez le Pin
maritime (controle génétique du Ay-carenc, du myrcéne et du longifoléne).

Lalléle Lot a une action pléiotrope : il permet simultanément la synthese du longifoléne
ot celle d’un autre sesquiterpéne, I'o-longipinéne.

Les sesquiterpénes, carbures de formule C,;H,,, se rencontrent a c6té des mono-
terpénes (C,H,;) dans la plupart des essences de Pins mais en proportions généra-
lement plus faibles. Si I'étude de I'hérédité des monoterpénes a fait 1'objet, depuis
1966, de nombreux travaux, celle des terpénes supérieurs n'a pas été entreprise
jusqu'a ce jour. Certes, les sesquiterpénes ont été signalés dans de nombreuses
espéces et sont a la base d’études chimiotaxinomiques sur Hypericum (MaTHIS et
OURISSON, 1904), A bies magnifica (SMEDMAN et al., 1969), Lindera (IsHII et al., 1970),
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Ulmus (RowE, 1972). De méme, des classements taxinomiques ont été proposés d’apres
les compositions en diterpenes ou en triterpenes : Podocarpées (APLIN ¢f al., 1963),
Coniféres (ALSTON et TURNER, 1963), Luphorbia (PONSINET et OURISSON, 1968 ;
Evans et KINGHORN, 1974). Mais, a notre connaissance, le mode de transmission
héréditaire de ces substances chez les végétaux n'a jamais été étudié ; seul SouILLACT
(1971) a signalé qu’il existait, pour un diterpéne, 'acide lévopimarique, une varia-
bilité génétique qui se traduit par des différences entre clones, chez Pinus elliolii.
En ce qui concerne les sesquiterpénes, des schémas de biosynthése ont été proposés
d’apreés leurs configurations chimiques et leurs répartitions au sein du monde végétal
(WEISMANN, 1966 ; SMEDMAN ef al., 1009 ; ANDERSEN et SYRDAL, 1970), mais rien,
semble-t-il, n’a été publié sur le mode de transmission des composés sesquiterpéniques.
Peut-étre cette lacune tient-elle aux difficultés que présente leur analyse en grande
série : la séparation chromatographique de ces constituants est en effet plus longue
et plus délicate que celle des monoterpenes et ne peut donner de résultats satis-
faisants sans un fractionnement préalable des extraits.

Chez le Pin maritime (PAULY ef al., 1973), les carbures sesquiterpéniques sont
plus nombreux et plus abondants dans les essences de feuilles que dans les essences
extraites des tissus corticaux. Celles-ci renferment principalement du caryophylléne
(de T 4 18 p. 100) des traces d’a-longipinéne (moins de 1 p. 100 dans la plupart des
cas) et des proportions faibles et pratiquement constantes de cadinénes, germacréne,
muurolénes, et humulénes (X — 1 a 3 P. 100). Un carbure sesquiterpénique apparait
de fagon irréguliére : le longifoléne. Beaucoup d’arbres en sont dépourvus mais chez
certains individus il peut représenter jusqu’a 18 p. 100 des carbures totaux. Le caryo-
phylléne, s'il est le plus souvent présent en quantité appréciable (6 a 18 p. 100), peut
parfois tomber & une concentration inférieure a 2 p. I00.

C'est donc sur le caryophylléne (1) et le longifoléne (2) qu'a été entreprise, du
fait de leur variabilité, I'étude portant sur leur mode de transmission héréditaire.

) )

caryophylléne longifoléne

I. — MATERIEL, ET METHODES

Pour des raisons discutées dans un précédent article (BERNARD-DAGAN ef al., 1971), cette
étude, comme celle des autres monoterpénes, porte sur les essences extraites A partir des tissus
extérieurs au bois des pousses de un an appartenant au verticille de deux ans.
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1. 1. — Extraction

Aussitot apres le prélevement, chaque échantillon (ro-15 @), réparti sur toute la pousse, est
coupé en menus morceaux, puis mis a macerer pendant 3 h au moins dans 30 a 50 ml de pentane
pur (a 99 p. 100). L'extrait, apres filtration et séchage sur sulfate de sodium anhydre, contient,
A coté des carbures mono- et sesquiterpéniques, des terpénes oxygénés, des lipides, des acides
résiniques, des pigments. Beaucoup de ces constituants peuvent interférer sur les analyses en
chromatographie gazeuse ou nuire a leur sensibilité. Un préfractionnement s’'impose done.

1. 2. — Préfractionnement

Le volume de l'extrait obtenu par macération, est réduit par évaporation douce ; cette

solution colorée, est ensuite déposée au sommet d’une colonne de chromatographie (¢ = 1 cm,
L. = 15 cm) remplie de gel de silice (Kieselgel 60) préalablement saturé par un mélange pentane-

éther éthylique 99 : 1. Le passage de 30 ml du méme mélange (pentane-éther éthylique, 99 @ 1)
permet I'élution d'un extrait limpide ct incolore contenant la totalité des carbures mono- et sesqui-
terpéniques ; les autres composés oxygénés (terpéniques ou non) sont retenus sur la colonne.

L'extrait élué doit étre réduit 4 un faible volume (1 & 2 ml) dans des conditions évitant la
volatilisation des carbures légers, en particulier celle de 'a-pinéne. Nous procédons a cette évapo-
ration en balayant la surface de Pextrait par un trés faible courant d’azote dans une sorbonne
bien ventilée.

1. 3. — Analyse de Uextrait

Tes extraits sont analysés par chromatographie en phase gazeuse sur un appareil Varian 1400
ou un appareil Intersmat, IGC 120 FL, tous deux pourvus de détecteurs 2 ionisation de flamme.

La séparation chromatographique est faite sur des colonnes de 1/8 de pouce, longues de 2,40 m,
remplies de Chromosorb P 8o/roo (non lavé a lacide) imprégné de 15 p. 100 de sébagate de
polypropyléne glycol. L’azote, employé comme gaz vecteur, est réglé a un débit de 9 ml/minute.
Les températures des injecteurs et détecteurs sont respectivement de 1400 et 220°C.

L’analyse sc déroule selon un programme de température s'élevant de 20 par minute depuis
720 jusqu’a 180°C. La séparation des différents constituants cst satisfaisante et permet, apres
estimation de la surface des pics par planimétrie, de calculer le taux de chaque constituant pour
100 de carbures totaux.

Lidentification des carbures a été cffectuée par piégeage de chaque constituant en sortie de
colonne de chromatographie de type préparatif puis détermination par spectrométrie de masse.
spectrométrie infrarouge ou résonance magnétique nucléaire et comparaison avec des spectres
de référence (Pavry of al., 1973).

Ts dfis Matériel végétal d'expérimentation

Ces analyses, menées au laboratoire de Biologie végétale de I'Université de Bordeaux I, ont
permis d’étudier individuellement les tissus corticaux de Pins maritimes choisis dans les parcs a
clones ou les plantations comparatives de descendances du laboratoire d’Amélioration des Coni-
feres de Bordeaux.

Les familles de pleins-fréres utilisées ont été mises en place en 1967 (test 2-448) et en 1968
(test 2-449) ; elles étaient obtenues par pollinisations controlées effectudes sur des clones install€s
apres greffage en 19671 et 1962. La composition terpénique des parents pouvait donc étre connue
par analyse des tissus corticaux des arbres greffés (sur une moyenne de 3 arbres au moins).

2. —— MIECANISME DE LA TRANSMISSION
HEREDITAIRE DU LONGIFOLENE

I examen des analyses de sesquiterpénes, portant sur 92 clones avait révélé
la rareté du phénotype riche en longifolene : quatre clones seulement présentaient
une teneur supérieure 2 6 p. 100. La reproductibilité des analyses portant sur un
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meéme génotype a été testée par I'estimation de I'héritabilité au sens large de la
concentration en longifoléne. Sur 18 clones, on a analysé séparément un nombre de
greffes variant de 2 4 4. La valeur de I'héritabilité au sens large est de 0,98, ce qui
nous permettra de considérer par la suite que, pratiquement, toute la variabilité
observée pour la concentration en longifoléne est d’origine génétique.

Nous avons étudié 4 familles différentes représentant 3 types de croisements
entre clones identiques (autofécondation) ou différents : un clone pauvre en longi-
folene, le 02.35 (4,18 p. 100) et deux clones riches en longifoléne, le 13.01 (10,22 p. 100)
et le 13.07 (10,84 p. 100). Le test de descendances de pleins-freres utilisé était agé de
8 ans au moment des analyses.

Les 3 combinaisons parentales sont : « pauvre » « « pauvre», «riche » » «riche »,
« pauvre » x « riche ». Par ailleurs, I'étude de I'hérédité des terpénes autres que le
longifoléne nous avait conduits a analyser un grand nombre d’autres individus descen-
dant de parents tous deux pauvres en ce sesquiterpéne. On peut donc utiliser les
résultats de ces analyses pour confirmer ceux que donne la famille 02.35 % 02.33.

2. I Etude des histogrammes correspondant
aux crotsements choisis

La figure 1 représente, dans l'ordre, les histogrammes des 4 familles choisies :
(@) 02.35 » 02.35 (20 plants)
(0) 13.07 x 13.07 (48 plants)
(¢) 13.01 < 13.07 (24 plants)
(d) 02.35 > 13.07 (64 plants).

Nous constatons que, chez les individus issus du croisement « pauvre » X « pau-
vre » (a), le longifoléne ne dépasse jamais le taux de 6 p. 100. Cette observation est
a rapprocher des études antérieures ot les descendants de 2 parents pauvres en longi-
folene ne présentaient jamais de concentrations supérieures 4 ce seuil.

Les croisements « riche » » « riche » (b et ¢) permettent de distinguer deux
classes : « pauvre » en longifoléne de 0 a 6 P. 100, et « riche » en longifoléne de 6 a
I9 p. T00. Sur 72 individus analysés, 18 appartiennent a la premiére de ces classes et
54 a la seconde.

Fnfin la combinaison d'un parent « riche » avec un parent « pauvre » (d) révele
également une forte bimodalité. I1 est licite de considérer commie « riches » tous les
individus de cette famille dont la teneur en longifoléne excede 6 p. 100 (1). Fn effet,
la famille (a), composée uniquement de plants pauvres en longifoléne, présente des
individus situés dans la classe 5-6 p. 100. I'n adoptant comme limite entre les 2
classes une concentration de 6 p. 100, la famille (d) comporte 29 individus pauvres
et 35 individus riches.

2. 2. — Hypothese génélique
Le type d’hérédité le plus simple qui rende compte des résultats observés est

identique a celui que nous avons mis en évidence pour le Aj-caréne et le myrcéne,

(') On pourrait fixer la limite entre « riches » et « pauvres » a 5 p. 100 ou A 7 p. 100 sans altérer pour
autant les conclusions : peu de valeurs sont situées dans la zone 5-7 p. 100.
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Fig. 1

Répartition des teneurs en longifolene.

(a) chez 20 plants issus du croisement 02.35
h) chez 48 plants issus du croisement 13.07 >
C

(
(¢
(d

Aire hachurée :

chez 24 plants issus du croisement 13.01 X 13.07
chez 64 plants issus du croisement 02.35 » 13.07

distribution des plants de phénotype [R]

Les classes représentent des intervalles de 1 p. 100 depuis o
jusqu’a la teneur maximale

Histograms showing the repartition of longifolene concentrations

(a
(b

(¢) for 24 plants from 13.01 %
(d) for 64 plants from 02.35

) for 20 plants from 02.35 x 02.35 cross (self)
) for 48 plants from 13.07

13.07 cross (self)
13.07 Cross
13.07 Cross

Classes are 1 p. 100 ranges from o to maximum velue
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Le caractére « riche » ou « pauvre » en longifoléne serait contr6lé par un seul
couple d’alléles : Lot, dominant, entrainant la richesse en longifoléne ; Lo~, récessif,
conduisant au phénotype « pauvre » a I'état homozygote.

Comme pour le A,-caréne et le myrceéne, trois génotypes sont possibles, corres-
pondant a 2z phénotypes :

Lot/Lo* et Lo*/Lo~ = phénotype « riche », [R]
Lo~/Loo~ = phénotype « pauvre », [ P]

Selon cette hypothése le clone 02.335 qui, en autofécondation, donne uniquement
des descendants [P] aurait le génotype Lo /Lo . Le clone 13.07, de phénotype [R]
qui, aussi bien en autofécondation (ue par croisement avec un parent [P], donne a
la fois des descendants [R] et [P] aurait le génotype Lo'/Lo—. Le clone 13.01 de
phénotype « riche » qui, croisé avec 13.07 donne une ségrégation R}, [P] dans une
proportion de 3/4 [R] et 1/4 [P] serait également de génotype Lo*t/Lo .

2. 3. — Test de U'hvpothése du contréle génétique du longifoléne
par un couple d'alléles

La figure 2 indique les 6 catégories de croisements possibles entre génotypes
différents ou identiques. Dans chaque case, sont précisées les proportions théoriques
des génotypes et phénotypes que I'on doit obtenir pour chaque croisement.

Lo [Lo~ lof/l.o Lot LT
(1 (2) (3)
i - i [ 12 Lot/ Lo R] ] L
Lo /Lo Lo /Lo P | 1/2 Lo /Lo P Lot/Lo~ : [R]
(") (9)
1{% Lo™/Lo™ i
/ L34 [R] 12 1ot /L
Lot (Lo~ 1/2 Lot{Lo ] : A [R] :‘J7 iz:: ::7] : [R]
1/4 Lio /Lo e w
(6)
Lati Lot Lo' /Lot : [R]
I16. 2. Types de croisements possibles.
Proportions théoriques de génolyvpes et de phiénotypes
Fia. 2. — Ninds of possible and theoretical proportions

of genotypes and phenotypes

Nous avons étudié des croisements de type (1), (2) et (4).

Comme l'implique le mode d’hérédité envisagé, le croisement de type (1) ne
donne pas d'individus R], par contre les types (2) et (4) étudiés donnent une ségré-
gation sensiblement conforme aux proportions attendues. Le tableau 1 récapitule,
pour les 3 types de combinaisons rencontrés, les effectifs observés et les effectifs
théoriques pour les 2 phénotypes [R] et [ P]. Les valeurs de »? sont indiquées pour les
2 croisements ot il y a ségrégation.
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TABLEAU I

Comparaison des fréquences théoriques
et observées des phénotypes [R| et [P] en longifoléne
pour les 3 types de croisements rencontrés

Comparison of expected and observed frequencies
for the 3 kinds of studied matings
>

p : probabilité d’avoir, 'hypotheése étant vraie, une valeur de 2
égale ou supéricure a celle qui a été calculée

Nombre . i
b | Nombre observé
théorique

(R] (P] (R] (P] Test * (1 dl)
Lo /Lo~ % Lo /Lo~ 02.35 % 02.35 020 0 20
(]) | |
Lo /Lo~ % Lo*/Lo- 02,35 % 18.07 32 a0 3n 29 0,56 (p = 0,16)
(2)
Lot/Lo~ % Lot/Lo— | 13.07 % 13.07 36 12 32 16 1,78 (p = 0,20)
() . o . - .
13.01 22 13,07 IR 6 18 6 0
Hh 18 )0 ] i,02 (p = 0,30)

Ces résultats concordent bien avec un mécanisme d’hérédité monogénique du
longifoléne. Les réserves déja formulées pour le Aj-caréne et le myrcéne concernant
la possibilité d'un allélisme multiple restent valables également pour le longifoléne,

2. 4. — Relation de dominance de alléle Lot
sur allele Lo~

Nous pouvons estimer directement les valeurs moyennes des génotypes Lo~ /1,0~
(phénotype |[P]) d’aprés les résultats des 4 familles étudiées.

De méme la valeur moyenne des génotypes Lot /Lo~ peut étre obtenue en consi-
dérant la famille 02.35 « 13.07 qui ne comporte que des hétérozygotes parmi les
phénotypes | R]. On obtient ainsi une concentration moyenne de 2,42 p. 100 pour les
génotypes Lo /Lo~ et de 9,10 p. 100 pour les génotypes Lot/Lo .

La concentration moyenne des phénotypes [R] possédant le génotype Lot /Lot
a été estimée de facon indirecte en utilisant les résultats des familles 13.07 % 13.07
et 13.01 ¥ 13.07. Parmi les phénotypes |R] les hétérozygotes Lot/L,o~ et les homo-
zygotes LoT/Lo! se trouvent respectivement dans les proportions 2/3 et 1/3, ce qui
permet d'écrire la relation 2/3 [Lo* /Lo | (*) -+ 1/3 [Lot/Lo*] = 11,80, concentration
moyenne des phénotypes [R| des 2 familles; en remplagant [Loo*/Lo ] par sa valeur
0,10 p. 100 on obtient [Lo*/Lo™] = 17,40 p. 100.

B Le symbole d'un génotvpe placé entre crochets désigne sa valeur phénotypique.
) 8 vpe A



192 A. MARPEAU, P. BARADAT, C. BERNARD-DAGAN

Comme nous l'avons fait pour le myrcéne, nous pouvons représenter les valeurs
moyennes respectives des 3 génotypes de fagon conventionnelle en désignant par 2a
la différence entre les teneurs moyennes des 2 homozygotes. On attribue la valeur —a
a 'homozygote pour l'alleéle récessif Lo=/Loo~ et +a a 'homozygote pour I'allele
dominant Lot/Lot; en l'absence de dominance, I'hétérozygote, situé a mi-chemin
entre les homozygotes, devra avoir une déviation d nulle. La figure 3 montre que
la concentration moyenne de 1'hétérozygote se situe assez loin de celle de 1"homo-
zygote pour l'alléle dominant.

Lo /Lo~ Lo+ /Lo~ Lot/Lo*
) ‘ ‘ ; g = 7,89
: : ‘ ‘ = 1,01
—a 0 d “+a

Fi6. 3. — Représentation de la valeur des 3 génotypes

pour la concentration en longifolene

La signification des symboles est donnée dans le texte

Fia. 3. — Awverage values of the 3 genotypes for longifolene concentration
on a conventional scale

La dominance de I'alléle Lot sur 'alléle Lo~ semble donc faible ; ¢’est la situation
que nous avons déja rencontrée pour le myrcéne.

3. — MECANISME DE LA TRANSMISSION
HEREDITAIRE DU CARYOPHYLLINE

Les résultats des analyses de sesquiterpénes de 92 clones ont montré que le
phénotype riche en caryophylléne est, de loin, le plus fréquent : 2 clones présentent
une concentration inférieure a 2 p. 100, et 4 clones une teneur comprise entre 4 et
6 p. 100. Neuf clones ont une concentration comprise entre 6 et 8 p. 100 alors que les
individus les plus riches peuvent atteindre une concentration de l'ordre de 17 p. 100.
La limite entre individus riches et pauvres en caryophylléne semble moins nette que
la limite rencontrée pour le longifoléne. Pour notre étude nous avons utilisé des
croisements entre parents qui se classaient sans ambiguité dans un type ou dans
l'autre : le 00.07 (15,42 p. 100) le 00.01 (15,30 p. 100), le 01.46 (9,81 p. 100) et le 31.15
(1,20 p. 100).

Tin utilisant les clones sur lesquels les teneurs en sesquiterpénes ont été détermi-
nées, nous obtenons, pour le caryophylléne, une valeur de I'héritabilité au sens large
de 0,89. La majeure partie de la variabilité entre phénotypes est donc d'origine
génétique.

3. 1. — FEtude des histogrammes correspondant
aux croisements choists

La figure 4 représente les histogrammes des 3 familles étudiées :
(@) 00.01 ¥ 01.40 20 plants
(b) 31.15 ¥ 31.15 04 plants
(¢) 31.15 x 00.07 32 plants
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Fréquence
relative
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IFig, 4

Répartition des teneurs en caryophyllene.

(a) chez zo plants issus du croisement 00.01 ¥ 01.46
(b) chez 64 plants issus du croisement 31.15 < 3I.15 (autofécondation)
(¢) chez 32 plants issus du croisement 31.15 ¥ 00.07

Aire hachurée : distribution des plants de phénotype [R]
Les classes représentent des intervalles de 1 p. 100 depuis o
jusqu’a la teneur maximale
Histograms showing the repartition of caryophyllene concentrations

(a) for 20 plants from 0o.01 < 01.40 cross
(b) for 64 plants from 31.15 % 31.15 cross (self)
(¢) for 32 plants from 31.15 < 00.07 CTOSS

Classes are 1 p. 100 ranges from o to maximuin value

Le croisement de type (¢) ne montre pas de ségrégation décelable entre phéno-
types riches ou pauvres : I'histogramme est unimodal bien que relativement étalé.
La famille (b) révéle un histogramme nettement bimodal qui permet de séparer des
phénotypes riches et pauvres. Les histogrammes (a), (b) et (¢) suggérent comme limite
entre phénotypes | R] et [P] la zone comprise entre 6 et 7 p. 100. Si nous considérons
commie riches les individus dont la concentration en caryophylléne dépasse 6 p. 100 (1),
nous obtenons pour la famille (b) 48 individus de phénotype [R] et 16 de phénotype

P'. Tinfin, la famille (¢) qui résulte d'un croisement entre parent ' PJ] et parent [R]

(Y On pourrait fixer la limite entre « riches » et « pauvres » & 5 p. 100 0l a7 p. 100 sans altérer pour
autant les conclusions : peu de valeurs sont situdes dans la zone 5-7 p. 100.
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donne un histogramme bimodal et la limite entre |R] et [P] se situe également entre
0 et 7 p. 100. Fn adoptant le méme seuil que pour la famille précédente (6 p. 100),
nous obtenons 18 descendants de phénotype P et 14 de phénotype R,

3.2. — Hvpothése génétique

Nous constatons, en incluant les familles de type (@) et (b), que le croisement
[R] » [R] donne uniquement des phénotypes | R alors que le croisement P| .« P
donne une ségrégation : cette observation nous conduit donc a penser, si le méca-
nisme de transmission est monogénique, que le phénotype [P peut étre hétérozy-
gote. De plus, la proportion de phénotypes observés dans le croisement () est
sensiblement 3/4 (P] et 1/4 [R]. Contrairement a ce que nous avons rencontré jusqu’a
présent, le caractére de pauvreté en caryophylléne semble étre dominant sur le
caractere de richesse. Les résultats observés pour la famille (¢) : 18 Pl et 14 [R]
peuvent s’interpréter également sur la base de cette hypothése. Donc 3 génotypes
sont possibles correspondant & 2 phénotypes :

Cat/Ca~ et Ca=/Ca : phénotype « pauvre » D
at/Ca' phénotype « riche » R]

3.3. Test de Uhypothese du controle génétique du carvophyilene
pav wn couple d'alleles

La figure 5 récapitule les types de croisements que nous avons rencontrés
parmi ceux qui peuvent exister entre génotypes identiques ou différents.

Ca [Ca Cat/Ca CatiCa
(1) () ()
Ga/Ga Ca—yCa=+ P If( ! “(.“ 1 [ CatiCa : P
1/2 Ca [Ca |
(" ()
1% Cack [Ca, I R . «
. ' 2 (R a 41
CatfCo 5 L2 CatiCa ], P : :M E:E: R
l 1% CafCa | ° e - ' A
(6)
Cat[Cat Catfear ¢ [ RY
Fic. 5. Types de croisements possibles.

1’;0/7/;//10;1\ théoriques de génotypes et de phénotypes

Fic. 5. — Ninds of possible matings
and theoretical proportions of genotvpes and phenotypes

Nous avons rencontré les types de croisements (4}, (5) et (0).
Le croisement de type 6 (famille oo.01 = 01.40, ¢) donne effectivement des
phénotypes tous riches. Le croisement de tvpe 4 est représenté par la famille
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31.I5 ¥ 31.15 (b) ; il donne bien la proportion attendue de 3/4 [P] et 1/4 R].
La famille 31.15 » 00.07 (¢) qui appartient au type 5 donne 18 individus de phénotype
"P] et 14 de phénotypes | R]; la valeur du test 2 est compatible avec 'hypothése d'une
ségrégation 1/2 |[Plet 1/2 R,

TABLEAU 2

Comparaison des fréquences théoriques
et observées des phénotypes [R] ot [P] en caryophyllénc
powr les 3 types de croiseiments rencontrés
Comparison of expected and obscrved frequencies
for the 3 kinds of studied matings
/o probabilité d’avoir, 'hypothese étant vraie, une valeur de 2
dgale ou supdricure a celle qui a été calculée

Nombre théorique Nombre observeé
Tyvpe de croisement Test 2 (1 dl)
R] P R P
CatfCat % Cat/Cat GO0 2 0146 20 0 20 0
(6)
Ca*{Ca~ » Catjcat 31,15 00.07 16 16 14 I8 0,50 (p == 0,40)
(H)
Cal/Ca  Ca iCa | 3115 - 3115 1 48 16 48 0(p - 1
()

Ces résultats confirment un type d’hérédité monogénique de la concentration
en caryophylléne. L’alléle qui confére la richesse en ce sesquiterpéne est récessif.
Comme nous I'avons déja signalé, c'est la premiére fois que nous rencontrons cette
situation chez le Pin maritime. Plus généralement dans les études portant sur 1'hé-
rédité des terpenes chez les Coniféres, un seul cas de ce genre a été signalé : 'hérédité
de la concentration en limonene chez Pinus taeda (ROCKWOOD, 1973). Lincore la
preuve de la récessivité de la richesse en limonéne n'est-elle pas entiérement
apportée.

3. 4. — Relation de dominance de Ualléle Ca— sur alléle Ca

Nous pouvons calculer la valeur moyenne des génotypes Ca'/Ca® et Ca*/Ca~.
I.a concentration moyenne de 1'hétérozygote est obtenue directement a partir
des phénotypes [P] de la famille 31.15 ~ 00.07 et celle de 1'homozygote Ca't/Ca’
A partir des phénotypes R des 3 familles. Les valeurs obtenues sont de 14,30 pour
le génotype Ca'/Ca’ et de 2,10 p. 100 pour le génotype Ca'/Ca . La concentration
moyenne du génotype Ca /Ca  est estimée de facon indirecte a partir de la teneur
en caryophylléne des individus [P| appartenant a la famille 31.15 »« 31.15. Parmi
ces phénotypes nous pouvons utiliser la relation 2/3 [Ca’/Ca | + 1/3 [Ca-/Ca~] —
1,25 p. 100 (concentration moyvenne des phénotypes P’ de la famille).
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D’aprés la concentration moyenne calculée des hétérozygotes (2,16 p. 100)
nous obtenons une estimation de — 0,57 p. 100 pour la teneur des génotypes Ca—/Ca~-
Cette estimation négative de valeur absolue trés faible, est due aux fluctuations de
notre échantillonnage ; elle signifie que les homozygotes Ca /Ca~ ont une teneur
en caryophylléne pratiquement nulle. La figure 6 représente, avec les mémes conven-
tions que pour la figure 3, les valeurs relatives des 3 génotypes.

Car/Car Cat/Ca Cat/Car
| | a = 7,18
d = 5,02
i d 0 ta 2
T'1G. 6. — Représentation de la valeur des 3 génotypes

pour la concentration en caryophylléne

La signification des symboles est donnée dans le texte

I'1. 6. Average values of the 3 genotvpes for caryophyllene concentration
on a conventional scale

Nous constatons que la dominance de I'allele Ca~ sur l'alléle Ca* est tres forte,
a l'inverse de ce que nous avons constaté pour le longifoléne qui semble suivre une
hérédité presque additive. Cette situation évoque, pour le caryophyllene, celle que
nous avons décrite pour le A,-caréne.

4. — ETUDE DES LIAISONS ENTRE LOCI

Les familles que nous avons étudiées pour établir le déterminisme génétique
du longifoléne et du caryophylléne ne permettent pas de déterminer si les loci Lo
et Ca sont en situation de linkage ou d’'indépendance : ncus n’avons pas rencontré
de parents doubles hétérozygotes pour les loci controlant ces 2 sesquiterpénes. Par
contre nous pouvons situer chacun d’eux par rapport au locus C qui contréle la syn-
these du A,-caréne.

4. 1. — Relations entre les loci C(Ay-caréne) ¢f Lo (longifolene)

Deux familles 13.07 ~ 13.07 et 02.35 ~ 13.07 comportent au moins un parent
double hétérozygote pour ces 2 terpenes.

4. 1.1, Famille 13.07 -~ 13.07.
Cest un croisement du type

Clo" (Lo
C-lo ~ C Lo

En cas d'indépendance des 2z loci, le tableau des gamétes permet de prévoir
les proportions classiques 9/16 Rc] [Rlo], 3/16 Re] [Plo], 3/16 Pc] Rlojet 1/16 [Pc
Plo]. Les résultats du tableau 3 montrent que les effectifs obtenus pour chaque caté-
gorie sont en accord avec ceux que 'on doit attendre si les 2 loci sont indépendants.
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TABLEAU 3

Comparaison des effectifs de phénotypes
observés (No) dans la famille 13.07 x 13.07 a leurs fréquences théoriques
en cas d'indépendance des loci [C] et [Lo]

Comparison of observed numbers of phenotypes fov the 13.07 x 13.07 family
with the theovetical numbers expected in the case of independancy

(N¢)

Ne No
[Re] [Rlo] = 9/16 27 26
[Re] [Plo] : 3/16 9 11
[Pc] [Rlo] : 3/16 9 6
[Pc] [Plo] : 1/16 ! 3 5

1y = 2,81 (p ~ 0,42).

4. 1.2. — Famille 02.35 x 13.07.
Le croisement est du type
&t g~ & L&
¢ Lo " C Lo
Le tableau des gamétes donne, dans I'’hypothese d’indépendance, les propor-
tions 3/8 pour les phénotypes [Rc] [Rlo] et [Re] [Plo] et T /8 pour les phénotypes
[Pc] [Rlo] et [Pc] [Plo]. Le tableau 4 compare les effectifs calculés Nc et les effectifs
observés No.
TABLEAU 4

Comparaison des effectifs de phénotypes
observés (No) dans la famille 02.35 x 13.07 a leurs fréquences théoriques (Nc)
dans I'hypothése d'indépendance des loct C et Lo

Comparison of observed numbers of phenotypes for the family 02.35 x 13.07
with the theovetical numbers expected in the case of independancy

Ne No

[Rc] [Plo] = 3/8 24 28
N 7[1?] tPlo]r; %7 R 2’17 ) | B 7‘)17 a
T rawme:s s 1
“ramep | s | &
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Ces nouveaux résulats sont également en accord avec I'hypothése d’indé-
pendance. Nous pouvons done considérer que les 2 loci C et Lo sont portés par 2
chromosomes différents ou sont trés éloignés I'un de 'autre s'ils sont portés par le
méme chromosome.

4. 2. — Relation entre les loci C (Ay-caréne) of Ca (caryophyliéne)

La démarche suivie pour étudier la liaison entre ces 2 loci est identique a celle
que nous venons de pratiquer. Deux familles sont utilisables.

4.2.1. — Famille 31.15 = 31.15.

Le croisement est du type

Dans I'hypothése d'indépendance, on doit obtenir des fréquences de 9/16
pour le phénotype [Rc! [Peaj, 3/16 pour les phénotypes 'Re] [Real et [Pc] Pca]
et 1/16 pour [Pc] [Real. Le tableau 5 compare les effectifs observés et les effectifs
attendus dans 'hypothése d’'indépendance.

TABLEAU 3

Comparaison des effectifs de phénotypes
observés (No) dans la famille 31.15 x 31.15 & leurs fréquences théoriques (Nc)
en cas d'indépendance des loci C et Ca

Comparison of observed numbers of phenotypes for the 31.15 % 31.15 Sfamily
with the theoretical numbers expected in the case of independancy

Ne No

[Re] [Rea] : 3/16 1= 14
7 LR(‘}’ {l’caj :9/16 36 ) 77.‘:7 7
- U’Vc}i [f\’(tz;] V:W'I /16 V a o 3 B
[Pel FI’(‘,&] E .‘Si/lf} 7 12 - 7 10

22 = 0,94 (p = 0,81).

4. 2.2. — Famalle 31.15 < 00.07.

Le croisement est de type
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Le tableau des gamétes donne les fréquences théoriques 3/8 pour les phéno-
types Re] Real et [Re] [Pea’ et 1/8 pour les phénotypes [Pc] Real et [Pe] [Peal.

TABLEAU 0O

Comparaison des effectifs théoriques de phinotypes
observés (No) dans la famille 31.15 < 00.07 & leurs fréquences théoriques (Nc)
dans I'hypothése d’indépendance des loct C et Ca

Comparison of observed numbers of phenotypes for the 31.15 < 09.07 family
with the theoretical numbers expected in the case of independancy

N¢ No
[Rel [Real @ 3/8 12 10
[Re] [Pea] @ 3/8 18 13
[Pc] [Real : 1/8 h 3
[P} [Peal @ 1/8 h A

¥2 = 1,66 (p = 0,65).

Les proportions sont également en accord avec I'hypothése d’indépendance.
Les loci C et Ca sont donc portés par 2 chromosomes différents ou sont éloignés
T'un de Uautre s'ils sont portés par le méme chromosome.

Puisque les loci Lo et Ca sont indépendants du locus C, nous ne pouvons pas
préciser s'ils sont liés ou indépendants. Peut-étre pourrons-nous par la suite préciser
leur position relative en étudiant la descendance d'un parent classé hétérozygote
pour les loci Lo et Ca.

5. — DISCUSSION

Quelques remarques doivent étre faites a propos des résultats que nous avons
obtenus.

5. 1. — Probléme des corvélations Jeune-adulte
pour Uaptitude & la synthése du longifoléne et du caryophyllene

La rareté des alléles Lot et Ca— ne nous a pas permis d’estimer la corrélation
génétique jeune-adulte pour l'aptitude a la synthése du longifoléne et du caryo-
phylléne, comme nous avons pu le faire lorsque nous avons étudié 'hérédité du myr-
céne (BARADAT ¢f al., 1975). Cependant, la confrontation des analyses des clones
avee celles de leurs descendants permet de penser que la concentration en longi-
foléne et caryophylléne d'un méme génotype est sensiblement la méme a 8 amns
(Age des plants lors des prélévements) et a I'age adulte.
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En ce qui concerne le longifoléne, les 2 parents hétérozygotes (13.01 et 13.07)
ont respectivement des concentrations de 10,2 et 10,8 p. 100. Ces concentrations
sont voisines de la valeur moyenne que nous avons estimée sur des plants de 8 ans
ayant ce génotype (9,10 p. 100). Nous n’avons pas rencontré de parents homozygotes
pour l'alléle dominant mais les clones de génotype Lo /Lo~ ont des concentrations
comprises entre o et 0,2 p. 100. Cette derniére concentration est précisément celle
que nous avons €té conduits a adopter comme limite entre [R] et [P chez les des-
cendants.

En ce qui concerne le caryophylléne, le seul parent hétérozygote que nous avons
utilisé (31.15) a une concentration trés faible (1,2 p. 100), voisine de la concentration
moyenne estimée chez les jeunes plants possédant ce génotype (2,1 p. 100). Nous
n’avons pas rencontré de parent homozygote pour I'alléle dominant. Nous ne pouvons
donc pas vérifier que les individus ayant ce génotype ont effectivement la concen-
tration nulle que nous avons estimée. Par contre les parents de génotypes Ca'/Ca
ont des concentrations en caryophylléne qui se situent bien dans l'intervalle que
nous avons assigné a ce génotype chez leurs descendants Agés de 8 ans 7,7 P. 100
a 15,4 p. 100.

Pour ces deux sesquiterpénes, les concentrations des différents génotypes semblent
donc voisines chez le jeune et chez l'adulte.

Par ailleurs, la variabilité pour la concentration en caryophylléne entre géno-
types identiques au locus Ca (clones 00.07 et 01.40) doit prendre en compte les
interactions entre terpénes que nous serons conduits a étudier prochainement.

5- 2. — Présence simultanée du longifoléne ot d'un autre sesquiterpene

la-longipinene

Nous avons constaté qu'un sesquiterpéne est constamment présent a une concen-
tration comprise entre 0,8 p. 100 et 2,0 p. 100 chez les plants de phénotype riche en
longifoléne alors que les plants de génotype Lo Lo ne dépassent jamais une concen-
tration de 0,2 p. 100 en ce sesquiterpéne.

Par piégeage de ce constituant sur colonne préparative et étude de ses spectres
de masse et infrarouge, nous avons pu établir qu'il s’agissait de I'a-longipinéne. Ce
terpéne a été isolé par Massian (1973) dans des essences résiduelles provenant du
traitement industriel de la gemme de Pin et les spectres qu'il a publiés nous ont servi
de référence pour l'identifier dans les tissus corticaux de certains Pins maritimes.

La présence simultanée de I'z-longipinéne et du longifoléne est intéressante
car elle fournit un support génétique aux schémas biogénétiques proposés anté-
rieurement. Iin effet, a la suite de la regle isoprénique formulée par Ruzicka (1933),
il a été suggéré (OURISSON, 1055 : NAVAK ¢f al., 1903 ; PARKER ¢f al., 1907) que le
longifoléne, I'a-longipinéne et le longicyléne pourraient dériver tous les trois de réar-
rangements du méme carbocation issu de la cyclisation 1-11 du frans-cis pyrophos-
phate de farnésyle.

Par ailleurs, SMEDMAN ¢f al. (1969) et LEE ef al. (1974) ont confirmé cette corré-
lation chimique au niveau interspéeifique par la présence simultanée de longifoléne,
d’a-longipinéne et de longicycléne dans 1'oléorésine d’A bies magnifica et Abies bal-
samea. Mais c'est la premiére fois que I'on montre que le méme géne permet simul-
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tanément la synthése de longifoléne et d’a-longipinéne. Il semble done que les alleles
occupant les loci Lo aient une action pléiotrope. Il sera intéressant de préciser le
mécanisme de cette action : par exemple, controle d'une enzyme nécessaire a la syn-
thése du précurseur commun proposé par les hypothéses biogénétiques antérieures.

3. 3. — Mode d’action des génes

Le controle génétique du caryophylléne (pauvreté dominante) suggére un mode
d’action des génes différent de celui qui semble intervenir pour la synthése des autres
terpénes dans les tissus corticaux du Pin maritime. Les concentrations en A,-caréne,
myrcéne et longifoléne (pauvreté récessive) semblent étre régies par des « genes de
structure » qui contrélent la synthése d'une enzyme nécessaire au déroulement
d’une étape de leur biosyntheése (loci C, M et Lo).

Par contre, le controle génétique de la synthése du caryophylléne semble relever
d'un autre mécanisme : I'alléle Ca~ agirait soit en provoquant la présence d'un inhi-
biteur d’une enzyme nécessaire a la biosynthése de ce sesquiterpéne, soit en bloquant
la synthése de cette enzyme. Dans cette deuxiéme hypotheése, le géne Ca serait
un géne régulateur qui controlerait I'activité d'un ou plusieurs génes de structure
(opéron).

Ces mécanismes permettraient une interprétation de la syntheése des terpenes ;
toutefois, les interactions des différents terpénes dans leur chaine de biosynthese
peuvent donner des schémas plus compliqués, faisant intervenir notamment des méca-
nismes de compétition. Nous tenterons de préciser le role des différents facteurs
invoqués dans 'expression du phénotype d'un individu.

CONCLUSION

Nous avons montré que deux sesquiterpénes présents dans les tissus corticaux
du Pin maritime suivent un mode d’hérédité monogénique. L'alléle qui permet
la synthése du longifolene (Lo') est dominant : on a donc umne situation analogue
a celle qui a été mise en évidence pour le Aj-caréne et le myrcéne. Par contre, 1'exis-
tence d'un « allele de pauvreté » dominant pour le caryophylléne constitue une nou-
veauté par rapport aux mécanismes qui ont déja été mis en évidence pour la géné-
tique des terpénes. Nos résultats ne permettent pas de localiser les 2 loci l'un par
rapport a l'autre.

I alléle Lo* a une action pléiotrope car il permet, en méme temps que la synthése
du longifolene, celle d'un autre sesquiterpéne : 1'a-longipinéne. Cest un résultat
nouveau, qu'il importe de signaler pour les interprétations ultérieures des relations
entre terpénes dans les chaines de biosynthese.

Les alléles Lo' et Ca~ sont rares chez les provenances landaises du Pin mari-
time. Par contre, il se peut que la fréquence de ces alléles soit beaucoup plus élevée
chez d’autres provenances, ce qui permettrait d'utiliser ces 2 sesquiterpenes comime
critére de discrimination entre provenances.

Une étude entreprise sur la relation entre concentration en terpénes des tissus
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corticaux et la sensibilité a Dioryctria splendidella chez le Pin maritime a montré
que les arbres riches en longifoléne étaient moins atteints en moyenne que les arbres
pauvres. Il serait donc possible d'utiliser la connaissance acquise sur le mode de
transmission de ce terpéne en vue d'une sélection indirecte pour la résistance a
Dioryctria.

Recu pour publication en Juillet 1975.
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SUMMARY

BIOLOGY AND GENETICS OF TERPENES IN PINUS PINASTER AIT.
IV. — HEREDITY OF LONGIFOLENE AND CARYOPHYLLENE CONCENTRATION

The heredity of two sesquiterpenc hydrocarbons (longifolene and caryophyllene) from cortical
tissues has been studied with full sibs families of maritime pine (Pinus pinaster A11.). The mono-
terpene composition of the parents of these full sibs families was known by GLC analysis of their
grafts. It was shown that this heredity is monogenic. The allele involved in high concentrations
of longifolene is dominant in the case of Lo locus. In contrast, the allele is recessive in the case
of Ca locus for high concentrations of caryophyllene and this is a new mechanism of heredity
compared with the other kind of control described for Aj-carene, myrcene and longifolene.

The Lo™ allele involves both synthesis of longifolene and «-longipinene.

ZUSAMMENTASSUNG

BIOLOGIE UND GENETIK VON TERPENEN IN PINUS PINASTER AIT.
IV. — ERBLICHKEIT VOM GEHALT AN LONGIFOLEN UND KARYOPHYLLEN

Die IErblichkeit von zwei sesquiterpenischen Kohlenwasserstoffen (Longifolen und Karyo-
phyllen) aus Rindengeweben ist mit full-sibling Familien der Pinus pinaster arr. untersucht
worden. Die Zusammensetzung an Monoterpenen bei den Eltern von diesen full-sibling Familien
wurde durch GLC-Analysis von ihren Pfropfreisen bekannt worden. Es wurde gezeigt, dass
diese Lrblichkeit monogenetisch ist. Der Allele, der mit héhen Gehalten an Longifolen hinein-
gezogen wurde, ist dominant im Falle des Lo Locus. Im Gegensatz, ist der Allele regressiv im
IFalle des Ca Locus bei hohen Gehalten an Karyophyllen und es ist ein neuer Mechanismus der
Erblichkeit wenn man mit der anderen Art der Steuerung vergleicht, welche fiir Ay-Karen, Myrzen
und Longifolen beschrieben wurde.

Der Lo* Allele zieht zugleich den Aufbau vom Longifolen und cinem anderen Sesqui-
terpen, dem o-Longipinen, mit hinein.
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