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Résumé

Chez le pin maritime, la concentration en limonène dans les tissus corticaux est

contrôlée par un gène majeur.
Les allèles de richesse et de pauvreté sont pratiquement codominants.
Le locus contrôlant la synthèse du limonène (L) est étroitement lié au locus M

(myrcène) avec un taux de recombinaison de 0,12.
La liaison avec le locus C (3-carène) est plus lâche : le taux de recombinaison est

de 0,20.
Compte tenu des résultats déjà acquis sur la liaison entre C et M on a pu établir

une carte factorielle des 3 locus.

Une étude préliminaire de corrélation jeune-adulte montre que ces résultats, établis
sur des familles de 7 ou 8 ans, sont transposables à des arbres plus âgés.

1. Introduction

Le contrôle monogénique de la synthèse du 4.; - carène, du myrcène, du longifolène
et du caryophyllène a été prouvé chez le pin maritime sur des échantillons de tissus

extérieurs au bois (BARADAT et al., 1972 et 1975 ; MARPEAU et cal., 1975). L’étude de
l’hérédité de la concentration en limonène, menée conjointement selon la même métho-

dologie, n’avait pu aboutir à des résultats suffisamment probants. Cependant la forme

des histogrammes de la concentration en ce terpène pour des arbres échantillonnés sur
l’ensemble de l’aire naturelle suggérait un déterminisme monogénique : les peuplements
corses montrent notamment une distribution nettement trimodale.



Ce type de distribution avait été rencontré par ZAVARIN (1970) sur Abies lasiocarpa,
par GANSEL & SQmLLncE (1977) sur Pinus elliottü. Chez Pinus taeda, SQUILLACE et al.

(1980) ont pu montrer que l’aptitude à la synthèse du limonène est contrôlée par un seul
gène assez étroitement lié avec le locus M (myrcène) : taux de recombinaison de 0,17.

Sur des descendances de 2&dquo; génération (Mentha aquatica, Mentha citrata), MURRAY
& HEFENDEHL (1973) concluent à l’existence de 2 loci très liés qui déterminent le
niveau de ce monoterpène, en empêchant sa conversion en cétone. Sur l’un d’eux, un
gène dominant L,,, bloquerait la transformation du limonène en isopipériténone, sur
l’autre locus, un gène c, récessif, empêcherait à l’état homozygote la transformation du
limonène en carvone.

Dans le cas du pin maritime, l’étude de l’hérédité du limonène sur des familles issues
de croisements contrôlés entre arbres de provenance landaise était rendue difficile pal
l’existence de chevauchements importants entre les pics que l’on pouvait attribuer aux
hétérozygotes et aux deux homozygotes. Ces chevauchements peuvent sans doute être

dus, pour une grande part, à des modifications incontrôlables des conditions analytiques
(usure des colonnes, réponse du détecteur...) ainsi qu’à l’influence des autres terpènes
dont le niveau peut être très différent d’une famille à l’autre.

La méthode exposée ci-dessous s’efforce de déterminer sans biais l’appartenance
des individus à l’une des 3 classes génotypiques en situant au mieux le niveau du (ou des)
points de troncature pour chaque famille. Il est à remarquer que les auteurs déjà cités
ont rencontré des difficultés du même ordre pour l’interprétation de leurs résultats.

2. Matériel et méthodes

2.1. Prélèvement et analyse

Les prélèvements des tissus extérieurs au bois des pousses de un an ont été ef-
fectués sur des arbres issus de croisements contrôlés et âgés de 7 ans au moins. Prélève-
ment, préparation du matériel et analyse des extraits ont été conduits selon la méthode
décrite antérieurement (MARPEAU et al., 1975).

2.2. Matériel végétal

Nous avons étudié 17 familles de pleins-frères (comprenant de 9 à 65 individus)
issues de 18 parents dont la liste est donnée dans le tableau 1. En regard de chaque
clone sont portés sa teneur en limonène et son génotype pour la synthèse de ce terpène.
La détermination de ce génotype a été vérifiée par l’étude de la ségrégation des descen-
dants de ce clone.

Le tableau 2 présente les 6 combinaisons génotypiques possibles ; elles ont toutes
été rencontrées. Les types (1), (3) et (6) qui correspondent à des familles composées
d’un seul génotype ont servi à déterminer les points de troncature entre génotypes
pour chaque famille suivant le modèle exposé ci-après.





2.3. Détermination des points de troncature entre génotypes
pour chaque famille

Les développements qui suivent supposent que les distributions des concentrations
des génotypes L--/L-, Li-/L- et L+/L+ sont normales, du moins approximativement.

La figure 1 représente les histogrammes de ces distributions avec, en superposition,
le tracé des distributions normales de même moyenne et de même variance. Pour

disposer d’effectifs suffisants nous avons utilisé l’ensemble des familles analysées, après
détermination des points de troncature entre génotypes.
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Les pointillés indiquent la distribution observée qui résulte de la superposition de
deux populations de génotypes.

Les coefficients d’aplatissement, très voisins de 3, sont tout à fait compatibles avec
une distribution normale, il existe par contre une légère disymétrie dans la distribution

des génotypes L-/L- et L+/L-. Bien que significatif, l’écart à la distribution normale

n’est toutefois pas très important.

La figure 2 schématise la distribution phénotypique d’un mélange de 3 génotypes
(que nous appellerons Pl, P2 et P!) en proportions égales. Si l’on considère un individu

de phénotype X tel que ial < X < IL2, les probabilités d’erreur de type 1 si l’individu x

provient effectivement de Pj ou s’il provient de Pz sont mesurées respectivement par
Si et S2’ surfaces des distributions normales réduites de Pi et P2 « à l’extérieur » de

l’abscisse X :
00 e-z2/2 X &mdash; W

Si l’on cherche le point Ci tel que Si = S! il est immédiat que :

ce qui donne :



Le choix de CI comme point de troncature rend donc égales les probabilités d’erreur
de type 1 (mauvaise classification d’un individu appartenant à P, ou d’un individu

appartenant à P2).

Un raisonnement identique permettrait de définir le point de troncature entre P !
et Pa.

Dans le cas de 3 génotypes en proportions différentes, l’égalité des probabilités
d’erreur de type 1 pour P] et P2 donne en vertu du principe des probabilités composées :

(Il Si = U2 S2

Toutefois, la détermination rigoureuse des points de troncature dans cette situation

serait extrêmement fastidieuse (cf. annexe). Il est plus réaliste dans notre situation
de calculer Cl sous l’hypothèse at = ai, d’évaluer le biais introduit par ce mode de

calcul si Ct2 = 2 a, (croisement entre 2 hétérozygotes) et de montrer qu’il est négligeable.

Définissons ce biais comme la différence de fréquence des individus de P, attribués

à P2 (Bl) et de P2 attribués à Pi (BJ. On a, en désignant par S la valeur commune à
Si et S2 :

Par ailleurs, S correspond à un écart réduit de Cl par rapport à i it, :

et, naturellement, l’écart réduit de Cl par rapport à it., 1 est :

E.> _ - E,

A partir de (3), une table des aires de la distribution normale réduite donne la
valeur de S que l’on reporte dans la formule (2). La détermination du biais entre P2 et Pl
est bien entendu symétrique de celle qui vient d’être exposée.

Dans le cadre de ce travail, le biais moyen vaut 0,018 : c’est la fréquence dont
seraient en moyenne majorées les classes d’homozygotes L-/L- et L+/L+ issus du
croisement entre 2 génotypes L+/L-, soit une erreur relative de 7,2 p. 100 par

rapport à la valeur attendue de 0,25. Compte tenu des effectifs utilisés, ce biais est

sans conséquences pratiques ; il vaut moins de la moitié de l’erreur standard d’échan-

tillonnage sur l’estimation de la fréquence globale des génotypes L-/L- et L+/L+ dans

ce type de croisement.

C, et C2 peuvent donc être théoriquement déterminés en connaissant les moyennes
et les écarts-types des 3 génotypes. Ces derniers paramètres sont donnés en bas du
tableau 3.

Toutefois, les points de troncature, tels qu’ils viennent d’être définis, intègrent
un « effet moyen » propre aux échantillons utilisés et indépendant du génotype au

locus L. Cet effet moyen dépend partiellement de la préparation de la colonne de



chromatographie et du génotype des individus utilisés pour des locus autres que L (par
le jeu des corrélations entre terpènes).

Si l’on suppose - ce qui semble raisonnable - que cet effet moyen est multiplicatif,
il faut introduire un facteur de correction Co :

m

Co = m étant la moyenne observée de la famille pour laquelle on veut
mo

déterminer le point de troncature et mo sa «moyenne théorique p, c’est-à-dire la

moyenne qu’elle aurait si, pour chacune des 2 ou 3 catégories génotypiques qu’elle
comporte, les individus provenaient par tirage au hasard du lot témoin correspondant.
On peut, pour chaque type de croisement, estimer mo (cf. tabl. 3).

Les seuils de troncature corrigés seront donc :

C’, = Co C,





3. Résultats

Avant de donner les résultats de l’étude du mécanisme de la transmission héréditaire
de l’aptitude à la synthèse du limonène, nous montrerons que les plants utilisés dans
ce travail exprimaient pleinement leur génotype au locus L.

3.1. Estimation de l’héritabilité et de la corrélation génétique jeune-adulte
de la concentrntion en limonène

De la même façon que nous l’avions fait dans le cas du myrcène (BARADAT el aL,
1975) nous avons déterminé les composantes de la variance phénotypique au stade jeune
(32 familles de demi-frères polycross âgées de 7 ans) et au stade adulte (200 clones

représentés chacun par une greffe d’au moins 8 ans). Nous nous sommes particulièrement
intéressés à la détermination de la corrélation génétique additive jeune-adulte. La

méthodologie suivie est exactement la même que dans l’article cité auquel nous renvoyons
le lecteur.

La figure 3 donne la régression de la concentration moyenne des familles de demi-
frères sur celle de leur mère. Le tableau 4 permet la détermination des paramètres
génétiques à partir des analyses de variance des clones, des familles de demi-frères et

de la régression descendants/clones. On constate que les héritabilités « juvénile » et
« adulte p sont pratiquement égales. Le coefficient de prédiction génétique jeune-adulte
(cf. BARADAT, 1976, pour la définition de ce paramètre) est également voisin de ces
2 valeurs. Le coefficient de corrélation génétique jeune-adulte vaut 0,97, valeur

voisine de celle que nous avions décelée dans le cas du myrcène (0,96). Ceci montre
qu’à l’âge de 7 ans le génotype pour l’aptitude à la synthèse du limonène s’exprime
pleinement.

Les résultats qui suivent, établis à partir de plants âgés de 7 ans ou plus, sont donc
parfaitement extrapolables à des pins maritimes adultes.

3.2. Détermination des seuils de troncature hruts ei des moyennes théoriques

Le tableau 4 donne pour les 3 types de croisements sur lesquels le test d’un contrôle
monogénique est possible (types 2, 4 et 5 du tableau 2), les seuils de troncature bruts
et les moyennes théoriques. Ces valeurs ont servi à établir les seuils de troncature

corrigés. Ces seuils, qui figurent dans le tableau 5, ont permis de déterminer pour
chaque famille l’effectif de chaque catégorie de génotypes.

3.3. Test de l’hypothèse du contrôle inonogénique

Nous avons regroupé dans le tableau 5 les résultats par type de croisement. Pour
chaque groupe nous avons d’abord testé l’homogénéité des proportions des génotypes
(test X2 d’hétérogénéité). Dans les 3 cas cette hypothèse est admissible. Nous avons
ensuite testé la conformité des proportions observées avec les proportions théoriques :
les valeurs des tests x2 de conformité sont compatibles avec un contrôle de type
monogénique.



3.4. Estimation de la dominance

Les valeurs moyennes des 3 génotypes L-/L-, L+/L- et L+/L-! ont été
déterminées sur l’ensemble des 17 familles étudiées. L’effet additif moyen d’un allèle

1
a été estimé par : a = &mdash; ([L-i-/L+l - [L-/L-1). L’écart de dominance de l’hétéro-

2
1

zygote par : d = [L+/L-] - - ([L+/L+] + [L-/L-]).
2





La figure 4 donne la représentation graphique conventionnelle de ces paramètres.

Comme pour le myrcène, le mode d’hérédité est presque complètement additif :
le degré de dominance de l’allèle L- sur l’allèle L+ n’est que de - 0,10. Cette
valeur est trop voisine de zéro pour pouvoir parler de dominance : les allèles L+ et L-
doivent être considérés comme codominants. Ce résultat est à première vue contra-

dictoire avec les valeurs comparées de la variance additive et de la variance de domi-
nance de la concentration en limonène présentées dans le tableau 3 : on a pratiquement

1
VD = - VA, ce qui est loin d’être négligeable.

2

En fait l’analyse de variance ne sépare pas les effets de dominance des effets

d’épistasie ; ces derniers, dus aux corrélations entre terpènes, majorent la composante
de dominance. Nous avions rencontré la même contradiction apparente dans le cadre

de l’étude du mode d’hérédité du myrcène.

3.5. Etude du linkage entre le locus L (limonène)
et les locus déjà mis en évidence pour le contrôle d’autres terpènes

Nous avions déjà montré (BARADAT et al., 1975) que le locus C (3;,-carène) et le

locus M (myrcène) sont étroitement liés avec un taux de recombinaison de 0,10.
Par ailleurs (MARPEAU et al., 1975) nous avons aussi établi l’indépendance de la

ségrégation entre les locus C (3;,-carène) et ceux qui sont impliqués dans la synthèse
des 2 sesquiterpènes à hérédité monogénique : Lo (longifolène) et Ca (caryophyllène).

Les combinaisons génotypiques analysées permettent de tester l’existence d’un

linkage entre le locus L et le locus C, M et Lo et de calculer le taux de recombinaison
dans les cas où la liaison existe.

3.51. Relation entre les locus M et L
M- L+

Dans le croisement 3115 X 0007, la mère 3115 est de génotype , le
M- L+

père 0007 est double hétérozygote. Les 4 combinaisons géniques possibles sont données
dans le tableau 6. On constate dans la descendance (32 individus) que les génotypes
M-/M- tendent à être associés aux génotypes L+/L+ ; symétriquement les géno-



types M+/M- sont associés aux génotypes L -1- / L - tableau 7. En regard des effectifs
observés (No) sont donnés les effectifs dans l’hypothèse de linkage total (N CI) ou

d’indépendance (N C !). L’hypothèse d’indépendance doit être rejetée (xi = 18). Ceci

M+ L--
conduit à attribuer au parent 0007 lc génotype . Le tableau 7 donne les

M- L’

proportions des 4 catégories de génotypes possibles en fonction du taux de recombinai-
son p entre M et L. La confrontation des tableaux 6 et 7 conduit à l’estimation :

A



3.52. Relations entre les locus C et L

Les parents 0235 et 1307 sont doubles hétérozygotes. Ils sont représentés dans
3 familles différentes : 0235 X 0235, 0235 X 1307 et 1307 X 1307. La famille
0235 X 1307 ne comporte aucun individu double homozygote pour C- et L- sur

C+ L_
un effectif de 64. Ceci conduit à attribuer à ces 2 parents le génotype .

C- L,+
l’association des allèles + est en répulsion comme dans le cas précédent.

Nous pouvons donc regrouper les 3 familles (134 individus). Le tableau 8 donne
les 16 combinaisons géniques possibles et permet le calcul des effectifs des 4 phénotypes
pauvres (P) ou riches (R) en A,,-carène et limonène que l’on doit attendre en fonction
de la valeur de p. A partir de ce tableau on obtient les fréquences suivantes pour les
4 phénotypes :

2+P’ 1. ,-



On peut regrouper (2) et (3) qui représentent des recombinaisons symétriques et

l’on obtient alors les 3 catégories présentes dans le tableau 9. Le test de l’hypothèse
d’indépendance donne une valeur de x2 très significative. Il est donc licite de calculer

le taux de recombinaison par la méthode du maximum de vraisemblance (BARADAT
et al., 1975).

Le vecteur des observations des 3 combinaisons de phénotypes (ni, n! et n3)
suit une distribution multinomiale et sa probabilité est donnée par :

L’équation du maximum de vraisemblance est :

1 1 1-11

On doit donc rechercher la solution de :



soit - p4 (ni -f- nz + na) -I- p! (ni - 2 n2 -1- n;j) !- 2 n;j = 0 et en remplaçant
ni, nz, na par leurs valeurs :

- 1 34 p4 - 43 p2 + 2 = 0
en posant u = p2:

soit en prenant la racine positive : u = 0,0412 et p = x/&copy;= 0,203 # 0,20 ::!: 0,03.

3.53. Relation entre le locus L et les locus des gènes contrôlant la synthèse des

sesquiterpènes

Il n’a pas été possible de trouver des parents doubles hétérozygotes pour les
locus L et Ca (caryophyllène). Par contre la relation entre les locus L et Lo (longi-
folène) peut être étudiée sur une famille : 0235 X 1307 (64 individus). Ce croisement
s’écrit :

L+ Lo- L+ Lo+

Le tableau 10 donne les 8 combinaisons gamétiques possibles et les phénotypes
correspondants. Les fréquences des 4 catégories de gamètes du parent 1307 sont données
sous l’hypothèse d’indépendance que nous allons tester. Dans cette hypothèse les

fréquences attendues des 4 phénotypes sont:

[RL] [RLo] = 3/8 8

[RL] [PLo] = 3 / 8

[PL] [RLol = 1/8

[PL] [PLo] =1/8 8



Le tableau 11 donne les effectifs observés et les effectifs théoriques en cas de

ségrégation indépendante. L’hypothèse d’indépendance est vérifiée : le test X2 corres-

pond à une probabilité très élevée.

Ce résultat pouvait être logiquement attendu puisque nous avons montré que
le locus C est lié au locus L et qu’il présente une ségrégation indépendante avec les
locus Lo et Ca (MARPEAU et al., 1975).

3.54. Carte factorielle des 3 locus liés entre eux

Les 3 valeurs des taux de recombinaisons entre les locus C, M et L nous per-
mettent de définir l’ordre de leur succession sur le chromosome qui les porte. La

figure 5 représente leur position probable et leurs distances (exprimées en taux de

recombinaison).



Les erreurs d’échantillonnage dont sont affectées les estimations des taux de
recombinaison suffisent à expliquer que la distance entre C et L ne soit pas exacte-

ment égale à la somme des distances C &mdash; M et M &mdash; L.

4. Conclusions

L’aptitude à la synthèse du limonène chez le pin maritime est contrôlée par un
gêne majeur comme chez Pinus elliotti et Pinus taeda. Toutefois les relations de

dominance entre allèles sont différentes pour le pin maritime et ces 2 espèces sub-

tropicales pour lesquelles la dominance de l’allèle de richesse sur l’allèle de pauvreté
est forte (0,90 pour Pinus taeda). Ces allèles sont pratiquement codominants chez le
pin maritime.

Les relations de linkage trouvées entre les 3 monoterpènes dont nous avons

pu étudier l’hérédité peuvent traduire l’appartenance à un même système de bio-

synthèse. A l’inverse toutes les relations que nous avons pu étudier entre monoterpènes
et sesquiterpènes ont abouti à la conclusion d’une ségrégation indépendante. Ce fait
est à rapprocher des résultats d’expériences d’incorporation de précurseurs radioactifs
dans diverses conditions physiologiques qui tendent à prouver 2 sites de biosynthèse
distincts pour ces 2 classes de composé, (BERNnxo-DA!arr et al., 1982).

Reçu pour publication le 30 juin 1982.

Summary
Biology and genetics of terpenes in maritime pine.

V. - Heredity of limonene concentration

In maritime pine, limonene concentration in cortical tissues is controled in a mono-

genetic way.
Locus which controls limonene synthesis (L) is closely linked to M locus (myrcene)

with a recombination rate of 0.12. Linkage with C locus (3-carene) is less narrow : the
recombination rate is 0.20.

Taking in account the already results about linkage between C and M locus, it was
possible to draw the factorial map of the 3 loci.

A preliminary study of juvenile-mature correlation shows that these results obtained
on 7 or 8 years old progenies are still valuable for mature trees.

Zusammenfassung
Biologie und Genetic von Terpenen in Pinus pinaster Ait.

V. - Erblichkeit vom Gehalt in Limonen

Bei Pinus pinaster ist der Gehalt in Limonen der kortikalen Geweben des Holzes von
einem Hauptgen kontrolliert.



Die Allele, die für höhe und schwache Gehalte in Limonen verantwortlich sind, sind
beide fast dominant.

Der Locus, der die Synthese des Limonens (L) kontrolliert, ist mit dem Locus M (Myrcen)
eng verbunden : der Koeffizient der Verbindung ist 0.12. Die Verbindung mit dem Locus C
(3-Karen) ist schwacher. Der Verbindungskoeffizient ist 0.20.

Mit den früheren Resultaten, die M und C betreffen, war es möglich eine factorielle
Karte zu bilden.

Eine vorläufige Untersuchung der jung alt Korrelation zeigt, da&szlig; diese Resultate, die
von 7 bis 8 Jahre alten Baümcn herkommen, auch für altere Bäume gültig sind.
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Annexe

Après simplification, la condition a7 SI = az 52 peut s’écrire :
f!) 7

Si l’on développe e&dquo;! en série de Mac. Lauxin, on obtient :

74 7G

où i est le numéro d’ordre du terme général de la série.



L’intégration terme à terme de l’expression (1) en utilisant la décomposition (2)
donne :

00 Z,21 -1 00 Z&dquo;=’’ -1

comme par ailleurs Zl et Z, sont liés par la relation :

(4) ai Zl - az Zz = 

jii - jii, on peut exprimer Z! en fonction de Zl, soit :

en posant d = 6 it, 
- !L2’

En reportant dans (3) cette expression de Z, en fonction de Z,, on obtient

l’équation :

Pour calculer Zl (et donc CI) avec une précision raisonnable, il faudrait résoudre

l’équation (6) en retenant les 9 ou 10 premiers termes de la série, ce qui donne une
équation du 17’ ou du 19’ degré en ZI.


