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Mise au point dune technique de caractérisation
de quelques génotypes de bananiers (Musa sp.)
cultivés in vitro par électrophorése des estérases.

INTRODUCTION

L’amélioration génétique des bananiers a fruits comesti-
bles (Musa sp. p.) est, a I’heure actuelle, une des stratégies
prioritaires qui doit permettre de lutter contre la recrudes-
cence de certaines maladies (fusarioses, cercosporioses)
(GANRY, 1984). En raison de I’échec relatif des méthodes
d’hybridation classiques des génotypes cultivés avec des
espéces sauvages (GANRY, 1983), un programme d’amé-
lioration par culture in vitro a été mis en oeuvre (BAKRY,
1984), dont on peut définir les objectifs principaux :

1) Extension de la variabilité que ’on peut obtenir par
réversion vers ’état végétatif, par obtention de néoforma-
tions sur cals ou par culture de protoplastes.

2) Sélection précoce de clones présentant les caracté-
ristiques souhaitées.

3) Culture de fragments d’apex dont la technique, main-
tenant bien établie, permettra la multiplication végétative
rapide et la dissémination des clones sélectionnés.

Le but de ce travail était de définir un critére de détec-
tion précoce, suffisamment précis et fiable, de la variabili-
té que l'on peut obtenir in vitro, dans le double objectif
de mettre en évidence des clones néoformés intéressants
ou de disposer d’un moyen pour juger de la conformité
de la multiplication accélérée.

Nous avons pensé que l’analyse en électrophorése du
polymorphisme enzymatique était une voie intéressante
pour atteindre ce double objectif.
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La présente note décrit une technique permettant d’ob-
tenir rapidement et simplement un extrait brut des pro-
téines de plantes cultivées in vitro, dgées de quelques semai-
nes, susceptible d’étre analysé en électrophorése. Cepen-
dant, avant d’appliquer cette technique pour caractériser,
si possible, les clones provenant de cultures in vitro, nous
avons choisi d’étudier le systéme estérasique chez quelques
génotypes de la section Musa. Ceci afin de mettre au point
d’abord une technique d’électrophorése permettant 1’iden-
tification des divers génotypes de bananiers, comme cela
a déja été réalisé chez d’autres végétaux (AUTRAN et
BOURDET, 1975 ; AURIAU et al., 1976 ; RICKEMAN
et DESBOROUGH, 1978 ; GRISON et al., 1979 ; BER-
THOU et al.,, 1980 ; BLANCHARD, 1981 ; BITONDI
et MESTRINER, 1983 ; SCHMIDT-STOHN et WEHLING,
1983 ; ABBOTT et al., 1984 ; KAWASE et SAKAMOTO,
1984 ; FELDMANN, 1984).

MATERIEL ET METHODES
Matériel végétal.

Le matériel végétal utilisé est composé de jeunes plantes
multipliées in vitro par fragmentation d’apex végétatifs
et appartenant a 4 génotypes :

- 1 espéce sauvage diploide : M. acuminata ssp. malaccen-
sis (AA).

- 4 cultivars triploides : ’Americani’ (AAA), 'French plan-
tain’ (AAB), ’Plantain cv. Ekona’ (AAB), ’Bluggoe’
(ABB).

Les plantes sont cultivées sur 20 ml de milieu de MU-
RASHIGE et SKOOG (1962), solidifié par 7 g/l d’Agar,
en tubes de 30 cm de hauteur et 2,5 cm de diameétre,
dans des chambres de culture, sous conditions contrdlées
(photopériode : 12 h avec une intensité lumineuse de
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62 ueinst.-cm™. sec”! ; température : 27°C + 1°C ; humidi-
té relative : 70 p. 100). Lorsque la plante atteint le haut du
tube, la pseudo-tige est coupée a 2,5 cm environ au-dessus
de la racine la plus haute. La portion située sous la racine
est repiquée sur milieu neuf. Les limbes foliaires sont sé-
parés des pétioles, rapidement pesés et mis en chambre
froide.

Il est a noter que la plante, une fois les feuilles préle-
vées, est remise en culture. Le méristéme caulinaire est
préservé, et, aprés quelques semaines, la plante a régénéré
son systéme foliaire.

Extraction des protéines solubles.

Toutes les opérations se font en chambre froide, a
0-4°C. Elles sont résumées dans le tableau 1. Tous les limbes
d’une méme plante sont coupés en laniéres et doucement
broyés dans un mortier en présence de la solution d’extrac-
tion. Aprés deux centrifugations, le surnageant est frac-
tionné en aliquots de 200 ul et conservé a -18°C.

TABLEAU 1 - Extraction des protéines solubles.

1 - Broyage

pour 1 g de feuille :

- 0,25 g de polyvinylpyrrilidone (PVP) insoluble (SERVA,
Polyclar AT, ref. 33162).

- 2 ml de tampon phosphate de sodium 0,1 M ph 7,4 ;
ascorbate de sodium 2 g/1.

2 - Centrifugation du broyat.

25 min, 30 000 g, 4°C.

Le surnageant est récupéré.

3 - Centrifugation du surnageant.

15 min, 5 000 g, 4°C.

Le surnageant obtenu est conservé a -18°C jusqu’a son
utilisation.

Electrophorése.

L’électrophorése sur gel de polyacrylamide 8 p. 100
(acrylamide : bisacrylamide = 20 : 1), en tampon TRIS-
borate-EDTA pH 8,1 est essentiellement réalisée selon la
technique de BLANCHARD (1981), sur un appareil verti-
cal (BIORAD, modéle 220) thermostaté a 0-5°C. 40 M1
d’échantillon et 5 ul de bleu de bromophénol sont déposés
dans chaque puits. L’électrophorése est conduite a 160 V
(environ 14 V/cm) jusqu’a ce que la bande de bleu de
bromophénol ait migré a quelques millimétres du bas du
gel. Le gel est ensuite préincubé 15 min en tampon phos-
phate de sodium 0,5 M, pH 6,0 et incubé pendant 1 h dans
la solution de révélation : phosphate de sodium 0,1 M,
pH 6,0 ; « -naphtyl acétate 500 mg/l (SIGMA, Ref. N
8505) ; Fast Blue RR salt 1 g/l (SIGMA, Ref. F 0500).
Le gel est finalement fixé dans une solution d’acide acé-
tique a 7 p. 100 et observé sur un transluminateur. La
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position des bandes est mesurée et le coefficient Rf calculé
comme le rapport de la distance de migration de la bande
a celle du bleu de bromophénol.

RESULTATS ET DISCUSSION

Notre but était de mettre au point une technique simple
et fiable destinée a caractériser quelques génotypes de
bananiers par électrophorése des estérases. Lors de nos
essais, différentes méthodes d’extraction furent utilisées
(modification du pH, des concentrations relatives des
composants, divers antioxydants, etc.). Celle que nous
avons finalement adoptée, permet une préparation rapide
de D’extrait, ce qui tend a éviter une perte d’activité des
enzymes, et les profils estérasiques ainsi obtenus sont
reproductibles (le minimum est de 4 essais pour le cultivar
’Bluggoe’).

Nos expériences nous ont conduit a établir, pour cha-
cune des variétés, les zymogrammes représentés figure 1.
Certaines bandes sont difficiles a discerner sur le gel, mais
avec suffisamment d’attention, nous avons toujours pu
les distinguer, une réserve étant faite quant aux bandes
de Rf supérieur a 0,6 : Celles-ci sont en effet trés sensi-
bles au cours des manipulations. Sur un méme extrait,
nous avons tantot pu les mettre clairement en évidence,
tantot elles se présentaient comme des taches floues, L’ab-
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Figure 1 - Zymogrammes estérasiques de 5 variétés de
bananiers. M : M. acuminata ssp. malaccensis (AA) ;
A : ’Americani’ (AAA) ; FP : ’French plantain’ (AAB);
PE : ’Plantain cv. Ekona’ (AAB) ; B : ’Bluggoe’ (ABB);
la révélation fait apparaitre des bandes bien caracté-
risées (—) et des bandes de plus faible intensité (- - - -).
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Figure 2 - Zymogrammes estérasiques de trois variétés de bananiers. De la gauche vers la droite :
Puits 1, 2, 10, 11, 12 : ’French plantain’ (AAB) ; puits 3, 4, 5 : ’Americani’ (AAA) ; puits 6,

7,8,9 : M. acuminata ssp. malaccensis (AA).

sence de ces bandes est donc a considérer avec précau-
tion, celle-ci pouvant n’étre due qu’a une dénaturation
et non le fait de la variabilité.

Le faible nombre d’échantillons différents de chaque
génotype dont nous disposions ne nous permet pas de
conclure quant a la variabilité intraspécifique. Cependant,
le fait que l'on observe des profils différents pour les
deux représentants du groupe Plantain laisse a supposer
que cette variabilité existe.

Bien que les différences entre bananiers diploides (AA)
et triploides (AAA) du génome acuminata soient faibles
(figure 2), la variation entre les autres génotypes est suffi-
samment importante pour concevoir que le systéme esté-
rasique est loin d’étre monomorphe chez les bananiers.

Il convient d’examiner maintenant si ce systéme peut

étre utilisé pour détecter, a la fois rapidement et précoce-
ment, la variabilité que I'on peut obtenir par utilisation
de la culture in vitro.

Il serait également intéressant d’envisager 1’étude du
polymorphisme d’autres systémes enzymatiques, de la
composition en protéines ou de la structure de I’ADN
mitochondrial.
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