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Etude_préliminaire de la diversité génétique 
du genre Ananas par les RFLPs. 

INTRODUCTION 
Afin d'a ppuyer le programme d 'amélioratio:1 variétale 

de l 'ananas et d 'avoir une bonne connaissance de la diver­
sité du matérie l végétal utilisé, des analyses de variabilité 
phénotypique et isoenzymatique ont été réalisées par Chan­
tal CABOT ( 1 988) et M.L. GARCIA ( 1 988). La mise en 
oeuvre de techniques de biologie moléculaire (RFLPs 
Polymorphisme de Longueur des Fragments de Restriction) 
permet de disposer de nombreux marqueurs génétiques. 
L'étude de la diversité génétique par RF LPs se poursuit 
actuel lement au laboratoire AGETROP à Montpel lier. 
D 'autres programmes au sein de ! ' !RFA sont déj à  engagés 
clans cette voie, c'est le cas des agrumes (OL LITRAU LT, 
1 990) et du bananier ( LANAUD e l  al. , 1 99 1  ). 

MA TE RIEL ET METHODE 
Matériel .  
• Matériel végétal .  
Soixante-quinze accessions issues d e  l a  collection du 

genre A nanas gérée par ! ' !RF A ont été étudiées. 
Les accessions choisies permettent de dis poser d 'un ou 

de plusieurs échantillons des espèces définies par SMITH 
( 1979) . Au sein de l 'espèce comosus les cinq cultivars 
(Cayenne, Queen , Red Spanish , Singapour Canning , Mor­
dilona) sont représentés. Deux clones de pseudananas sont 
également introduits dans cette analyse. 

Sur les 7 5 individus étudiés, 48 proviennent des pros­
pections récentes effectuées au Vénézuéla (LEAL, 1987 
CABOT, 1990). Leur classement dans l 'un des groupes bo­
taniques de SMITH est donc récent et susceptible, dans 
certains cas, d 'étre reconsidéré. 

• Sondes utilisées. 
Nous avons utilisé dans cette étude 1 1 sondes hétéro-
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logues (issues d 'autres organismes) dans la mesure où nous 
ne disposions pas au départ d 'une banque de sondes d 'ADN 
obtenues à partir d 'un c lone d 'ananas. Ces sondes sont ainsi 
réparties 
- 5 sondes mitochondriales : ATPase subunit 6 (DEWEY 
e r  al. , 1985) ; ATPase subunit 9 (REClPON ,  1 989) ; 
ATPase a -subunit (SCHUSTER et BRENICKE ,  1 986) : 
Cob ( LEJEUNE ,  comm. pers.) : COX subunit li (BONEN 
er  al. , 1 984) 
- 2 sondes chloroplastiques : grande sous-unité de la rubisco 
(R. MACHE, corn. pers.) ; cytochrome f (\VILLEY et al., 
1984) ; 
- 4 sondes nucléaires : ADH I  (GE RLACH et al . 1 982) ; 
sondes nucléaires répétées de ta bac 2 7 /13 7 et 84 2 /238  
(DE PAEPE R. , 1988, corn. pers.) ; NADP specific gluta­
mate dehydrogenase (J. FINCHAM , 1988, corn. pers .). 

Nous avons également utilisé comme sonde un ADN 
mitochondrial ainsi qu'un ADN chloroplastique d 'ananas. 

Les ADN totaux des clones étudiés ont été digérés 
séparément par huit enzymes de restriction , Hindl l l ,BamH I ,  
Eco R  I ,  Pst I ,  Ss 1  1 ,  Xho I ,  Hae 1 1 1 ,  Sac 1. 

Méthode. 
L'étude des RF LPs se divise en trois grandes étapes 

te chniques : 
- isolement de l' ADN mitochondrial ,  chloroplastique , nu­
cléaire ou génomique total 
- digestion de l 'ADN par une enzyme de restriction suivie 
de la séparation des fragments obtenus par électrophorèse 
et leur transfert sur une membrane de nylon 
- repérage de fragments spécifiques par des sondes marquées 
et autoradiographie. 
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• lso lemen t .  

L a  m éthode d'ex tract i on  u t i l i sée pour  ! 'ADN génomique 
to t a l  est dér ivée de ce l l e  déc r i t e  par  DELLAPO RTA e t  al. 
( 1 9 8 3 ) .  Les re nd ements  o b t enus so nt  de  l 'o rd re de 1 00 à 
300  _µg d'ADN pour 3 grammes d e  fe u i l l e  fra îch e .  L'AD N  de  
h au t  po i d s  mo lécula i re a i n si ob t enu  ( pho to  I )  e s t  d igéra ble 
par l e s  e nzymes  d e  re s t r i c t io n ( photo 2 ) .  

Que lq ues ext rac t ions  d'ADN mi tochondri a l  e t  ch loro­
p las t ique  on t  é t é  réa l i sées  s e lon  les méthodes  décri tes  par 
RODE C' I  a l. ( 1 98 5 ) , mod i fiées  pa r  D 'HONT e r  al. ( 1 9 8 7 ) .  

• Digest ion , sépara t io n ,  t ra n sfe rt . 

Après d iges t i o n  par  une  e n zyme  de restr ic t io n .  la t e chn i­
que  de sépara t i on  ut i l i sée  est une  é l ec t ropho rèse sur ge l  
d 'agarose à 0 .8 p .  1 00 e n  immers ion (photos 1 e t  2) .  Après 
m igrat i on . l e  ge l  est mis en  in cuba t i on  clans  un ba in  d 'HCI 
0 . 2 5  N. puis dan s  un ba i n  de  NaOH 0 ,4 N; ! 'ADN est  ensu i te  
t ran s féré e t  fi xé sur  une  m e m brane  de  ny lon  Hy bon cl N' 
( SOUTHE RN ,  1 9 7 5 )  

Photo 1 - A D N  to ta l  n o n  d igéré aprè s  migra t ion  sur gel 
cl'aga rose e t  co lo rat io n au b ro m ur e  d'éth i cl i um ( BET) .  

v' 
+ 

Ssrl Hindl l l  

Photo 2 - ADN tota l  d igéré par  J-lin dl l l  ou Sst I aprè s sépa­
ra t ion des fragments  par é lectrophorèse sur  gel  cl'agarose 
et  co lo rat io n au BET.  
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• Hy brida t ion  e t  autorad iograph i e .  

Le s  so ndes sont  marquées au 32 P à l'a ide  d 'un  k i t  d e  
marq uage (Amersharn 1 60 1  RPN Z )  puis h y br idées sur 
! 'ADN t ransféré sur  membranes .  Les hybrida t ions  a ins i  que 
les autorad io graphies  ont  é té  réa l i sées  s e lon  l e  pro tocole 
décr i t  par  B IOSEM .  

U n  t r i  pré l im inaire de  couples enzyme-sonde  a permis 
de  défin i r  les  comb inai sons  po lymorphes . On a recherch é  
des pro fi l s  po ly morphes s imp les pour l e s  a nalyses d e  diversi­
té, des p rofi l s  po lymorphes comportant  p lus  de bandes  · 
pour les é tudes cl 'iden t i fica t i on  var iéta l e .  

RESULTATS 

Hy bridat ions  avec des so ndes nucléaires hétéro logues . 

Les 4 so ndes nuc léaires , co uplées avec l e s  hu i t  e n zy mes 
de rest r ict i on  ut i l isées ont p résen té  des profi l s  de  restri c t ion  
monomorphes .  

Hy bridat ions  avec  des  sondes mi tochondriales hétéro­
logues . 

Sur les  40 comb inaiso ns tes tées , seu l  le couple Hindl l l ­
Co xl l  a révé lé du po lymorphisme . l i  a permis d e  défin i r  
cieux «gro upes  cyto plasmiq ues » ( tab leau 1 ,  photo 3 ) .  Les  
i n div idus p résen tan t  une  ban de de  po ids  mo lécu la i re  d'en­
viro n 7 000 bp so nt c l assés cl ans le  gro upe 1 ,  ceux présen­
t ant  une bande cl 'en vir0 n 3 9 00 bp  clans  l e  groupe 2 .  

Hy bridat ions  avec des sondes chloroplast iques 
hétérologues . 

Les deux so ndes ch lo ro plast i ques n 'on t  pas  permis de  
révé le r  d e  po ly morph isme en  assoc ia t i on  avec  les  enzymes  
de rest r ic t i on  u t i l isées . 

, 
\ 

v' 
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Photo 3 - Autorad iogra ph ie  de profils  de res t ri c t ion  po ly­
morphes  mis  en  évi d ence p ar l e  coup le  enzy me-sonde  
Hi11d l l l -Co x l l .  
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TABLEAU 1 - Répartition des 75 accessions dans les deux groupes cytoplasmiques définis par le couple enzyme-sonde 
HindIII-Coxll. 

Cultivar Espèce Groupe Cytoplasme 
BR47 ananassoides 1 
GU6 1 a :1anassoi des , -
GU62 ananassoides 2 
VE ! 3 S ananassoides 1 
VE25 ananassoides l 
VE79 ananassoides l 
YESO  ananassoides 1 
BR20 bractea tus l 
Cl99 bractea tus l 
BR1 3 S  comosus 1 
CRS comosus indéterminé 1 
TW 1 2  comosus indéterminé l 
VE ! comosus indéterminé l 
VE3 comosus indéterminé l 
VE6 comosus indéterminé 1 
VE I 1 comosus in déterminé 1 
VE 1 7  comosus indéterminé 1 
VE27 comosus indéterminé 1 
VE29  comosus indéterminé 1 
VE45 comosus indéterminé 1 
VE46 comosus indéterminé 1 
VE49 comosus indéterminé 1 
VE56 comosus indéterminé 1 
VE57b comosus indéte r111iné 1 
VE60 comosus indéterminé , -
VE63 comosus indéter111iné 1 
VE7 1 comosus indéterminé 1 
VE75 comosus indéterminé 1 
AN3 S comosus Cayenne 1 
VE 1 2 S comosus Cayenne 2 
VE69 comosus Cayenne 1 
VE70 comosus Cayenne 1 
HA27 comosus Cayenne 1 
BRS O comosus Mordilona 1 
C042 comosus Mordilona 1 
MR42 comosus Mordilona 1 
PE53 comosus Mordil ona 1 

V 
+ 

Photo 4 - Autoradiographie de profi l s  de restriction poly­
morphes mis en évidence après hybridation d'ADN mito­
chondrial sur des ADN totaux digérés par  Hin dl l l. 

Cultivar · Espèce Groupe Cytoplasme 
1 

PE70 comosus Mordilona 1 
VE 1 30 comosus Mordil ona  1 
VE24 comosus Mo rdil ona 1 
BR!  comosus Pernambuco l 
VE 1 6  COmOSU$ Pernambuco 1 
VE I S  comosus Pernambuco l 
VE S S  comosus Pernambuco  l 
VE93 comosus Pernambuco 1 
GU76 comosus Queen l 
RE43 comosus Queen 1 
RES3 comosus Queen 1 
TA3 9 comosus Queen 1 
S1 S 5  comosus Singapour ca nning 1 
GU7 1 CO Ill OS US Red spanish 1 
GU75 CO Ill OS US Red spanish 1 
VE2 1 comosus Red spanish 1 
VE 2 2  comosus Red spanish 1 
VE6 1 CO Ill OS US Red spanish  1 
VE6 2 CO Ill OS US Red spa nish 2 
VE67 comosus Red s panish 2 
V E6S  comosus Red spanish 1 
VE72 comosus Red spanish 1 
VE74 C0l11 0Sl1S Red spa nish 1 
BR67 lucidus , -

VE2 S  lucidus , -
Cl3 3 na nus 2 
VE I 1 7  parguazensis , 
VE I 3 1  parguazensis 2 
VE 1 3 5 parguazensis 
VE 1 44 parguazensis 2 
VE64 parguazensis 1 
VE66 pa rguazensis 
VE76 parguazen sis 1 
V E77 parguazensis 
VE7S pa rguazensis , 
VES pa rguazensis 2 
BR l 70 pseudananas 2 
BRS I pseudananas 2 

Hy bridation avec de ! 'ADN mitochondrial total d'ana­
nas. 
Après purification ,  l 'ADN mitochond rial a été hybridé 

sur des ADN totaux digérés par Hinc/ 1 1 1. Un po lymorphisme 
à cieux p rofils a été mis en évidence avec cette méthode 
( photo 4). Les variatio ns observées définissent deux groupes 
identiques à ceux obtenus avec la sonde COX li .  Cette 
technique n'a pas été retenue , le bruit de fon d  touj ours 
important rendant p lus difficile la lecture des p rofils de 
restriction révélés que pour une hybridation avec COX I l . 

Hybridation avec de l 'ADN chloro plastique total 
d'ananas . 
Des hybridations  ont été réa lisées sur des ADN totaux 

digérés par Hin c/ ll l ,  Barn HI , %- t !  et Xhol. Les profils de res­
trictio n obtenus sont lisibles. Un grand nombre de bandes 
a été mis en évidence avec ces quatre enzy111es. Malgré cela 
seul l 'individu VE7S est différencié clans les 75 accessions 
étudiées. 
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DISCUSSION ET CONCLU SIONS 
Cette étu cl e  pré l imina ire  a permis  de me ttre au po in t  

les  t e chniques RF LPs app li quées au genre  A nanas Au to ta l  
onze sondes  h é térologues e t  d eux  sondes  homo logues on t  
é t é  h y brid ées sur 7 5 i nd iv idus cl igérés par hu i t  e nzymes cle 
restr ict i o n .  Ces 7 5  i nd iv idus rep résen t en t  l e s  pri nc i pa les  
c lasses  d éfin ies par SMITH.  Les i n format ions  sur  la d iversi­
t é  d e  l 'ADN nuc léai re  ne  sont pas encore  exp lo i t ab l e s ,  
en  regard du pe t i t  nom bre d e  so ndes  é tud i ées par  ra pport à 
la ta i l l e  du génome  n ucléa ire . Les premiè res  i n format ions 
son t  apportées sur  l a  d ivers i t é  d e  l 'ADN cytoplasmi que . 

Le po lymorphisme o bservé avec la sonde  hétéro logue 
COX II ou  avec l '  ADN m i to chondria l  homo logue ut i l isé 
comme sonde sur des ADN to taux  digérés par Hinc/ 1 1 1  
permet de  cl éfin i r  deux  c lasses d ' in d ivi du s .  On notera que  
l e s  i n d iv idus appartenan t  au x espèces ananassoicles. brac tea­
tus et comosus se retrouvent major i ta iremen t  clans  le grou­
pe  1 .  L ucie/us, nanus e t  parguazensis sont à deux e xcep­
t ions  près clan s  l e  groupe  2 où l ' on  retrouve éga l ement  les  
deux pseudananas. On peut  se demander s i  une a nalyse 
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approfo nd ie des o rig ines géograph i ques rée l l es  des  cu l t i vars 
i n tro dui ts  clans cette  étude ne  perme ttra i t  pas d 'i den t i fier  
des o rigines d i fférentes  pour ces deux  groupes .  Les premiè ­
res ana lyses  fa i t e s  sur du matér ie l  végéta l  issu d e  prospec­
t ions fai t e s  au Vénézué la  sem b len t  e n  e ffe t montrer  une 
part it i o n  l e  l o ng du  Rio Orinoco .  I l  sera u t i l e  de  com plé ­
ter  ce t  échan t i l lo nnage i n i t i a l  par  l a  to ta l i t é  d es access ions 
restantes  dont nous  d isposons afi n  d e  vérifier  cette hypothè ­
se . 

L'o bserva t ion  d 'un  nombre rest r e in t  de profi l s  po ly ­
morphes lors d es hybridat i ons  d 'ADN m itocho ndr iaux ou  
ch lo ro pla_s t i ques  s u r  d es ADN to t aux  semble  mont rer une  
fa i b le d ivers i té  génét ique cyto plasmique .  Toutefo is ,  l 'ana­
lyse d u  po ly morp h isme de ! 'ADN cytop lasm ique sera pour­
suivie afin  d 'essayer d e  mieux  co n na ître l e s  phy logénies  
maternel les  du genre Ananas. 

Par a i l l eurs .  poursu ivan t  ce t te  é tude  prél i m ina ire , d ' au ­
tres  out i l s  sero n t  mis en  o euvre pour éva luer  la  varia b i l i t é  
des espè ces  d 'ananas  au  n iveau d e  ! 'ADN nucléaire . 
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