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Résumé

L’a-glycérophosphate déshydrogénase de Drosophila melanogaster existe sous trois
formes isozymiques, séparables par électrophorèse sur gel d’amidon, et différentes entre elles
par leur localisation tissulaire, leur fonction métabolique et certaines de leurs propriétés
biochimiques. Ces isoenzymes sont codées par le même gène de structure noté Gpdh+ et

localisé sur le second chromosome à 20,5 UCO.
Trois allèles de ce gène (deux communs et un rare) sont connus dans les populations

naturelles où ils affectent simultanément la mobilité électrophorétique des trois isoenzymes.
Les principales alloenzymes (Fast, Slow et hétérozygote) se distinguent chez l’adulte par
leurs activités spécifiques et leurs constantes de Michaelis en fonction de la température.

Le taux de polymorphisme alloenzymatique est élevé, puisque toutes les populations
analysées présentent deux allèles communs, certaines ayant en plus un allèle rare. Ce poly-
morphisme, stable au cours du temps, semble maintenu, soit par une sélection larvaire

dépendant de la fréquence avec avantage du type rare, soit par un phénomène d’inversion
des valeurs adaptatives des génotypes homozygotes selon la composition du milieu nutritif
des larves.

Mots clés : Drosophila melanogaster, a-glycérophosphate déshydrogénase, isoenzymes,
alloenzymes, polymorphisme.

Summary

The gene-enzyme system L-glycerol 3 phosphate dehydrogenase
(a-Gpdh) in Drosophila melanogaster

Three isozymes of a-glycerophosphate dehydrogenase are identified in Drosophila
melanogaster ; separable by starch gel electrophoresis, they are both tissue and developmen-
tally specific and are the products of a single structural gene designated Gpdh+ and mapped
to II-20.5. Each isozyme has a distinct metabolic role and differs significantly in its kinetic
parameters, thermal stability and optimal pH of activity.

Natural populations of Drosophila melanogaster are polymorphic at the Gpdh+ locus
in that there are three allelic variants discernible by starch gel electrophoresis ; these
mutations change simultaneously the mobility of all three isozymes. The major allozymes
(Fast, Slow and heterozygote) in adults are distinguishable by temperature dependence of
specific activity and Km.



The degree of allozyme polymorphism is high because all the populations analysed have
two common alleles and sometimes a rare allele. This polymorphism, stable over time, seems
to be maintained, either by frequency-dependent selection favouring the rare type, or by
inversion of the selective advantage of the two homozygous genotypes according to different
larval environments.

Keys words : Drosophila melanogaster, a-glycerophosphate dehydrogennse, isozymes,
allozymes, polymorphism.

I. Les systèmes gène-enzyme

Les systèmes gène-enzyme de la drosophile, bien connus du point de vue géné-
tique et biochimique, peuvent être très utiles pour l’analyse de nombreux problèmes,
relatifs en particulier à l’organisation, au fonctionnement et à la régulation des gènes
chez les Eucaryotes (MncINTYRE & O’BRIEN, 1976 ; KOTARSKI et al., 1983). Tel est

le cas, chez Drosophila melanogaster, du système gène-enzyme de l’a-glycérophosphate
déshydrogénase (nom officiel : L-glycérol 3 phosphate : NAD oxydoréductase ; sym-
bole : a-Gpdh ; numéro 1.1.1.8. dans la classification internationale) qui a fait l’objet
d’études diverses, aussi bien en génétique biochimique qu’en génétique des popula-
tions. Il paraît donc intéressant de présenter une synthèse .des connaissances actuelles
sur ce système qui joue également un rôle fondamental dans le métabolisme de tous
les insectes.

II. La place de l’a-Gpdh dans le métabolisme intermédiaire

L’a-Gpdh est l’une des deux enzymes du cycle de 1’(x-glycérophosphate ; elle est

présente dans le cytoplasme, donc soluble. La seconde enzyme, mitochondriale, est une
flavoprotéine appelée a-glycérophosphate oxydase (nom officiel : L-glycérol 3 phos-
phate cytochrome C oxydoréductase ; symbole : a-GPO).

La figure 1 résume le fonctionnement du cycle. L’a-Gpdh réduit la dihydroxya-
cétone phosphate (DHAP) produite par la glycolyse, en a-glycérophosphate (a-GP)
qui diffuse dans les mitochondries où l’a-GPO l’oxyde en DHAP ; les électrons ainsi
libérés sont donnés à la chaîne respiratoire pour les phosphorylations oxydatives. La
DHAP est alors disponible pour de nouvelles réductions dans le cytoplasme. Le pro-
cessus constitue un shunt qui produit de l’ATP (adénosine triphosphate) et régénère le
NAD+ cytoplasmique : fonctions 1 et II de la figure 1. Ces deux fonctions sont
coordonnées et ne peuvent être séparées dans le métabolisme cellulaire. L’a-GP étant
un précurseur de l’acide phosphatidique, lui-même intermédiaire dans la synthèse des
phospholipides et des triglycérides, l’a-Gpdh est également liée à l’anabolisme des

lipides (cf. fonction III de la figure 1). Par ces trois fonctions essentielles, l’a-glycéro-
phosphate déshydrogénase occupe donc une place fondamentale dans le métabolisme
intermédiaire (BEWLEY & MILLER, 1979 ; GILBERT, 1967 ; KENNEDY, 1957 ; O’BRIEN
& MACINTYRE, 1972 a et b).



III. Le polymorphisme de l’a-Gpdh

Il se traduit par l’existence d’isoenzymes et d’alloenzymes.

A. Les isoenzymes

Trois isoenzymes ont été décrites, initialement par WRIGHT & SHAW (1969). Elles
sont séparables par électrophorèse en gel d’amidon et, selon leur mobilité électropho-
rétique décroissante vers l’anode, ont reçu le nom d’a-Gpdh 1, 2 ou 3. Les trois for-
mes sont présentes chez l’adulte, mais tous les systèmes de tampon ne les mettent pas
en évidence ; par exemple, le système Poulik (POULIK, 1957) ne révèle que l’a-Gpdh 1,



alors que les tampons TRIS-acide citrique pH 7,0 (WRIGHT & SHAW, 1969) ou acide
citrique-histidine-soude pH 7,0 (BEWLEY et al., 1974) assurent une bonne séparation
des trois isoenzymes.

L’activité enzymatique mesurée en fonction du stade de développement et les
isoenzymes correspondantes sont représentées sur la figure 2. L’activité de l’a-Gpdh



augmente régulièrement au cours des trois stades larvaires, puis diminue lors de la
pupaison pour atteindre un minimum au 8’ jour du développement à 25 °C. Durant
cette période, seule l’!a-Gpdh 3 est présente. A partir du 9« jour, l’activité remonte

jusqu’à un maximum observé au 12’ jour ; cette phase coïncide avec l’apparition des
formes 1 et 2. L’a-Gpdh 2 n’existant qu’en très faible quantité, les deux principales
isoenzymes correspondent à l’a-Gpdh 1 et 3. L’a-Gpdh 1 apparaît donc comme
l’isoenzyme spécifique de l’adulte, alors que l’a-Gpdh 3 représente l’isoenzyme larvaire
(BEWLEY & MILLER, 1979).

Les formes 1 et 3 diffèrent par leur localisation tissulaire (tableau 1, d’après
RECHSTEINER, 1970) et par certaines de leurs propriétés biochimiques : stabilité à la
chaleur (BEWLEY et al., 1974), pH optimum d’activité (WRIGHT & SHAW, 1969). Les
vitesses de réaction, mesurées en fonction de la concentration en substrat (a-GP,
DHAP ou NAD+), montrent qu’elles ont également des cinétiques différentes (BEWLEY
et al., 1974). En effet, les vitesses de réactions de l’a-Gpdh 3 sont toujours supé-
rieures à celles de l’a-Gpdh 1, ce qui se traduit par des constantes de Michaelis (Km)
plus faibles pour la forme 3 que pour la forme 1 (tableau 2, d’après BEWLEY & MIL-

LER, 1979).



Chaque isoenzyme a un rôle métabolique particulier (BEWLEY & LucCHESI, 1977).
L’o!-Gpdh 1, principalement localisée dans les muscles du vol, est associée à de fortes
concentrations d’a-GPO (O’BRIEN & MACINTYRE, 1972 b). Or le tissu musculaire des
insectes est constamment oxygéné par un système de trachées très développé. Ces
observations suggèrent que l’a-Gpdh 1 assure la production d’a-GP (dont l’oxydation
par l’o-GPO conduit à la formation d’ATP) et la régénération du NAD+ cytoplas-
mique pour la poursuite de la glycolyse (fonctions 1 et II de la figure 1). L’importance
de ces fonctions dans les muscles du vol de la drosophile est confirmée par l’incapacité
de voler des mutants nuls de l’.a-Gpdh (O’BRIEN & SHIMADA, 1974). L’a-Gpdh 3 est
essentiellement localisée dans le corps gras où l’activité de l’a-GPO est faible, alors

que celle de l’a-Gpdh y est très élevée. Par conséquent l’a-Gpdh 3 ne peut avoir un
rôle dans le cycle de l’a-glycérophosphate ; elle assure très certainement une double

NAD+
fonction, en maintenant le rapport du cytoplasme, et en fournissant l’a-GP

NADH

précurseur dans la biosynthèse des phospholipides. La moins bonne viabilité des mu-
tants nuls de l’o,-Gpdh est précisément due au manque d’a-GP nécessaire à la for-
mation des lipides durant les périodes larvaire et pupale (O’BRIEN & MACINTYRE,
1972 b).

De nombreux auteurs se sont intéressés au déterminisme génétique de ces iso-

enzymes. Des mutations du gène de l’a-glycérophosphate déshydrogénase modifiant
simultanément la mobilité électrophorétique des trois isoenzymes, l’intervention de

plusieurs gènes de structure peut être exclue, car dans ces conditions, une mutation
donnée ne devrait changer la mobilité électrophorétique que d’une seule forme. Les
preuves définitives de l’existence d’un seul gène ont été apportées par la structure mo-
léculaire des deux principales isoenzymes. Le poids moléculaire est de 66.000 ou
67.000 pour l’a-Gpdh 1 (BEWLEY et a!l., 1974 ; COLLIER et al., 1976) et de 66.000

pour l’a-Gpdh 3 (BEwLEY et al., 1974). Des échantillons des deux formes présentent
après dénaturation la même bande en électrophorèse sur gel d’acrylamide. Le poids
moléculaire de cette sous-unité est de 32.000 (MILLER & BERGER, 1979). Chaque iso-
enzyme apparaît donc constituée de deux monomères de même taille. La composition
globale en acides aminés révèle une grande similitude entre l’a-Gpdh 1 et 3, puisque
l’on trouve les mêmes aminoacides en nombres identiques pour les deux formes, à
l’exception de l’acide glutamique, de l’alanine, de la leucine et de l’arginine : ta-
bleau 3, d’après NIESEI. et al., 1982. Ces auteurs ont également montré que les

isoenzymes 1 et 3 diffèrent par la séquence terminale de trois acides aminés du poly-
peptide Tl, obtenu après digestion par la trypsine (tableau 4). Comme l’acide aspar-
tique, l’acide glutamique et la leucine sont parmi les acides aminés les plus nombreux
de la protéine, leur absence dans le polypeptide terminale Tl de l’a-Gpdh 3 ne se
remarque pas au niveau de la composition globale de l’isoenzyme.

L’ensemble de ces résultats indiquent clairement que les trois isoenzymes sont
codées par le même gène de structure (symbole : Gpdh+). Une modification spécifi-
que posttranscriptionnelle du polypeptide Gpdh+ conduirait à la formation de chaque
forme moléculaire. La nature de cette transformation est actuellement en cours

d’éude ; le produit primaire du gène Gpdh+ serait le polypeptide a-Gpdh 1 qu’une
endopeptidase spécifique cliverait au niveau du carboxyl de la méthionine pour aboutir
à la formation des sous-unités a-Gpdh 3 (NIESEL et al., 1982 ; SULLIVAN et al., 1983).
Le gène Gpdh+ est localisé sur le bras gauche du second chromosome à 20,5 -!- 2,5
UCO (O’BRIEN & MACINTYRE, 1972 b).





B. Les alloenzymes

Deux variants électrophorétiques de l’a-Gpdh ont été initialement mis en évi-
dence par GRELL (1967) ; ils ont reçu le nom de Fast et Slow par rapport à leur mo-
bilité vers l’anode en gel d’amidon. Actuellement trois allèles sont décrits dans les

populations naturelles de Drosophila me!lanogaster : deux allèles communs Fast (F)
et Slow (S) et un allèle rare, Ultra-Fast (UF). Des études de dénaturation thermique
(BEWLEY, 1978 ; ALATOSSAVA & LAKOVAARA, 1981) n’ont pas révélé de variation sup-
plémentaire, indiquant que chaque alloenzyme correspond à une seule espèce molé-
culaire. Des croisements entre individus homozygotes FF et SS donnent une descen-
dance hétérozygote, où les adultes présentent, sur gel d’amidon, de quatre à cinq ban-
des, selon le pouvoir de résolution du gel ou le système de tampon utilisé (BEWLEY
& MILLER, 1979). Pour chaque isoenzyme, on observe deux bandes parentales et une
bande intermédiaire dont les intensités sont dans le rapport 1 : 2 : 1 (cf. structure dimé-
rique de l’enzyme).

MILLER et al. (1975) ont étudié les propriétés biochimiques des alloenzymes de
l’adulte. Les trois formes (Fast, Slow et hétérozygote) ne se distinguent, ni par leur
pH optimum d’activité, ni par leur température de stabilité. Elles diffèrent par leurs
activités spécifiques (quantité de NAD oxydé par mn et par mg de protéine) et leurs
constantes de Michaelis en fonction de la température ; l’activité du variant Fast

augmente régulièrement avec la température (de 5° à 28 °C), alors que celles des FS
et SS n’augmentent que jusqu’aux températures intermédiaires et diminuent ensuite

(températures optimales de 14 °C pour les FS et de 23 °C pour les SS). Parallèlement,
la forme Fast a le plus faible Km pour des températures comprises entre 23 et 28 °C,
alors qu’aux températures inférieures à 15 °C, il s’agit de la forme hétérozygote
(mesures effectuées avec une concentration de 120 !M de NADH). Enfin, il faut
noter que les fortes concentrations de NADH inhibent préférentiellement les formes
FS et SS et ont un moindre effet sur la forme FF.

IV. Alloenzymes et génétique des populations

A. Fréquences alléliques dans des populations naturelles
de diverses origines géographiques

Toutes les études concernent l’isoenzyme de l’adulte (a-Gpdh 1). Les électro-
phorèses ont été effectuées, dans la majorité des cas, directement sur les individus
capturés, plus rarement sur les descendants de lignées iso-femelles. Les résultats obte-
nus par les différents auteurs ont permis d’établir le tableau 5. Bien que nous n’ayons
que très peu d’échantillons pour l’Europe du Sud, l’examen de ce tableau indique
que les populations européennes analysées ne diffèrent pas fondamentalement entre
elles. Par contre, les populations des continents américain, africain, asiatique ou aus-
tralien présentent une fréquence de l’allèle F significativement plus élevée que celle
trouvée en Europe.





L’existence d’un cline en fonction de la latitude, mis en évidence par JoHrrsorr
& SCHAFFER (1973) pour des populations de l’Est des Etats-Unis, vient d’être confir-
mée par les travaux de OAKESHOTT et al. (1982) sur des populations d’Europe, d’Amé-
rique du Nord, d’Asie et d’Australie. Contrairement à ce qui avait été avancé par
ALAHIOTIS et al. (1977), les résultats de OAKESHOTT et collaborateurs indiquent clai-
rement que ce cline ne peut pas s’expliquer par une corrélation positive entre la

fréquence de l’allèle F et les températures maximales enregistrées dans les différentes
localités.

B. Evolution du polymorphisme au cours du temps

Cette évolution a été suivie pour sept populations naturelles françaises (tableau 6,
d’après CHARLES-PALABOST, 1981) et trois originaires du Pays de Galles (figure 3,
d’après FRANKLIN, 1981). L’analyse du tableau 6 et de la figure 3 montre que le

polymorphisme de l’a-Gpdh 1 est remarquablement stable au cours du temps.





C. Facteurs responsables du maintien de ce polymorphisme

1. Evolutions en cages à populations : rôle de la sélection

Différentes populations expérimentales ont été constituées et leur évolution suivie
à 25 °C pendant un certain nombre de générations. Le tableau 7 précise les conditions
expérimentales et donne les résultats obtenus par les auteurs. L’examen de ce tableau



montre que le polymorphisme de l’a-Gpdh se maintient sous l’influence de la sélec-
tion, puisque toutes les populations ont été conservées avec des effectifs suffisants

pour éliminer les phénomènes de dérive génétique. Les fréquences d’équilibre extrê-
mement proches, observées pour ces 20 populations aux contextes génétiques par ail-
leurs fort différents, indiquent que la sélection a agi, si ce n’est directement sur le

gène de l’a-glycérophosphate déshydrogénase, tout au moins sur un très petit fragment
de chromosome qui inclut le locus a-Gpdh.



Afin d’écarter l’influence de gènes très liés à celui de l’a-Gpdh, les viabilités de
l’oeuf à l’adulte ont été mesurées pour les trois génotypes sur des milieux directement
reliés à l’une des fonctions de l’isoenzyme larvaire, à savoir la production d’a-glycé-
rophosphate, précurseur des triglycérides et des phospholipides (BEWLEY & MILLER,
1979). Ces viabilités ont donc été déterminées sur des milieux d’élevage avec ou sans
addition d’un acide gras, l’octanoate de sodium (PALABOST-CHARLES, 1982). En

l’absence d’octanoate, les viabilités des trois génotypes, statistiquement différentes en-
tre elles, peuvent être rangées selon la relation : SS > FS > FF ; l’adjonction d’octa-
noate modifie la précédente relation qui devient : FF > FS > SS ou FS > FF > SS,
selon la concentration du produit. L’acide gras inverse donc l’avantage sélectif des

deux génotypes homozygotes ; son mode d’action sur l’a-Gpdh n’est pas connu, mais
les changements de viabilité observés dans ces conditions permettent de conclure avec
une bonne probabilité à l’action directe de la sélection sur le gène de l’a-Gpdh.

2. Influence des valeurs sélectives variables

Les viabilités de l’oeuf à l’adulte des génotypes FF, FS et SS ont été estimées
au cours de l’évolution de populations expérimentales (PALABOST-CHARLES, 1980 ;
PALABOST-CHARLES et al., 1980). Les résultats ont montré qu’une sélection larvaire
dépendant de la fréquence, avec avantage du type rare, était responsable du maintien
du polymorphisme de l’a-Gpdh dans ces populations.

3. Influence du milieu nutritif

Des mesures de viabilités larvo-nymphales ont été effectuées pour les génotypes
FF, FS et SS sur trois milieux nutritifs et à deux températures (18° et 25 °C) ; la
densité larvaire jouant un rôle important dans l’évolution des populations d’insectes,
son influence a été également analysée (CHnRLES-Pnr.nsosT, 1982). Les différentes
conditions de milieu nutritif ont entraîné une inversion des valeurs adaptatives des
génotypes FF et SS, indépendamment de la densité larvaire et de la température.
Ce changement de l’avantage sélectif des deux génotypes homozygotes selon la nature
du milieu nutritif constitue un autre mécanisme susceptible de maintenir la varia-
bilité au locus a-G pdh. Etant donnée la grande variété des milieux colonisés par Dro-
sophila melanogaster, il est très probable que ce phénomène existe dans la nature.

4. Influence de la température

Nous avons indiqué précédemment que les alloenzymes de l’adulte différaient

par leurs activités spécifiques et leurs Km en fonction de la température (MILLER et

al., 1975). Ces résultats, comparés à ceux de ALAHIOTIS et al. (1977), BERGER (1971)
et de JoHNSOrr & ScHnFFER (1973), suggèrent que la température peut être un facteur
de maintien du polymorphisme de l’a-Gpdh. Or, en cultures pures, les viabilités larvo-
nymphales des trois génotypes se sont révélées indépendantes des températures exa-
minées - 18 et 25 °C &mdash; (CHARLES-PALABOST, 1982), résultat qui rejoint celui de
SCHENFELD & MAC KECHNIE (1979) obtenu chez les adultes. Par contre, en cultures
mixtes et sur milieu carencé en levure, MAC KECHNIE et al. (1981) ont décelé un net
désavantage sélectif des hétérozygotes à hautes températures (25 et 28 °C). Les résul-
tats des différents auteurs apparaissent donc contradictoires.

Par conséquent, il semble que, chez Drosophila melanogaster, le maintien du

polymorphisme au locus n-Gpdh soit le résultat de deux mécanismes : 1) un phé-





nomène d’inversion des valeurs adaptatives des génotypes homozygotes selon la

composition du milieu nutritif des larves et 2) une sélection larvaire dépendant de la
fréquence. Une investigation plus approfondie paraît nécessaire pour établir claire-
ment le rôle de la température dans ce maintien.

D. Interactions avec d’autres systèmes enzymatiques

L’éthanol, ajouté au milieu d’élevage de populations expérimentales, entraîne
une augmentation significative de la fréquence de l’allèle F de l’a-Gpdh au cours des
18 premières générations, puis une diminution rapide jusqu’à la 50. génération (fré-
quences égales à 0,40 ou 0,10 selon les cages) ; dans les populations témoins la fré-
quence de F se stabilise autour de 0,60 (CAVENER & CLEGG, 1981). Parallèlement, des
estimations de viabilité des génotypes mettent en évidence des interactions entre les

loci de l’alcool-déshydrogénase (également située sur le chromosome II, mais à 50,1
UC’O ; symbole Adh) et de l’a-Gpdh (CAVENER & CLEGG, 1981 ; tableau 8). D’après
les calculs de ces auteurs, deux gènes étroitement liés à celui de l’a-Gpdh seraient res-
ponsables de l’adaptation à l’alcool du milieu. Mais il n’est pas possible d’écarter l’in-
fluence directe de l’alcool sur l’a-Gpdh, car l’activité de l’Adh conduit à une accu-
mulation de NADH connu comme inhibiteur de l’a-glycérophosphate déshydrogénase
et plus particulièrement des formes FS et SS (MILLER et al., 1975 ; CAVENER, 1983).

V. Système gène-enzyme de l’a-Gpdh et gènes de régulation

La mise en évidence des gènes de régulation et de leurs mécanismes d’action
chez les Eucaryotes constituent actuellement l’un des domaines essentiels de la recher-
che en génétique évolutive. Or les résultats présentés montrent que les deux princi-
pales isoenzymes (a-Gpdh 1 et 3) de l’a-glycérophosphate déshydrogénase chez Dro-
sophila melanogaster se distinguent, en particulier, par leur localisation tissulaire et

leur temps d’apparition au cours du développement. Elles sont codées par le même
gène de structure qui s’exprime donc différemment selon le stade du développement
ou le tissu considéré. Chaque isoenzyme peut ainsi servir de marqueur spécifique dans
la recherche des variations de l’expression du gène Gpdh+ au cours du développe-
ment. Par conséquent, le système gène-enzyme de l’a-Gpdh apparaît comme un outil
idéal dans l’étude des variants de régulation. LAURIE-AHLBERG & BEWLEY (1983) vien-
nent de démontrer l’existence de tels variants, situés sur les chromosomes II et III,
et qui modifient la quantité d’enzyme produite par les larves et les adultes.
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