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The three major casein species of cow’s milk are known to show a genetic polymorphism: 
four variants of a,l-casein (A, B, C, D), five of /%casein (A1, A2, A3, B, C) and two of x-casein (A, B) 
have been discovered until the present time in the western breeds of cattle (Bos taurus) (see 
review by Aschaffenburg [I]). These variants, whose relative mobilities in gel electrophoresis a t  
pH 8.6 and at  pH 3.0 are shown in Fig. 1, represent markers of the structural loci synthesizing 
the three casein species (a,l-Cn, p-Cn and x-Cn). 

The salient feature of the genetics of cattle caseins lies in the very close linkage of these three 
loci, which are likely to be clustered on the chromosome [2-5]. As a consequence of this close 
linkage, associations of asl-, ,6- and x-casein variants are transmitted en bloc, as “gene complexes”. 
Our interpretation of available data on the frequencies of the gene complexes in cattle popula- 
tions had led us to propose a phylogeny of the genetic variants of asl- and /3-caseins, and also to 
suggest that the mutation sites corresponding to the more common ones are particularly close 
together on the chromosome [6]. These hypotheses prompted us to identify and to position the 
alterations specific for each of the variants of asl- and ,%caseins. 

We have already, in recent publications, characterized the asl C, asl A and PA3 variants [7 -91. 
The present work, which in the case of p-casein was guided by indications on amino-acid sub- 

stitutions given by Pion et al. [lo], Peterson et al. [ I l l ,  Groves and Gordon [12], and which refers 
to the sequences of asl B and PA2 caseins recently established by Mercier et al. [I31 and Ribadeau- 
Dumas et al. [14], deals with the four other variants, aslD, @A1, BB, PC. 

The variant olsl D differs from asl B in that the alanyl residue in position 53 of the polypeptide 
chain is replaced by a phosphothreonyl residue (53 Ala +ThrP). There is no serine + proline 
substitution as previously proposed [ E l .  

Compared to BA2, the three variants @A1, BB and /?C all differ by a 67 Pro + His substitution. 
In  BB, in addition to the 67 Pro + His substitution, the seryl residue in position 122 is re- 

placed by an arginyl residue, as previously mentioned [16]. 
In PC, in addition to the 67 Pro + His substitution, the glutamyl residue in position 37 is 

replaced by a lysyl residue, and the seryl residue in position 35 is no more phosphorylated. 
Table 3 summarizes our results on all the genetic variants of nsl- and /?-caseins. These results 

make it possible to deduce phylogenic relationships (Fig. 6) that support and expand our former 
hypotheses [6J. The concept that the initiator end of b-Cn locus is contiguous to the terminal end 
of a,l-Cn locus accounts for the rare occurrence of recombinant types between asl-Cnc and O-CnA’, 
,i3-CnB, P-CnC, since the distances between the corresponding mutation sites would be only 73, 
128 and 43 codons, respectively. 

Les cas6ines forment sensiblement SOo/, de la constituants principaux sont la /?-lactoglobuline et 
fraction proteique du lait de vache, dont les autres l’a-lactalbumine. Ce sont des phosphoprot6ines 

Abr&&ions. Met*, mhthionine prbsente sous la forme parmi lesquelles on distingue trois espBces princi- 
homosbrine-homoskrine lactone; SerP, phosphosbrine; ThrP, pales, 1eS CaS6ineS 06~1, ,6 et x, qui reprfisentent en- 
phosphothrbonine; NBS, N-bromosuccinimide. viron 45, 30 et 15O/, de l’ensemble des cashes,  et 

Enzymes. TrYPsine (EC 3.4.4.4); a-chYmotrYPsine (EC des espkces mineures, dent on sait depuis peu que 
3.4.4.5) ; papaine (EC 3.4.4.10) : thermolysine (EC 3.4.4.-) ; 
phosphatase alcaline (EC 3.1.3.1); loucine aminopeptidase certaines ne 

~~ 

que des fragments de la 
(EC 3.4.1.1); carboxypeptidase -4 (EC 3.4.2.1). B r171. 
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Fig. 1. Repre’sentation sche’matique de la mobilite’ relative des 
variants ge‘ne’tiques des case’ines bovines asl, B et x en Blectro- 
phorhse en gel d‘amidon avec urBe et mercaptobthanol [6]: 
I, pH 8,6; 11, pH 3,O.  A pH 8,6, seule la bande principale 

des cashes  x est indiquBe 

Comme beaucoup d’autres proteines, les caseines 
asl, ,6 et x revdent par Blectrophorese en gel un poly- 
morphisme genhtique. On a decouvert jusqu’ici chez 
les bovins (Bos taurus) quatre variants genetiques 
de caseine asl (A, B, C, D), cinq variants de 
caskine /3 (A1, A2, A3, B, C) et deux variants de ca- 
seine x (A, B). On connait en outre chez le zebu (Bos 
indicus) deux autres variants de caseine /3 (Bz et D) 
(voir revues d’Aschaffenburg [ l ]  et Thompson [IS]). 
Ces variants sont determines par des alleles des loci 
de structure (olsl-Cn, B-Cn et x-Cn) synthetisant les 
trois especes de caseines ; ils servent de marqueurs 
B ces loci. Leurs mobiliths relatives en Blectrophorese 
en gel alcalin et en gel acide sont rappelees dans la 
Fig. 1.  

Le fait marquant de la genetique des caseines 
bovines reside dans le linkage tres Btroit existant entre 
les loci ol,l-Cn, B-Cn et x-Cn [2-51. Par suite de ce 
linkage, les combinaisons de variants des trois ca- 
seines sont transmises en bloc, d’une generation B 
l’autre, sous la forme de (( combinaisons geniques )) 
ou ((complexes gbniqueso [6]. Cette situation, qui a 
pu faire avancer l’hypothese d’un determinisme 
pleiotropique 15,191, est tout B fait semblable B celle 
qui est observee dans le cas des groupes shriques Gm 
humains [20]. L’analyse des donnees obtenues sur la 
frequence de ces complexes geniques dans les popu- 
lations bovines Btudihes jusqu’ici nous a conduit 

B proposer une phylogenie des variants des caseines 
olsl et /3 et B suggitrer que les distances chromo- 
somiques entre les sites mutes correspondant au 
variant aslC d’une part et aux variants @A1, BB, j3C 
d’autre part etaient tres faibles. Pour tenter de veri- 
fier ces hypothkses, nous avons entrepris de localiser 
les alterations correspondant B tous les variants des 
cashines olsl et ,4 dans les chaines polypeptidiques 
correspondantes, dont les sequences completes (va- 
riants aslB et PA2) viennent d’etre etablies par notre 
equipe [13,14]. Nous avions dejB, prh&demment, 
caracterise les variants olslC, as1A et PA3 [7-91. 
Le present travail est consacre aux quatre autres 
variants connus B ce jour, ol,lD, PA1, /3B et /3C. Pour 
identifier et localiser les substitutions d’acides ami- 
nhs propres B ces variants, nous disposions d’indi- 
cations obtenues par divers auteurs [lo-12,151 B 
partir de compositions globales en acides aminhs; 
elles seront rappelhes dans l’expos6 de nos rksultats. 
Nous pourrons, en conclusion, preciser nos hypotheses 
sur la phyloghnie des variants genetiques des caseines 
olsl et /3 et sur la disposition relative des deux loci 
de structure correspondants. 

MATgRIEL ET MBTHODES 

MatCriel 
Les caseines aslD, /?A1, j3B et /3C ont &ti: pr6- 

parees, selon le cas, en suivant les techniques de 
Thompson et Kiddy [21] ou de Mercier et al. [22] ,  
B partir du lait individuel de -vaches homozygotes 
pour un complexe ghnique comportant le variant 
consid8rb. La regle consistant B s’adresser B des 
animaux homozygotes pour un complexe genique a 
pour but de se donner des chances de retenir des sujets 
homozygotes par descendance mendelienne ; on mini- 
mise de la sorte le risque d’operer sur une caseine 
hethozygote pour des variants non detectables par 
6lectrophorese. Dans le cas prhsent, la race et le 
complexe genique des vaches retenues ont &ti. les 
suivants : race flamande et complexe asl-CnD- 
/3-CnAa-x-CnB pour aslD; race flamande et complexe 
asl-CnB-/3-CnA’-x-Cn* pour PA1 ; race normande 
,et complexe asl-CnB-j3-CnB-x-CnB pour j3B ; race 
bretonne pie-noire et complexe asl-CnB-j3-CnC-x- 
CnA pour /3C. 

A l’exception de la thermolysine (Merck, cristal- 
lisee, 6000 PU/ml) les enzymes utilises proviennent 
de la firme Worthington Biochemical Corporation : 
trypsine ( 2  x cristallisee, TRL 7AA) ; a-chymotryp- 
sine (CDI 7CD, 3 x cristallis6e) ; papaine (PAP 8 FA, 
13 Ujmg); leucine aminopeptidase (LAP DFP, 
5,9 mg/ml); carboxypeptidase A (COA DFP, 50 mg/ 
ml) ; phosphatase alcaline (BAPC-OCB, I0 mg/ml). 

L’origine des autres produits est la suivante: 
acide trifluorachtique, Eastman ; anhydride malbique, 
Prolabo ; bromure de cyanoghne, Schuchardt ; N -  
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bromosuccinimide, Baker ; N-Bthylmorpholine, East- 
man ; isothiocyanate de phhyle, Fluka, redistill6 ; 
Dowex AG 50 W (X2), 200-400 mesh, Biorad; 
Xephadex, Pharmacia. 

HCthodes 
Hydrolyses enxymatiques. Nous avons dkcrit prb- 

cedemment les conditions g6ni:rales d’emploi de 
la trypsine [23], de la chymotrypsine [24] de la 
thermolysine 1251, de la papaine [26] et de la phos- 
phatase alcaline [ 131. Les conditions particulihes 
(quantiti: de peptide traitb, rapport molaire enzyme/ 
substrat, temperature et durke de la rbaction) seront 
pritcisites dans chaque cas. 

Dans le cas des exopeptidases, le volume de la 
prkparation commerciale employ6 a btB rapport6 B 
0,l pmol de peptide, et les rksultats ont 6tk:exprimbs 
en moles d’acides amines liberbs par mole de,*peptide. 

Hydrolyse par la N-bromosuccinimide. Schaltiel 
et Patchornik [27] ont btudib les conditions dans 
lesquelles la N-bromosuccinimide pouvait hydroly- 
ser non seulement les liaisons Trp-X ou Tyr-X, mais 
aussi His-X, X designant un acide amin6 quelconque. 
Dans le cas du peptide CNlClTh6, qui contient un 
rirsidu tyrosyle et un ritsidu histidyle, et que nous 
cherchions B hydrolyser au niveau de chacun de ces 
rbsidus, la methode pritconisee par ces auteurs s’est 
ri:vblite efficace et reproductible. Le protocole est 
le suivant : une solution contenant 2 pmol de peptide, 
par exemple, est dessBchBe dans un tube B. hydrolyse. 
Le peptide est ensuite redissous dans 1 ml de tampon 
pyridine-acide acbtique-em, pH 3,3 (1 : 10: 19, 
par vol.); on ajoute 6 pmol de N-bromosuccinimide 
dissous dans 0,5 ml de tampon et on laisse la reaction 
se poursuivre durant 30min b la temperature am- 
biante. Pour neutraliser l’excks de N-bromosuccini- 
mide, on rajoute alors 4 pmo1 environ d‘imidazole 
dissoutes dans un peu de tampon. Le tube est scellit 
et placi: pendant 1 h B I00 “C. La solution est ensuite 
dessitchke sous vide. 

Les autres techniques utilisbes dans ce travail 
ont b tb  dbcrites dans l’une ou l’autre de nos publi- 
cations anthrieures ; en voici les rbfhrences : utilisation 
de l’anhydride malbique [23], Blectrophor&se et 
chromatographie sur papier [23], chromatographie 
sur colonne [23], dosage des acides aminits [23], 
dosage du phosphore [23], degradation soustractive 
d’Edman [24], hydrolyse par le bromure de cyano- 
gene [28], hydrolyse acide mitnagite 131, et Blectro- 
phorhse en gel d’amidon [6]. 

Nomenclature des peptides 
La nomenclature des peptides resultant de l’hy- 

drolyse d’un peptide plus long fait intervenir dans 
l’ordre trois Blitments : (a) la dbnomination du peptide 
de dbpart, (b) la ou les initiales du nom de l’enzyme 

ou du reactif ayant servi B l’hydrolyse (T = tjryp- 
sine ; Tm = trypsine employbe sur substrat maley16 ; 
C = chymotrypsine; Th = thermolysine; Pa = pa- 
p i n e ;  CN = bromure de cyanoggne; NBS = N-bro- 
mosuccinimide), (c) un numitro d’ordre, attribub en 
fonction du resultat de l’opbration de fractionnement 
effectuhe. Le numbrotage des peptides se fait dans 
l’ordre d’blution pour une chromatographie sur 
colonne, de l’anode vers la cathode pour une Blectro- 
phorkse preparative sur papier, et dans le sens des 
mobilitbs croissantes pour une chromatographie 
prkparative sur papier. Par ailleurs l’appellation d’un 
peptide comporte, si besoin est, le nom du variant 
gknetique ayant servi B le pr6parer. 

RI~SULTATS 
Substitution 53 Ala+ThrP caructkrisant 

le variant aSlD 
Pour identifier la partie de la chaine polypepti- 

dique portant l’altbration propre au variant &,ID, 
nous avons tout d’abord hydrolysb la caseine aslD 
par action de la trypsine sur la proteine mal6yli.e 
[23]. Les 8 peptides obtenus, aslDTml B. Tm8, ont 
&it s6pares par chromatographie sur colonne et, 
dans certains cas, repurifies par blectrophorbe ou 
chromatographie sur papier, en suivant les mhmes 
techniques que pour le variant as lB [23]. La com- 
position en acides aminbs de ces 8 peptides s’est 
revblee identique 8. celle de leurs homologues d’olslB, 
8. l’exception de celle du peptide Tml,  comportant 
68 rksidus, qui contient dans aslD un rBsidu alanyle 
en moins et un rbsidu thrbonyle en plus (Ala, 2,O 
et Thr, 2,2 dans olslD contre Ala 2,92 et Thr, O,94 
dans aslB). En outre l’hydrolyse acide menagbe [13] 
du peptide a,lDTml libere de la phosphothrbonine, 
mise en evidence par blectrophor&se sur papier B 
pH 1,9, alors que ni le peptide aslBTml, ni d’ail- 
leurs la casbine aSIB, ne contiennent ce phospho- 
amino-acide [ 131. Ces rbsultats suggbraient que l’un 
des trois residus alanyle presents dam ol,lBTml 
Btait remplace dans aslDTml par un rbsidu phospho- 
thrbonyle. 

Le peptide a,lDTml a alors b tb  hydrolyse par 
le bromure de cyanogkne [28] qui libhre les peptides 
TmlCN1, TmlCN2 et TmlCN3, comportant res- 
pectivement 30, 32 et 6 rksidus (Fig.2). Les deux 
premiers ont, B leur tour, Btb hydrolyses par la tryp- 
sine. La composition en acides aminBs de l’ensemble 
des peptides ainsi obtenus b partir d’aslDTml, et 
purifibs selon les mbthodes dejB d6crites [28], est 
identique h celle de leurs homologues du variant de 
reference aslB, B l’exception de celle du peptide 
aSlDTmlCN2T1 qui est la suivante: Asx, 2,OO (2); 
Thr, 1,54 (2); Ser, 1,47 (2); Glx, 3,Ol (3); Gly, l,O5 
(1); Met*, 0,60 (1); Ile, 1,lZ (1) ;  P, 3,30 (3). 

Ce dernier ne peut &re que l’homologue du pep- 
tide aslBTmlT2CN1 (Fig.2). 
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H.Arg -Pro -Lys- His-Pro- Ile -Lys-His -Gln-Gly-Leu- Pro - Gln - 
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Glu -Val -Leu-Asn-Glu -Am-Leu- 

Leu- Arg-Phe-Phe-Val-Ala -Pro-Phe-Pro-Gln-Val- Phe - Gly - Lys -Glu-Lys -Val-Asn- Glu -Leu- 

Ile -Gln -Lys-Glu-Asp-Val 

Leu- Lys -Lys-Tyr-Lys-Val 

His - Ser -Met-Lys-Glu-Gly 

Glu -Leu- Ala -Tyr-Phe-Tyr 

Ser -Gly-Ala-Trp-Tyr -Tyr 

Asp- Ile -Pro-Asn-Pro- Ile 

- 
90 100 

-Pro- Ser -Glu-Arg-Tyr- Leu - Gly - Tyr -Leu-Glu-Gln-Leu-Leu-Arg- 
110 120 

-Pro-Gln-Leu-Glu- Ile - Val - Pro - Asn - Ser -Ala-Glu - Glu -Arg-Leu- 
I 

P 
130 140 

- Ile -His- Ala -Gln-Gln- Lys - Glu - Pro -Met- Ile -Gly - Val -Am-Gln- 
150 160 

-Pro-Glu-Leu-Phe-Arg- Gln - Phe - Tyr-Gln-Leu-Asp- Ala -Tyr -Pro- 
170 180 

-Val-Pro-Leu-Gly -Thr- Gln - Tyr - Thr-Asp- Ala-Pro - Ser -Phe - Ser- 
190 199 

-Gly- Ser -Glu-Asn- Ser - - Lys - Thr-Thr-Met-Pro -Leu-Trp.OH. 
Gly (variant C) 

Fig.2. Localisation des altkrations caractirisant les variants gin4tiques de cas6ne ( ~ ~ 1  bovine ( a s ~ A ,  mslC, aslD). La sequence de 
rhference est celle du variant aSlB [13]. Les residus d'acides aminits encadres correspondent aux sites mut6s. La nature de l'al- 
thration est indiquee dans chaque cas. +, peptide ayant plus particulikrement servi B localiser la substitution caractirisant 

le variant cxSlD; la sequence du peptide Tml  est imprimee en caractbres gras 

Le fait que, dans la sequence du variant &,ID, 
la position 53 soit occupee par un rbsidu phospho- 
thrkonyle et non plus par un residu alanyle comme 
dans le variant aslB, est confirm6 par les resultats 
suivants : 

a) L'hydrolyse par la carboxypeptidase A (3 p1; 
40 "C; 2 h 30 min) du peptide aslDTmlCN2Tl, prb- 
alablement dephosphorylt? par la phosphatase al- 
caline (35 pl de suspension commerciale d'enzyme 
pour 0,08 pmol de peptide; 40 "C, 24 h), libere de 
l'homosbrine et  de la threonine (respectivement 
0,49 et 0,36 pmol/pmol de peptide). 

b) L'hydrolyse d'a,~DTmlCNBTl par la papaine 
(environ 6pmol de peptide; 2Op1 de preparation 
commerciale de papaine; 40 "C; 12 h 30 min) fournit 
en particulier le peptide aslDTmlCN2TlPa2, purifit? 
par Blectrophorese sur papier et de composition sui- 
vante: Asx, 1,13 (1 ) ;  Thr 0,99 (1); Ser, 1,50 (2); 
Glx, 2,OO (2); Gly, 0,81 (1) ;  Ile, 0,79 (1). 

Le ritsidu threonyle present dans ce peptide est 
visiblement le residu 49 et non le residu 53 ; or nous 

avons vArifib, par les techniques mentionnbes ci- 
dessus, que ce peptide ne contenait pas de phospho- 
threonine; c'est done bien le ritsidu 53 qui est phos- 
phoryl6. 

En operant sur la mhme source de caseine aslD 
gue nous-mhmes, de Koning et Van Rooijen [15] 
avaient deduit d'analyses globales d'acides aminbs 
que les variants aslB et as1D differaient par une sub- 
stitution Ser-tPro. Nos resultats conduisent & in- 
firmer cette conclusion. La substitution 53 Ala-tThrP 
que nous avons mise en evidence rend d'ailleurs beau- 
coup mieux compte des mobilites relatives des deux 
variants en 6lectrophorAse B pH 8,6 et B pH 3,O 
(Fig. 1). 

Substitution 67' Pro+His commune aux 
variants PA1, BB et PC 

Comme le rappelle la Fig.1, les variants PA1 
et PA2 ne se distinguent, par Blectrophorhse en gel, 
qu'en milieu acide [11,29]. Ce comportement a 6tb 
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+ -- CNlTl _- .__ _______ t 

10 20 
H.Arg-Glu-Leu-Glu-Glu- Leu -Am-Val-Pro- Gly -Glu- Ile -Val-Glu-Ser-Leu- Ser -Ser - Ser -Glu-Glu- Ser ~ Ile -Thr-Arg- 

_ _ ~ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ ~  CNlC2 ~ __ ____ ~~ ~ ~~~ __ 

+- CNlTB p - 9  + CNlT6 - +-- CN1T3b - -- * +--- CN1T3a - ~~~ 

I l l  
P P P  

I 
P 

+ +-- 

30 40 50 
Ile -Am-Lys-Lys - Ile - Glu -Lys -Phe-Gln- Ser -Glu - Glu -Gln-Gln-Gln -Thr- Glu -Asp -Glu-Leu-Gln- Asp - Lys- Ile -His- 1K-T-l 

U - 
Ser Lys (Variant C )  

f 
+- ~ -- CN1C1Th6 ~ ~ ~ 

+ + - - - - - - - - - - - ~ ~ - - p ~ ~ ~  CNlC1 _ _ ~ ~ ~ _ _ _ _ _ _ _  
- t -  ~ - CN1T4 ~-~ 

60 70 
Pro-Phc-Ala-Gln -Thr- Gln - Ser -Leu-Val- Tyr -Pro - Phe -Pro-Gly-Pro - Ile - F o l  -Am- Ser -Leu-Pro - Gln -Am- Ile -Pro- 

His (Variants Al, B et C )  

80 90 100 
Pro-Leu-Thr-GLn-Thr- Pro -Val-Val-Val- Pro -Pro- Phe -Leu-Gln-Pro-Glu- Val -Met-Gly-Val-Ser- Lys -Val-Lys-Glu- 

110 120 
-Lys-Glu-Met- Pro -Phe- Pro -Lys-Tyr-Pro -Val- Gln -Pro-Phe-Thr-Glu- m - G l n -  Ser -Leu- 

130 140 150 
Thr-Leu-Thr-Asp-Val- Glu -Am-Leu- His - Leu -Pro - Pro -Leu-Leu-Leu-Gln - Ser -Trp-Met-His-Gln- Pro -His -Gln- Pro- 

160 170 
Leu-Pro -Pro-Thr-Val- Met -Phe-Pro -Pro - Gln - Ser - Val -Leu- Ser -Leu- Ser - Gln -Ser -Lys-Val -Leu- Pro -Val-Pro - Glu- 

180 190 200 
Lys- Ala -Val -Pro-Tyr- Pro -Gln -Arg -Asp- Met -Pro- Ile -Gln -Ala -Phe-Leu- Leu -Tyr-Gln-Gln- Pro- Val -Leu-Gly- Pro- 

Val -Arg-Gly-Pro-Phe- Pro - Ile - Ile -Val.OH. 

Ala-Met-Ala-Pro -Lys- 
Gln (Variant A3) Arg (Variant B) 

209 

Fig. 3. Localisation des alte‘rations caractirisant les variants ginitiques de case‘ine bovine (BAl, ,!?A3, PB, PC) . La sequence de rkfk- 
rence est celle du variant PA2 [14]. Les rbsidus d’acides aminbs encadrks correspondent aux sites mut6s. La nature de l’altbration 
est indiquke dans chaque cas. t +, peptides ayant servi 8. localiser la substitution 67 Pro-tHis; +, peptides ayant servi B 

localiser la substitution caractkrisant le variant BC; la sequence du peptide CN1 est imprimbe en caracteres gras 

attribui: a une diffbrence dans le nombre des rbsidus 
histidyle, signalbe dits 1960 par Nauman et al. 1301. 
Les travaux de la m6me bquipe ont sugghrb gue la 
substitution d’acides amin& en cause etait une sub- 
stitution His/Pro, 1ocalisi:e dans un peptide trypsique 
d’un poids molbculaire de 6800, et montri: que les 
variants j3B et j3C posshdaient, comme PA1, six 
rbsidus histidyle au lieu de cinq dans PAz 111,291. 
Les compositions globales en acides amin&, publibes 
plus ri:cemment par Groves et Gordon [12], suggitrent 
fortement que PA2 diffitre de chacun des trois variants 
PA1, PB et j3C par une substitution Pro/His, j3B et 
PC se caracthrisant, par ailleurs, par d’autres altb- 
rations. 

Nos travaux, effectuhs sur PA1, j3B et PC selon 
un protocole similaire, ont conduit a mettre en 
evidence, dans chaque cas, la m&me substitution d’a- 
cides aminits. Nous nous bornerons donc, b exposer 
en detail 1’6tude de l’un seulement de ces variants, j3B. 

La casbine PB a itti: traitbe par le bromure de 
cyanogitne, et les peptides ainsi obtenus skparbs par 
chromatographie sur colonne en suivant les techni- 
ques prhcbdemment mises en ceuvre pour l’btude 
du variant PA2 [31]. L’examen de la composition en 
acides amini:s de ces peptides r6vitle que j3BCN1, 
partie NH,-terminale de la cashine j3, comportant 
93 rbsidus d’acides aminbs, possitde 2 rhsidus histi- 
dyle, au lieu d’un seul dans PA2. Nos travaux ant& 
rieurs sur ce dernier variant ont montri: qu’il etait 
difficile d’obtenir une composition en acides amin& 
exacte du peptide CN1 sans faire appel b la compo- 
sition de fragments plus petits [31]. Pour identifier 
avec prbcision la substitution en cause, j3BCNl a 
donc 6th recoup6 par hydrolyse chymotrypsique mi:- 
nagbe (10 pmol de peptide; [E]/[S] = 1/5000; 33 “C; 
1 h 30 min). Cette hydrolyse a fourni deux peptides, 
sitpar& par chromatographie sur colonne de Dowex 
50 avec simple hlution par du tampon de pH 3 , i .  
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La composition en acides amines du peptide 
,8BCNlCl, BluC: le premier B 1’Btat pur, figure dans le 
Tableau 1, de m6me que celle du peptide homologue 
de PA2, qui correspond au segment comportant les 
residus 53 B 93 i n c h .  L’examen de ces donnees con- 
firme qu’une substitution Pro/His difftkencie, dans 
ce peptide, PA2 de ,8B. Notons par ailleurs que le pep- 
tide PBCNlCZ, qui a dii &re repurifii: par chroma- 
tographie sur papier, correspond au segment compose 
des ri:sidus 1 B 52 inclus, de composition identique 
B son homologue de PA2 (Fig. 3). 

Pour localiser le site de la substitution Pro/His, 
BBCNlCl a At6 recoup6 par la thermolysine (20 pmol 
de peptide; [E]/[S] = 1/40; 40 “C; 2 h), et l’hydro- 

1.0 r I 

50 too 
Fractions 

Fig.4. Diagramme d’dlution des peptides r M t a n t  de l’hydro- 
lyse du peptide PBCNlCl  par la thermolysine. Chromato- 
graphic it 40 “C sur une colonne de 1 x 115 cm de resine 
Dowex AG50W-X2, 200-400 mesh, en tampon pyridine- 
acide acbtique-eau. Le gradient de pH 3,l 8, 5,0, linthire en 
normalite de pyridine, eat indiqub par une ligne discontinue. 
Fractions de 5 ml; vitesse d’blution 40 ml/h; rbaction 8, la 
ninhydrine apres hydrolyse alcaline sur des aliquotes de 

200 p1 

lysat ainsi obtenu, chromatographii: sur colonne de 
Dowex 50 (Fig.4). L’examen des diverses fractions 
obtenues a permis d’isoler de la fraction VI le peptide 
BBCNlClThS, dont la composition, dhterminee 
aprbs repurification par electrophorese sur papier, 
eat donnee dans le Tableau 1. 

Ce peptide ne peut correspondre qu’au segment 
compose des residus 59 B 68 inclus. Son hydrolyse 
par la carboxypeptidase A libere de l’asparagine et 
de l’histidine. Ceci prouve que c’est le residu prolyle 
situ6 en position 67 de la chaine polypeptidique de 
PAa qui est remplace, dans PB par un residu histidyle 
(substitution 67 Pro-tHis). Ce resultat est confirm6 
par l’examen de la composition du peptide bBCN1- 
ClTh6 NBS, obtenu par action de la N-bromosucci- 
nimide, et qui a Bt6 prepare par Blectrophorese sur 
papier (peptide color6 en jaune par le reactif A la 
ninhydrine). 

En suivant les m6mes methodes, nous avons 
verifie gue PA1 et PC possedaient Bgalement un residu 
histidyle supplbmentaire, localis6 en position 67 
de la chaine polypeptidique (Fig. 3). 

Substitution 122 Ser+Arg earactkrisant 
le variant BB 

Les r6sultats permettant de conclure gue /3B 
diffitre notamment de @Aa par une substitution 122 
Ser-sArg ont 6th donnes dans une publication an- 
t6rieure [l6]. Les deux substitutions 67 Pro-tHis 
et 122 Ser-+Arg rendent compte des Mkrences de 
mobilit6 Blectrophoretique entre PAa et BB. Nous 
n’avons detect6 aucune autre substitution ni dans les 
peptides resultant de l’hydrolyse de la c a s b e  PB 
par le bromure de cyanogbne, ni dans les peptides 
resultant de l’hydrolyse trypsique de cette cas6ine 
mal6ylhe [ 131. 

Tableau 1. Localisation de la substitution 67 Pro-tHis diffdrenciant partiellement PA2 et ,dB 

Peptide PBCNlCl 
Composition en acides aminbs Asx, 2,OO (2); Thr, 2,69 (3); Ser, 1,88 (2); Glx, 6,27 (6); Pro,10,10 (10); Gly, 0,95 (1); 

Ah, 0,81 (1);Va1,4,73 (5);Met*,0,84(l);Ile, 2,00(2);Leu, 4,15(4);Tyr, 0,92 (1); 
Phe, 1,98 (2); Lys, 0,36 (0); His,, 032 (1). 

Composition en acides amines 
de la sequence homologue de PA2 (14) Asx~,Thr~,Ser~,Glx,Pro~~,Gly~,Ala~,Val~,Met~,Ile~,Leu~,T~~,Phe~. 

Peptide PBCNl ClTh6 
Composition en acides aminbs Asx, 1,00 (1); Pro, 2,91(3); Gly, 1,05 (1); Val, 1,04(1); Ile, 0,91(1); Tyr, 0,81(1); 

Phe, 1,OO (1); His, 0,94 (1). 

Sequence Val-Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile-His- Am. 

Carboxypeptidase A 

SOquence homologue de PA2 

(5 pl; 24 h) Am, 0,70; His, 0,50. 

59 68 
Val-Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile-Pro- Asn. 

Composition en acides amines de 
PBCNlClThGNBS Pro, 2,80 (3); Gly, 1,09 (1); Ile, 0,91(1); Phe, 0,91(1). 

23 Eur. J. Biochem., Vo1.26 
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Fig.5. Diagramme d’dlution d’un hydrolysat trypsique du pep- 
tide PCCNl. Chromatographie B 40°C sur une colonne de 
2 x 120 cm de rksine Dowex AG50W-X2, 200-400 mesh, 
en tampon pyridine-acide acbtique-eau. Le gradient de pH 

3.1 Q 5,0, linbaire en normalit6 de pyridine est indique par 
une ligne discontinue. En fin de gradient, klution par le 
tampon 4 N en pyridine? pH 5,28. Fractions de 8 ml; vitesse 
d’blution, 64 ml/h reaction B la ninhydrine apres hydrolyse 

alcaline sur des aliquotes de 200 pl 

Tableau 2. Localisatwn des substitutions 37 Glu+Lys et 35 XerP-tSer caractCisant le variant PC 

Peptide pCCNlT3a 
Composition en acides aminbs 

~~ ~~ 

Asx, 2,09 (2); Thr, 1,0 (1); Glx, 5,76 (6); Leu, 0,99 (1); Lys, 1,02 (1). 

Peptide ,!?CCNlT3b 
Composition en acides aminbs 
Sbquence 
Leucine aminopeptidase 

Edman: Stade 1 
Stade 2 
Stade 3 

SLquence correspondante de PA2 [14] 

Ser, 0.96 (1); Glx, 2, 16(2); Phe, 0,88 (1); Lys, 1,00 (1) 
Phe-Gln- Ser-Glu-Lys 
(5 pl; 24 h) Phe, 1,OO (1); Gln, 0.98; Ser, 0,95; Glu, 0,92; Lys, 0,99. 
(5 p1; 2 h) Phe, 0,62; Gln, 0,28; Ser, 0,20; Glu, 0,l l ;  Lys, 0,13. 
Ser, 1,OO (1) ; Glx, 2,09 (2) ; Phe, 0,09, Lys non analysbe. 
Ser, 1,00 (1) ; Glx, 1,60 (1) ; Lys non analysbe. 
Ser, 0,42 (1); Glx, 1,50 (1); Lys non analyske. 
33 40 48 
Phe-Gln-SerP-Glu-Glu-Gln-Gln-Gln-Thr-Glu-Asp-Glu-Leu-Gln-Asp-Lys. 

Substitutions 37 Glu - t l y s  et 
35 SerP-tSer caractkrisant le variant PC 

L’analyse globale de la composition en acides 
aminBs des variants PA1 et  PC sugg&re que ces va- 
riants diffkrent par une substitution Glu/Lys [lo, 121. 
Par ailleurs, selon Groves et  Gordon [12], PC contient 
un atome de phosphore en moins que les autres 
variants de casbine ,B. 

Pour tenter d’obtenir des indications sur la loca- 
lisation de ces alterations, nous avons examid, 
par fingerprint, des hydrolysats trypsiques de @C 
et PA1 [23]. La comparaison de ces fingerprints rBv&le 
des diffbrences dans la zone des peptides migrant vers 
l’anode It pH 4,7. La majorit6 des residua acides de 
la casBine ,!? Btant localisbe dans la partie NH,-ter- 
minale de la chaine peptidique, nous avons donc port6 
notre attention sur le peptide CN1 qui a Bt6 purifiB 
selon les techniques mentionn6es plus haut. 

La comparaison des compositions en acides amines 
de BCCNI et de PA1 CNI rBv&le que ,9CCNI comporte 
effectivement un r6sidu lysyle de plus, e t  vraisem- 
blablement un r6sidu glutamyle de moins. Afin de 
localiser le rBsidu lysyle supplBmentaire, 25 pmol 
du peptide PCCNl ont BtB hydrolysBes par la tryp- 
sine ([E]/[S] = 1/50; pH 8,O; 40 “C; 3 h) e t  l’hydro- 
lysat chromatograph% sup colonne de Dowex 50 
(Fig.5). L’examen des fractions obtenues nous a 
permis d’isoler les peptides suivants: pics I et 11, 
melange d’un peptide de composition identique It 
celle de BA2CN1T1 et d’un peptide qui, mise It part 
la substitution d’un rBsidu prolyle par un r6sidu 
histidyle (c’est la substitution 67 Pro+His), a la 
m6me composition que ,BAzCNlT4; pic 111, peptide 
de composition identique It celle de PAWNlT2; 
pic IV, peptide /?CCNIT3a dont la composition figure 
dans le Tableau 2; pic V, melange d’un peptide de 
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composition identique b celle de PAZCN1T5 et d’un 
autre peptide PCCNlTSb, dont la composition figure 
dans le Tableau 2; pic VI, peptide de composition 
identique it celle de /?A2 CNlT6 (Fig.3). 

Ainsi l’hydrolyse trypsique de PCCNl ne fournit 
pas de peptide ayant la composition de PA2CNlT3. 
On obtient par contre deux (cnouveaux o peptides 
dont la somme des compositions en acides aminBs 
est Bgale it celle de PA2CNlT3, it une substitution pres 
qui est prBcis6ment une substitution Glu/Lys. La 
confrontation de la composition en acides aminBs 
de pCCNlT3a et de la sequence de BCCNlT3b 
(Tableau 2) avec la sequence de PAaCNlT3 [14] 
montre b 1’Bvidence que PC diffhre de PA2 (ainsi que 
des autres variants) par la substitution du rbsidu 
glutamyle situi! en position 37 de la chdne polypep- 
tidique de PA2 par un residu lysyle. Nous avons vBri- 
fib par ailleurs que le residu seryle 35 contenu dans 
BCCNlT3b n’ktait plus phosphoryle, alors que ni 
la composition, ni la teneur en phosphore du phos- 
phopeptide principal PCCNlTl, ne sont alt6rBes. 
Ces r6sultats contirment que PC contient un atome 
de phosphore de moins que les autres variants [12], 
celui qui fix6 sup le reisidu sBryle 35. 

Notons enfin que la triple alteration qui Werencie 
le variant j3C du variant PA2 (67 Pro+His, 37 Glu+ 
Lys, 35 SerP-tSer) rend parfaitement compte des 
m0biliti.s relatives de ces variants (Fig. 1). 

DISCUSSION 
Les quatre variants gBnBtiques de casBine aSl 

et les cinq variants de caseine connus it ce jour chez 
Bos taurus sont tous dBtectBs par Qlectrophorese. Le 
present travail acheve de caracteriser les alterations 
qui les differencient. Celles-ci devaient, a priori, 
se traduire par une diff6rence de charge nette, dans 
l’une au moins des deux zones de pH, alcaline ou 
acide, ce qui est bien le cas. L’ensemble de nos 
rksultats, rBsum6s dans le Tableau 3, rend parfaite- 
ment compte des mobilites relatives de tous les va- 
riants (Fig.1). Rappelons toutefois gue, dans le cas 
du variant aslA, l’effet de la diminution de la masse 
moleculaire (22070 contre 23616 pour a,lB) inter- 
f&re avec celui de la variation de charge nette [9]. 

On aura remarque que deux des alterations mises 
en Bvidence dans ce travail portent, en particulier, 
sur un phospho-amino-acide. Nous avons dBjit, 
dans une publication anthrieure [13], abordB le 
problbme du mode de phosphorylation des caseines 
en supposant l’existence d‘une phosphoryl-kinase 
qui serait capable de phosphoryler un residu shryle 
ou threonyle en position n dans la chaine peptidique 
lorsque le rBsidu n + 2 est un rBsidu glutamyle ou 
un residu dBjit phosphoryl6. Dans cette optique, 
on peut considerer que c’est la substitution 37 Glu+ 
Lys qui, en mo&ant la charge au voisinage du 
r6sidu shryle 35, interdit la phosphorylation de ce 
23* 

Tableau 3. Ricapitulatwn des altkrations caracte&ant les 
variants ginitiques des casiines aSl et j3 bovines 

Variants AltBrations(s) Mutation 
Cas‘ines compares de la protbine correspondante 

as1 B+A perte des rbsidus Dbibtion de 13 
14 it 26 inclus codons 

B+C 192 Glu+Gly GAA+GGA 
B+D 53 Ala-tThrP GCU-tACU 

A2-tA1 67 Pro+His CCU-tCAU 
A1+B 122 Ser-tArg AGU+AGA 

37 Glu-tLys GAA-+AAA A1+C 

A2+A3 106 His+Gln CAU+CAA 

B 

I 35 SerP+Ser 

a Pour Ia derniere lettre de chaque codon, ne flgure ici, selon Ie 
cas. que l’une des deux, ou des quatre possibilit6s. 

dernier dans le variant PC. A l’oppos6, dans le va- 
riant aslD, le rBsidu thrBonyle substituh au rhsidu 
alanyle 53 se trouverait phosphoryle par suite de la 
prhsence, en position 55, d’un rBsidu glutamyle. 

Sur le plan genhtique, cette conception implique 
qu’il n’existe pas de codons spBcifiques des phospho- 
amino-acides, ce qui signifie, en particulier que le 
codon correspondant it la position 35 est le m6me 
dans P-CnC que dans les autres alleles du locus P-Cn. 
Ainsi, mis  it part le cas du variant aslA, toutes les 
alterations mises en Bvidence, correspondent it des 
substitutions d‘acides amines dhrivant, selon le 
code ghnktique, de la mutation d’une seule paire 
de nuclBotides. 

Lee variants BB et PC, outre les substitutions qui 
leur sont specifiques (122 Ser-tArg pour le premier, 
37 Glu-tLys et 35 SerP+Ser pour le second), diffe- 
rent de PA2, comme PA*, par une substitution 67 
Pro+His. Quoique l’on ait montrB chez les micro- 
organiames [32] et plus recemment chez lee animaux 
supbrieurs [33] qu’il peut exister des sites plus mu- 
tables que d’autres, et quoiqu’il ne soit pas impossible, 
par le simple fait du hasard, qu’un codon puisse muter 
dans le m6me sens it plusieurs reprises, il semble tres 
aaisemblable gue la substitution 67 Pro-tHis, 
prBsente chez les trois variants, derive d’un seul 
Bvenement genetique, autrement dit que @A1 soit 
un intermediaire entre PAa, PB et PC. 

La Figure 6 propose, en tenant compte en parti- 
culier de cette dernihre remarque, un mode de fi1ia- 
tion des complexes gBniques courants, form& par 
les alleles des loci asl-Cn et P-Cn [6]. On peut Bgale- 
ment y suivre la filiation individuelle de ces deux 
sbries allbliques. Dans le modele proposi., chaque 
allele ou chaque complexe derive d‘un autre par la 
mutation d’une seule paire de nuclBotides sauf 
l’allele nsl-Cn* issu d’une d816tion. 

Remarquons gu’a priori, chacun des alleles ou 
chacun des complexes gBniques pourrait &re retenu 
comme allele ou comme complexe de depart (allele 
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Fig.6. Phylogdnnie des complexes gdnniques jormds par les all8les 
des loci bovins asl-Cn et D-Cn. Lire: asl-CnC-p-CnAa, etc. . . 
Le complexe a,l-CnB-/?-CnAP est considere comme complexe 
de depart (complexe Qsauvage b)), dont dbrivent, par des muta- 
tions sucoessives soit au locus or,l-Cn, soit au locus b-Cn, lea 

autres complexes gbniques (fl8ches) 

ou complexe Qsauvage ))). En fait, compte-tenu de 
la predominance des alleles or,l-CnB et ,9-CnA2 et 
de celle du complexe asl-CnB-p-CnAa dans la plu- 
part des races Btudiees jusqu’ici, nous avons admis 
qu’ils correspondaient aux Blements de depart, 
ce qui reste conforme B nos premieres hypotheses [6]. 
Le choix d’un complexe de depart permet alors 
d’orienter l’arbre phylogenique (fleches sur la Fig. 6). 

Bien entendu la technique d’6lectrophorhse ne 
permet pas de detecter tous les variants ghnetiques 
des caseines asl et p. En posant les m6mes hypotheses 
de calcul que MacCluer [34], nous avons vbrifi6 qu’il 
devait exister a priori, dans le cas de ces prothines, 
comme c’est le cas assez general, deux fois plus de 
variants non dbtectables (mutations ((silencieuses o) 
que de variants detectables par Blectrophorese. 
Deux explications peuvent 6tre apportees au fait 
que nos travaux sup la structure primaire des 
caseines n’aient pas permis, jusqu’ici, de mettre en 
evidence des mutations silencieuses : en premier lieu 
la regle suivie pour le choix de nos sources de ca- 
seines visait precisement B minimiser le risque d’op6- 
rer sur un materiel hbt6rogene; en second lieu, nous 
n’avons pas toujours Btudie lea parties de la mole- 
cule autres que celles contenant les alterations ayant 
un effet sur la charge nette de la protbine. Soulignons 
que de toutes fapons, la mise en evidence de tels 
variants ne bouleverserait pas l’arbre phylogenique 
propose ; des complexes geniques supplementaires 
viendraient simplement s’y intercaler ou s’y greffer. 

Gordon et al. [17] ont montr6, en se rbfbrant 
notamment B nos premiers travaux sur la structure 
primaire de la caseine /? [25,31], que plusieurs esphes 
mineures de casbine bovine, les caseines y ,  TS, R 
et S, Btaient, en fait, des fragments de casbine p. 
X i  l’on se reporte B la sequence de cette prothine 

(Fig. 3) recemment Btablie par Ribadeau-Dumas 
et al, [14], les travaux de Gordon et al. permettent 
de conclure que la caseine y reprbsente le fragment 
comportant les residus 29 B 209, les casbines S et 
TSA2, le fragment comportant lea residus 106 B 209, 
et les caseines R et TSB, le fragment comportant les 
residus 108 B 209 [14]. La localisation des alterations 
caracterisant les variants genetiques de caseine 
permet alors de comprendre les observations qui 
ont 6th faites sur le polymorphisme gbnktique des 
especes mineures considerees [12,35]. Ainsi, les 
caseines TSAa et S, d’une part, TSB et R d’autre 
part, qui representent pratiqueinent la moitie 
COOH-terminale de la chaine polypeptidique de 
caseine p, ne peuvent differer que par une substi- 
tution Ser/Arg (la substitution 122 Ser+Arg) ce 
qui est bien le cas [17]. Par contre, toutes les substi- 
tutions d’acides aminbs diffbrenciant les variants de 
caseine &ant localisees apres le rbsidu 29, qui re- 
presente le residu NH,-terminal de la casbine y ,  le 
polymorphisme genetique de cette derniere doit ktre 
l’image du polymorphisme de la casbine p. C’est 
bien ce que l’on observe, avec toutefois, comme 
exception, l’absence de caseine y dans les laits de 
vaches homozygotes pour l’allele P-CnC, autrement 
dit l’absence de casbine yC [12]. Cependant si la 
casbine y rbsulte de l’hydrolyse, par une protbase, de 
la casbine p, entre les residus lysyle 28 et 29, l’alt6- 
ration qui affecte le variant PC au niveau des residus 
35 et 37, pourrait, dans ce variant, inhiber complete- 
ment l’action de la protbase. En tout &at de cause, 
il est clair, sur le plan gbnbtique, que les casbines y ,  
TS, R et S, ne sont pas determinbes par des loci de 
structure spbcifiques, mais simplement par des 
parties du locus p-Cn. 

Les variants genetiques des protbines, ou plus 
precisement les sites mutbs correspondant B des sub- 
stitutions d’acides amin&, sont des marqueurs des 
loci de structure correspondants. Nos recherches, 
visant B localiser, dans les chaines polypeptidiques 
des casbines, les substitutions d’acides aminbs dbtec- 
tables par Blectrophorese, avaient pour but principal 
d’6tayer notre analyse genetique du groupe des loci 
de structure de ces protbines. I1 s’agit, rappelons 
le, de trois loci Btroitement lies: asl-Cn, p-Cn et 
x-Cn, synthetisant les casbines 01~1, /3 et x [2,3,6,7]. 

Comme nous l’avions sugger6 [6] et compte-tenu 
des r8sultats que nous venons d’exposer, les com- 
plexes ghiques tres rares ou non encore detectes 
jusqu’ici chez Bos taurus sont des recombinants 
ghn6tiques. C’est le cas par exemple des complexes 
orsl-CnC-/3-CnA1, asl-CnC-p-CnB et orsl-CnC-p- 
Cnc, dont l’absence apparente, ou en tous cas l’ex- 
tr6me rarete dans des races oh la frequence des al- 
leles considbres est pourtant relativement Blevbe 
[6,36], indique une frequence de recombinaison trhs 
basse. Nous avions interpret6 cette situation en sup- 
posant que les sites mutes caracthisant ces alleles 
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btaient trks proches les uns des autres sur le chromo- 
some [6]. La localisation de toutes les substitutions 
d‘acides aminbs que nous venons d’achever nous 
permet de dbfinir la disposition relative des deux 
loci qui rend minimales les distances entre les sites 
consid6rbs: c’est celle oh la partie initiale du locus 
P-Cn est adjacente A la partie terminale du locus 
ol,l-Cn; dans ces conditions, les distances entre les 
sites sphcifiques des allkles ol,l-Cnc d’une part, et 
B-Cnc, t!?-Cn*’, ,%CnB d’autre part ne seraient respec- 
tivement que de 43, 73 et 128 codons, ce qui permet- 
trait de rendre compte de la trks faible frbquence des 
recombinants dans toutes les races btudibes jusqu’ici. 
Quant au locus x-Cn, on sait que ses marqueurs, 
qui sont situes dans la partie terminale [37] parais- 
sent moins Btroitement lies aux marqueurs princi- 
paux des loci nsl-Cn et P-Cn que ceux-ci ne le sont 
entre eux [3,6]. Ce locus pourrait &re disposb, sur 
le chromosome, B la suite du locus P-Cn. Des recher- 
ches genbtiques complbmentaires sont en cours, dans 
nos populations bovines, pour verifier ces dernikres 
hypothkses. 

Ce travail doit beaucoup B I’excellente collaboration tech- 
nique de toute une Bquipe, et en particulier de Ghislaine 
Brignon et Joel Uro. I1 fera partie d’une these de doctorat 
d‘Etat (F. Grosclaude), Universitb de Paris VII. 
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