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I Introduction

Les cotonniers diploïdes sauvages australiens appartenant aux sec¬

tions Sturtia et Hibiscoidea du genre Gossypium produisent des

graines sans terpénoïdes alors que leurs parties aériennes sont pour¬

vues de glandes à gossypol (Brubaker et al, 1996). L' introgression
chez la principale espèce de cotonnier cultivé du mécanisme limi¬
tant la production de gossypol dans les graines est hautement sou¬

haitable car cela permettrait l'exploitation du cotonnier comme une
culture vivrière tout en préservant son principal mode de défense

naturel contre les insectes ravageurs. Le gossypol et les autres ter¬

pénoïdes produits par le cotonnier sont toxiques pour la plupart des

espèces animales y compris les insectes et, malheureusement, les
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hommes (Altman et al, 1990). Trois schémas de croisement peu¬

vent être suivis pour obtenir l'introgression de l'inhibition de la

synthèse du gossypol dans la graine du cotonnier (Mergeai, 1994).

Deux d'entre eux donnent naissance à des hybrides trispécifiques et

le troisième permet l'exploitation directe d'hybrides bispécifiques.
Comme la stratégie de croisement direct entre G. hirsutum et une

espèce australienne semblait particulièrement difficile à suivre pour
réussir l'introgression du caractère recherché (Dilday, 1986 ;

Altman et al, 1987 ; Rooney et al, 1991), nous avons décidé de

suivre la voie trispécifique. Dans de tels hybrides, tous les chromo¬

somes de l'espèce donneuse australienne sont confrontés au

génome de G. hirsutum avec une haute probabilité de recombinai¬
son, grâce à l'utilisation de croisements ponts. Ces croisements font
intervenir une espèce appartenant à un des deux génomes ances-

traux (A ou D) de G. hirsutum. Nous avons choisi d'utiliser l'espèce
diploïde sauvage américaine G. raimondii comme pont pour créer
un hybride trispécifique ACDD car le génome D (auquel appartient
G. raimondii) montre une forte distance phylétique par rapport au

génome C alors que la distance phylétique entre le génome A
(espèces diploïdes asiatiques) et le génome C est nettement moins
grande (Endrizzi et al, 1985).

Au cours des dernières années, de nouvelles stratégies de sélection
basées sur l'utilisation de marqueurs de l'ADN moléculaire ont été

proposées pour réduire le temps et les efforts nécessaires au déve¬

loppement de nouvelles variétés. Les principes d'utilisation de tels

marqueurs ont été décrits en détail chez de multiples plantes culti¬
vées par de nombreux chercheurs (Tanksley et al, 1989 ; Paterson

et al, 1991 ; Dudley, 1993 ; Lee, 1998). Cependant, les rapports
concernant l'utilisation de tels marqueurs dans des travaux d'amé¬

lioration génétique du cotonnier restent relativement rares quand on

considère l'importance économique de cette culture. La RAPD a été

utilisée pour caractériser des cultivars de cotonnier (Multani et

Lyon, 1995), pour évaluer la variabilité au sein de variétés élites
(Tatieni et al, 1996 ; Iqbal et al, 1997) et pour assister la réalisa¬

tion d'un programme de sélection récurrente à partir d'hybrides
interspécifiques (Mergeai et al, 1 998). La technique AFLP est uti¬

lisable dans les mêmes conditions d'application que les marqueurs
RAPD. Elle est en général considérée comme plus fiable et plus
performante compte tenu de sa meilleure répétabilité et du plus
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grand nombre de marqueurs générés par réaction (Vos et al, 1995).
Peu d'applications des marqueurs RFLP sont mentionnées (Wang et
al, 1995 ; Shappley et al, 1996 ; Meredith et Brown, 1998). Une
carte RFLP du cotonnier est actuellement en construction (Reinisch
et al. 1994) et offre un nouvel outil pour analyser l'introgression de

matériel génétique. L'emploi de ces différentes techniques est très
utile pour évaluer le degré de similitude génétique existant entre les
matériels issus du rétrocroisement d'hybrides interspécifiques et le
cotonnier cultivé ainsi que pour cartographier les segments d'ADN
d'espèces diploïdes donneuses introgressés chez les différents
hybrides tétraploïdes obtenus dans le cadre de programmes d'hy¬
bridation interspécifique.

Matériel et méthode

Le matériel végétal comprend l'hybride trispécifique G. hirsutum x
G. raimondii x G. sturtianum et ses parents. Le schéma d'obtention
détaillé de l'hybride trispécifique est présenté dans Mergeai et al. (1997).
Cet hybride a été rétrocroisé par les variétés C2 et stam F de G. hirsu¬

tum pour donner une descendance BCt, BC2, BC2S1 et BC3 (fig. 1).

HRS x G. hirsutum

I
BC1 x G. hirsutum

\autofécondation

	 BC2 x G. hirsutum

\
BC2S1 BC3

I Figure 1

Schéma suivi pour l'obtention du matériel analysé.
BC, , BC2, BC3 = hybrides rétrocroisés de Ve, 2e et 3e génération.
BC2S, = matériel issu de l'autofécondation d'un hybride rétrocroisé
de 2e génération.
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Les croisements ont été réalisés en utilisant le mélange d'hormones
proposé par Altman (1988) : 100 mg.l-1 d'acide naphtoxyacétique
+ 50 mg.H d'acide gibberellique. La majorité des embryons
hybrides a été cultivée in vitro après maturation complète de la
graine sur le milieu de Stewart et Hsu (1977) de manière à garantir
leur bonne germination et un bon démarrage des plantules. La den¬

sité de glandes à gossypol sur les graines produites par rétrocroise-
ment a été évaluée en utilisant une échelle variant de 0 pour les

graines totalement dépourvues de glande à 10 pour les graines dont
la densité de glandes était semblable à celle de l'espèce cultivée.
L'évaluation de la densité en glandes à gossypol a été réalisée après

élimination des téguments et trempage de l'amande pendant une

heure dans de l'eau stérile. Les analyses méiotiques des matériels
produits ont été réalisées sur des boutons floraux fixés pendant

72 heures dans la solution de Carnoy (ethanol 95 % : chloroforme :

acide acétique glacial, 6:3:1 v : v : v). Au moins 26 cellules mère du

pollen ont été analysées pour chaque génotype (Vroh et al, 1998).

La teneur en gossypol des graines a été évaluée par chromatogra-
phie à haute performance en phase liquide en adaptant la méthode

proposée par Marquié et Bourély (1991) pour réaliser une analyse

graine par graine.

La teneur en terpénoïdes des boutons floraux a été évaluée par chro-
matographie à haute performance en phase liquide au moyen de la
méthode proposée par Stipanovic et al. (1988).

L'ADN génomique total des plantes obtenues a été extrait en utili¬
sant la méthode développée par Vroh Bi et al. (1996).

Les réactions AFLP ont été réalisées en utilisant le kit d'analyse
AFLP I (Life Science Technologies, Merelbeke, Belgique) et selon

le protocole proposé par le producteur. Les cinq combinaisons sui¬

vantes de sondes ont été utilisées dans cette étude :

Cl = EcoRl + AAC/Msel + CAA,
C2 = EcoRl + AAC/Msel + CTT,
C3 = EcoRl + AAG/Msel + CTT,
C6 = £coRI + ACT/Msel + CAG,
C9 = EcoRl + ACG/Msel + CTA.

La présence (1) ou l'absence (0) des bandes AFLP a été notée de

manière à évaluer la similarité génétique des génotypes comparés
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en utilisant le coefficient de Jaccard. Un dendrogramme basé sur

ces coefficients a été construit en utilisant la méthode UPGMA
(unweighted pair group method average) sur le logiciel Systat ver¬

sion 8.0 (SPSS Inc. Chicago, 111.).

L'analyse RFLP a été effectuée en utilisant 49 inserts sélectionnés

sur la carte RFLP de Reinisch et al (1994). Après amplification par
PCR, ces inserts ont été utilisés comme sondes RFLP selon la
méthode décrite par Vroh bi et al. (1999 b).

L'introgression de fragments d'ADN en provenance des espèces

sauvages a été évaluée chez les hybrides en analysant les profils
montrant un polymorphisme entre les espèces parentales pour la
combinaison sonde/enzyme testée. Quand la disposition des bandes

de l'hybride et de leur descendance rétrocroisée était similaire à

celle observée chez le parent sauvage pour les marqueurs RFLP, les

résultats ont été considérés comme indiquant une introgression d'un
fragment du chromosome du parent sauvage au niveau du locus
RFLP concerné. Les marqueurs RFLP flanquants, du marqueur sup¬

posé positif, ont ensuite été vérifiés quand ils étaient disponibles
pour déterminer la taille approximative des segments introgressés en

centimorgans. Quand les marqueurs adjacents n'étaient pas positifs,
il a été supposé que la recombinaison avait eu lieu juste au milieu.

I
1 Résultats

Production de plantes introgressées

Les tableaux 1 et 2 reprennent respectivement le nombre d'individus
obtenus à chaque génération de rétrocroisement et la distribution de

fréquence des densités de glandes observées chez ces hybrides.
Sur les 51 graines BC, issues de l'hybride HRS, seulement 3 (6 %)

étaient totalement démunies de glandes à gossypol (niveau 0).
La distribution de fréquence des densités de glandes à gossypol chez

le reste des graines BC) présentait une forme assymétrique avec une

représentation plus importante des niveaux bas et intermédiaires
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BC, , BC2, BC3 = hybrides rétrocroisés de 1re, 2° et 3e génération.
BC2S, = matériel issu de l'autofécondation d'un hybride rétrocroisé de 2e génération.

Années

1994
1995
1996
1997

Total

BC,
Nombre Nombre
graines plantes
utilisées adultes

17 6
13 0
9 0

12 10

51 16

BC2

Nombre Nombre
graines plantes
utilisées adultes

6 0
3 3

21 11

30 14

BC2S,

Nombre Nombre
graines plantes
utilisées adultes

18 11

18 11

BC3

Nombre Nombre
graines plantes
utilisées adultes

6 5

6 5

I Tableau 1

Nombre de plantes produites à partir de graines
obtenues en rétrocroisant l'hybride HRS.

Classes
de densité

0-3
4-6
7-10

Total

BC,

23
19

9

51

BC2

6

10

1

17

BC2S1

10

5

3

18

BC3

4

11

4

19

I Tableau 2
Distribution de la densité de glandes à gossypol des graines
chez la descendance de l'hybride HRS.

(niveaux 2 à 5). Un nombre très variable de plantes adultes a été

obtenu à partir des graines BCj en fonction de leur année de mise en

culture (tabl. 1). Après l'obtention d'un nombre relativement élevé

de plantes adultes la lre année, aucune plante adulte ne fut produite
les deux années suivantes malgré la culture in vitro systématique des

embryons matures. Ce problème peut sans doute être attribué à une

forte dormance des graines qui avaient été cultivées moins de six
mois après leur récolte. Pour éliminer cette dormance supposée, les

semis furent retardés de deux mois en 1997 et toutes les graines

furent plongées pendant deux minutes dans un bain d'eau à 70 °C

avant d'être cultivées in vitro. Ces mesures permirent une augmen¬

tation considérable du taux de production de plantes adultes à partir
de graines BCj (de 0 à 50 %). Toutes les plantes BC! issues de

graines présentant une faible densité de glandes (niveaux 0 à 3) ont
été rétrocroisées systématiquement avec une variété de cotonnier à
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densité de glandes normale. Parmi toutes les plantes issues de ces

rétrocroisements, un seul génotype a produit des graines BC2. La
majorité de celles-ci montraient une densité de glandes à gossypol
faible à intermédiaire (tabl. 2). Seulement 6 plantes adultes furent
obtenues sur un total de 21 graines BC2. Deux de ces 6 plantes ont
donné 18 graines BC2Si et 19 graines BC3, avec à nouveau une

majorité d'entrés elles présentant une densité de glandes faible à

intermédiaire. La fertilité du matériel rétrocroisé s'est améliorée
sensiblement à mesure de l'avancement dans les générations. La
coloration du pollen à l'acéto carmin (tabl. 3) a donné des résultats
très bas chez l'hybride trispécifique et chez sa descendance BCi
(moins de 10 % de grains colorés). Ces résultats se sont sensible¬

ment améliorés en BC2 (jusqu'à 60 % de grains colorés) et en BC3

(jusqu'à 80 % de grains colorés). En moyenne, quatre croisements
ont été nécessaires pour obtenir une graine BC2 tandis qu'un seul

rétrocroisement d'une plante BC2 a donné environ 5 graines BC3

(données non montrées). Les plantes BC^S, ont produit en moyenne
moins d'une graine par rétrocroisement ; leur niveau de fertilité est

donc nettement plus faible que celui du matériel BC3.

BC, , BC2, BC3 = hybrides rétrocroisés de 1 re, 28 et 3e génération.
BC2S, = matériel issu de l'autofécondation d'un hybride rétrocroisé
de 2e génération/nombre = numéro du génotype analysé au sein de chaque génération.

Génotypes

HRS

BC1/1

BC2/1

BC3/1/1

BC3/1/4

BC3/1/5

BC3/1/8

BC3/1/12

BC2S1/6

BC2S1/8

BC2S1/13

BC2S1/14

Configurations chromosomiques à la Métaphase I

I

14,40

6,45

3,83

3,01

3,33

1,10

2

4,50

4,83

1,71

15,80

II

17,03

22,56

3,83

23,55

25,30

23,90

25,43

24,60

22,66

22,73

24,72

15,80

III

0,93

0,3

23,61

0,30

0,14

1

0,10

0,23

0,70

0,60

0,21

1,60

IV VI

0,10 0,07

0,10

0,31

0,51

0,07

Nombre de

chromosomes

52

53

52

52

54

54

52

54

52

52

52

52

Tétrades

normales

124

808

820

807

980

1000
850

252

854

910

823

1000

Tétrades

anormales

876

192

180

193

20

0

150

748

146

90

177

0

% pollen

fertile

8,9

9,5

60,5

67,5

54,0

95,0

47,5

79,6

45,3

78,9

96,2

88,4

I Tableau 3
Microsporogenèse et fertilité polinique
chez l'hybride HRS et sa descendance.
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Certaines plantes BC3 et BC^ sont auto-fertiles même sans l'ap¬
plication de régulateurs de croissance au moment de la pollinisation.
Leur descendance sera utilisée pour évaluer le déterminisme de l'in¬
hibition de la synthèse du gossypol dans la graine. Les résultats

obtenus jusqu'à présent laissent penser que ce caractère est sans

doute sous la dépendance d'un nombre restreint de gènes dominants.
Plus des deux tiers des graines produites à chaque génération de

rétrocroisement présentent une diminution importante de leur den¬

sité de glandes à gossypol alors que le reste des graines produites
montre une densité de glandes similaire à celle de l'espèce cultivée.

Analyse cytogénétique du matériel produit

L'analyse cytogénétique de la descendance de l'hybride trispéci¬
fique a mis en évidence une très grande variation dans le nombre de

chromosomes chez les plantes BCi et BC2. Sur un total de 8 plantes
BC] analysées, 3 présentaient entre 2 et 4 chromosomes surnumé¬

raires et une plante se caractérisait par l'absence de trois chromo¬

somes (données non montrées). Les autres plantes étaient euploides
avec 2n = 4x = 52 chromosomes (Vroh bi et al., 1998). La plante
BCj qui a produit une descendance BC2 se caractérisait par un haut
niveau d'association chromosomique (bi, tri, quadri et hexavalents)
en métaphase I. Elle montrait également un nombre moyen élevé de

chiasmata, indice de fréquents échanges de matériel génétique
(tabl. 3). Deux des trois individus BC2 que nous avons analysés

cytogénétiquement étaient euploides. Le dernier présentait seule¬

ment 49 chromosomes et était complètement stérile. Les premiers
résultats de l'analyse cytogénétique des individus BC^ et BC3

montrent que la grande majorité de ces génotypes est euploïde
(2n = 4x = 52) mais que certains d'entre eux présentent également
des chromosomes additionnels (tabl. 3).

Quantification de l'expression
du caractère recherché

Les tableaux 4 et 5 donnent les teneurs en terpenoïdes observées au

niveau des boutons floraux et des graines produites par les meilleurs
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Génotype

Parents

G. hirsutum

G. raimondii

G. sturtianum

Allohexaploide intermédiaire
[G.hirsutum x G.sturtanum]2
Descendance rêtrocroisée de HRS

BC2S,/9

BC3/9

Nombre
boutons
analysés

6

3

3.

2

5

1

Teneur
totale en

terpénoTdes
mg.kg-'

254

1 164

23

304

254

236

G
mg.kg-'

60

1056

9

81

160

166

H1
mg.kg-'

38

28

22

21

H2
mg.kg-'

64

24

24

H3
mg.kg-'

25

53

8

6

H4
mg.kg-'

30

66

15

16

HGQ
mg.kg-'

36

108

13

76

26

4

I Tableau 4
Teneur en terpénoides
(G = gossypol, H1 , H2, H3, H4 = Heliocides,
HGQ = hémigossypolone) des boutons floraux des parents
et de la descendance rêtrocroisée de l'hybride HRS.
BC3 = hybride rétrocroisé de 3e génération.
BC2S, = matériel issu de l'autofécondation
d'un hybride rétrocroisé de 2e génération/nombre = numéro
du génotype analysé
au sein de chaque génération.

Génotype

Parents

G. hirsutum

G. raimondii

G. sturtianum

Allohexaploide intermédiaire
[G.hirsutum x G.sturtianum]2
Descendance rêtrocroisée de MRS

BC2S,/1/9

BC3/9

Nombre
de graines
analysées

16

6

5

9

16

9

Teneur
moyenne
mg.kg-'

9 700

23 300

6

300

3 300

4 500

Teneur
minimale
mg.kg-'

6 700

19 150

<6

70

480

1500

Teneur
maximale
mg.kg-'

14 000

26 940

13

570

8 750

6000

Ecart-type
mg.kg-'

1800

3 400

6

100

2 200

1400

Coefficient
de variation

%

18,4

14,8

100

56,6

66,2

31,2

I Tableau 5
Teneur totale en gossypol des graines des parents
et de la descendance rêtrocroisée de l'hybride HRS.
BC3 = hybride rétrocroisé de 3e génération.
BC2S, = matériel issu de l'autofécondation
d'un hybride rétrocroisé de 2e génération/nombre = numéro
du génotype analysé
au sein de chaque génération.
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matériels BC3 et BC2Sj sélectionnés à Gembloux. Toutes les

plantes analysées présentent une teneur totale en terpénoïdes dans

les boutons floraux similaire à celle de l'espèce cultivée. La teneur
en gossypol a été évaluée dans un nombre limité de graines par

génotype (de 5 à 16). Les résultats obtenus montrent que le méca¬

nisme inhibant la synthèse de gossypol dans les graines de G. stur¬

tianum fonctionne aussi dans des structures synthétiques telles que

l'allohexaploïde [G. hirsutum x G. sturtianum] 2. Environ un

dixième des graines (2 sur 20) produites par le meilleur génotype
BC2S j issu de l'autofécondation d'une plante BC2 contenait moins
de 500 mg de gossypol par kg. Selon le groupe consultatif de la

FAO et de l'OMS responsable de l'établissement des normes rela¬

tives à la valeur alimentaire des protéines, la teneur en gossypol
libre des produits comestibles issus de graines de cotonnier ne doit
pas dépasser 600 mg.kg-' pour que ces produits soient consom¬

mables sans risque par les populations humaines. Les plantes que

nous avons obtenues constituent donc un matériel très intéressant
pour développer des cotonniers présentant une très faible teneur en

gossypol dans la graine et une haute teneur en terpénoïdes dans les

organes reproducteurs de la plante.

Utilisation des marqueurs de l'ADN moléculaire

Le nombre de bandes générées par chaque combinaison de sondes

AFLP chez les espèces parentales variait de 72 pour la combinaison
C6 (EcoRl + ACT/Msel + CAG) à 132 pour la combinaison C2

(EcoRl + AAC/Msel + CTT), avec un nombre moyen de 96 bandes

par combinaison. Les cinq combinaisons de sondes ont amplifié un

nombre total de 477 fragments d'ADN parmi lesquels 417 (87,4 %)

étaient polymorphes. L'introgression de bandes AFLP spécifiques
de chaque parent a permis de confirmer l'origine interspécifique de

l'hybride HRS. Sur les 70 fragments spécifiques de l'espèce don¬

neuse G. sturtianum, 45 étaient présents chez l'hybride HRS et 43

se retrouvaient dans sa descendance BC,. A côté des bandes spéci¬

fiques de chaque espèce parentale (G. hirsutum, G. sturtianum,
G. raimondii), quelques bandes AFLP polymorphes étaient com¬

munes à un ou deux parents. Les marqueurs qui ne sont pas trans¬

mis lors de chaque génération à la descendance sont soit situés sur
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des chromosomes qui ne sont pas inclus dans les gamètes lors de la
méiose, ou constituent des marqueurs qui subissent des recombi¬

naisons modifiant les sites de liaison des sondes. Quatre marqueurs
spécifiques de G. sturtianum (génome C) étaient systématiquement
présents chez toutes les plantes obtenues par rétrocroisement de

l'hybride HRS. De tels fragments peuvent provenir de chromo¬

somes qui sont préférentiellement transmis à la descendance du fait
de leur haute affinité d'appariement avec les chromosomes des

autres parents, ou correspondent à des séquences répétées d'ADN
distribuées dans l'ensemble du génome de l'espèce donneuse.

Le degré d'apparentement des génotypes étudiés a été évalué par une
analyse de similarité en utilisant le coefficient de Jaccard (1908). Le
tableau 6 montre la matrice de similarité obtenue entre les espèces

parentales, l'hybride trispécifique et les descendances obtenues par
rétrocroisement. Tous les individus BC2, BC2Sj et BC3 repris au

tableau 6 proviennent d'une seule plante BCj obtenue en croisant
HRS par le cultivar C2 de G. hirsutum. La similarité entre l'espèce
cultivée et les parents sauvages était respectivement de 29,5 % pour
G. sturtianum et de 43,2 % pour G. raimondii ce qui est conforme
aux données disponibles concernant l'apparentement existant entre
le sous-génome D de G. hirsutum et le parent diploide américain
(Endrizzi et al, 1985). Avec un taux de similarité de 66,2 %, l'hy¬
bride trispécifique HRS est plus proche du parent cultivé que les

deux espèces diploides sauvages utilisées pour sa création. Le den-

drogramme généré par l'analyse UPGMA des profils de marqueurs
obtenus pour les génotypes analysés est présenté dans la figure 2.

Les positions des espèces parentales dans ce dendrogramme sont en

accord avec la classification phylogénique actuelle du genre
Gossypium basée sur des données morphologiques et cytogénétiques
(Endrizzi étal, 1985). L'espèce diploïde australienne est la première
à être séparée, suivie par G. raimondii. Le cotonnier cultivé est
groupé avec l'hybride trispécifique et sa descendance obtenue par
rétrocroisement. L'examen des générations obtenues par rétrocroise-
ments successifs de l'hybride trispécifique montre que l'augmenta¬
tion du degré de similarité chez ces matériels n'est pas évidente,
surtout dans le cas des souches obtenues par autofécondation d'un
individu introgressé issu d'un rétrocroisement. L'analyse de la simi¬

larité génétique au moyen de marqueurs AFLP devrait donc per¬

mettre de faciliter l'identification à chaque génération des individus
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I Figure 2
Relations génétiques entre les espèces parentales (G. hirsutum,
G. raimondii, G. sturtianum), l'hybride HRS et sa descendance
obtenue par rétrocroisement : dendrogramme établi sur base
de l'analyse des données AFLP grâce à l'utilisation de la méthode
UPGMA et le coefficient de similarité de Jaccard.
STURT = G. sturtianum, RAIM = G. raimondii, HIRS = G. hirsutum,
HRS = hybride trispécifique G. hirsutum x G. raimondii
x G. sturtianum. BC, , BC2, BC3 = hybrides rétrocroisés
de 1re, 2e et 3e génération, B^Sj = matériel issu de l'autofécondation
d'un hybride rétrocroisé de 2e génération/nombre = numéro
du génotype analysé au sein de chaque génération.
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à la fois les plus intéressants au niveau de l'expression du caractère
recherché et génétiquement les plus proches de l'espèce cultivée.

Sur les 49 marqueurs RFLP analysés, 10 combinaisons sonde/
enzyme ont détecté une introgression de segments d'ADN de l'es¬

pèce donneuse G. sturtianum chez l'hybride trispécifique et chez sa

descendance obtenue par rétrocroisement par G. hirsutum (tabl. 7).

Groupes de

liaison

Chrsl

Chrs 10

Chrs 15

Chrs 22

A07-U07

D04-Chrs 10

D07-Chrs 5A

U01

Marqueurs

RFLP

A1204

A1794

A1183

A1109

A1310

G1074

A1135

A1163

1535

M16-40

Enzymes de

restriction

EcoRl

EcoRl

Hindlll

EcoRV

Cfol

EcoRl

EcoRV

EcoRl

Xbal

EcoRl

Présence (+), absence (-) des marqueurs G. sturtianum dans la descendance de l'hybride HRS

BC,(12) BC2(4) BCzS^IO) BC3(12)

+ + + + + + + + + + + + +- + 	 + - + 	

I Tableau 7
Distribution des marqueurs RFLP introgressés
à partir de l'espèce donneuse G. sturtianum
dans la descendance obtenue par rétrocroisement de l'hybride HRS.
Le nombre de génotypes analysés à chaque génération
est indiqué entre parenthèses.
Les groupes de liaisons correspondent à ceux de Reinish étal. (1994).

L'analyse des profils RFLP indique que ces segments d'ADN ont
été introgressés à partir de 8 groupes de liaison de G. sturtianum
présents chez HRS. Les individus des générations de rétrocroise¬

ment présentent une ségrégation pour ces marqueurs et aucune

descendance rêtrocroisée ne les contient tous. En considérant l'en¬
semble des plantes analysées, la taille totale des segments intro-
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gressés en provenance de G. sturtianum représente approxima¬
tivement 50 cM pour les 10 combinaisons sonde/enzyme détectant
une introgression. Une importante variation est observée entre les

sondes au niveau de la détection de segments introgressés dans la
descendance de HRS. Par exemple, la sonde A1204 du chromosome
1 a permis de détecter une introgression chez 13 individus de la des¬

cendance obtenue par rétrocroisement de HRS alors que la sonde

M16-40 du groupe de liaison U01 n'a permis de détecter une intro¬

gression que chez un seul génotype. Le nombre de fragments intro¬
gressés varie également fortement entre les générations. Tous les

10 fragments d'ADN étaient présents parmi les individus issus du

1er rétrocroisement de HRS, alors que leur nombre était beaucoup
plus faible dans les générations ultérieures (BC2, BC2S! et BC3).
L'analyse des introgressions en provenance de l'espèce pont montre
la présence de huit segments de chromosome de G. raimondii chez

HRS. En BC3, nous avons retrouvé 5 des 8 marqueurs de cette

espèce.

L'introgression de segments d'ADN à partir des espèces sauvages a

été de deux types. Dans la plupart des cas, les allèles RFLP carac¬

téristiques de l'espèce cultivée et de l'espèce diploïde étaient pré¬

sents et les individus de la descendance étaient hétérozygotes au

niveau du locus introgressé. Exceptionnellement, un des allèles
RFLP de G. hirsutum a été remplacé par l'allèle correspondant de

l'espèce sauvage ce qui est un indice de recombinaison réciproque.

1 Discussion

Nos résultats montrent que les espèces diploïdes australiennes du
génome C peuvent être exploitées avec succès pour l'amélioration
de la principale espèce de cotonnier cultivé grâce à la création d'hy¬
brides trispécifiques incluant une espèce diploide américaine
(génome D) comme pont. Chez de tels hybrides, le nombre d'appa-
riements observés entre les chromosomes des génomes Ah et C est

suffisant pour permettre l'échange de matériel génétique et le pro¬

duction de plantes euploides introgressées.
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Cette méthode nous a permis d'obtenir par rétrocroisement de

l'hybride trispécifique HRS des plantes introgressées présentant

une diminution drastique de leur teneur en gossypol dans la graine

(moins de 600 mg.kg-1 de gossypol) et une teneur en terpénoïdes

normale dans leurs boutons floraux. Une amélioration sensible de

l'appariement chromosomique et de la fertilité des génotypes

introgressés a été constatée au fur et à mesure de l'avancement
dans les générations de rétrocroisement. Un nombre restreint de

gènes dominants semble contrôler l'inhibition de la synthèse du

gossypol dans la graine. Ces plantes constituent un matériel très

intéressant pour le développement de variétés commerciales de

cotonnier présentant une très faible teneur en gossypol dans la

graine et une teneur normale en terpénoïdes dans les organes repro¬

ducteurs de la plante.

Les marqueurs moléculaires de l'ADN sont des outils prometteurs

pour suivre l'introgression de segments de chromosomes d'espèces

sauvages liés à des caractères intéressants chez des lignées amélio¬

rées de la principale espèce de cotonnier cultivé. Nous avons utilisé
les marqueurs AFLP pour déterminer la similarité existant entre dif¬

férents génotypes introgressés et la variété de G. hirsutum utilisée

dans un programme de sélection récurrente réalisé à partir de l'hy¬
bride trispécique HRS. La classification des espèces parentales

obtenue au moyen des données générées par les marqueurs AFLP
est cohérente avec les connaissances actuelles relatives à la phylo¬

génie du genre Gossypium. Seulement cinq combinaisons de sondes

ont suffi pour obtenir 477 fragment AFLP, ce qui est nettement plus

élevé que les 375 bandes produites sur le même matériel végétal en

utilisant 30 sondes RAPD (Mergeai et al, 1998). Bien que le pour¬

centage de bandes AFLP polymorphes (87,4 %) soit légèrement

plus faible que dans le cas de la RAPD (90,4 %), les marqueurs

AFLP sont plus efficaces pour détecter des bandes spécifiques chez

les espèces diploïdes sauvages. Ainsi, 70 marqueurs AFLP spéci¬

fiques de l'espèce donneuse (G. sturtianum) ont été détectés pour

seulement 49 marqueurs RAPD spécifiques de cette espèce. Nos

travaux confirment donc l'intérêt de ce type de marqueurs pour
assister la sélection de génotypes introgressés issus d'hybrides
interspécifiques.
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L'utilisation de marqueurs AFLP et RFLP spécifiques a permis de

montrer que la composition génomique de l'hybride trispécifique et

de la majorité des descendances obtenues par rétrocroisement était
du type ACDD, les chromosomes D provenant de G. hirsutum
(2 (AD)i) ou de l'espèce pont G. raimondii (2D5). Aucune distinc¬

tion entre les deux types de chromosomes D n'était possible dans

nos recherches cytogénétiques précédentes du fait de leur similarité
de forme et de taille (Vroh Bi et al., 1998). Le polymorphisme
généré par les sondes RFLP nous a permis d'identifier assez facile¬

ment les segments de chromosome introgressés. L'hybridation des

marqueurs RFLP a également montré que la majorité des descen¬

dances étaient hétérozygotes pour les allèles parentaux. Cette obser¬

vation est cohérente avec l'inclusion de chromosomes entiers des

parents sauvages et/ou avec une introgression par translocation.
Néanmoins, sur les 11 combinaisons sonde/enzyme détectant une

introgression à partir des parents sauvages, trois combinaisons ont
mis en évidence des recombinaisons réciproques. Le nombre impor¬

tant d'univalents, de multivalents et de chiasmata observé lors de

l'analyse cytogénétique de ce matériel laissait prévoir l'existence de

ces deux types d'introgression.

Nos travaux constituent la première tentative de caractérisation de

l'introgression au niveau moléculaire de segments de chromosomes

d'une espèce diploide australienne chez la principale espèce de

cotonnier cultivé. La capacité de suivre des régions de chromo¬

somes sur plusieurs générations dans la descendance de croisements

dirigés devrait permettre d'identifier les liens existant entre ces

fragments et des caractères agronomiques importants. Le constat au

niveau des plantes analysées d'une ségrégation à la fois pour des

marqueurs RFLP caractéristiques de segments de chromosomes
connus et pour le caractère recherché, devrait permettre d'aboutir à

terme à la cartographie du caractère « faible teneur en gossypol de

la graine, haute teneur en gossypol de la plante ».
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