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Introduction

Depuis leur détection en Allemagne en 1913, l'aire de répartition
des nématodes à kyste (Globodera pallida et G. rostochiensis) ne

cesse de s'étendre. Ce sont les parasites de la pomme de terre dont
la prolifération est la plus difficile à contrôler dans les conditions
européennes de culture. Les nématicides n'ont qu'une efficacité
partielle et sont très polluants. Certains sont interdits dans plusieurs
pays de l'Union européenne et les autres risquent de l'être dans

quelques années. La lutte génétique devient donc une priorité. Des
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espèces apparentées à la pomme de terre cultivée (Solanum tubero¬

sum) possèdent des niveaux de résistance très importants à ces para¬

sites. Une résistance monogénique à G. rostochiensis, le gène Hl, est

utilisée dans les schémas de sélection depuis près d'un demi-siècle.

Chez la plupart des espèces apparentées à S. tuberosum, la résis¬

tance à G. pallida est sous le contrôle de plusieurs gènes. La sélec¬

tion phénotypique, très lourde à mettre en ruvre, ne permet pas de

conserver tous ces gènes au cours du processus de sélection. C'est
pourquoi nous avons décidé d'entreprendre une cartographie des

facteurs génétiques impliqués dans la résistance à G. pallida, a

l'aide de marqueurs moléculaires. La sélection pourra ensuite être

effectuée en se basant sur l'information apportée par les marqueurs

génétiques liés à chaque facteur.

Bien que l'espèce cultivée en Europe (S. tuberosum) soit tétraploïde,
il est possible de réaliser un programme de sélection au niveau
diploïde. Cette approche permet d'utiliser la variabilité génétique

présente dans les espèces diploïdes apparentées à S. tuberosum, et

de faciliter les analyses génétiques.

S Matériel et méthodes

Matériel végétal

Cette étude a été réalisée à partir d'une descendance diploïde de

pomme de terre, appellée 96D32. Le parent femelle est un clone
dihaploïde de S. tuberosum, nommé Rosa Hl. Ce clone, sensible au

nématode à kyste, a été obtenu par parthénogenèse in situ à partir de

la variété tétraploïde Rosa. Le parent utilisé comme mâle est un

clone de l'espèce sauvage S. spegazzinii résistant à G. pallida
(Rousselle-Bourgeois et Mugniéry, 1995). Il a été sélectionné dans

la famille PI 208876 de la collection de Sturgeon Bay (USA).
Il a été nommé SPG 334.19. Les cartes génétiques ont été réalisées

sur 122 génotypes de la descendance et les analyses QTL sur 117

d'entre eux.
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Tests de résistance à Globodera pallida

Le test de résistance à G. pallida a été réalisé sur 4 plantes (4 répé¬

titions) de chaque génotype de la descendance 96D32 avec des

kystes de la population Chavornay. Cette population de nématodes

très agressive sert de référence lors de l'inscription des nouvelles
variétés de pomme de terre aux catalogues français et européen.

Les tubercules sont plantés individuellement dans un pot contenant
400 grammes d'un mélange de terreau et de terre franche, auxquels
sont ajoutés 10 kystes de G. pallida. Ce nombre de kystes est suffi¬

sant pour obtenir, après éclosion, une pression d'inoculum de

l'ordre de 5 à 10 larves de nématode par gramme de sol.

Les plantes sont mises en culture en serre. Un cycle complet de cul¬

ture est effectué afin de laisser le temps aux nématodes de se déve¬

lopper et de s'enkyster. Au bout de quatre mois de culture, le
contenu de chaque pot est lavé et tamisé afin de permettre le comp¬

tage des kystes néoformés.

Analyses moléculaires

Les protocoles suivis pour les extractions d'ADN et pour la mise en

huvre de la technique RFLP ont été décrits par Lefebvre et al (1993).

Les sondes RFLP ayant comme préfixe CD, CT, et TG ont été décri¬

tes par Tanksley et al. (1992). Ce sont des sondes d'ADN de tomate
qui ont été choisies en fonction de leur répartition régulière sur le
génome de cette espèce. Il est possible d'utiliser la carte de réfé¬

rence de la tomate pour choisir des sondes bien réparties sur le
génome de la pomme de terre, car la synténie est bien conservée

entre les génomes de ces deux espèces (Tanksley et al, 1992). La
sonde GP021 est une sonde d'ADN génomique de pomme de terre
(Gebhardt et al, 1989).

La sonde RFLP appelée homRx correspond à un fragment d'ADN
du parent SPG 334.19 amplifié avec les amorces 77L décrites par

Kanyuka et al. (1999). Les amorces 77L amplifient une portion du
gène Rx, qui confère la résistance au virus X de la pomme de terre
et qui est localisé sur le chromosome XII (Bendahmane et al, 1999).
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Les analyses AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
ont été adaptées à partir de la publication de Vos et al. (1995). Le
protocole suivi était identique à celui décrit par les auteurs, à part
dans le choix de l'enzyme de restriction reconnaissant un site cou¬

pure à 6 paires de bases. Nous avons utilisé l'enzyme de restriction
Sac I à la place de Eco RI. Les adaptateurs et les amorces ont été

modifiées, dans leurs parties complémentaires au site de restriction,
afin d'être utilisables sur des fragments de restriction générés par
Sac I. Leur séquence est décrite dans le tableau 1. Trois combinai¬
sons d'amorces ont été utilisées ; il s'agit des combinaisons
C33M47 (Sac I + AAG/Mse I + CAA), C43M47 (Sac I + ATAJMse I
+ CAA), et C43M62 (Sac I + ATAJMse I + CTT).

adaptateur Sac I

adaptateur Mse I

amorce M02 (préamplification)

amorce M47

amorce M62

amorce COI (préamplification)

amorce C33

amorce C43

5' - CTCGTAGACTGCGTACAAGCT - 3 '

3 ' - CATCTGACGCATGT - 5 '

5' - GACGATGAGTCCTGAG - 3 '
3 ' - TACTCAGGACTCAT - 5 '

5' - GATGAGTCCTGAGTAAC - 3 "

5' - GATGAGTCCTGAGTAACAA - 3 '

5' - GATGAGTCCTGAGTAACTT - 3 '

5' - GACTGCGTACAAGCTCA - 3 '

5' - GACTGCGTACAAGCTCAAG - 3 '

5' - GACTGCGTACAAGCTCATA - 3 '

I Tableau 1

Séquence des adaptateurs et des amorces utilisés
pour les analyses AFLP.

Les bases sélectives des amorces sont en gras. Les noms des amorces

complémentaires du site Mse I commencent par un M et les noms
des amorces complémentaires du site Sac I commencent par un C.

Analyses statistiques

Construction des cartes génétiques

Seuls les marqueurs présentant une ségrégation de type 1 : 1 ont été

pris en compte. Un test de %2 a permis de mettre en évidence les dis¬

torsions de ségrégation.
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La construction des cartes génétiques a été faite séparément pour
chacun des deux parents en utilisant la stratégie de « double pseudo
test-cross » (Grattapaglia et Sederoff, 1994). Ces cartes ont été réa¬

lisées grâce au logiciel Mapmaker/EXP V3.0 (Lincoln et al, 1992).

Les groupes de liaisons ont été construits (commande « group »)
avec un LOD score minimal de 5 et une fraction maximale de recom¬

binaison de 0,3 (Lefebvre et al, 1995). Pour les groupes comportant
des marqueurs ayant une ségrégation très biaisée (p < 0,001), la
même commande a été exécutée une nouvelle fois avec un LOD
score de 10 afin de s'assurer de la fiabilité de la liaison.

Les marqueurs de chaque groupe ont ensuite été ordonnés grâce à

des analyses multipoints (commande « compare ») donnant les or¬

dres les plus probables. Un ordre a été préféré à un autre lorsqu'il
était 100 fois plus probable.

La synténie étant bien conservée entre les génomes de la tomate et
de la pomme de terre, nous avons pu comparer les groupes ordon¬

nés obtenus à ceux des cartes génétiques de la tomate et de la
pomme de terre publiées par Tanksley et al. (1992). Les marqueurs
communs à nos cartes et à celles publiées par Tanksley nous ont
permis d'assigner les groupes de liaisons aux chromosomes.

Les taux de recombinaison ont été convertis en distances génétiques

par la transformation de Kosambi.

Détection des QTL

Les QTL ont été détectés par « Composite Interval Mapping » (ou
CIM ; Zeng, 1993 et 1994) avec le logiciel QTL Cartographer
(Basten et al, 1997). Cette méthode combine les approches de

régression multiple et de cartographie d'intervalle. Les trois mar¬

queurs les plus explicatifs, détectés par la régression multiple
(« Forward-Backward stepwize »), ont été utilisés comme cofac-
teurs lors de l'analyse par CIM, avec une fenêtre de 20 cM autour
de ces marqueurs.

L'intervalle de confiance sur la position des QTL a été estimé à par¬

tir de la courbe de LOD du QTL. Il a été défini comme la portion
du chromosome correspondant à une diminution de LOD de 2 uni¬

tés par rapport au pic de la courbe.
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I Résultats

Cartographie génétique

Pour la construction des cartes génétiques, les 122 individus de la
population 96D32 ont été analysés avec 76 sondes RFLP et 3 com¬

binaisons d'amorces AFLP. Ces trois combinaisons d'amorces AFLP
ont généré 99 marqueurs présents chez l'un ou l'autre des 2 parents.

Carte génétique de Rosa H1

La carte de Rosa Hl comprend 65 locus RFLP et 70 marqueurs
AFLP (135 marqueurs au total). Elle est composée de 16 groupes de

liaisons et couvre 594 cM. Le marqueur RFLP CD005, localisé sur

le chromosome X de la carte de la tomate et de celle de SPG 334.19,
est resté non lié sur la carte de Rosa Hl.

Les chromosomes I, IV, V, VI, VII, VIII, IX, X, et XI, sont consti¬

tués chacun d'un seul groupe de liaisons. Les chromosomes II, III,
et XII, sont constitués chacun de deux groupes de liaisons qui n'ont
pu être liés. Un groupe de liaisons de 46 cM n'a pu être assigné à

aucun chromosome. Le taux de couverture du génome de Rosa Hl
est estimé à 60 %.

Carte génétique de SPG 334.19

La carte de SPG 334.19 comporte 85 marqueurs (57 RFLP et 28

AFLP). Elle est composée de 1 2 groupes de liaisons et couvre 596 cM ;

les 12 groupes de liaisons ont été assignés aux 12 chromosomes de la

pomme de terre. Un marqueurAFLP, C33M47_40, est resté non lié. Le
taux de couverture du génome de SPG 334.19 est estimé à 80 %.

Détection des QTL

La recherche de QTL de résistance à G. pallida a été effectuée indé¬

pendamment sur la carte de chacun des deux parents. Aucun QTL
n'a été détecté sur la carte du parent sensible, Rosa Hl.
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Trois QTL ont été localisés sur la carte du parent résistant
SPG 334.19. Ils sont situés sur les chromosomes V, VI, et XII. Leur
localisation, leur probabilité (LOD score), leur effet (R2), et leur
intervalle de confiance sont résumés dans le tableau 2. Leur position
sur le chromosome est représentée sur la figure 1.

Chromosome

Chromosome V

Chromosome VI

Chromosome XII

QTL localisé
entre les marqueurs

GP021-TG569

TG365-TG851

HomRx - CT080_B

LOD score

23,0

5,3

5,4

R2

60%

24%

20%

intervalle
de confiance

6cM

25 cM

39 cM

LOD score = log10 (probabilité présence d'un QTL/probabilité absence d'un QTL)
R2 = part de la résistance expliquée par le QTL

i Tableau 2
QTL détectés par Composite Interval Mapping
sur la carte génétique de SPG 334.19

Le QTL situé sur le chromosome V a été nommé GpaMl. Il explique
à lui seul plus de la moitié de la variation du caractère. U est situé

dans un intervalle de 6 cM, entre les marqueurs GP021 et TG569.

Les QTL détectés sur les chromosomes VI (GpaMl) et XII (GpaM3)
expliquent une part plus faible de la résistance (24 % et 20 % res¬

pectivement). L'intervalle de confiance autour de GpaMl est de 25

cM. Celui autour de GpaM3 est de 39 cM. Cependant, GpaM3 a été

détecté dans une zone du génome qui présente de fortes distorsions
de ségrégation (79 individus d'une classe génotypique pour 40 indi¬

vidus de l'autre classe au marqueur le plus biaisé).

1 Discussion

Les gènes (gènes majeurs ou QTL) de résistance aux maladies et

parasites ne se répartissent pas au hasard sur le génome des
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I Figure 1

QTL de résistance à G. pallida :

effet et localisation sur les chromosomes.
Les QTL sont représentés par les ellipses.
Les noms des marqueurs sont à droite des chromosomes,
les distances génétiques (en cM Kosambi) sont à gauche.
Les * indiquent les marqueurs biaises (** => p < 0,01 ; *** => p < 0,001).
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Solanacées, mais semblent se concentrer particulièrement dans cer¬

taines régions génomiques appelées « points chauds » ou « clusters »

de gènes de résistance (Leister et al, 1996 ; Grube, 1999). Ces gènes

peuvent avoir été cartographiés dans des populations en ségrégation

différentes, voire dans des espèces différentes. L'utilisation de mar¬

queurs moléculaires communs permet cependant de comparer la
localisation des gènes détectés.

GpaM2 sur le chromosome VI

Le QTL GpaMl a été localisé sur le bras long du chromosome VI
de SPG 334.19. Il explique 24 % de la résistance et son intervalle
de confiance couvre les deux tiers du bras chromosomique (plus de

20 cM). La taille importante de cet intervalle est en partie due au

fait que les 2 marqueurs qui le bordent sont éloignés de 28 cM.

Aucun autre gène de résistance aux nématodes à kyste n'a précé¬

demment été localisé dans cette région chromosomique. Leonards-
Schippers et al. (1994), Collins et al. (1999), et Oberhagemann et al.
(1999), y ont détecté des QTL de résistance à l'agent du mildiou,
Phytophthora infestons. Cependant, l'imprécision sur la localisation
des QTL, et le faible nombre de marqueurs communs entre ces

études et la notre, permettent uniquement de conclure que GpaMl
est sur le même bras chromosomique que les QTL de résistance à

P. infestons. Le gène Mi- 1 de la tomate, qui confère une résistance

au nématode à galles (Meloidogyne sp), a été cartographie sur
l'autre bras du chromosome VI (Messeguer et al, 1991).

GpaM3 sur le chromosome XII

Le QTL détecté sur le bras court du chromosome XII (GpaM3)
explique 20 % de la résistance à G. pallida. Malheureusement, cette

zone du génome de SPG 334.19 présente d'importants biais de

ségrégation et il est impossible de déterminer avec précision la posi¬

tion du QTL.

Les gènes de résistance aux nématodes cartographiés sur le chro¬

mosome XII de la pomme de terre ou à des positions homologues
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sur les génomes de la tomate ou du piment, sont présentés sur la

figure 2. Bien que les réarrangements chromosomiques entre le

génome du piment d'une part et les génomes de la tomate et de la

pomme de terre d'autre part soient nombreux, il est possible de

comparer les cartes génétiques de ces trois espèces grâce à un jeu de

marqueurs communs (Livingstone et al, 1999).

A

GpaM3

_homRx -«
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_TG180 --._

TG618

'CD064_B

.CT080_B

-TG473
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V SPG 334.19 SH

Y
J Tomate

Pomme de terre

I Figure 2
Localisation des gènes et QTL de résistance aux nématodes
sur le chromosome XII de la pomme de terre, ou en position
homologue sur le génome d'autres Solanacées.
Les gènes et le QTL GpaM3 (ellipse grise), conférant la résistance
aux nématodes, sont notés en gras. Les traits pointillés joignent
les marqueurs communs entre les génomes des différentes
espèces de Solanacées dans la région génomique où ont été
localisés les gènes de résistance aux nématodes.
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Chez la pomme de terre, Rouppe van der Voort et al (1997) ont car¬

tographie un gène majeur (Gpal) de résistance à G. pallida, sur le

bras court du chromosome XII d'un clone de S. tuberosum appelé

SH. Un gène, nommé Mi-3, conférant la résistance aux nématodes à

galles du genre Meloidogyne a aussi été cartographie sur ce bras

chromosomique chez une espèce sauvage de tomate (Yaghoobi et al,
1995). Enfin, un gène de piment nommé Me-3, conférant lui aussi la
résistance aux nématodes à galles, est lié à un marqueur RFLP, car¬

tographie également sur le bras court du chromosome 12 de la
tomate (Lefebvre et Caporalino, résultats non publiés). Bien que tous

ces gènes de résistance soient dispersés dans un intervalle de plu¬

sieurs dizaines de cM, cette région chromosomique semble donc par¬

ticulièrement impliquée dans la résistance aux nématodes chez les

trois espèces de Solanacées.

GpaMl sur le chromosome V

Le QTL (GpaMl) détecté sur le bras court du chromosome V de

SPG 334.19, explique plus de la moitié de la résistance à G. pallida
(R2 = 60 % ; LOD score = 23). Les génotypes possédant ce QTL ont
développé moins de vingt et un kystes par plante dans nos condi¬

tions de test.

Localisation des facteurs de résistances
aux nématodes sur le chromosome V

Quatre autres gènes ou QTL de résistance aux nématodes à kyste
ont également été cartographiés sur le chromosome V chez la
pomme de terre. Deux gènes majeurs de résistance à G. rosto-
chiensis, nommés Hl (Gebhardt et al, 1993 ; Pineda et al, 1993)

et GroVl (Jacobs et al, 1996) ont été détectés sur le bras long.
Un QTL de résistance à G. pallida, nommé Gpa (Kreike et al,
1994), et un QTL conférant la résistance à G. pallida et G. rosto-
chiensis, nommé Grpl (Rouppe van der Voort et al, 1998) ont été

localisés sur le bras court. Ces 2 QTL ont également un fort effet
sur la résistance et leur intervalle de confiance recouvre celui de

GpaMl (fig. 3).
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I Figure 3
Localisation des gènes de résistance
sur le chromosome V de la pomme de terre.
Les gènes et QTL de résistance sont notés en gras.

Deux des locus impliqués dans la résistance aux nématodes à kyste
(Gpa et Grpl) semblent être composés de plusieurs gènes liés.
Kreike et al. (1994) ont montré que Gpa était actif contre deux
pathotypes de G. pallida (Pa2 et Pa3). Cependant, ils ont trouvé
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4 plantes dans leur population, qui ne présentaient de résistance que

pour l'un ou l'autre des pathotypes ; ce résultat semble indiquer que

Gpa est un QTL composé de deux gènes distincts, chacun étant spé¬

cifique d'un pathotype. Grpl confère une résistance aux pathotypes
Pa2 et Pa3 de G. pallida et à un pathotype de G. rostochiensis
(Ro5). Toutefois, Rouppe van der Voort et al. (1998) estiment que

la résistance à chaque espèce de nématode (G. pallida et G. rosto¬

chiensis) est due à deux locus différents. En effet, les clones ances-

traux du parent résistant possédaient la résistance soit à l'une, soit à

l'autre espèce. Contrairement à ce que nous avons constaté sur le
chromosome XII, aucun gène de piment ou de tomate, conférant la
résistance à une espèce de nématode, n'a été localisé à proximité de

marqueurs cartographiés sur le chromosome V.

Similitudes entre Gpa et GpaMl

Les QTL Gpa (Kreike et al, 1994) et GpaMl sont tous les deux ori¬

ginaires de clones appartenant à l'espèce sauvage Solanum spegaz-
zinii. La part de la résistance à G. pallida, expliquée par ces deux
QTL, est similaire. Il y a donc de fortes probabilités pour que Gpa
et GpaMl, localisés tous les deux dans la même zone du chromo¬
some V, soient identiques. L'étude des mécanismes et des spectres

d'action de GpaMl, et le développement en parallèle d'études simi¬

laires sur des clones possédant Gpa, pourra apporter des éléments
en faveur (ou en défaveur) de l'hypothèse selon laquelle les deux
QTL seraient identiques.

Localisation de GpaMl dans un « point chaud »

de gènes de résistance

Des gènes et des QTL de résistance à d'autres parasites ont égale¬

ment été cartographiés sur le bras court du chromosome V de la
pomme de terre, dans la région génomique couverte par l'intervalle
de confiance de GpaMl. Ce « point chaud » est actuellement celui
où le plus grand nombre de gènes et de QTL de résistance à diffé¬
rents parasites ont été positionnés chez la pomme de terre (fig. 3) :

des gènes de résistance au virus X de la pomme de terre (PVX)
nommés Rx-1 et Nb (Ritter et al, 1991 ; De Jong et al, 1997), des

QTL de résistance à l'agent du mildiou Phytophthora infestons
(Leonards-Schippers et al, 1994 ; Collins et al, 1999 ;
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Oberhagemann et al, 1999), et le gène RI, qui confère une résis¬

tance race spécifique à P. infestons (Leonards-Schippers et al,
1992). Ce point chaud est donc composé de QTL impliqués dans la
résistance aux 2 espèces de nématodes à kyste de la pomme de terre,

de facteurs génétiques gouvernant des résistances qualitative (RI)
ou quantitatives à un champignon, et de 2 gènes majeurs contrôlant
des mécanismes de résistance différents au virus X.

I Conclusion

Une résistance complexe à Globodera pallida a été décomposée en

facteurs génétiques simples à hérédité mendélienne (QTL). Trois
QTL ont été détectés. Deux d'entre eux (GpaMl et GpaM3) sont

localisés dans des régions chromosomiques fortement impliquées
dans la résistance aux nématodes, soit chez la pomme de terre uni¬

quement (GpaMl), soit chez trois espèces de Solanacées (GpaM3).
Le troisième QTL (GpaMl) a été cartographie dans une région

génomique où aucun gène de résistance aux nématodes n'avait été

localisé précédemment.

Les marqueurs AFLP et RFLP situés aux bornes des QTL sont en

cours de conversion en marqueurs PCR locus spécifiques plus faci¬

lement utilisables pour tester un grand nombre d'individus. Ces

marqueurs seront utilisés en sélection pour suivre l'introgression
des 3 QTL dans un fonds génétique tuberosum, en particulier après

le retour au niveau tétraploïde.
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