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Abstract: Characterisation of tomato genetic diversity. In the period of agricul-
tural intensification, modern plant breeding techniques have often resulted in drastic
reduction of plant genetic diversity. Conservation of biodiversity is recognised as an
important issue as many plant breeding programs routinely rely on germplasms as
sources to develop agronomic traits of interest. Constant evaluation of plant genetic
resources happens via the development of functional tools which accurately reflect
existing diversity. Molecular markers are widely used to assay genetic diversity due
to relative ease of utility, high polymorphism levels and furthermore, may be com-
bined with other data, e.g. physiological approaches to facilitate direct targeting of
interesting traits. In the framework of the French Solanaceae Biological Resources
Center (CRB) to maintain diverse genetic resources, the Research Unit for Genetic
Improvement of Fruit and Vegetables at INRA-Montfavet (UGAFL) holds a large
collection of tomato (Solanum lycopersicum) and related wild species (Solanum subsec-
tion Lycopersicon). High phenotypic variation is displayed by the tomato fruit, espe-
cially in fruit size owing to domestication. UGAFL has accrued many accessions
differing for fruit type, size and composition, well representing the natural variation
observed for this genus. This collection thus provides the material basis for a num-
ber of breeding programs involved in improving pathogen resistance, nutritional
and organoleptic qualities of tomato. Our project, in collaboration between UGAFL
and the Laboratory of Cell Biology at INRA-Versailles, intended to characterise the
genetic diversity of the collection comprising of 85 accessions, including 53 tomato
lines/cultivars and 32 accessions of related wild species using different tools. We
developed novel markers based on SSAP (Sequence-Specific Amplification Poly-
morphisms) analysis of insertion polymorphisms from three distinct families of
copia-type retrotransposons (Tnt1, ToRTL1 and T135). Results show that combined
SSAP insertion profiles of Tnt1, ToRTL1 and T135 are congruent and useful for
inferring host-species phylogeny. Groups of species accessions were recovered,
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while the tree topology is in agreement with other previous phylogenetic analyses,
distinguishing groups of red and green fruited species, self compatible and self
incompatible species. This also demonstrates a strong association between host-
species phylogeny and the distribution of retrotransposon insertions. Diversity
within the tomato collection is much lower compared to wild species. Nonetheless,
SSAP insertion profiles reflect the genetic background of the lines and several clear
groupings according to fruit types were recovered, such as clusters of round or
fleshy types with large fruits, as well as clusters of industrial-long self-pruning types.
Most cherry and small-fruited types occupy less derived positions than larger-fruited
tomatoes, agreeing with the hypothesis of small fruit size being an ancestral charac-
ter. Altogether, our results show that retrotransposon insertion polymorphisms
proved highly useful for diversity analyses by successfully genotyping all accessions
and reflecting underlying genetic divergences of host genomes. Subsequent integra-
tion of SSAP markers with other physiological markers, such as proteomic markers,
or with neutral markers, will be performed.

tomato/ subsection / retrotransposon/ insertion
polymorphisms/ diversity

Résumé : La conservation et l'évaluation de la diversité génétique passe par la re-
cherche d'outils capables de la traduire fidèlement. Pour cela, des approches géné-
tiques, comme les marqueurs moléculaires, et physiologiques, comme les analyses
protéomiques, peuvent être combinées. Dans le cadre du CRB Solanacées, l'INRA
conserve et caractérise de larges collections de tomates (Solanum lycopersicum) et de
plusieurs espèces sauvages apparentées, sur lesquelles s'appuient les programmes de
recherche sur les résistances aux bioagresseurs et sur la qualité organoleptique et
nutritionnelle des fruits. Nous avons développé des analyses de la diversité géné-
tique de ces collections, en particulier pour la taille du fruit. Nous avons utilisé de
nouveaux types de marqueurs moléculaires basés sur les polymorphismes d'inser-
tion de rétrotransposons, séquences mobiles capables de s'amplifier dans le génome
et de créer de la diversité génétique. Ces polymorphismes d'insertion se sont révélés
informatifs pour l'étude de la diversité génétique au sein de collections de tomate et
reflètent les types de fruits et les généalogies. En outre, les relations interspécifiques
révélées au sein du genre sont en accord avec les analyses phylogénétiques
antérieures. Ces informations sont en cours de confrontation avec celles apportées
par des marqueurs neutres et par des approches protéomiques.

tomate/ subsection / rétrotransposon/ polymor-
phismes d'insertion/ diversité

1. INTRODUCTION

L'intensification de l'agriculture a engendré une réduction significative de
la diversité des espèces végétales. La conservation de cette diversité, qui
passe par son évaluation, est devenue un enjeu important pour la plupart des
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programmes d'amélioration des plantes, qui puisent la variabilité nécessaire
pour l'introduction de nombreux caractères d'intérêt agronomique au sein
des collections de ressources génétiques existantes. L'évaluation de la diver-
sité génétique disponible passe par la recherche d'outils susceptibles de la
traduire fidèlement. Parmi ceux-ci, les marqueurs moléculaires, qui révèlent
directement les modifications du patrimoine génétique, sont devenus les
indicateurs de variabilité les plus fréquemment utilisés, en raison de leur
facilité d'utilisation et de leurs hauts niveaux de polymorphisme. Leur in-
formativité peut cependant être renforcée par des combinaisons avec des
marqueurs physiologiques, comme ceux générés par les approches protéo-
miques, qui permettent de mieux cibler les caractères recherchés, notam-
ment lorsqu'ils concernent des caractères quantitatifs tels que le rendement
ou la qualité.

Dans le cadre du Centre de Ressources Biologiques Solanacées, l'Unité
de Génétique et Amélioration des Fruits et Légumes de l'INRA-Montfavet
(UGAFL) conserve et caractérise une collection de plus de 500 accessions
de tomate (Solanum lycopersicum) et maintient une cinquantaine d'accessions
des huit espèces sauvages du genre Solanum section Lycopersicon. C'est sur
cette diversité génétique que s'appuient notamment les programmes de re-
cherche sur les déterminants génétiques de résistances aux bioagresseurs et
sur les bases génétiques de la qualité organoleptique et nutritionnelle des
fruits de tomate [4]. Chez la tomate il existe une très grande variabilité au
niveau phénotypique en particulier en ce qui concerne les caractéristiques du
fruit [3], [5]. La domestication a conduit, par exemple, à l'augmentation du
poids du fruit, celui-ci passant de quelques grammes à un poids supérieur à
500g pour certaines variétés. Elle a également affecté de manière très impor-
tante la couleur du fruit, sa composition et ses caractéristiques de matur a-
tion. L'UGAFL a ainsi constitué une collection de travail qui comporte des
accessions de type, de taille et de composition du fruit variables, représenta-
tives de la variabilité existante pour ces caractères. Dans le cadre d'une col-
laboration avec l'INRA de Bordeaux (IBVM) cette collection est finement
caractérisée au niveau phénotypique (cinétiques de croissance du fruit, pr o-
fils métaboliques par RMN,…).

Le projet en cours représente une collaboration entre l'UGAFL et le Labo-
ratoire de Biologie Cellulaire de l'INRA-Versailles, afin de caractériser la diver-
sité génétique de cette collection à l'aide de différents outils. Nous avons util i-
sé de nouveaux types de marqueurs moléculaires basés sur l'activité de sé-
quences d'ADN mobiles connues sous le nom de rétrotransposons. Les rétro-
transposons, comme tous les éléments transposables, sont capables de se
déplacer dans le génome et de s'y insérer à différents endroits. Leur spécificité
est de transposer par transcription inverse d'une matrice ARN, et de s'ampl i-
fier en générant des insertions stables. Ils sont une composante majeure des







charnu = plus de 5 loges; rond = entre 3 et 5 loges.

* nd = donnée non disponible; les accessions de ont été classifiées selon leur origine
géographique (nord ou sud de la latitude10°S), comme décrit dans Peralta and Spooner (2001).
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l'AFLP et révèle des fragments amplifiés entre la LTR (Long Terminal Repeat,
fig. 1A) du rétrotransposon et un site de restriction adjacent. Les amplifica-
tions et les profils SSAP ont été réalisés suivant le protocole de Waugh et al.
[22] légèrement modifié comme décrit dans Tam et al. [20]. L’ADN génomi-
que a été digéré par une enzyme de restriction (EcoRI pour ToRTL1 et T135,
et Csp6I pour Tnt1), ligué à des adaptateurs et amplifié avec une amorce non
marquée correspondant à l’adaptateur et une amorce correspondant à la LTR,
marquée au 33P de façon à révéler les jonctions entre l'ADN génomique flan-
quant et la LTR (fig. 1B).

Figure 1 : Structure des rétrotransposons de type copia et stratégie d'analyse SSAP
des polymorphismes d'insertion. (A) Les rétrotransposons sont des éléments géné-
tiques de plusieurs kb, bordés de deux longues répétitions terminales (LTR) entre
lesquelles se trouvent une ou plusieurs phases codant pour les protéines nécessaires
à la rétrotransposition. Un ARN matrice, produit par une copie transcriptionnelle-
ment active, est encapsidé dans une pseudo-particule virale cytoplasmique (Virus-
Like Particle ou VLP), dont le coeur est formé de protéines GAG, et où il est
réverse transcrit en une copie fille ADN par la fonction RT (transcriptase inverse).
La copie fille pénètre dans le noyau et s'insère dans le génome à l'aide de la fonction
ENDO (endonucléase). (B) La SSAP révèle des fragments amplifiés entre un rétro-
transposon et un site de restriction adjacent (SR). L’ADN génomique est digéré,
ligué à des adaptateurs et amplifié avec une amorce non marquée correspondant à
l’adaptateur et une amorce correspondant à la LTR du rétrotransposon, marquée au
33P de façon à ne révéler que les fragments ancrés dans le rétrotransposon. Les
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fragments amplifiés sont ensuite déposés sur gel d’acrylamide à haute résolution afin
d’identifier les bandes SSAP polymorphes. Celles-ci peuvent ensuite être recensées
pour leur présence/absence à travers les accessions testées.

Les amorces adaptateur utilisées ne contiennent pas de base sélective addi-
tionnelle. Pour Tnt1, l'amorce utilisée correspond à une région de la LTR très
conservée chez les Solanacées [1], [20]. Les fragments amplifiés ont été dépo-
sés sur gel d’acrylamide à haute résolution et les bandes SSAP ont été notées
manuellement pour leur présence (1) ou absence (0) pour chaque accession.
Des matrices binaires des 85 accessions ont été construites pour chaque jeu
d'amorce. Les bandes de même taille ont été considérées comme correspon-
dant à la même insertion et les bandes de tailles différentes comme corres-
pondant à des insertions indépendantes.

2.3. Analyses phylogénétiques

Les distances génétiques ont été utilisées comme mesure des apparente-
ments entre accessions. Les matrices binaires ont été analysées avec le pro-
gramme PAUP* 4,10 [19] en utilisant l'option de distance Nei-Li, l'option
« évolution minimale » de l'algorithme NJ (Neighbor-Joining [16]), et 1 000
répétitions de bootstrap. L'arbre NJ a été enraciné sur S. pennellii, en accord
avec les travaux de Marshall et al. [11] et de Nesbitt et Tanksley [10]. Pour
évaluer les corrélations deux-à-deux entre les données obtenues à partir des
trois jeux de rétrotransposons, un test de Mantel [9] a été utilisé en utilisant les
matrices de distance et un test statistique sur 1 000 permutations aléatoires.

3. RÉSULTATS ET DISCUSSION

3.1. Relations interspécifiques au sein de section

Les trois jeux d'amorces SSAP ToRTL1-E00, T135-E00 et Tnt1-C00 ont
été testés sur les 85 accessions des neuf espèces. Un total de 76 à 105 bandes
polymorphes par élément a été recensé à travers la collection (entre 15 et 40
bandes en moyenne par profil), avec des niveaux de polymorphismes variant
de 96,2 % à 98,9 %. Le test de Mantel a révélé des corrélations très significa-
tives entre couples de jeux d'amorces SSAP, et les données des trois jeux
d'amorces ont été combinées pour l'analyse des relations interspécifiques et
de la diversité génétique au sein de la section Lycopersicon.

L'arbre NJ enraciné sur S. pennellii (fig. 2) montre des regroupements très
clairs et bien soutenus des accessions correspondant à chacune des espèces
analysées, à l'exception de deux accessions de S. pimpinellifolium qui sont
retrouvées en position proche de la racine au sein des accessions de tomate.
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En outre, la topologie de l'arbre reflète les relations interspécifiques définies
antérieurement par des marqueurs classiques comme les RFLPs, les microsa-
tellites, les ITS, les polymorphismes nucléotidiques géniques et les AFLPs
(réévalués par Spooner et al. [18]). Le groupe G1 comprend les espèces au-
togames à fruit rouge S. lycopersicum, S. pimpinellifolium et S. cheesmaniae et
forme un groupe frère avec le groupe G2 qui regroupe les espèces autoga-
mes à fruits verts S. chmielewskii et S. neorickii. Les groupes G1 et G2 rassem-
blés forment un groupe frère avec les espèces allogames à fruits verts S.
peruvianum et S. chilense (G3), tandis que S. habrochaites représente le groupe le
plus proche de la racine après S. pennellii. Les groupes G1 et G2 rassemblés
et le groupe G3 correspondent respectivement, dans leurs compositions et
dans leurs topologies respectives, aux clades « esculentum » et « peruvianum »
définis dans une étude antérieure qui regroupait S. pennellii et S. habrochaites,
également allogames à fruits verts, dans un clade « hirsutum » à la racine du
genre [11].

Il été récemment démontré que S. peruvianum est en réalité un taxon hété-
rogène artificiel, et que la plupart des accessions originaires de zones gé o-
graphiques situées au sud de la latitude 10°S (“southern geographical range”)
sont basales à S. chmielewskii et S. neorickii tandis que les accessions originai-
res de zones géographiques au nord de cette latitude 10°S (“northern geo-
graphical range”) se regroupent à proximité des espèces à fruit rouge [13],
[18]. L'origine géographique de nos accessions S. peruvianum n'a pas pu être
retracée pour toutes, mais quatre d'entre elles sont originaires de zones géo-
graphiques au sud de la latitude 10°S (tabl. 2), et leur position dans l'arbre, à
la racine du groupe G2, est donc en accord avec leur origine. En outre, les
deux autres accessions de S. peruvianum étant retrouvées en positions similai-
res, il est fort probable qu'elles soient également de même origine géogra-
phique.
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Figure 2 : Arbre NJ des 85 accessions de Solanum section Lycopersicon, basé sur la
combinaison des données SSAP des trois jeux d'amorce Tnt1-C00, ToRTL1-E00 et
T135-E00. G1 = groupe 1, G2 = groupe 2, G3 = Groupe 3. CE = clade « esculen-
tum », PC = clade « peruvianum ». Les accessions ont été codées par chiffres, et le
détail de chaque accession est donné dans les tableaux 1 et 2. Les chiffres indiqués
au-dessus des branches représentent les valeurs de bootstrap.
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Ces résultats démontrent une forte association entre la phylogénie des
espèces hôtes et les polymorphismes d'insertions de Tnt1, ToRTL1 et T135,
qui reflètent les divergences génétiques existant entre les espèces hôtes. Des
déliminations interspécifiques similaires, avec des topologies in tra-
spécifiques légèrement différentes, reflétant une histoire évolutive propre à
chaque élément au sein des mêmes hôtes, sont également observées lors de
l'analyse individuelle de chacun des trois jeux d'amorces (données non pr é-
sentées).

3.2. Diversité génétique au sein de la collection de variétés de
tomate ( )

Bien que la diversité génétique au sein de S. lycopersicum soit très sensi-
blement inférieure à celle observée au sein des espèces sauvages (fig. 2), la
SSAP génère suffisamment de polymorphisme pour génotyper les 53 lignées
et cultivars de tomate (fig. 3). En outre, l'analyse SSAP met en évidence
plusieurs regroupements, qui reflètent assez bien les types et poids de fruit,
ainsi que dans certains cas les ascendances généalogiques.

Une première observation est la position, proche de la racine, de la plupart
des accessions de type cerise (Ba), qui conforte l'hypothèse du caractère ances-
tral de la très petite taille du fruit. Deux lignées de S. pimpinellifolium Wva700
(56) et 66064 (64), séparées du groupe S. pimpinellifolium, se retrouvent égale-
ment en position proche des tomates de types cerise, confortant ainsi l'hypo-
thèse de l'origine de ces dernières par hybridation interspécifique avec S. pim-
pinellifolium. Les lignées à petit fruit Plovdiska Konserva (27) et Plovdiv
XXIV(28), toutes deux dérivées de S. pimpinellifolium, se groupent également
avec les types cerise. Cependant, quelques types cerise, comme Clémentine
(14) ou Gold Nugget (43), sont retrouvés dispersés parmi des accessions à
gros fruits, ce qui suggère des introgressions récurrentes des génotypes cerise
au sein des pools génétiques de tomates à plus gros fruit. Par exemple, Gold
Nugget (43) contient dans sa généalogie un croisement entre une tomate ce-
rise et Yellow Plum, une tomate à fruit long [2], ce qui explique sa position
proche de tomates à fruit long (groupe G5, voir plus bas).

Des groupes clairs sont observés en fonction des types et poids de fruit.
Le groupe G1 ne comporte que des tomates à fruit rond de poids moyen, à
l'exception de Levovil (02), une accession à gros poids. Le groupe G2 ras-
semble des tomates à fruit rond de poids élevé, tandis que le groupe G3
comporte essentiellement des variétés anciennes à fruits charnu aplati de
poids très élevé. Les groupes G4 et G5 contiennent pour l'essentiel des va-
riétés destinées à la transformation industrielle, à port déterminé (sp), et
séparent les tomates à fruit long et poids élevé (G4) des tomates à fruit long
et poids assez faible (G5), ces dernières étant groupées avec des types rond à
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poids élevé. Enfin, en positions proches de la racine, mais plus éloignées de
celle-ci que les tomates cerise, on retrouve curieusement une série de culti-
vars disparates qui n'ont en commun que de porter une mutation de la cou-
leur ou de l'aspect du fruit.
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Poids de fruit
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Figure 3 : Détail de l'arbre NJ de la figure 2, représentant les accessions de tomate
(S. lycopersicum) et leur classification en fonction des caractéristiques de type (A) et de
poids (B) de fruit.

De nombreux regroupements reflètent également les ascendances généalogi-
ques des accessions. Les lignées Apeline (06) et Apedice (07), par exemple,
sont issues du même croisement [14]. Le groupe G1, de son côté, rassemble
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le cultivar Moneymaker (32) avec six autres lignées (Mospomorist, 05, Mo-
mor, 36, Mogéor, 37, Moboglan, 35, Motelle, 34 et Monalbo, 33) qui dér i-
vent toutes de Moneymaker après introduction de gènes de résistances va-
riés par des croisements interspécifiques [8]. Il est intéressant de noter que
Mospomorist (05), Momor (36) et Mogéor (37), seules à contenir les gènes
Frl et Tm-2 parmi ces dérivés de Moneymaker, se positionnent au sein d'un
même sous-groupe, ce qui pourrait refléter l'introgression d'un même frag-
ment chromosomique. En effet, le locus Tm-2 contrôlant la résistance au
Tobacco Mosaic Virus [23] et le locus Frl contrôlant la résistance à Fusarium
oxysporum sont tous deux situés à proximité du centromère du chromosome
9 [12]. Les régions centromériques de la tomate, et en particulier celle du
chromosome 9, sont particulièrement riches en insertions des trois rétro-
transposons Tnt1, ToRTL1 et T135 [21], et les regroupements observés
traduisent vraisemblablement la présence d'insertions communes près du
centromère du chromosome 9. Ceci pourrait également expliquer la pr é-
sence dans le même sous-cluster de la seule accession du groupe G1 qui ne
dérive pas de Moneymaker, la lignée Levovil (L02) qui contient également le
gène de résistance Tm-2 [17].

4. CONCLUSION

Les profils d'insertion combinés des trois rétrotransposons Tnt1, ToRTL1,
T135 se révèlent utiles, pour l'établissement des relations interspécifiques au
sein du genre Solanum section Lycopersicon, comme pour l'analyse de la diversité
et des apparentements génét iques au sein de collections de tomates cultivées,
malgré la très faible variabilité existant chez S. lycopersicum. Ce manque de di-
versité a été attribué à trois goulots d'étranglement successifs à l'origine des
cultivars modernes, la domestication d'origine, le transfert des vari étés du
Nouveau Monde vers l'Europe et les programmes modernes d'amélioration
des plantes [15], [10]. En dépit de cette faible variabilité, la SSAP génère suff i-
samment de polymorphisme pour génotyper les 53 lignées et cultivars de
tomate, et renforce l'efficacité et la fiabilité de l'estimation des relations géné-
tiques au sein de cette collection. Nous avons observé une association entre
les relations génétiques décrites par SSAP et les données généalogiques
connues, suggérant que les polymorphismes d'insertion des trois éléments
utilisés reflètent le fond génétique des accessions. Nous avons également ob-
servé des groupes phénotypiques cohérents, associés à la fois aux poids et
types de fruits, ainsi qu'à d'autres caractéristiques telles que le port déterminé
des lignées de tomate sélectionnées pour des usages industriels.

Les informations apportées par cette étude seront complétées pour d'au-
tres lignées présentant une variation phénotypique pour les poids du fruit, et
confrontées ensuite avec des informations complémentaires apportées par
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des marqueurs neutres classiques et par des profils d'expression protéiques
du fruit. La confrontation des informations apportées par chaque niveau aux
données phénotypiques enrichira les outils de structuration de la diversité et
aidera à définir les outils uti les pour une caractérisation plus systématique de
la collection conservée à l'INRA. De manière plus générale, les résultats
pourront intéresser d'autres espèces pour lesquelles le polymorphisme mol é-
culaire est faible par rapport aux variations phénotypiques.
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