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Introduction générale

Les nématodes a kyst&lpbodera pallidaet G. rostochiensissont, avec I'agent du mildiou
Phytophthora infestandes bioagresseurs les plus dommageables pouortang de terre
(Solanumtuberosumssp.tuberosun dans les zones de culture a climat tempéré.olig s
inscrits sur la liste des parasites de quarantdares les pays de I'Union Européenne et en
Ameérique du Nord. La lutte chimique contre les ntodas a kyste est particulierement
polluante et les produits de désinfection des Edgplus efficaces vont étre prochainement
interdits dans les pays de I'Union Européenne. teebniques culturales, telles que les
plantations précoces ou les rotations longues, diffitiles a mettre en ceuvre d'un point de
vue technigue ou économique. C'est pourquoi latioréae variétés résistantes devient une

priorité dans les programmes de sélection.

Aucune résistance de haut niveat apallida n'est présente dans le fonds génétique de la
S. tuberosumlLa station d'amélioration de la pomme de terréINRA de Ploudaniel a donc
initié, dans les années 1980, des programmes mteodiiession de résistanceGa pallida a
partir d'espéces sauvages, apparentées a la poetagal Les nématodes étant des parasites
de quarantaine, seul le laboratoire de nématoldgiBUMR BiO3P du centre de Rennes est
habilité & manipuler ces parasites a I'INRA et zlearge la réalisation des tests de résistance

et les études phénotypiques concernant l'interapiionme de terr&. pallida

Les résistances originaires des especes apparéntéggomme de terre ont un déterminisme
génétique polygéniqgue. Bien que des variétés @mdide pomme de terre aient été inscrites
au catalogue, la sélection phénotypique n'a pasipejusqu'a aujourd’hui, la création de

variétés de pomme de terre de consommation ayamawtmiveau de résistanc&apallida

Les marqueurs moléculaires facilitent la décompmsitle résistances complexes en facteurs
génétiques simples (QTL) cartographiés sur le géndriiiNRA d'Avignon a développé des
programmes de cartographie du génome de Solandegess la fin des années 1980. Les
programmes de cartographie du génome de la pomrtegrdey ont démarré en 1996. lls ont
bénéficié des travaux plus avancés sur d'autreésesme Solanacées et ont pu tirer partie de

la synténie existant entre les génomes de cesaspéec
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L'objectif de cette these est d'analyser le détdsmie génétique de deux sources de
résistance aG. pallida, originaires des especes sauvages diploiBesparsipilum et
S. spegazzinid'étudier I'effet des QTL détectés sur le cydeddveloppement d8. pallida,
et d'analyser le niveau de résistance conférégsadifférentes combinaisons alléliques aux

QTL détectés sur différentes populationsigallida

Ce manuscrit est organisé en huit chapitres. bihiction bibliographique (Chapitre 1)
présente d'abord les deux membres de linteracttoniée, la pomme de terre et les
nématodes, avec en particulier une description speificités de la sélection au niveau
diploide chez une espece tétraploide comme la potenterre et un inventaire des ressources
génomiques disponibles chez cette espece. Enseitegénes impliqués dans l'interaction
plante-nématode, la résistance aux nématodes ebexolanacées et I'organisation des genes

de résistance aux bioagresseurs sur le génomeotlsgmBées, sont décrits.

Apres avoir présenté le matériel et les méthodéséast au cours de ce travail (Chapitre 2), les
résultats obtenus sont présentés dans les quatpérels suivants. Une description des cartes
génétiques est donnée dans le chapitre 3. L'andlydéterminisme génétique de la résistance
originaire de deux especes sauvages de pommerdedede 'effet des QTL détectés sur le
cycle de développement @& pallida ont fait I'objet d'articles dont un est soumis alé¢ular
Plant-Microbe Interaction (Chapitre 4) et l'autib[pé dans Theoretical and Applied Genetics
(Chapitre 5). Une étude de la résistance conféaédep QTL détectés face a une gamme de
populationsde G. pallida connues pour avoir une agressivité différentedsautres sources
de résistance que celles étudiées, est rapporté@hapitre 6. Des génes candidats pour la
caractérisation moléculaire des QTL a effet fodcrits dans les chapitres 4 et 5, sont
proposeés dans le Chapitre 7. Dans le chapitrenglitation des résultats obtenus au cours de
cette thése pour la sélection pour la résistar@@epallidachez la pomme de terre est discutée

et des perspectives pour la poursuite de ce tragatl présentées.
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1 Introduction bibliographique

1.1 La pomme de terre

1.1.1 La pomme de terre : généralités

1.1.1.1 Reépartition géographique et production

Avec 311 millions de tonnes (MT) produites en 20@3pomme de terre est la quatrieme
culture alimentaire mondiale apres le blé, le mads, le riz (FAOSTAT, 2004 :
http://faostat.fao.org/faostat/collections?subsgtiealture). L'Union Européenne (46,5 MT)
occupe la gne place des régions productrices, derriére la cfBBeMT) et devant la Russie
(36 MT), I'lnde (24 MT), et les Etats-Unis (22 MPBu sein de I'UE, la France, avec 6,4 MT,
arrive au 4™ rang des pays producteurs, derriére I'Allemagi@el(MT), les Pays-Bas (7,4
MT), et le Royaume Uni (6,9 MT).

1.1.1.2 Taxinomie, origine

La pomme de terreSplanum tuberosurh.) appartient a la famille des Solanacées. Cette
famille comprend également d'autres especes |égesniirgement cultivées comme la
tomate [ycopersicon esculentymle piment Capsicumsp.) et l'aubergine Splanum
melongena Le genreSolanumcomprend plus de 1000 espéces parmi lesquelles@3b
tubéreuses et considérées comme apparentées mtaepde terre. Les zones d'origine et de
diversification des especes tubéreuses s'étendentord du Chili au nord du Mexique
(Rousselle-Bourgeois 1996). Le centre des Andeso(Pdolivie, Equateur) et le centre du

Mexique sont les régions les plus riches en especes

Le nombre chromosomique de base de I'ensemblesgéses d&olanumtubéreuses est 12.
Leur niveau de ploidie varie de diploide a hexaj@oiSoixante quatorze pour cent de ces

especes sont diploides (Hawkes 1978).

Toutes les especes tubéreuses du g8otanumsont classées dans la super s®wtata
(Hawkes 1990). Au sein de cette super série, liabée des espéces cultivées de pomme de
terre est classé dans la séFigherosa La sous-espece cultivée en Europe et aux Etats-Un
Solanum tuberosunssp. tuberosum est tétraploide. Elle est issue de l'adaptatiota a

tubérisation en jours longs de la sous-espece alituberosunssp.andigena Beaucoup
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d’espéces sauvages sont également classées daseridaTuberosa et en particulier
S. spegazziniiet S. sparsipilumqui seront étudiées dans la partie expérimentalecel

manuscrit.

La variabilité génétique dsolanum tuberosumssp.tuberosunest relativement restreinte. Les
clones de la sous-espéetuberosunssp. andigenatubérisent en jours courts dans leurs
zones d'implantation d’origine (zone intertropigaleet seuls les clones sélectionnés
initialement pour leur aptitude a tubériser en $dongs forment aujourd’'hui la base génétique
des variétés commerciales européennes et nordaam&s de pomme de terre (Spire and
Rousselle 1996). Cette base génétique restreinteonere donc pas tous les besoins des
sélectionneurs, particulierement en ce qui conclEaaenes de résistance aux ravageurs et
aux maladies. En revanche, des sources de résstancravageurs et aux maladies sont
présentes dans les nombreuses especes apparenBdsbarosumHawkes 1990, Ross
1986).

1.1.2 La sélection au niveau diploide

1.1.2.1 Intéréts

1.1.2.1.1 Utilisation de la variabilité génétique des espéapparentéea S. tuberosum

La sélection au niveau diploide permet d’exploiper croisement sexué la variabilité
génétique présente chez les especes diploideseapes a la pomme de terre. Cette
variabilité est particulierement importante pouréaistance a des stress abiotiques et pour la
résistance aux bioagresseurs. Des caracteresid@amés aux nématodes a kyste (Barone et
al. 1990, Castelli et al. 2003, Jacobs et al. 1896ike et al. 1993, Kreike et al. 1994, Kreike
et al. 1996, Rousselle-Bourgeois and Mugniéry 1¢9%) galles (Berthou et al. 2003a, Brown
et al. 1995, Janssen et al. 1997), a des insddbesefbale et al. 1994, Ortiz et al. 1990), a des
champignons (Hehl et al. 1999, Pavek and Corsi84)9a des Oomycetes (Ewing et al.
2000, Leonards-Schippers et al. 1994, Li et al.8198%eyer et al. 1998, Naess et al. 2000), a
des virus (Barker and Solomon 1990, Solomon-Blagkband Barker 2001, Swiezynski
1994) et a des bactéries (Elphinstone 1994, Zim@aarowska et al. 2000) ont été ainsi
introduits dans le génome &e tuberosum

16 Introduction bibliographique



1.1.2.1.2 Simplification des études génétiques

Les études génétiques effectuées au niveau dipdoiateplus simples que celles effectuées au
niveau tétraploide. En effet, il y a 9 fois moires dlasses génotypiques (g 36) a chaque
locus dans une descendance diploide entre parét@hygotes que dans une descendance
tétraploide (Allard 1960).

Les premieres cartes de marqueurs moléculairea gerhme de terre ont donc été réalisées
au niveau diploide (Bonierbale et al. 1988, Gebthetrél. 1989). Il aura fallu dix ans de plus
et le développement de nouvelles techniques deuagegpour que soit publiée la premiere
carte génétique partielle de la pomme de terretngtesau niveau tétraploide (Li et al. 1998).
Depuis, des études théoriques ont été publiéele sujet (Hackett et al. 1998, Hackett et al.
2003, Xie and Xu 2000). Deux applications pratigsieppuyant sur I'étude de Hackett et al.
(1998) ont été réalisés pour localiser des factdarsésistance @. pallida (Bradshaw et al.
1998) et aPhytophthora infestan@veyer et al. 1998) dans des populations tétrapki€es
deux études concluent a la faisabilité des travdaxcartographie et de marquage de
caractéres de résistance dans des populationgltéties de pomme de terre. Toutefois, elles
soulignent la nécessité de disposer de marqueutsndoants et multialléliques de type

microsatellites, et de populations en ségrégateplds de trois cents individus.

1.1.2.2 Méthodes utilisées pour changer de niveau de plogli

1.1.2.2.1 Réduction du niveau de ploidie du clone 8etuberosum Obtention de
dihaploides

Deux méthodes sont utilisées pour passer du nitétaploide au niveau diploide :
I'induction in vivo d’'un développement parthénocarpique de 'embryamppllinisation avec
le pollen d’'un clone "inducteur" deolanum phurej@dHougas et al. 1958), et I'haploidisation
par culturen vitro d’ovules ou d’anthéres (Wenzel and Uhrig 1981).

Plus de trois mille clones dihaploides ont été mimepar parthénogenésesitu a la station
d'’Amélioration de la Pomme de Terre et des Plaatdulbes de I'INRA de Ploudaniel
(Rousselle-Bourgeois and Rousselle 1992). RosatHlaspar H3, les parents sensibles des

populations étudiées dans la partie expérimentalgdnanuscrit, ont été choisis parmi eux.
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1.1.2.2.2 Retour au niveau tétraploide

Dans le cas ou le niveau de ploidie du clon& diberosuna été réduit, il est nécessaire de
retourner au niveau tétraploide afin de pouvoiliseti les clones intéressants dans un
programme de création variétale. En effet, mémanesleurs des dihaploides n’atteignent

jamais le rendement d’un clone tétraploide (Rolesf@urgeois 1996).

Trois méthodes sont employées pour doubler le nivda ploidie : ['utilisation de
diplogametes, le doublement du nombre de chromasgrae culturen vitro et la fusion de
protoplastes. La technique choisie va influer sualix d’hétérozygotie des plantes obtenues.
Ce taux doit étre le plus important possible capdanme de terre, comme la plupart des
plantes a multiplication végétative est sensildke @pression de consanguinité.

La méthode la plus employée pour passer du nivgdoide au niveau tétraploide est basée
sur l'aptitude de certains clones diploides a pireddes diplogametes, c’est-a-dire des
gametes non réduits (gametes 2n pour une planteisBys de méioses anormales. La
fécondation entre un diplogaméte d’'une plante dil@cet un gaméte normal d’'une plante

tétraploide donne naissance a un embryon tétraplffdnnemann and Peloquin 1967).

L’aptitude a produire des diplogametes est détekmigénétiquement et plusieurs genes
récessifs seraient impliqués dans ce phénomeéne (@hok Peloquin 1975). Le taux de

production de diplogamétes peut étre trés varisdlien les clones. Néanmoins, il est possible
d’améliorer les taux de production de diplogameieass des populations en sélection pour des
caractéres d’intérét agronomique en introduisaatmp les géniteurs de la population, des
clones ayant une forte aptitude a produire desodgrhetes (Rousselle-Bourgeois and
Rousselle 1992).

Un doublement spontané du nombre de chromosome$réegtemment observé sur les
bourgeons néoformeés, obtenus a partir de cultureatien vitro. Cette propriété est utilisée
pour ramener des plantes diploides au niveau téidep(Rousselle et al. 1989). Dans ce cas,
chaque chromosome est dupliqué de maniere parfiteidentique. Tous les locus de la
plante obtenue sont alors a I'état duplex (AAaalrevquadruplex (AAAA). Le doublement
du nombre de chromosomes au moyen de traitemdatsachicine n’est plus utilise, car il

induit 'apparition de chiméres (De Maine and Farit883).

La fusion de protoplastes (Wenzel et al. 1979) perdiobtenir un clone tétraploide en
fusionnant deux clones diploides. Si les clones différents et tous les deux hétérozygotes,

le produit de fusion maintiendra, voire maximiséeaniveau d’hétérozygotie.
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1.1.2.3 Principales limites de la sélection au niveau diplde

La sélection au niveau diploide ne concerne aetmnght qu'une faible part des programmes
de création variétale. Bien que la création de fatjmns diploides ait pour but d’augmenter la
variabilité génétique de I'espece cultiv@etuberosuimi’expression de certains caracteres est
modifiée par les changements de ploidie. De plus,cartain nombre de contraintes
biologiques viennent réduire la variabilité disgamaia chague étape du processus de sélection

des clones intéressants.

1.1.2.3.1 Contraintes au niveau de la production de dihapdsid

Tous les clones d8. tuberosumme produisent pas de dihaploides apres pollioisgiar un
inducteur de parthénogenese. En outre, I'obterdmihaploides par culture d’antheres ou
d'ovules est limitée aux génotypes ayant une boapgtude a l'androgenese ou la
gynogeneése et a la régénératiorvitro. Les dihaploides obtenus sont presque toujours-mal
stériles (Rousselle-Bourgeois and Rousselle 199&e stérilité implique qu'ils sont dans la
plupart des cas utilisés comme géniteurs femelteguél est difficile de croiser deux

dihaploides entre eux.
1.1.2.3.2 Contraintes lors du retour au niveau tétraploide

1.1.2.3.2.1Par I'utilisation des diplogametes

Tous les clones diploides ne produisent pas deghphétes et la majorité de ceux qui en
produisent le font & un taux faible (Mok and Pelagil975). Si le clone intéressant n’en

produit pas, il faut le croiser par un clone praduc de diplogametes. Les plus efficaces de
ces clones producteurs ont été utilisés par de reumrbsélectionneurs, réduisant ainsi la

variabilité globale des clones tétraploides is®usaltype de sélection.

1.1.2.3.2.2Par des méthodes de culture in vitro

Comme pour I'obtention des dihaploides, les méthoaldisant la culturein vitro pour
retourner au niveau tétraploide sont limitées anotypes qui réegénérent. Cependant, méme
dans les cas ou la régénération est possiblejsteedes problémes spécifiquement liés aux
techniques employées. Le doublement spontané dibneonte chromosomes produit des
plantes pour lesquelles tous les locus sont at l&@iamoins duplex, voire quadruplex. Un tel
taux de consanguinité donne des plantes qui somiesb peu vigoureuses et ont des

problemes de fertilité. L’homozygotie, qui peut eétrecherchée au niveau d'un locus
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FIGURE 5.—Molecular linkage map of the potato genome. Loci by tick marks ordered with LOD > 2. Loci following commas cosegregate.
Markers enclosed in parentheses have been located to corresponding intervals with LOD < 2. Position of underlined loci approximated from
placement on previously published maps. All other loci mapped directly on backcross family N263 of 155 plants (S. tuberosum USW2230 (2n
= 24) X S. berthaultii P1473331 (2n = 24) X S. berthaultii P11473331. Dots indicate markers involved in inversions that differentiate potato
from tomato. Arrows indicate approximate break points for inversions (see text for details).

Figure 1.1 : Carte génétique de la pomme de téaksee par Tanksley et al. (1992) avec des
sondes RFLP de tomate. Les fleches indiquent legspd'inversion des bras de chromosomes
entre les cartes génétiques de la tomate et denfene de terre. Les points noirs indiquent les
marqueurs situés sur les bras de chromosomes @svdrsrientation des chromosomes est celle
des cartes génétiques des différentes especedata&mes (SGN http://www.sgn.cornell.ed/




contrélant un caractere d’intérét agronomique, elgvnéfaste si elle s’étend a I'ensemble du
génome (Rousselle-Bourgeois 1996). Dans le caa figsion de protoplastes, les génotypes
aptes a réegenérar vitro n’ont pas tous la méme capacité a produire daspglastes viables.

Les produits de fusion peuvent également étre ipbeis (fusion des noyaux mais pas des

cytoplasmes, fusion partielle des noyaux, produati@neuploides).

Malgré ces contraintes, la plupart des institutsedderche travaillant sur la pomme de terre
ont développé des programmes de sélection auwndipéoide, en particulier pour introduire
des facteurs de résistance aux parasites danadengédeS. tuberosumlLes dihaploides sont
généralement obtenus par parthénogemesiu aprés pollinisation par un clone inducteur, et
le retour au niveau tétraploide se fait le plus/eatigrace aux diplogametes.

1.1.3 Geénétique et génomique de la pomme de terre

Ce chapitre a pour objectif de décrire les cart&sétigues et les ressources génomiques
utilisables pour I'étude du génome de la pommeede.tll serait réducteur de parler de
cartographie génétique ou de génomique de la podarterre sans s'intéresser aux résultats

obtenus chez les autres Solanacées, voire daasgeses modéles.

La génétique comparative a permis de mettre enegea une bonne conservation de la
synténie entre les différentes espéces de SolamdBéeierbale et al. 1988, Doganlar et al.

2002, Livingstone et al. 1999). Des travaux réalisér les autres especes de la famille
peuvent étre exploités pour les études de génédiggénomique de la pomme de terre. C'est
actuellement chez la tomate que les travaux de g€ sont les plus avancés. Les

remaniements chromosomiques majeurs entre la toebddepomme de terre sont limités a 5

inversions paracentriques sur les chromosomesH),9.1, et 12 (figure 1.1 ; Tanksley et al.

1992).

A un niveau taxinomique plus large, des blocs d#éye entre les génomes de la pomme de
terre et de I'espéce modédeabidopsis thalianaont été mis en évidence (Gebhardt et al.
2003).

1.1.3.1 Les cartes génétiques de la pomme de terre

1.1.3.1.1 Cartes de marqueurs RFLP

Les premiéres cartes génétiques de la pomme de tert été réalisées a partir de

descendances diploides avec des marqueurs RFLPtri¢Ras Fragment Length
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Polymorphism, Botstein et al. 1980) par une équdpel'Université de Cornell aux USA
(Bonierbale et al. 1988) et une équipe du Max Plhrgtitut de Cologne en Allemagne
(Gebhardt et al. 1989). La carte publiée par Baailer et al. (1988), réalisée avec des sondes
RFLP de tomate permettait de comparer les génomés tdmate et de la pomme de terre, et
d'ancrer les groupes de liaison de la pomme de teweux de la carte génétique déja tres
détaillée de la tomate. Les groupes de liaisonks darte publiée par Gebhardt et al. (1989)

n'étaient pas assignés aux chromosomes.

Quelques années plus tard, ces 2 équipes publideemtouvelles cartes génétiques de la
pomme de terre, ancrées entre elles et avec aelketdmate par l'intermédiaire de marqueurs
RFLP commun (Gebhardt et al. 1991, Tanksley e1302). Ces cartes génétiques ont servi
de référence pour les travaux de cartographie meigseurement chez la tomate et chez la
pomme de terre. La carte de la tomate de Tankdleyl. €1992) a également permis les

comparaisons avec les génomes du piment (Livingstetnal. 1999) et de l'aubergine

(Doganlar et al. 2002).

Les cartes génétiques de la pomme de terre, caestavec des sondes RFLP de tomate
(Bonierbale et al. 1988, Tanksley et al. 1992)siaique les cartes de la tomate et de
I'aubergine construites par I'Université de CorigiBA), sont disponibles sur le site WEB de
la Solanaceae Genomic Network (SGN, http://wwwasgmell.edu/). La séquence de
plusieurs centaines de sondes de tomate utiliséas lp construction de ces cartes est
disponible sur le site de la SGN (Ganal et al. J988s données de séquences obtenues a
partir de I'ADN d'une espece de Solanacées peuwiast étre utilisées pour générer des
marqueurs PCR locus-spécifiques qui seront locabksg les cartes des autres espéces de la
famille (Naess et al. 2000). Les cartes de la podenerre publiées par le Max Plank Institut
de Cologne sont accessibles en ligne depuis janvi2d04 (PoMaMo :
http://gabi.rzpd.de/PoMaMo.html). Ce site permealément d’accéder a la séquence des

marqueurs cartographiés.

En 1995, une équipe de I'Université de Wageningaen Rays-Bas a publié une carte
génétique de la pomme de terre incluant, en plasw@queurs RFLP, des marqueurs de type
transposon (Jacobs et al. 1995) et des marqueuspeeAFLP (Van Eck et al. 1995). Cette

carte est ancrée aux précédentes par l'intermédiaimarqueurs RFLP communs.
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1.1.3.1.2 Cartes de marqueurs PCR

Jusqu'en 1997, seuls les marqueurs RFLP étaieligeéstipour aligner entre elles les
différentes cartes génétiques de la pomme de t@orippe van der Voort et al. 1997b), de
I'Université de Wageningen, mettent en évidencedssibilité d'aligner différentes cartes
génétiques grace a des marqueurs AFLP communsautears démontrent que lorsque des
bandes AFLP de la méme combinaison d’amorce migrannéme niveau chez différents
génotypes dé&. tuberosummelles se cartographient dans la plupart des easéme locus. I
est donc possible, en comparant les profils AFLB déniteurs, d’aligner des cartes
génétiques réalisées dans des descendances dd&rbiéanmoins, le nombre de marqueurs
AFLP communs pour aligner des cartes génétiguesrestfaible lorsque les géniteurs

proviennent d’espéces différentes (Rouppe van derf\ét al. 1999hb).

Milbourne et al. (1998) du Scottich Crop Researddtitut (SCRI) en Ecosse ont cartographié
89 locus issus de marqueurs microsatellites (TaAQ89) sur les cartes de 2 descendances
dont celle de Gebhardt et al. (1991). Cette éqaigmublié plus de 100 couples d'amorces

flanquant des motifs microsatellites.

Plusieurs auteurs ont publié des marqueurs CAP&EH Amplified Polymorphic Segment,
Konieczny and Ausubel 1993) et SCAR (Sequence-Cleiaed Amplified Region, Paran
and Michelmore 1993) cartographiés en différentisitpadu génome (Chen et al. 2001). Un
grand nombre de ces marqueurs flanquent des géndgsscluster de genes de résistance
situés sur les chromosomes V (De Jong et al. 1ld@rano et al. 2002, Meksem et al. 1995,
Niewohner et al. 1995), VII (Niewohner et al. 1999)Il (Naess et al. 2000), IX (Rouppe
van der Voort et al. 2000), XI (Kasai et al. 20B@uppe van der Voort et al. 1999b), et XII
(Bendahmane et al. 1997, Kanyuka et al. 1999).

Les marqueurs communs AFLP, et les marqueurs IsgésHiques microsatellites, CAPS et
SCAR, permettent d’aligner différentes cartes ealies. Il est désormais possible de realiser
et d’orienter de nouvelles cartes de la pomme e gans avoir recours a la technique RFLP

trés lourde a mettre en ceuvre.

1.1.3.1.3 Carte a Ultra Haute Densité

En 1998, des équipes de 4 pays européens [Un&eatsitWageningen (WAU), Pays-Bas ;
Scottich Crop Reaserch Institut (SCRI), Royaume ;Uxdekazal Ikerketa eta Garapenerako
Euskal ErakundeaNEIKER), Espagne ; Institut National de la Recherahgronomique

(INRA), France] ont démarré un programme visardadiser une carte génétique de la pomme
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de terre a Ultra Haute Densité (UHD) de marqueufs A (Contrat européen FAIR5-PL97-
3565, http://potatodbase.dpw.wau.nl/UHDdata.htrdlgtte carte comporte plus de 10000
marqueurs AFLP et est a ce jour la carte génétigysdus dense pour une espece végétale
(Isidore et al. 2003, van Os et al. in prep). Cettede UHD est ancrée a la carte génétique de
la tomate par l'intermédiaire d'une carte "pont'e@Bet al. in prep). Cette carte pont comprend
des marqueurs AFLP communs avec la carte UHD etmdequeurs RFLP communs avec la

carte de la tomate. Elle est décrite dans le aeapite la partie expérimentale.

1.1.3.1.4 Vers la cartographie physique

En 2003, I'Union Européenne a financé un nouveagramme visant a réaliser une carte
physique et fonctionnelle de la pomme de terrerémnaé la carte génétique UHD avec les
marqueurs AFLP (acronyme APOPHYS pour "A POtato Biddl map",
http://www.dpw.wau.nl/pv/projects/apophys/). Cettatographie physique doit couvrir 35 %
du génome de la pomme de terre. Ces 35 % correspbadx régions riches en genes ou ont
été cartographiés la plupart des génes impliqués ks résistances aux bioagresseurs et dans

la qualité du tubercule.
1.1.3.2 Autres ressources genomiques

1.1.3.2.1 SNP et génétique d'association

Les marqueurs de type SNP (Single Nucleotide Palghism), déja largement utilisés chez
I'nomme pour les études de génétique d'associ@toyde 2000), sont en plein développement
chez les plantes pour lesquelles des informatienséduences sont disponibles (pour revue,
voir Rafalski 2002a, Rafalski 2002b). RécemmentkRit et al. (2003) ont séquencé 31 kb
d’ADN génomiques (non contigus), correspondant & eerémités de Bacterial Artificial
Chromosome (BAC) situés dans les principaux clastier genes de résistance de la pomme
de terre (cf. chapitre 1.5). Les auteurs ont agalgssariabilité nucléotidique correspondant a
ces 31 kb sur un panel de 28 génotypes de pommnerree lIs ont mis en évidence pres de
1498 SNP et 127 polymorphismes d'insertion/déléflodel). Cela correspond a un SNP
tous les 21 paires de bases et a un InDel toug48spaires de bases. Ces données sont
accessibles sur le site PoMaMo : http://gabi.rzpPdMaMo.html. Elles peuvent étre

utilisées pour des études de génétique d'assotiati
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Figure 1.2 : Extrait de la carte génétique compagale S. tuberosunavecA. thaliana (d'apres
Gebhardt et al., 2003). Les chromosomes | et Vb deiberosunsont représentés a gauche de la
figure. Les locus RFLP définissant les blocs daéyie sont indiqués a droite des chromosomes
de pomme de terre. Les locus RFLP de pomme dedaimnee sont pas impliqués dans les blocs
de synténie sont indiqués a gauche des chromosdeedlocs de synténie sont représentés par
des rectangles noirs sur les chromosomes de porartesré et par des rectangles blancs pour le
génomesA. thaliana Le numéro des chromosome®.dhaliana est indigué au dessus des
rectangles contenant les noms des locus commundeaxxgénomes.



1.1.3.2.2 Les banques d'EST

Un nombre croissant de séquences d'EST (ExpresspeeSce Tag, Adams et al. 1991) de
différentes especes de Solanacées est disponibdelea banques de données. Ces EST sont
issus du séquencage de clones d’ADN complémentaipésnus a partir d’ARN préleveés sur
différents organes et dans différentes conditibes.programmes de séquencage d'EST visent
a établir un inventaire des genes exprimés daférelifts tissus ou différentes conditions. Les

EST sont une source potentielle de marqueurs.

Fin décembre 2003, 131750 EST et 921 génes comgdetpomme de terre eétaient
disponibles dans les bases de donnée publiquesgjiaité des EST (124952) étant dans la
base de donnée du TIGR (The |Institut For Genomic seReh,
http://www.tigr.org/tdb/potato/). Les neuf banqukscDNA dont sont originaires les EST du
TIGR ont été constituées a partir d'ARN messagemimés dans différents organes a
différents stades, et/ou dans différentes conditidiinfection parPhytophthora infestans
(Ronning et al. 2003). Les EST et les génes de pouahenterre ont été assemblés en 26830
unigenes  dans le  TIGR Potato  Gene Index  (http://vingmorg/tigr-
scripts/tgi/T_index.cgi?species=potato). Ces uregesont soit des TC (Tentative Consensus)
correspondant a l'assemblage par bioinformatigaa doins 2 EST, soit des séquences
présentes une seule fois dans les bases de dofmidgistons). Sur les 26830 unigénes de
pomme de terre, 18370 sont des TC et 8460 sontsihggetons. Plus de 6700 motifs
microsatellites ont été détectés a partir des swmsede plus de 90000 EST de pomme de
terre (http://www.tigr.org/tdb/potato/SSR.shtml)aMeureusement, aucune information n’est

disponible actuellement sur la localisation chroomgjue de ces marqueurs microsatellites.

A partir de 26 banques de cDNA de tomate, 155317 &&ient été séquenceés en avril 2003
(http://www.tigr.org/tdb/tgi/lgi/, Van der Hoevern al. 2002). Ces EST et les génes de tomate
présents dans GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nifGewnbank/) ont été assemblés en 31012
unigénes (15925 TC et 15087 singletons) dans le RTIGomato Gene Index
http://www.tigr.org/tigr-scripts/tgi/T_index.cgi?epies=tomato. Cent quinze marqueurs
microsatellites, parmi les 609 trouvés par anabjesformatique dans les banques d'EST de
tomate et de pomme de terre, ont été cartograpbigsle génome de la tomate
(http://www.sgn.cornell.edu/cgi-bin/legacy/micrasabp.pl). Il est étonnant de trouver un
nombre de microsatellites si différent entre I'gealdu TIGR sur les EST de pomme de terre,
et I'analyse de la SGN sur les EST de tomate pbdene de terre. Cette différence s'explique

par le nombre d'EST disponibles aux moments oR2lemalyses ont été faites, et par le
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nombre de répétitions minimum pris en compte damalyse bioinformatique (par exemple,
le nombre de répétitions pour les motifs dinuctbegi était de 12 pour la SGN contre 6 pour
le TIGR).

Le nombre de séquences issues de Solanacées aegmEmque semaine

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Taxonomy/Au total en février 2004, il y avait dans lesésa

de données 139703 séquences nucléotidiques du demienum dont 138947 pour

S. tuberosunet 45 deS. melongendl'aubergine), 176847 séquences nucléotidiquegedue
Lycopersicondont 165668 pouk. esculentumet 23358 séquences nucléotidiques du genre
Capsicumdont 22878 pou€. annuuniLefebvre 2004).

1.1.3.2.3 Synténie avec les espéces modeles

1.1.3.2.3.1Les especes modeles séquencées

A ce jour, seul le génome de l'espéece modabbidopsis thaliangKaul et al. 2000) a éte
complétement séquencé. Les informations sur laesdgudA. thalianasont disponibles sur le
site WEB du TAIR (The Arabidpsis Information Ressmay http://www.Arabidopsis.org).

Le séquencage complet du génome du riz est erdiambevement (Goff et al. 2002, Yu et al.
2002). Les informations sur la séquence du riz gisgonibles sur plusieurs sites WEB. Le
génome de la sous-espéleyza sativa L. ssp. japonicest sur le site du consortium de
laboratoires  publics [IRGSP (International Rice Gwao Sequencing Project,

http://rgp.dna.affrc.go.jp/IRGSP/index.html), et $&i site du TIMRI (Torrey Mesa Research
Institute www.tmri.org) qui appartient a Syngenta Bioteclugyl, Inc. Le génome de la sous-
espéce O. sativa L. ssp. indicaest sur le site du Bejin Genomic Institut
(http://btn.genomics.org.cn:8080/rice/).

Les génomes de deux nouvelles espéces vegeétalesamt\étre séquencés dans les 5 ans a
venir : celui deMedicago truncatulghttp://medicago.org/genome/), qui a été choisimoe
espece modele pour les légumineuses et pour leestur les symbioses, et celui de la
tomate (http://www.sgn.cornell.edu/solanaceae-ptjequi a été choisie comme espéce
modele pour les Solanacées et plus généralementigmeétudes sur le développement et la

qualité des fruits.
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1.1.3.2.3.2Comparaisons Solanacées-especes modeles

Les Solanacées appartenant a la classe des damtgle il est évident que les comparaisons
de leur génome avec celuiAdthalianapermettront de détecter plus d’homologies qu'avec
celui du riz qui appartient aux monocotylédonesamigoins, Van der Hoeven et al. (2002)
ont mis en évidence des homologies entre un ESibrdate et un géne de riz, alors qu'ils
n‘ont trouvé aucune homologie entre cet EST egdass dA. thaliana

Afin de tirer partie du séquencage du génonfe thaliana pour la génétique des autres
especes, lI'équipe de I'Université de Cornell cepnis d'identifier les genes présents une seule
fois ou un faible nombre de fois dans les génoneela domate et 4. thaliana(Fulton et al.
2002). Par comparaisons bioinformatiques, les asitemt recherché les EST de tomate
n‘ayant qu'un homologue sur la séquence du gén&mehdliana lls ont ainsi identifié un
ensemble de 1025 genes appelés COS pour ConseryedoQs Set. Le nombre de copies de
ces marqueurs COS sur le génome de la tomate \&#éfi€ par RFLP et 85 % d'entre eux
présentent moins de trois bandes sur les profileediiction. Plus de 550 COS avaient été
cartographiés a la date de la publication (Fultbrale 2002). Les auteurs ont également
hybridé neuf de ces COS sur I'ADN de 13 plantefadelles différentes, incluant la tomate,
A. thaliang et le riz. lls s’hybrident sur I'ADN de la majérides espéces, y compris le riz. La
séquence des COS et leur position sur la carta tlemate sont disponibles sur le site de la
SGN (http://www.sgn.cornell.edu/markers/cos_markensl). Ces marqueurs sont des outils
précieux pour les études de génomique comparagivéscpermettent de faire le lien entre le
génome dA. thaliana et celui d'especes d'intérét agronomique. Pamplbdation de la
microsynténie existant enti. thalianaet les Solanacées, il est possible d'identifier,|s
génome de l'espece modele, des genes candidatsdpsucaracteres cartographiés dans

I'espéce cultivée.

Gebhardt et al. (2003) ont companmésilico les séquences de 293 marqueurs RFLP de la carte
de la pomme de terre avec la carte physig8ettaliana.lls ont mis en évidence l'existence
d'une centaine de blocs de synténie entre les gé&ndm la pomme de terre e dthaliana
couvrant 41 % de la carte génétique de la pommterde et 50 % de la carte physiquA.d’
thaliana(figure 1.2).

La comparaison de blocs de microsynténie peut pgaende choisir des génes candidats
positionnels et fonctionnels (Pflieger et al. 200tgzA. thalianapour caractériser des locus
d'intérét chez la tomate ou la pomme de terre. éars, bien que le contenu en genes des
blocs de microsynténie soit globalement semblalizeeles Solanacées @ét thaliang
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certains géenes sont présents uniguement chez lasagées ou cheiX. thaliana(Ku et al.
2000). Dans le cas ou le géene d'intérét n'a pathdlogue cheZA. thaliang les blocs de
microsynténie permettent néanmoins de développenodweaux marqueurs a partir de la

séquence des genes qui lui sont physiquemenQigég( al. 2002).

1.1.4 Principaux bioagresseurs

La pomme de terre est attaquée par un grand nodebbgoagresseurs : des Oomycetes, des
virus, des champignons, des bactéries, des insectlss nématodes. Certains se manifestent
pendant la période de culture, d'autres causerdélgts lors du stockage. Oerke et al. (1994)
estiment & 32 % les pertes mondiales de rendenmepb®me de terre dues aux différents

bioagresseurs.

L'importance relative des différents bioagresseest variable selon les conditions
climatiques, les conditions de conservation, epdasibilité ou non d'utiliser des produits
phytosanitaires efficaces. Certains bioagressewat gestreints a certaines zones
géographiques. Afin de limiter les possibilitéstibduction d'un bioagresseur dans une zone
géographique qui en est indemne, des listes deagjz@me ont été créées. Des mesures de
confinement et de vérification sanitaire du matéviegétal sont associées a ces listes de
guarantaine. Seuls les plants de pomme de terrésrdium passeport sanitaire les déclarant
indemnes des parasites inscrits sur la liste deagteine peuvent étre échangeés entre pays. Si
un parasite de quarantaine est détecté dans undpalgé indemne, des mesures drastiques
(interdiction de culture pendant plusieurs annéésjnfection des sols, etc....) sont mises en
ceuvre en vue de son éradication. Toutefois, cesineepeuvent avoir un poids économique

important.

1.1.4.1 L'agent du mildiou : Phytophthora infestans

L'Oomycete Phytophthora infestangst I'agent du mildiou de la pomme de terre. tl es

considéré comme le parasite majeur de la pommeroke t

Les dégats causés par infestanspeuvent atteindre 90 % si les conditions climagjlui
sont favorables (hygrométrie élevée) et si I'épieéest precoce. Il est a I'origine de la famine

qui a frappé l'lrlande entre les années 1845 et {8pire and Rousselle 1996).

Le mildiou se développe sur les organes aérienpldess de pomme de terre, mais il peut
également contaminer les tubercules et les remgjpeopres a la consommation (Duvauchelle
and Andrivon 1996).
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1.1.4.2 Les nématodes

Les pertes de production de pomme de terre duesné@mmatodes sont estimées a 141000
tonnes, soit 12,2 % de la production mondiale (Baf®98). On distingue deux grands types
de nématodes qui parasitent la pomme de terrendemtodes endoparasites qui effectuent
leur cycle de développement dans la racine et é@satodes ectoparasites qui restent libres

dans le sol et se nourrissent par des piqlres|@piterme des racines.

Les dégats les plus importants sur pomme de teneé grovoqués par les nématodes
endoparasites et particulierement par ceux dessgéfeloidogyne(nématodes a galles) et
Globodera(nématodes a kyste). La résistance aux nématokgste fait I'objet de la partie
expérimentale de ce manuscrit et un chapitre pdigicde cette introduction bibliographique
leur est consacré. Brown and Sykes (1983) estiae2® tonnes par hectare les pertes de
rendement maximum dues aux nématodes a kyste swulieires de pomme de terre. Trois
autres nématodes endoparasites peuvent causeéghds dotables sur les cultures de pomme
de terre.Nacobusaberrans présent dans les pays andins, peut provoquerchig®gs de
rendement de 60 a 90 %. Les especes du dmatglenchusme sont considérées comme des
déprédateurs importants de la pomme de terre quEaats Unis.Ditylenchus destructor
inscrit sur les listes de quarantaine de I'Unionogéenne, est présent en Asie, en Amérique,
en Afrique du sud, en Nouvelle-Zélande et danatdeeuropéenne de I'ex-URSS.

Un grand nombre d'espéces de nématodes ectopsu@siteent se nourrir sur pomme de terre

sans provoquer de dommages apparents. Seules e@siegdgpéces sont considérées comme
dangereuses (Mugniéry 1996). Les nuisances lilaspaésence des nématodes des genres
Trichodoruset Paratrichodorussont surtout dues au virus du Rattle gqu'ils trarieane Ces

nématodes sont présents dans toutes les zonamdé telmpéré.

1.1.4.3 Les virus

Le virus de I'enroulement de la pomme de terre \AL& le virus Y de la pomme de terre

(PVY) sont les virus les plus répandus et les pglummageables sur cette culture, mais plus
de 20 autres virus ont également été décrits (Ket®06). Les dégats causés par les virus
sont beaucoup plus importants lors d'infectionsséaires (plantation d'un tubercule déja

infecté) que lors des infections primaires.

Certains virus peuvent entrainer des pertes deeneeudt supérieures a 50 %. C'est pourquoi
un systeme de production de plants indemnes de @irgté mis en place dans la plupart des

pays développés (Merlet et al. 1996, Oerke et%4). Les premieres multiplications se font
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par micro bouturagén vitro, les derniéres étapes de multiplication au chatapt &éalisées
préférentiellement dans des zones géographiquéssqucerons vecteurs de virus sont rares,

ou en protégeant le feuillage des pucerons parcapiph d'huile minérale.

1.1.4.4 Les champignons

Le rhizoctone brun, la galle argentée, la gangréaseyerticillioses et les fusarioses sont les
maladies fongiques les plus répandues sur lesresltle pomme de terre.

La galle argentée et la gangréne se développetousiors de la conservation (Elimane 1996,

Tivoli 1996a). Le rhizoctone brun cause des dégapmrtants lors de la levée des jeunes
pousses de pomme de terre (Bedin 1996), alorsegueekticillioses se manifestent plutét en

deuxieme partie de culture (Tivoli 1996b). Les fisses provoquent des dégéats en culture et
lors du stockage (Tivoli 1996b, 1996a).

D'autres champignons tels Aliernaria solani et Synchytrium endobioticum peuvent
provoguer de graves dégats, mais ne sont présentsnportants que dans de zones
géographiques restreintes.

1.1.4.5 Les bactéries

Les maladies bactériennes les plus importanteslesucultures de pomme de terre sont

causées par des organismes des gé&mmisia, StreptomycestRalstonia

Les pourritures molles dues aux bactéries du gé&mvenia font partie des principales
maladies de conservation. La contamination dedatpla partir du tubercule-meére entraine la
maladie de la jambe noire et un flétrissement deldte (Priou and Jouan 1996). Les
organismes du genf&treptomycesont les agents de la gale commune de la pommnermde
Cette maladie affecte la qualité et la présentatiotubercule (Pasco and Jouan 1996).

Ralstonia solanacearunautrefois appel®seudomonas solanacearusst une bactérie tres
polyphage qui sévit, entre autres, sur les difflagerespeces de Solanacées, et entraine un
fletrissement des plantes en culture. Autrefoislisée dans la zone intertropicale, elle s'est
largement répandue en Europe depuis les années 4989a des introductions dans les lles
Britanniques et au Benelux (Prior and Samson 1996).
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1.1.4.6 Les insectes

Les insectes qui causent le plus de dégats sucuksgres de pomme de terre sont les
pucerons, le doryphord_éptinotarsa decemlineataet la teigne FPhtorimaea operculella
(Robert 1996).

Les pucerons causent principalement des dégateatslien tant que vecteurs de nombreux
virus. Myzus persicaest le puceron qui transmet le plus de virus sumrpe de terre. Le
doryphore est un déprédateur important essentiefieilen Amérique du Nord et en Europe ;
les dégats causeés par les larves et les adultesmtealler jusqu'a une défoliation quasi
compléte des plantes. La teigne cause des dégatipptement dans les régions tempérées
chaudes et tropicales. Les larves creusent desiggldans les feuilles, les tiges ou les
tubercules. Si des larves sont présentes dansutlesctiles lors de la récolte, l'infestation

continue pendant la période de conservation.

1.2 Les nématodes

1.2.1 Généralités

Les nématodes sont les organismes pluricelluld@egplus abondants sur terre : on estime
gu'il existe plus de 80000 especes de nématodms tebuve environ 1 million de nématodes
dans une pelleté de terre. lls colonisent tousrlgigux, du sol aux fonds marins. Certains
sont prédateurs de petits invertébrés, dont dautéenatodes. D'autres se nourrissent de
champignons ou de bactéries du sol. Enfin, cersadspeces de nématodes sont parasites, soit
d'animaux (vertébrés ou invertébrés), soit de pknts sont généralement définis comme des
vers ronds, a symétrie bilatérale, non segmentéstaile microscopique. Néanmoins, la
variabilité des nématodes est trées importanter lengueur peut varier de 82 um pour
Greeffiella minutumun petit nématode marin, a 8 m de long gélacentonema gigantissima
qui parasite les cachalots (Barker 1998, Ferris Feandlis 1998). La majorité des nématodes

phytoparasites mesurent entre 0,5 et 2 mm de lbagwiron 0,05 mm de diametre.

1.2.2 Taxinomie

Dans le regne animal, les nématodes sont classéslaaection des Artiozoaires, la sous-

section des Pseudo ccelomates, I'embranchemenédestielminthes.

Le phylum Nematodaou Nemata(Eisenback 1998) a été pendant longtemps divis@ en

classes,Secernenteat Adenophora comprenant chacune des especes phytoparasites. Le
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données issues d'analyses moléculaires remettaratuse cette classification et une nouvelle
classification a été proposée (Blaxter et al. 1988% auteurs divisent le phylulematoda
en 5 clades majeurs, chacun des clades incluantesiesces parasites (figure 1.3). lls
suggerent que le parasitisme animal serait sunanmoins 4 fois indépendamment, et le
parasitisme végétal au moins 3 fois. Le nématoddetedCaenorhabditiselegansest classé

dans un clade (clade V) ne comprenant pas de ndmptoytoparasite.

Trois clades comportent des nématodes phytopasadiess nématodes ectoparasites des
genresLongidoruset Xiphinemaappartiennent a I'ordre d&orylaimida et au clade I. Les
nématodes vecteurs de virus, des gefmshodorus et Paratrichodorus appartiennent a
I'ordre desTriplonchidaet font partie du clade Il.

Les nématodes endoparasites sont ceux qui cawsehid de dégats sur les végétaux qu'ils
attaquent. lls appartiennent a l'ordre degenchidaeet sont classés dans le clade IV. Les
nématodes des genmdaccobuset Pratylenchudfont partie de la famille deBratylenchidae

et ceux du genrBitylenchusde la famille deg\nguinidae Les nématodes a kyst@lpbodera
sp.etHeterodera sp.et les nématodes a gallésdloidogyne sp font partie de la famille des

Heteroderidadhttp://plpnemweb.ucdavis.edu/nemaplex/).

1.2.3 Différences entre nématodes a galles et nématokleste

Les especes des genisloidogyne(nématodes a galles) @lobodera(nématodes a kyste)
sont celles qui causent le plus de dégats aux gqdadé la famille des Solanacées et en
particulier a la pomme de terre. Ce sont des endspi@s sédentaires qui induisent la
formation de sites nourriciers complexes en maaiptula physiologie des racines des plantes
gu'ils attaguent. Néanmoins, les espéeces de cesgigmes sont caractérisées par un nombre

important de différences.
1.2.3.1 Gamme d'hétes, dégats et symptdmes

1.2.3.1.1 Nématodes a galled/eloidogynesp.)

by

Les espéces de nématodes a galles les plus fréqenmencontrées sur Solanacées sont
Meloidogyne incognitaM. arenaria et M. javanicaen zones méditerranéenne, tropicale ou
équatoriale, eM. hapla M. fallax et M. chitwoodien climat tempéré. Ces nématodes ont une
gamme d'hétes trés large, I'ensemble des espedgleldelogyne pouvant attaquer plus de

2000 especes vegeétales (Sasser 1980).
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Des facteurs de I'héte, communs a de nombreusésesspdoivent étre détournés par le
nématode pour induire et maintenir les cellulesnggsa Dans le méme temps, le nématode
doit éviter ou supprimer les mécanismes de résistde I'néte. AinsilV. incognitane détruit
que peu de cellules lors de sa migration interlztlel et minimiserait I'activation des

réactions de défense non spécifiques de I'nétediRain 1996).

Les galles induites par ces nématodes sur leses@ntravent la circulation de l'eau et des
minéraux dans la plante, entrainant des perteseddement. Les tubercules fortement
attagués ne sont pas commercialisables, car ikeptént des déformations ou des pustules

(Mugniéry 1996)M. fallax etM. chitwoodisont classés comme parasites de quarantaine.

1.2.3.1.2 Nématodes a kyst&loboderasp.)

Les espéeces du gentloboderaont une gamme d'héte limitée a quelques espécda de
famille des Solanacées (Mugniéry 1996). Deux espeattaquent la pomme de terre:
Globodera pallidaStone (1972)eB. rostochiensisVollenweber (1923).

G. pallida et G. rostochiensisprovoquent le méme type de dégats. lls pénétrans des
racines et induisent une réduction du systéeme aaeinlimitant ainsi I'absorption de I'eau et
des nutriments. Des symptémes similaires a ceuxit;ién cas de stress hydrique, de carence
minérale ou d’'excés de désherbant sont alors ofsesur la culture de pomme de terre
(Mugniéry 1996). Des baisses de rendement de @i ®o peuvent étre observées en cas de
fortes infestations (Greco et al. 1984, Greco 1282, Jimenez et al. 2000).

G. pallida et G. rostochiensigeconnaissent les plantes des especes hotessaebesuwdats
racinaires. Si des exsudats racinaires d'une pléiteesont déposés sur des racines de plantes
non-hétes, il est possible de faire pénétrer deénjiles J2 de nématodes a kyste dans ces
racines. Néanmoins, le syncytium dégénere rapidemete a une réaction nécrotique due a

I'activation des mécanismes de défense de la p{Bfdk et al. 1997).

La stimulation de I'éclosion des J2 de nématodegste et la reconnaissance comme plante
héte semble étre sous la dépendance de différemgpasés, présents dans les exsudats
racinaires. Ainsi, les racines d'aubergine stimiudsys faiblement I'éclosion des juvéniles des
pathotypes européens @e pallida mais si les juvéniles sont déposeés sur la radmepnt
induire un syncytium et se développer normalemebt Mugniéry, communication

personnelle).
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Figure 1.4: Cycle de développement des nématolgste.



Ces nématodes sont surtout dommageables dangjiess@ climat tempéré. En condition de
forte infestation, le rendement peut étre inféri@ua quantité de tubercules plantés (Oerke et
al. 1994). Les larves en diapause, protégéesgrareloppe du kyste, peuvent rester viables
15 a 20 ans dans le sol dans les conditions clijmesi tempérées d'un pays comme la Grande
Bretagne (Mugniéry 1996, Stone et al. 1973). Patregle potentiel infectieux du sol décroit
de plus de 95 % en une année de culture sur unéept@n-hdte en conditions climatiques
chaudes telles que dans le sud du Maroc (Schl9E8)1G. pallida et G. rostochiensisont
classés comme parasites de quarantaine dans ktpligs pays européens et en Amérique du

nord, ce qui permet de limiter les dégats causésgsparasites.

1.2.3.2 Cycle de développement

Les nématodes a galles et a kyste sont des enddparaedentaires. Ills passent par 4 stades

juvéniles et un stade adulte. La premiére muewadans I'ceuf.

1.2.3.2.1 Nématodes a kyst&loboderasp.)

Le cycle de développement des nématodes a kystkues® sur la figure 1.4. Les juvéniles
de deuxieme stade (J2) de nématodes a kyste pénpérela zone d'élongation racinaire et
progressent ensuite directement vers le cylindrgralk détruisant les cellules corticales
situées sur leur passage grace a leur stylet et $&arétions glandulaires. Arrivés a proximité
de I'endoderme, ils testent, avec leur styletcélsiles qui les entourent avant de choisir celle
qui servira de point de départ a l'induction de siburricier (Rice et al. 1985). Les criteres
qui déterminent ce choix ne sont pas encore corlreistylet perce la paroi de la cellule
choisie et s'enfonce de quelques microns sans atAmeembrane plasmique. Une sécrétion
fluide, provenant des glandes cesophagiennes oandglides est projetée a l'intérieur de la
cellule induisant d'importants changements celleaiLes parois latérales s'épaississent alors
que la paroi distale s'amincit. Des plasmodesmdsreeent entre cette cellule et les cellules
adjacentes, situées a l'opposé du stylet du néma@elles-ci se modifient également et la
lyse des parois situées entre ces cellules entreEinéormation d'une cellule géante
multinucléée, a cytoplasme dense, appelé syncytillaxpansion du syncytium est
principalement longitudinale et se poursuit jusgumatrieme stade larvaire (Smant et al.
1998). Il peut étre constitué de plus de 200 cdlidlsionnées (Gheysen and Fenoll 2002).
Les parois cellulaires adjacentes au xyleme s’éaisnt et s'invaginent probablement pour
augmenter l'efficacité du transport de solutés \lsseaux du xyléme vers le syncytium
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(Robertson 1996). Les nématodes se nourrissent ydaplasme du syncytium par

l'intermédiaire d'un tube alimentaire.

Les J2 subiront deux mues successives, donnanfugésiles J3 puis J4, avant de se
transformer lors d’'une derniere mue en adultes é&exles males filiformes redeviennent
mobiles. Les femelles restent en place et grosgigaequ’a faire éclater I'épiderme de la
racine. La copulation déclenche la ponte des oescyta fécondation et 'embryogenése ont
lieu dans les oviductes de la femelle, généraler@mandée par plusieurs males. A la fin de
I'embryogenese, la femelle meurt. Sa cuticule,gieh tanins, durcit et se transforme en kyste
protégeant ainsi 200 a 1200 ceufs. Une premiereanligal dans I'ceuf et les juvéniles J2 en
arrét de développement (diapause) peuvent restblegi jusqu’a vingt ans dans I'enveloppe
protectrice du kyste (Thiery 1996). La diapausesera levée que sous l'action du froid et des
exsudats racinaires d'une autre culture de pomnterde On n'‘observe qu'une génération par
an chezG. pallidaet une a deux générations par an caemstochiensipour qui la diapause
est moins longue (Mugniéry 1996).

Le déterminisme du sexe des nématodes a kysteoastla dépendance des conditions
environnementales (Grundler et al. 1991, Mugniény Bayet 1981, 1984) et la reproduction
est strictement amphymictique (reproduction sexaldgatoire). Les nématodes sont sexués
a partir du stade larvaire J3 et le ratio méale famelle est fonction des conditions
d'alimentation des juvéniles J2. En conditions fabtes, il y a développement d'un plus
grand nombre de femelles. En conditions défavosafdempétition intra ou interspécifique
trop importante, mauvais état physiologique deldmte attaquée, présence de certains genes
de résistance), un plus grand nombre de malesvetog@ent (Mugniéry 1996).

1.2.3.2.2 Nématodes a galledieloidogynesp.)

Les juvéniles infestants (J2) de nématodes a gpkeetrent dans les racines par la zone
d'élongation. lls migrent vers l'apex de la racemre les cellules corticales et sous-
épidermiques, séparant les cellules au niveau tierialle moyenne. Des qu'ils atteignent la
zone de différentiation de I'endoderme, ils remoihjesqu'au cylindre vasculaire ou ils
induisent la formation de quatre a sept cellulesntgs qui leur serviront de site nourricier
(Wyss et al. 1992). Les cellules géantes, reliége @lles par des plasmodesmes, entourent la
téte du nématode qui va se nourrir alternativendants chacune d'entre elles. Ces cellules

géantes sont multinucléées et résultent d'une ssicted'endomitoses sans cytokinese. Les
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cellules végeétales situées autour des cellulestggar divisent et forment les galles (Sijmons
et al. 1994).

Les J2, sédentarisés au niveau de leur site n@rrrgubiront trois mues successives avant de
devenir adultes. La majorité des especes de népmtad galles se reproduisent par
parthénogenése mais en conditions défavorablesin®ijuvéniles se développent en males.
Les femelles pondent leurs ceufs a I'extérieur dadme dans une masse gélatineuse gu'elles
sécrétent grace a leurs glandes uro-génitales &hewnd Fenoll 2002). Les juveéniles
éclosent immédiatement pour aller infester de nibesv@acines. Deux a trois cycles par an

peuvent avoir lieu en France contre une dizaineose tropicale (Mugniéry 1996).

1.3 Génes impligués dans l'interaction plante-nématetiegsistance

aux nématodes endoparasites chez les Solanacées

Des revues récentes ont été publiées sur |'étuslgatees impliqués dans l'interaction plante-
nématode (Davis et al. 2000, Gheysen and FenoR,2Ddsmer et al. 2003, Williamson and
Gleason 2003).

Des études d'expression ont été réalisées au nideaacines de plantes (infectées et/ou non
infectées), en particulier au niveau des sitesnmers induits par le nématode, afin de mettre
en évidence les génes dont I'expression est infieerpar celui-ci (Lambert et al. 1999,
Vaghchhipawala et al. 2001, Wang et al. 2003).

Peu de temps aprés l'infection d'une plante parndesatodes, des genes de défense non
spécifiques sont activés, dans l'interaction coibfgatomme dans l'interaction incompatible,
avec cependant des différences de niveau d'expressides décalages dans le temps aprés
infection (Williamson and Hussey 1996). Néanmoides promoteurs de génes induits
habituellement par des pathogenes sont inactivas B sites nourriciers des nématodes,
suggérant une suppression active des réactionéfdasg de la plante. Cette suppression des
réactions de défenses, alliée a une batterie obguakants endogénes, permettent au nématode
d'effectuer sa migration dans la racine jusqu'assiennourricier et de maintenir l'intégrité de
celui-ci tout au long de son développement (Gheyaeth Fenoll 2002, Williamson and
Gleason 2003).

Il semblerait que I'établissement d'un site noigricommence par une stimulation hormonale
du cycle cellulaire et des modifications des paceitulaires. L'application d'auxine exogene

sur des tissus de plantes entraine des réactiansmgones avec ce qu'on observe lors de
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I'induction du site nourricier par les nématodetd@en and Fenoll 2002). Plusieurs génes
régulées par l'auxine et |'éthylene sont surex@ideins les sites nourriciers (Goverse et al.
2000b, Wubben et al. 2001). Les nématodes a kyste galles possedent des molécules
capables d'altérer les balances hormonales. Desselate mutases ont été identifiees chez
les nématodes a kyste et a galles (Bekal et aB,2D0yle and Lambert 2003). Cette enzyme
agit sur la voie de biosynthese des flavonoidesecates qui ont un rdle dans l'inhibition du

transport de I'auxine chez les plantes. Ce mécanmmmettrait d'augmenter la concentration
en auxine au voisinage du site nourricier et deraer I'établissement de celui-ci par les

nématodes (Gheysen and Fenoll 2002).

Parmi les événements communs observés lors delidajgm d'auxine et lors de

I'établissement d'un site nourricier, il y a ungvation et une modification du cycle cellulaire

(Gheysen and Fenoll 2002, Goverse et al. 2000a3. de I'induction des cellules géantes par
les nématodes a galles, il se produit une sucgesigianitoses sans cytokinese, alors que lors
de linduction du syncytium par les nématodes dekysn assiste a des endoréduplications
correspondant a une succession de phases S sase rajiparente (Gheysen and Fenoll
2002). L'application d'inhibiteurs du cycle celiokaentrainent un arrét du développement des
cellules nourricieres (De Almeida Engler et al. 999 a présence de protéines ayant des
activités kinase/phosphatase a été démontrée eleazéimatodes a kyste. Ces protéines du
nématode pourraient egalement agir directementdssr régulateurs du cycle cellulaire

indépendamment des mécanismes hormonaux (Gheyddreanll 2002).

Les phytohormones sont également des régulateugemes codant pour des expansines et
des enzymes hydrolytigues. D§s1,4 endoglucanases (Goellner et al. 2001), pectine
acétylesterases (Vercauteren et al. 2002), polggatznases (Mahalingam et al. 1999) et
expansines (Gheysen and Fenoll 2002) de I'hdte sopkprimées dans les sites nourriciers
des nématodes a kyste et a galles. Les nématodssdemt €galement un arsenal d'enzymes
codant pour des fonctions similaireB-1,4 endoglucanase (Rosso et al. 1999, Smant et al.
1998), pectate lyase (Popeijus et al. 2000), eygadhcturonase (Jaubert et al. 2002). Une
expansine, protéine qui n'avait jusqu'a présentététe que chez les plantes, a également été
trouvée chezs. rostochiensigQin et al. 2004). Ces enzymes sont sécrétéesparhatode

au cours de sa migration vers le cylindre centnalis ne semblent pas servir a I'établissement

du site nourricier (Goellner et al. 2000).

Des génes du métabolisme général et des facteurargeription sont surexprimés dans les

sites nourriciers (Vaghchhipawala et al. 2001, Wateren et al. 2001). La surexpression de
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tels génes concorde avec l'intense activité métpimlobservée dans les sites nourriciers et
leur fonction de puits métaboliques.

Certains genes, surexprimeés dans les nodules detesgllors de l'induction de symbioses par
les bactéries endosymbiotiques, le sont égalemamd ks cellules géantes des nématodes a
galles (Koltai et al. 2001). Néanmoins, seule wiklé proportion de génes surexprimés dans
les nodules le sont également dans les cellulagggéavery et al. 2002).

C'est avec des endoglucanases et des chorismaeaniiactériennes que les endoglucanases
et chorismate mutases des nématodes a galles yté khontrent la plus forte similarité.
D'autres genes de nématodes phytoparasites moéagaleiment de fortes similarités avec des
géenes bactériens. Ces observations suggérent sibhitss d'acquisition par les nématodes de

genes microbiens par transfert horizontal (Davial.€2000).

1.4 La résistance aux nématodes endoparasites chBnllsacées

1.4.1 Etapes du cycle du nématode sur lesquelles pewagnties genes de

résistance

La résistance d'une plante aux nématodes a étdiedétimme l'aptitude de la plante hote a
réduire ou a prévenir la reproduction du nématddedgill 1991). Potentiellement, les génes
de résistance de I'hdte peuvent avoir une actionosiies les étapes clés du cycle infectieux
du nématode. Des différences importantes entren@@satodes a kyste et a galles se

manifestent sur les premiéres phases du cycle.

1.4.1.1 Lors de I'éclosion

Contrairement aux nématodes a gallglpidogynesp.), les juvéniles J2 de nématodes a
kyste Globoderasp.) ont besoin d'une stimulation par les exsudatsaires de la plante
héte pour éclore du kyste. Arntzen et al. (1993) montré que les exsudats racinaires de
différents génotypes de pomme de terre peuvenukdinde facon différente I'éclosion des
juvéniles deG. pallida: cette éclosion peut étre retardée et le pouagentinal de juvéniles

éclos étre plus faible chez certaines variétésglarnent résistantes.

1.4.1.2 Lors de la pénétration et de la migration du nématde dans la racine

Les génes de résistance aux nématodes a kystésdasgu'a présent chez les Solanacées ne
s'opposent pas a la pénétration et a la migratiomédnatode.
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La résistance aux nématodes a galles peut s'exptigge tot lors de la pénétration et des
premiéres étapes de migration dans la racine. @ests de la résistance conférée par les
genesMh de S. sparsipilumet Me3 du piment face aux espéces tropicalesviddoidogyne
(Berthou et al. 2003b, Bleve-Zacheo et al. 1998)udssi et al. (2004) ont montré qu'un
mécanisme de résistance induite, inhibant la pététr de M. fallax dans les racines de
S. sparsipilumse mettait en place aprés une premiére infeptiorce nématode.

1.4.1.3 Lors de l'induction du site nourricier

Chez la pomme de terre, I'expression de la résistaonférée par le gemtl, conférant la
résistance &. rostochiensi®t originaire deS. tuberosunssp.andigena est détectée dans la
cellule nourriciére initiale deux jours aprés tiaiion du syncytium et se poursuit par une
nécrose des cellules environnantes, empéchant netidanement du syncytium comme
cellule de transfert (Mugniery and Balandras 19B&e et al. 1985). Le méme type de
réaction est observée chez les tomates possédgenéHero, qui confére la résistance a
G. rostochiensigErnst et al. 2002). Dans le cas de la résistaotggénique &. pallida et

G. rostochiensi®riginaire deSolanum verneiet de la résistanceG pallida conférée par le
geneGpa2 de S. tuberosunssp.andigena le développement du syncytium est freiné sans
gu'on observe de réactions de nécrose autour déotelSuite aux mauvaises conditions
d’alimentation dues a un syncytium atrophié, lapplt des nématodes se développent en
males, ce qui réduit le taux de multiplication deparasite (Bakker 2003, Rice et al. 1987).

La résistance aux nématodes a galles conférée g@nkeMi de la tomate ne se met en place
que lorsque le nématode a atteint son site noerricil s'agit d'une résistance par

hypersensibilité caractérisée par la présence tlalese nécrosées autour de la téte du
nématode. Cette nécrose intervient avant que lelagwement d'une cellule géante ne soit
visible (Paulson and Webster 1972). Ce timing emntede de migration extracellulaire des

nématodes a galles semblent indiquer que la péioétrdu stylet du nématode dans la

premiére cellule nourriciere est un préalable anlae en place de la réaction de défense.
Toutefois, des réactions de résistance précocek iacognita ont été observées des la

migration de ce nématode dans des racines de termpassédant le gemd (P. Castagnone-

Sereno et D. Mugniéry, communication personnelle).

1.4.1.4 Lors du développement larvaire et de la différentiion sexuelle

La différentiation sexuelle des nématodes a kyktet &trictement épigénétique, I'expression

de la résistance se manifeste frequemment par nuegsion du sexe-ratio habituellement
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observé sur plantes sensibles. En conditions falesaplus de 90 % des juvéniles évoluent
en femelles adultes. Lorsqu'une résistance se es@if par une perturbation du
développement des syncytia, et donc par une mainsebalimentation des nématodes, ceux-
ci restent blogués a un stade larvaire ou évolpggférentiellement en males (Mugniéry and
Fayet 1981, 1984, Rice et al. 1985, Rice et al7198

1.4.2 Les sources de résistance aux nématodes chezldam&ees

1.4.2.1 Chez la tomate

1.4.2.1.1 Résistance aux nématodes a galMslpidogynesp.)

Actuellement, toutes les variétés de tomates edgiss aux nématodes a galles possedent le
geneMi-1 qui confere la résistanceMh incognitg M. javanica etM. arenaria(Ammiraju et

al. 2003, Williamson 1998). Ce geéne a été intraggatans I'espede esculentuna partir de

L. peruvianumau début des années 1940. Ces deux espéces senttogs difficilement et
I'nybride qui est a l'origine de cette introgreasaoété obtenu par sauvetage d'embryon (Smith
1944).

Des variétés de tomate posseddiil ont eté déployées a grande échelle depuis plu®de 2
ans et des populations déeloidogynecontournantMi-1 ont été isolées sur ces variétés
(Castagnone-Sereno et al. 1996). De plus, la afsistconférée pavli-1 n'est pas efficace
au-dessus de 28°C (Dropkin 1969). De nouvellescesude résistance ont été recherchées
dans les banques de genes du gemoopersicon La plupart des accessions résistantes ont
été trouvées au sein du compldxeperuvianum(Ammati et al. 1985, Veremis et al. 1999,
Veremis and Roberts 1996a, 1996¢, 1996b, 2000, Magtet al. 1995). Neuf génes majeurs
de résistance (d#li-1a Mi-9) a une ou plusieurs especesMeloidogyne stables ou non a
haute température, ont été décrits (Williamson 19@®&rtains de ces genes sont en cours
d'introgression dans le génomeldeesculentungrace a l'utilisation de sauvetage d'embryon
in vitro, ou par croisement avec des especes pont (Amnatali 2003).

1.4.2.1.2 Résistance aux nématodes a kySieljoderasp.)

L'importance économique des dégats causés paemeatades a kyste sur la tomate est bien
moindre que celle des dégats causés par les némsadodalles. C'est pourquoi la résistance
aux nématodes a kyste a été moins étudiée chezasgtéce (Ganal et al. 1995). Néanmoins,

des accessions des especes apparentées a la thnmtepinellifolium et L. peruvianum
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présentent de bons niveaux de résistance (Elli8)1%6n gene majeutero, conférant la
résistance a tous les pathotypes@leaostochiensisa été introgressé dans l'espéce cultivée

L. esculentum

1.4.2.2 Chez le piment

Des recherches de résistances aux nématodes a gatlété entreprises au sein du genre
Capsicum Des accessions résistantes ont été trouvées@hamamuum(Hendy et al. 1983,
1985),C. chacoense, C. chinens,C. frutescengdi Vito et al. 1992a, di Vito et al. 1993).
Les genes originaires deé. annuumont été utilisés dans les programmes de séledtien.
spectre d’action et la durabilité de ces génes sariibles.Me-1 et Me-3 conférent la
résistance aux 3 especes tropiciesncognita, M. javanicaet M. arenarig Me-1 étant plus
difficile & contourner qué/e-3 (Castagnone-Sereno 2002, Castagnone-Sereno ¥194).

D’autres genes conférant la résistandé. @hitwoodiisont en cours de caractérisation.

Le piment n'est pas une plante héte des nématdkiestea

1.4.2.3 Chez l'aubergine

Aucune source de résistance aux nématodes a gallésé trouvée dans I'espece cultivée en
EuropeSolanum melongen@&assuliotis 1973). Des accessions résistantedtémécouvertes
au sein des especes apparengessymbriifolium, S. torvunetS. warscewiczi{Daunay and
Dalmasso 1985, di Vito et al. 1992b).

Les nématodes a kyste ne sont pas considérés cdesnmarasites importants de l'aubergine.
En effet, les exsudats racinaires d'aubergine meulent que faiblement I'éclosion des
juvéniles de nématodes a kyste et certaines papusaturopéennes daoboderaont perdu
I'aptitude a infecter l'aubergine (Roberts and &tb881). Aucune résistance n'a été trouvée
dans les especes d'aubergines originaires dedfanmonde. En revanche, Roberts and Stone
(1983) en ont trouveé dans les esp&servumet S. viarumprovenant d’Amérique latine d'ou

sont originaires les nématodes a kyste.

1.4.2.4 Chez la pomme de terre

Aucune résistance aux nématodes n'a été trouvéseiaude l'espécé. tuberosum ssp.
tuberosumEn revanche, de nombreuses especes apparentéedssstantes aux nématodes a

kyste ou a galles.
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1.4.2.4.1 Résistance aux nématodes a galMslpidogynesp.)

Des résistances a différentes espéces de némataddies ont été trouvées dans des espéces
apparentées 8. tuberosun{Berthou et al. 2003a, Brodie and Plaisted 197®wa et al.
1989, 1991, Janssen et al. 1996, Jatala and Row& K®uassi et al. 2004). Des facteurs
génétigues de résistance originairesSddulbocastanuniBrown et al. 1995)S. hougasii
(Brown et al. 1999), e8. sparsipilum(Berthou et al. 2003a, Kouassi et al. 2004) ost ét

introgressés dans le génomeSid¢uberosum

1.4.2.4.2 Résistance aux nématodes a kySieljoderasp.)

Des facteurs génétiques de résistance aux nématbdkgste provenant des especes
S. tuberosum ssp.andigeatS. verneiont été incorporés depuis plusieurs décennies ldans
programmes de sélection (Ross 1986, Rousselle-Boigrgand Mugniéry 1995) et sont
actuellement présents dans des variétés commex.ci@llest le cas en particulier du getie
originaire deS. tuberosum ssp.andigeri confére la résistance aux pathotypes Rolodt R
de G. rostochiensigEllenby 1954). Ce géne est présent dans la eatMaris Piper" inscrite

au catalogue anglais en 1967.

La résistance conférée par le gétie ne couvre pas tous les pathotype$sdeostochiensis

et la résistance &. pallida originaire deS. verneiest polygénique et donc difficile a
introduire dans une variété. C'est pourquoi defuétians pour la résistance aux nématodes a
kyste ont été réalisées sur des accessions del@lli60 especes apparentées a la pomme de
terre (Castelli et al. 2003, Dellaert and Hoeksi®87, Rousselle-Bourgeois and Mugniéry
1995, Ruiz De Galarreta et al. 1998, Turner 19B6% espéces les plus fréqguemment citées
comme sources de résistance s8ntuberosum ssp.andigen&, vernei, S. gourlayiget

S. spegazzinpour G. rostochiensisgt S. vernei, S. gourlayi, S. spegazzieiiS. sparsipilum
pour G. pallida (Dellaert and Hoekstra 1987, Rousselle-Bourgeaoid ®ugniéry 1995,
Turner 1989). Castelli et al. (2003) trouvent unepprtion identique d'accessions résistantes
a G. pallida quel que soit l'origine géographique (nord ou sledl'Amérique latine) des
especes apparentées a la pomme de terre qu'ilesté@és. Inversement, les accessions issues
d'espéces originaires du sud de la Bolivie sorg ffkquemment résistante&arostochiensis

que celles collectées plus au nord. Les auteurdbwsht cette distribution géographique
différente entre les accessionsGapallida et aG. rostochiensisa la coévolution entre les
especes de pomme de terre et les especes de nématkgste. En effeG. rostochiensigst
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Figure 1.5: Carte fonctionnelle de la pomme deet@mur la résistance aux bioagresseurs (d'apreba@#bet Valkonen (2001) ;
APOPHYS Potato Resistance Matp://www.dpw.wau.nl/pv/projects/apophysles 12 groupes de liaison correspondent aux 12
chromosomes de la pomme de terre orientés selog Bioal. (2000). Les marqueurs RFLP sont indiquepetites lettres a gauche
des chromosomes. Les génes de résistance de poentagal (en lettres pleines) et de tomate, tabguirnent (en lettres creuses, a
I'exception dePhy-P§ Mi-5, Mi-9; Me-1aMe-7, pot-1etpvr2) sont indiqués a leur position approximative fgoport aux marqueurs
RFLP. En vert : génes de résistance aux champigetamsmycetes. En rouge : génes de résistanceématades et aux pucerons. En
bleu : génes de résistances aux virus. Les QTLésistance &hytophthora infestanst aErwina carotovorasspatrosepticasont
représentés respectivement par des rectanglesetefitdets. Les homologues de génes de résistéomes St et RGL) ou de génes de
défense (locus Nt) sont indiqués a droite des chsmmes.




plus frequemment rencontré au sud du continents gjoeG. pallida est distribué dans toute

I’Amérique latine.

1.4.3 Hérédité et cartographie des facteurs génétiquesrédestance aux

nématodes chez la tomate et le piment

Les genes décrits dans ce chapitre sont représsaotéfa figure 1.5 et décrits dans le
tableau 1.1.

1.4.3.1 Facteurs génétiques de résistance aux nématodes zhetomate

Neuf génes majeurs de resistanceMid.a Mi-9) a une ou plusieurs especedvigoidogyne
stables ou non a haute température, ont été capoigs ou ont fait I'objet de tests
d'indépendancevii-1 et Mi-9 ont été cartographiés sur le chromosome 6 (Ammieajal.
2003, Messeguer et al. 1991) Mit3 sur le chromosome 12 (Yaghoobi et al. 1999)-5 est
lié aMi-3 (Veremis and Roberts 1996b)i-2 etMi-8 d’'une part, eMi-6 etMi-7 d’autre part,

sont liés entre eux et sont indépendantddé et deMi-3.

Le géne Hero conférant la résistance &. rostochiensisa été cartographié sur le
chromosome 4 de la tomate (Ganal et al. 1995)cetménent cloné (Ernst et al. 2002).

1.4.3.2 Facteurs génétiques de résistance aux nématodes zhepiment

Sept génes majeurs conférant la résistance a unplusieurs especes ddeloidogyne
(nématodes a galles) ont été localisés sur le gér®@. annuumMe-1 a Me-7). Tous sont
positionnés sur le chromosome P9 dans une pogitmmablement synténique avec les genes
Gpa2de la pomme de terre Bti-3 de la tomate (Djian-Caporalino et al. 2001 ; Aldta,

communication personnelle).
1.4.4 Hérédité et cartographie des facteurs génétiquesrédestance aux
nématodes chez la pomme de terre

Les génes décrits dans ce chapitre sont représsentéfa figure 1.5 et décrits dans le
tableau 1.1.

Un seul gene de résistance aux nématodes a gsliésidogynesp.) a été cartographié chez
la pomme de terre. Il s’agit du geRencl originaire deS. bulbocastanupqui confere la

résistance 8. chitwoodi, et M. fallaXRouppe van der Voort et al. 1999b).
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Tableau n°1.1 : Genes et QTL de résistance auxtoéies cartographiés chez les Solanacées. Leseshiffmains correspondent aux chromosomes de

la pomme de terre. T4, T6 et T12 correspondentchumosomes 4, 6 et 12 de la tomate. P9 correspootdromosome 9 du piment.

Chromosome Nom du géne Espéce d'origine Caractéristiques Référ  ences Bibliographiques Espéce et pathotype
Il Grol.4 QTL S. spegazzinii QTL mineur Kreike et al., 1996 G. rostochiensis Rol
v Gpa4d S.andigena CPC1673 QTL a effet fort Bradshaw et al., 1998 G. pallida Pa2/3
Lycopersicon : ) Ganal et al., 1995 Tous les pathotypes de
T4 Hero pimpinellifolium LZ-NBS-LRR Ernst et al., 2002 G. rostochiensis
Gpa S. spegazzinii QTL a effet fort Kreike et al., 1994 G. pallida Pa2 et Pa3
. N Rouppe van der Voort et al., 2000 .
Gpab S. vernei QTL a effet fort Bryan et al., 2002 G. pallida Pa2 et Pa3
N G. rostochiensis Ro1, Ro5,
\% Grpl Solanum sp. QTL a effet fort Rouppe van der Voort et al., 1998 et G. pallida Pa2 et Pa3
. N . Gebhardt et al., 1993 ; Pineda et al., L
H1 S.andigena CPC1673 Géne majeur 1993 : Niewohner et al., 1995 G. rostochiensis Rol et Ro4
GroV1l S. vernei Geéne majeur Jacobs et al., 1996 G. rostochiensis Rol et Ro4
. . Geéne majeur . M. incognita, M. javanica, M. arenaria
T6 Mi-1 L. peruvianum L7-NBS-LRR Milligan et al., 1998 + Macrosiphon + Bemisia
T6 Mi-9 L. peruvianum Geéne majeur Ammiraju et al. 2003 M. incognita, M. javanica, M. arenaria
- Gene majeur Barone et al., 1990 L
VIl Grol S. spegazzinii TIR-NBS-LRR Paal et al., 2004 G. rostochiensis Rol
. . Rouppe van der Voort et al., 2000 .
IX Gpab S. vernei QTL mineur Bryan et al., 2002 G. pallida Pa3
X Grol.2 QTL S. spegazzinii QTL mineur Kreike et al., 1993 G. rostochiensis Rol
Xl Grol.3 QTL S. spegazzinii QTL mineur Kreike et al., 1993 G. rostochiensis Rol
- N Wolters et al., 1999 .
Xl Gpa3 S. tarijense QTL a effet fort Ritter, comm. pers. G. pallida large spectre
Xl Rmcl S. bulbocastanum Geéne majeur Rouppe van der Voort et al., 1999 M. chitwoodi, et M. fallax
X Gpa2 S. andigena Geéne majeur Rouppe van der Voort et al., 1997b G. pallida Pa2
b ' 9 LZ-NBS-LRR Van der Vossen et al., 2000 population D383 et D372
. . . N . Yaghoobi et al. 1995 . . . . .
T12 Mi-3 et Mi-5 L. peruvianum Génes majeurs Veremis and Roberts 1996 M. incognita, M. javanica, M. arenaria
P9 synténie
avec VIl ou Mel et Me3 Capsicum annuum Génes majeurs - Hendy e:_al., 198|5 M. incognita, M. javanica, M. arenaria
Xl Djian-Caporalino et al. 2001
P9 synténie
avec VIl ou Me4 Capsicum annuum Génes majeurs

Xl

Djian-Caporalino et al. 2001

M. arenaria




1.4.4.1 Classifications des nématodes a kyst&lpobodera sp.) en pathotypes

Si la différentiation de5. pallida et G. rostochiensigen deux especes semble bien établie, il
n'‘en va pas de méme pour distinguer différentesilptpns au sein de chaque espéce. Kbrt
al. (1977) ont tenté d'établir une classification depulations européennes de chacune de ces
especes en pathotypes, en fonction de leur conmpentiesur une gamme d'hétes différentiels.
lIs ont distingué 5 pathotypes de. rostochiensis(Rol a Ro05) et trois pathotypes de
G. pallida (Pal a Pa3). Toutefois, le concept de pathotyppase que I'on connaisse les
genes impliqués dans la résistance chez tous les ifférentiels, que la résistance soit
monogénique, et que tous les individus apparteaanh méme pathotype aient tous les
mémes genes de virulence. Ces conditions n'étantepaplies ou étant difficiles a vérifier, le
schéma proposeé par les auteurs reste tres impk@siseules interactions clairement définies
concernent les genétl etH2 (tableau 1.2). Le gertdl originaire du clone d8&. tuberosum
subsp.andigenaCPC1673 (CPC : Commonwealth Potato Collectipeymet de différencier
les pathotypes Rol et Ro4 avirulents, des pathstiRo2, Ro3, et Ro5 virulents. De la méme
facon, les populations d8. pallida qui ne se développent pas sur les plantes podskxdan
geneH2, originaire d'un clone d8. multidissectuprsont identifiees comme faisant partie du

pathotype Pal (Mugniéry et al. 1989).

1.4.4.2 Cartographie de facteurs génétiques de résistancenanématodes a kyste

A ce jour, 12 génes et QTL de résistance aux nafeata kyste ont été cartographiés sur le

génome de la pomme de terre (figure 1.5).

1.4.4.2.1 Cartographie de facteurs génétiques de résistanGe rastochiensis

Un gene de résistance dominant nomitiea été identifié chez le clone & tuberosum
subspandigenaCPC1673. Ce géne, qui induit une résistance totalre les pathotypes Rol
et Ro4 deG. rostochiensisa été cartographié sur le bras long du chromosoifigebhardt et

al. 1993, Pineda et al. 1993). Il est présent deglus de 30 ans dans des variétés
commerciales et n'a pas été contourné au Royaumetiseuls les pathotypes Rol et Ro4 de
G. rostochiensisont présents.

Sur le méme bras chromosomique mais en positios gilstale, a été cartographBroVl,
originaire deS. vernei(Jacobs et al. 1996). Ce gene dominant induitréeistance partielle

aux pathotypes Rol et Ro4. Les individus possétagene permettent le développement de
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Tableau 1.2 : Distinction des pathotypesGigoallida et G. rostochiensis sur des clones

possédant des résistances conférées par des gajeesaid'apres Kort et.all977).

Espece d'origine

Gene de résistan

Ce

réaction inatiiohg

(résistance)

réaction compatible

(sensibilité)

S tuberosum subsp. H1l G. rostochiensis G. rostochiensis
andigena Rol/4 Ro2/3/5
S multidissectum H2 G. pallida G. pallida
Pal Pa2/3




0 a 30 kystes par plante, alors que plus de 10€e&ysar plante sont observés sur les

individus sensibles.

Toujours sur le chromosome V, mais cette fois-cilgwtre bras, un QTL de résistance a
G. rostochiensis été cartographié (Rouppe van der Voort et &181Le QTL, appel&rpl,
confére également une résistance partie(® pallida Le clone tétraploide duquel est issu le
parent résistant utilisé par les auteurs, a danspsaligree de nombreux clones d'espéces
sauvages, en particulier trois clones Slevernei un clone deS. oplocenseet le clone de

S. tuberosumnsubspandigenaCPC1673.

Barone et al. (1990) ont localisé un géne majeurédesstance, nomm@érol, provenant de
S. spegazzinsur le chromosome VIl de la pomme de terre. Des @ késistance provenant
de cette méme espéece ont également été cartoggaglrides chromosomes 11G(01.4), X
(Grol.2), et XI (Grol.3 (Kreike et al. 1993, Kreike et al. 1996).

1.4.4.2.2 Cartographie de facteurs génétiques de résistanGe allida

Le clone deS. spegazzinirésistant aG. rostochiensis utilisé par Kreike et al. (1993),
présentait également une résistanc6.allida (Kreike et al. 1994). Toutefois les QTL
impliqués dans ces deux résistances sont différdms auteurs ont localisé sur le
chromosome V un QTL (nomm&pa expliguant environ la moitié de la résistance a
G. pallida Deux QTL a effet plus faible ont été positionsésles chromosomes IV et VII.

Le QTL Grpl est également actif contéz pallida. Rouppe van der Voort et al. (1998) I'ont

cartographié sur le chromosome V, dans la méme cdmmenosomique quépa

Au moins deux QTL expliquent la résistance origieale S. vernei Le QTL a effet fort,
nommeéGpah est localisé sur le bras court du chromosome né da méme région quepa
etGrpl Le QTL a effet faibleGpaf est localisé sur le bras long du chromosome 1X/4B
et al. 2002, Rouppe van der Voort et al. 2000).

Rouppe van der Voort et al. (1997a) ont cartoge&pim gene majeur de résistance a
G. pallida sur le chromosome Xll. Toutefois ce géne, non®p&2 n'est actif que contre 2
populations de nématodes. Ce géne provient du neéme deS. tuberosunsubspandigena
(CPC 1673) que le genl, cité au paragraphe précédent. Il est égalemssiquiement lié a
Rx (Rouppe van der Voort et al. 1999a), géne detedgie au virus X de la pomme de terre
(Bendahmane et al. 1997, Ritter et al. 199Gpa2 a été introduit fortuitement dans des

variétés commerciales suite a la sélection potgdestance au virus X.
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Un QTL a effet fort, originaire des. tarijense a été cartographié sur le bras court du
chromosome XI. Ce QTL, nomn@pa3est efficace contre un grand nombre de populations
deG. pallida(Wolters et al. 1999 ; E. Ritter, communicatiomso@nelle).

Un clone de l'espec8. tuberosunsubsp.andigenaest a l'origine du QTL de résistance a

G. pallidacartographié par Bradshaw et al. (1998) le chromosome V.

1.5 Répartition des facteurs de résistance sur le génales

Solanacées

Des genes ou QTL de résistance a différents biesagoes ont été cartographiés sur tous les
chromosomes de la pomme de terre, de la tomade, @ment (Gebhardt and Valkonen 2001,

Grube et al. 2000, Lefebvre 2004). Néanmoins, ezseg et QTL ne se répartissent pas de
maniére homogene sur le génome, mais se regrodp@st des points chauds ou clusters.
Chez la pomme de terre, les principaux clustermpusés d'au moins 3 génes ou QTL) sont
situés sur les chromosomes 1V, V, IX, Xl et Xl (@wardt and Valkonen 2001). La présence
de familles de genes de résistance, fortement apfgar et organisés en tandems, explique la
répartition biaisées de ces genes (Hamalainen é088B, Paal et al. 2004, Song et al. 2003,
Van der Vossen et al. 2000).

Certains clusters de genes de résistance compteteeigenes impliqués dans la résistance a
un méme bioagresseur ou a une méme famille de fess@Eurs chez plusieurs espéeces de
Solanacées. C'est le cas du chromosome situé sorate court du chromosome IV de la
pomme de terre ou ont été cartographiés plusietlitsd@ résistance B. infestangLeonards-
Schippers et al. 1994, Oberhagemann et al. 1999po&ition synténique chez le piment, ont
éte cartographiés plusieurs QTL de résistanée @apsici(Thabuis et al. 2003). Le géne
récessif de résistanqeot-1 a été cartographié sur le bras court du chromosbénée la
tomate, en position synténique avec le gavr@ du piment (Parrella et al. 2002). Ces 2 genes
codent pour la méme fonction et conferent la résist au PVY (Ruffel et al. 2002).

La localisation des génes et QTL de résistancdesgénome de la pomme de terre ou en

position synténique chez la tomate et le pimentegssenté sur la figure 1.5.
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1.6 Structure des genes de résistance aux nématodes Gae jour

A ce jour, 5 génes de résistance aux nématodest®wctonés Hs1P°* chez la betterave (Cai
et al. 1997)Mi-1 (Milligan et al. 1998) eHero (Ernst et al. 2002) chez la tomate Ggia2
(Van der Vossen et al. 2000)@tol (Paal et al. 2004) chez la pomme de terre.

Mi-1 confere la résistance a trois espéces de némaiaghakes (1. incognitg M. javanica et

M. arenarig), a une espéce de puceidacrosiphum euphorbiagRossi et al. 1998, Vos et al.
1998), et une espéce d'aleurddemisia tabaciNombela et al. 2003Hs1"* confére la
résistance aHeterodera schachtiiHero confere la résistance a tous les pathotypes de
G. rostochiensisalors quesrol confére la résistance uniquement au pathotypesdeaktte

especeGpa2confere la résistance a quelques populations thopyae Pa2/3 d&. pallida

Gpa2 Grol, Hero etMi-1 codent des protéines de type NBS-LRR (Jones 2p0$iédant un
domaine d'accrochage de nucléotides (NucleotiddiBinSite, NBS), et un domaine riche en
répétions de leucines (Leucine-Rich Repeats, LRRE protéinesGpa2 Hero et Mi-1
présentent également un domaine coiled coil (C@sdaur partie N-terminale. Ces trois
génes appartiennent donc a la famille de génefslstance CC-NBS-LRR. La partie N-
terminale de la protéine codée @&nol présente une homologie avec les récepteurs Tddl de
drosophile et Interleukin-1 de 'homme, classangémeGrol dans la famille de genes de
résistance TIR-NBS-LRR.

Hs1”™? code pour une protéine composée d’'un domaine LRRallulaire, d’'un domaine

transmembranaire, et d’'un court domaine cytoplasenan position C-terminal.

Le produit des genes de type NBS-LRR est suppos#& awme localisation cytoplasmique

(Dangl and Jones 2001, Jones 2001), bien qu’iet@tdémontré qu’une protéine de cette
famille était associé a la membrane plasmique (Bagteal. 1998). Cela implique que le
produit du géne d'avirulence du nématode doit péndétans le cytoplasme de la cellule
(Nimchuk et al. 2001).

Le domaine NBS est impliqué dans la transductiosidoal. Ainsi, il a été démontré que les
domaines NBS des gemdi-1 et I-2 de la tomate étaient capables de se lier et deadég
'ATP, apportant de nouveaux arguments a I'hypathds l'implication du domaine NBS

dans la transduction du signal (Tameling et al2200

Le domaine LRR est impliqué dans la spécificitérdeonnaissance du pathogéne. Cette

spécificité peut également étre conférée par leaitoenTIR (Ellis et al. 1999). L'interaction
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directe entre le domaine LRR du géne de résist@itze du riz et le produit du géne
d’avirulence deMagnaporthe grisegAvr-Pita) sur un modeéle récepteur-ligan a été démontrée
(Jia et al. 2000).

Néanmoins, dans la plupart des cas, une telleactien directe entre gene de résistance et
géne d'avirulence n'a pu étre mise en évidence.pls, des genes de résistance trés
similaires, voire le méme geéne, peuvent conféreréistance a des bioagresseurs tres
différents, n'ayant probablement pas les mémessg#aeirulence : nématode et virus dans le
cas des gendspa2etRx (Van der Vossen et al. 2000), et nématode et ieseans le cas du
géeneMi-1 (Rossi et al. 1998, Vos et al. 1998). Il a égalem®é montré dans plusieurs cas
gue le produit du géne de résistance formait unpbexe avec d’autres protéines de I'héte en
I'absence de pathogenes (Shirasu and Schulze-12868). Un nouveau modéle a donc été
proposé dans lequel le géne de résistance est pengme un gardien d'une cible d'un ou
plusieurs bioagresseurs (guard hypothesis) : quanproduit du géne d'avirulence vient
modifier la conformation d'une protéine ou d'un pteme protéique, le gene de résistance
reconnait cette modification et déclenche une chscke réactions de défenses (Dangl and

Jones 2001, van der Biezen and Jones 1998).
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Figure 2.1 : Matériel végétal utilisé pour la rectie de QTL. Les clones dihaploidesld¢uberosunont été extraits des variétés
tétraploides par parthénogenéssitu.




2 Matériel et Méthodes

2.1 Matériel végétal

Deux descendances interspécifiques ont été eétuddes cartographier des facteurs

génétigues impliqués dans la résistan@abodera pallida(figure 2.1).

La descendance 96D32 est issue du croisement &usa H1, clone dihaploide de
S. tuberosunsensible &G. pallida, et spg88S.334.19 (appelé spg334.19 dans la seited
manuscrit), clone de l'espece sauv&yespegazziniiésistant aG. pallida Les 299 graines
obtenues a la suite de ce croisement corresporaladune a un individu différent et
hétérozygote. Elles ont été semées au printemps A9YNRA de Ploudaniel, et 127 d'entre
elles ont donné au moins un tubercule génétiquerdentique a la graine de départ. lls ont
été identifiés par un numéro de 1 a 127. Tous ubsrtules fils issus des multiplications
annuelles porteront toujours ce méme numéro. S@pbtgpes ont été perdus au cours des
deux années suivantes de multiplication. Troisesutmt été éliminés des analyses car ils se

sont révélés étre triploides. Les analyses QTletntéalisées sur 117 génotypes.

La deuxiéme descendance est issue du croisemeam €aspar H3, clone dihaploide de
S. tuberosunsensible &G. pallida, et spl88S.329.18 (appelé spl329.18 dans la seiteed
manuscrit), clone de I'espece sauvagsparsipilunrésistant &. pallida Cette descendance

a été obtenue lors de deux séries de croisemermtis. dent graines de la premiére série ont
été semées au printemps 1996 a I'INRA de Ploudasti&ll6 d'entre elles ont donné au moins
un tubercule. Cette série, appelée 96D31, a tosijétér multipliée en photopériode de jours
longs. Dix neuf génotypes ont été perdus au coesswliltiplications, et le test de résistance a
éte réalisé sur 97 génotypes. Trois cents graimedadseconde série ont été semeées a
lautomne 2000, et 144 d'entre elles ont donné aimsrun tubercule. Cette série, appelée
00D53, a toujours été multipliée en photopériodgodes courts. Un individu triploide a été
éliminé, et un autre n'a pas été phénotypé par neade tubercule. Le test de résistance et les
analyses QTL ont été réalisés sur 142 genotypes.
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2.2 Populations dé&. pallida

Huit populations deG. pallida ont été utilisées. Les populations Lufness, Dugktion, et

G. East Craigh ont été collectées en Grande-Bretdgrs populations Audierne et Perpignan
ont été collectées en France. La population Chayoareté collectée en Suisse. La population
Rookmaker a été collectée aux Pays-Bas. Enfinofaulation Pukekoé a été collectée en

Nouvelle-Zélande.

La population Duddingston appartient au pathoty@d Fle G. pallida car elle ne se
développe pas sur les clones de pomme de terrégaodsle genél2 de S. multidissectum

(Mugniéry et al. 1989). Les sept autres populatepzartiennent au pathotype Pa2/3.

La population Chavornay est la plus agressiveesiclones de pomme de terre possédant des
facteurs de résistance originairesQlesernei S. vernei étant I'espéce de Solanum apparentée
a la pomme de terre la plus utilisée dans les progres de sélection, la population
Chavornay a été choisie comme population de rétérelans les tests réalisés par le CTPS
pour linscription des variétés de pomme de teurecatalogue. Nous l'avons également
choisie pour la réalisation des tests de résistarmartir desquels a été effectuée la détection
des QTL.

2.3 Tests de résistancezobodera pallida

2.3.1 Pour la cartographie de QTL et la mesure du nivEagressivité des huit
populations dé&s. pallida

Le test de résistance@ pallida permet de mesurer le nombre de kystes néoformésnsu
plante de pomme de terre apres un cycle complatthatode. Il a été réalisé sur 4 plantes (4

répétitions) de chaque génotype avec des kystiesmigpulation Chavornay.

Les tubercules sont plantés individuellement danspat contenant 400 grammes d'un
mélange de terreau et de terre franche, auxquelsagoutés 10 kystes d8. pallida Ce
nombre de kystes est suffisant pour obtenir, apobssion, 5 a 10 larves de nématode par
gramme de sol. Les plantes sont cultivées en ddrreycle complet de culture est effectué
afin de laisser le temps aux nématodes de se gpari@t de s’enkyster. Au bout de quatre
mois de culture, le contenu de chaque pot estdav@misé afin de permettre le comptage des

kystes néoformes.
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Les nématodes a kyste étant classés comme pardsitggarantaine, leur manipulation ne
peut s’effectuer que dans une station agréée pasdevices du Ministere de I'Agriculture ;
c’est pourquoi les tests de résistanc@.gallida ont été réalisés a 'UMR BiO3P du Rheu

(llle et Vilaine) par Didier Mugniéry et son équipe

2.3.2 Pour l'analyse de l'effet des QTL sur le développ@ndeG. pallida

Quatre clones de la série 96D31 et 8 clones deet¢methdance 96D32 ont été choisis en
fonction de leurs alléles aux différents QTL. Dibércules par clone ont été mis a pousser en
boite de Pétri sur de I'eau gélosée avec 2 % dadagniéry and Person 1976).Une a trois
racines par tubercule ont été inoculées avec l@njles J2 deG. pallida population
Chavornay. Un total de 20 racines inoculées pameck été observé a la loupe binoculaire
(grossissement 40 X), 15 jours apres inoculatiorugMeéry et al. 2001). Pour chaque
nématode retrouvé, le stade de développement aofééselon la classification suivante :
juvénile aux stades larvaires J2 ou J3, male owellemLa présence ou l'absence de nécrose
autour du nématode a été notée. Les nématodesetrmuwes ont été considérés comme

n‘ayant pas penétrés et notés "données manquantes”.

2.4 Mesure du poids sec de racines

Trois tubercules de chaque clone de la descen®@i2@2 ont été plantés dans 3 pots remplis
de sable. Les trois tubercules ont été répartisas blocks randomisés et cultivés en serre.
Les plantes ont été arrosées deux fois par seragg@un engrais soluble N P K Mg (18-6-
26-3) a une concentration de 768 ppm. Au bout de deois de culture, les racines ont éte
lavées, essuyées et déposées dans des boitesquésatumérotées et préalablement pesées.
Elles ont ensuite été séchées a I'étuve sous V8B @ pendant 6 heures. A la fin du séchage,
le couvercle de chaque boite a immédiatement éwdisreen place afin d’éviter une
réhydratation des racines. Les boites contenamat@ses ont ensuite été pesées et le poids de

racines de chaque échantillon a été déduit.

2.5 Extraction de 'ADN génomique

Pour la descendance issue du croisement entre HRosé spg334.19 (96D32), I'extraction

d'ADN a été réalisée a partir de dix grammes ddéldsufraiches, prélevées sur des plantes
cultivées en serre et agées de deux mois envirmrméthode d’extraction employée a été
adaptée de Bernatzky and Tanksley (1986) et deblzedeet al. (1993). Cette méthode permet
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Tableau 2.1 : Combinaisons AFLP analysées dandiféérentes descendances de
pomme de terre. Le symbole X indiques les combamaigl'amorces AFLP utilisées dans
des différentes descendances (96D32 : Rosa H1334pP ; 96D31 et 00D53:
Caspar H3 x spl329.18)

Nom Keygene Enzymes + bases sélectives 96D32 96D31 00D53

E32M48 EcoRI AAC / Msel CAC X X

E32M49 EcoRI AAC / Msel CAG X X

E32M51 EcoRI AAC / Msel CCA X X

E32M61 EcoRI AAC / Msel CTG X X

E35M48 EcoRI ACA / Msel CAC X X

E35M49 EcoRI ACA / Msel CAG X X

E35M54 EcoRI ACA / Msel CCT X X

E35M58 EcoRI ACA / Msel CGT X X X
E35M61 EcoRI ACA/ Msel CTG X X

E45M60 EcoRI ATG / Msel CTC X X X
C33Mm47 Sacl AAG / Msel CAA X X

C33M49 Sacl AAG / Msel CAG X X X
C33M50 Sacl AAG / Msel CAT X X X
C35M50 Sacl ACA / Msel CAT X X

C35M48 Sacl ACA / Msel CAC X

C35M60 Sacl ACA/ Msel CTC X

C35M61 Sacl ACA/ Msel CTG X

C39M62 Sacl AGA / Msel CTT X

C43M47 Sacl ATA / Msel CAA X X X
C43M50 Sacl ATA / Msel CAT X X

C43M62 Sacl ATA/ Msel CTT X X X
C44M47 Sacl ATC / Msel CAA X X

C44M51 Sacl ATC / Msel CCA X X

C45M59 Sacl ATG / Msel CTA X X

Tableau 2.2 : Margueurs microsatellites analysés des différentes descendances de
pomme de terre. Le symbole X indique la descenddans laquelle a été cartographié le
marqueur microsatellite. Marqueurs Stm : Milbouatel. (1998). Marqueurs SSR : site

SGN (ttp://www.sgn.cornell.edi/

(96D32 : Rosa H1 x spg334.19 ; 96D31 : Caspar HB1329.18)

Non du marqueur dans
Code du marqueur les publications ou les
INRA Avignon bases de données 96D31 96D32
MS032 Stm0013 X
MS034 Stm0028 X
MSO036 Stm0038 X
MS041 Stm1020 X
MSO057 SSR19 X
MSO058 SSR4 X
MS066 Stm0003 X




d'obtenir les quelques centaines de microgramnm3NI'nécessaires aux analyses RFLP.
Pour la descendance issue du croisement entre IGa3 spl329.18 (96D31 et 00D53), une
méthode d'extraction en microtubes Eppendorf arpdet 100 mg de feuilles fraiches a été
employée (Fulton et al. 1995). L'ADN a ensuitedxéé visuellement sur gel d'agarose, apres
hydrolyse par une endonucléase de restriction, rpgport a une gamme d'ADN de

concentration connue.

2.6 Marqueurs moléculaires

Les combinaisons d'amorces AFLP utilisées pourolasituction des cartes génétique sont
décrites dans le tableau 2.1. Elles ont été ctwose elles ont généré des marqueurs couvrant
I'ensemble de la carte génétique a Ultra Haute iedse marqueurs de la pomme de terre
(Isidore et al. 2003 ; http://potatodbase.dpw.wiuhDdata.html). Les marqueurs AFLP ont
éte révélés suivant la méthode décrite par Vos €1295) avec des modifications mineures :
le tampon d'électrophorése anodique employe évaisttué de TBE 1X, NaAc 0,5M, les
enzymes de restriction utilisées étaitd et ECORlI comme enzymes a site de coupure rare, et
Msd comme enzyme a site de coupure fréquent. Seunbasjueurs hétérozygotes présent
chez un seul parent (ségrégation attendue 1:1)étintpris en considération. lls ont été
identifiés par le nom de la combinaison, et un mengkordre ou la taille du fragment amplifié
pour les marqueurs des chromosomes V et XlI de 8{dl82 Les marqueurs ont été lus

visuellement et indépendamment par deux personnes.

Les marqueurs microsatellites utilisés provienndat deux sources (tableau 2.2). Les
marqueurs dont le nom commence par le préfixe Siméte publiés par Milbourne et al.
(1997, 1998). lIs ont été révélés conformémentradthode décrite dans ces publications. Les
marqueurs dont le nom commence par le préfixe SBFét@ extraits du site de la SGN. lls
ont été révélés selon la méthode décrite par Mitmwet al. (1997) avec une température

d'hybridation des amorces de 50°C.

Des sondes d'ADN de plusieurs especes ont éteéatdipour révéler les marqueurs RFLP.
Les noms des sondes d'ADN de tomate commencendgsapréfixes CD, CT, T, et TG

indiquant le nom de la banque de sondes. Les pefignt suivis par un numéro d'ordre dans
la banque. Les sondes TG sont des sondes d’ADNrgéue et les sondes CD et CT sont des
sondes d'’ADN complémentaire (Tanksley et al. 19923.sondes T sont des marqueurs COS,

ADNCc simple copie ayant un ou deux homologues dhehaliana(Fulton et al. 2002). Les
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Tableau 2.3 : Amorces et adaptateurs utilisés padographier les homologues des genes
Gpaz, Rx, etRx2.

Gpa2 Rx Rx2 F|5-TGTGAATGTTATCAGAGGAAAGAGTGATCAAAA-3

GpaZ2_Rx_Rx2_R5-CATTATAGCAAGAATGAGCATGCAGGTATAAGAA-3’

Amorce Tagl |5-GATGAGTCCTGAGCGA-3’

5-GACGATGAGTCCTGAG-3
3-TACTCAGGACTCGC-%’

AdaptateurTagl




sondes ayant pour préfixe GP ou CP sont des sawgomme de terre (Gebhardt et al.
1991). Les sondes GP sont des sondes d'ADN génereigles sondes CP sont des sondes
d'’ADN complémentaire. La sonde PC8 est un ADNcideept et la sonde GC015 est un géne
de chitinase de tabac. La sonde homologue du BarfaomRx) a été obtenue par PCR en
utilisant les amorces 77L publiées par Kanyukd.€t1899) pour amplifier 'ADN génomique
de SPG. Les sondes ayant pour préfixe AlF et AUldrespondent a des bandes AFLP
amplifiées chezS. sparsipilumet cartographiées par RFLP sur les cartes de Rbsau
Spg334.19.

Les conditions d'utilisation des marqueurs RFLP,PSAet SCAR sont décrites dans les
articles.

Les homologues des géen€pa2/Rx/Rx2ont été révélés suivant une méthode adaptée de
Bakker et al. (2003). Des amorces différentes dlescdécrites par Bakker et al. (2003) ont
été deéfinies pour amplifier simultanément les haygoks des 3 genes de résistance. Leurs
séquences sont données dans le tableau 2.3. Apeestape de dénaturation initiale a 94°C
pendant 3 min, 35 cycles PCR ont été réalisés (980Gec ; 57°C, 45 sec ; 72° C, 1 min 30),
suivis par une étape finale d'élongation de 10 ain2°C. Un microlitre d'amplifiat a été
digéré avec 5 unités de l'enzyme de restrictite), et 50 picomoles d'adaptateur
complémentaire au site de restriction (tableau @r3)été ligués aux fragments digérés. Les
fragments digérés-ligués ont été dilués 80 foisire microlitres de cette dilution a servi de
cible a une nouvelle amplification. Cette nouvedieplification et la séparation sur gel
d'acrylamide dénaturant ont été réalisées selpno®cole décrit par Bakker et al. (2003) en
utilisant I'amorce Gpa2_Rx_Rx2_R marquée en 5-2@-ATP, et 'amorc@aqg+0 (tableau
2.3) complémentaire de l'adaptatdlag. Les marqueurs ont été codés en présemcsus

absence.

2.7 Méthodes d'analyses statistiques

2.7.1 Analyses descriptives des tests de résistanGegallida

Les analyses statistiques ont été effectuées awdogiciel R version 1.7.7 (Ihaka and
Gentlemen 1996).

Pour la descendance issue du croisement entre iIGd3pet spl329.18, les clones des séries
96D31 et 00D53 ont été testés indépendamment. Tetbmaes témoins (Caspar H3,
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96D31.137, et 96D31.143) ont été répétés danstest Les nombres moyens de kystes des
clones des deux séries ont été ajustés en utillsanparametres de la régression linéaire,

calculés avec les données de ces trois clones.

Afin de rapprocher les données brutes de la notén@tiouppe van der Vooet al, 1997b), la
variable "nombre de kystes par plante" a été tomnmsde par la formule
lognb = logo (hombre de kystes + 1). Une analyse de variarété affectuée sur les données
transformées du test de résistance, afin de déternsi les résultats obtenus étaient
essentiellement dus au potentiel génétique desithudi ou a d'autres facteurs. L'analyse a été
réalisée selon le modele suivant : logslu + G +g;;, avec lognp = valeur phénotypique de
la plante j du clone {1 = valeur moyenne de I'ensemble des plantes,d&ifet du clone igij =
effet résiduel. La Normalité de la distribution de€sidus a été testée (Shapiro and Wilk
1965).

L'héritabilité au sens large du caractere (lognbg tu test de résistance a été estimée avec la
formule suivante :h?, = o?g/(o?g+02e/n ) avec g2g = variance génetiquegze =
variance environnementale entre plantes d'un mé&metgpe etn = nombre de plantes de

chaque génotype.

2.7.2 Construction des cartes génétiques

La ségrégation attendue pour tous les marquediséstpour la cartographie était de type 1:1.

L'égalité des frequences des deux alléles a étéet@mr une statistique ¢ a un degré de

liberté.

La construction des cartes génétiques a été fagarément pour chacun des deux parents de
chaque descendance en utilisant la stratégie deblelpseudo test-cross” (Grattapaglia and
Sederoff 1994). Ces cartes génétiques ont étéséealigrace au logiciel MAPMAKER/EXP
V3.0 (Lander et al. 1987). Pour les cartes génétigie Rosa H1 et spg334.19, les groupes de
liaisons ont été construits (commande "group”) awed_.OD minimal de 5 et une fraction
maximale de recombinaison de 0,3 (Lefebvre et 295). Pour les groupes comportant des
marqueurs tres biaisés (p < 0,001), la méme comenaré&té exécutée une nouvelle fois avec
un LOD de 10 afin de s'assurer de la fiabilité delihison. Les marqueurs trés biaisés
(p < 0,001) ne se liant a aucun groupe de liaisarét® éliminés des analyses. Pour les cartes

génétiques de Caspar H3 et spl329.18, les groupiaisons ont été construits avec un LOD
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minimal de 6. Les marqueurs de chaque groupe td®itia ont ensuite été ordonnés grace a
des analyses multipoints (commande "compare") dunkes ordres les plus probables. Un
ordre a été préféré a un autre lorsqu’il était fid plus probable. Les taux de recombinaison
ont été convertis en distances génétiques paatasfsrmation de Kosambi (1944). Une carte
trame de chaque parent a été construite a pasimrqueurs ayant le moins de données
manquantes, espacés de 5 a 10 cM. Les nombres sndganarqueurs par chromosome et les
distances moyennes entre marqueurs, ainsi quecsstgpes pour ces deux valeurs ont été
calculées avec le module Rmap de QTL Cartograpeesjon 1.12 (Basteet al, 1997). Les
cartes trames des 2 parents d'une méme descerataréé intégrées en un seul fichier avant
la recherche de QTL. Les cartes génétiques ontdéssinées grace au logiciel MAP

DISPLAY (Decou et Causse, communication personhelle

2.7.3 Détection des QTL

Le logiciel QTL Cartographer, version 1.12 (Basttal, 1997) a été utilisé pour détecter des
QTL. Les QTL ont été détectés par Interval Mappfig ; Lander and Botstein 1989) et
Composite Interval Mapping (CIM ; Zeng 1993, 19%1 utilisant comme cofacteurs les
marqueurs les plus explicatifs détectés par laessgon multiple (Forward-Backward
stepwise), et en utilisant une fenétre de 10 cMowute ces marqueurs. Les seuils de
détection de QTL ont été choisis apres 1000 petiont en prenant le LOD score
correspondant a un risquede 0,05. L'intervalle de confiance des QTL a éedminé a
partir de la courbe de LOD issue de l'analyse pdr Les limites ont été choisies en

considérant une décroissance de 1,5 unité de L@dbta du maximum de la courbe.

La recherche d'effets d'épistasie a été réaliseanadyse de variance avec un modele a deux
facteurs et un terme d'interaction. Elle a étéctfii€e sur les marqueurs des cartes trames des
parents de chaque descendance. Un seuil de sagitificde 1¢ a été choisi. Le modéle
utilisé était le suivant : ¥ = + M; + M; + (Mi*M)) + €j, avec Y = valeur phénotypique du
clone k pour les marqueurs; ldt M, p = moyenne de la descendancg,diM, = effet des
marqueurs Met M;, (Mi*M;) = effet de l'interaction entre les marqueurselM, & = effet
résiduel, comprenant la variation environnemenéléa variation génétique due aux autres
QTL. L'équiprobabilité des fréquences des 4 claggasotypiques a été testée par une

statistique di2 a 3 degrés de liberté.
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L'effet cumulé des QTL a été estimé par analyseat@mnce. Pour les QTL a effet additif,
nous avons pris en compte l'effet lié au marqueuynllis proche du pic de la courbe de LOD
du QTL. Pour les QTL a effet épistatique, a été pri compte I'effet de l'interaction des deux

marqueurs impliqués.

2.7.4 Analyse de l'effet des QTL de résistance sur léecgle développement de
G. pallidaet sur le niveau d'agressivité de huit populations

Le stade de développement des nématodes retrowgs lds racines inoculées a été
transformé en une variable semi-quantitative :nésatodes retrouvés aux stades J2/J3 ont
été notés 1, les méles ont été noté 2, et les fesneht été notées 3. L'effet du clone sur le
stade de développement a été déterminé par anddys@riance en utilisant cette variable
semi-quantitative. Pour chaque stade de dévelopmtehes nombres de nématodes retrouvés
dans les racines de chaque clone ont été comparémpest 21 de Kullback mentionné dans
Arbonnier (1966).

Le niveau d'agressivité de huit populationsGlepallida, sur des clones de pomme de terre
possédant différentes combinaisons alléliques alix dg résistance, a été étudié par analyse
de variance, apres transformation du nombre dee&ygiar la fonction suivante :
Logkyste = Logg(nombre de kystes + 1). L'effet de la combinaisitélique aux QTL, I'effet

de la population dé&. pallida et les effets des interactions QTL-populatiom, lauvariable
"Logkyst" ont été estimés par analyse de variandeux facteurs avec un terme d'interaction

selon le modéle suivant :

Yik =4+ Q + B + (Q*P)) +&jk, avec Yi = valeur phénotypique du clone |k,= moyenne
des clones testés; © effet de la combinaison allélique au QTL ji=Reffet de la population j
de G. pallida, (Q*P)) = effet de l'interaction entre la combinaisoréldjue au QTL i et la

population j deG. pallida, i = effet résiduel.

Deux ou trois clones ont été étudiés pour chaguebgmison allélique aux QTL originaires
de spl329.18. L'effet du clone sachant le QTL aesténé, pour I'ensemble des populations
de G. pallida, par une analyse de variance a deux facteurs, wlorfaicteur conditionnel :
Yik =4+ Q + G/Q + &k, avec Yyx = valeur phénotypique du clone K, = moyenne des

clones testés, & effet de la combinaison allélique au QTL j/@ = effet du clone j sachant
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l'effet du QTL i,gj = effet résiduel. Un seul clone par combinaisdéligue a été étudié pour

les QTL originaires de Rosa H1 et spg334.19, e¢fiets clone et QTL sont confondus.

Pour chaque combinaison allélique aux QTL, lesaixed'agressivité des populations ont été
comparés par un test de comparaison de moyennéaplmuale Tukey, avec un risque de

0,05.
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Chapitre 3

Les cartes génétiques



3 Les cartes génétiques

3.1 Introduction

Afin de localiser les locus impliqués dans la régise au nématode a ky<Ee pallida, des
cartes génétiques des parents de deux descendataspécifiques de pomme de terre ont
été construites. Dans les articles présentés dansaauscrit, seuls les chromosomes portant
les QTL de résistance sont décrits. C'est pourgeaihapitre se propose de donner une vue

plus détaillée de I'ensemble des cartes génétpresruites.

Les cartes génétiques de pomme de terre, présatddesce chapitre, sont orientées dans le
méme sens que les cartes des autres especesaddlla fles Solanacées, pour des raisons de
comparaison avec les cartes de ces espéeces (sie AN : http://www.sgn.cornell.edu/).
Dans l'article sur le déterminisme de la résistaa€® pallida originaire deS. sparsipilum
(Chapitre 4), le chromosome XI de spl329.18 eseilis& par rapport a I'orientation qu'il a
dans ce chapitre, conformément aux études de ayétigées les plus récentes (Dong et al.
2000).

3.2 Résultats

3.2.1 Cartes génétiques de Rosa H1 et spg334.19

Les cartes génétiques de Rosa H1 et de spg334t Bdéoprincipalement construites avec des
marqueurs RFLP et AFLP. La recherche de polymompai®RFLP a été réalisée avec 395
sondes, constituées principalement d’ADN de toneateartographiées précédemment sur la
carte génétique de référence de cette espéce (€wrdtsal. 1992). Ces 395 sondes ont été
hybridées sur I'ADN génomique de Rosa H1 et spd®34ligéré par cing enzymes de
restriction. Cent trois sondes RFLP, polymorpheseeles parents et hétérozygotes pour au
moins un des deux parent, ont été hybridées siN'Aénomique des 117 individus de la
descendance 96D32. Ces 103 sondes ont révélé du$ lont 85 sur la carte de Rosa H1, et
68 sur la carte de spg334.19. Parmi ces locuspBdcommuns aux cartes des 2 parents. Les
marqueurs de 23 combinaisons d’amorces AFLP etangueur microsatellite ont ensuite été
ajoutés. Au total, 506 et 269 marqueurs ont selaicgnstruction des cartes de Rosa H1 et de

spg334.19 (tableau 3.1A). Une carte trame ("framkwoap" dans les articles) de chaque
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A: Caractéristiques des cartes génétiques comprémasiles marqueurs cartographiés

Parents Nombre Nombre de| Nombre | Nombre dg Nombre dg Nombre Nombre Distance Taille de
de locus marqueurs de marqueurs| marqueurs| de moyen de | moyenne entre| la carte er
RFLP AFLP marqueurs CAPS ou total groupes| marqueurs pal marqueurs (b) cM
micro- SCAR de groupe de
satellites liaison liaison (a)
Rosa H1 85(c)] 420(23PC) 1 0 506 12 42 (18,9) 2,5cM (3,7 cM) 1144,1
spg334.19| 69 (d)] 200 (23PC) O 0 269 12 22 (6,5) 3,4cM (4,3 cM) 861,8
Caspar H3 0 359 (20PC) 5 2 366 13 28 (13,0) 3,1 cM (5,5 cM) 1048,6
spl329.18 0 286 (20 PC) 4 3 293 12 24 (9,9) 3,4 cM (5,4 cM) 966,6

B: Caractéristiques des cartes trames

Parents Nombre de Nombre de Nombre moyen de marqueurs Distance moyenne| Taille de la carte
marqueurs total groupes de liaison par groupe de liaison (a) | entre marqueurs (b en cM
Rosa H1 121 12 10 (1,8) 9,2 cM (4,8 cM) 939,2 cM
spg334.19 112 12 9 (0,9) 7,4 cM (4,8 cM 675,9 cM
Caspar H3 115 13 8 (3,2) 9,6 cM (6,7 cM 958,4 cM
spl329.18 106 12 8 (2,3) 9,5cM (6,4 cM) 893,9 cM

(a) I'écart type pour le nombre de marqueurs par grded&ison est donné entre parenthéses

(b) la distance moyenne est donnée en cM Kosambi. i.'8gee est donné entre parenthéses.

(c) dont 83 locus cartographiés sur la carte de lat®iffaGxxx, Txxx, CTxxx, CDxxx ; Fulton et al., 200Zanksley et al., 1992)
(d) dont 67 locus cartographiés sur la carte de lat®iffaGxxx, Txxx, CTxxx, CDxxx ; Fulton et al., 2002 anksley et al., 1992)
PC = Primer Combination ou combinaison d'amorces

Tableau 3.1 : Caractéristiques des cartes génétmpraprenant tous les marqueurs cartographiést @9secartes trames (B) des parents des
deux descendances (Rosa H1 x spg334.19) et (Cd8paspl329.18).
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parent a été construite a partir des marqueurst dyamoins de données manquantes, espacés
de 5 a 10 cM (tableau 3.1B, figure 3.1). Les mangsi®FLP, cartographiés chez la tomate et
chez la pomme de terre, ont permis d’assigner2egraupes de liaison de Rosa H1 et les 12

groupes de liaison de spg334.19 aux 12 chromosdmspomme de terre.

Les marqueurs RFLP obtenus a partir des sondesNi'détomate permettent de comparer
les génomes des deux espéces et d'estimer, chroreopar chromosome, le taux de
couverture des cartes génétiques de Rosa H1 epg884.19 par rapport a la carte, considérée
comme saturée, de la tomate (figures 3.1 et 3.@ankoins, aucune sonde sub-télomérique
n'a été cartographiée sur la carte de la tomatién&tst pas impossible que certaines zones
chromosomiques situées prés des télomeres ne gmentouvertes par la carte génétique
publiée par Tanksley et al. (1992). Le taux de eouwwe des cartes de RosaHl et de
spg334.19 est au moins égal a 80 % pour tous leemdsomes, excepté pour les
chromosomes lll de Rosa H1 (60 %) et de spg3346524) et pour le chromosome IX de
Rosa H1 (70 %). Bien que les deux cartes aienaux de couverture du génome similaire, la
carte de Rosa H1 (939,2 cM) a une taille globajeesaur de prés de 40 % a la taille globale
de spg334.19 (675,9). Ces différences de tailleedas cartes des deux parents sont plus ou
moins marquées selon les chromosomes, voire mémepeétre inversées comme dans le

cas du chromosome VI, plus grand chez spg334.19.

Vingt marqueurs, générés par des sondes RFLPéetliégalement pour la construction de la
carte génétique de la tomate (Tanksley et al. 199@ntrent des localisations différentes

entre la carte de la tomate et nos cartes de podeneerre. Dans 19 cas, les sondes en
guestion appartiennent a des familles oligo- outigiéiques et s'hybrident au niveau de

plusieurs locus chez ces deux especes. Dans ceectsns locus peuvent étre cartographiés
chez une espéce et pas chez l'autre par manquelytegpphisme. Seule la sonde CT109

présente un profil monocopie chez la tomate et ¢hgomme de terre. La localisation non

conforme du locus révélé par cette sonde peut deea un mélange de tubes lors des
échanges de sondes entre laboratoires.

Les marqueurs cartographiés sur le haut des chimmessVI et VII de Rosa H1 présentent un
biais par rapport a I'hypothése d'une ségrégatioh au seuil de 1 % (figure 3.1). Les biais
sont particulierement important en haut du chromes®/Il au niveau du marqueur CT030
(khiz = 100,83 ; p<10; 115 individus d'une classe allélique contre 8ivilus de l'autre

classe). Huit zones génomiques présentent des magjbiaisés au seuil de 1 % sur la carte
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des chromosomes. Les marqueurs sont indiqués & diles chromosomes. Les marqueurs AFLP sont igentdar le nom de la
combinaison d’amorce, suivi d'un numeéro d’ordrecepté pour ceux des chromosomes V et Xl pour lédsdaepoids moléculaire est
indiqué. Le nom des marqueurs microsatellites conoear le préfixe MS. Les losanges hachurés rept&st les biais de ségrégation, la
largeur maximale du losange étant située au nideamarqueur le plus biaisé : en rouge dans la 8681, en bleu dans la série 00D53,
en vert dans les deux séries.



de spg334.19. Il s'agit du chromosome I, du bashitamosome I, du bas du chromosome
[ll, du bas du chromosome V, du chromosome VI, dg du chromosome VII, du bas du
chromosome X, et du haut du chromosome XIl. Lesslsant particuliérement important en
haut du chromosome | au niveau du marqueur C44M5kh®& = 98,19 ; p<10; 115

individus d'une classe allélique contre 6 individied'autre classe).

3.2.2 Cartes génétiques de Caspar H3 et de spl329.18

Les cartes génétiques de Caspar H3 et de spl329a1t18té construites en deux temps. Une
premiére carte a été réalisée a partir des 97ithdivde la série 96D31 avec les marqueurs de
20 combinaisons AFLP (tableau 2.1, chapitre 2)qg emarqueurs microsatellites (tableau 2.2,
chapitre 2), trois marqueurs CAPS et un marqueuARSCAprés cartographie, six
combinaisons AFLP (tableau 2.1, chapitre 2) génélas marqueurs régulierement répartis
sur la carte de spl329.19, et deux marqueurs CARB enarqueur SCAR localisés sur le
chromosome V, ont été utilisés pour génotyper & ihdividus de la série 00D53, issue du
méme croisement que la série 96D31. Les donnéawmatquage des deux séries ont été
fusionnées. Une carte trame de chaque parent@#@struite a partir des marqueurs ayant le
moins de données manquantes, espacés de 5 a l@akb( 3.1B, figure 3.3 et 3.4). Les
marqueurs AFLP communs avec la carte UHD, les neangy microsatellites, CAPS et
SCAR, ont permis d'assigner aux chromosomes derane de terre 12 des 13 groupes de
liaisons de Caspar H3 (un groupe de liaison deM @&amprenant 2 marqueurs AFLP reste a
lier a un des chromosomes) et les 9 des 12 grodpes$iaisons de spl329.18 a des
chromosomes. L'assignation des derniers groupgaisiens de spl329.18 a des chromosomes
va étre réalisé avec des marqueurs microsatetives la localisation sur les chromosomes

VI, VI, et VIII de la pomme de terre est connue.

Avec ses 13 groupes de liaison, la carte de Ca$paouvre une distance totale de 958,4 cM.
Trois marqueurs AFLP sont non liés. La carte d82pll8 couvre une distance totale de
893,9 cM. N'ayant pas de marqueurs RFLP communs lavearte de la tomate et peu de
marqueurs AFLP communs avec la carte UHD, la aet®osa H1 et la carte de spg334.19,
il est difficile d'estimer le taux de couverturesdeartes de Caspar H3 et de spl329.18.
Toutefois, les 20 combinaisons d'amorces AFLP ththkoisies parce qu'elles généraient des
marqueurs couvrant I'ensemble de la carte UHDisg&d avec 400 combinaisons d'amorces.

A l'exception des zones génomiques fortement hoguizg chez I'un ou l'autre des deux
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parents, on peut considérer que le taux de coueertie ces cartes est globalement
satisfaisant.

Huit chromosomes de Caspar H3 présentent un biars rgpport a I'hypothése d'une
ségrégation 1 : 1 au seuil de 1 % (figure 3.33'dbit des chromosomes |, II, 1lI, V, VI, VII,
VIII et XII. Les biais de ségrégation sont génémadat observés dans les deux séries de
plantes issues du croisement entre Caspar H3 82%AB : la série 96D31 conduite en
photopériode de jours longs, et la série 00D53 giv@den photopériode de jours courts.
Toutefois, les biais des marqueurs cartographiesesthromosome VI ne sont observés que
dans la série 96D31 et les biais des marqueursgraghiés sur le chromosome VIII ne sont
observés que dans la série 00D53. Les biais les phportants sont observés sur le
chromosome | au niveau du marqueur C33M49_04 &BB,9 ; p<10 ; 163 individus d'une

classe allélique contre 50 individus de l'autrssis.

Six groupes de liaison de spl329.18 présentent iais Ipar rapport a I'hypothése d'une
ségrégation 1 : 1 au seuil de 1 % (figure 3.43:dbit des chromosomes llI, IV, V, XI, XII, et
du groupe de liaison 26. Les biais des marqueutegraphiés sur les chromosomes lll, XII,
et sur le groupe de liaison 26 ne sont observésdams la série 96D31 et les biais des
marqueurs cartographiés sur les chromosomes V eteXdont observés que dans la série
00D53. Les biais les plus importants sont obsestuésle chromosome XI| au niveau du
marqueur E35M58 279 dans la série 00D53 (khi2 883,p<10"; 120 individus d'une

classe allélique contre 14 individus de l'autrsstadans cette série).

3.3 Discussion

3.3.1 Comparaison et utilisation des cartes génétiguempodant des

marqueurs RFLP communs a plusieurs especes

Des marqueurs de tomate localisés sur les cartda 86N et publiés par Tanksley et al.
(1992) ont été utilisés pour comparer les génomess différentes especes de Solanacées
(Doganlar et al. 2002, Lefebvre et al. 2002, Liwtane et al. 1999, Tanksley et al. 1992). Les
cing inversions de bras chromosomique précédemméctites, entre les génomes de la
pomme de terre et de la tomate, sur les chromosdmes, X, Xl, et Xl (Tanksley et al.
1992 ; figure 1.1), sont également observées surcéetes de Rosa H1 et de spg334.19,

exceptés pour les chromosomes IX de Rosa H1 qigi34.19, et pour le chromosome Xl de
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cartographiés sur ce chromosome.



spg334.19. Dans le cas du chromosome IX de Rosadid est di a la faible couverture du
bras court de ce chromosome, dans le cas des cboomeolX et X| de spg334.19, cela est

plutét dG & un manque de marqueurs communs awesades deux especes.

Les 23 combinaisons d’amorces AFLP utilisées pawonstruction des cartes de Rosa H1 et
de spg334.19 et le marqueur microsatellite Stm@0d88galement servi a la construction de
la carte a Ultra Haute Densité (UHD) de marqueertagoomme de terre (Isidore et al. 2003).
D’autre marqueurs microsatellites, précédemmeralies sur la carte UHD sont en cours de
cartographie sur les cartes de Rosa H1 et de spgB34a carte UHD, qui est la carte
méiotique la plus dense construite pour une espattevée, est utilisée comme point de
départ pour la construction de la carte physiquerattionnelle de la pomme de terre (Contrat
Européen APOPHYS). Grace aux marqueurs AFLP etasatellites communs a nos cartes
et a la carte UHD, et aux marqueurs RFLP commumssecartes et a la carte de la tomate, |l
est possible d’établir des ponts entre la carte UdiDa carte de référence de la tomate
(Figure 3.5, publication en préparation).

Dans le cadre du contrat Européen APOPHYS, plusiéguipes s'attachent a positionner sur
la carte physiqgue de la pomme de terre, 300 geogantellement impliqués dans les
résistances aux bioagresseurs et dans la qualitébdrcule. Ces genes fourniront directement
des génes candidats permettant de caractérisetodes d'intérét, cartographiés chez la
pomme de terre, mais aussi chez les autres espec&wolanacées. En effet, le clone de
pomme de terre ayant servi a la construction dare physique est un des parents de la carte
UHD. Il sera donc possible d'établir des pontseel#trcarte physique de la pomme de terre et
la carte de la tomate par l'intermédiaire des satéeeRosa H1 et de spg334.19.

Les marqueurs AFLP localisés sur la carte UHD peuvegalement étre convertis en
marqueurs exploitables dans d'autres especes dedgéks. La saturation en marqueurs du
locus Phy-P5 conférant une résistance partiell® acapsicichez le piment, est en cours en
utilisant cette stratégie (Danant, Bonnet et Lefepvésultats non publiés). Le locaby-P5
situé sur le chromosome P5 du piment, est flanguéarqueurs RFLP de tomate, permettant
d'établir des liens avec le chromosome IV de RakaGtace aux marqueurs AFLP communs
a la carte de Rosa H1 et a la carte UHD, une rédgola carte UHD, synténique avec le locus
Phy-P5a pu étre déterminée. Des marqueurs AFLP de poderterre, cartographiés dans
cette région génomique, sont en cours de conveesiomarqueurs RFLP, utilisables chez le

piment.
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3.3.2 Analyse des biais de ségrégation

3.3.2.1 Hypothéses biologiques

Chez la pomme de terre, toutes les études de captuig réalisées au niveau diploide mettent
en évidence des distorsions de ségrégation au wnideamarqueurs situés sur plusieurs
chromosomes. Des alleles délétéres de genes siluées chromosomes peuvent expliquer
ces distorsions. Ces alléles peuvent interveniniggau de la viabilité des gamétes (males
et/ou femelles), de la viabilité de I'embryon, dddculté germinative de la graine (exprimant

la qualité de I'albumen ou la viabilité de l'intetian embryon-albumen), de la viabilité de la

plante, et de l'aptitude de chaque génotype a isdvérA chacun de ces stades de
développement, une sélection s'opere. Les descesslanpartir desquelles sont réalisées la
cartographie génétique et la recherche de QTL samdtituées des individus ayant survécu a

cette sélection.

3.3.2.1.1 Aptitude a tubériser en fonction de la photopériode

Les biais de ségrégation observés dans des desoesdasues de croisement interspécifiques
sont souvent expliqués par l'aptitude des deuxtgdrs a tubériser sous des conditions de
photopériode différentes. En effet, l'inductionlddubérisation est soumise principalement a
l'influence de la photopériode (Van den Berg et H)96). Les jours courts, ou plus
précisément les nuits longues, favorisent une itolu@récoce de la tubérisation (Ellisséche
1996). La pomme de terre est originaire des Andeésla photopériode est constamment
proche de 12 heures de jours et 12 heures delrespéce cultivée en Eurof®, tuberosum
ssp.tuberosumprovient d'une sélection pour l'adaptation a ftiské en jours longs (durée de
jour supérieure a 12 heures). Les cartes génétideeSaspar H3 et spl329.18, réalisées a
partir de deux séries de descendants, multipliéee len jours longs (96D31) et l'autre en
jours courts (00D53), permettent d'avoir une idég zbnes génomiques soumises a sélection
en fonction de la photopériode. Le parent CaspartiBaploide deS. tuberosumssp.
tuberosumest multiplié en jours longs depuis plus de 28 &e parent sauvage spl329.18 est

multiplié en contre-saison, en photopériode degjaaurts.

Sur la carte de Caspar H3, des biais de ségrégadittrobservés spécifiquement dans la série
96D31, cultivée en jours longs, sur le chromosonheCés biais peuvent s'expliquer par la
subsistance chez ce génotype, issus d'une sélegotion la tubérisation en jours longs,

d'alleles récessifs défavorables a ces conditiensutture. Il est plus difficile d'expliquer les
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biais de ségrégation observés sur le chromosomle 3fiécifiquement dans la série 00D53
cultivée en jours courts, les nuits longues n'éfaars limitantes pour l'induction de la
tubérisation (Ellisséche 1996).

Sur le génome de spl329.18, les biais de ségrégatiectant les chromosomes lll, XIl, et le
groupe de liaison 26, observés uniqguement danéria 86D31 peuvent étre expliqués par la
présence d'alleles délétéres pour la tubérisatiojours long. Cette hypothése est étayée par
la présence de biais de ségrégation sur les chamess |l et Xl de l'autre parent sauvage
spg334.19. Les biais affectant les chromosomes X1 etont été observés que dans la série
00D53, multipliée en jours courts. Il semble difticd'expliquer ces biais de ségrégation par
la présence d'alléles défavorables a la tubérisatiojours courts, particulierement chez un

génotype originaire des Andes.

Des QTL affectant la tubérisation ont été cartobidp dans deux back-cross réciproques
impliquant un clone d8. tuberosunet un clone d'une espéce sauv&dyerthaultii’Van den
Berg et al. 1996). Les auteurs ont cartographi®TL, répartis sur 7 chromosomes (I, I, I,
IV, V, VI, VIII). Certains QTL de tubérisation cotalisent avec les régions génomiques
biaisées différemment selon la saison de cultuez €aspar H3 (chromosomes VI et VIII) et

chez spl329.18 (chromosomes Il et V).

3.3.2.1.2 Autres hypothéses biologiques

La présence de distorsions de ségrégations pagtienient importantes sur le chromosome |
de spg334.19 (parent male) peut étre expliquée lpaprésence du gen& d'auto-
incompatibilité gamétophytique (Kao and TsukamofiD4). Gebhardt et al. (1991) ont
cartographié ce géne sur le bras court du chromedo@e type d'incompatibilité se met en
place quand les deux parents ont un allele commuoausS. Si le parent méale est de type
Si1S; et le parent femelle de typeSg, tous les grains de pollen ayant un gamete de $ype
seront bloqués avant la fécondation. Aucune sélecte s'opere sur les gametes femelles. En
effet, c'est dans le style, tissu maternel diploiie les gameéetes males sont sélectionnés. La
population, issue de ce croisement, sera donc sixelment composée d'individusSs et
S$1S;, et seules les ségrégations du parent méle saffectées. Plus les marqueurs observeés
sont proches du gerg plus les ségrégations sont distordues jusquénohbin seul alléle du
parent male pour les marqueurs totalement liésaeg Sur le chromosome | de spg334.19,
plus les marqueurs sont proches de la position @oh&dt et al. (1991) ont cartographié le

geneS d'auto-incompatibilité, plus les biais de ségriégasont importants.
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Certain biais observés sur les cartes de CaspatH8 Rosa H1 peuvent étre dus a la
présence d'alleles récessifs déléteres. En eHetuberosumest une espéce tétraploide
fortement hétérozygote, et la subsistance d'alledesssifs délétéeres a certains locus est
masquée par l'expression des trois autres allelms. du passage au niveau diploide, ces
alleles délétéres ont plus de probabilité de siman Cela semble confirmée par la faible
vigueur des clones dihaploides extraits de variédémploides (Rousselle-Bourgeois and
Rousselle 1992, Zimnoch-Guzowska and Dziewonska®)198'est également I'explication
avancée pour expliquer la dépression de consanguinez les espéces hétérozygotes (Gallais
1990). Il est probable que de tels alléles délétaeistent chez les parent dihaploides
Rosa H1 et Caspar H3. lls pourraient expliqguer emtiqulier les biais observés chez
Caspar H3, dans les deux séries 96D31 et 00D5%sehromosomes |, 11, 11, V, VII, et XII
qui ne colocalisent pas avec des zones génomigquesués dans la précocité de tubérisation

ou avec le géng.

3.3.2.2 Conséquences des distorsions de ségrégation sudéroulement des analyses de

données

3.3.2.2.1 Sur la construction des cartes génétiques

Lorieux et al. (1995) ont démontré que des marqu@uésentant de fortes distorsions de
ségrégation pouvaient se lier entre eux de mamnidadement artéfactuelle. Cela s'est vérifié
lors de la construction de la carte de Rosa H1 adallu utiliser comme seuil un LOD score

de 10 pour séparer les marqueurs des chromosonetsVl. Or les cartes génétiques sont
couramment construites en utilisant comme valewsedd pour la constitution des groupes de
liaisons, des LOD score variant entre 3 et 5 (denWe 1998, Grattapaglia and Sederoff 1994,
Jacobs et al. 1995, Tanksley et al. 1992). Méme des seuils aussi élevés (un LOD de 5,
correspond a une probabilité 100000 fois supérielamgoir une liaison que de ne pas en
avoir), notre expérience confirme le risque que poend en utilisant des marqueurs biaisés

pour la construction d'une carte génétique.

Malheureusement, dans beaucoup de populations, @ialle que soit I'espéce (Causse et al.
1994, de Vienne 1998, Grattapaglia and Sederoffi,1B@lentjaris et al. 1986, Jacobs et al.
1995, Lefebvre et al. 1995, Tanksley et al. 199®s zones importantes du génome ne
comportent que des marqueurs présentant des distorde ségrégation importantes. Les
éliminer reviendrait & accepter de ne pas couwes Hras entiers de chromosome, et les

inclure entraine le risque de fusionner des grougediaisons indépendants. Seule une
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connaissancea priori de la localisation de certains marqueurs répastis chaque

chromosome, permet de s'affranchir de ce risquest @ne des raisons pour lesquelles, les
cartes de référence construites avec des marquecus spécifiques, sont extrémement
précieuses pour les études ultérieures. La cartéfdeence de la tomate a ainsi été trés utile

pour la construction des cartes de Rosa H1 et gi&3gjp19.

3.3.2.2.2 Sur la détection des QTL

La détection de QTL par cartographie d'intervalieréalisée au moyen d'un jeu de données
phénotypiques et d'une carte génétique. Si lalii@bie certaines portions de la carte
génétique est douteuse, a cause des distorsiosggiégation, il faudra interpréter avec
précaution les résultats obtenus dans ces régionisi¢ I'analyse QTL.

De plus, les calculs effectués pour détecter lek QT basent sur I'nypothese qu'il y a autant
d'individus dans les deux classes génotypiques) anétqueur(s) considéré(s), et que les
variances des individus de ces deux classes semhéenes pour le caractére phénotypique
pris en compte. Or, en présence de distorsionggeégation, les fréquences génotypiques
sont désequilibrées. Dans ce cas la moyenne didaecqui a l'effectif le plus faible est
moins bien estimée que celle de la classe quiffadté le plus élevé (Kaeppler 1997), car
I'importance prise par un individu atypique estumeaip plus grande dans une classe a faible
effectif que dans une classe a effectif importhas risques de déclarer par erreur qu'un QTL
est présent ou absent sont donc plus importants ¢ régions chromosomiques qui

présentent de fortes distorsions de ségrégation.

Dans notre étude, un QTL de résistancé gpallida, nommeé GpaXlkp,y (GpaM3 dans
l'article), a été détecté sur le chromosome Xlbpg334.19 (Chapitre 5). Le pic de la courbe
de LOD deGpaXlkpg est situé au niveau de marqueurs affectés pardisrsions de

ségrégation importantes.

Les deux QTL détectés sur les chromosomesGyat’s,) et XI (GpaXFPs,) de spl329.18
(Chapitre 4) sont également situés dans des régé@msmiques affectées par des distorsions
de ségrégation. Toutefois, ces distorsions de gatjoh n'affectent que la série 00D53. Ce
phénomeéne se traduit par un décalage de la distibues clones vers la sensibilité. La
proportion de clones sensibles dans la série 00&%Zupérieure a celle observée dans la

série 96D31 (figure 4.5, chapitre 4). Les courbed @D ayant montré le méme profil dans
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les analyses réalisées indépendamment sur lessaltenehaque série, on peut estimer que les
biais de ségrégation n'ont pas affecté la précidela localisation d&paVsy et GpaXFp.

3.3.3 Tallle des cartes génétiques

Il est difficile de comparer les tailles des cartis Caspar H3 est de spl329.18 car, en
l'absence d'un nombre suffisant de marqueurs commuoUs ne pouvons estimer avec
précision leur taux de couverture du génome. Malgrétaux de couverture du génome
équivalent, la carte de Rosa H1 (939,2 cM) a uille globale supérieur de pres de 40 % a la
taille globale de spg334.19 (675,9).

La différence de taille des cartes génétiquesiéstd des taux de recombinaison plus ou
moins importants lors de la méiose (de Vienne 19BR)s il y a de recombinaisons dans un
intervalle entre deux marqueurs, plus la distar@gégique (exprimée en cM) entre ces deux
marqueurs est grande. Bien que les taux de recambm ne soient pas identiques sur tous
les chromosomes, les distances entre marqueurs sunte maniére générale, plus
importantes sur la carte de Rosa H1 que sur cellepg334.19. Sur le chromosome V par
exemple, la distance entre les marqueurs CD064 PGE69 est de 26 ¢cM sur la carte de
Rosa H1 et de 13 cM sur la carte de spg334.19. IBaaiiromosome VI a un comportement
inverse : les distances génétiques sont plus irapi@s sur la carte de spg334.19 (60 cM entre

les marqueurs CT083 et TG581) que sur la cartecda RI1 (39 cM pour le méme intervalle).

Gebhardt et al. (1991) et Rouppe van der Voortl.e{1®97b) obtiennent des cartes plus
courtes pour le parent male que pour le parent lfemet expliguent ce phénoméne par un
plus faible taux de crossing-over lors de la méimsde. Ceci va dans le méme sens que ce
que nous observons entre les cartes de Rosa Hén{pfamelle) et de spg334.19 (parent
male), et corrobore les expériences menées paicgdaté and Tanksley (1991) sur la tomate.
Toutefois, cette hypothése est en contradictior &% observations cytologiques menées par
Jongedijk and Ramanna (1989), qui observent le mémere de chiasmas dans les méioses
male et femelle. En revanche, ils observent uneatémh importante des chiasmas chez les
individus possédant l'allele récesdffl (desynapsis) a I'état homozygote, aussi bien kans
méioses méle que femelle (le géde-1 contrble I'appariement des chromosomes homologues
lors de la prophase). Les différences de taux demmbinaison observés entre Rosa H1 et
spg334.19 pourraient s'expliquer par la présenez &dpg334.19, de lalleldsl a I'état

homozygote, ou d'alleles ayant un effet similaleui autres mutants désynaptiques sont
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cités par les auteurs). Cette hypothese pourraitvérifiée en observant les différentes phases
de la méiose de spg334.19.
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Chapitre 4

Etude de la résistance a
G. pallidaoriginaire de

S. sparsipilum



4 Etude de la résistancez pallidaoriginaire de

S. sparsipilum

4.1 Introduction

L'article présenté dans ce chapitre concerne bétluddéterminisme génétique de la résistance
a G. pallida originaire de I'espéce sauvage de pomme de $esparsipilumet I'analyse de
l'effet des QTL détectés sur le cycle de dévelomoendeG. pallida Il a été soumis pour
publication a la revue Molecular Plant-Microbe hatgions le 10 aolt 2004.
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4.2 Resistance QTLs originating fronsolanum sparsipilumact
independently on the sex-ratio Gfobodera pallidaand together

for developing a necrotic reaction
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Abstract

Plant resistance to nematodes is related to thieyatdi the host to reduce the development of
nematode juveniles into females. Resistance tgttato cyst nematode (PCKBlobodera
pallida, originating from the wild specieSolanum sparsipilumwas dissected by a QTL
approach. Two QTLs explained 89% of the phenotygidation. The QTLGpaVsy on
chromosome V displayed the major effect (R2=76.8%gstrictedG. pallida development to
16% of juveniles, 82% of males, and 2.3% of femalée QTLGpaXFfsp on chromosome Xl
displayed a lower effect (R?=12.7%). It restrictedpallida development to 14% of juveniles,
35% of males and 51% of females. Clones carryimghibth QTLs restricted the nematode
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development to 58% juveniles, 41% of males, ande0@& females, and showed strong
necrotic reactions around nematodes. This resullenlines the importance to introgress
togetherGpaVisp and GpaXfFsp into potato cultivars in order to reduce the dgnsf this
quarantine pest in soil, and to decrease the risksaedecting overcomingG. pallida

subpopulations.

Introduction

The Potato cyst nematodes (PCN3}lobodera pallida (Stone) and G. rostochiensis

(Wollenweber) are one of the most serious potastspe temperate climates. Crop rotation is
difficult to apply for economical reasons. Nematei treatments are undesirable for
environmental point of view. Breeding for resistanttivars is the most desirable method of

control.

Resistance t&. pallidawas described in several accessions issued frdtimatad and wild
tuber-bearingolanumspecies such &. tuberosunsubspandigenasS. verneiS. spegazzinii
andS. sparsipilum(Ross 1986, Rousselle-Bourgeois and Mugniéry 19963t resistance to
PCN is defined as the ability of the host to restitie number of developed females (Trudgill
1991), correlated with the reproductive potentiahe parasite.

The PCN are biotrophic sedentary endoparasites obtiyatory sexual reproduction. Their

life cycle involves the J1 to J4 juvenile and thlelastages, separated by molts. The first molt
occurs in the eggs contained in the female. Paotaibexudates stimulate the hatching of the
infective second stage juveniles (J2). The J2 peteetthe roots, migrate intracellularly,

establish a permanent feeding site forming a symeytclose to the vascular tissues, and
become sedentary. The J2 undergo three molts ddewglopment to the adult stage. Males
leave the roots to fertilize the swollen femalesmiles produce hundreds of eggs which
remain enclosed into a cyst constituted of the éraed phenolysed dead female body
(Gheysen and Fenoll 2002). Nematodes remain vialdethe cyst for many years. Sex is

determined epigenetically, with the frequency oflesancreasing under crowding or poor
nutrition conditions at the J2 stage (Mugniéry &aget 1981, 1984, Trudgill 1967).

Several authors described the effect of resistameces on life cycle of the nematode
(Arntzen et al. 1993, Mugniéry et al. 2001, Riceakt1987). They demonstrated that they
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may influence the hatching rate, the nematode dpwetnt at juvenile stages, or the adult

sex-ratio.

In parallel, the genetic dissection highlightedo$igo or polygenic inheritance for most of the
resistance sources @. pallida Large effect QTLs originating fror8. spegazzini{Caromel
et al. 2003, Kreike et al. 1994) afdvernei(Bryan et al. 2002, Rouppe van der Voort et al.
1998, Rouppe van der Voort et al. 2000) have beapped on the short arm (Dong et al.
2000) of chromosome V. QTLs with lower effect ongiing from S. tuberosunsubsp.
andigenas$S. verneiS. spegazzintiave been mapped on the chromosomes IV, VI, IX>Xdhd
(Bradshaw et al. 1998, Bryan et al. 2002, Caronell.e2003, Rouppe van der Voort et al.
2000). But until now, the stage of the PCN life leyon which each QTL acts was never

determined.

Map location of genetic factors conferring the staice originating frons. sparsipilumwas
not yet determined. However this resistance soigraéractive since it is effective against the
most aggressive populations @& pallida pathotype Pa2/3, which is the most frequently
pathotype encountered in Europ®. sparsipilumwas shown to restrict the nematode
development at a juvenile stage and to modify #eratio toward males (Mugniéry et al.
2001).

In this paper, we repo(t) the genetic map location of the loci involved lre resistance to
G. pallida originating fromS. sparsipilumand(ll) the phenotypic effects of the individual
QTLs or the combination of QTLs on the sex ratid developmental stages of tGe pallida

life cycle.

Results

Mapping resistance QTLs toG. pallida

The resistance tG. pallidawas evaluated by the number of newly formed cgsta progeny
of 239 hybrid clones issued from the cross betwtbensusceptibl&. tuberosunCaspar H3
and the resistarf. sparsipilunspl329.18. The whole progeny was split out in sets that
were separately assessed for resistance. The nigasteal value per clone, as described in
materials and methods, ranged from O to 1005. dgdransformed data showed a continuous
distribution with a bimodal tendency, skewed towattte susceptibility (figure 4.1).

Heritability of the genotypic means computed onrtierged data was estimated to be 0.96.
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Molecular genetic linkage maps were constructedefach parental clone, Caspar H3 and
spl329.18, according to the double pseudo-testscoesign. A total of 366 marker loci
segregating from Caspar H3 mapped into 13 linkageigs, ranging from 18 to 131 cM.
Three markers remained unlinked. A total of 293 kaaroci segregating from spl329.18
mapped into 12 linkage groups, ranging from 31 @8 tM. A set of 108 well-distributed
markers with an average inter-marker distance 6fc® (SD = £ 6.3 cM) constituted the
framework map of Caspar H3, spanning a total lengftt®58 cM. A set of 106 well-
distributed markers with an average intermarketadise of 9.5 cM (SD = £ 6.4 cM)

constituted the framework map of spl329.18, spamaitotal length of 894 cM.

QTL analyzes were performed on the 239 hybrid dousing the marker data of the two
framework parental maps together. Composite Intévagping analyzes detected 2 QTLs on
the chromosomes V and XI of ti%e sparsipilummap (figure 4.2). They were namé&ga\Vsp,
and GpaXFfsp. The QTL nomenclature indicates the nematode gandsspecies, the potato
chromosome in roman figure, with the chromosome iarsuperscript ("s" for short and "|"
for long, according to Dong et al. 2000), and tpecses of origin in subscripGpaVsp,
displayed a major effect (R?=76.6%) wher&ysaXFsp displayeda weak effect (R2=12.7%).
No QTL was detected on the Caspar H3 map. No egistateraction was detected at a
threshold of 14. According to a two-factor ANOVAGpaVsy andGpaXFsy explained 89 %

of the total variation altogether.

Clones of the progeny were assumed to carry thistaese allele at a QTL when the both
flanking markers of this QTL possessed the allelesoupling with the resistance phenotype.
Double recombination events between the flankingkera were ignoredThe clones
carrying different combinations of alleles at b@fLs are significantly different at a 95%
confidence level. Their distribution is illustrated fig.4.3. Clones without resistant alleles at
both QTLs have the highest mean number of cystauir€75.0). Clones with the resistant
allele at theGpaVisp QTL formed a smaller mean number of cysts (mears1than the
clones with the resistant allele at t@paXFfs, QTL (mean=122.6). Clones carrying the
resistant alleles at both QTLs have the smalleshb@ar of cysts (mean=1.7). This result
illustrates the additivity of QTL effects.
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Effects of GpaV°s and GpaXl°y on the nematode development

Four clones of the progeny between Caspar H3 an@2%d8, carrying different
combinations of alleles at resistance QTsaVs, andGpaXFsp, were chosen to study their
effects on the nematode development. For eachtededone, the developmental stage of the
retrieved nematodes was noted as J2/J3 undevetgprdtodes, males or females. Analysis
of variance detected a highly significant effectia# clone on the developmental stage (P<2.2
10%%, R2=53%). The respective proportion of nematodegéch developmental stage showed
evident differences between the 4 clones (figu#. lwo criteria are particularly favorable
for the resistance expression: the percentage déwatoped J2 and J3 nematodes and the
percentage of adult nematodes developed into maléise clone with both QTLs, 58% of the
nematodes were restricted to a J2/J3 juvenile stéigeeas the clones with a resistance allele
at a single QTL harbored 3 to 5-fold fewer juvesiéd the clone without any resistant QTL
harbored 37-fold fewer juveniles. This result iradés that a single QTL confers a small effect
for blocking the development of the juvenile nenda® and that the join presence of the both

QTLs is very effective for this trait.

In the clone without any resistance allele at theL€) 90% of the nematodes developed in
females and 9% developed in males. In the cloné wie resistance allele at the minor
GpaXFfsp QTL, 51% of the nematodes developed in females3&9d in males. In the clone
with the resistance allele at the mafdpaVisp QTL, 2.3% of the nematodes developed in
female and 82% in males. In the clone with thestasice alleles at both QTLs, 0.8% of the
nematodes developed in female and 41% in males. fEisult underlines the very effective
effect of the GpaVisp QTL on the sex-ratio unbalance toward males. Meggo we
systematically observed that the clone with bothLdisplayed a strong necrotic reaction
around all the nematodes retrieved whatever theweldpmental stage, whereas no such
reaction was observed in the three other clonds aviingle resistance QTL allele or without

resistance QTL alléle.
Discussion

To our knowledge, this study is the first reporentfying QTLs associated with the
resistance t6. pallidaoriginating fromS. sparsipilumTwo additive QTLs were detected on
the chromosomes V and XI. Ti@paVs, QTL displayed the largest effect (R2=76.6%). The
GpaXFfsp QTL displayed a smaller effect (R2=12.7%) thap&fectly additive toGpaVep
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since both QTLs explained 89% of the total observadation. This value is close to the
broad-sense heritability value (0.96) indicatingttmost of the genetic variation is explained
by those both QTLs.

Abortion of the juvenile development was associatgith monogenic resistance involving
hypersensitive reaction (HR) with a necrotic reactiThat is the case of the tom&to gene
affecting resistance tMeloidogynesp. (Paulson and Webster 1972) and the pdiatgene
affecting resistance tG. rostochiensigRice et al. 1985). The shift of the sex-ratio &og
males was described in case of monogenic and palygesistances (Bakker 2003, Luedders
1987, Rice et al. 1987). In this paper, we demateti that the both resistance QTLs
originating fromS. sparsipilumndependently modified the sex-ratio toward maigih the
largest effect attributed tGpaVisp that increased the number of males 2 to 3-foldentban
GpaXFfsp. Moreover the association of the both QTLs reducedimost zero the percentage
of females. The effect of these QTLs on the sex-radrroborated the previous descriptions

for polygenic resistances.

However our experiment also showed that the joias@nce of both QTLs in the same clone
increased considerably the percentage of aborteghjles and provoked a strong necrotic
reaction, whereas the clones with a single QTL ldiggd a low percentage of aborted
juveniles and did not provoke any visible necrosiis is the first time that a
complementation between two QTLs is reported asqkiog a necrotic reaction. This rapid
necrosis observed here is assumed to enclose iiggteym. The subsequent isolation of the
feeding site from the vascular vessels results tinus drastic starvation of juveniles.
Consequently most of them do not reach the adagiestand those who succeed to develop

shift to male.

How two QTLs, without individual necrotic effectpald produce a strong necrotic reaction
when they are together in a same potato clone remaclear. One explanation to the
phenomenon observed in our study could be thaeat bne of the twGpaVs, andGpaXFsp

QTLs has potential to individually activate a nemroeaction but that this reaction is too slow
or too weak to be observed in our experimental itmms$. Conversely, once the QTL are
both present, the reaction is boosted due to argiyneffect conferred by the interaction of

the both QTLSs, so that the necrotic reaction ighlesl5 days post-inoculation.
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The both QTLsGpaVsy, and GpaXFfs, mapped in resistance gene clusters common to the
Solanaceae (Gebhardt and Valkonen 2001). On th&teclwf chromosome V containing
GpaVp, the cloned resistance genes potdibto Phytophthora infestangBallvora et al.
2002), potatoRx2 to Potato Virus X (Bendahmane et al. 2000), anchato Bs4 to
Xanthomonas campestry. vesicatoria(Schornack et al. 2004) belong to the NBS-LRR
super-family. On the cluster of the short arm ofochosome XI containingj;anFspL the
potato R3 to P.infestans(Herman van Eck, personal communication) and tomatto
Fusarium oxysporunalso belong to the NBS-LRR super-family. Desp@@aVs, and
GpaXFsp have a quantitative effect, they are also expetctehcode NBS-LRR proteins.

The introgression of th&. sparsipilunresistance td@s. pallida into potato cultivars have to
take into account the two QTLs together. Despitdatv effect, theGpaXFsy QTL amplified

and stabilized the action of the major eff@paVs, QTL. Potato clones with resistance
alleles at the both QTLs displayed less than fii@whereas clones with resistance alleles at
the singleGpaVs, QTL allowed development of up to 45 cysts, comgae 173 to 1005
cysts in clones without resistance alleles at amiz.QReducing the reproductive potential to a
minimal number of cysts is of primary importancetle case of a quarantine pest such as

G. pallida

Our results also provide an explanation why in ficat breeding programs, based on
introgression of resistance from wild species, rdevery of fully resistant offspring is very
difficult. After several backcrosses, the best tneg lines are at best highly resistant, but
these clones still allow the development of a fgsts Loss of a minor QTL as described in
this paper is the most likely explanation for th@genatic inability of practical breeding
programs to retain the level of resistance of theod wild species. In another pathosystem,
Thabuis et al. (2004a) demonstrated that phenosgdection did not retain low effect QTLs

and hinder the creation of fully resistant lines.

Reducing the reproductive potential to a minimamber of cysts is also important in a
durability point of view. The fewer the number ofsts, the lower the risk of selecting for
subpopulations o5. pallida that overcome the resistance. It has been denadedtthatG.
pallida rapidly overcame partial resistance originatingnir several wild potato species
(Beniers et al. 1995, Schouten and Beniers 199imeruand Fleming 2000, 2002, Turner et
al. 1983, Whitehead 1991) but overcoming was nexgorted inS. sparsipilunspecies even
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after a five year experiment (Turner and Flemin@®0 Thus theGpaVis, and GpaXFep
QTLs together ara priori good candidates for assuring durable resistanGe pallida

Materials and methods

Plant material

Analyzes were performed on 239 diploid hybrid cemeiginating from crosses between the
same parental accessions. spl329.18, a diploidecloh the S. sparsipilumP1 310984
accession from Sturgeon Bay collection, used agmalresistant t@. pallida It did not
develop any cyst in previous tests (Rousselle-Beaiggand Mugniéry 1995). Caspar H3, a
dihaploid ofS. tuberosunav. Caspar, used as female, is susceptible.

Resistance assessment for QTL analysis

Resistance assessment was performed by artifeeséd in controlled conditions. Four tubers
per clone were planted separately in a plastic filied with 400 cnf of a mixture of soil and
sand. Ten cysts db. pallida pathotype Pa2/3 (Chavornay population) were adaldeach
pot in order to achieve an infestation of 5 - 1¥epiles per gram of soil. Plants were grown in
greenhouse for 4 months. Newly-formed cysts weoevered from the soil by elutriation.

Cysts were counted for each tuber individually.

To assess the resistance, the whole progeny wasosplin two sets of 97 and 142 clones
tested independently. Caspar H3, the susceptibienpa96D31.137, a moderately resistant

clone, and 96D31.145, a fully resistant clone wesed as controls in both resistance tests.
Phenotypic effects of the QTLs on the components aEmatode development

Four clones of the progeny were chosen accordintheo alleles at the both QTLs. Ten
tubers per clone were grown at 20°C in Petri disbeswater solidified with 2% agar
(Mugniéry and Person 1976). One to three roots tpber were inoculated with 10 J2
juveniles per root. A total of 20 inoculated rogisr clone were dissected, under 40 X
magnification, 15 days after inoculation (Mugniétyal. 2001). For each retrieved nematode
among the ten inoculated per root, the developrhesitge was noted according to the
following classification: J2/J3 undeveloped nemadnale, or female. The distinction male

vs. female was determined on J4 or adult nematdétesencerersusabsence of a necrosis
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Table 4.1PCR primers designed for markers of the potatorobemme V

Marker DNA sequences used Primer sequences S 3' Restriction

for designing primers enzyme

for CAPS

TG432P DNA from Caspar H3 GGACAGTCATCAGATTGTGG Dral
-CAPS and spl329.18 amplified STACTCCTGCTTGAGCCATT

with TG432 primers of

(De Jong et al. 1997)
CT242 2 RFLP probe sequence CAGCTACAACACTGCGATGC Haelll
-CAPS available in the SGN ~ TGCATCCAAAATGAACAACC

Database
GP21- DNA from Caspar H3  CTTTCATGTCTATGAGGTAATGGC -
SCAR and spl329.18 amplified STGTTAAATTTCTTATTAGTCTTTTGTATTCA

with GP21 primers of
(Meksem et al. 1995)




around the nematode was noted. Non-retrieved ne&leatwere considered as non penetrated

or missing data.
Molecular analysis

Molecular markers well distributed on publishedgtotgenetic linkage maps (Gebhardt et al.
1991, Isidore et al. 2003, Milbourne et al. 1998nKsley et al. 1992) were analyzed on the
239 diploid clones. Total nuclear DNA was extrackenn 100 milligrams of fresh leaves of

three-weeks old plants, following the protocol ddsed by Fulton et al. (1995).

Twenty AFLP primer combinations, delivering markemvering the whole genome of the
Ultra High Density (UHD) Potato map (Isidore et2003) were chosen. They were generated
with EcoRI (E) orSad (C) as rare cutter anidsd (M) as frequent cutter restriction enzymes,
and were analyzed according to the method deschilyedos et al. (1995) except that the
anodal electrophoresis buffer was 1 X TBE, 0.5 MAblaSegregating fragments were scored
visually and independently by two people. Only nesskheterozygous for a single parent
were considered. They were identified by the narhéhe primer combination and the

molecular weight of the fragment as indicated anlttiD potato database.

Five SSR markers were mapped. Stm0003, Stm00135an#i020 were amplified according
to the procedure described by Milbourne et al. 719998). Primer sequences for SSR4 and
SSR19 were retrieved from the Solanaceae Genomigvdde (SGN) Database. PCR
reactions were carried out as described by Milbeuet al. (1997) with an annealing

temperature of 50°C.

Four CAPS or SCAR markers were mapped. PCRs for&CiBrker GP179 were carried out
as described by Meksem et al. (1995). Ten ul oPGR& reaction were then digested with 3 U
of EcARV, following instructions provided by the manufar (Invitrogen). Primers and
PCR conditions for markers CT242 2-CAPS, TG432P-SARNd GP21-SCAR were
adapted. We designed new primers (table 4.1) frablighed sequences (SGN database) or
from sequences obtained in our laboratory. PCR warged out using the Hot-Start version
of TaKaRa Ex Taq enzyme, following instructions\pded by the manufacturer (TaKaRa).
Cycling conditions were as follows: 94°C for 3 miallowed by 40 cycles of 94°C for 30 s,
60°C for 45, 72°C for 2 min 30 s (CT242_2-CAPS arG432P-CAPS) or 1 min 30 s
(GP21-SCAR), followed by 72°C for 10 min. PCR usthg GP21-SCAR primers amplified
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a singleS. sparsipilunallele of 400 bp. 0.25 pM of each GP179 primer K&an et al. 1995)
were added to the PCR reaction, to get a fragnfesb® bp as amplification control.

Assignment of linkage groups was realized thanksaanigrating AFLP markers (Rouppe
van der Voort et al. 1997b) with the UHD potato nfkgidore et al. 2003) or the Rosa H1 or
SPG 334.19 maps (Caromel et al. 2003), or to SSRAR®S markers of known locations. For
one linkage group without previously mapped AFLFSRSor CAPS markers, AFLP
fragments mapped on this linkage group were isdlatedescribed by Rouppe van der Voort
et al. (1997b) to produce RFLP probes. These protem® mapped on the Rosa H1 or
SPG 334.19 maps, where all the linkage groups a&smgned (Caromel et al. 2003).

Data analysis

Statistical analysis were performed using the Rwsok version 1.7.7 (Ihaka and Gentlemen
1996).

The average cyst number of the clones, which wssessed in two independent tests, was

adjusted using parameters of the linear regressamputed with the data of the control

clones Caspar H3, 96D31.137, and 96D31.145. Adjudtda were further transformed as

logio (X+1), with x being the adjusted mean number stEyFurther analyzes were performed

with these values. Broad sense heritability wasmesed with the following formula:
2, =o02gl/(o?g +0?e/n) where g2g = genetic varianceg?e = error variance anch =

number of replicates.

Molecular analyzes and map constructions were padd in two steps. A set of 97 clones
were genotyped with 20 AFLP primer combinationsirf€APS or SCAR markers, and five
SSR markers. The 142 other clones were genotypéu avisubset of evenly distributed
markers covering most of the spl329.18 map. Twepathdent genetic linkage maps were
derived from each parent following the double psete$t cross design (Grattapaglia and
Sederoff 1994) using the software MapMaker/Exp (Rénder et al. 1987). Linkage groups
were determined with a minimum LOD score of 6 amdaximum recombination rate of 0.3.
Recombination frequencies were converted into mmapplistances (cM) using Kosambi's
function (1944). Framework maps were constructatl thie most informative markers evenly
distributed on the maps. A total of 115 and 106 ke from Caspar H3 and spl329.18

framework maps were integrated in a single dataset.
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QTL detection was performed using the Compositeriidl Mapping (CIM) method with the
QTL Cartographer software (Basten et al. 1997). Twarkers, selected by a forward-
backward stepwise regression analysis, were usedfastors in the CIM procedure, with a
window size of 10 cM and a walking speed of 2 cM.1800-permutation test defined a
significant threshold at LOD 3.0 (type | error ©8). The coefficient of determination {R
describes the percentage of the total variationagx@d by the QTL. It was computed at the

maximum of the LOD score plot.

Digenic interactions between all pairs of markefghe single dataset integrating the two
framework maps, were tested using a two-way armlgéi variance with an interaction

component. A signification level <10 was employed.

A two-factor analysis of variance was performedestimate the total variation explained by
the two QTLs. The most-tightly linked marker to lked@@TL maximum LOD score plot was
used as factor.

Among the 239 clones of the whole progeny, 190 edodid not show any recombination
event between the markers flanking each QTL. Th&8eclones were classified according to
their allelic combination at the both QTLs. For leaQTL combination, the frequency
distribution of the clones were compared for thg d@djusted mean cyst number+1). QTL
effect was assessed by analysis of variance. The malues of the clones possessing the
different alleles at both QTLs were compared ughig multiple comparison test of Tukey

(Tukey Honest Significant Differences) with a 95&mily-wise confidence level.

For the four clones of the 96D.31 progeny choserihfeir different combination of alleles at
the both QTLs, developmental stage of the retrieveanatodes was noted as J2/J3
undeveloped nematodes, males or females. The effabe QTL allele combination on the
developmental stage was assessed by analysisiahear For each developmental stage, the
number of retrieved nematodes were compared bettieefour clones using the 21 multiple
comparison test of Kullback (1959) mentioned in éwbier (1966) with a 95% family-wise

confidence level.
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4.3 Complément a l'article

4.3.1 Détection des QTL de résistance

L’analyse du déterminisme génétique de la résistamiginaire de spl329.18, publiée dans

l'article, a été réalisée sur les 239 clones deldacendance issue de croisements entre
Caspar H3 et spl329.18. Cette descendance a é@nuabta partir de deux séries de

croisements indépendants. Les clones de pommeredes deux séries ont été semés et
multipliés dans des conditions de photopériodecdiffites : les clones de la série 96D31 ont
été semeés et multipliés en jours longs et les slate la série 00D53 ont été semeés et
multipliés en jours courts (Chapitre 2.1). Les elendes deux séries ont été testés
indépendamment pour la résistand®.gallida et trois clones témoins, utilisés dans les deux
tests de résistance, ont servi a ajuster les dsnpigéénotypiques des clones des deux séries.
Des biais de ségrégation ont été observées dargiea@D53 sur les chromosomes V et X,

ou ont été localisés les QTL de résistance (cleaif.2).

Les distributions des clones des deux séries pouédistance sont différentes, montrant un
décalage vers la sensibilité dans la série 00DgBré 4.5). Nous nous sommes assurés que
les courbes de LOD des QTL de résistance, détectqemtir des données phénotypiques
ajustées des clones de chaque série, se locatisiies la méme région chromosomique. Les
courbes de LOD obtenues a partir des clones des siies étant superposées (figure 4.6),

nous avons ensuite fusionné les deux jeux de dennée

4.3.2 Etude de l'effet des QTL sur le développemenGdeallida

Un des points faibles du dispositif expérimentalisét pour étudier I'effet des alleles de
résistance aux QTL originaires 8e sparsipilunsur le développement d& pallidaest lié au
nombre de clones de pomme de terre analysés pabiraison de QTL. Un seul clone
possédant chaque combinaison d'alleles aux deux &HEté utilisé. Cette restriction ne
permet pas de différencier l'effet la combinaisdalléles aux QTL de l'effet du fonds
génétique. Cependant les résultats obtenus par ifhyget al. (2001) vont également dans le
sens d'une implication conjointe des deux GjhaVispy et GpaXFfsy dans I'effet de blocage

des nématodes aux stades juvéniles et dans leoggeshent d'une réaction nécrotique.
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La cartographie des QTL nous a permis de démoagtreres clones de la descendance issue
du croisement entre Caspar H3 et spl329.18, qusquznt les alleles de résistance au deux
QTL GpaVisp et GpaXFfsp, avaient permis le développement de moins de te&ysar plante

en moyenne, alors que les clones possédant ldgsatle résistance a un seul QTL avaient
permis le développement de 2,5 a 368 kystes pateplae clone, ayant les deux QTL, utilisé
lors de l'analyse de l'effet des QTL sur le cyaedéveloppement d8. pallida a permis le
développement de 0,6 kyste par plante en moyenaenemntré un fort effet sur le blocage des
nématodes aux stades juvéniles, ainsi que la présrstématique d'une nécrose dans toutes

les racines inoculées.

Mugniéry et al. (2001) ont analysé la résistan@ pallidadans des descendances ayant, soit
le méme parent résistant que notre descendanceg29p8), soit un clone frére
(spl88S329.15), croisés avec des clones dihaploidesS. tuberosumsensibles. Le
déterminisme génétique de la résistance n'étaicpaisu. Aprés avoir compté le nombre de
kystes développés sur chaque clone, les auteutustie I'effet d'un ensemble de clones, sur
lesquels peu de kystes s'étaient développés, siycle de développement & pallida Sur

19 de ces clones, moins de 1,5 kystes par planteagenne ont été trouvés. Il est probable
que ces 19 clones possedent les alleles de résstan deux QTIGpaVsy etGpaXFsp. Lors

de l'analyse de I'effet des clones sur le dévelmgme des nématodes, Mugniéry et al. (2001)
ont observé un fort effet de blocage des nématadgsstades juvéniles dans les racines de
ces 19 clones. De méme, comme dans notre étupgeédance d'une forte nécrose a également
été notée dans les racines de ces 19 clones. dloast probable que l'effet de blocage des
nématodes aux stades juvéniles, ainsi que le dévetoent d'une réaction nécrotique soit lié

a la présence des alléles de résistance aux deuxe®mon a l'influence du fonds génétique.
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5 Etude de la résistancdz pallidaoriginaire de

S. spegazzinii

5.1 Introduction

Solanum spegazzinia été décrit depuis de nombreuses années commesauree de
résistance &lobodera pallida(Ross 1986, Rousselle-Bourgeois and Mugniéry 1998%
clones de cette espéce ont été utilisés commeegénitlans les programmes de sélection de
plusieurs pays (Kreike et al. 1994, Ross 1986) nN#&ans, aucune variété de pomme de terre
actuelle ne possede le haut niveau de résistanSe sjggazziniiL'objectif de cette étude est
de localiser les QTL affectant la résistanc@.gallida et d'étudier leur effet sur le cycle de

développement de ce nématode.

Une premiére recherche de QTL, réalisée par Intév\zgoping sur une carte partiellement

saturée, a fait I'objet d'un article publié ddineoretical and Applied GeneticSette analyse

QTL a été complétée en utilisant la méthode de @ity Interval Mapping sur une carte

couvrant l'essentiel du génome des deux parenks descendance utilisée. L'effet des QTL

sur le cycle de développement@epallidaa été étudié.

5.2 Mapping QTLs for resistance agairSlobodera pallida(Stone)
Pa2/3 in a diploid potato progeny originating fr@mspegazzinii

Article paru danJheoretical and Applied Genetics (2003) 106:1512315
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5.3 Compléments a l'article

Depuis la publication de l'article, les cartes dgigués de Rosa H1 et de spg334.19 ont été
saturées (voir chapitre 3.2.1). Une nouvelle rediede QTL de résistancez pallidaa été
effectuée par Composite Interval Mapping (Zeng 198B294) sur un fichier de données
intégrant les marqueurs des cartes trames des pkexts. Les 24 chromosomes (12 de
Rosa H1, 12 de spg334.19) ont été scannés en premanfacteur I'effet des 5 marqueurs les
plus explicatifs du caractére, détectés par régnessultiple. Un LOD score seuil de 3,2 a été
déterminé aprés 1000 permutations, correspondamt &éisquea de 0,05. Cette analyse

apporte des résultats nouveaux par rapport a agetsidans l'article paru en 2003.
5.3.1 Résultats

5.3.1.1 Recherche de QTL de résistance @. pallida

Cing QTL de résistance @. pallida ont été détectés sur les chromosomes V, VI, etd¥ll
spg334.19, et sur les chromosomes VIII et XI de aRdé%. Une nomenclature plus
informative a été adoptée pour les noms des QTs: QTL originaires de spg334.19,
initialement nommé&paM1 GpaM2 et GpaM3dans l'article ont été renommé&paVeyg
GpaVlsp, etGpaXlky, Les deux QTL originaires de Rosa H1 ont été nos@@aVilky, et
GpaXly:. Le tableau 5.1 donne leurs principales caratiguiss et leur position est illustrée
sur la figure 5.1. Dans un souci d'homogénéité desccartes des autres Solanacées, le
chromosome XI| de Rosa H1 a été orienté dans legmsé (bras long en haut et bras court
en bas) a celui qu'il devrait avoir selon les ésudgologiques les plus récentes (Dong et al.
2000). Le Rz global des 5 QTL, estimé par une a®atie variance a 5 facteurs, est de 82 %.

Une recherche d'épistasie a détecté trois interacsignificatives & un seuil de™i@ntre des
zones chromosomiques de Rosa H1. Leur probabliété, effet et la moyenne de chaque
classe allélique pour le Legnombre de kyste + 1), sont mentionnés dans ledalb.2. Bien
que les R2 individuels de ces épistasies soienpasnentre 14,5 et 15,5 %, lorsque nous les
avons intégrées dans un modéle d'analyse de var@mprenant également les marqueurs
des QTL a effet additif, elles n'étaient plus digatives a un seuil de 5 %. Le R2 global des

cing QTL a effet additif et des trois épistasiesshpas supérieur au R2 global des cinq QTL a
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Tableau 5.1. Caractéristiques des QTL de résistddtectés dans la descendance 96D32,
issue du croisement Rosa H1 x spg334.19. Le LOReseble R2 sont issus de I'analyse par
Composite Interval Mapping. L'intervalle de conftena été déterminé a partir de la courbe
de LOD obtenue par simple Interval Mapping.

Nom du QTL | Chromosome| Parent LOD score R? Intervalle de
d'origine confiance
GpaVspg Vv spg334.19 30,0 48 % 4 cM
GpaVl'syg VI spg334.19 7,1 8,3 % 31 cM
GpaXI | gg Xl spg334.19 9,7 9,8 % 48 cM
GpaVI | VI Rosa H1 9,9 10,8 % -
GpaXl ' XI Rosa H1 4,4 3,9% .

Tableau 5.2. Epistasies affectant le Log(hombrekykdte + 1), détectées entre des zones
génomiques de Rosa H1 avec un seuil d& 1@s quatre phases alléliques ont été codées
mll, m21, ml1l2, m22. Le premier chiffre correspontk alléles du premier marqueur
impliqué dans l'interaction, le second chiffre @spond aux alleles du second marqueur.

Phases alléliques aux deux
marqueurs
Chromosomes Marqueurs Probabilités| R29%| mll m21 m12 m22
I W C43M62-18 CT032 4,54. 10 14,6 0,971 | 1,37 1,49Y 0.746
Y W CT225-2 TG221 8,15. 10 14,8 0,760 | 1,283 1,481 0,860
VI X C35M48-A | E32M49-11 3.14. 18 15,3 1,363 | 1,028 0,801 1,582




effet additif seuls. Cela peut étre du a la puissate notre dispositif expérimental, qui ne
permet d'estimer avec précision l'effet des QTLstpiques. Thabuis et al. (2004b) ont
montré que l'effet des QTL épistatiques, détectds din dispositif expérimental comprenant

un effectif de plantes peu important, étaient satigerestimes.

5.3.1.2 Recherche de QTL de poids du systeme racinaire

Le nombre de kystes de nématode néoformés dansplanée sensible est fonction du
développement du systéme racinaire. Le développedwesystéme racinaire des clones de la
descendance 96D32 (Rosa H1 x spg334.19) a étééépaluune mesure du poids sec des
racines dans trois répétitions. L'héritabilité anslarge de ce caractére a été estimée a 53 %.
Une représentation graphique exprimant le logadttdn nombre de kystes néoformés en
fonction du poids sec de racine pour lI'ensemble dadésnes de la descendance
(Rosa H1 x spg334.19) ne montre pas de corrélagiane les 2 caractéres (figure 5.2),
indiquant que la mesure de la résistance globakt pas influencée par le développement du
systéme racinaire. Des QTL de poids du systéemaeaseiont été recherchés par CIM dans la
descendance 96D32 sur le fichier de cartograplégiant les cartes des deux parents. Un test
effectué avec 1000 permutations a défini un LODIsu3,35 avec un risque de 0,05. En
utilisant ce seuil, deux QTL, nomméall sy et rwlVy, (rw pour "root weight") ont été
détectés, un sur le chromosome Il de spg334.1% stir le chromosome IV de Rosa H1. Ces
deux QTL expliquent 13,2 % de la variation du cerex Trois QTL, détectés avec un LOD
score inférieur au seuil choisi, montrent égalementeffet significatif sur le poids sec de
racines par analyse de variance. La courbe de L&Dcthq QTL affectant le poids sec de
racine est illustrée sur la figure 5.3, et leunactéristiques sont résumeées dans le tableau 5.3.
Le Rz global expliqué, par une analyse de varianciq facteurs, par les cinqg marqueurs les
plus proches du pic de la courbe de LOD des cinfj §fectant le poids sec de racine, est de
32,4 %.

Le QTL rWVI'Spg localisé sur le chromosome VI de spg334.19 explig,2 % de la variation
du caractére etwXl'y, localisé sur le chromosome XI de Rosa H1 explidi&% de la
variation du caractere. La courbe de LOD des QTlpaids du systéeme racinaire situés sur
les mémes chromosomes que les QTL de résistanGe pallida est représentée sur la
figure 1. Les courbes de LOD du QTL de résistancg. pallida Gpanspg et du QTL de
poids du systéme racinaierI'spg localisées sur le chromosome VI de spg334.19t son
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Figure 5.2 : Représentation du critere de résistandonction du développement racinaire dans les
clones de la descendance 96D32 issue du croiseladtsa H1 x spg334.19.

Tableau 5.3. Caractéristique des QTL de poids duwésye racinaire détectés dans la descendance
96D32, issue du croisement Rosa H1 x spg334.19.Qle score et le R? sont issus de I'analyse par

Poids sec de racines (mg)

Composite Interval Mapping.

Nom Parent d'origine | Chromosome| LOD score R2
rwi g spg334.19 [ 4,89 12,5 %
rwi V'gg spg334.19 \Y 3,19 8,3 %
Wi 'spg spg334.19 VI 2,56 9,2 %
rwi Vipr Rosa H1 \Y 3,70 11,1 %
rWX1 Rosa H1 XI 2,84 7.2 %
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superposées avec des amplitudes différentes. Labeo de LOD du QTL de résistance a
G. pallida GpaXly, et du QTL de poids du systéme racinaiveXl'y,, localisés sur le

chromosome Xl de Rosa H1, sont chevauchantes.fiewst décalé de 30 cM.

5.3.1.3 Effet des QTL de résistance sur le cycle de dévelpgpment deG. pallida

Huit clones de la descendance 96D32 et |le paresttde Rosa H1 ont été choisis en fonction
de leurs alléles aux trois QTL de résistance désestir le génome de spg334.19. Ce choix a
été fait avant la mise en évidence des QTL de tedgie sur le génome de Rosa H1
(figure 5.4).

Une analyse de variance a montré un effet hautesigntficatif du clone sur le stade de
développement des. pallida (P<2,2.10°, R =28,8 %). Les pourcentages de nématodes
retrouvés a chaque stade de développement poueldsclones étudiés sont illustrés sur la
figure 5.4. Les différences entre clones pour el de nématodes retrouvés a chaque stade
de développement (J2/J3 non développés, malesntellés) ont été analysées par un test 21
(Arbonnier 1966). Le clone 96D32.115 ne possederades alléles de résistance aux QTL
originaires de spg334.19 mais il posséde les allééerésistance a au moins un des QTL de
Rosa H1 GpaVllly, il est recombinant entre les marqueurs flanq@paXlsy,). Pourtant le
clone 96D32.115 a un effet significativement supéria Rosa H1 sur un des critéeres de
résistance : dans les racines de Rosa H1, 90 %é@estodes arrivent a se développer en
femelle, alors qu'ils ne sont que 60 % a y parvdais les racines du clone 96D32.115. La
différence entre les deux clones pour le nombren@®atodes restant bloqués aux stades
juvéniles n'est pas significative. En revanchedmbre de nématodes se développant en méale
est significativement plus important dans les residu clone 96D32.115 que dans celles de
Rosa H1. Le clone 96D32.115 est difféerent de RdbkasdHr 50 % de son génome. Les
différences observées entre les deux clones suaszulinisation des nématodes peuvent étre
attribuées au fonds génétique ou a l'interactioh-@@hds génétique. Il semblerait donc qu'il

y ait un effet favorable du fonds génétique du e€l®6D32.115 sur la diminution du nombre

de femelles.

Les quatre clones possédant l'allele de résistanc®TL a effet fortGpaVspg montrent un
effet significativement différent par rapport auores possédant l'alléle de sensibilité a ce
QTL, sur l'inversion du sexe-ratio en faveur desesi@ans les racines de ces 4 clones, plus

de 77 % des nématodes se sont développés en nméte €86 % dans les racines du parent
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sensible Rosa H1. Le clone 96D32.76 qui possédalleles de résistance aux trois QTL
originaires de spg334.19 et &paVllly, permet le développement d'un nombre
significativement plus faible de femelles (2,69 §a les huit autres clones. Il a également un
effet sur le blocage aux stades juvéniles sigrifiement différent du parent sensible

Rosa H1, mais n'est pas significativement difféckas autres clones 96D32 pour ce caractere.

5.3.2 Discussion

Le R2 global des 5 QTL de résistanc@ .gpallidadétectés dans cette étude (82 % contre 72 %
pour les 3 QTL de spg334.19 décrits dans l'artiekt)proche de I'héritabilité au sens large
(97 %), indiquant I'essentiel de la variation génét est expliquée par ces cing QTL. C'est la
premiere fois qu'autant de QTL sont mis en éviddoce de l'analyse d'une résistance au
nématodes a kyste (Bradshaw et al. 1998, Bryah 80@2, Kreike et al. 1993, Kreike et al.
1994, Kreike et al. 1996, Rouppe van der Voortletl898, Rouppe van der Voort et al.
2000). Le nombre relativement important de QTL fetefaible que nous avons détecté
explique que, bien qué. spegazzinisoit utilisé dans les schémas de sélection depuis
plusieurs décennies (Ross 1986), aucun cultivanehahe posséde de haut niveau de
résistance provenant de cette espéece (Didier Mograe Ronald Hutten, communication
personnelle). Dans un autre pathosysteme, Thabais @004a) ont démontré que le nombre
de QTL retenus par la sélection phénotypique dépdmda pression de sélection. En
appliquant toujours la méme pression a chaque delgélection, les QTL a effet faible ont

un fort risque d'étre perdus car leur effet estquégar les QTL a effet fort.

L'analyse de l'effet des QTL de résistance suryldecde développement de. pallida a
montré un fort effet du QTL a effet fo@paVipg Sur la masculinisation de ce nématode.
L'effet de blocage aux stades juvéniles associgean@crose, observés dans le clone ayant les
2 QTL originaires deS. sparsipilumn’est pas retrouvé dans le cas de la résistaigiaaire
deS. spegazzinii

Lors de la premiéere recherche de QTL pour la réscd aG. pallida, dont les résultats sont

présentés dans l'article, les deux QTL provenanRdsa H1 n'avaient pas été détectés et
l'effet individuel des QTL de spg334.19 avait évésidérablement surestimé. La somme des
R2 des cing QTL (80,8 %), détecté par CIM sur ¢hir intégrant les cartes des deux parents,

est trés proche du R2? global estimé par l'analgseadiance a 5 facteurs (82 %), alors que la
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somme des R2 des trois QTL de spg334.19, déteatéSIM sur les cartes séparées des deux
parents, était supérieure a 100 % (60 % + 24 % % 2(Bsultats non présentés dans l'article).
Ces résultats démontrent qu'il est nécessaire eledpr en compte I'ensemble des facteurs
génétiques expliquant la variation du caracterer pooir une bonne estimation individuelle

de leurs effets propres. Pour cela, I'analyse Qat @IM, réalisée conjointement sur les

données de marquage des deux parents, donne diatsdseaucoup plus précis que l'analyse
QTL réalisée par simple Interval Mapping ou quedlgse par CIM réalisée séparément sur la

carte de chaque parent.

Le développement des nématodes en femelle est digptedte la taille du systéme racinaire de
la plante héte. Dans une plante sensible, plusys¢emie racinaire est important, plus le
nombre de nématodes pouvant se développer en &emsiigrand. Des QTL de poids du
systéme racinaire colocalisent avec des QTL destetsie a effet faibleGpaVisy, sur le
chromosome VI de spg334.19, @paXly, sur le chromosome XI de Rosa H1. Un QTL
affectant le développement racinaire, originaire $lespegazziniia été cartographié
précédemment sur le chromosome VI (Kreike et @6)9Lors de I'évaluation de l'effet des
QTL de résistance sur le cycle de développeme.qmallida, aucun effet significatif n'a pu
étre montré poueraVispg Ces différents arguments suggeérent @;mvispg n'est pas
directement impliqué dans un mécanisme de résistamais serait dd a linfluence du
développement racinaire sur les résultats du testédistance. Il est cependant difficile
d'expliquer pourquoi les QTL qui ont le plus fofte¢ sur le développement racinaire (sur le
chromosome Il de spg334.19 et sur le chromosoméel\Rosa H1) ne colocalisent pas avec
des QTL de résistance. Cela peut étre di a une aisguestimation des effets des QTL de
poids du systeme racinaire, due a la faible pataderiation expliquée par les QTL détectés
(R2 global = 32,4 %).

C'est la premiere fois que des QTL de résistan@e jzallida originaire deS. tuberosunsont
détectés. La variété tétraploide Rosa, de lagaaig extrait le clone dihaploide Rosa H1, est
cultivée en France depuis le début du®®Siécle au minimum et a été inscrite au catalogue
des variétés de pomme de terre en 1935, date dec#ion du catalogue. Bien que sa
généalogie ne soit pas connue, il est peu prolpbdle ait des espéces sauvages dans son

ascendance, car les especes sauvages n'ont ééast@ans les programmes de sélection

qu'au début du XX" siécle pour la résistance au mildiou (RoussellarBeois 1996). Nos
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résultats indiqguent que des QTL de résistanc@. pallida sont présents dans le fonds
génétique des variétés actuellesSdéuberosunet peuvent étre exploités en sélection.

GpaVllly, est localisé au centre du chromosome VIII. Le geaéMarczewski et al. 2002),
conférant la résistance au virus S de la pommeaide, tet un QTL de résistanceEawinia
carotovora ssp. atrosepticaont été cartographiés dans cette zone génomigumenéch-
Guzowska et al. 2000 paXly, est localisé dans un cluster de génes de résissitué sur le
bras long du chromosome XI. Des génes et des QTteésistance a des virus, bactéries,
champignons, Oomycetes et nématodes a galles gténtartographiés (pour revue, voir
Gebhardt and Valkonen 2001). Un QTL de résistanGe @allida originaire deS. tarijense
(Gpa3d a également été cartographié dans cette zonemjgne (E. Ritter, communication
personnelle). Plusieurs homologues du gBneonférant la résistance au Tobacco Mosaic
Virus chez le tabac, ont été cartographiés danduster (Hamalainen et al. 1998, Leister et
al. 1996). Le geneél fait partie de la famille des genes de résistatecéype TIR-NBS-LRR
(Whitham et al. 1994). Il est possible qG@aXly, appartienne également & la classe des

genes de résistance de type TIR-NBS-LRR.
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6 Niveau d'agressivité de populations @epallida sur
des clones portant les QTL détectées chez

S. sparsipilumsS. spegazzinietS. tuberosum

Les résistances polygéniques, encore qualifiéeggistances horizontales, sont supposées ne
pas étre race ou pathotype-spécifiques et avolange spectre d'action (Flor 1971, Lindhout
2002, Parlevliet 2002). Nous avons étudié la rést# conférée par les QTL ou des
combinaisons de QTL détectés cl@zsparsipilumS. spegazziniiet S. tuberosunfchapitres

5 et 6) face a une population néo-zélandais& dgallida et sept populations provenant de
différents pays d'Europe. Dix kystes de G. paldat inoculés dans chaque pot ou est planté
un tubercule. Les plantes sont cultivées pendaig tnois en serre. Quatre répétitions de

chaque génotype ont été testés avec les huit pgamdale G. pallida.

6.1 Résultats

6.1.1 Niveau de résistance conféré par les QTL origisaies. sparsipilum

Le niveau de résistance conféré par les combinaiab@liques aux QTL, a huit populations
de G. pallida a été étudié sur neuf clones issus du croisesrdné Caspar H3 et spl329.18,

et sur une variété témoin sensible tétraploide,méenDésirée.

Les nombres de kystes néoformés par plante onttrétésformés par une fonction
logarithmique pour la suite des analyses (Logkydteg;o(nombre de kystes +1)). L'effet des
différents facteurs influencant la variable "Logle/sa été estimé par analyse de variance.
L'effet de la population d&. pallida sur la variable Logkyste est hautement significati
(p =< 2,2.10%. De méme, l'effet de la combinaison allélique &XL sur la variable
Logkyste est hautement significatif (p < 2,2 90et on constate une interaction hautement
significative entre la combinaison allélique auxlQ&t la population dés. pallida pour la
variable Logkyste (p = 4.19. Les différents clones possédant les mémes caisbins

alléliques aux QTL ne montrent pas le méme niveauegdistance, ce qui révele un effet du
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Tableau 6.1 : Niveau d’agressivité de 8 populatide&. pallida sur des clones possédant les
différentes combinaisons alléliques aux QTL détesté le génome de spl329.18. Les valeurs
correspondent au nombre moyen de kystes par plante.

o 0 8 9 o g 2 =
Alléles de résistance aux % ® S = s O & S
QTL £ E s S 5 @ £ i=
S =] = © 5 o 3
S - - A A e - -
o x A
Aucun 166 323 235 670 621 349 286 328
GpaxXl Ssp| 18,33 | 24,50 | 69,25 | 66,92 | 63,75 | 89,63 | 88,25 | 49,75
GpaVgi 1,83 1,92 5,42 8,67 | 14,38 | 17,33 | 24,33 | 50,50
GpaVs etGpaX’y 0,00 0,38 0,88 3,25 1,13 3,00 3,75 3,75




fonds génétique sur le nombre de kystes néoformidsi, I'effet du clone sur la variable
Logkyste, en prenant en compte l'effet du QTL, lemitement significatif (p = 1,6.
Néanmoins, l'effet de la combinaison allélique &IK_ est nettement supérieur a l'effet du
clone sachant la combinaison allélique aux QTLiguadnt que les QTL ont un effet plus fort

gue le fonds génétique sur la résistance.

Pour chaque combinaison d'alleles aux QTL, I'aféeta population d&. pallidaa été estimé
par analyse de variance. Cet effet est signifiqadifir les quatre combinaisons d'alléles aux
QTL (aucun alléle de résistance : p = 31@lléle de résistance @paXFfep: p = 7,2.10;
allele de résistance@paVisp : p = 1,4.10°; alleles de résistance aux deux QTL : p =4.10
Lorsque I'on compare les deux clones sensibles3969 et Désirée, I'effet du clone sur le
niveau de multiplication des nématodes est sigatifi¢p = 0.005), révélant une multiplication
plus importante sur le clone tétraploide Désirée sur le clone diploide. Cette différence de
niveau de multiplication entre clones tétraploidtsdiploides est fréquemment observée
(D. Mugniéry, communication personnelle). Elle psléxpliquer par une différence de taille
du systeme racinaire (voir chapitre 5), plus dgweéochez les clones tétraploides, ou par

I'effet du fonds génétique sur la résistance.

Le niveau d'agressivité des huit populationsGdeallida vis a vis de chaque combinaison
d'alléles aux QTL, a été comparé par un test depacsison de moyenne multiple de Tukey
avec un risque de 0,05. Les différences d'agressivité entre @ajouls deG. pallidasont les
plus marquées sur les clones possédant les atleledsistance uniqguement au QTL a effet
fort GpaV’sp. Les populations dés. pallida ont été classées en fonction de leur niveau
d'agressivité croissant sur les clones possédarllies de résistance uniquement a ce QTL
(figure 6.1b, tableau 6.1). Les populations Rookenadt surtout Duddingston sont les plus
agressives et la population Pukekoé la moins ageessr les clones possédant les alléles de
résistance au QTL a effet fo@paVisy. Les huit populations d&. pallida ont un niveau
d'agressivité plus faible sur les clones possé@analleles de résistance a au moins un QTL
gue sur les clones sensibles, confirmant I'effeis ppu moins fort des QTL sur les huit

populations.

Les clones possédant les alléles de sensibilitédaux QTL ont permis le développement
d'un nombre moyen de kystes par clone variant efifeet 670 kystes (tableau 6.1). Les

clones possédant les alléles de résistance au Qdffetfaible GpaXFfsy uniqguement ont
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Figure 6.1 : Niveau d'agressivité de 8 populatiolesG. pallida sur des clones de pomme de terre
possédant différentes combinaisons alléliques alik e résistance détectés dans les descendances
Rosa H1 x spg334.9 et Caspar H3 x spl329.18. Rmgue combinaison allélique aux QTL, des lettres
indiquent les différences significatives entre gapans deG. pallida, calculées par un test de
comparaison de moyennes multiple de Tukey avedsgueo de 0,05. Le niveau d’agressivité des
populations d&s. pallida est exprimé par le Lag(nombre de kystes+1).

a: Témoin tétraploide sensible Désirée et troisneto de la descendance Rosa H1 x spg334.19
possédant le QTL a effet fdBpaVyy et différentes combinaisons alléliques aux QTIfet daible.

b : Moyenne des deux clones (auc@paV’y et GpaXi’y) ou trois clones GpaXi’y, GpaVig)
possédant les différentes combinaisons allélique<TL originaires de spl329.18.



permis le développement d'un nombre moyen de kysaesclone variant entre 18 et 90
kystes. Les clones possédant les alléles de nésistau QTL a effet foil&paVisp uniquement

ont permis le développement d'un nombre moyen deegypar clone variant entre 1,8 et 50,5.
Les clones possédant les alleles de résistancalewx QTL ont permis le développement
d'un nombre moyen de kystes par clone variant éhtet¢ 3,8. Ces résultats montrent la
supériorité des clones possédant les alléles detadse aux deux QTL pour contrdler
I'agressivité des huit populations @e pallida étudiées, par rapport aux clones ne possédant

I'allele de résistance qu'a un seul QTL.

6.1.2 Niveau de résistance conféré par les QTL origisaiteS. spegazzinit

S. tuberosum

Dans le méme test que celui décrit au chapitreéol@at, le niveau de résistance conféré par
différentes combinaisons alléliques aux QTL, auit papulations des. pallidaa été étudié
sur quatre clones issus du croisement entre Roset 14hg334.19. Les analyses statistiques
ont été réalisées comme décrit dans ce chapitrgéhetype aux QTL des quatre clones et la
note de résistance obtenue par ces clones fac® @apulations dé>. pallida testées sont
indiqués dans le tableau 6.2. Les quatre clonesegdest les alleles de résistance au QTL a
effet fort GpaVispg €t & au moins un des QTL a effet faible. L'effetfonds génétique n'a pas
pu étre testé car les quatre clones possédentoddsir@aisons alléliques différentes aux cing
QTL détectés.

Les nombres de kystes néoformés par plante onttrétésformés par une fonction
logarithmique pour la suite des analyse (Logkyst®gio(nombre de kystes +1)). L'effet des
différents facteurs influencant la variable Loglyst été estimé par analyse de variance.
L'effet de la population d&. pallida sur la variable Logkyste est hautement significati
(p = < 2,2.13%. De méme, I'effet du clone sur la variable Logkysst hautement significatif
(p < 2,2.10° et on constate une interaction hautement sigxifie entre le clone et la

population deG. pallidapour la variable Logkyste (p = 3,8:9)0

Le niveau d'agressivité des huit populations&eallida, vis a vis des quatre clones de la
descendance 96D32 et de la variété témoin Désirés comparé par un test de comparaison
de moyenne multiple de Tukey avec un risquae 0,05. Les résultats de ce test sont illustrés

sur la figure 6.1a. Le clone 96D32.82, qui posdedalléles de résistance aux QGpaVispg
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Tableau 6.2 : Combinaisons alléliques aux QTL désténce &. pallidachez 5 clones de pomme de
terre utilisés pour étudier le niveau d’agressidigéhuit populations dé. pallida

96D32. 17 |96D32. 32 |96D32. 76 |96D32. 82

GpaVllp

-: allele de sensibilité au QTL
-= allele de résistance au QTL

REC

= recombinaison entre les marqueurs flanquant le QT

Tableau 6.3 : Niveau d’'agressivité de 8 populatidesG. pallida sur des clones possédant des
combinaisons alléliques différentes aux QTL détecidr les génomes de Rosa H1 et spg334.19. Les
valeurs correspondent au nombre de kystes moyeplgae

(] 0 = c>5‘ () % B S

< 2 S g e 1 5| % | @8

Clone ) Q 2 1S Q = S c

v = o > S 2} X =

S =} = © = @© o =]

o - & < 3 Ll ) B

© 0] o A

Désirée 222 372 235 895 1040 349 286 390
96D. 32. 17 0,50 0,75 0,75 5,75 13,75 8,75 3,25 0,25
96D. 32. 32 0,75 0,25 0,75 4,00 7,75 2,50 0,25 0,00
96D. 32. 76 0,25 0,00 0,00 1,50 2,25 0,50 0,00 0,00
96D. 32. 82 0,75 0,00 0,50 3,00 0,75 0,25 0,00 0,25




GpaXllspg etGpaXly:, ne montre pas de différences significatives desgopulations. Il n'a
pas été représenté sur la figure 6.1. Pour les trofres clones, nous ne constatons pas de
classification différente des populations @e pallida selon les clones. Les populations
Chavornay et surtout Audierne sont les plus agressguelque soit le clone testé. Les
populations Duddingston, Lufness, Perpignan, eteRoé& sont les moins agressives quelque
soit le clone testé. La classification des huitydapons deG. pallida par niveau d'agressivité
croissant, est difféerente de celle qui avait étblé sur les clones possédant les différentes

combinaisons alléliques aux QTL originaires de 2pI38.

Sur le témoin tétraploide sensible Désirée, le$ populations ont développé entre 222 et
1040 kystes en moyenne (tableau 6.3). Sur le c861232.17, qui possede les alleles de
résistance aux QTLGpaVis,, GpaXlky, GpaVllly, et est recombinant pour le QTL
GpaXly:, les huit populations ont développé entre 0,25375 kystes en moyenne. Sur le
clone 96D32.32, qui possede les alleles de résistanx QTLGpaVispg GpaXly:, et est
recombinant pour le QTGpaVlll,, les huit populations ont développé entre 0 &b Rybtes
en moyenne. Sur le clone 96D32.76, qui possédallides de résistance aux QBpaVepg
Gpavfspg GpaXllspyg et GpaVlllyy, les huit populations ont développé entre 0 €5 Xystes
en moyenne. Sur le clone 96D32.82, qui possedallides de résistance aux Q@paVeyg

GpaXllspg etGpaXlw:, les huit populations ont développé entre 0 eg2ds en moyenne.

6.2 Discussion

L'effectif important (239 clones) de la descendaisseie du croisement entre Caspar H3 et
spl329.18, et le faible nombre de QTL de résistathetectés dans cette descendance (deux
QTL), ont permis de choisir plusieurs clones poasétks différentes combinaisons alléliques
aux QTL. En revanche, dans la descendance 96D82¢ idu croisement entre Rosa H1 et
spg334.19, l'effectif est plus faible (117 clone®),nombre de QTL impliqués dans la
résistance est plus important (cing QTL), et limédle de confiance de certains QTL a effet
faible couvre une distance supérieure a un brahenosome. Cet état de fait ne nous a pas
permis de choisir des clones possédant les altidesisistance uniquement a un QTL, ni
d'étudier toutes les combinaisons alléliques auk.Q@& descendance 96D32 sert de support
a la cartographie de QTL de résistance a d'autoegtesseurs et a la cartographie de QTL de
caractéres impliqués dans la qualité du tuber@bm faible effectif est un facteur limitant

pour toutes ces analyses et il est prévu de l'angmeainsi que cela a été fait pour la
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descendance issue du croisement entre Caspar Bf#329.18. Une nouvelle détection de
QTL de résistance &. pallida, sur un effectif de clones plus important, devnaitus
permettre de choisir ensuite des clones possédartifférentes combinaisons alléliques aux
QTL.

L'étude de plusieurs clones, originaires de splE9possédant les méme combinaisons
d'alléles aux QTL de résistanceGa pallida, a montré un effet significatif du clone pour
chaque combinaison allélique. Les QTL de résistanice été détectés avec une seule
population (Chavornay), et l'effet significatif dtlone au sein de chaque combinaison
allélique suggére la présence, dans le fonds gpreétdes clones étudiés, de facteurs
génétiques de résistance a effet faible, spécsigleutres populations que Chavornay. Cette
analyse démontre qu'on ne peut pas généralise¥dakltats d'analyses QTL, obtenus avec une
population deG. pallida, a I'ensemble des populations de cette espécte Gmistatation va
dans le méme sens que ce qu'ont décrit Rouppeeraviart et al. (2000). Lors d'une analyse
QTL réalisée avec deux populations différente&deallida les auteurs ont démontré que le
QTL a effet faibleGpag originaire deS. verneiet localisé sur le chromosome IX, n'avait
aucun effet sur une population @e pallida faiblement agressive (R®383) alors qu'il avait

un effet significatif sur la population Rookmaker.

Les clones possédant les alleles de résistancaiemignt au QTL a effet foiGpaVip,
développent une réaction de résistance face atypbpulations dé&. pallidatestées, mais ils
montrent un niveau de résistance tres différeransé population. Ce QTL a une action
spécifigue (QTL "spécialiste”) sur les différentpspulations. En revanche, les clones
possédant les alleles de résistance uniqguemenThwa@ffet faibleGpaXFfsp ne montrent pas
une résistance spécifiqgue a l'une des populatesnpopulations les moins agressives sur ces
clones étant également les moins agressives stéresns sensibles. Ce QTL pourrait étre
qualifié de "généraliste". Dés lors qu'un clonesgdke les alléles de résistance a au moins
deux QTL, la résistance obtenue est de type gésieral

Bien que des différences significatives d'agret&signtre populations aient été observées sur
les clones possédant conjointement les allélesédistance aux deux QTGpaVi et
GpaXFsp, et sur les trois clones possédant les allélesésistance a au moins deux QTL
originaires spg334.19 ou de Rosa H1, les huit @djuuls testées ont développé moins de 14

kystes par plantes sur ces clones. Ces résultatsrdeent l'intérét de cumuler plusieurs QTL
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Figure 6.2 : Comparaison du niveau d’agressivitéhdié populations de&s. pallida sur trois clones
possédant les alléles de résistance au QTL afeffebpaViy et sur le clone 96D32.17 qui posséde les
alleles de résistance aux QTE&pPaVspg GpaXlkp, GpaVilky, et est recombinant pour le QTL
GpaXlw. Les échelles sont quantitatives et exprimenpigd(nombre de kystes+1).



pour obtenir une résistance de haut niveau ega kpectre d'action. lls viennent renforcer les
hypothéses et les observations indiquant une ditéabplus longue des résistances

polygéniques par rapport a la majorité des résistmnmonogéniques (Lindhout 2002,

Parlevliet 2002). Méme face a une espece a faibfgetsion géographique comr@epallida,

on peut supposer qu'une résistance contrélanegamité d'un grand nombre de populations

sera plus durable qu'une résistance ayant ungffeilation spécifique.

Les populations Pukekoé et Lufness qui sont lesisagressives sur les clones possédant les
alleles de résistance aux QTL originaires 8esparsipilum sont également les moins
agressives sur les clones possédant les allélesésistance aux QTL originaires de
S. spegazziniet S. tuberosumEn revanche, les populations Audierne et Chawvormai
avaient des valeurs intermédiaires sur les cloonsséduant les alleles de résistance aux QTL
originaires deS. sparsipilumsont les populations qui se développent le meuxies clones
possédant les alleles de résistance aux QTL oiiglaeS. spegazzinigt S. tuberosumLa
population Duddingston, qui est la plus agressivdes clones possédant l'alléle de résistance
au QTL a effet fortGpaVip, est la moins agressive sur les clones possédarlléles de
résistance aux QTL originaires d& spegazziniet S. tuberosumlLe classement des huit
populations de G. pallida en fonction de leur niveBagressivité est différent sur les deux
sources de reésistance (figure 6.2). Ces résultatsodtrent l'intérét qu'il peut y avoir a
cumuler des QTL originaires de plusieurs sourceségestance pour contréler l'agressivité

d'une large gamme de population de nématodes.

La population Duddingston, originaire de GrandetBgee, a été caractérisée comme
appartenant au pathotype Pal car elle ne se d@eejms sur les clones de pomme de terre
possédant le gernd2 originaire deS. multidissecturMugniéry et al. 1989). Sur la base d'une
hypothese d'interaction du type géne pour gener (F&Y1) entre les genes ou QTL de
résistance et des genes d'avirulenc&dpallida nos résultats indiquent que le gétizet le
QTL a effet fortGpaVisp ne reconnaissent pas les méme génes d'avirulence.

D. Mugniéry et son équipe de I'INRA de Rennes oudié des clones tétraploides de pomme
de terre, dont la résistance était originaireSdeernei avec les huit populations que nous
avons utilisées (Mugniéry et al. 1989 ; D. Mugnjémngsultats non publiés). Les huit

populations se classent dans I'ordre suivant parani croissant d'agressivité sur les clones

possédant la résistance originaire de S. vernaikelkdé, G. East Craigh, Perpignan,
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Figure 6.3 : Comparaison du niveau d’agressivitdai¢ populations dé. pallida sur des clones de
pomme de terre résistants, originaires de troi®@sp apparentées différentes. L'axe yesst une
échelle quantitative exprimant le Lgfhombre de kystes+1), dénombrés sur 3 clones passéss
alléles de résistance au QTL a effet fGpaVip () ou sur le clone 96D32.1D) qui possede les
alleles de résistance aux QTEpaVsy, GpaXlky, GpaVilly, et est recombinant pour le QTL
GpaXly,. L'axe desx est une échelle ordonnée par niveau croissanteisiyité sur des clones
résistants originaires d& vernei



Duddingston, Audierne, Lufness, Rookmaker, et Chaasp Il est clair que la hiérarchie
établie entre les populations sur ces clones, pasttonservée pour les clones possédant les
alleles de résistance aux QTL originairesSdeparsipilunet S. spegazziniifigure 6.3). Cela
indique l'existence de relations de spécificitdetgs populations de nématode et les sources

de résistance.

Actuellement, les tests de résistance pour l'ipton des variétés de pomme de terre au
catalogue sont réalisés avec une seule populatdd. ghallida (Chavornay). Nos résultats
démontrent la nécessité d'utiliser plusieurs pdpra pour déclarer une variété résistante a
G. pallida Les populations Chavornay (la plus agressivelssirclones dont la résistance
provient deS. vernéi, Duddingston (la plus agressive sur les clonest da résistance
provient deS. sparsipilupy et Audierne (la plus agressive sur les clonast ¢ résistance
provient deS. spegazzinii pourraient étre choisies comme populations freéce pour les

tests de résistance officiels.

La résistance originaire d®. sparsipiluma été intégrée dans les programmes de sélection
depuis plusieurs années et est actuellement peédans des clones tétraploides. Nos résultats
mettent en évidence la fragilité potentielle deecetsistance, particulierement si les alleles de
résistance au QTL a effet faib@paXFfsp sont perdus au cours du programme de sélection.
L'introgression en paralléle de QTL originaires Slespegazziniiou l'utilisation d'un fonds
génétique d&. tuberosunpossédant déja un certain niveau de résistanoaefteait d'élargir

le spectre d'action et d'augmenter la durabilitéQdiL a effet fortGpaVip. Dés lors qu'on
introgresse une résistance originaireSdeparsipilumla population Duddingston devrait étre
utilisée pour les tests de résistance.
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7 Genes candidats

7.1 Introduction

La caractérisation moléculaire de genes ou de @fliqués dans la variation d'un caractere
d'intérét peut étre envisagée par deux approcleeslonage positionnel et la stratégie géne
candidat. Dans le cas des QTL, le clonage positibest souvent difficile a mettre en ceuvre
car lintervalle de confiance des QTL peut couwiusieurs dizaines voire centaines de
megabases, et la stratégie géne candidat semidepmmetteuse (Pflieger et al. 2001). Un
gene pourra étre considéré comme candidat pouaractgrisation moléculaire d'un locus
impliqué dans la résistance a un bioagresseura slihe structure analogue a des génes de
résistance précédemment clonés (RGA, pour Resest@eme Analogue) ou a des genes
impliqués dans les mécanismes de défense, s'dxgsitmé differemment dans des plantes
résistantes et sensibles en conditions saines$eetées, et/ou s'il coségrege avec la résistance.
L'hypothése sous-jacente est qu'il existe un poipimeme dans le géne candidat qui peut
étre responsable de la variation observée dangrdéssion de la résistance (Lefebvre et al.
2004). La cartographie permet de rejeter les geaadidats qui ne coségregent pas avec la
résistance. Des RGA ont été cartographiés cheoodmeuses especes. Dans la plupart des
études, des RGA se cartographient dans des régémmsniques ou des genes ou des QTL de
résistance ont déja été localisés (Chen et al.,1868roy et al. 1998, Hamalainen et al. 1998,
Kanazin et al. 1996, Leister et al. 1996, Leisteale 1998, Pan et al. 2000, Pflieger et al.
1999).

Nous avons cartographié des homologues du Ggra& qui était, jusqu'a récemment, le seul
géne de résistance aux nématodes cloné chez la@admterre (Van der Vossen et al. 2000).

7.2 Les genes&spa2R¥Rx2de la pomme de terre

Les géenesRkx conférant la résistance au virus X de la pommeede (PVX) etGpa2
conférant la résistance a quelques populations.dzllida sont situés dans le méme cluster
de génes de résistance sur le chromosome Xl| perntane de terre (Rouppe van der Voort et
al. 1999a). Bendahmane et al. (1999) et Van des&fost al. (2000) ont montré que ces deux
genes avaient une structure tres similaire. llsagpgmnent a la famille CC-NBS-LRR de

genes de résistance et présentent 92 % d'identité/aau de leur séquence en acides aminés.
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Figure 7.1 : Position des geries2 Rxet Gpa2sur les chromosomes V et XII de la pomme de téee.
chromosome Xl de la pomme de terre est représdaumd la méme orientation que sur les cartes
génétiques des autres Solanacées. Cette orientasibmnversée par rapport a celle observée en
cytologie (Dong et al. 2000).



Un second gene de résistance au PVX, noRit2 a été cartographié sur le chromosome V
de la pomme de terre, dans le cluster de géneggigtance compris entre les marqueurs
GP21 et GP179 (Ritter et al. 1991). La position ttegs génes sur les chromosomes est
illustrée sur la figure 7.1. En définissant des ares a partir de la séquence nucléotidique de
Rx Bendahmane et al. (2000) ont cloné le gBx@ par PCR.Rx2 et Rx présentent une
identité de séquence en acides aminés de 95 %t iht€ressant de constater ¢rea plus
d'homologie aved®x2 qu'avecGpa2 dans le domaine LRR de la protéine qui est supposé
interagir avec le géne d'avirulence du bioagressdars qu'il a plus d'homologie av€pa2
gu'avecRx2 dans le domaine NBS de la protéine, qui est sup@be impliqué dans la

transduction de signaux.

La résistance &. pallida qu'elle provienne de. spegazziniou de S. sparsipilum est
conférée par un QTL a effet fort situé dans le méhaster de genes de résistance Bu2 et

par des QTL a effet faible situés sur d'autres mimsomes (chapitres 4 et 5). Nous avons
voulu voir si des homologues deépa2RXRx2 pouvaient étre localisés sur nos cartes
génétiques et si certains de ces homologues segcaphiaient dans le cluster de genes de
résistance du chromosome V. Nous avons utilisératopole décrit par Bakker et al. (2003)
en redéfinissant des amorces basées sur des poidientiques du domaine LRR chBx
Rx2 etGpa2(tableau 2.3, chapitre 2). Le marqueur AC15, géiéadéfini par Bendahmane et
al. (2000) pour amplifier les 700 premiéres pattesbases dBx2 a également été amplifié
sur I'ADN des génotypes des descendances 96D32a (Rbsx spg334.19) et 96D31
(Caspar H3 x spl329.18).

Le nombre de fragments cartographiés avec la métaddptée de Bakker et al. (2003) est de
10 chez Rosa H1, 11 chez spg334.19, 14 chez CHSpat 8 chez spl329.18 (figure 7.2).
Chaque fragment ayant été codé en préseacmisabsence, deux alléles d'un méme locus
ont parfois été cartographiés comme des marquetfezemts. Le nombre d’homologues
présents sur le génome de chaque parent est dommiag égal a la moiti€ du nombre de
fragments cartographiés. Ce nombre est procheldetcmivé par Bakker et al. (2003) sur les
génomes des deux parents de la carte UHD de la pasherterre (6 homologues chez SH et 6
homologues chez RH). Les nombres d'homologuesrdifté selon les génotypes peuvent
s'expliquer, soit par lI'absence de ségrégationtaioe locus dans nos descendances, soit par
I'évolution rapide des clusters de genes de résistale type NBS-LRR, impliqguant des
duplications et des recombinaisons asymétriquesh{®linore and Meyers 1998).
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Figure 7.2 : Localisation des homologues des g&ma2 Rx et Rx2 sur les cartes génétiques de
Caspar H3, Rosa H1, spl329.18, et spg334.19. Lebeade LOD du QTLGpaXlkp, détecté par CIM,

est représentée a coté du chromosome Xl de spbR3des nombres d’homologues qui coseégrégent
sont indiqués dans les rectangles sur les cartegigaes. Les distances sont données en cM Kosambi.
Les chromosomes XII de pomme de terre sont repiEselans la méme orientation que sur les cartes
génétiques des autres Solanacées. Cette orientasibmnversée par rapport a celle observée en

cytologie (Dong et al. 2000).



Tous les homologues dépa2RXRx2 se cartographient sur le chromosome XII dans un
intervalle compris entre 0 et 2,5 cM selon les esmrgénétiques des parents de nos
descendances (figure 7.2). Le fragment amplifiécaeemarqueur AC15, se cartographie
également sur le chromosome Xll. Etonnamment, almmologue déspa2RX¥Rx2 ne se
cartographie sur les chromosomes V de Rosa H1,aCékd spg334.19, ou spl329.18, alors
gue nous nous attendions a ce que les amorcEépa#RXRx2 ainsi que les amorces AC15,
amplifient I'hnomologue d&x2situé sur ce chromosome. Certains des fragmentifeas ne
ségrégeant pas dans nos descendances pourraieggpomdre a un homologue situé sur le
chromosome V. Toutefois, Bakker (2003) n'ont égaleimtrouvé aucun homologue de
Gpa2Rxsur les chromosome V de clones de pomme de tevwepant des. tuberosunssp.
tuberosunetS. tuberosumssp.andigenatant par cartographie génétique que par carthigap
physique. L'espece dont est origindRe2 S. acauleest classée dans la séhieaulia alors
quesS. tuberosumssp.tuberosumS. tuberosunssp.andigenasS. spegazzinietS. sparsipilum
sont classées dans la séfigberosa(Hawkes 1990). La présence B&2sur le chromosome

V de S. acaulepeut s'expliquer par un événement de transloca@oant, survenu aprés la

différentiation des deux séries.

Rx2ne peut donc plus étre considéré comme un génedearmbur identifier une famille de
génes de résistance comport@ypaVispg ou GpaV,. Les homologues cartographiés sur le
chromosome Xl de spg334.19 peuvent cependant éd® genes candidats pour la
caractérisation moléculaire du QTpaXlkpg qui n'a pas pu étre localisé précisément sur ce

chromosome (figure 7.2).
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8 Conclusions génerales et perspectives

8.1 Implication des résultats de la thése pour la sélegour la

résistance &. pallidachez la pomme de terre

Suite a l'interdiction des nématicides, programmi&es les pays de Union Européenne pour
2005, la création de variétés de pomme de teristaéte &G. pallidadevient une priorité de
plus en plus importante pour les sélectionneursn Bue des programmes de sélection pour la
résistance &. pallida aient été entrepris depuis plusieurs décenniesjneuvariété actuelle
de pomme de terre de consommation ne présentevdaunde résistance suffisant pour étre
considérée comme résistante selon les criteresTREEComité Technique pour la Protection
des Semences). Cet état de fait démontre la faibldes méthodes de sélection employées
jusqu'a présent pour sélectionner des pommes de thr bonne valeur agronomique,
technologique et gustative, intégrant le caraalereésistance @. pallida Plusieurs éléments

peuvent expliquer les difficultés rencontrées pardélectionneurs :

* Les sources de résistanc apallidasont généralement oligo ou polygéniques (Bryan
et al. 2002, Rouppe van der Voort et al. 2000, itregp4 et 5 de ce manuscrit). La
présence dans un méme clone des alleles de régsignusieurs QTL est nécessaire
pour obtenir un haut niveau de résistandg. dallida et la sélection phénotypique, a
pression de sélection constante, ne permet pasutsupe retenir les QTL a effet
faible (Thabuis et al. 20044a).

» Les sources de résistanc&apallida proviennent d'espéces apparentées caractéerisées

par un grand nombre de caracteres agronomiquegciéfdes.

» Des biais de ségrégation importants ont été obsemé niveau de zones
chromosomiques impliquées dans la résistand®. pallida réduisant le nombre
d'individus porteurs des alléles de résistanceQilix dans les descendances obtenues

(Bryan et al. 2002, chapitre 3 de ce manuscrit).

 En raison de la lourdeur des tests de résistaacegélection phénotypique pour la
résistance n'est généralement réalisée qu'apramation des clones présentant des

caractéres agronomiques trés défavorables (taédikettubérisation, irrégularité de
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forme du tubercule). Les QTL de résistance, liég ganes impligués dans ces

caracteres défavorables sont généralement perdussipremiers croisements.

Au cours de ce travail, sept QTL de résistan€ pallida ont été cartographiés. Deux QTL
sont originaires du clone de l'espece culti&duberosunssp.tuberosum(GpaVllly: et
GpaXly,), trois QTL sont originaire de I'espéce sauv&gepegazzinifGpaVispg GpaVispg

et GpaXlkpg, et deux QTL sont originaires de I'espéce sausggsarsipilumGpaVsp et
GpaXFfsp). Les QTLGpaVisp ou GpaVispg Situés sur le bras court des chromosomes V de
S. sparsipilumou S. spegazziniimontrent les effets les plus forts sur la résista Des
marqueurs PCR locus spécifiques ont été définieaus de cette these, afin de pouvoir
suivre GpaVisp et GpaViyg lors de leur introgression dans différents fondségiques de

S. tuberosumCes marqueurs sont en cours d'utilisation poeatéographie fine d&paVp,

et GpaVispg & la station d'amélioration de la pomme de temel'tNRA de Ploudaniel
(collaboration Marie-Claire Kerlan et Laura ChayviDes marqueurs PCR locus spécifiques
seront définis pour les QTL a effet faible. Cersamarqueurs PCR, cartographiés dans les
mémes clusters de génes de résistance que les @Tfetdaibles et directement utilisables
apres vérification du polymorphisme, ont été publiamalainen et al. 1998, Huang et al.
2004, Kanyuka et al. 1999). D'autres peuvent ééfenid a partir des séquences de sondes
RFLP cartographiées dans les mémes régions chromgses chez la pomme de terre ou
chez la tomate, grace a la colinéarité existanteeles génome de ces deux espéces (voir
chapitre 1.1.3, et les sites WEB PoMaMo : httpiigzpd.de/PoMaMo.html et SGN :

http://www.sgn.cornell.edu/).

La localisation des QTL a effet faible est plus mwins précise selon la saturation en
marqueurs, l'effectif de la descendance étudiéendmbre de QTL impliqués dans la
résistance, et l'effet de chaque QT&paXFPs, a été détecté dans une descendance de 239
individus ou ne ségrégeait qu'un seul autre QTL.IdBalisation est relativement précise
(10 cM). En revanche, les quatre autres QTL a dé#ible ont été détectés a partir des 117
individus de la descendance 96D32 et leur locabisaést beaucoup plus imprécise. La
cartographie de QTL par Composite Interval Mappiegpermet pas de définir des intervalles
de confiance et les QTL cartographiés sur le géndenRosa H1 n’ont pas été détectés par
simple Interval Mapping. Leur intervalle de confiamn'a pas été déterminé. Les QTL a effet
faible originaires de spg:%34.19,oaviSpg etGpaXllsyg ont des intervalles de confiance de 31
et 48 cM. Il est parfois difficile de dire sur qualas de chromosome se trouvent certains de

ces QTL, tant leur localisation reste imprécisen®# cadre d'un schéma de Sélection
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Assistée par Marqueurs (SAM), il est indispensatdechoisir des intervalles de confiance
suffisamment larges autour des QTL afin de ne pékecsonner pour une zone
chromosomique située a coté de la position réell@QdL. Afin de ne pas introgresser des
chromosomes entiers & spegazziniiprobablement porteurs de caracteres défavorables,
sera nécessaire de préciser la Iocalisatio@phavispg, etGpaXllspg pour qu'ils soient utilisés

en sélection.

BN

La détection de QTL de résistance a effet faible lsugénome deS. tuberosummet en
évidence la possibilité de complémenter I'effet @F4 a effet fortGpaVisp ou GpaVispg par

des QTL présents dans le fonds génétique de l'espeltivée. Les sélectionneurs ont
remarqué que le niveau de résistanc&.gallida transmis a la descendance dans des
croisements impliquant des clones & vernei (résistants) et différents clones de
S. tuberosunfsensibles), variait en fonction du parent sees{bl. Mugniéry, communication
personnelle). Une recherche de QTL de résistareaisée dans une descendance ayant
comme géniteurs les meilleurs des parents sengiblesles clones dihaploides dérivés de
ceux-ci), permettrait d'identifier un ensemble dEL@e résistance &. pallidaoriginaires de

S. tuberosumL utilisation de ces QTL pour complémen@paVs, ou GpaVispg permettrait

de limiter la part du génome de l'espece sauvagetragresser dans le génome de
S. tuberosunpour obtenir un haut niveau de résistance, etirdéel ainsi l'introgression
subséquente de caractéres défavorables d'un peintud agronomique. Les marqueurs
cartographiés sur I'ensemble du génome (chapitneekjvent aider a contre-sélectionner les
alleles provenant de lI'espéece sauvage pour leopsrdu génome qui ne sont pas impliqués
dans la résistance, afin d’obtenir plus rapidents® clones de pomme de terre de bonne
valeur agronomique (Thabuis et al. 2004b).

Les variétés de pomme de terre cultivées sontdmtgotes et tétraploides, et un retour a ce
niveau de ploidie est indispensable a I'obtentiomed variété de bon niveau agronomique
(Chapitre 1.1.2.2.1). Il est donc possible de cemualans une variété de pomme de terre
plusieurs alléles d'un méme géne. Méme si les Q&tfed fort détectés sur le chromosome V
(GpaVisp et GpaVispg sont alléles, il sera intéressant d'étudier \eail de résistance conféré
par leur présence simultanée dans une variét@teiddr le niveau de résistance conféré par
le dosage de chaque allele a ce locus. Le niveaédgistance et le spectre d’action, conférés
par I'association dé&SpaVis, et GpaVispg dans un méme clone, pourront étre comparés au
niveau de résistance et au spectre d'action conf@réun seul des QTL a effet fort,
complémenté par certains des QTL a effet faiblemgeaphiés sur d’autres chromosomes. Le
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suivi de l'introgression des QTL au niveau tétraggmeécessite la mise au point de marqueurs
permettant d'identifier sans ambiguité la présateehaque allele de résistance parmi les
quatre alleles possibles a un locus donné (Riekeat 2002).

La durabilité potentielle des facteurs génétiquétemninant une résistance est un élément
important a prendre en compte lors de l'introgessie ces facteurs de résistance dans une
variété. Bien que la durabilité d'une résistanceuisse étre évaluée guposteriorj I'étude

du comportement de clones de pomme de terre pagdédaalléles de résistance a différents
QTL, face a une large gamme de populatiorzdeallida, peut apporter un premier élément
de réponse. Nos résultats démontrent que la préskascalléles de résistance a plusieurs QTL
est indispensable a I'expression d'une résistaadeadt niveau face a une gamme variée de
populations deG. pallida (Chapitre 6). Etant donné la lourdeur des testseéire en place
pour détecter les QTL conférant une résistancestildifficile de réaliser une telle analyse
avec un grand nombre de populations. Nous n'avassdinformation sur la présence de
facteurs génétiques spécifiques d'autres popukatipie Chavornay dans nos descendances.
Néanmoins, nos résultats indiquent que la résistaliterminée a la fois par des QTL de
Rosa H1 et de spg334.19 confere un haut niveagdigtance face a une gamme plus large de

populations dé&. pallidaque la résistance impliquant les QTL de spl329.18.

8.2 Caractérisation moléculaire @paVs, etGpaVsy,

La cartographie fine des deux QTL a effet f@paVisp etGpaVispg €st en cours de réalisation
(collaboration M.-C. Kerlan et L. Chauvin, INRA Ridaniel). Des individus recombinants
entre les marqueurs flanquant les QTL sont reclésrdans des descendances de plus de 1000
plantes. Ces individus recombinants seront génstgwéc des marqueurs cartographiés dans
I'intervalle de confiance des QTL et testés pour késistance &. pallida Ces marqueurs

sont en cours de développement.

La construction d'une banque BAC comportant leiesl de résistance des QTGpaViy et
GpaVspy sera nécessaire. Des croisements entre des chtesesleux descendances de
cartographie ont été réalisés a afin d’obteniriddvzidus porteurs des alléles de résistance a
la fois aGpaVisp et aGpaVispg et aux QTL a effet faible. Un de ces clones shaist pour la
construction de la banque BAC. Les marqueurs les @lroitement liés a la résistance seront
utilisés pour cribler la banque BAC. Si deux margusont localisés sur le méme clone BAC,

ce clone sera séquenceé et annoté. De nouveaux euascgeront défini a partir de la séquence
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du BAC et cartographiés dans les descendances rttgregohie fine afin de réduire les
intervalles de confiance des locus de résistanes @énes situés dans ces nouveaux
intervalles de confiance seront des candidats pewraractérisation moléculaire des QTL
GpaVip et GpaVpg

Il est probable que plusieurs géenes coségregemreraprés une cartographie sur plus de
1000 individus. Seule la complémentation fonctidlenpar transformation génétique peut
apporter la preuve formelle que le géne candidabies celui qui confére la résistance au
locus étudié. La transformation d'un clone de ponteeterre sensible avec un fragment
d'ADN correspondant a l'allele (gene et promotelur)gene candidat en couplage avec la
résistance sera réalisée. Si une plante résistahtggénérée, elle apportera la preuve que le
(les) géne(s) candidat(s) est bien le géne cortféaagsistance au loc@paVesy ou GpaVispg

8.3 Deux QTL de résistance sont nécessaires au déelerrtt d'une

réaction nécrotique

Des réactions de résistance par hypersensibili® @Hez les plantes ont été décrites dans des
pathosystemes impliquant aussi bien des virus (Wdhitet al. 1994), des bactéries (Pedley
and Martin 2003), des Oomyceétes (Ballvora et aD2)0des champignons (Geffroy et al.
1999) ou des nématodes (Milligan et al. 1998). Daartains cas, l'implication nécessaire de
deux genes pour l'expression d'une résistancesaduune HR a été démontrée. C'est le cas
en particulier dans linteraction tomd@seudomonas syringagv. tomato impliquant les
génesPto et Prf (Salmeron et al. 1996). Cependant, dans ce modg&len niveau de
résistance, conféré par I'un des deux génes eadtate du second, n'a été décrit. La réaction
nécrotique que nous avons observée dans un closeegent les alleles de résistance aux
deux QTLGpaVs, et GpaXFPy, est originale dans le sens ol chaque QTL a égatameeffet
propre sur le développement du nématode. C'estfaipre fois, a notre connaissance, qu'un

tel phénomene est décrit.

Afin d’avancer dans la compréhension des mécanigmorduisant au développement de la
réaction nécrotique, des études complémentairet &tom initi€ées. Dans un premier temps,
nous allons vérifier si la présence des allélegdistance aux deux QTEpaVsy et GpaXFspy

est nécessaire et suffisante pour déclencher tdiséanécrotique. Des analyses moléculaires

seront envisagées dans un deuxiéme temps.
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Afin de vérifier que la présence des alleles désta@isce aux deux QTL est indispensable a
I'expression de la réaction nécrotique, la liaisorire le développement de la réaction
nécrotique et la présence simultanée des alléleséslstance aux deux QTGpaVsy et
GpaXFsp va étre vérifiée sur I'ensemble de la descendatiigée pour la cartographie des
QTL (collaboration Didier Mugniéry, UMR BiO3P, LehReu). Une étude de la cinétique
d'expression de la réaction nécrotique va étraséml sur deux semaines pour les clones
possédant les alléles de résistance aux deux QTkuettoute la durée du cycle de
développement du nématode pour les clones ne passkallele de résistance qu'a un seul
QTL, afin de vérifier en particulier si aucune rese tardive n’est déclenchée dans les racines

des clones de pomme de terre possédant l'allélésitance a un seul des deux QTL.

Des observations cytologigues en microscopie dpitfue vont étre réalisées par
M. Sobczak, de l'université de Varsovie en PologDes observations, effectuées sur des
coupes de racines de plantes infectées possédaalidtes de résistance aux QGpaViy,
GpaXFsp, isolés ou en combinaison, permettront de détesmsnla forte réaction de nécrose
observée dans nos conditions expérimentales stlohe possédant les alléles de résistance
aux deux QTL, est totalement absente dans lesemaes clones ne possédant I' allele de
résistance qu'a un seul QTL, ou si cette réactiexpeme a un niveau plus faible,

indétectable dans les conditions expérimentalesiquse avons utilisées.

La réaction de résistance par hypersensibilité (&) caractérisée par l'augmentation de
I'expression de certains genes tels que les g@usstdes protéines PR (pour Pathogenesis-
Related proteins) ou des MAP kinases (Romeis 200&Xpression de ces genes dans les
racines, infectées et non infectées, de clonesoteny® de terre possédant les alléles de
résistance aux deux QTL va étre étudiée afin derahder si la réaction nécrotique que nous

avons observée est une HR typique ou une "HR-like".

Si la présence conjointe des alléles de résistangedeux QTL,GpaVisy et GpaXFsp, est
réellement nécessaire a l'expression de la réan@omotique, la caractérisation moléculaire
de ces QTL pourrait apporter des éléments permattanancer dans la compréhension des
mécanismes controlant cette réaction. La caraatévis moléculaire deGpaVs, va étre
entreprise (voir ci-dessus). En revanche, la cérieition moléculaire d'un QTL a effet faible

tel queGpaXFfsp risque de s'avérer plus difficile et plus longue.
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On peut néanmoins imaginer une stratégie permettisoler le gene conférant la résistance a
G. pallida au locus GpaXFfsp. Une premiere étape serait d'identifier une pdimrade

G. pallida peu agressive face @paXFfs,. La seconde étape serait de croiser un clone de
pomme de terre ne possédant que l'allele de résestau QTLGpaXFs, avec un clone de
pomme de terre n'exprimant aucune résistance facetta population peu agressive. La
descendance obtenue permettrait de cartographiésiktance conférée p@paxFfs, comme

un caractere qualitatiiGpaXFfsp colocalise avec un cluster de génes de résistdedgpe
NBS-LRR. Une dissection génétique fine de ce chust&té réalisée lors du clonage des génes
I2 de la tomate (Simons et al. 1998 R&de la pomme de terre (Huang et al. 2004 ; Herman
van Eck, communication personelle). Six autres geayant une structure de type NBS-LRR
ont été identifiés au voisinage d2 (Simons et al. 1998). La cartographie fine du $ocu
marqueur GpaXFfs, dans une descendance de grand effectif, grace popalation de

G. pallida peu agressive, permettrait de le localiser plcipément dans le cluster. Les
marqueurs développés pour le clonageR@eet del2 devraient permettre d'identifier, dans
une banque de clone BAC construite avec un clongodeme de terre possédant l'alléle de
résistance au QTIGpaXFfspy, tous les clones BAC situés dans ce cluster etecant des
séquences de type NBS-LRR. L'isolement de 'ADN diférents membres de cette famille
de géne et la transformation d'une plante de poaenterre sensible avec I'ADN de chacun
des membres de la famille, devrait permettre dtifien celui qui confere la résistance a

G. pallidaau locusGpaXFfep.

8.4 Perspectives a court terme

Ce travail va étre poursuivi conjointement dans tiess unités INRA GAFL-Avignon,
APBV-Ploudaniel et BiO3P-Le Rheu. Il impliquera ucalaboration étroite des trois unités.
La cartographie fine des QTL de résista@m@aVsy et GpaVisyg est actuellement en cours.
L’association de différentes combinaisons allélgjaax QTL de résistance a déja été initiée a
Ploudaniel et sera poursuivie au printemps prochainvue de I'étude de la durabilité de ces
QTL. L'étude de la cinétique du déclenchement deé#etion nécrotique dans les racines des
clones possédant les alléles de résistance aux @W\Vsp et GpaXFsy sera entreprise au
Rheu d'ici la fin de 'année 2004.

113 Conclusions et perspectives



Références Bibliographigues



9 Reéferences bibliographiques

Adams, M. D., Kelley, J. M., Gocayne, J. D., Dulknid., Polymeropoulos, M. H., Xiao, H., Merril,
C. R., Wu, A, Olde, B., Moreno, R. F., Kerlavage R., McCombie, R. W. and Venter, J. C.
1991. Complementary DNA sequencing: expressed sequags and human genome project.
Science 252: 1651-1656.

Allard, R. W. 1960. Principles of Plant Breedinghd Wiley and Sons, Inc, London.

Altschul, S. F., Gish, W., Miller, W., Meyers, E..\&nd Lipman, D. J. 1990. Basic Local Alignment
Search Tool. J. mol. Biol. 215: 403-410.

Ammati, M., Thomason, |. J. and Roberts, P. A. 1%&eening.ycopersiconspp. for new genes
imparting resistance to root-knot nematodéslpidogynespp.). Plant Dis. 69: 112-115.

Ammiraju, J. S. S., Veremis, J. C., Huang, X., Rt)eP. A. and Kaloshian, |. 2003. The heat-stable
root-knot nematode resistance gene Mi-9 flloygopersicon peruvianuns localized on the
short arm of chromosome 6. Theor. Appl. Genet. 208-484.

Arbonnier, P. 1966. L'analyse de l'information. Apethéorique et application & la loi multinomiale.
Ann. Sci. for. 23: 951-1017.

Arntzen, F. K., Visser, J. H. M. and Hoogendoornl@03. Hatching oGlobodera pallidgjuveniles
by diffusate of potato genotypes, differing in talece toG. pallida Ann. appl. Biol. 123: 83-
o1.

Bakker, E., Butterbach, P., Voort, J. R. v. d., 8&5 E. v. d., Vliet, J. v., Bakker, J. and Goverse
2003. Genetic and physical mapping of homologueth@fvirus resistance gefxland the
cyst nematode resistance g&ma2in potato. Theor. Appl. Genet. 106: 1524-1531.

Bakker, E. H. 2003 Molecular and genetic analydepatato cyst nematode resistance loci. Ph.D.
Thesis. Wageningen Agricultural University. (ThetiNalands)

Ballvora, A., Schornack, S., Baker, B. J., Ganal, Bbnas, U. and Lahaye, T. 2001. Chromosome
landing at the tomatBs4locus. Mol. Genet. Genomics 266: 639-645.

Ballvora, A., Ercolano, M. R., Weiss, J., Meksem, Bormann, C. A., Oberhagemann, P., Salamini,
F. and Gebhardt, C. 2002. TRl gene for potato resistance to late blighhytophthora
infestan¥ belongs to the leucine zipper/NBS/LRR class danplresistance genes. Plant
Journal 30: 361-371.

Bantignies, B., Seguin, J., Muzac, |., Dedaldechafmp Gulick, P. and Ibrahim, R. 2000. Direct
evidence for ribonucleolytic activity of a PR-1@diprotein from white lupin roots. Plant mol.
Biol. 42: 871-881.

Barker, H. and Solomon, R. M. 1990. Evidence ofpgmgenetic control in potato of ability to restric
potato leafroll virus concentration in leaves. Théppl. Genet. 80: 188-192.

Barker, K. R. 1998. Introduction and Synopsis ofv&dcements in Nematologie. 1-20. in: Plant and
Nematode Interactions. Barker, K. R., Pedersonl..Gand Windham, G. L., eds. American
Society Of Agronomy, Madison, USA.

Barone, A., Ritter, E., Schachtschabel, U., Dehefiey Salamini, F. and Gebhardt, C. 1990.
Localization by restriction fragment length polymbism mapping in potato of a major
dominant gene conferring resistance to the potg#t wematodeslobodera rostochiensis
Mol. gen. Genet. 224: 177-182.

114 Références bibliographiques



Basten, C. J., Weir, B. S. and Zeng, Z. B. 1997 @drtographer. A reference manual and tutorial for
QTL mapping. Departement of Statistics, North GaeoState University, Raleigh, NC.

Bedin, P. 1996. Le rhizoctone brun de la pommeed®t291-296. in: La pomme de terre. Rousselle,
P., Robert, Y. and Crosnier, J. C., eds. INRA Bd#i Paris

Bekal, S., Niblack, T. L. and Lambert, K. N. 2008.chorismate mutase from the soybean cyst
nematodeHeterodera glycinesshows polymorphisms that correlate with virulentéol.
Plant-Microbe Interact. 16: 439-446.

Bendahmane, A., Kanyuka, K. and Baulcombe, D. @71%igh-resolution genetical and physical
mapping of theRx gene for extreme resistance to potato virus X etraploid potato.
Theoretical and Applied Genetics 95: 153-162.

Bendahmane, A., Kanyuka, K. and Baulcombe, D. @91%heRx gene from potato controls separate
virus resistance and cell death responses. Pldnt Cer81-791.

Bendahmane, A., Querci, M., Kanyuka, K. and BaulocemD. C. 2000Agrobacteriumtransient
expression system as a tool for the isolation séae resistance genes: application t&itie
locus in potato. Plant Journal 21: 73-81.

Beniers, A., Mulder, A. and Schouten, H. J. 1998le&ion for virulence ofslobodera pallidaby
potato cultivars. Fundam. appl. Nematol. 18: 49@-50

Bernatzky, R. and Tanksley, S. D. 1986. Geneticactih-related sequences in tomato. Theor. Appl.
Genet. 72: 314-321.

Berthou, F., Kouassi, A., Bossis, M., Dantec, J.Bédaoudi, M., Ferji, Z., Pelle, R., Taghzouti,, M.
Ellisseche, D. and Mugniery, D. 2003a. Enhancirgy ribsistance of the potato to Southern
Root-knot Nematodes by usisgplanum sparsipilurgermplasm. Euphytica 132: 57-65.

Berthou, F., Palloix, A. and Mugniery, D. 2003b. &#cterisation of virulence in populations of
Meloidogyne chitwoodand evidence for a resistance gene in pe@agsicum annuurh. line
PM 217. Nematology 5: 383-390.

Blaxter, M. L., De Ley, P., Garey, J. R., Liu, L.,>6cheldeman, P., Vierstraete, A., VanfletereRr.,).
Mackey, L. Y., Dorris, M., Frisse, L. M., Vida, J. and Thomas, W. K. 1998. A molecular
evolutionary framework for the phyluMematodaNature 392: 71-75.

Bleve-Zacheo, T., Bongiovanni, M., Melillo, M. Tha Castagnone-Sereno, P. 1998. The pepper
resistance genddelandMe3induce differential penetration rates and tempsegjuences of
root cell ultrastructural changes upon nematodeciidgn. Plant Sci. 133: 79-90.

Blok, V. C., Ehwaeti, M., Fargette, M., Kumar, Rhillips, M. S., Robertson, W. M. and Trudgill, D.
L. 1997. Evolution of resistance and virulence etation to the management of nematodes
with different biology, origins and reproductiveagegies. Nematologica 43: 1-13.

Bonierbale, M. W., Plaisted, R. L. and TanksleyDS.1988. RFLP maps based on common set of
clones reveal modes on chromosomal evolution imtpoand tomato. Genetics 120: 1095-
1103.

Bonierbale, M. W., Plaisted, R. L., Pineda, O. diahksley, S. D. 1994. QTL analysis of trichome-
mediated insect resistance in potato. Theor. Apphet. 87: 973-987.

Botstein, D., White, R. L., Skolnick, M. and Davi®, W. 1980. Construction of a genetic linkage map
in man using restriction fragment length polymosgphs. Am. J. hum. Genet 32: 314-331.

Boyes, D. C., Nam, J. and Dangl, J. L. 1998. Anabidopsis thaliana RPMilisease resistance gene
product is a peripheral plasma membrane protein ihadegraded coincident with the
hypersensitive response. Proc. natl Acad. Sci. 95A15849-15854.

115 Références bibliographiques



Bradshaw, J. E., Hackett, C. A., Meyer, R. C., Milme, D., McNicol, J. W., Phillips, M. S. and
Waugh, R. 1998. Identification of AFLP and SSR meask associated with quantitative
resistance toGlobodera pallida (Stone) in tetraploid potatoS¢lanum tuberosunsubsp.
tuberosumwith a view to marker-assisted selection. Thégpl. Genet. 97202-210

Brodie, B. B. and Plaisted, R. L. 1976. Resistancmot-knot nematodes Bolanum tuberosussp
andigenaJ. Nematol. 8: 280-281.

Brown, C. R., Mojtahedi, H. and Santo, G. S. 198@mparison of reproductive efficiency of
Meloidogyne chitwoodon Solanum bulbocastanuim soil and in vitro tests. Plant Dis. 73:
957-959

Brown, C. R., Mojtahedi, H. and Santo, G. S. 19Ré&sistance to Columbia root-knot hematode in
Solanunssp. and in hybrids &. hougasiiwvith tetraploid cultivated potato. Am. Potato 8: 6
445-452.

Brown, C. R., Mojtahedi, H. and Santo, G. S. 19®frogression of resistance to Columbia and
Northern root-knot nematodes frddmlanum bulbocastanuimto cultivated potato. Euphytica
83: 71-78.

Brown, C. R., Mojtahedi, H. and Santo, G. S. 1988netic analysis of resistance Nteloidogyne
chitwoodiintrogressed fronsolanum hougasinto cultivated potato. J. Nematol. 31: 264-271.

Brown, E. B. and Sykes, G. B. 1983. Assessmenh@fidsses caused to potatoes by the potato cyst
nematodesslobodera rostochienssndG. pallida Ann. appl. Biol. 103: 271-276.

Bryan, G. J., McLean, K., Bradshaw, J. E., Jong,SNd., Phillips, M., Castelli, L. and Waugh, R.
2002. Mapping QTLs for resistance to the cyst nedeGlobodera pallidaderived from the
wild potato specieSolanum verneiTheor. Appl. Genet. 105: 68-77.

Cai, D., Kleine, M., Kifle, S., Harloff, H. J., Sdal, N. N., Marcker, K. A., Klein-Lankhorst, R. M.,
Salentijn, E. M. J., Lange, W., Stiekema, W. J.,98/\J., Grundler, F. M. W. and Jung, C.
1997. Positional cloning of a gene for nematodéstasce in sugar beet. Science 275: 832-
834.

Caromel, B., Mugniery, D., Lefebvre, V., AndrzejéiysS., Ellisseche, D., Kerlan, M. C., Rousselle,
P. and Rousselle-Bourgeois, F. 2003. Mapping QUDLsdsistance again&®lobodera pallida
(Stone) Pa2/3 in a diploid potato progeny origimgtirom Solanum spegazziniTheor. Appl.
Genet. 106: 1517-1523.

Castagnone-Sereno, P., Bongiovanni, M., Palloix, ahd Dalmasso, A. 1996. Selection for
Meloidogyne incognitavirulence against resistance genes from tomato emper and
specificity of the virulence/resistance determisaiurop. J. Plant Pathol. 1E85-590

Castagnone-Sereno, P. 2002. Genetic variabilitheshatodes: a threat to the durability of plant
resistance genes? Euphytica 124: 193-199.

Castelli, L., Ramsay, G., Bryan, G., Neilson, Sarid Phillips, M. S. 2003. New sources of resigtanc
to the potato cyst nematod€dobodera pallidaand G. rostochiensisn the Commonwealth
Potato Collection. Euphytica 129: 377-386.

Causse, M., Fulton, T. M., Cho, Y. G., Ahn, S. @hunwongse, J., Wu, K., Xiao, J., Yu, Z., Ronald,
P. C., Harrington, S. E., Second, G., McCouch, Saml Tanksley, S. D. 1994. Saturated
molecular map of the rice genome based on an peeific backcross population. Genetics
138: 1251-1274.

Chen, X., Salamini, F. and Gebhardt, C. 2001. Aatmoinolecular-function map for carbohydrate
metabolism and transport. Theor. Appl. Genet. 282-295.

Chen, X. M., Line, R. F. and Leung, H. 1998. Genaoanning for resistance-gene analogs in rice,
barley, and wheat by high-resolution electrophstéBneor. Appl. Genet. 97: 345-355.

116 Références bibliographiques



Dangl, J. L. and Jones, J. D. G. 2001. Plant patmand integrated defence responses to infection.
Nature 411: 826-833.

Daunay, M. C. and Dalmasso, A. 1985. MultiplicatarMeloidogyne javanicaM. incognitaandM.
arenariaon severaSolanunmspecies. Rev. Nematol. 8: 31-34.

Davis, E. L., Hussey, R. S., Baum, T. J., BakkerSghots, A., Rosso, M. N. and Abad, P. 2000.
Nematode parasitism genes. Ann. Rev. PhytopatBoB&5-396.

De Almeida Engler, J. D., De Vleesschauwer, V. 9Bans, S., Celenza, J. L., Inze, D., Van Montagu,
M., Engler, G. and Gheysen, G. 1999. Molecular merkand cell cycle inhibitors show the
importance of cell cycle progression in nematodik#ed galls and syncytia. Plant Cell 11:
793-807.

De Jong, W., Forsyth, A., Leister, D., Gebhardt, &hd Baulcombe, D. C. 1997. A potato
hypersensitive resistance gene against potato Wronsaps to a resistance gene cluster on
chromosome 5. Theor. Appl. Genet. 95: 246-252.

De Maine, M. J. and Fantes, J. A. 1983. The regidlixolchicine treatment of dihaploids and their
implications regarding efficiency of chromosomesilolong and potato histogeny. Potato Res.
26: 289-294.

de Vicente, M. C. and Tanksley, S. D. 1991. Genanue reduction in recombination of backcross
progeny derived from mableersusfemale gametes in an interspecific cross of tomakbeor.
Appl. Genet. 83: 173-178.

de Vienne, D. 1998. Etablissement de cartes deoliai génétiques. 49-79. in: Les marqueurs
moléculaires en génétique et biotechnologies véggtae Vienne, D., ed. INRA Editions
(Paris).

Dellaert, L. M. W. and Hoekstra, R. 1987. Resistant potato cyst nematodeas|oboderaspp., in
wild and primitiveSolanunspecies. Potato Res. 30: 579-587.

di Vito, M., Zacheo, G. and Catalano, F. 1992a. rE®uor resistance to root-knot nematodes
(Meloidogynespp.) in eggplant. Capsicum Newsl. 301-303.

di Vito, M., Zacheo, G. and Catalano, F. 1992b. rBeufor resistance to root-knot nematodes
(Meloidogynespp.) in eggplant. Capsicum Newsl. 301-303.

di Vito, M., Saccardo, F., Errico, A., Zema, V. afidccheo, G. 1993. Genetics of resistance to root-
knot nematodeseloidogynespp.) inCapsicum chacoense, C. chineasel C. frutescensl.
Genet. Breed. 47: 23-26.

Djian-Caporalino, C., Pijarowski, L., Fazari, Aar8son, M., Gaveau, L., O'Byrne, C., Lefebvre, V.,
Caranta, C., Palloix, A. and Abad, P. 2001. Higbotetion genetic mapping of the pepper
(Capsicum annuurh.) resistance lodMe3 andMe4 conferring heat-stable resistance to root-
knot nematodedMeloidogynespp.). Theor. Appl. Genet. 103: 592-600.

Doganlar, S., Frary, A., Daunay, M.-C., Lester,NR.and Tanksley, S. D. 2002. A Comparative
Genetic Linkage Map of EggplanSdlanum melongehaand Its Implications for Genome
Evolution in theSolanaceaeGenetics 161: 1697-1711.

Dong, F., Song, J., Naess, S. K., Helgeson, JGébhardt, C. and Jiang, J. 2000. Development and
applications of a set of chromosome-specific cytegie DNA markers in potato. Theor.
Appl. Genet. 101: 1001-1007.

Doyle, E. A. and Lambert, K. N. 200B8leloidogyne javanicahorismate mutase 1 alters plant cell
development. Mol. Plant-Microbe Interact. 16: 123-1

Dropkin, V. H. 1969. The necrotic reaction of tooeg and other hosts resistantMeloidogyne
reverval by temperature. Phytopathology 59: 1632716

117 Références bibliographiques



Duvauchelle, S. and Andrivon, D. 1996. Le mildidusen agenPhytophthora infestanéMont.) de
Bary. 283-291. in: La pomme de terre. Rousselle,RBbert, Y. and Crosnier, J. C., eds.
INRA Editions. Paris

Eisenback, J. D. 1998. Morphology and Systemati8s-64. in: Plant and Nematode Interactions.
Barker, K. R., Pederson, G. L. and Windham, G.elds. American Society Of Agronomy,
Madison, USA.

Elimane, R. 1996. La gale argentée de la pommerde. 296-299. in: La pomme de terre. Rousselle,
P., Robert, Y. and Crosnier, J. C., eds. INRA Bdsi Paris

El-Kharbotly, A., Leonards-Schippers, C., Huigen, D, Jacobsen, E., Pereira, A., Stiekema, W. J.,
Salamini, F. and Gebhardt, C. 1994. Segregatiolysinaand RFLP mapping of tilandR3
alleles conferring race-specific resistancePtoy/tophthora infestans progeny of dihaploid
potato parents. Mol. gen. Genet. 242: 749-754.

El-Kharbotly, A., Palomino-Sanchez, C., Salaminj,Jacobsen, E. and Gebhardt, C. 1%8®andR7
alleles of potato conferring race-specific resiseatoPhytophthora infestan@iont.) de Bary
identified genetic loci clustering with tHe3 locus on chromosome Xl. Theor. Appl. Genet.
92:880-884

Ellenby, C. 1954. Tuber-forming species and vagebf the genuSolanumtested for resistance to
the potato root eelwortdeterodera rostochiensi/ollenberg. Euphytica 3: 195-202.

Ellis, J. G., Lawrence, G. J., Luck, J. E. and Dndel N. 1999. Identification of regions in alletds
the flax rust resistance gene L that determinesdifices in gene-for-gene specificity. Plant
Cell 11: 495-506.

Ellis, P. R. 1968. Resistance to the potato cystatede Heterodera rostochiensien the plant genus
LycopersiconAnn. appl. Biol. 61: 151-160.

Ellisséche, D. 1996. Aspects physiologiques dertéssance et du développement. 71-121. in: La
pomme de terre. Rousselle, P., Robert, Y. and @msh C., eds. INRA Editions (Paris).

Elphinstone, J. G. 1994. Inheritance of Resistdodgacterial Diseases. 429-446. in: Potato Genetics
Bradshaw, J. E. and Mackay, G. R., eds. CAB Inteonal. Wallingford, UK

Ernst, K., Kumar, A., Kriseleit, D., Kloos, D. WRPhillips, M. S. and Ganal, M. W. 2002. The broad-
spectrum potato cyst nematode resistance gdam) from tomato is the only member of a
large gene family of NBS-LRR genes with an unusralno acid repeat in the LRR region.
Plant Journal 31: 127-136.

Ewing, E. E., Simko, I., Smart, C. D., Bonierbde, W., Mizubuti, E. S. G., May, G. D. and Fry, W.
E. 2000. Genetic mapping from field tests of gatiMe and quantitative resistance to
Phytophthora infestansn a population derived fronSolanum tuberosunand Solanum
berthaultii. Mol. Breed. 6: 25-36.

Fassuliotis, G. 1973. Susceptibility of eggpladplanum melongenato root-knot nematode,
Meloidogyne incognitaPlant Dis. Rep. 57: 606-608.

Favery, B., Complainville, A., Vinardell, J. M., temte, P., Vaubert, D., Mergaert, P., Kondorosj, A.
Kondorosi, E., Crespi, M. and Abad, P. 2002. Thdosgmbiosis-induced genE&NOD40and
CCSbh2aare involved in endoparasitic-nematode interactionMedicago truncatula Mol.
Plant-Microbe Interact. 15: 1008-1013.

Ferris, J. M. and Ferris, V. R. 1998. Biology ofapt-parasitic nematodes. 21-35. in: Plant and
Nematode Interactions. Barker, K. R., Pedersonl..Gnd Windham, G. L., eds. American
Society Of Agronomy, Madison, USA.

Flor 1971. Current status of the gene-for-gene epnh@nn. Rev. Phytopathol. 9: 275-296.

Fulton, T. M., Chunwongse, J. and Tanksley, S. ¥®51 Microprep protocol for extraction of DNA
from tomato and other herbaceous plants. Plant édtde Biology Reporter 13: 207-209.

118 Références bibliographiques



Fulton, T. M., Van der Hoeven, R., Eannetta, Naiid Tanksley, S. D. 2002. Identification, analysis,
and utilization of conserved ortholog set markenrsdomparative genomics in higher plants.
Plant Cell 14: 1457-1467.

Gallais 1990. Théorie de la sélection en amélionaties plantes. Masson, France,.

Ganal, M. W., Simon, R., Brommonschenkel, S., Aridt, Phillips, M. S., Tanksley, S. D. and
Kumar, A. 1995. Genetic mapping of a wide spectnuematode resistance gende(o)
againstGlobodera rostochiensis tomato. Mol. Plant-Microbe Interact. 8: 886-891

Ganal, M. W., Czihal, R., Hannappel, U., Kloos,D, Polley, A. and Ling, H. Q. 1998. Sequencing
of cDNA clones from the genetic map of tomaltgdopersicon esculentynmGenome Res. 8:
842-847.

Gebhardt, C., Ritter, E., Debener, 1., Schachtsehdh, Walkemeier, B., Uhrig, H. and Salamini, F.
1989. RFLP analysis and linkage mappingalanum tuberosuntheor. Appl. Genet. 78: 65-
75.

Gebhardt, C., Ritter, E., Barone, A., DebenerWalkemeier, B., Schachtschabel, U., Kaufmann, H.,
Thompson, R. D., Bonierbale, M. W., Ganal, M. WanKsley, S. D. and Salamini, F. 1991.
RFLP maps of potato and their alignment with thenbeologous tomato genome. Theor.
Appl. Genet. 83: 49-57.

Gebhardt, C., Mugniéry, D., Ritter, E., Salamini, &d Bonnel, E. 1993. Identification of RFLP
markers closely linked to thell gene confering resistance @obodera rostochiensig
potato. Theor. Appl. Genet. 85: 541-544.

Gebhardt, C. and Valkonen, J. P. T. 2001. Organizaif genes controlling disease resistance in the
potato genome. Ann. Rev. Phytopathol. 39: 79-102.

Gebhardt, C., Walkemeier, B., Henselewski, H., BaraA., Delseny, M. and Stuber, K. 2003.
Comparative mapping between potaSolanum tuberosunandArabidopsis thalianaeveals
structurally conserved domains and ancient dujdinatin the potato genome. Plant Journal
34: 529-541.

Geffroy, V., Creusot, F., Falquet, J., Sevignac, AMlam-Blondon, A. F., Bannerot, H., Gepts, P. and
Dron, M. 1998. A family of LRR sequences in theinity of the Co-2locus for anthracnose
resistance inPhaseolus vulgarisand its potential use in marker-assisted selecfidgreor.
Appl. Genet. 96: 494-502.

Geffroy, V., Sicard, D., de Oliveira, J. C. F., 8mac, M., Cohen, S., Gepts, P., Neema, C., Langin,
T. and Dron, M. 1999. Identification of an ancdstesistance gene cluster involved in the
coevolution process betwedphaseolus vulgarisand its fungal pathogegolletotrichum
lindemuthianumMol. Plant-Microbe Interact. 12: 774-784.

Gheysen, G. and Fenoll, C. 2002. Gene expressiapritatode feeding sites. Ann. Rev. Phytopathol.
40: 191-2109.

Goellner, M., Smant, G., De Boer, J. M., Baum, Tadd Davis, E. L. 2000. Isolation of beta-1,4-
endoglucanase genes fro@lobodera tabacumand their expression during parasitism. J.
Nematol. 32: 154-165.

Goellner, M., Wang, X. H. and Davis, E. L. 20@Enhdo-beta-1,4-glucanasxpression in compatible
plant-nematode interactions. Plant Cell 13: 2243522

119 Références bibliographiques



Goff, S. A., Ricke, D., Lan, T. H., Presting, G.awg, R. L., Dunn, M., Glazebrook, J., Sessions, A.,
Oeller, P., Varma, H., Hadley, D., Hutchinson, Martin, C., Katagiri, F., Lange, B. M.,
Moughamer, T., Xia, Y., Budworth, P., Zhong, J.Miguel, T., Paszkowski, U., Zhang, S. P.,
Colbert, M., Sun, W. L., Chen, L. L., Cooper, Barl S., Wood, T. C., Mao, L., Quall, P.,
Wing, R., Dean, R., Yu, Y. S., Zharkikh, A., ShdR, Sahasrabudhe, S., Thomas, A.,
Cannings, R., Gutin, A., Pruss, D., Reid, J., Taaati, S., Mitchell, J., Eldredge, G., Scholl,
T., Miller, R. M., Bhatnagar, S., Adey, N., Rubafio, Tusneem, N., Robinson, R., Feldhaus,
J., Macalma, T., Oliphant, A. and Briggs, S. 2082Iraft sequence of the rice genon@ryza
sativa L.sspjaponicg. Science 296: 92-100.

Goverse, A., Engler, J. D., Verhees, J., van det 8., Helder, J. and Gheysen, G. 2000a. Cellecycl
activation by plant parasitic nematodes. Plant fmll. 43: 747-761.

Goverse, A., Overmars, H., Engelbertink, J., Schéts Bakker, J. and Helder, J. 2000b. Both
induction and morphogenesis of cyst nematode fgedells are mediated by auxin. Mol.
Plant-Microbe Interact. 13: 1121-1129.

Grattapaglia, D. and Sederoff, R. 1994. Genetkalj®e maps oEucalyptus grandisndE. urophylla
using a pseudo-testcross mapping strategy and RA&Rers. Genetics 137: 1121-1137.

Greco, N., di Vito, M., Brandonisio, A., Giordanb, and De Marinis, G. 1982. The effect of
Globodera pallidaandG. rostochiensign potato yield. Nematologica 28: 379-386.

Greco, N., Brandonisio, A. and Bultrini, A. 1984or@rol of Globodera rostochiensisn potato with
fumigant and non fumigant nematicides. Nematolddgeliterranea 12: 7-13.

Grube, R. C., Radwanski, E. R. and Jahn, M. 20@dng@arative genetics of disease resistance within
the SolanaceaeGenetics 155: 873-887.

Grundler, F., Betka, M. and Wyss, U. 1991. Influeio¢ changes in the nurse cell system (syncytium)
on sex determination and development of the cystahtedeHeterodera schachtiiTotal
amounts of proteins and amino acids. Phytopathdbdgy 0-74.

Hackett, C. A., Bradshaw, J. E., Meyer, R. C., MaiJ. W., Milbourne, D. and Waugh, R. 1998.
Linkage analysis in tetraploid species : a simatastudy. Genet. Res. 71: 143-154.

Hackett, C. A., Pande, B. and Bryan, G. J. 20031s@acting linkage maps in autotetraploid species
using simulated annealing. Theor. Appl. Genet. 1067-1115.

Hamalainen, J. H., Sorri, V. A., Watanabe, K. NebBardt, C. and Valkonen, J. P. T. 1998. Molecular
examination of a chromosome region that contrastance to potato Y and A potyviruses in
potato. Theor. Appl. Genet. 96: 1036-1043.

Hannemann, R. E. and Peloquin, S. J. 1967. Crd#gaifi 24-chromosome potato hybrids with 48-
chromosome cultivars. Eur Potato J 10:

Hawkes, J. G. 1978. Biosystematics of the potaB@ [3. in: The Potato crop. Harris, P. M., eds.
Chapman & Hall. London

Hawkes, J. G. 1990. The Potato, Evolution, Biodiitgrand Genetic Resources. Belhaven Press,
London.

Hehl, R., Faurie, E., Hesselbach, J., SalaminMhitham, S., Baker, B. and Gebhardt, C. 1999. TMV
resistance genBl homologues are linked t8ynchytrium endobioticumesistance in potato.
Theor. Appl. Genet. 98: 379-386.

Helentjaris, T., Slocum, M., Wright, S., Schaef&rand Nienhuis, J. 1986. Construction of a genetic
linkage map in maize and tomato using restricti@aygrent length polymorphisms. Theor.
Appl. Genet. 72: 761-769.

Hendy, H., Pochard, E. and Dalmasso, A. 1983. ifiestion of two new sources of resistance to
nematodes of the genus Meloidogyne in pepper, Gapsannuum L. Comptes Rendus des
Seances de I'Academie d'Agriculture de France 5B:822.

120 Références bibliographiques



Hendy, H., Pochard, E. and Dalmasso, A. 1985. Itdrere of resistance to Meloidogyne Chitwood
(Tylenchida) in two lines of Capsicum annuum Ludst of homozygous progenies obtained
by anther culture. Agronomie 5: 93-99.

Hougas, R. W., Peloquin, S. J. and Ross, R. W. .1d88loids of the common potato. J. Hered. 49:
103-106.

Huang, S. W., Vleeshouwers, V., Werij, J. S., Hutte. C. B., van Eck, H. J., Visser, R. G. F. and
Jacobsen, E. 2004. TiR8 resistance t®hytophthora infestans potato is conferred by two
closely linkedR genes with distinct specificities. Mol. Plant-Mitre Interact. 17: 428.

Hugo, K. 2000 Mécanismes de défense des plantescgtisition de résistance aux champignons
pathogénes : caractérisation d'effecteurs apopisestiet étude du mode d'action de la RNAse
NE. Ph.D thesis. Nice-Sophia Antipolis.

Hugot, K., Ponchet, M., Marais, A., Ricci, P. andli@na, E. 2002. A tobacco S-like RNase inhibits
hyphal elongation of plant pathogens. Mol. Plantidbe Interact. 15: 243-250.

Ihaka, R. and Gentlemen, R. 1996. R: A languaged&da analysis and graphics. J. comput. graph.
Stat. 5: 299-314.

Isidore, E., van Os, H., Andrzejewski, S., Bakker,Barrena, I., Bryan, G. J., Caromel, B., van,Eck
H., Ghareeb, B., de Jong, W., van Koert, P., LafebV., Milbourne, D., Ritter, E., van der
Voort, J. R., Rousselle-Bourgeois, F., van Vlietadd Waugh, R. 2003. Toward a Marker-
Dense Meiotic Map of the Potato Genome: LessonsHrimkage Group |. Genetics 165:
2107-2116.

Jacobs, J. M. E., van Eck, H. J., Arens, P., Vé&Bakker, B., Bastiaanssen, H. J. M., El-Kharbotly,
A., Pereira, A., Jacobsen, E., Stieckema, W. J.Tantlintel Hekkert, B. 1995. A genetic map
of potato Solanum tuberosumintegrating molecular markers including transpes@md
classical markers. Theor. Appl. Genet. 91: 289-300.

Jacobs, J. M. E., van Eck, H. J., Horsman, K., syéh F. P., Verkerk-Bakker, B., Jacobsen, E.,
Pereira, A. and Stiekema, W. J. 1996. Mapping efstance to the potato cyst nematode
Globodera rostochiensigom the wild potato speci€&olanum verneiMol. Breed. 2: 51-60.

Janssen, G. J. W., Norel, A. v., Verkerk-BakkeraBd Janssen, R. 1996. Resistance to Meloidogyne
chitwoodi, M. fallax and M. hapla in wild tuber-bbé®y Solanum spp. Euphytica 92: 287-294.

Janssen, G. J. W., Norel, A. v., Verkerk-Bakker, Banssen, R. and Hoogendoorn, J. 1997.
Introgression of resistance to root-knot nematoflesn wild Central American Solanum
species into S. tuberosum ssp. tuberosum. Theql. Sgnet. 95: 490-496.

Jasmer, D. P., Goverse, A. and Smant, G. 2003silaraematode interactions with mammals and
plants. Ann. Rev. Phytopathol. 41: 245-270.

Jatala, P. and Rowe, P. R. 1976. Reaction of 62rdobaring Solanum species to the root-knot
nematode, Meloidogyne incognita acrita. J. Nem&ta290.

Jaubert, S., Laffaire, J. B., Abad, P. and RossoNM2002. A polygalacturonase of animal origin
isolated from the root-knot nematode Meloidogyrepgnita. FEBS Lett. 522: 109-112.

Jia, Y., McAdams, S. A., Bryan, G. T., Hershey, M.and Valent, B. 2000. Direct interaction of
resistance gene and avirulence gene products sordéer blast resistance. Embo Journal 19:
4004-4014.

Jimenez, N., Crozzoli, R. and Greco, N. 2000. EftécSlobodera rostochiensis on the yield of potato
in Venezuela. Nematol. mediterr. 28: 295-299.

Jones, J. D. G. 2001. Putting knowledge of plas¢ae resistance genes to work. Curr. Opin. Plant
Biol. 4: 281-287.

121 Références bibliographiques



Jongedijk, E. and Ramanna, M. S. 1989. Synapticamsitin potato, Solanum tuberosum L. II.
Concurrent reduction of chiasma frequencies in raakk female meiosis of ds-1 (desynapsis)
mutants. Genome 32: 1054-1062.

Jorde, L. B. 2000. Linkage disequilibrium and tkearsh for complex disease genes. Genome Res. 10:
1435-1444.

Kaeppler, S. 1997. Power analysis for quantitatnegt locus mapping in populations derived by
multiple backcrosses. Theor. Appl. Genet. 95: 628-6

Kanazin, V., Marek, L. F. and Shoemaker, R. C. 19ésistance gene analogs are conserved and
clustered in soybean. Proc. natl Acad. Sci. USA398-375.

Kanyuka, K., Bendahmane, A., Rouppe van der Vabrfy. A. M., van der Vossen, E. A. G. and
Baulcombe, D. C. 1999. Mapping of intra-locus degions and introgressed DNA : aids to
map-based cloning of genes from complex genomestriited by physical analysis of the Rx
locus in tetraploid potato. Theor. Appl. Genet. §89-689.

Kao, T. H. and Tsukamoto, T. 2004. The moleculad genetic bases of S-RNase-based self-
incompatibility. Plant Cell 16: S72-S83.

Kariu, T., Sano, K., Shimokawa, H., ltoh, R., Yamilds N. and Kimura, M. 1998. Isolation and
characterization of a wound-inducible ribonucleagem Nicotiana glutinosa leaves.
Bioscience Biotechnology and Biochemistry 62: 11451.

Kasai, K., Morikawa, Y., Sorri, V. A., Valkonen, B. T., Gebhardt, C. and Watanabe, K. N. 2000.
Development of SCAR markers to the PVY resistaneregRy(adg) based on a common
feature of plant disease resistance genes. Gen8nie8}

Kaul, S., Koo, H. L., Jenkins, J., Rizzo, M., Rogné., Tallon, L. J., Feldblyum, T., Nierman, W.,
Benito, M. I, Lin, X. Y., Town, C. D., Venter, &., Fraser, C. M., Tabata, S., Nakamura, Y.,
Kaneko, T., Sato, S., Asamizu, E., Kato, T., Kotéhi Sasamoto, S., Ecker, J. R., Theologis,
A., Federspiel, N. A., Palm, C. J., Osborne, BShinn, P., Conway, A. B., Vysotskaia, V. S.,
Dewar, K., Conn, L., Lenz, C. A., Kim, C. J., Hansh!. F., Liu, S. X., Buehler, E., Altafi, H.,
Sakano, H., Dunn, P., Lam, B., Pham, P. K., ChadylQ Nguyen, M., Yu, G. X., Chen, H.
M., Southwick, A., Lee, J. M., Miranda, M., Toriuni. J., Davis, R. W., Wambutt, R.,
Murphy, G., Dusterhoft, A., Stiekema, W., Pohl, Entian, K. D., Terryn, N., Volckaert, G.,
Choisne, N., Rieger, M., Ansorge, W., Unseld, Martfhann, B., Valle, G., Artiguenave, F.,
Weissenbach, J., Quetier, F., Wilson, R. K., d8datide, M., Sekhon, M., Huang, E., Spiegel,
L., Gnoj, L., Pepin, K., Murray, J., Johnson, Daldrmann, K., Dedhia, N., Parnell, L.,
Preston, R., Hillier, L., Chen, E., Marra, M., Martssen, R., McCombie, W. R., Mayer, K.,
White, O., Bevan, M., Lemcke, K., Creasy, T. H.¢lRe, C., Haas, B., Haase, D., Maiti, R.,
Rudd, S., Peterson, J., Schoof, H., Frishman, [@rgehstern, B., Zaccaria, P., Ermolaeva,
M., Pertea, M., Quackenbush, J., Volfovsky, N., Viu,Y., Lowe, T. M., Salzberg, S. L.,
Mewes, H. W., Rounsley, S., Bush, D., Subramani@m/levin, I., Norris, S., Schmidt, R.,
Acarkan, A., Bancroft, I., Brennicke, A., Eisen,Al, Bureau, T., Legault, B. A, Le, Q. H.,
Agrawal, N., Yu, Z., Copenhaver, G. P., Luo, Skaard, C. S., Preuss, D., Paulsen, I. T.,
Sussman, M., Britt, A. B., Selinger, D. A., Pand&;, Mount, D. W., Chandler, V. L.,
Jorgensen, R. A., Pikaard, C., Juergens, G., MeyeroE. M., Dangl, J., Jones, J. D. G.,
Chen, M., Chaory, J., Somerville, C. and Arabidofa&nome, |. 2000. Analysis of the genome
sequence of the flowering plant Arabidopsis thaiddature 408: 796-815.

Kerlan, C. 1996. Maladies a virus. 232-260. in: gamme de terre. Rousselle, P., Robert, Y. and
Crosnier, J. C., eds. INRA Editions (Paris).

Kdock, M., Loffler, A., Abel, S. and Glund, K. 1996DNA structure and regulatory properties of a
family of starvation-induced ribonucleases from &o Plant mol. Biol. 27: 477-485.

Kdck, M., Gross, N., Stenzel, I. and Hause, G. 20@Hloem-specific expression of the wound-
inducible ribonuclease LE from tomatby€opersicon esculentugyv. Lukullus). Planta 219:
233-242.

122 Références bibliographiques



Koltai, H., Dhandaydham, M., Opperman, C., Thordagnd Bird, D. 2001. Overlapping plant signal
transduction pathways induced by a parasitic nedeatind a rhizobial endosymbiont. Mol.
Plant-Microbe Interact. 14: 1168-1177.

Konieczny, A. and Ausubel, F. M. 1993. A procedtore mapping Arabidopsis mutations using co-
dominant ecotype-specific PCR-based markers. Blaht403-410.

Kort, J., Ross, H., Rumpenhorst, J. H. and Stond?.A977. An international scheme for classifying
pathotypes of potato cyst nematod&®bodera rostochiensiand G. pallida Nematologica
23: 333-339.

Kosambi, D. D. 1944. The estimation of map distantem recombination values. Ann. Eugen. 12:
172-175.

Kouassi, A., Kerlan, M. C., Sobczak, M., DantecP.]. Rouaux, C., Elliseche, D. and Mugniery, D.
2004. Resistance to the root-knot nematddigloidogyne fallaxin Solanum sparsipilum
Inheritance and mechanism. Nematology sous presse.

Kreike, C. M., de Koning, J. R. A., Vinke, J. HarvOoijen, J. W., Gebhardt, C. and Stiekema, W.
1993. Mapping of loci involved in quantitatively hierited resistance to the potato cyst-
nematodeslobodera rostochiensigathotype Rol. Theor. Appl. Genet. 87: 464-470.

Kreike, C. M., de Koning, J. R. A., Vinke, J. Harv Ooijen, J. W. and Stiekema, W. J. 1994.
Quantitatively-inherited resistance @&lobodera pallidais dominated by one major locus in
Solanum spegazzinirheor. Appl. Genet. 88: 764-769.

Kreike, C. M., Kok-Westeneng, A. A., Vinke, J. HhdaStiekema, W. J. 1996. Mapping of QTLs
involved in nematode resistance, tuber yield, amt development irSolanumsp. Theor.
Appl. Genet. 92: 463-470.

Ku, H. M., Vision, T., Liu, J. P. and Tanksley, 3. 2000. Comparing sequenced segments of the
tomato and Arabidopsis genomes: Large-scale dujgicdollowed by selective gene loss
creates a network of synteny. Proc. natl Acad. 38A 97: 9121-9126.

Kullback, S. 1959. Information theory and statistidohn Willey and Sons.

Lambert, K. N., Ferrie, B. J., Nombela, G., BrenterD. and Williamson, V. M. 1999. Identification
of genes whose transcripts accumulate rapidly mato after root-knot nematode infection.
Physiol. Mol. Plant Pathol. 55: 341-348.

Lander, E., Green, P., Abrahamson, J., Barlow,Daley, M., Lincoln, S. and Newburg, L. 1987.
MAPMAKER : an interactive computer package for damgting primary genetic linkage
maps of experimental and natural populations. Gérsfn 174-181.

Lander, E. S. and Botstein, D. 1989. Mapping Meiadefactors underlying quantitative traits using
RFLP linkage maps. Genetics 121: 185-199.

LeBrasseur, N. D., MacIntosh, G. C., Perez-AmabtlrA., Saitoh, M. and Green, P. J. 2002. Local
and systemic wound-induction of RNase and nucleasigities in Arabidopsis: RNS1 as a
marker for a JA-independent systemic signalingwath Plant Journal 29: 393-403.

Lefebvre, V., Palloix, A. and Rives, M. 1993. NumleRFLP between pepper cultivaSafpsicum
annuumL). Euphytica 71: 189-199.

Lefebvre, V., Palloix, A., Caranta, C. and Poch&d]995. Construction of an intraspecific integdat
linkage map of pepper using molecular markers antlgd-haploid progenies. Genome 38:
112-121.

Lefebvre, V., Pflieger, S., Thabuis, A., Caranta, Blattes, A., Chauvet, J. C., Daubeze, A. M. and
Palloix, A. 2002. Towards the saturation of the geplinkage map by alignment of three
intraspecific maps including known-function gen@snome 45: 839-854.

123 Références bibliographiques



Lefebvre, V. 2004. Development and use of molecularkers in peppef@psicum spp for genetics
and breeding. in press. in: Molecular markers snpbreeding and crop improvement. eds.
Springer Verlag. Heidelberg

Lefebvre, V., Bendahmane, A. and Causse, M. 20@ho@ique, caractérisation de génes majeurs et
de QTL. 403-425. in: La génomique en biologie vagétMorot-Gaudry, J.-F. and Briat, J.-F.,
eds. INRA Editions. Paris

Lehmann, K., Hause, B., Altmann, D. and Kock, M.0O20 Tomato ribonuclease LX with the
functional endoplasmic reticulum retention motif BPis expressed during programmed cell
death processes, including xylem differentiatiogrngination, and senescence. Plant Physiol.
127: 436-449.

Leister, D., Ballvora, A., Salamini, F. and Gebhaf. 1996. A PCR-based approach for isolating
pathogen resistance genes from potato with potefaiawide application in plants. Nat.
Genet. 14: 421-429.

Leister, D., Kurth, J., Laurie, D. A., Yano, M., sski, T., Devos, K., Graner, A. and Schulze-Lefert,
P. 1998. Rapid reorganization of resistance gemeolagues in cereal genomes. Proc. natl
Acad. Sci. USA 95: 370-375.

Leonards-Schippers, C., Gieffers, W., Schafer-PrBgl Ritter, E., Knapp, S. J., Salamini, F. and
Gebhardt, C. 1994. Quantitative resistanchgtophthora infestani potato — a case study
for QTL mapping in an allogamous plant species.elies 137: 67-77.

Li, X., van Eck, H. J., Roupe van der Voort, J.AN.M., Huigen, D. J., Stam, P. and Jacobsen, E.
1998. Autotetraploids and genetic mapping using mom AFLP markers : th&k2 allele
conferring resistance t@hytophthora infestansnapped on potato chromosome 4. Theor.
Appl. Genet. 96: 1121-1128.

Lindhout, P. 2002. The perspectives of polygengistance in breeding for durable disease resistance
Euphytica 124: 217-226.

Livingstone, K. D., Lackney, V. K., Blauth, J. Ran Vijkt, R. and Molly Kyle, J. 1999. Genome
mapping incapsicumand the evolution of genome structure in SwanaceaeGenetics 152:
1183-1202.

Lorieux, M., Goffinet, B., Perrier, X., Gonzalez debn, D. and Lanaud, C. 1995. Maximum-
likelihood models for mapping genetic markers shngasegregation distortion. 1. Backcross
populations. Theor. Appl. Genet. 90: 73-80.

Luedders, V. D. 1987. Selection agaihtgterodera glycinesnales by soybean lines with genes for
resistance. J. Nematol. 19: 459-462.

Mahalingam, R., Wang, G. J. and Knap, H. T. 1998lydgalacturonase and polygalacturonase
inhibitor protein: Gene isolation and transcription Glycine max - Heterodera glycines
interactions. Mol. Plant-Microbe Interact. 12: 4998.

Marano, M. R., Malcuit, I., Jong, W. d. and BauldmenD. C. 2002. High-resolution genetic map of
Nb, a gene that confers hypersensitive resistangatato virus X inSolanum tuberosum
Theor. Appl. Genet. 105: 192-200.

Marczewski, W., Hennig, J. and Gebhardt, C. 200# Potato virus S resistance gene Ns maps to
potato chromosome VIII. Theor. Appl. Genet. 1054567.

Meksem, K., Leister, D., Peleman, J., Zabeau, Mla§ini, F. and Gebhardt, C. 1995. A high-
resolution map of the vicinity of thie1llocus on chromosome V of potato based on RFLP and
AFLP markers. Mol. gen. Genet. 249: 74-81.

Merlet, J., Le Hingrat, Y., Ellisséche, D., Crou&@u,and Langlade, P. 1996. Production du Plant: 415
448. in: La pomme de terre. Rousselle, P., Rolerand Crosnier, J. C., eds. INRA Editions
(Paris).

124 Références bibliographiques



Messeguer, R., Ganal, M., de Vicente, M. C., YoudgD., Bolkan, H. and Tanksley, S. D. 1991.
High resolution RFLP map around the root knot nedatresistance gendli) in tomato.
Theor. Appl. Genet. 82: 529-536.

Meyer, R. C., Milbourne, D., Hackett, C. A., Bradsh J. E., McNichol, J. W. and Waugh, R. 1998.
Linkage analysis in tetraploid potato and assamiatif markers with quantitative resistance to
late blight Phytophthora infestansMol. gen. Genet. 259: 150-160.

Michelmore, R. W. and Meyers, B. C. 1998. Clustdreesistance genes in plants evolve by divergent
selection and a birth-and-death process. Genome8R&$13-1130.

Milbourne, D., Meyer, R., Bradshaw, J. E., Baird,Bonar, N., Provan, J., Powell, W. and Waugh, R.
1997. Comparison of PCR-based marker systems &oamtalysis of genetic relationships in
cultivated potato. Mol. Breed. 3: 127-136.

Milbourne, D., Meyer, R. C., Collins, A. J., Ramsay D., Gebhardt, C. and Waugh, R. 1998.
Isolation, characterization and mapping of simgguence repeat loci in potato. Molecular &
General Genetics 259: 233-245.

Milligan, S. B., Bodeau, J., Yaghoobi, J., Kaloshi&, Zabel, P. and Williamson, V. M. 1998. The
root knot nematode resistance gevie from tomato is a member of the leucine zipper,
nucleotide binding, leucine-rich repeat family ¢drt genes. Plant Cell 10: 1307-1319.

Moiseyev, G. P., Fedoreyeva, L. I., Zhuravlev, Y, ¥asnetskaya, E., Jekel, P. A. and Beintema, J. J
1997. Primary structures of two ribonucleases fginseng calluses. New members of the
PR-10 family of intracellular pathogenesis-relgpéght proteins. FEBS Lett. 407: 207-210.

Mok, D. W. S. and Peloquin, S. J. 1975. The inhede of three mechanisms of diplandroid (2n
pollen) formation in diploid potatoes. Heredity 295-302.

Mugniery, D. and Balandras, C. 1986. Test of rasist toGlobodera rostochiensigvoll. in potato
progeny. Potato Res. 29: 131-140.

Mugniéry, D. and Person, F. 1976. Methode d'élexdmyguelques especes de nématodes a kyste du
genreHeterodera Sciences agronomiques Rennes 217-220.

Mugniéry, D. and Fayet, G. 1981. Détermination axes chezGlobodera pallidaStone. Rev.
Nematol. 4: 41-45.

Mugniéry, D. and Fayet, G. 1984. Détermination d@xes de Globodera rostochiensisVoll. et
influence des niveaux d'infestation sur la péniématle développement et le sexe de ce
nématode. Rev. Nematol. 7: 233-238.

Mugniéry, D., Phillips, M. S., Rumpenhorst, H. Stone, A. R., Treur, A. and Trudgill, D. L. 1989.
Assessement of partial resistance of potato to, matotype and virulence differences in
potato cyst nematodes. Bull OEPP 19: 7-25

Mugniéry, D. 1996. Nématodes. 164-171. in: La ponueeterre. Rousselle, P., Robert, Y. and
Crosnier, J. C., eds. INRA Editions (Paris).

Mugniéry, D., Fouville, D., Dantec, J. P., Pellé, Rousselle-Bourgeois, F. and Ellisséche, D. 2001.
Résistance &lobodera pallidaPa2/3 cheSolanum sparsipilumNematology 3: 619-626.

Naess, S. K., Bradeen, J. M., Wielgus, S. M., Habbar G. T., McGrath, J. M. and Helgeson, J. P.
2000. Resistance to late blight in Solanum bulb@rasn is mapped to chromosome 8. Theor.
Appl. Genet. 101: 697-704.

Niewohner, J., Salamini, F. and Gebhardt, C. 1@#%elopment of PCR assays diagnostic for RFLP
marker alleles closely linked to alleles Grol antl ldonferring resistance to the root cyst
nematode Globodera rostochiensis in potato. MaeBr1: 65-78.

Nimchuk, Z., Rohmer, L., Chang, J. H. and DangL.2001. Knowing the dancer from the dance: R-
gene products and their interactions with othetgins from host and pathogen. Curr. Opin.
Plant Biol. 4: 288-294.

125 Références bibliographiques



Nombela, G., Williamson, V. M. and Muniz, M. 200Ehe root-knot nematode resistance gene Mi-1.2
of tomato is responsible for resistance againsithieefly Bemisia tabaci. Mol. Plant-Microbe
Interact. 16: 645-649.

Oberhagemann, P., Chatot-Balandras, C., Schafgt;/e Wegener, D., Palomino, C., Salamini, F.,
Bonnel, E. and Gebhardt, C. 1999. A genetic analykguantitative resistance to late blight in
potato: towards marker-assisted selection. MoleBr&: 399-415.

Oerke, E. C., Dehne, H. W., Schonbeck, F. and We&het994. Crop production and crop protection:
estimated losses in major food and cash crops. |88 Elsevier Science Publishers.
Amsterdam Netherlands

Oh, K., Hardeman, K., lvanchenko, M., Ellard-lvéy,, Nebenfuhr, A., White, T. and Lomax, T.
2002. Fine mapping in tomato using microsyntenyhwihe Arabidopsis genome: the
Diageotropica (Dgt) locus. Genome Biology 3: resh@049.1 - research0049.11.

Ortiz, R., lwanaga, M., Raman, K. V. and PalacMs,1990. Breeding for résistance to potato tuber
moth, Phthorimaea operculleléZeller), in diploid potatoes. Euphytica 50: 11861

Paal, J., Henselewski, H., Muth, J., Meksem, K.ndfelez, C. M., Salamini, F., Ballvora, A. and
Gebhardt, C. 2004. Molecular cloning of the pot@&m1-4 gene confering resistance to
pathotype Ro1l of the root cyst nematd@slebodera rostochiensidased on a candidate gene
approach. Plant Journal 38: 285-297

Pan, Q., Liu, Y., Budai-Hadrian, O., Sela, M., Calk@Goren, L., Zamir, D. and Fluhr, R. 2000.
Comparative genetics of nucleotide binding siteslee rich repeat resistance gene
homologues in the genomes of two dicotyledons: toraadArabidopsis Genetics 155: 309-
322.

Paran, I. and Michelmore, R. W. 1993. Developméntbable PCR-based markers linked to downy
mildew resistance genes in lettuce. Theor. Apphehe35: 985-993.

Park, C. J., Kim, K. J., Shin, R., Park, J. M.,iGh. C. and Paek, K. H. 2004. Pathogenesis-related
protein 10 isolated from hot pepper functions abanuclease in an antiviral pathway. Plant
Journal 37: 186-198.

Parlevliet, J. E. 2002. Durability of resistanceiiagt fungal, bacterial and viral pathogens; presen
situation. Euphytica 124: 147-156.

Parrella, G., Ruffel, S., Moretti, A., Morel, C.alpix, A. and Caranta, C. 2002. Recessive resistan
genes against potyviruses are localized in colinganomic regions of the tomato
(Lycopersicon spp.) and pepper (Capsicum spp.)rgesoTheor. Appl. Genet. 105: 855-861.

Pasco, C. and Jouan, B. 1996. Gale commune de nanpode terre Streptomyces scabies ;
Streptomyces 9p.265-269. in: La pomme de terre. Rousselle, Bher, Y. and Crosnier, J.
C., eds. INRA Editions (Paris).

Paulson, R. E. and Webster, J. M. 1972. Ultrasirecbf the hypersensitive reaction in roots of
tomato, Lycopersicon esculenturh., to infection by root-knot nematodéjeloidogyne
incognita Physiol. Plant Pathol. 2: 227-234.

Pavek, J. J. and Corsini, D. L. 1994. Inheritanerasistance to warm-growing-season fungal
diseases. 403-409. in: Potato Genetics. Bradshai#, and Mackay, G.R., eds. CAB
International. Wallingford, UK

Pedley, K. F. and Martin, G. B. 2003. Molecularibas Pto-mediated resistance to bacterial speck
disease in tomato. Ann. Rev. Phytopathol. 41: 24%-2

Pflieger, S., Lefebvre, V., Caranta, C., Blattes, &offinet, B. and Palloix, A. 1999. Disease
resistance gene analogs as candidates for QTLdvad/an pepper-pathogen interactions.
Genome 42: 1100-1110.

126 Références bibliographiques



Pflieger, S., Lefebvre, V. and Causse, M. 2001. ¢aedidate gene approach in plant genetics: a
review. Mol. Breed. 7: 275-291.

Pineda, O., Bonierbale, M. W., Plaisted, R. L.,deo B. B. and Tanksley, S. D. 1993. Identification
of RFLP markers linked to thell gene confering resistance to the potato cyst rmieat
Globodera rostochiensi&senome 36: 152-156.

Popeijus, H., Overmars, H., Jones, J., Blok, V.y&se, A., Helder, J., Schots, A., Bakker, J. and
Smant, G. 2000. Degradation of plant cell wallsallyematode. Nature 406: 36-37.

Prior, P. and Samson, R. 1996. Flétrissement dé&n&mes et pouuriture brune des tubercules :
Pseudomonas solanacearu@v0-274. in: La pomme de terre. Rousselle, PheRpY. and
Crosnier, J. C., eds. INRA Editions (Paris).

Priou, S. and Jouan, B. 1996. Les maladies prowaxjpar les bactéries pathogénes du gensénia.
260-265. in: La pomme de terre. Rousselle, P., Role and Crosnier, J. C., eds. INRA
Editions (Paris).

Qin, L., Kudla, U., Roze, E. H. A., Goverse, A.,pRgus, H., Nieuwland, J., Overmars, H., Jones, J.
T., Schots, A., Smant, G., Bakker, J. and HeldeQD4. A nematode expansin acting on
plants. Nature 427: 30-30.

Rafalski, A. 2002a. Applications of single nucleetipolymorphisms in crop genetics. Curr. Opin.
Plant Biol. 5: 94-100.

Rafalski, J. A. 2002b. Novel genetic mapping tdalplants: SNPs and LD-based approaches. Plant
Sci. 162: 329-333.

Rice, S. L., Leadbeater, B. S. C. and Stone, ALE85. Changes in cell structure in roots of resista
potatoes parasitized by potato cyst-nematodesothtées with resistance gehl derived
from Solanum tuberosussp.andigena Physiol. Plant Pathol. 27: 219-234.

Rice, S. L., Stone, A. R. and Leadbeater, B. S19487. Observation in cell structure in roots of
resistant potatoes parasitized by potato cyst-namuieat |l. Potatoes with resistance derived
from Solanum verneiPhysiol. Mol. Plant Pathol. 31: 1-14.

Rickert, A. M., Premstaller, A., Gebhardt, C. andfi@r, P. J. 2002. Genotyping of SNPs in a
polyploid genome by pyrosequencing (TM). BioTecluaig 32: 592-603

Rickert, A. M., Kim, J. H., Meyer, S., Nagel, A.aBora, A., Oefner, P. J. and Gebhardt, C. 2003.
First-generation SNP/InDel markers tagging locigathogen resistance in the potato genome.
Plant Biotechnology Journal 1: 399-410.

Ritter, E., Debener, T., Barone, A., Salamini, kRd &ebhardt, C. 1991. RFLP mapping on potato
chromosomes of two genes controlling extreme @& to potato virus X (PVX). Mol. gen.
Genet. 227: 81-85.

Robert, Y. 1996. Insectes. 185-229. in: La pommé¢ed®. Rousselle, P., Robert, Y. and Crosnier, J.
C., eds. INRA Editions (Paris).

Roberts, P. A. and Stone, A. R. 1981. Host randeSlabodera species within Solanum subgenus
Leptostemonum. Nematologica 27: 172-189.

Roberts, P. A. and Stone, A. R. 1983. Comparisdrisvasion and development of Globodera spp.
and European potato cyst-nematode pathotypes ins r@d resistant Solanum sg.
Leptostemonum spp. Nematologica 29: 95-108.

Robertson, W. M. 1996. Plant cell modifications fpgrasitic nematodes. 237-244. in: Histology,
ultrastructure and molecular cytology of plant-roimrganism interactions. Nicole, M. and
Gianinazzi-Pearson, V., eds. Kluwer Academic Phblis.

Romeis, T. 2001. Protein kinases in the plant defeasponse. Curr. Opin. Plant Biol. 4: 407-414.

127 Références bibliographiques



Ronning, C. M., Stegalkina, S. S., Ascenzi, R.Bougri, O., Hart, A. L., Utterbach, T. R., Vanaken,
S. E., Riedmuller, S. B., White, J. A., Cho, J.rté& G. M., Lee, Y., Karamycheva, S.,
Sultana, R., Tsai, J., Quackenbush, J., GriffithaM., Restrepo, S., Smart, C. D., Fry, W. E.,
van der Hoeven, R., Tanksley, S., Zhang, P. F, Hi.., Yamamoto, M. L., Baker, B. J. and
Buell, C. R. 2003. Comparative analyses of potafpressed sequence tag libraries. Plant
Physiol. 131: 419-429.

Ross, H. 1986. Potato breeding - Problems and petisps. V. P. Parey, Berlin-Hambourg.

Rossi, M., Goggin, F. L., Milligan, S. B., Kaloshial., Ullman, D. E. and Williamson, V. M. 1998.
The nematode resistance Mi of tomato confers gasist against the potato aphid. Proc natl
Acad Sci USA 95: 9750-9754.

Rosso, M. N., Favery, B., Piotte, C., Arthaud,De Boer, J. M., Hussey, R. S., Bakker, J., Baum, T.
J. and Abad, P. 1999. Isolation of a cDNA encodirzeta-1,4-endoglucanase in the root-knot
nematode Meloidogyne incognita and expression arsatjuring plant parasitism. Mol. Plant-
Microbe Interact. 12: 585-591.

Rouppe van der Voort, J., Wolters, P., FolkerstRa, Hutten, R., van Zanvoort, P., Vinke, H.,
Kanyuka, K., Bendahmane, A., Jacobsen, E., Janfsemnd Bakker, J. 1997a. Mapping of
the cyst nematode resistance lo€sa2 in potato using a strategy based on co-migrating
AFLP markers. Theor. Appl. Genet. 95: 874-880.

Rouppe van der Voort, J., Kanyuka, K., van der ¥os&., Bendahmane, A., Mooijman, P., Klein-
Lankhorst, R., Stiekema, W., Baulcombe, D. and Bak&. 1999a. Tight physical linkage of
the nematode resistance geBpa2 and the virus resistance geR& on a single segment
introgressed from the wild speci€&olanum tuberosunsubsp.andigenaCPC 1673 into
cultivated potato. Mol. Plant-Microbe Interact. 127-206.

Rouppe van der Voort, J. N. A. M., van Zandvoor{,Man Eck, H. J., Folkertsma, R., Hutten, R. C.
B., Draaistra, J., Gommers, F. J., Jacobsen, BdeHel. and Bakker, J. 1997b. Use of allele
specificity of comigrating AFLP markers to align nggic maps from different potato
genotypes. Mol. Gen. Genet. 255: 438-447.

Rouppe van der Voort, J. N. A. M., Lindeman, W.]keasma, R., Hutten, R. C. B., Overmars, H.,
Van der Vossen, E., Jacobsen, E. and Bakker, 8. QTL for broad-spectrum resistance
to cyst nematode specigSl¢bodera ssp maps to a resistance gene cluster in potatoorThe
Appl. Genet. 96: 654-661.

Rouppe van der Voort, J. N. A. M., Janssen, G. .JQMermars, H., van Zandvoort, P. M., van Norel,
A., Scholten, O. E., Janssen, R. and Bakker, i 9evelopment of a PCR-based selection
assay for root-knot nematode resistanRen¢) by a comparative analysis of tlsmlanum
bulbocastanunandS. tuberosungenome. Euphytica 106: 187-195.

Rouppe van der Voort, J. N. A. M., van der Vos$enBakker, E., Overmars, H., van Zandvoort, P.,
Hutten, R., Klein Lankhorst, R. and Bakker, J. 200@0 additive QTLs conferring broad-
spectrum resistance in potato@bobodera pallidaare localized on resistance gene clusters.
Theor. Appl. Genet. 101: 1122-1130.

Rousselle, P., Rousselle-Bourgeois, F. and Frangoi4989 Application de la culture in vitro au
doublement chromosomique chez la Pomme de terPd-333. in:

Rousselle-Bourgeois, F. and Rousselle, P. 1992atioreé et sélection de populations diploides de
pomme de terreéSplanum tuberosuin). Agronomie 12: 59-67.

Rousselle-Bourgeois, F. and Mugniéry, D. 1995. &urgy tuber-bearin§olanumspp. for resistance
to Globodera rostochiensiRol Woll. andGlobodera pallidaPa2/3 Stone. Potato Res. 38:
241-249.

Rousselle-Bourgeois, F. 1996. Amélioration géné&idiP5-154. in: La pomme de terre. Rousselle, P.,
Robert, Y. and Crosnier, J. C., eds. INRA Editi{fparis).

128 Références bibliographiques



Ruffel, S., Dussault, M. H., Palloix, A., Moury, BBendahmane, A., Robaglia, C. and Caranta, C.
2002. A natural recessive resistance gene agamtatopvirus Y in pepper corresponds to the
eukaryotic initiation factor 4E (elF4E). Plant Joak32: 1067-1075.

Ruiz De Galarreta, J. I., Carrasco, A., SalazarpAarrena, I., lturritxa, E., Marquinez, R., Legorb,
F. J. and Ritter, E. 1998. Wild Solanum speciesresistance sources against different
pathogens of potato. Potato Res. 41: 57-68.

Salmeron, J. M., Oldroyd, G. E. D., Rommens, C.TM.Scofield, S. R., Kim, H. S., Lavelle, D. T.,
Dahlbeck, D. and Staskawicz, B. J. 1996. Tonktiois a member of the leucine-rich repeat
class of plant disease resistance genes and libedelad within thé>to kinase gene cluster.
Cell (Cambridge) 86: 123-133.

Sasser, J. N. 1980. Root-knot nematodes: a globahoe to crop production. Plant Dis. 64: 36-41.

Schluter, K. 1976. The potato cyst eelworm Heter@destochiensis Woll. in Morocco: its
distribution and economic importance. Z. Pflanze/flanzenschutz 83: 401-406.

Schornack, S., Ballvora, A., Gurlebeck, D., PeartGanal, M., Baker, B., Bonas, U. and Lahaye, T.
2004. The tomato resistance protein Bsd predicted non-nuclear TIR-NB-LRR protein that
mediates defense responses to severely truncateatdes of AvrBs4and overexpressed
AvrBs3 Plant Journal 37: 46-60.

Schouten, H. J. and Beniers, J. E. 1997. Durabilityesistance t@&lobodera pallidal. Changes in
pathogenicity, virulence, and aggressiveness dugpgoduction on partially resistant potato
cultivars. Phytopathology 87: 862-867.

Shapiro, S. S. and Wilk, M. B. 1965. An analysisvafiance test for normality (complete samples).
Biometrika 52: 591-611.

Shirasu, K. and Schulze-Lefert, P. 2003. Complexn&dion, promiscuity and multi-functionality:
protein interactions in disease-resistance pathwiagnds Plant Sci. 8: 252-258.

Sijmons, P. C., Atkinson, H. J. and Wyss, U. 19Pérasitic strategies of root nematodes and
associated host cell responses. Ann. Rev. Phytolp&t 235-259.

Simons, G., Groenendijk, J., Wijbrandi, J., Reijads, Groenen, J., Diergaarde, P., Van der Lee, T.,
Bleeker, M., Onstenk, J., de Both, M., Haring, Mgs, J., Cornelissen, B., Zabeau, M. and
Vos, P. 1998. Dissection of tikisarium I2gene cluster in tomato reveals six homologs and
one active gene copy. Plant Cell 10: 1055.

Smant, G., Stokkermans, J., Yan, Y. T., de BoeM.J.Baum, T. J., Wang, X. H., Hussey, R. S,,
Gommers, F. J., Henrissat, B., Davis, E. L., Helder Schots, A. and Bakker, J. 1998.
Endogenous cellulases in animals: Isolation of-higdaendoglucanase genes from two species
of plant-parasitic cyst nematodes. Proc. natl AGail. USA 95: 4906-4911.

Smith, P. G. 1944. Embryo culture of a tomato ssetiybrid. Proc. Am. Soc. Hortic. Sci 44: 413-
416.

Solomon-Blackburn, R. M. and Barker, H. 2001. Bregdvirus resistant potatoes (Solanum
tuberosum): a review of traditional and moleculgpraaches. Heredity 86: 17-35.

Song, J. Q., Bradeen, J. M., Naess, S. K., Radsdh,, Wielgus, S. M., Haberlach, G. T., Liu, J.,
Kuang, H. H., Austin-Phillips, S., Buell, C. R., Igeson, J. P. and Jiang, J. M. 2003. Gene RB
cloned from Solanum bulbocastanum confers broadtspa resistance to potato late blight.
Proc. natl Acad. Sci. USA 100: 9128-9133.

Spire, D. and Rousselle, P. 1996. Origine socitliggue. 25-48. in: La pomme de terre. Rousselle,
P., Robert, Y. and Crosnier, J. C., eds. INRA [Bdgi (Paris).

Stone, A. R. 1972Heterodera pallidan.sp. Nematoda : Heteroderiddea second species of potato
cyst nematode. Nematologica 18: 591-606.

129 Références bibliographiques



Stone, L. E. W., Webley, D. P., Lewis, S. and EydasB. 1973. The persistence of potato cyst
eelworm (Heterodera pallida Stone) under differant-host regimes. Plant Pathol. 22: 181-
183.

Swiezynski, K. M. 1994. Inheritance of Resistance Miruses. 339-363. in: Potato Genetics.
Bradshaw, J.E. and Mackay, G.R., eds. CAB Inteonati Wallingford, UK.

Tameling, W. I. L., Elzinga, S. D. J., Darmin, B, Bossen, J. H., Takken, F. L. W., Haring, M. A.
and Cornelissen, B. J. C. 2002. The tomato R gemguptsl-2 andMi-1 are functional ATP
binding proteins with ATPase activity. Plant Celt 2929-29309.

Tanksley, S. D., Ganal, M. W., Prince, J. P., deevite, M. C., Bonierbale, M. W., Broun, P., Fulton,
T. M., Giovannoni, J. J., Grandillo, S., Martin, B, Messeguer, R., Miller, J. C., Miller, L.,
Paterson, A. H., Pineda, O., Rdder, M. S., WingARWu, W. and Young, N. D. 1992. High
density molecular linkage maps of the tomato artdtpayenomes. Genetics 132: 1141-1160.

Tautz, D. 1989. Hypervariability of simple sequen@s a general source for polymorphic DNA
markers. Nucl. Acids. Res. 17: 6463-6471.

Thabuis, A., Palloix, A., Pflieger, S., Daubeze, M., Caranta, C. and Lefebvre, V. 2003.
Comparative mapping dPhytophthoraresistance loci in pepper germplasm: evidence for
conserved resistance loci acrddslanaceaand for a large genetic diversity. Theor. Appl.
Genet. 1006: 1473-1485.

Thabuis, A., Lefebvre, V., Bernard, G., Daubéze, M\, Pochard, E. and Palloix, A. 2004a.
Phenotypic and molecular evaluation of a recurreglection program for a polygenic
resistance t®hytophthora capsian pepper. Theor. Appl. Genet. 109: 342-351.

Thabuis, A., Palloix, A., Servin, B., Daubeze, A.,Mbignoret, P., Hospital, F. and Lefebvre, V.
2004b. Marker-assisted introgression dPlytophthora capsidiesistance QTL alleles into a
bell pepper line: validation of additive and epiistaffects. Mol. Breed. 14: 9-20

Thiery, M. 1996 Etude du polymorphisme biologiquengléculaire des nématodes a kyste des
Solanacées. These de I'Ecole Nationale Supériegrendmique de Rennes.

Tivoli, B. 1996a. Les pourritures séches des tullescen conservation : les fusarioses et la gaagrén
299-304. in: La pomme de terre. Rousselle, P., Role and Crosnier, J. C., eds. INRA
Editions (Paris).

Tivoli, B. 1996b. Les flétrissement fongiques ergétation. 304-308. in: La pomme de terre.
Rousselle, P., Robert, Y. and Crosnier, J. C., I&RA Editions (Paris).

Trudgill, D. L. 1967. The effect of environment sex determination iteterodera rostochiensis
Nematologica 13: 263 - 272.

Trudgill, D. L. 1991. Resistance to and tolerantelant parasitic nematodes in plants. Ann. Rev.
Phytopathol. 29: 167-192.

Turner, S. J., Stone, A. R. and Perry, J. N. 183ection of potato cyst-nematodes on resistant
Solanum vernehybrids. Euphytica 32: 911-917.

Turner, S. J. 1989. New sources of resistance tatgpayst-nematodes in the Commonwealth Potato
Collection. Euphytica 42: 145-153.

Turner, S. J. and Fleming, C. C. 2000 The durabilif resistant potato clones to potato cyst
nematodes. p26. in: Durable Disease Resistance &yump. Ede, Wageningen, The
Netherlands. Nov. 28-Dec. 1, 2000.

Turner, S. J. and Fleming, C. C. 2002. Multipleesttbn of potato cyst nemato@obodera pallida
virulence on a range of potato species. |. Seel@csion onSolanumhybrids. Europ. J. Plant
Pathol. 108: 461-467.

130 Références bibliographiques



Vaghchhipawala, Z., Bassuner, R., Clayton, K., Lesw&., Shoemaker, R. and Mackenzie, S. 2001.
Modulations in gene expression and mapping of gasssciated with cyst nematode infection
of soybean. Mol. Plant-Microbe Interact. 14: 42-54.

Van den Berg, J. H., Ewing, E. E., Plaisted, R.NMlcMurry, S. and Bonierbale, M. W. 1996. QTL
analysis of potato tuberisation. Theor. Appl. Gef8t 307-316.

van der Biezen, E. A. and Jones, J. D. G. 199&tliaease-resistance proteins and the gene-fa-gen
concept. Trends biochem. Sci. 23: 454-456.

Van der Hoeven, R., Ronning, C., Giovannoni, J.ritMaG. and Tanksley, S. 2002. Deductions about
the number, organization, and evolution of gendhéntomato genome based on analysis of a
large expressed sequence tag collection and sa&legénomic sequencing. Plant Cell 14:
1441-1456.

Van der Vossen, E. A. G., Rouppe van der VoortNJA. M., Kanyuka, K., Bendahmane, A.,
Sandbrink, H., Baulcombe, D. C., Bakker, J., StiekeW. J. and Klein-Lankhorst, R. M.
2000. Homologues of a single resistance-gene clustpotato confer resistance to distinct
pathogens: a virus and a nematode. Plant JournabZ3576.

Van Eck, H. J., Rouppe van der Voort, J., Draajstravan Zandvoort, P., van Enckevort, E., Segers,
B., Peleman, J., Jacobsen, E., Helder, J. and Bakke 1995. The inheritance and
chromosomal localisation of AFLP markers in a nooréd potato offspring. Mol. Breed. 1:
397-410.

Vercauteren, |, Van Der Schueren, E., Van Montdguand Gheysen, G. 200Arabidopsis thaliana
genes expressed in the early compatible interaatibin root-knot nematodes. Mol. Plant-
Microbe Interact. 14: 288-299.

Vercauteren, |., Engler, J. D., De Groodt, R. arigtyaen, G. 2002. AArabidopsis thaliangectin
acetylesterase gene is upregulated in nematodengesdes induced by root-knot and cyst
nematodes. Mol. Plant-Microbe Interact. 15: 404-407

Veremis, J. C. and Roberts, P. A. 1996a. Diffeegitth of Meloidogyne incognitandM. arenaria
novel resistance phenotypes ligcopersicon peruvianumand derived bridge-lines. Theor.
Appl. Genet. 93: 960-967.

Veremis, J. C. and Roberts, P. A. 1996b. RelatipsshetweerMeloidogyne incognitaesistance
genes inLycopersicon peruvianumifferentiated by heat sensitivity and nematodelence.
Theor. Appl. Genet. 93: 950-959.

Veremis, J. C. and Roberts, P. A. 1996c. Identificaof resistance ttMeloidogyne javanican the
Lycopersicon peruvianugomplex. Theor. Appl. Genet. 93: 894-901.

Veremis, J. C., Heusden, A. W. v. and Roberts, PL9®9. Mapping a novel heat-stable resistance to
Meloidogynein Lycopersicon peruvianunTheor. Appl. Genet. 98: 274-280.

Veremis, J. C. and Roberts, P. A. 2000. Diversityheat-stable genotype specific resistance to
Meloidogynein Maranon races dfycopersicon peruvianuicomplex. Euphytica 111: 9-16.

Vos, P., Hogers, R., Bleeker, M., Reijans, M., \g®& Lee, T., Hornes, M., Frijters, A., Pot, J.,
Peleman, J., Kuiper, M. and Zabeau, M. 1995. AFlaP:new technique for DNA
fingerprinting. Nucl. Acids. Res. 23: 4407-4414.

Vos, P., Simons, G., Jesse, T., Wijbrandi, J., eleirL., Hogers, R., Frijters, A., Groenendijk, J.,
Diergaarde, P., Reijans, M., Fierens-Onstenk, &.Bdth, M., Peleman, J., Liharska, T.,
Hontelez, J. and Zabeau, M. 1998. The tonMitd gene confers resistance to both root-knot
nematodes and potato aphids. Nat. Biotechnol. 3G5-1.369.

Wang, Z. H., Potter, R. H. and Jones, M. G. K. 2@ifferential display analysis of gene expression
in the cytoplasm of giant cells induced in tomatots byMeloidogyne javanicaMol. Plant
Pathol. 4: 361-371.

131 Références bibliographiques



Wenzel, G., Schieder, O., Przewozny, T., Sopor¥.&nd Melchers, G. 1979. Comparison of single
cell culture derivedolanum tuberosuin. plants and a model for their application indaimng
programs. Theor. Appl. Genet. 55: 49-55.

Wenzel, G. and Uhrig, H. 1981. Breeding for nemataghd virus résistance in potato via anther
culture. Theor. Appl. Genet. 59: 333-340.

Whitehead, A. G. 1991. Selection for virulencehe potato cyst-nematod@Jobodera pallida Ann.
appl. Biol. 118: 395-402.

Whitham, S., Dinesh-Kumar, S. P., Choi, D., Hehl, ®orr, C. and Baker, B. 1994. The product of
the tobacco mosaic virus resistance ginsimilarity to Toll and the interleukin-1 receptor
Cell (Cambridge) 78: 1101-1115.

Williamson, V. M. and Hussey, R. S. 1996. Nematpdthogenesis and resistance in plants. Plant Cell
8: 1735-1745.

Williamson, V. M. 1998. Root-knot nematode resistagenes in tomato and their potential for future
use. Ann. Rev. Phytopathol. 36: 277-293.

Williamson, V. M. and Gleason, C. A. 2003. Plantratode interactions. Curr. Opin. Plant Biol. 6:
327-333.

Wollenweber, H. W. 1923. Krankheiten und Beschadligun der Kartoffel. Arb Forschungsinst f
Kartoffelbau Heft 7 Berlin.

Wolters, P., Vinke , H., Bontjer, |., Rouppe varr d8®ort, J., Colon, L. and Hoogendoorn, C. 1999
Mapping of major genes for resistanceGmbodera pallidain wild Solanumspecies. p362.
in: Plant & Animal Genome VII Conference. San DiggoS.A. January 17-21, 1999.

Wubben, M. J. E., Su, H., Rodermel, S. R. and Balund, 2001. Susceptibility to the sugar beet cyst
nematode is modulated by ethylene signal transalucti Arabidopsis thalianaMol. Plant-
Microbe Interact. 14: 1206-1212.

Wyss, U., Grundler, F. M. W. and Munch, A. 1992¢Tpgarasitic behaviour of second-stage juveniles
of Meloidogyne incognitén roots ofArabidopsis thalianaNematologica 38: 98-111.

Xie, C. and Xu, S. 2000. Mapping quantitative ttadi in tetraploid populations. Genet. Res. 76-10
115.

Yaghoobi, J., Kaloshian, I., Wen, Y. and Williamsovi. M. 1995. Mapping a new nematode
resistance locus ibycopersicon peruvianuritheor. Appl. Genet. 91: 457-464.

Ye, Z. and Droste, D. L. 1996. Isolation and chemazation of cDNAs encoding xylogenesis-
associated and wounding-induced ribonucleas&ninia elegansPlant mol. Biol. 30: 697-
7009.

Yu, J., Hu, S. N., Wang, J., Wong, G. K. S., LiG5, Liu, B., Deng, Y. J., Dai, L., Zhou, Y., Zhang
X. Q., Cao, M. L., Liu, J., Sun, J. D., Tang, J, 8hen, Y. J., Huang, X. B., Lin, W., Ye, C.,
Tong, W., Cong, L. J., Geng, J. N., Han, Y. J.LLj,Li, W., Hu, G. Q., Huang, X. G., Li, W.
J., Li, J., Liu, Z. W,, Liu, J. P, Qi, Q. H., Lidg, S., Li, T., Wang, X. G., Lu, H.,, Wu, T. T.,
Zhu, M., Ni, P. X., Han, H., Dong, W., Ren, X. ¥eng, X. L., Cui, P., Li, X. R., Wang, H.,
Xu, X., Zhai, W. X., Xu, Z., Zhang, J. S., He, S, dhang, J. G., Xu, J. C., Zhang, K. L.,
Zheng, X. W., Dong, J. H., Zeng, W. Y., Tao, L.,,Ye Tan, J., Ren, X. D., Chen, X. W., He,
J., Liu, D. F., Tian, W., Tian, C. G., Xia, H. ®ao, Q. Y., Li, G., Gao, H., Cao, T., Zhao, W.
M., Li, P., Chen, W., Wang, X. D., Zhang, Y., Hu,R, Liu, S., Yang, J., Zhang, G. Y.,
Xiong, Y. Q., Li, Z. J., Mao, L., Zhou, C. S., Zha,, Chen, R. S., Hao, B. L., Zheng, W. M.,
Chen, S. Y., Guo, W., Li, G. J., Liu, S. Q., Tao,, Mhu, L. H., Yuan, L. P. and Yang, H. M.
2002. A draft sequence of the rice geno@eyga sativa.. sspindica). Science 296: 79-92.

Zeng, Z. B. 1993. Theoretical basis for separatdnmultiple linked gene effects in mapping
quantitative trait loci. Proc Natl Acad Sci USA 94M972-10976.

132 Références bibliographiques



Zeng, Z. B. 1994. Precision mapping of quantitatiaé loci. Genetics 136: 1457-1468.

Zimnoch-Guzowska, E. and Dziewonska, M. A. 198%dsling potato at diploid level. 163-171. in:
Parental line breeding and selection in potatodinge Louwes, K.M. ed. Pudoc. Wageningen
(NL)

Zimnoch-Guzowska, E., Marczewski, W., Lebecka, Ris, B., Schafer-Pregl, R., Salamini, F. and
Gebhardt, C. 2000. QTL analysis of new sourcesesistance tdErwinia carotovorassp.
atrosepticain potato done by AFLP, RFLP, and resistance-diékeemarkers. Crop Sci. 40:
1156-1167.

133 Références bibliographiques



Université Paris Xl INRA EPHE
These Bernard Caromel (2004)

Cartographie génétigue et étude fonctionnelle de QT conférant la résistance au
nématode a kysteGlobodera pallida (Stone) chez la pomme de terreSplanum

tuberosum ssp.tuberosum L.)

Le nématode a kyst@lobodera pallidaest un parasite de la pomme de terre dont laf@ration

est difficile a contrdler dans les conditions ed@®mnes de culture. Il n'existe pas de sources de
résistance de niveau satisfaisant dans I'espeteéafbolanum tuberosunet la plupart des sources
de résistance connues, originaires d'espéces smidagolanumtubéreuses, sont a déterminisme
oligogénique ou polygénique. L'objectif de ce tibeat de cartographier les facteurs génétiques de
résistance &G. pallida originaires de deux espéeces sauvages, d'évaluprotie d'action et la
participation de chaque facteur génétique a I'esgio@ de la résistance globale, et d'évaluer le
spectre d'action conféré par l'association degmiffts facteurs génétiques.

Le déterminisme génétique de la résistancé. pallida a été étudié dans deux descendances
diploides de pomme de terre comportant 117 et 2B@ididus. Les parents sensibles sont des
clones dihaploides d&. tuberosum(tbr). Les parents résistants sont des clones des esspéec
sauvagesS. spegazzini{spg et S. sparsipilum(spl). Une carte de liaisons génétiques de chaque
parent a été construite, et tous les clones deuehdegscendance ont été testés pour leur résisiance
G. pallida. Une analyse QTL (Quantitative Trait Loci) a pesndie disséquer la résistance globale
en facteurs génétiques individuels, localisés surgénome de chaque parent. Sept QTL de
résistance ont été cartographiés: deux sur lesnubsomes V et Xl despl, trois sur les
chromosomes V, VI, et Xll dspg et deux sur les chromosomes VIl et Xlthe. Les deux QTL
cartographiés sur les chromosomes \spket spgmontrent un effet majeur (R2 =76 % et 48 %),
les cing autres QTL détectés montrent un effet arii@2 compris entre 4 et 13 %).

Le mode d'action des QTL de résistance sur le dppeiment des juvéniles d'une population de
G. pallida ainsi que leur efficacité face a sept autres [ajons, ont été évalués sur un ensemble
de clones de pomme de terre, choisis dans les mi#mtees de cartographie en fonction de leurs
combinaisons alléliques aux QTL. Une plante essitEmée comme résistante, si elle diminue le
potentiel de reproduction (les femelles) du nématdch résistance conférée par tous les QTL
provogue une inversion du sexe-ratio dans la popualaleG. pallidaen faveur des males. Quand
les deux QTL originaires dspl sont présents ensembles dans un méme clone,éderngent la
particularité d'induire une nécrose autour des médes, et un arrét du développement de la
majorité d'entre eux, les autres ne formant quentédss. Le QTL a effet majeur originaire sigl
confére un niveau de résistance différent selgyofaulation deG. pallida étudiée. Le QTL mineur
originaire despl, et l'association d'au moins deux QTL, ne montiess d'effet "population-
spécifique”.

Les QTL de résistance@. pallidavont étre pris en compte dans les programmesl|detied grace
aux marqueurs PCR développés au cours de cette. theshoix des QTL a associer sera fait en
fonction du niveau de résistance qu'ils conferedifférentes populations d8. pallida Les outils

et les informations résultant de cette thése peromttde créer des variétés de pomme de terre
possédant une résistance durab& aallida

Mots-clés: pomme de terre,Solanum tuberosumnématode a kysteGlobodera pallida
cartographie génétique, QTL, résistance.





