COMMUNAUTE FRANCAISE DE BELGIQUE
UNIVERSITE DE LIEGE - GEMBLOUX AGRO-BIO TECH

Analyse du déterminisme génétique de I’inhibition de la synthése du
gossypol dans la graine chez la descendance de I’hybride

[(G. hirsutum x G. raimondii)? x G. sturtianum]

Fatimata Bintou Hassedine DIOUF

Dissertation originale présentée en vue de I'obtention du grade
de docteur en sciences agronomiques et ingenierie biologique

Promoteur: Prof. Guy MERGEAI
2015



Copyright. Aux termes de la loi belge du 22 mars 1886, sur le droit d’auteur, seul I’auteur a le
droit de reproduire cet ouvrage ou d’en autoriser la reproduction de quelque manicre et sous
quelque forme que ce soit. Toute photocopie ou reproduction sous une autre forme est donc
faite en violation avec la loi.



RESUME

DIOUF F.B.H. (2015). Analyse du déterminisme génétique de I’inhibition de la synthése du
gossypol dans la graine chez la descendance de I’hybride [(Gossypium hirsutum L. x G. raimondii
Ulb.)2 x G. sturtianum Willis].

Différentes analyses ont été réalisées chez des générations avancées de HRS [(Gossypium hirsutum x
G. raimondii) 2 x G. sturtianum, obtenues par rétrocroisement et autofécondation de plantes issues de
graines présentant le caractere « glandless-seed and glanded-plant» recherché. 11 s’agit de
comprendre I’instabilité des plantes et pourquoi il n’est pas possible de fixer le caractére inhibition de
la synthese du gossypol uniquement dans la graine provenant de G. sturtianum chez la descendance de
I’hybride trispécifique. Ainsi, des populations HRS BC2S5, BC2S6, BC2S7, BC3S4, JBC4S3,
JBC4S4, QBC4S3 et QBC4S4 ont été étudiées.

Les observations agro-morphologiques réalisées ont mis en évidence d’importants problémes de
fertilité du matériel étudié se manifestant par des taux élevés d’avortement des embryons, la mauvaise
germination des graines produites et la mortalité précoce de nombreuses plantules. A cela s’ajoute une
différence phénotypique entre les plantes HRS analysées et le cotonnier cultivé. L’ampleur de ces
problemes est liée a 'importance de la présence de matériel génétique de 1’espéce australienne chez
les hybrides HRS, mis en évidence avec 1’analyse par hybridation in situ genomique (GISH).

L’analyse du matériel au moyen de 10 marqueurs SSRS cartographiés sur trois (3) groupes de liaisons
(c2-cl14, c3-c17 et ¢6-c25) de G. hirsutum, met en évidence d’importantes distorsions de ségrégation
(DS). Les profils génotypiques étaient presque toujours hétérozygotes. Ces distorsions sont causées
par des sélections gamétique et/ou zygotique, qui se produisent respectivement avant et/ou aprés la
fécondation.

La GISH a montré la présence de 1 a 4 chromosomes entiers de G. sturtianum et de 1 a 2 grands
fragments de chromosomes de G. sturtianum. Cette hétérozygotie structurelle est impliquée dans la
DS observée. Par contre, la présence massive de matériel génétique de I’espéce sauvage affecte peu les
appariements chromosomiques et la fertilité pollinique des plantes hybrides analysées. Cette situation
qui est contradictoire & la DS observée, laisse supposer I’existence d’un certain équilibre génétique au
niveau des formes hybrides analysées. Elle indique ainsi, une absence ou une trés faible interaction
entre les chromosomes de G. sturtianum et ceux de G. hirsutum dans le génome de HRS.

L’expression du caractére recherché est trés complexe, mais il est certain que: (i) les facteurs
responsables du caractére recherché se transmettent mieux par 1’ovule que par le pollen, (ii) les all¢les
impliqués dans le controle du caractére fonctionnent selon des modes a la fois additif et épistatique,
(iii) Paugmentation du fond génétique de G. hirsutum au niveau des générations les plus avancées
sélectionnées dans la descendance de I’hybride HRS se traduit par une diminution de 1’expression du
caractere recherché, (iv) les problemes de viabilité des graines touchent aussi bien les graines avec ou
sans glandes a gossypol, qui peuvent étre bien ou mal-formées, ce qui laisse supposer qu’au moins une
partie des facteurs du déséquilibre et ceux liés a 1’expression du caractére sont indépendants. Il
apparait aussi que plusieurs génes de G. sturtianum semblent étre impliqués dans le contrdle de celui-
ci. Cependant, la forte DS mise en évidence questionne la fiabilité de ce résultat obtenu par analyse en
simple marqueur.

Une reprise du programme d’amélioration en utilisant les outils de caractérisation agro-
morphologique, SSR et GISH, des les premieres générations de rétrocroisement, devrait permettre de
mieux orienter le programme de sélection vers 1’obtention de plantes stables qui expriment le
caractére.

Mots clés : cotonnier, gossypol, hybridation interspécifique, Gossypium sturtianum, distorsion de
ségrégation, SSR, GISH, zygotique, gamétique, hétérozygotie structurelle



SUMMARY

DIOUF F.B.H. (2015). Analysis of the genetic determinism of the glanded-plant and glandless-
seed trait in the progeny of the HRS [(Gossypium hirsutum L. x G. raimondii Ulb.)? x G.
sturtianum Willis] hybrid.

Several analyses were performed in advanced generations of HRS [(Gossypium hirsutum x G.
raimondii) 2 x G. sturtianum] hybrid. These were obtained by backcrossing and selfing HRS plants
expressing the glanded-plant and glandless-seed trait of G. sturtianum. The purpose is to understand
why it is not possible to fix this target character in the HRS progeny. Thus, HRS BC2S5, BC2S6,
BC2S7, BC3S4, 3BC4S3, ABC4S4, $BC4S3 and BC4S4 plant populations were studied.

Agro-morphological observations carried out on the studied plant material showed in all analyzed
progenies significant fertility problems as manifested by high rates of embryo abortion, poor
germination of seeds and premature mortality of many seedlings. Moreover, major phenotypic
differences were observed between the HRS plants and upland cotton. Genomic in situ hybridization
analysis (GISH) demonstrated that the magnitude of these problems is related to the importance of the
presence of genetic material of the Australian species in HRS hybrids.

The analysis of the plant material with the 10 SSRs markers, mapped on c2-c14, c3-c17, and c6-c25
linkage groups of G. hirsutum, points out very important segregation distortions (SD). Genotypic
profiles were almost always heterozygous. These SD are caused by gametic and/or zygotic selections
that occur respectively before and/or after fertilization.

GISH showed the presence of one (1) to four (4) whole G. sturtianum chromosomes and one to two
large fragments of G. sturtianum chromosomes. This structural heterozygosity is implicated in the SD
observed. However, the massive presence of alien genetic material hardly affected the chromosome
pairing and pollen fertility of the analyzed hybrid plants. This is contradictory to the observed SD and
suggests a certain genetic balance in the analysed hybrids. It thus indicates no, or very weak
interaction between the chromosomes of G. sturtianum and those of G. hirsutum into the genome of
HRS derivatives.

The expression of the desired character is very complex, but it is certain that: (i) the factors
responsible for the desired trait are better transmitted through the ovule than the pollen, (ii) the alleles
involved in the expression of the target trait operate both according to the additive and epistatic
models, (iii) the increase of the G. hirsutum genetics background in the most advanced generations of
the HRS hybrid is accompanied by a decrease of the expression of the desired trait, (iv) seeds viability
problems affect both seeds with or without gossypol glands, whether they are well formed or
malformed, showing the independence between at least a part of the imbalance factors and those
related to the expression of researched character. Several G. sturtianum genes appear to be involved in
the control of the target trait. However, the strong SD that characterizes the analyzed plants questions
the reliability of this result obtained through single-marker analysis.

A resumption of the breeding program using agro-morphological characterization tools, SSR and
GISH, in the early generations of backcrossing, should help to better guide the selection program
towards obtaining stable plants that express the character.

Key words: cotton, gossypol, interspecific hybridization, Gossypium sturtianum, segregation
distortion, SSR, GISH, zygotic, gametic, structural heterozygosity
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GLOSSAIRE

Alléle : Une des formes alternatives d'un gene.

Amplification d'un gene : Production sélective de plusieurs copies d'un seul gene, sans
augmenter proportionnellement le nombre des autres.

Co-dominance : Lorsque les deux alléles sont exprimés a I'état hétérozygote de facon a ce
que le phénotype refléte une contribution des deux alleles.

Distorsion de ségrégation (DS) : Déviation significative des proportions des individus d’une
classe génotypique donnée au sein d’une population ségrégante. La DS va a ’encontre des
lois fondamentales de la génétique mendélienne qui reposent sur la transmission prévisible
des alléles d'un parent a ses descendants et sur la détermination des génotypes a partir des
alleles transmis.

Effet additif : Effet génétique résultant de 1’action indépendante des génes sur 1’expression
d’un caractére, leurs effets peuvent donc s’additionner. C’est la part héritable des effets
génétiques.

Epistasie : Interaction entre genes a des loci différents, ex. un géne qui supprime I'effet d'un
autre gene situé a un locus différent. La dominance est associée aux membres des paires
d'alléles alors que I'épistasie décrit une interaction entre produits de genes non alléliques.

Epistatique : Interaction entre genes ou l'expression phénotypique d'un gene masque ou
interféere avec I'expression d'un gene ou de genes différents. Les genes dont I'expression
phénotypique est exprimeée sont dits épistatiques.

Héterozygotie structurelle : Diversité structurelle du génome, qui se traduit par la présence
de chromosomes entiers ou de fragments de chromosomes structurellement différents dans un
génome.

Homéologues : Se dit des chromosomes issus d'un progéniteur commun, mais qui grace a
I'évolution ne sont plus complétement homologues. Les chromosomes homéologues ont un
contenu génique similaire, mais sont structurellement modifiés afin d'empécher et quelques
fois de prévenir completement leur appariement a la méiose.

Hybride : Descendance de deux parents génétiqguement différents.

Introgression : Introduction de nouveaux alléles ou gene(s) dans une population a partir
d'une source exotique, généralement une espece différente. Ceci est réalisé par rétro
croisement répété de I'hybride initial afin d'éliminer tous les changements génétiques, a
I'exception du (des) nouveau(x) géne(s) désiré(s).

Locus : Emplacement d'un gene ou d'un marqueur sur un chromosome.

Loci : Pluriel de locus

Sélection assistée par marqueurs Utilisation de marqueurs d’ADN pour augmenter la vitesse
et l'efficacité de l'introgression d'un nouveau(x) alléle(s) ou géne(s) dans une population
génétique.

Sélection gamétique : Mécanisme de distorsion de segrégation, qui se passe au niveau
haploide avant la fécondation. Dans ce cas, la distorsion est la conséquence d’un déroulement
anormal de la méiose. Les gameétophytes sont alors moins viables ou moins fertiles.

Sélection zygotique : Mécanisme de distorsion de ségrégation qui se passe apres la
fecondation. Dans ce cas, les individus d’un groupe se révéelent étre moins viables. La
distorsion est dans ce cas généralement due a un remaniement structural.

Xl









A ma mere,

Femme vertueuse, femme courageuse,
A toi ma mére, je te dédie ce travail

Qui n'est rien d autre que le fruit mir

De tout [amour dont tu me couves

De tout ce que Toi, tu fis pour moi et

De tout ce que tu continues de faire

Puisse le Tout-Puissant te donner la santé
Pour te garder longtemps, trés longtemps
Auprés de nous

Ma pensée toujours se tourne vers tot...
La tienne a chaque pas m'accompagne.

X1



TABLE DES MATIERE

RESUME ... b ettt bbb bt bt e bt e e bbbt et reenes I
SUMMARY ettt e e h e bt et e e n e e e na e e e aaeeanres 1|
REMERCIEMENTS ...ttt bbbttt bbb bt i
Liste des publications réalisées dans le cadre de 1a these ... VI
Conférence scientifiques international ayant accepté 1’exposé de résultats obtenus dans le
CAANE A TATNESE ..ottt e tesbe st reareeres VII
LISTE DES TABLEAUX ... .ottt bbb VIl
LISTE DES FIGURES ...ttt ettt st et e et e e e nnae e e nnneeans X
ABREVIATIONS ...ttt bbbttt bbb bbbt ne e e XI
GLOSSAIRE ...ttt et e st e e e e s e e e e e e e a e e e nnaa e e nnreeenrreeaas Xl
TABLE DES MATIERE ..ottt bbb X1V
AVANT PROPOS ...ttt e e et e e snae e e nna e e e ne e e e nsnaeaneaean XV
1. INTRODUCTION ...ooiiiiiiiiitiitisiesiee ettt bbbttt bbbt ne e s e 1
2. AMELIORATION DU COTONNIER CULTIVE PAR UNE INHIBITION DE LA
SYNTHESE DU GOSSYPOL ET PRESENTATION DU MATERIEL VEGETAL............... 4
2.1 Présentation du COLONMIET ........cieiiiiiecie sttt 4
2.1.1  Systématique et NOMENCIALUIE...........coeiiieiieie e 4
2.1.2  Origing et SPECIALION. .....ceeuiiiiieiiiieieiee et 5
2.1.3  Domestication du COONMIET ........c.ciiiirieieieriesie et 7
2.2 Intérét du cotonnier dans 1’alimentation ............ccccvveiieeeiiiecsiie e 7
2.2.1  Les sous-produits de la graine de COtONNIET .........ccoveveieeiiiie e 7
2.2.2  Intérét et utilisation des sous-produits de la graine de cotonnier dans
I’alimentation humaine et anNiMale............cooiiiiiiiiiei e 8
2.3 Limites de I’utilisation des sous-produits de la graine du cotonnier dans
|1 110013 01215 (o) o BRSPS 9
2.3.1  Le gossypol Chez 18 COONMIET .........ccuiiiiiieieiesee e 9
2.3.2  Latoxicité du gossypol chez les monogastriqUuES ..........cceevvevreeieeveevieeriesieenen, 10
2.3.3  Les mécanismes de la toxiCité du goSSYPOL........ccoveirerieireieicire e 12
2.4 Amélioration génétique du cotonnier CUltIVE .........c..ccoeoveiiii i 13
2.4.1  Le pool géniqUE PrIMAITE ......coeeiirieieieiieieie et 13
2.4.2  Le pool génique SECONTAINE........c.ccveiureireeieie ettt 13
2.4.3  Le pool geniQUE tEITIAITE .......oveeiiieieieeie e 14
2.4.4  Les relations cytogénétiques entre génomes du genre GOsSypium .................... 14
245  Les méthodes d’amélioration par hybridation interspécifique...........ccccvrvennenn. 14

2.5 Déterminisme génétique de la formation des glandes a gossypol chez le cotonnier
cultivé1s
2.6  Création et exploitation des hybrides présentant un retard a la morphogenése du

gossypol dans les graines de COtONNIET .........ccuiiiiiierie e 16
2.6.1  Réservoirs génétiques utilisables pour une inhibition de la synthése du gossypol
16
2.6.2  Bilan des recherches sur le cotonnier présentant le caractere « glandless-seed
and glanded PIANT». .......ccoiiiiiecieec e 16
3. LES OUTILS UTILISES POUR ANALYSER LA DESCENDANCE DE L’HYBRIDE
S TSSO URPSPSPSRPI 21
3.1 Analyse PhENOLYPIGUE .....c..ooveeieiiccteee ettt re e 21
3.1.1  Morphologie des cotonniers CUItIVES. ..........ccovevveieiieiice e, 21
3. L2 PRENOIOGIE ....c.eiii ettt 22



3.1.3  Quantification de la teneur en gossypol du matériel végeétal .............ccceevennee.n. 23

3.2 Sélection assistée par I’emploi de marqueurs moléculaires ...........ccovvrveerenrveneennnnn, 24
3.21  LeSmarqueurs MOIECUIAITES..........ccueiveiieeieceee e 24
3.2.2  Les différents types de marqueurs en amélioration génétique ...........cc.ccecerenene. 25
3.2.3  Utilisation des MiCroSatellites ..........cccouviiiriireni i 26

3.2.4  Les marqueurs moléculaires et la mise en évidence de QTL (Quantitative Trait
Loci) 27

3.3 Importance de la cytogenetique en hybridation interspecifique............cccoceevveriienene, 28
3.3.1  Définition, principe et importance de la Cytogénétique ...........ccceeeerverresreennenn, 28
3.3.2  Lacytogénétique classique chez les plantes ... 29
3.3.3  Lacytogénetique moléculaire : I'nybridation in situ génomique (GISH) .......... 30

4. DISTORSIONS DE SEGREGATION ET AMELIORATION GENETIQUE DES
PLANTES ..ottt bbbt bt bt e b e et e et st sb e et e e b e e bt e neene e st e neas 32

Ot | 011 0T (1 ot A o] o OSSR 33

4.2  Intensité de la distorsion de ségrégation selon le type de population........................ 34

4.3  Identification, direction et localisation des distorsions de ségrégation ..................... 35

4.4  Les facteurs de distorsion de SEQrégation ...........cccevveieiieieciiesieese e 36
441  Les facteurs NON @latoires .........cccoveiveriereieiese et 36
4.4.2  Les facteurs al€atOires ..........cuiiuiieieiieeie e 37
4.4.3  Facteurs favorisant la distorsion de SEgrégation ...........cccceceveineieieeienesieennen, 38

4.5  Cartographie génétiques des loci avec distorsion de ségrégation.............ccccvervvennenn. 40

4.6  Implication de la distorsion de ségrégation en amélioration des plantes .................. 41

4.7  Comment surmonter les distorsions de SEgrégation ? ............ccccvveveeveieeseerieseennnn, 42
4.7.1  ENnamélioration des CUITUIES ........ccceierieieiere e 42
4.7.2  Encartographie genBLIQUE ..........coviieiiieie ettt 43

8 N @70 o] 131 [ ] o SO SS 45

5 MODALITES D’OBTENTION ET NATURE DU MATERIEL VEGETAL ETUDIE . 47

T80 A 11 0T L1 T [ o SR 47

5.2 Schéma suivi pour la création de I’hybride HRS ... 47

5.3  Modalités de sélection du matériel retenu a chaque génération ...........ccccecvvereenenne. 48

5.4  Modalités de mise en culture des graines et les conditions expérimentales.............. 48
5.4.1  Les modalités de mise en CUITUIE ........c.coveivereieie i 48
5.4.2  Conditions expérimentales en Belgique...........cccocveieeiiiic s, 49
5.4.3  Conditions expérimentales au SENJal............ccocereiiiieiiiiiiiee e 49

5.5  Méthodes appliquées pour obtenir le matériel végétal étudié ...........cceeveernennne. 49
5.5 1 LES CrOISEBMENTS ...vivieiieiiesieieie sttt sttt see st st besbeeseeneeneenees 50
5.5.2  LeS aUtOfECONUALIONS.........ecieieeieiie et ne e 50
55.3  Legreffage des Plants .......ccccvoiiiiiiiiii i 50

5.6  Schéma suivi pour I’obtention du matériel végétal Etudié ...............cccoeririiinnnnnn, 51
5.6.1  Les descendances autofécondées de 1a Vi€ 1........cccceevveivvieiennieiesisieieienn,s 53
5.6.2  Les descendances des VOIS 2, 3 €L 4. .....ociiieieiie e 53

6 EVALUATION DE L’EXPRESSION DU CARACTERE "INHIBITION DE LA
SYNTHESE DU GOSSYPOL UNIQUEMENT DANS LA GRAINE". ......cooveevreeeern. 55

G J0 A 11 oo L1 T3 o] o ST ORPR 55

6.2  Matériel €t MENOUES ........ocveecie e 55
6.2.1  Materiel VEGELAL..........cccoeiicieiece e 55
6.2.2  ODSErvations Bt MESUIES........cccverueiierieerieeieseesieeeesee e eseesraesseeeesseesseeseesseesseens 56

8.3 RESUIALS. .....ueivieiieieie ettt ettt bbb reene e e 57
6.3.1  Analyse de I’état des graines produites dans le cadre de la thése ..........c.cccue.. 57



6.3.2  Expression du caractere inhibition de la synthése de gossypol au niveau de la

graine 59
R B T ot U] (o] o OSSOSO TSP PRPPR 62
6.4.1  Analyse des problemes de viabilité des graines...........cccceveverieienivsineiisieriennn, 62
6.4.2  Expression du caractere inhibition de la synthése du gossypol dans la graine .. 63
G TS O] o o] 1] oo USROS 68
7 EVALUATION AGRO-MORPHOLOGIQUE DE QUATRE GENERATIONS ISSUES
DE L’HYBRIDE TRISPECIFIQUE HRS 69
% S 111 £ o [¥Tox o] 4 I OSSPSR PSRRI 69
7.2 Matériel et METNOUES .......cvoieieieee e 69
7.2.1  Caractéristiques du site d’exXperimentation ..........cccocveeriueeiiieesineesnieesneeesrineens 69
7.2.2  Materiel VEQALAL.........oooiiieeiee e 69
7.2.3  Conduite de I"tUde ......ccouviiiiiiiiiic e 70
7.24  ANAlYSE 0ES HONNEES .....coviiiieiieiisiee e 72
7.3 RESUIALS. .. .viitieiieie ettt bbbttt bbb e b e ne et 73
7.3. 1 PRENOIOGIE ...ttt et 73
A 2 - W 111011 0] 10 (oo - USSR 75
7.3.3  Evaluation de la production des plantes HRS teStées .........cccovuvirererniereninnenn 79
7.3.4  ASSOCIAtioNS UES PArAMELIES. .....cviiieiiieieeieste ettt areeene e 83
7.3.5  Stratification de la variabilité des générations testées (ACP) .......ccocevvrvvrvrinnene 86
7.3.6  Laclassification aSCeNTANTE ...........cccuiiiieierieiiese e 87
S B 1o X [ o USSR 88
7.4.1  Caractérisation agro morphologique des hybrides HRS ............ccccce e, 88
7.4.2  L’instabilité observée chez HRS et sa relation avec la teneur en gossypol des
plantes 90
8 T o ][] oo SR 92
8 SUIVI DE L’INTROGRESSION DE G. STURTIANUM CHEZ L’HYBRIDE HRS AU
MOYEN DE MARQUEURS MICRO-SATELLITES ..ot 9
TR A 1011 7T [F T {[o] o SRS PT PR PRRRPIN 95
8.2.1  Matériel VAGALAl .........ccooiieeeeeee e 95
8.2.2  Caractéristiques du site d’exXperimentation ...........ccooevireiiieiinicnie e 96
8.2.3  Extraction de ’ADN génomique total ..........ccccovvveiiiiiiniiiiciicc e 96
8.2.4  Analyse de la descendance des hybrides HRS par les marqueurs microsatellites
96
8.2.5  Electrophorese et révélation au nitrate d’argent...........ccocevvveiiiiiiiciiniineennnn, 98
8.2.6  Traitement deS AONNEES ......cceiiiiiiiiieieieie ettt 98
8.3 RASUIALS......ccvieieee ettt ae e nres 100
8.3.1  Suivi de I'introgression de G. sturtianum et analyse de la distorsion de
ségrégation au moyen des 10 marqueurs MOIECUIAITES..........cccvvvvvvereiieee e 100
8.3.2  Direction du biais chez les populations de HRS testées..........cccccvevviveveencnne. 108
8.3.3  Analyse du déterminisme génétique du caractere inhibition de la synthése du
QOSSYPOI daNS 12 QraiNe ......eevieiieciee et 109
8.4 DISCUSSIONS .. vveuveesieitiesieestesteesteestesseesteesaeaseesseessesseessaesaeaseesseesseaseesseesseaneenseenseaneensens 111
8.4.1  Suivi de I’introgression des alléles de G. sturtianum dans les descendances
testées de I’hybride HRS........ooi 111
8.4.2  Ladistorsion de ségrégation chez les différentes populations testées ............. 113
8.4.3  Causes de la DS chez les planteS HRS...........cocoiiiiiiiiiiie e, 114
8.4.4  Meécanismes de 1a DS ChezZ HRS........ccoooiiiiiiiiceceeee e, 116
8.4.5  Conséquences de la DS chez les plantes HRS ...........ccccooveiviicccicie e 120



8.5 CONCIUSION ..ottt RS 124
9 IDENTIFICATION DE NOUVEAUX MARQUEURS SSRs SPECIFIQUES DE G.

STURTIANUM DANS LA DESCENDANCE DE L'HYBRIDE HRS.........cccccooniiiiiinn, 126
T A 11 oo L1 T £ [ o USSR URPRORROS 126
9.2  Matériel et MENOUE .......cve e 126

9.2.1  Matériel VEGALA .........coooiiieee e 126
0.2.2  IMEBLNOE. ...t 127
0.3 RESUIALS. .....ve ittt ettt e et es 129
9.3.1  Identification de NOUVEAUX SSRS .......cccccveiiiiieiieii et 129
0.4 DISCUSSION.....utitieuieitiesteeseeetee e et e s seesteeseesseesbeesbesseesbeesaeaseesbeenbeaseesbeeeesseeaseenseanennreas 134
TR T O o] 1] [ o USSR USSR 135

10 ANALYSE AU MOYEN DE METHODES CYTOGENETIQUES CLASSIQUE ET

MOLECULAIRE D'UNE PARTIE DE LA DESCENDANCE DE L’HYBRIDE HRS....... 136
000 A 101 oo [0 Tox 1 o o SRR 136
10.2  Matériel et MENOAES ........ceeieee e 136

O R |V - T -] S 136
10.2.2  Analyse de la fertilité polliNIQUE .........ccceeiveiieiieece e 137
10.2.3  Observation des appariements ChroMOSOMIQUES ........cevvvrerreerieieeseenieneenenns 137
10.2.4 Etalement et observation des chromosomes des cellules de pointes de racine 138
10.2.5 Hybridation in situ genomique (GISH) ........ccceiiiiiiiiiiieeeeese e 139
10.3  RESUIALS.....ccueeiicee ettt et e e e e sre e e e sre e ne e 142
10.3.1 Mise en évidence de I’hétérozygotie structurelle chez I’hybride HRS ............ 142
10.3.2  Association des chromosomes €N MEIOSE ..........ccvveeeieerieiiieieeie e s e eee e 146
10.3.3  ANAlySe deS tEIFAUES .....ocveeeieeiiiie e 148
10.3.4  Fertilité POHINIQUE ......ceeveeie e 149
104 DISCUSSION.....eetieueiereesteesieaseesteeeesseesteeseeaseesseeseeaseesseassesseesseessesseesseaneesseesseensesseessenns 150
10.4.1 Hétérozygotie structurelle et distorsion de segrégation .............ccccceevvevrrenennen, 150
10.4.2 Relations entre I’hétérozygotie structurelle et les mécanismes de DS identifiés
AVEC 185 10 SSRS ...ttt et reeaeenes 153

10.4.3 Hétérozygotie structurelle et stabilité génétique des descendants de I’hybride
HRS 156

10.4.4 Hétérozygotie structurelle et expression du caractére « glandless-seed » ....... 159
O RS T O0 12 T (U1 o] o ISR 159
11 CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES.....c.oooiieeeeeeeeeeeeeeeee e 160
BIBLIOGRAPHIE ...ttt et s st e et s st e e saassbeesrae s 173

XVII






AVANT PROPQOS

Au début de nos recherches, 1’objectif qui nous avait été attribué était d’essayer de fixer le
caractére « glandless-seed and glanded-plant » par une élimination de supposées mauvaises
liaisons existantes dans le matériel, afin de développer une variété commerciale de cotonnier
produisant des graines comestibles. Cette étude devait constituer 1’épilogue d’une longue
série de recherches débutées depuis le début des années 1990, & Gembloux, sous les directions
d’éminents chercheurs qui ont effectués chacun a leur niveau, un excellent travail ; Mme H.
Benbouza M. G. Mergeai et M. . Vroh Bi . Cependant, la nature étant souvent beaucoup plus
complexe qu’on ne le croit, on s’est rendu compte, apres un long détour par les techniques de
mutations génétiques, dont les données non reprises dans ce document ont fait 1’objet d’une
publication, que le matériel n’avait pas encore révélé tout ses mysteres. En effet, I’exposition
d’une partie du matériel a 15 Krad de rayons gamma pour éliminer les mauvaises liaisons, qui
étaient supposees empécher la fixation du caractére recherché, a conduit a une impasse. A
partir de ce moment, il paraissait évident que nous devions d’abord nous concentrer sur la
compréhension du matériel végétal avant de poursuivre la sélection. Nous n’avons pas la
prétention de dire que nous y sommes arrivés, mais au moins un pan du voile a été levé, ce
qui nous a permis de repenser le plan d’exploitation d’hybrides interspécifiques incluant une
espéce australienne de cotonnier en vue de I’introgression chez le cotonnier cultivé de
I’inhibition de la synthése du gossypol uniquement dans la graine. Cette ouverture donne un
espoir sur la perspective de produire des graines comestibles, tout en préservant un des

principaux mécanismes de protection de la plante contre les attaques de ravageurs.
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1. INTRODUCTION

Le cotonnier, principalement cultivé pour sa fibre, le coton (ou lint), est la premiere plante
textile au monde (Lusas et Jividin, 1987). Il appartient au genre Gossypium qui comprend 49
espéces dont quatre sont cultivées (Fryxell, 1992). Parmi celles-ci, Gossypium hirsutum L. est
I’espéce la plus importante économiquement ; elle fournit a elle seule pres de 95% de la
production mondiale de fibre (Bocchino, 1999 ; Wendel, Cronn, 2003). Selon le Comité
Consultatif International du Coton (CCIC) (2014), 130 pays dans le monde cultivent le
cotonnier, avec une production d’environ 27 millions de tonnes de fibre par an. Cette
production occupe 2,5% de la superficie arable mondiale, soit 30 millions d'hectares
(Bocchino, 1999 ; Estur, 2006 ; CCIC, 2014). La production et la transformation cotonniere
emploient environ 10 millions de personnes a travers le monde. En Afrique de I’Ouest et
principalement dans la zone soudano-sahélienne, le cotonnier constitue une des plus
importantes cultures de rente. Avec une production de 35 a 50 mille tonnes par an, le coton
joue un rdle économique majeur au Sénégal, ce qui lui confere une grande importance dans la
mise en ceuvre de programmes de lutte contre la pauvreté (SODEFITEX, 2005). Il contribue
grace a ses graines riches en nutriments a I’amélioration de I'alimentation humaine et animale.
En effet, I’amande de la graine contient approximativement 38% de lipides et 39% de
protéines, ce qui le positionne a 1’échelle mondiale, au rang de deuxieme plante protéagineuse

et de cinquiéme plante oléagineuse (Alford et al. 1996).

Cependant, 1’utilisation de cette ressource est hypothéquée par la présence chez presque toutes
les espéces du genre Gossypium, de petites glandes lysigénes produisant une substance
phénolique appelée gossypol. Cette substance est aussi bien présente dans les parties
aériennes, que dans I’amande des graines. Les glandes & gossypol agissent comme moyen
naturel de défense contre certains insectes, mais présentent une toxicité pour les animaux
monogastriques, I’homme en particulier. La présence du gossypol dans la graine diminue
fortement la valeur alimentaire des sous-produits (tourteau et huile) et limite leur emploi dans
I’alimentation. Selon Mergeai (1992b), I’huile et les tourteaux obtenus par pression des
graines, contiennent des quantités importantes de gossypol. L’élimination de ce dernier exige
le recours a des procédés qui dénaturent la qualité du contenu protéique des tourteaux et

diminuent sa valeur alimentaire.

Il existe cependant des varietés dites « glandless », qui sont complétement dépourvues de

gossypol, mais cette particularité rend la plante vulnérable car elle ne présente plus le systeme
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naturel de défense que constituaient ces glandes a gossypol. Cela entraine une augmentation
du colit de production car il faut alors appliquer de plus grandes quantités d’insecticides pour

protéger la plante.

Il existe aussi dans le genre Gossypium, certaines espéces diploides sauvages d’Australie qui
présentent un caractere susceptible d’améliorer qualitativement la production du cotonnier et
de mieux valoriser les sous-produits issus de la graine. Ces especes ont la particularité de
produire des glandes a gossypol dans tous leurs organes sauf au niveau des graines (Rooney et
Stelly 1991 ; Brubaker, 1996 ; Mergeai et al. 1997 ; Vroh Bi et al. 1998). Compte tenu du
grand intérét de ce caractere pour une meilleure valorisation des sous-produits de la graine du
cotonnier, son introgression chez la principale espéce cultivée a été tentée par plusieurs
équipes de chercheurs dans le monde. A Gembloux Agro-Bio-Tech, cela a abouti a la création
de I’hybride trispécifique HRS [(G. hirsutum x G. raimondii)? x G. sturtianum] (désigné par le
sigle HRS dans la suite du texte), en utilisant le cotonnier cultivée G. hirsutum, le cotonnier
sauvage australien G. sturtianum Willis donneur du caractere «glandless-seed and glanded-
plant », et Gossypium raimondii Ulb comme espéce pont, (Mergeai et al. 1997, VVroh Bi et al.
1998).

Cependant, le transfert de caractéres en provenance d’espéces sauvages vers les espéces
cultivées est une opération délicate compte tenu des barrieres d’incompatibilité qui empéchent
la réussite de croisements entre ces espéces (Cauderon, 1981). Ainsi, les plantes hybrides
HRS obtenues sont tres instables avec un taux élevé de mortalité et de stérilité. Apres deux
générations de rétrocroisements et cinq générations d’autofécondations réalisées sur 1’hybride
HRS, trois groupes de liaison c2-c14, c3-c17 et c6-c25 ont été identifiés comme étant associés
a D’expression de I’inhibition de la syntheése du gossypol uniquement dans la graine
(Benbouza, 2004). Cependant, la majorité des segments d’ADN introgressés au niveau de ces
groupes de liaison sont toujours hétérozygotes. La probabilité pour qu’un tel phénomeéne soit
uniquement dd au hasard est inférieure & 1/10%. On peut donc supposer que ces segments de
chromosomes introgresses de G. sturtianum portent des facteurs qui empéchent la stabilité du
matériel et la fixation du caractére. Dans ce contexte et afin de développer des variétés
commerciales de cotonnier exprimant le caractére «low gossypol seed & high gossypol
plant », il est nécessaire d’éliminer les facteurs qui empéchent la stabilité du matériel végétal

obtenu.



Le présent travail qui vient a la suite des travaux de Vroh Bi, (1999) et Benbouza, (2004), est
une contribution a la sélection d’une variété de cotonnier présentant une inhibition de la
synthese du gossypol uniqguement dans la graine. Il vise a identifier les facteurs responsables
de I’instabilité observée chez HRS, afin de proposer des solutions pour les contourner. Pour
atteindre cet objectif, nous réaliserons une caractérisation agro-morphologique, cytogénétique
et moléculaire de populations de graines et de plantes produites a partir du materiel disponible

au moment du démarrage de notre these.



2. AMELIORATION DU COTONNIER CULTIVE PAR UNE INHIBITION DE LA
SYNTHESE DU GOSSYPOL ET PRESENTATION DU MATERIEL VEGETAL

2.1 Présentation du cotonnier
2.1.1 Systématique et nomenclature

Le cotonnier est une dicotylédone, dialypétale appartenant au regne des Viridiplantae, a
I’ordre des Malvales, a la famille des Malvaceae, a la tribu des Hibisceae et au genre

Gossypium.

Le nombre chromosomique de base du genre est 13. Les travaux de Skovsted (1933, 1937)
ont permis de distinguer selon le nombre chromosomique, deux grandes catégories parmi les
especes de cotonnier : les diploides (2n = 2x = 26), elles sont actuellement au nombre de 44,

et les tétraploides (2n = 4x = 52), au nombre de cing.

La classification actuelle permet de distinguer 8 groupes génomiques A, B, C, D, E, F, G, K.
La lettre A est attribuée au génome des deux espéces diploides cultivées (Beasley, 1942). Les
autres lettres attribuées aux génomes des espéces sauvages, sont classes selon leur affinité
avec le génome A. Le niveau décroissant de cette affinité avec le génome A est évalué par le
taux d’appariement allosyndétique chez les hybrides de ces génomes. Il suit I’ordre B, F, C,

G, D, E ; I’affinité avec le génome K n’a pas encore été évaluée.

De tous les groupes génomiques, seuls les cytotypes A et AD contiennent des especes qui
produisent une fibre filable. Au sein d’un méme génome, les différenciations génomiques et
cytologiques sont représentées par 1’adjonction d’un ou de deux signes placés en indice a la
suite de la lettre majuscule qui caractérise le génome correspondant. Ainsi, au niveau d’un
méme génome une différence génétique et cytologique se distingue par I’ajout en indice d’un
premier chiffre ou lettre (A;, Az, etc.). S’il s’agit d’une différence seulement génétique et non
cytologique, un second chiffre ou lettre est ajouté (D,.; et Dy, ou D34 et Dsy) (Kammacher,
1956). Le tableau 1 présente les différents groupes génomiques du genre Gossypium et leurs

especes.



Tableau 1: Présentation des espéces des différents groupes génomiques du genre Gossypium

Génomes Localisation Espéces
A Espéces cultivées asiatiques et africaines G. herbaceum (A,) et G. arboreum (A,)
B Espéces sauvages typiquement africaines G. anomalum (By), G. triphyllum (B.), G. barbosanum B;,
G. capitis-viridis (B)
C Espéces sauvages australiennes G. sturtianum (C,), G. robinsonii (C,), G. nandewarense
D Espéces sauvages américaines G. thurberi (D,), G. armourianum (D),
G. harknessii (D), G. davidsonii (Dsa),
G. klotzschianum (Dsy), G. aridum (D),
G. raimondii (Ds), G. gossypioides (D), G. lobatum (D),
G. milobum (Dg), G. laxum (D,), G. turneri (Dyy),
G. schwendimanii (Du)
E Espéces sauvages d'Arabie et de la corne G. stocksii (Ey), G. somalense (E;), G. areysianum (Es),
de 1'Afrique G. incanum (E;), G. benadirense, G. briechertii,
G. vollesenii
F Espéce sauvage d'Afnique de 1'Est G. longicalyx (F,)
G Espéces sauvages australiennes G. bickii (Gy), G. australe (G,), G. nelsonii
K Espéces sauvages du Nord de 1" Australie G. costulatum, G. cunninghamii, G. mdgle. G. exgiuum,
G. nobile, G. pilosum, G. populifolium, G. pulchellum,
G. rotundifolium, G. sp. novum
AD Espéces culuvés d’ Aménque G. hirsutum (AD)y, G. barbadense (AD),
Espéces sauvages des Iles Hawaii G. tomentosum (AD),
Espéces sauvages du Brésil G. mustelinum (AD),
Espéces sauvages [le Galapagos G. darwinii (AD),

Source : Konan et Mergeai, (2007)

2.1.2 Origine et spéciation

Le centre d’origine du cotonnier reste encore une énigme. L hypothése selon laquelle le genre

Gossypium descendrait d’un phylum ancestral aujourd’hui disparu qui était présent en Afrique

centrale a été¢ émise. Ce phylum se serait scindé en génomes, conséquence d’un isolement

géographique prolongé (Parry, 1982). D’autres études basées sur des reconstitutions

paléontologiques et I’analyse des séquences d’ADN chloroplastique (Wendel, 1989; Wendel

et al. 1992) suggerent que I’origine du genre Gossypium serait 1’ Australie ou 1’ Afrique.

Les especes diploides seraient issues du méme phylum ancestral qui a donné naissance a tous

les cotonniers.

Les espéces tétraploides seraient apparues par hybridation spontanée de deux especes

diploides. Une africaine ou asiatique (génome A) qui serait probablement un ancétre de G.

herbaceum, avec une espéce diploide américaine de génome D qui serait apparentée a G.

raimondii ou G. gossypioides (Endrizzi et al. 1985 Wendel et al.1989; Wendel et Cronn,

2003).



La figure 1 présente le processus de différenciation des especes du genre Gossypium. La
classification des espéces du genre Gossypium telle qu’elle est définie actuellement, concorde
avec la répartition géographique des différents groupes de génomes. En effet, chaque génome

correspond a une aire géographique.

Cotonnier ancestral (n=13)

%

Corne de
Amérique Afrique Afrique et Asie | | Afrique de I'Est I'Afrique et Australie
Arabie
D B A F E G C K
AD

Figure 1: Répartition géographique des différentes formes génomiques des especes du genre
Gossypium

-Génome A : 2 especes diploides sauvages et cultivées en Afrique et en Asie

-Génome B : 4 especes sauvages africaines

-Génome C : 2 espéces sauvages australiennes

-Génome D : 13 especes sauvages américaines

-Génome E : 7 especes sauvages est-africaines et du Moyen Orient

-Génome F : 1 une seule espéce diploide sauvage est-africaines

-Génome G : 3 espéces sauvages diploides australiennes

-Génome K : 12 espéces sauvages du nord de 1’ Australie (en cours de classement)

-Génome AD : 5 espéces cultivées et sauvages d’ Amérique

Les quarante cing (45) especes sauvages répertoriées sont impropres a tout usage textile mais

constituent un important réservoir de génes utiles pour I’amélioration des espéces cultivées.



2.1.3 Domestication du cotonnier

La domestication du cotonnier remonte aux temps préhistoriques. L’homme, en raison des
possibilités d’utilisation des fibres pour se couvrir, s’est approprié cette plante. Le fragment le
plus ancien connu a une origine que 1’on situe vers 3000 ans avant J.C et fut découvert dans
les excavations de Mohenjo-daro dans la vallée de 1’Indus, partie ouest du Pakistan (Parry,
1982). Selon Kammacher, (1956) et Parry, (1982), cette domestication s’est produite

indépendamment en Afrique, en Amérique et en Asie.

Ainsi, quatre especes qui forment le groupe des cotonniers cultivés ont été domestiquées.
Elles se caractérisent par la présence sur les graines de poils cellulosiques filables utilisés par
I’industrie textile. Il s’agit de deux espéces diploides du génome A (G. herbaceum L. et
G. arboreum L. produisant le coton dit indien a fibre épaisse et courte) et de deux especes
tétraploides du génome (AD) (G. barbadense L. produisant le coton dit égyptien a fibre
longue et fine, et G. hirsutum L. produisant le coton dit Upland a fibre de caractéristiques

intermédiaires par rapport aux autres).

G. hirsutum constitue 1’espéce de cotonnier la plus exploitée au monde avec environ 95% de

la production mondiale (Bocchino, 1999 ; Wendel et Cronn, 2003).

La domestication des especes diploides de 1’ancien Monde a commencé en Asie, le cotonnier
cultivé se serait développé d’abord en Iran et dans les pays voisins dans une région allant de
I’ Arabie dans la vallée de I’Indus, avant d’étre dispersé vers 1’ Asie centrale, la Chine et I’'Inde
(Hau et al. 1997).

Pour ce qui est des tétraploides du nouveau monde, la domestication s’est produite au Pérou
pour G. barbadense et au Yucatan (Mexique) pour G. hirsutum (Ano et al. 1982 ; Wendel et
al. 1992 ; Brubaker et al. 1994).

2.2 Intérét du cotonnier dans I’alimentation
2.2.1 Les sous-produits de la graine de cotonnier

La récolte du cotonnier donne en moyenne 60% de graines et 40% de fibres. La graine est
constituee pour 50% de son poids par I’amande, pour 40 a 45% de coque et pour le reste par
le duvet ou fuzz (ensemble des poils de quelques millimetres de longueur recouvrant la
graine) (Parry, 1982).



L’amande renferme 30 a 40% d’huile, 30 a 40% de protéines et de la cellulose. L’huile du
cotonnier est tres riche en acides gras (linoléique, palmitique et oléique), dont 75% d’acides

gras non saturés qui lui conférent une excellente qualité alimentaire.

L’extraction de I’huile a partir de I’amande donne deux autres sous-produits : les tourteaux et
la farine de coton. Les tourteaux sont caractérisés par leur grande richesse en matiére
protéique, celle-ci présentant un spectre équilibré en acides aminés, notamment en
méthionine, lysine et tryptophane. Cela justifie leur utilisation comme supplément protéique
de haute valeur nutritionnelle dans 1’alimentation animale. Le principal frein a un tel emploi
est la présence du gossypol, pigment toxique pour I’homme et les autres animaux

monogastriques.

La haute valeur nutritionnelle de la graine est liée a la qualité des protéines, a la composition

des lipides et a I’absence de composés toxiques comme le gossypol (Parry, 1982 ; Marquié et
al. 1995).

2.2.2 Intérét et utilisation des sous-produits de la graine de cotonnier dans

I’alimentation humaine et animale

Toutes les composantes de la graine sont utilisables a des fins variées. Le sous-produit le plus
important est ’huile et subsidiairement les tourteaux et la farine ; le duvet et la coque de la
graine ne sont cependant pas a négliger bien qu’ils ont une moindre valeur économique
(Parry, 1982).

L’huile de coton sans gossypol présente apres raffinage un golt agréable et une composition
en acides gras essentiels satisfaisante sur le plan nutritionnel. Elle est riche en acide
linoléique, substance pouvant agir contre I’hypercholestérolémie et les accidents
cardiovasculaires. Cette huile permet en outre un bon développement du systéme nerveux
central chez le feetus (Ketekou, 1985). Sa richesse en vitamine E, qui est un antioxydant

naturel, lui confére une bonne stabilité a haute température.

Les farines de coton, correctement déshuilées et dégossypolées, ont de nombreux usages en
alimentation humaine et animale. Elles peuvent étre également mélangées a des farines de
céréales pour faire du pain, des biscuits. La farine peut aussi entrer dans la composition de
sauces, de bouillies ou servir d’aliment de sevrage (Parry, 1982). Une étude sur les aliments
riches en protéines a ¢été¢ réalisée par I’O.R.A.N.A (Organisme de Recherche sur

I’ Alimentation et la Nutrition Africaine) et le service de pédiatrie de I’hopital le Dantec a
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Dakar. Elle a permis de conclure que la farine de coton constitue un aliment hyperprotéiné
comparable aux produits commerciaux actuels. En particulier 1’association farine de coton /
farine de mil, complétée par 10% de lait en poudre, permet d’obtenir un produit de trés faible
prix de revient, de bonne acceptabilité, de bonne teneur en protéine, utilisable tant pour la
thérapie du Kwashiorkor (malnutrition protéique grave affectant un grand nombre d’enfants

des pays pauvres) que pour le sevrage courant (Parry, 1982).

La graine de coton est également trés intéressante a cause de sa teneur en arginine qui est trois
fois plus importante que celle du lait maternel. En effet, ’arginine est importante dans la

régulation de la pression sanguine, elle permet de prévenir 1’évolution de certains cancers

(Alford, 1996).

Les graines et les farines de cotonnier sans gossypol présentent non seulement l'avantage de
posséder une excellente valeur nutritionnelle et un godQt agréable, mais elles constituent aussi
les matieres premieres " oléoprotéagineuses " les moins chéres dans le monde. 1l est donc tout
a fait souhaitable de voir se développer une nouvelle industrie de transformation de ces
produits. Les développements industriels pourraient porter sur la préparation d'aliments pour
les animaux et sur I'élaboration de produits alimentaires pour les hommes (laits maternisés,

biscuits, pains, lait végétal etc.) (Marquié et al. 1995).

2.3 Limites de I’utilisation des sous-produits de la graine du cotonnier dans

I’alimentation

L’utilisation des sous produits de la graine du cotonnier dans 1’alimentation est freinée par la
présence de substances phénoliques qui sont utiles pour la protection de la plante mais
toxiques pour I’ensemble des monogastriques. Selon les standards de la FAO, la concentration

de gossypol dans I’alimentation ne doit pas dépasser 0.02—-0.04%.

2.3.1 Le gossypol chez le cotonnier

Les glandes a gossypol sont présentes dans tous les organes du cotonnier, ainsi que dans
I’amande des graines, sauf sur les racines. Elles sont situées en plus ou moins grande
profondeur dans les tissus mais toujours en dehors du bois. Ce sont des sacs ovoides, de 0,1 a
0,4 mm de diamétre, bordés de cellules, qui libérent a I’intérieur des composes rougeatres
(partie exposée a la lumiére) ou jaunatres. Le gossypol, qui en constitue 1’élément essentiel,
confere a la plante une résistance naturelle aux insectes. C’est un pigment polyphénolique se

trouvant en concentration variable selon la partie de la plante. Il existe sous deux formes :
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libre et liée. La forme libre est toxique tandis que celle liée, complexée aux acides aminés de
certaines protéines, est considérée comme non-toxique mais dégrade la qualité protéique de la

matiére premiere contenant ces protéines.

Les glandes a pigments contiennent un mélange d’aldéhydes terpéniques, comprenant le
gossypol, ’hémigossypolone et les héliocides Hi, Hy, Hs, Hs. Le gossypol et ces autres
composés conférent & la plante une résistance naturelle aux insectes tels que Heliothis
virescens f. (Hedin et al. 1992), et des propriétés antimicrobiennes. Le désoxyhémigossypol
(dHG) et I’hémigossypol (HG), composés trés toxiques, sont synthétisés par la plante en
réponse a I’invasion des champignons pathogenes tels que Verticillium dahliae f. et Fusarium

oxysporum f. sp vasinfectum (Liu et al. 1999).

Ces composes sont responsables de I’action du contenu des glandes a gossypol sur les
ravageurs ; ils agissent en se liant a des groupements protéiques de la salive et des
glycoprotéines de la bouche, pour produire un goiit repoussant qui est a 1’origine de leur effet

répulsif (Benbouza, 2004).

Malheureusement, la présence du gossypol pose des problémes particuliers pour I’utilisation

alimentaire des sous-produits issus de la graine de cotonnier chez les monogastriques.

2.3.2 Latoxicité du gossypol chez les monogastriques

L’avis, adopté en décembre 2008 par 1’autorité européenne de sécurité des aliments, concluait
que les monogastriques, tels que le porc, le lapin, la volaille et ’homme sont les espéces les

plus sensibles a la toxicité du gossypol, les ruminants s’avérant plus tolérants (Alexander et
al. 2008).

Les signes cliniques de toxicité du gossypol sont similaires chez tous les monogastriques. Il
s’agit essentiellement de troubles respiratoires, d’anorexie, d’une dépression nerveuse
chronique et des problemes cardiaques, qui aboutissent fréquemment a la mort (Gamboa et al.
2001). Cette toxicité peut aussi atteindre d’autres organes comme les poumons, le foie et les
cellules du sang ; ce qui augmente la fragilite des globules rouges (Alexander et al. 2008).

Chez I’homme et les autres mammiféres, la toxicité sur la reproduction est particulierement
visible chez les males ; les testicules sont les principaux organes cibles du gossypol (Waites,
1986). 1l entraine une réduction du nombre de spermatozoides de moitié, et peut aussi affecter
la toxicité des cellules de Sertoli et de Leydig (Alexander et al. 2008). Selon Waites, (1986) le

constat est parti d’une substitution de I’huile de soja ; habituellement utilisée avec 1’huile de
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coton dans les préparations culinaires en Chine durant les années 1930. Le gossypol encore
présent dans I’huile aurait provoqué une peériode de stérilité généralisée chez les
consommateurs durant cette péeriode, d’ou I’intérét que lui porte la recherche pour le
développement de la contraception masculine (Qian et Wang, 1984; Amini et Kamkar, 2005).
Une expérimentation a montré que donné régulierement méme a faible dose le gossypol
supprimait totalement de maniére irréversible la production de spermatozoides chez les
hommes (Waites, 1986 ; Waites et al. 1998 ; Dodou, 2005). Chez les femelles, I’ingestion du
gossypol peut entrainer une forte fievre, une aménorrhée et une atrophie de l'utérus ; ce qui va
perturber les cycles de I’cestrus, la grossesse et le développement précoce de I'embryon
(Alexander et al. 2008).

La toxicité du gossypol a doses élevées n’est pas négligeable, elle entraine de multiples effets
secondaires. Il s’agit essentiellement du vomissement, des selles molles, d’une baisse du
poids, de la cytotoxicité des cellules germinales, de I’augmentation de I’excrétion de
potassium qui peut aller de 1 a 4% dans les urines des hommes ; entrainant une hypokaliémie
(Waites, 1986, Alexander et al. 2008). Parfois les conséquences sont tellement graves qu’on
peut assister a des troubles neuromusculaires qui dans certains cas ont conduit a une paralysie
transitoire (Waites, 1986), mais aussi a une anémie progressive et un changement
morphologique du cceur et des reins (Alexander et al. 2008).

Chez le poulet de chair, le gossypol entraine une diminution de la vitesse de croissance, une
diminution de I’indice de consommation et une mortalité plus ou moins importante (Diaw et
al. 2012). Au niveau des pondeuses, il peut étre la cause d’une diminution de la ponte, du taux
d’éclosion, et d’une coloration en vert olivatre du jaune d’ceuf, d’autant plus intense que la

durée de conservation est importante (Dethier, 1987).

Par contre les protéines solubles du rumen conférent aux ruminants une résistance partielle
contre les effets du gossypol, méme si une diminution du gain de poids et de la production
laitiere peut découler d’une ingestion de gossypol chez ces derniers (Tran, 1994). De plus,
ingéré en grandes quantités, le gossypol a une action laxative chez 1’adulte et un retard de

croissance en raison du développement incomplet du rumen chez le veau (Riviére, 1977).

Par ailleurs, d’autres études ont montré que la toxicité du gossypol lui confére des propriétes
antivirales, antifongiques, antiparasitaires, et antitumorales chez 1’étre humain (Dao, 2002).
Ceci montre son intérét comme agent anti-cancérigéne, et pour le traitement des bronchites

(Percy et al. 1996 ; Vander Jagt et al., 2000).
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2.3.3 Les mécanismes de la toxicité du gossypol

Selon Alexander et al. (2008), les mécanismes de la toxicité du gossypol ont fait ’objet de
beaucoup d’études qui ont principalement démontré que le gossypol et ses métabolites
exercent un potentiel pro- et anti-oxydant. Ces études ont mis en évidence un stress oxydatif
et une scission de I'ADN, qui sont les caractéristiques du cycle- redox par un transfert
d'électrons dans les biosystemes (Kovacic, 2003).

Par ailleurs, le gossypol se lie aux membranes microsomales, inhibe la synthése de I'ADN, et
provoque une diminution du fer et du glutathion dans les cellules des mammiféres (Gawai et
al. 1995). 1l inhibe aussi spécifiquement, la 11B -hydroxy- stéroide déshydrogénase (11 -
HSD), qui oxyde le cortisol pour inactiver la cortisone dans les reins et d'autres tissus
importants dans 1’électrolyse du potassium et de la régulation du sodium, ce qui provoque une
hypokaliémie qui a des effets sur la spermatogenése (Waites et al. 1998). Cette derniere peut
aussi étre perturbée par d’autres mécanismes, parce que le gossypol a aussi la capacité de
bloquer la communication intercellulaire des cellules de Sertoli qui sont tres importantes dans

la production du sperme (Fiorini et al. 2004; Zhou et al. 2008).

En ce qui concerne la qualité des protéines, le gossypol se fixe au groupement NH; libre
d’acides aminés protéiques, diminuant ainsi leur qualité par modification chimique, grace aux
fonctions aldéhydiques qui lui conférent son effet toxique. Cette toxicité dépend de 1’espece
animale, de la source du gossypol, de la quantité ingérée, de la période de consommation, de
I’age de I’animal, et des conditions de stress (Gamboa et al. 2001). En outre, si le gossypol est
apporté en tant que contraceptif, son effet toxique n’est pas aussi rapide chez certains animaux
comme les rats, les singes et les hommes. Par contre, chez d’autres comme les chiens, les
souris, les lapins, les cochons, la toxicité du gossypol peut s’observer avant qu’il n’agisse sur
la fécondité (Yu, 1987 ; cité par Gamboa et al. 2001).

Chez les ruminants, le gossypol peut jouer le role d’un inhibiteur d’enzymes, ce qui fait qu’ils
ne présentent qu’exceptionnellement des signes d’intoxication. Selon Cheftel et al. (1986),
une partie du gossypol ingéré, se combine a des protéines pour donner naissance a des

composés stables qui ne sont pas absorbés au niveau du rumen.
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2.4 Amélioration génétique du cotonnier cultivé

L’amélioration génétique du cotonnier vise a créer des variétés susceptibles d’apporter des
caractéres répondant aux exigences des utilisateurs. Pendant longtemps, cette amélioration n’a
concerné que I’hybridation intraspécifique, qui exploite la variabilité génétique existant a

I’intérieur d’une espéce.

Cependant, dans un souci d’enrichir les espéces cultivées, I’exploitation de la variabilité
génétique qu’offrent les espéces sauvages en genes €trangers, portant des caractéres d’intérét,
s’obtient par la réalisation d’hybrides interspécifiques a partir des nombreuses espéces

diploides du genre Gossypium.

Le transfert de caracteres en provenance d’especes sauvages vers le cotonnier cultivé est une
opération délicate compte tenu des barrieres d’incompatibilité interspécifique qu’il est
nécessaire de surmonter. Ainsi la connaissance des affinités intergénomiques permet au
sélectionneur d’explorer les potentialités génétiques qu’offre le genre Gossypium. Il faut
prendre en compte les barriéres d’isolement entre espéces qui peuvent entraver le transfert de
matériel génique. De ce fait, pour obtenir des cultivars améliorés, a la fois productifs et
stables, une grande diversité génétique est nécessaire afin de servir de réservoir de geénes.
Selon Harlan et de Wet (1971), les ressources génétiques d’une espéce cultivée se distinguent,
suivant la difficulté croissante a surmonter les barrieres d’incompatibilité, en pools géniques,

primaire, secondaire et tertiaire.
2.4.1 Le pool génique primaire

Le réservoir génique primaire est constitué de toutes les formes cultivées, subspontanées et
sauvages de G. hirsutum et de tous les cotonniers tétraploides du genre Gossypium (Stewart,
1995). Les croisements avec les formes cultivées aboutissent a des recombinaisons directes.

La création d’hybrides par voie sexuée ne nécessite aucune technique particuliére.
2.4.2 Le pool génique secondaire

Ce pool génique comprend les espéces a partir desquelles 1’obtention d’hybrides fertiles avec
G. hirsutum nécessite des manipulations relativement complexes. 1l regroupe les especes
diploides des génomes A, D, B ou F (Stewart, 1995).
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2.4.3 Le pool génique tertiaire

Le réservoir genique tertiaire de méme que le pool secondaire, regroupe les especes de
cotonnier dont les chromosomes ont une homéologie envers ceux des deux sous-génomes
constitutifs de I’espéce cultivée G. hirsutum. Ce sont les espéces diploides australiennes des
génomes C, G, K et le génome E qui est généetiquement le plus éloigné de 1’espece cultivée.
Ce sont les especes dont I’utilisation pose le plus de difficultés en raison des obstacles a
surmonter pour créer 1’hybride et de la faiblesse du taux de recombinaison chromosomique
(Stewart, 1995).

2.4.4  Les relations cytogénétiques entre génomes du genre Gossypium

La fertilité des hybrides d’espéces appartenant a des génomes différents varie en fonction du
degré d’affinité qui existe entre leurs lots chromosomiques respectifs. Il a ét¢ démontré qu’il y
a une forte relation entre la stérilité des hybrides et I’¢loignement phylétique des parents. Les
croisements realisés entre différents génomes donnent des résultats trés aléatoires en ce qui
concerne : la fertilité¢ des hybrides, la réussite des croisements, la viabilité des graines, la
vigueur de la plante hybride, etc. En effet, il existe des différences marquées entre les
génomes de Gossypium concernant en particulier la taille des chromosomes (Stephens, 1947 ;
Katterman et al. 1970). L’établissement des niveaux de divergence entre génomes et les
relations caryologiques sont basés sur la fréquence des chromosomes non appariés
(univalents) ou appariés en excés (multivalents). Cette fréquence d’appariement des

chromosomes dépend des différences structurelles qui existent entre les chromosomes.

L’obtention d’hybrides fertiles a partir du croisement d’especes a génomes diploides et de
cotonniers & génomes tétraploides est variable et dépend essentiellement des cytotypes en
présence. Il ne peut y avoir introgression que s’il existe un degré suffisant d’appariements
hétérogenétiques (Ndungo et al. 1988). Le niveau d’affinité des chromosomes des génomes
diploides vis-a-vis des génomes tétraploides (AD) va en diminuant selon I’ordre A, D, F, B,
C, G et E (Ndungo et al. 1988, Mergeai, 1992a).

245 Les méthodes d’amélioration par hybridation interspécifique

Compte tenu des nombreuses barriéres d’incompatibilité pré ou post-zygotiques qu’il est
nécessaire de surmonter, le transfert de caractéres en provenance d’une espece diploide vers le
cotonnier cultivé est une opération délicate. Cependant, certaines techniques permettent la

réalisation de schémas de croisement. Il s’agit de la colchidiploidisation, de I’application de
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régulateurs de croissance au moment de la fécondation, et éventuellement du recours a
I’embryoculture. Il existe quatre grands schémas de croisement permettant le transfert de

caracteres des espéces sauvages vers le cotonnier cultivé. Ceux-ci sont :
» la création d’un hybride bispécifique par la méthode dite aphylétique d’introgression ;

> la méthode dite paraphylétique qui nécessite le passage par un allotétraploide

bispécifique intermédiaire pour produire un hybride trispécifique ;

» la méthode pseudophylétique qui utilise la synthése d’un allohexaploide bispécifique

transitoire pour aboutir a I’obtention d’un hybride allohexaploide trispécifique;
> la création d’un hybride trispécifique a partir de deux hybrides bispécifiques.

Ces voies exploitent des espéces diploides pour la création d’hybrides doubles et triples
(Stewart, 1995 ; Ahoton, 2002 ; Mergeai 2006).

2.5 Déterminisme génétique de la formation des glandes a gossypol chez le cotonnier

cultive

La présence de glandes a gossypol chez le cotonnier (Gossypium sp.) est contrdlée par au
moins six loci indépendants désignés par gly, gls, gls, gls, gls et gl (Pauly 1979). Parmi ceux-
ci, les loci gl et gls sont les plus importants et les seuls qui contrdlent de maniere significative
le caractere glandulére dans 1’amande de la graine. Chez les cotonniers allotétraploides, la
combinaison des alleles dominants GL, et GL3 se traduit par la présence de glandes a
gossypol dans tous les organes de la plante et 1’allele GL, influence environ deux fois plus
que 1’alléle GL3 la formation des glandes dans I’amande de la graine (Lee 1962, Pauly 1979).
Le phénotype « glandless », c’est-a-dire des plantes totalement dépourvues de glandes, a la
fois au niveau de leurs organes aériens et de leurs graines, se retrouve chez des plantes qui
sont soit homozygotes récessives pour GL, et GL3 (gl.gloglsgls) (Lee et al. 1968), soit
porteuses de I’alléle dominant GL,° au locus GL, (Kohel et Lee 1984). Cet alléle est issu
d’une mutation observée chez une plante de 1’espéce tétraploide G. barbadense. Le dosage
des alléles dominants et récessifs au niveau des locis GL, et GL3 se traduit par des teneurs en

gossypol d’autant plus €élevées que le nombre d’alléles dominants est important (Pauly, 1979).
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2.6 Création et exploitation des hybrides présentant un retard a la morphogenése du
gossypol dans les graines de cotonnier

2.6.1 Réservoirs génétiques utilisables pour une inhibition de la synthése du gossypol

Les cotonniers australiens sont les seuls a présenter le caractére « glandless-seed and glanded
plant» ou « morphogenese retardée des glandes & gossypol dans la graine ». Le tableau 2
répertorie les espéces diploides du génome C et celles du génome G constitutifs de ce

réservoir.

Tableau 2: Répertoire des especes diploides australiennes

Sous-genre Génome | Différenciation | Especes
génomique
Sturtia C C1l G. sturtianum Willis
C2 G. robensonii F Muell
C2 G. nandewarense Derera
Hibiscoidea Tod G Gl G. bickii Prokhanov
G2 G. australe F. Muell
G3 G. nelsonii Fryxell

2.6.2 Bilan des recherches sur le cotonnier présentant le caractére « glandless-seed
and glanded plant».

Les tentatives d’introgression du caractére inhibition de la synthese des glandes a gossypol de
la graine de cotonnier chez la principale espece cultivée G. hirsutum ont été réalisées avec G.
sturtianum (génome C), G. bickii (génome G;) et G. australe (génome G,) (Muramoto 1969;
Dilday 1986; Koto 1989 ; Shuijin et Biling 1993 ; Mergeai et al. 1997, Vroh Bi et al. 1998 ;
Zhu et al. 2005, Benbouza et al. 2009).

L’efficacité des méthodes classiques de croisement interspécifique utilisées Se heurte a la
longueur des cycles de croisement et a la fixation frequente de genes non désires (Cai et al.
2010). Néanmoins, 1’exploitation des méthodes d’hybridation bi et tri-spécifique ont permis
de réaliser de grandes avancées sur la sélection du caractére « glandless-seed and glanded-
plant ». Depuis Muramoto, (1969), qui a été le premier a obtenir un hybride hexaploide (G.
hirsutum x G. sturtianum) exprimant ce caractére, beaucoup d’hybrides interspécifiques ont
été obtenus avec les espéces sauvages australiennes. L’hexaploide produit par Muramato
(1969) constitue le point de départ d’une longue série de recherches basées sur la réalisation
de rétrocroisement de ce dernier avec G. hirsutum. En 1986, Dilday a identifié un hexaploide
fertile (2n = 78) produisant des graines totalement « glandless » a partir de ceux produit par
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Muramoto alors que ces derniers présentaient toujours une tres faible densité de glandes au
niveau des graines. Les pentaploides obtenus aprés rétrocroisement de cet hexaploide
présentaient une réduction de la teneur en gossypol dans la graine mais étaient stériles.
Altman, (1987), aprés avoir surmonté les barriéres de fertilité existant au stade pentaploide en
utilisant les techniques de sauvetage d’embryons par culture in vitro, a trouvé en 1988 que le
caractere « glandless-seed » ne se manifestait pas dans la descendance des graines BC4. De
plus, le caractére ne se retrouve chez aucune des treize Lignées Monosomique d’Addition
(LMA) obtenues en croisant G. hirsutum et une espece australienne (Koto 1989; Rooney et
Stelly 1991; Ahoton et al. 2003, Sarr et Mergeai, 2009 ; Chen et al. 2014). En 1991, Rooney
et Stelly ont criblé quatre LMA (2n=53) de G. sturtianum dans G. hirsutum mais aucune
d’entre elles ne produisait des graines « glandless ». Ils en ont conclu qu’il sera difficile

d’obtenir une lignée pure du cotonnier cultivé avec le caractére recherché.

Deux autres équipes se sont particulierement distinguées en suivant la voie de 1’exploitation
d’hybrides trispécifiques en vue d’introgresser le caractére « glandless-seed and glanded-
plant ». L’équipe de Mergeai a Gembloux Agro Bio-Tech, dont le matériel fait I’objet de cette
these, a utilisé I’espéce G. sturtianum comme donneuse du caractére pour obtenir 1’hybride
trispécifique HRS [(G. hirsutum x G. raimondii)? x G. sturtianum] (Mergeai et al. 1997, VVroh
Bi et al. 1999, Benbouza et al. 2009). La seconde équipe est celle de Zhu a "Zhejiang
University” en Chine qui a utilisé ’espéce G. bickii comme donneuse du caractere pour
obtenir I’hybride trispécifique ABH [(G. arboreum x G. bickii)? x G. hirsutum] (Zhu et al.
2005) en croisant I’amphidiploide (G. arboreum x G. bickii)> comme parent femelle avec le

cotonnier cultivé (Zhu et al. 2004).

Le travail réalisé a partir de I’hybride ABH est intéressant car 1’équipe de Zhu et al. (2005) a
réussi a obtenir une variété qui exprime le caractére recherché avec une espéce du génome G.
Ceci, malgré que I’hybride tri-spécifique qu’ils avaient créé ne présentait pas la structure la
plus favorable pour obtenir des recombinaisons avec le parent donneur du caractére. En effet,
dans un tel hybride, les chromosomes de I’espéce G. arboreum qui appartiennent au génome
A vont s’apparier prioritairement avec ceux du sous-génome Ah de G. hirsutum. Dans
I’hybride ABH, les chromosomes du G. bickii devraient donc théoriquement, faute
d’alternative, s’apparier avec ceux du sous-génome Dh mais la distance génétique entre ces
deux espéces est tres importante (Endrizzi et al. 1985) et les possibilités de recombinaison

particulierement réduites.

17



Afin d’analyser I’héritabilité de I’inhibition de la formation de glandes a gossypol dans
I’amande des graines de cotonnier, Zhu et son équipe ont analysé treize (13) hybrides
interspécifiques (Zhu et al. 2001). Six d’entre eux ont été obtenus en croisant entre elles cing
(5) espéces australiennes diploides (G. sturtianum, G. nandewarense, G. australe, G. nelsinii
et G. bickii). Quatre autres étaient des hybrides F1 triploides provenant du croisement de
variétés de G. hirsutum respectivement de génotypes GL,GL,GL3GLj3, gl.glglsgls,
GL,GLgls0l;3 ou glogl,GL3GL3 avec I’espéce australienne G. sturtianum. Deux autres étaient
des hybrides F1 bispécifiques diploides obtenus en croisant G. arboreum par G. bickii et G.
davidsonii par G. autrale. Le dernier hybride étudié était 1’allotétraploide (G. arboreum x G.
bickii)2. Les observation réalisées sur ces hybrides ont permis de mettre en évidence que (i) la
transmission du caractere « glandless-seed and glanded-plant » se fait de la méme maniére
chez les cing espéces australiennes et que le ou les génes responsables du caractére sont
probablement localisé(s) au(x) mémes endroit(s), (ii) le caractere « glandless-seed » des
espéces australiennes est dominant chez I’hybride bispécifique créé avec G. arboreum
(génome A) mais est récessif chez I’hybride bispécifique obtenu avec G. davidsonii (génome
D), ce qu’avait déja mis en évidence Mergeai (1992b), (iii) le caractere « glandless-seed »
apporté par G. sturtinanum est récessif ou dominant incomplet chez les hybrides
interspécifiques produits en utilisant G. hirsutum. Il est dominant ou dominant épistatique
quand on emploie un cotonnier « glandless » gl,gl.glsgls ou de type GL,GL,glsgls, alors qu’il
est récessif épistatiqgue quand on utilise un cotonnier glogl,GL3GL3. Ainsi, dans le but de
produire un germplasme avec le caractére « glandless-seed and glanded plant », Zhu et al.
(2001) conclurent qu’il valait mieux utiliser un cotonnier cultivé GL,GL,glsgls dans un
programme d’hybridation interspécifique. Cette stratégie a abouti a une variété relativement
stable nommé ABH-0318, qui exprime le caractére. Ce matériel présente cependant encore
des défauts d’appariement chromosomique, ce qui signifie qu’il existe toujours a son niveau

des incompatibilités interspécifiques a lever (Zhu et al. 2004).

A Gembloux, le programme d’amélioration basé sur la création d’hybrides trispécifiques
incluant G. sturtianum a débuté en 1990 (Mergeai 1992b, Mergeai et al. 1997, Vroh bi et al.
1998). Utilisant comme espéce donneuse G. sturtianum, Vroh Bi et al. (1999) développent
deux (2) hybrides trispécifiques en utilisant comme especes-ponts G. raimondii Ulb. (2n = 2x
= 26, génome Ds) et G. thurberi Tor. (2n = 2x = 26, génome D;). Les deux hybrides

trispecifiques ont été obtenus respectivement avec les variétés C2 et NC8 de G. hirsutum.
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L'observation des graines trispécifiques met en évidence l'expression du mécanisme
répresseur de la formation des glandes a gossypol de G. sturtianum chez seulement une faible
proportion d’entre-elles. Plusieurs graines provenant du rétrocroisement des hybrides
trispécifiques sont totalement dépourvues de glandes a gossypol : 6 sur 41 (Mergeai et al.
1997). Les observations cytogénétiques réalisées sur les hybrides trispécifiques et leurs
descendances introgressées ont confirmé le bien-fondé de la stratégie d'introgression
trispécifique. Toutes ces structures étaient euploides (2n = 4x = 52) et montraient des
fréquences elevées de bivalents, de multivalents et de chiasmas en métaphase 1, indices

d'importants échanges de matériel génétique (\VVroh Bi et al. 1998).

Les rétrocroisements avec le cotonnier cultivé de I’hybride HRS [(G. hirsutum x G.
raimondii)® x G. sturtianum] ont abouti a 1’obtention de BC1, BC2, BC3, BC2S1, BC2S2,
BC2S3, BC2S4, BC2S5, BC3S2 (Vroh Bi et al. 1999, Benbouza, 2004).

Le suivi de I’introgression de fragments de chromosome de G. sturtianum chez ce matériel au
moyen de marqueurs microsatellites cartographiés a mis en évidence la conservation chez les
générations les plus avancées de 10 alleles spécifiques de 1’espece donneuse, sur les 146 SSRs
spécifiques de G. sturtianum utilisés dans ce screening (Benbouza, 2004). Ces alleles sont
situés sur les groupes de liaison (c2-c14, c3-c17 et ¢6-c25) et ont été identifiés comme étant
associés a I’expression de I’inhibition de la synthese du gossypol uniquement dans la graine
(Benbouza, 2004). Mais, la majorité des segments d’ADN introgressés au niveau de ces
groupes, sont toujours hétérozygotes. De plus, le caractére « inhibition de la synthese du
gossypol dans la graine » hérité de G. sturtianum s’exprime toujours partiellement ou
totalement chez une partie de la descendance de 1’hybride HRS (Benbouza et al. 2009). Ceci
malgré la présence des alleles dominants GL, et GL3 provenant de G. hirsutum, qui
contribuent majoritairement a la formation de glandes a gossypol au niveau de la graine
(McMicheal, 1960 ;_Lee, 1981 et 1982). L’observation des symptomes de nécroses et/ou la
non-germination des graines presentant une densité de glandes variables, indiquerait la
présence de facteur (s) de létalité. Ces facteurs ne sont apparemment pas seulement liés au
caractére « glandless-seed », puisque les mémes symptémes ont été observés par Benbouza

(2004) sur des graines dont les embryons montraient une forte densité de glandes a gossypol.

Les mémes observations morphologiques on été faites durant I’introgression a partir de G.
bickii (Zhu et al. 2004). Par ailleurs, chez G. hirsutum, les deux génes majeurs responsables

du caractére glandulaire sont liés aux loci Le; et Le, responsables de la Iétalité hybride (Lee,
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1982). Il est connu que des générations d’autofécondations successives augmentent les
possibilités de crossing-over, et il devrait donc étre possible de briser les liaisons défavorables
avec les facteurs de létalité en multipliant les générations d’autofécondation (De Vienne,
1998).
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3. LESOUTILS UTILISES POUR ANALYSER LA DESCENDANCE DE
L’HYBRIDE HRS

Plusieurs outils on été utilisés pour étudier les descendances de 1’hybride HRS étudiées. Il
s’agit essentiellement (i) de 1’analyse phénotypique des plantes obtenues a partir de ’hybride
HRS (ii) des marqueurs moléculaires (iii) de la cartographie genétique (iv) et la cytogénétique

classique et moléculaire.
3.1 Analyse phénotypique

Le cotonnier est une plante vivace qui doit s’adapter aux conditions d’une culture annuelle.

C’est un arbrisseau dont les phases végétative et générative se succedent par étage.

Les différentes especes cultivées du genre Gossypium présentent un polymorphisme
phénotypique trés prononcé. Ce polymorphisme peut se rencontrer au sein d’une méme

espece sous I’influence d’un ou de plusieurs facteurs environnementaux.

Les résultats des observations phénotypiques realisées dans le cadre de la these ont été
comparés aux caractéres morphologiques et phénologiques rencontrés chez les variétés

cultivées de G. hirsutum.
3.1.1 Morphologie des cotonniers cultivés

Le cotonnier est un arbrisseau pouvant atteindre le plus souvent 1 a 1,5 m de haut (Sément,
1986). Il comprend une racine pivotante de longueur variable selon les sols, généralement de
0,60 m, mais elle peut atteindre 1,2 a 3 m avec des ramifications latérales (Demol, 1992).
Selon les cultivars sélectionnés, le port de la plante change, mais en général il peut étre
rapporté a un modele, le port dit pyramidal. La partie aérienne est composée d’une tige
principale érigée, sur laguelle se développent, articulées en spirale, des branches latérales qui
prennent naissance aux nceuds de cette derniere. Les branches monopodiales ou végétatives ne
portent pas de fleurs, leur croissance est continue, alors que les branches sympodiales ou
fructiferes, a croissance discontinue sont situées sur les branches végétatives et portent

directement les fleurs puis les capsules (Demol, 1992).

Les feuilles, palmatilobées chez le cotonnier adulte, se développent sur les nceuds de la tige et
des branches. Sur sa face ventrale au niveau des nervures principales, elles portent des
glandes externes dites nectariféres qui secrétent un suc attirant les insectes. A Paisselle de la
feuille, il existe deux bourgeons axillaires, dont I’'un se développe en une branche, 1’autre

restant en réserve au cas ou le premier avorterait. On rencontre également des cas ou les deux
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bourgeons se développent. Les branches, sans qu’une régle connue puisse le prédéterminer,
sont soit végétatives, soit fructiféres. Les fleurs fécondées chez G. hirsutum, virent au rouge
vineux dans les 24h qui suivent leur éclosion avant de se faner, la corolle tombera alors

laissant un jeune fruit a I’abri des bractées.

Le fruit du cotonnier est une capsule a déhiscence intercarpellaire & maturité (Kébé, 1999),
comprenant un péricarpe constituant la paroi de I’ovaire. A I’intérieur de 1’ovaire supére
constitue de 3 a 5 carpelles ou loges, se développent 6 a 12 graines par loge sur lesquelles

croissent les fibres.
3.1.2 Phénologie

Le développement du cotonnier peut se diviser de maniere classique en deux états : 1’état
végétatif et 1’état reproducteur. Ces deux états se subdivisent en cinq phénophases que sont :

phase levée, plantule, préfloraison, floraison et enfin maturation.

Le cotonnier a un cycle d’une durée assez variable qui dépend des cultivars et des conditions
pédoclimatiques (Parry, 1982). Il faut en moyenne 175 jours au cotonnier pour boucler son

cycle complet du semis a la récolte (Parry, 1982 ; Demol, 1992).
3.1.2.1 L’état végétatif

C’est la période qui va du semis a I’initiation florale. Elle peut étre scindée en trois phases :
de la germination a la levée, de la formation des organes végétatifs a la phase plantule, enfin

la phase de préfloraison :

- la phase de la levée : elle va du semis a I’étalement des cotylédons. Celle-ci survient
environ 4 a 10 jours habituellement apres semis, mais peut atteindre 30 jours en
conditions défavorables ;

- la phase plantule : sa durée est de 20 a 25 jours, elle débute de I’étalement des
cotylédons et va jusqu’a I’apparition de la 4°™ feuille.

- la phase de préfloraison : sa durée est de 30 jours en moyenne, elle va du stade 4eme

feuille jusqu’a I’ouverture de la premicre fleur (Sement, 1986). C’est une période

assez critique, car une bonne floraison et une bonne fructification dépendent de la

disponibilité en eau, en minéraux et de I’ensoleillement. Ce dernier est indispensable

chez le cotonnier qui est une plante héliophile. Un manque au niveau de la
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disponibilité d’un de ces éléments se traduit par la chute des bourgeons floraux et donc

par un amoindrissement de la production (Parry, 1982 ; Demol, 1992).
3.1.2.2 L’état reproducteur
L’état reproducteur comprend deux phases : la floraison et la maturation.

- la phase de floraison débute en moyenne 60 jours aprés la levée et peut durer de 50 a
70 jours. La croissance végétative et la floraison coexistent avec la formation des

capsules;

- la phase de maturation des capsules va durer de 50 a 80 jours, la maturation apres

déhiscence quant a elle durera entre 15 et 20 jours.
3.1.3 Quantification de la teneur en gossypol du matériel végétal

L’estimation de la teneur en gossypol du matériel végétal étudié a été faite selon la technique

de quantification visuelle mise au point par Benbouza et al. (2002). Pour ce faire :

- les graines sélectionnées sont d’abord scarifiées légérement afin de ne pas les abimer. Cette
opération qui consiste a enlever la coque a I’aide d’un scalpel, permet de découvrir une
grande surface recouverte de glandes a gossypol au niveau de I’amande de la graine, afin de
pouvoir les compter. Il faut noter que plus la surface de comptage est grande plus la

quantification est correcte;

- les graines scarifiées sont ensuite photographiées au niveau de la section avec un binoculaire

muni d'une caméra reliée a un ordinateur;

- A partir des images enregistrées, par le systeme d'archivage d'images LUCIA (Images
Analysis Systeme — Nikon), on effectue un comptage du nombre de glandes a gossypol sur la
section, suivie de I'évaluation de la surface de la section de chaque graine en mm2. Ces
données permettent ainsi, d’évaluer la teneur moyenne en gossypol qui s’obtient selon la
formule de Benbouza (2004) : %G =b x (N/S)

b = constante dépend du génotype étudié (Tableau 3).
N = nombre total de glandes sur la section de la graine
S =surface de la section de la graine (mm?).

%G = pourcentage en gossypol
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Tableau 3: Valeurs du coefficient « b » pour différents génotypes dans 1’équation de calcul
du pourcentage en gossypol des graines (Benbouza, 2004)

Génotypes parentaux Equation de calcul du % G
G. hirsutum 0,18322 (N/S)
G. raimondii 0,24451 (N/S)
BC,/0/01-S,/09 0,12170 (N/S)
BC53/01/01/09 0,17010 (N/S)

BC= backcross, S= selfing, les numéros au niveau du génotype désignent ceux des plantes dont le génotype est
issu

3.2 Sélection assistée par I’emploi de marqueurs moléculaires

La sélection assistée par marqueurs moléculaires est basée sur la liaison de génes d’intérét
agronomique a des marqueurs moléculaires. Elle vise a améliorer ’efficacité de la sélection
par un gain de temps, un meilleur contrdle des recombinaisons et une plus grande précision
dans la prédiction de la valeur génotypique d’individus candidats a la sélection (De Vienne,

1998).
3.2.1 Les marqueurs moléculaires

Les marqueurs moléculaires sont des fragments spécifiques d’ADN pouvant étre identifiés au
sein du génome. lls peuvent, entre autre, servir de repéres pour suivre la transmission d'un

segment de chromosome d'une génération a l'autre.

Les marqueurs moléculaires ont ouvert de nouvelles perspectives dans deux domaines que

sont I’identification génotypique et I’élaboration des cartes de liaisons génétiques.

L’utilisation en sélection de marqueurs moléculaires liés aux facteurs génétiques contrélant
I’expression de caracteres d’intérét agronomique a pour but de limiter les inconvénients de la

sélection basée sur I’analyse exclusive du phénotype.

Tout I’apport du marquage moléculaire du génome nucléaire a la sélection est fondé sur la
possibilité de disposer de marqueurs liés a des genes impliqués dans la variation des
caractéres sélectionnés (De Vienne, 1998). Ainsi, la « sélection assistée par marqueurs »

correspond a toute forme de sélection utilisant des marqueurs en vue de :

- diriger les recombinaisons pour accumuler dans un méme génotype les génes ou

segments chromosomiques favorables ;
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- lire, au moins partiellement, la valeur génotypique au travers du génotype aux

différents loci marqueurs.
3.2.2 Les différents types de marqueurs en amélioration génétique

Un marqueur génétique ou locus marqueur est un caractére mendélien polymorphe qui

renseigne sur le génotype de I’individu qui le porte et/ou sur le génotype des loci voisins
(Santoni et al. 2000).

Le choix d’un marqueur dépend de plusieurs facteurs tels que les objectifs d’un programme
de sélection, de la population dont on dispose, de la diversité génomique des especes et du

co(t des analyses.

Un marqueur idéal doit étre polymorphe, multiallélique, codominant, non épistatique ; ces
deux derniers critéres peuvent étre respectivement définis comme 1’absence d’interactions
intra et inter loci. Il doit étre aussi sélectivement neutre, insensible au milieu (le génotype peut

étre inféré a partir du phénotype quel que soit le milieu) (De Vienne, 1998).

Les différents marqueurs génétiques sont : les marqueurs morphologiques, les marqueurs

biochimiques (isozymes), et les marqueurs moléculaires de I’ADN.

Les marqueurs moléculaires de I’ADN sont des séquences particuliecres d’ADN,
specifiquement repérables, codantes ou non et présentant du polymorphisme. lls font partie
aujourd’hui des plus utilisés en amélioration des plantes, car permettant la réalisation de
cartes génétiques. On distingue les marqueurs basés sur I’hybridation moléculaire (la
technique RFLP) et les marqueurs basés sur la PCR (I’ensemble des autres marqueurs :

RAPD, AFLP, SSR, DAF, SNP etc.) (De Vienne, 1998 ; Santoni et al. 2000).

Chez le cotonnier, les marqueurs moléculaires ont permis de faire ressortir la diversité
génétique, et de sélectionner les génotypes exprimant un caractere d’intérét pour

I'amelioration de la production au point de vue qualitatif et/ou quantitatif.

La techniqgue RAPD (Random-Amplified Polmorphism DNA) a permis d'établir la diversité
génétique existant dans une collection d’individus introgressés issus de croisements
interspécifiques impliquant G. hirsutum et G. barbadense (Tatineni et al. 1996). C'est aussi
cette méme technique qui a permis de sélectionner les geénotypes exprimant le plus le
caractére inhibition de la synthése de gossypol dans la graine dans la descendance de

I'nybrides trispécifique HRS (Mergeai et al. 1998). La technique RFLP (Restriction Fragment
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Length Polymorphism), en raison du nombre élevé de marqueurs et de bandes polymorphes
qu'elle fournit par analyse a été souvent utilisée chez le cotonnier. Elle a aussi été utilisée pour
la détection des QTLs liés a la qualité de la fibre (Paterson et al. 2003). Pour les AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), ils sont utilisés en raison de leur

reproductibilité et du nombre élevé de marqueurs qu'ils générent (Zhu et al. 1998).

Ces marqueurs AFLP étant dominants, ils ne permettent pas de distinguer I'nétérozygotie de
I'hnomozygotie, ce qui amoindrit leur utilit¢ en cartographie. Cette limitation favorise
I’utilisation des marqueurs microsatellites SSRs qui prend de I’ampleur dans la sélection chez

le cotonnier. (Ulloa & Meredith, 2000).
3.2.3 Utilisation des microsatellites

Les microsatellites ou SSRs (Simple Sequence Repeats) sont constitues par la répétition en
tandem de séquences nucléotidiques. Les motifs peuvent étre mono-, di-, tri-, ou
tétranucléotidiques. Les plus courants sont (A)n, (TC)n, (TAT)n, (GATA)n, n pouvant
atteindre plusieurs dizaines. De tels motifs sont tres abondants et trés polymorphes dans le

génome des eucaryotes.

La source de polymorphisme recherchée est la variation du nombre de répétitions du motif de

base du microsatellite (De Vienne, 1998).

L’intérét en génétique des microsatellites réside dans le fait qu’ils sont des marqueurs co-

dominants et multialléliques.

Ils sont caractérisés par un taux de mutations élevé, une extréme variabilité du nombre de
répétitions des motifs microsatellites, une répartition uniforme dans le génome, et leur
transférabilité ou portabilité (Sarr, 2003b).

Toutefois, I’utilisation des microsatellites comporte des limites que sont :

e la lourdeur de I’étape de développement qui necessite en général le séquencage de

cinq clones positifs pour obtenir une paire d’amorces utilisable,

e 1’homoplasie de taille est la conséquence des mutations chez les alleles microsatellites;
il s’agit de trouver deux alléles identiques en ce qui concerne leurs poids moléculaire,

mais qui ont en réalité des origines génétiques différentes.

Les microsatellites ont un role fonctionnel comme séquences codantes d’homopolyméres
d’acides aminés et un role d’¢éléments régulateurs comme promoteurs de la transcription pour
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accroitre 1’expression des séquences codantes ou comme sites de fixation de facteurs de

transcription (Kashi et al. 1997).

3.2.4 Les marqueurs moléculaires et la mise en évidence de QTL (Quantitative Trait
Loci)

La plupart des caractéres d’importance sont déterminés par ’action et 1’interaction d’un grand
nombre de geénes, dont il s’avere difficile d’isoler des génes majeurs. Ces caracteres
quantitatifs sont contrdlés par des loci appelés QTL (Quantitative Trait Loci). La détection de
QTL consiste a déterminer la position chromosomique des genes contrdlant le caractere
quantitatif ainsi que I’importance et le suivi de ses effets. Ainsi, pour une détection des QTL,
il est nécessaire d’avoir (i) une descendance en ségrégation ; (ii) une carte génétique de bonne
qualité ; (iii) une évaluation fiable du caractére. Leur cartographie (QTL) est fondée sur la
recherche de déséquilibres de liaison entre locus marqueurs et locus contrélant les caractéeres
quantitatifs (De Vienne, 1998).

La combinaison de techniques de génétique quantitative et de marquage moléculaire permet la
localisation et 1’introgression de loci contrdlant la variation des caractéeres quantitatifs (QTL).
Les marqueurs moléculaires permettent d’éviter les inconvénients de la sélection basée
uniquement sur le phénotype. L’analyse simple marqueur est la méthode la plus simple et

permet en 1’absence de carte génétique, de localiser des QTL (Benbouza, 2004).

Dans la recherche de QTL responsables du caractére « inhibition de la synthése de gossypol
uniquement dans les graines » chez les descendants de HRS, I’analyse simple marqueur a
permis la détection de six chromosomes (Tableau 4) liés significativement a 1’expression du
caractere (Benbouza, 2004). Quatre QTL avérés (BNL3590, BNL3971, BNL2443 et
BNL3989) et deux autres QTLs potentiels (BNL226 et BNL3261) ont été identifiés, ils sont

localisés sur les groupes de liaisons (c2, c3 et c12) de la carte génétique du coton.
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Tableau 4: Les chromosomes liés a I’expression du caractéere « glandless-seed et glanded

plant »
Chromosomes Locus Niveaux de R? (%)
marqueur signification
c2 BNL3590 Fkokk 13,7
BNL3971 falaie 11,8
c3 BNL2443 falaied 10,4
BNL226 falaled 8,1
BNL3989 Fkokk 12,8
CIR228 - 5,0
c6 BNL3353 - 6,7
c9 BNL3031 - 0,2
cl2 BNL3261 falaied 8,9
c25 BNL3436 - 0,00
BNL1153 - 0,76

Source (Benbouza, 2004). R*-pourcentage de la variation phénotypique expliqué, Seuils de
signification : * P<0,1, ** P<0,01, *** P<0,001, ****P<0,0001.

3.3 Importance de la cytogenetique en hybridation interspecifique
3.3.1 Définition, principe et importance de la cytogénétique

La cytogénétique, permet la caractérisation d’un organisme (animal ou végétal) en donnant le
caryotype. Elle est devenue incontournable en amélioration par hybridation interspécifique
des plantes, de par son importance dans la classification taxonomique et phylétique entre les
espéces. D’aprés Konan et al. (2009), elle a joué et continue de jouer un réle tres important

dans les programmes d’amélioration des especes cultivées de cotonnier.

La cytogénétique permet d'étudier les phénomeénes génétiques au niveau d’une cellule en
division, plus précisément au niveau des chromosomes. Elle montre la morphologie du
matériel génétique, par la visualisation des chromosomes dont elle permet le dénombrement
et I’identification (Jahier, 1992). En hybridation interspécifique, selon qu’on pratique la
cytogénétique classique ou moléculaire, il est possible respectivement de mettre en évidence
(1) Pappariement des chromosomes hétérologues et (ii) la présence ou pas des chromosomes
entiers de I’espéce exotique dans le fond génétique du génotype cultivé. La cytogénetique
moléculaire permet également de vérifier 1’état recombiné d’un fragment de chromosome, ou

I’apparition d’un chromosome en addition (Sarr et Mergeai, 2009).

28



3.3.2 Lacytogénétique classique chez les plantes
3.3.2.1 Principe

Les observations du nombre de chromosomes et de 1’appariement a la méiose sont realisées
sur des cellules-méres de pollen (CMP) aprés une simple coloration. L’appariement entre

chromosomes dépend principalement de leur homologie.

La métaphase est le stade ou les chromosomes sont plus faciles a observer parce qu’ils sont
trés contractés. En effet, a la métaphase de la mitose et a la métaphase I méiotique, les
chromosomes sont sur-enroulés et peuvent étre intensément colorés avec des produits comme
le réactif de Schiff, le carmin acétique, le Giemsa ou I’orcéine acétique (Sarr et Mergeai,
2009). Cependant, la métaphase n’est pas le meilleur stade pour bien visualiser les
appariements chromosomiques proprement dit, surtout quand les chromosomes en présence
sont de petite taille. C’est au stade pachyténe de la prophase, ou lors de la diacinése qui sont
des phases méiotiques antérieures a la métaphase que les chromosomes sont appariés sur toute
leur longueur. Ici, le degré d’homologie entre deux chromosomes peut étre étudié avec

précision (Jahier 1992), bien que ces phases soient plus difficiles a observer (Mergeai, 1992).
3.3.2.2 La cytogénétique classique en hybridation interspécifique

Dans les programmes d’hybridation interspécifique, la cytogénétique classique a une grande
importance parce qu’elle permet (1) la compréhension de I’affinit¢ génomique dans le but
d’optimiser le transfert de génes exotiques portant des caracteéres d’intéréts au niveau des
espéces cultivées, (ii) I’exploitation rationnelle des espéces par croisement intra ou
interspécifique (iii) I’exploitation et la résolution des problémes rencontrés par les

sélectionneurs comme 1’instabilité ou la stérilité.

Chez le cotonnier, la cytogénétique classique a révélé 1I’importance d’utiliser un diploide
appartenant au génome D comme espece pont dans les programmes d’hybridation
trispécifique (Konan et al. 2009). En effet, comme les chromosomes appartenant au méme
génome s’apparient préférentiellement a la méiose, les recombinaisons sont trés faibles pour
les chromosomes avec une faible homologie. Ceci est bien illustré par la configuration des
chromosomes en métaphase | des hybrides trispécifiques ABH [(G. arboreum x G. bickii)? x
G.hirsutum, A,A;D,G;] observée par Shuijing et Biling (1993), et des hybrides trispécifique
HRS et HTS [(G. hirsutum x G. thurberi)? x G. sturtianum] observés par VVroh Bi (1999).
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3.3.3 Lacytogénétique moléculaire : I'hybridation in situ génomique (GISH)

La cytogenétiqgue moléculaire consiste a utiliser ’ADN comme sonde, pour mettre en

évidence un simple fragment ou un chromosome entier.
3.3.3.1 Principe

Le principe est basé sur la possibilité de rendre simple-brin les molécules d’ADN cibles et de
les hybrider, suivant la loi de complémentarité des bases, avec une sonde moléculaire (Sarr et
Mergeai 2009). Cette sonde qui sera intégrée dans le génome du matériel a analyser va se
fixer sur son homologue, et I’ensemble pourra étre visualisé au microscope. L'hybridation in
situ présente de nombreuses variantes selon le systeme de détection et le type de sonde
utilisée. On distingue I'hybridation in situ isotopique qui utilise des sondes radioactives et
I'nybridation in situ a fluorescence (FISH) qui utilise des sondes marquées avec des hapténes
telles que la biotine ou la digoxygénine (Ahoton, 2002). En fonction du type de sonde, on
distingue I'nybridation génomique in situ (GISH) ou la sonde est constituée de I'ADN total
d'un parent de I'hybride et les techniques qui utilisent les séquences d’ADN répétées.

La GISH consiste a prendre comme sonde I’ADN génomique total marqué d’une des especes
(généralement I’espéce exotique) mélangé en exces avec de I’ADN marqué différemment ou
non marqué de ’espéce du fond génétique (ADN compétiteur). A la suite du marquage, les
sondes doivent étre digérées de sorte que la taille des fragments se situe entre 600 et 200 pb et
hybridées sur la coupe histologique. Ainsi, seul les gros fragments de chromosome et les
chromosomes entiers peuvent étre visibles. Les deux types d’ADN vont alors s’hybrider avec

leur séquences complémentaires communes (Ahoton, 2002 ; Sarr et Mergeai, 2009)).
3.3.3.2 L'hybridation in situ génomique (GISH) en hybridation interspécifique

La cytogénétique moléculaire permet de voir le caryotype et d’identifier les chromosomes ou
fragments de chromosomes étrangers. Elle offre plus de précision comparée a la
cytogénétique classique. En effet, I’ADN subit une coloration différentielle ce qui permet de
détecter les remaniements chromosomiques. La GISH apporte des informations précises sur
les relations homéologiques entre chromosomes et sur les remaniements des gros fragments.
Elle permet de repérer ou de rechercher une molécule d’ADN spécifique dans une population
hétérogene et de répondre a la question de la présence ou de l’absence d’un génome

particulier, par exemple chez une lignée d’addition ou une lignée recombinée (Tagu, 1999).
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La GISH présente beaucoup d’avantages, selon Schwarzacher et al., 1992 cité par Sarr et
Mergeai (2009): (i) il n’est pas nécessaire de semer les graines ni d’extraire I’ADN car le
criblage peut se faire sur les cellules de graines pré-germées ; (ii) si les deux especes sont tres
¢loignées, il n’est pas nécessaire d’ajouter de I’ADN compétiteur ; (iii) dans le cas des lignées
d’addition, il n’est pas nécessaire de connaitre 1’espéce du chromosome en addition pour la
détecter, il suffit juste de marquer I’ADN de I’espéce du fond génétique (ADN compétiteur).
Ainsi, d’aprés Sarr et Mergeai (2009), ce sera le chromosome en addition qui prendra la
couleur de la contre-coloration. Méme si la GISH sert surtout a établir la formule
caryologique des plantes, elle peut, combinée a des analyses avec des marqueurs
moléculaires, permettre d’identifier les chromosomes étrangers. Utilisant les deux techniques,
Ahoton (2002) a pu identifier des chromosomes de Gossypium australe dans un fond de

Gossypium hirsutum.

Cependant, la GISH présente le grand inconvénient d’étre assez lourde a mettre en ceuvre
surtout lorsqu’il s’agit d’observer des chromosomes aux stades précoces de la méiose (Jahier
1992 ; Haider Ali et al. 2001). Elle est aussi, d’apres, Sarr et Mergeai (2009), limitée par le
degré de parenté entre I'espece receveuse et I'espece donneuse ; un lien de parenté trop étroit

entre les deux espéces empéche une différenciation des deux types de chromatine.
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4. DISTORSIONS DE SEGREGATION ET AMELIORATION GENETIQUE DES
PLANTES

Le chapitre 4 a fait I’objet d’une publication.

Diouf F.B.H., Mergeai G., 2012. Distorsions de ségrégation et amélioration génétique des
plantes (synthese bibliographique). Biotechnol. Agron. Soc. Environ., 16 (4), 499-508.

Résumé

La distorsion de ségrégation des alléles est un phénoméne commun a tous les étres vivants.
Décrite comme une grande force de I’évolution, elle est causée par divers facteurs génétiques
ou physiologiques, influencés par I’environnement. Aléatoires ou non, les facteurs de
distorsion de ségrégation ont des effets considérables sur ’amélioration des cultures et la
cartographie de leur génome. L’analyse de nombreux résultats impliquant une distorsion de
ségrégation d’alléles a permis la caractérisation particlle des causes et des effets de ce
phénomeéne. Les résultats obtenus montrent que I’importance de la DS dépend du type de
marqueurs moléculaires utilisés et de la nature des populations étudiées. Des recherches
complémentaires sont nécessaires pour une meilleure identification des facteurs générateurs
de distorsion de ségrégation et une plus précise évaluation de leurs effets. La réalisation de
cartographies génétiques denses, associée a des analyses cytogénétiques, devraient permettre

de rapide progres.

Mots clé: distorsion de ségrégation, cartographie génétique, amélioration des plantes,

marqueur moléculaire
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4.1 Introduction

La distorsion de ségrégation (DS) est un phénoméne commun aux animaux et aux végétaux
(Taylor et Ingvarsson., 2003). Elle peut étre définie comme une déviation significative des
proportions des individus d’une classe génotypique donnée au sein d’une population
ségrégante (Xu et al. 1997 ; Castro et al. 2011). La DS va a I’encontre des lois fondamentales
de la génétique mendélienne qui reposent sur la transmission prévisible des alleles d'un parent
a ses descendants et sur la détermination des génotypes a partir des alléles transmis. La DS a
été décrite pour la premiére fois chez le mais par Mangelsdorf et Jones (1926). Elle a été par
la suite observée chez presque toutes les grandes cultures ; le riz (Nakagahra, 1972), la tomate
(Paterson et al. 1988), l'orge (Graner et al. 1991), le blé tendre (Endo, 1990), le cotonnier
(Rooney et Stelly, 1991) le sorgho (Pereira et al. 1994), la luzerne (Echt et al. 1994), les
agrumes (Luro et al.1995), le café (Ky et al. 2000), le pois chiche (Castro et al. 2011).
L’intérét suscité par la découverte du phénomeéne s’est accentué avec le développement des
marqueurs moléculaires. Ces derniers ont permis des études plus précises et plus approfondies
de la génétique des plantes supérieures, ainsi que la mise en évidence d’un nombre toujours

plus important de DS (Lorieux et al. 1995 a, b ; Liu et al. 2010).

Face au besoin toujours croissant de créer de nouvelles variétés capables de répondre a des
besoins spécifiques, d’importants progres ont été réalisés par I’exploitation de la variabilité
génétique qu’offrent les especes sauvages en caracteres d’intérét agronomique. Cependant,
lors du flux de genes, un allele peut étre présent dans plus de la moitié des gametes
fécondants, et peut devenir de plus en plus fréquent dans la population, méme s’il a un effet
délétere. Ce comportement dit de «géne égoiste», ou de «conflits génétiques», a été décrit par
Crow et Dove (1988) et va entrainer une DS chez les étres vivants. Les DS ont des origines
diverses. Elles sont spécifiquement liées a I’espece, au type de population, a la direction du
croisement, au type de marqueur moléculaire et a I’environnement. (Xu et al. 1997 ; Lu et al.
2002 ; Song et al. 2006). D’aprés Lorieux et al. (1995 a, b), une DS peut étre due soit a une :
(i) sélection gametique ; dans ce cas, la distorsion est la conséquence d’un déroulement
anormal de la méiose. Les gamétophytes sont alors moins viables ou moins fertiles. (ii)
sélection zygotique ; ici, ce sont les individus d’un groupe qui se révélent étre moins viables.
La distorsion est dans ce cas genéralement due a un remaniement structural chromosomique
comme la translocation. Il parait donc évident qu’il est d’une importance capitale de prendre

en compte la question de la DS en amélioration des plantes ; dans les processus de sélection
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au sein des descendances en ségrégation. Cependant, malgré son importance, I’impact de la
DS sur I’amélioration des plantes est peu étudié. C’est ainsi que nous nous proposons de
résumer sous forme de revue, les différents facteurs qui entrainent une distorsion de

ségrégation et leurs effets en amélioration des plantes.
4.2 Intensité de la distorsion de ségrégation selon le type de population

La DS concerne tous les types de population. Néanmoins, les recherches effectuées chez le
sorgho, la tomate, le choux, le mais et le cotonnier, ont montré que les déviations observées
sont accentuées si les especes croisées sont tres éloignées (Xu et al. 1997 ; Lu et al. 2002 ;
Wu et al. 2007). Dans ce cas, la distorsion est généralement causée par des différences
structurelles entre les chromosomes qui peuvent conduire a un large éventail d'anomalies
cytogénétiques et a une ségrégation inégale (Rick et Smith, 1953). Durant le processus de
sélection, selon le schéma adopté, les DS sont fortement observées chez les populations
issues de lignées haploides doublées et de lignées recombinantes. Chez les populations
d’haploides doublés, certains génes létaux deviennent homozygotes et s’expriment avec un
taux élevé de distorsion de ségrégation (Song et al. 2006). Lashermes et al. (2001) ont trouvé
entre des populations haploides doublées et les populations provenant de test cross issues des
mémes clones de café, 40% de différence sur les pourcentages des marqueurs présentant une
distorsion de ségrégation. Les mémes résultats ont été obtenus par Song et al. (2005)
comparant les cartes génétiques de backcross (BC1) et d’haploides doublées issus d’une
population interspécifique de cotonnier issue du croisement G. hirsutum L x G. barbadense L.
Les lignées recombinantes occupent aussi une bonne place parmi les populations sensibles a
la distorsion de ségrégation. D’aprés Wang et al. (2004) cette aptitude a étre facilement
biaisée est généralement liée a I’environnement et a la pression de la sélection sur plusieurs
générations d’autofécondation. En effet, Lu et al. (2002) ont trouvé une relation positive entre
le nombre de méioses et la fréquence de détection des DS. Une fois les parents choisis, une
descendance en segregation de plusieurs dizaines d'individus sera nécessaire pour obtenir un
échantillon d'événements meéiotiques suffisant pour estimer le plus précisément possible les
taux de recombinaison. Enfin, de tous les types de populations, celles issues de backcross ont
habituellement les pourcentages de distorsion les plus faibles (Lorieux et al. 1995 a, b ; Song
et al. 2006).

Par ailleurs, chez les populations issues de croisements intraspécifiques, des distorsions de

ségrégation avec peu d'impact sur I’appariement des chromosomes au cours de la méiose et
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sur la fertilité ont été observées (Slocum et al. 1990). La cause pourrait étre de petits
réarrangements chromosomiques, des liaisons avec un alléle incompatible (Wricke et
Wehling., 1985), ou une liaison avec un alléle Iétal au niveau des gameétes (Wagner et al.
1992).

4.3 ldentification, direction et localisation des distorsions de ségrégation

L’avénement des marqueurs moléculaires a permis d’améliorer 1’efficacité de la sélection par
un gain de temps, un meilleur contréle des recombinaisons et une meilleure précision dans la
prédiction de la valeur génotypique des individus candidats a la sélection. Etant donné que les
marqueurs moléculaires sont neutres vis-a-vis du phénotype, lorsqu’un marqueur moléculaire
montre une distorsion de ségrégation, c’est qu’il est fortement li¢ a un all¢le dont il ne fait que
subir la déviation. Néanmoins, lorsqu’il y a distorsion de ségrégation, la déviation chez les
marqueurs co-dominants est moins affectée que chez les marqueurs dominants (Lorieux et al.
1995 a, b). Ne sachant pas comment exploiter les marqueurs révélant une distorsion, ces
derniers sont généralement placés sur les cartes génétiques comme s’ils étaient mendéliens,
entrainant ainsi de fausses conclusions. Par ailleurs, ils sont parfois écartés de 1’analyse pour
¢éviter des inexactitudes dans les cartes génétiques, ce qui peut entrainer d’ importantes pertes
de données. Ainsi, la liaison entre un marqueur et un géne distorteur de ségrégation doit étre
prise en compte dans 1’estimation des fréquences de recombinaison entre deux marqueurs. Il
en va de méme pour le type de marqueur qui d’aprés Lorieux et al. (1995 a, b) est
significativement li¢ a I’importance de la distorsion de segrégation observée. Ces auteurs ont
en outre montré que I’estimation des fréquences de recombinaison entre marqueurs co-
dominants est moins affectée par une distorsion de ségrégation que chez les marqueurs
dominants. D’apres Lu et al. (2002) et Song et al. (2006), les distorsions de ségrégation chez
les plantes, peuvent entrainer une déviation orientée vers 1’un des parents d’un croisement.
Toutefois, le cas le plus décrit est I’observation d’un taux d’hétérozygotie plus élevé que le
taux attendu (Song et al. 2005, 2006). La distorsion de ségrégation peut aussi étre spécifique a
des zones précises appelées régions de distorsion de ségrégation (RDS). En effet, certaines
régions sont propices a la distorsion de segrégation ; il s’agit de zones ou de nombreuses
distorsions de loci sont toujours étroitement regroupées chez une plante donnée (Xu et al.
1997 ; Lu et al. 2002). Dans ce cas, en fonction du facteur en cause, les marqueurs sont
biaisés de la méme facon et au niveau de la méme RDS ciblée. Selon Xu et al. (1997), Lu et

al. (2002), Song et al. (2006) et Castro et al. (2011), ces distorsions de seégrégation ciblées
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dans des RDS sont d’habitude considérées comme étant liées a des loci de distorsion de
ségrégation (LDS). Lorsque plusieurs populations montrent la présence du méme LDS ou
d'autres genes inconnus susceptibles de causer la distorsion de ségrégation, elles présentent
une distorsion de ségrégation dans la méme région chromosomique (Lu et al. 2002, Castro et
al. 2011). Des régions chromosomiques associées a des distorsions de segrégation ont été
ainsi identifiées chez le mais, le riz et le pois chiche (Gardiner et al. 1993 ; Xu et al. 1997,
Castro et al. 2011). De méme, on trouve également chez le cotonnier, plusieurs régions a
fortes distorsions de segrégation (Han et al. 2004, Song et al. 2006, Yu et al. 2007, He et al.
2008).

4.4 Les facteurs de distorsion de ségrégation

Les distorsions de ségrégation sont causées par une multitude de facteurs génétiques et

physiologiques qui peuvent survenir de maniere ciblée ou aléatoire.
4.4.1 Les facteurs non aléatoires

Habituellement, un regroupement non aléatoire de marqueurs avec distorsions de ségrégation
est dii a Ieffet sélectif de loci de distorsion de ségrégation (LDS) (Xu et al. 1997 ; Lu et al.
2002 ; Song et al. 2006 ; Castro et al. 2011). Chez les plantes, la distorsion de ségrégation est
souvent attribuée a la sélection gamétique, a la sélection zygotique ou a la combinaison des
deux (Endo 1990 ; Xu et al. 1997, Blair et al. 2006). Ces deux types de sélection peuvent étre
contr6lés par des LDS qui agissent respectivement avant et aprées la fécondation. Les LDS qui
agissent lors de la formation des gametes ne peuvent changer qu’indirectement les ratios
génotypiques des zygotes, en altérant les ratios des gametes. Alors que les LDS qui
s’expriment apres la fécondation affectent directement les ratios génotypiques du zygote
(Lorieux et al. 1995 a,b; Song et al. 2006). Les LDS peuvent agir sur: (i) la létalité ou
I’avortement du pollen (Rick ,1966) ; (ii) les tubes polliniques avec une inégalité des chances
dans la capacité de pollinisation (Mangelsdorf et Jones, 1926); et (iii) la fécondation
préférentielle (Endo, 1990). L’avortement et la compétition des tubes polliniques sont des
exemples de sélection gamétique qui sont trés souvent observés lorsqu’il y a distorsion de
ségrégation. La DS peut survenir aussi bien au niveau des gameétes femelles, que des gameétes
males (Endo, 1990 ; Xu et al. 1997 ; Lu et al. 2002 ; Castro et al. 2011). Néanmoins, en
présence d’un facteur de distorsion de ségrégation, les gamétophytes males sont généralement
plus sensibles (Endo, 1990 ; Xu et al. 1997 ; Lu et al. 2002 ; Song et al. 2006). Cependant, on

peut citer certains LDS qui agissent simultanément sur le micro et le macrogamétophyte
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comme chez les gamétes Ga €eliminateurs de génes chez la tomate (Rick, 1966). En réalité ce
sont les alleles ou génes de distorsion de ségrégation qui sont situés sur les LDS. Ces genes
représentent généralement des alleles dominants nommés génes «gamétocides» symbolisés
par (Ga) (Nakagahra, 1972 ; Endo, 1990 ; Rooney et Stelly, 1991). Beaucoup de génes
gamétocides ont été identifiés et cartographiés. lls sont corrélés a la sélection gamétique et
donc a la distorsion de ségrégation détectee chez certaines populations ségrégantes de riz et de
tomate (Xu et al. 1997 ; Rick, 1966). Ces all¢les dominants au niveau d’un seul locus
mendélien conférent un avantage sélectif marqué aux gametes qui les contiennent créant ainsi
des RDS (Xu etal. 1997 ; Lu et al. 2002 ; Castro et al. 2011). En cas d’introduction d’un géne
provoquant une distorsion de ségrégation dans une population, les marqueurs a proximité
auront tendance a présenter les mémes distorsions. C’est notamment le cas chez le mais,
comme relaté par Song et al. (2006), ou 14 RDS ont été détectées, dont quatre sont localisées
sur les régions ou la sélection gamétique a été signalée. De plus, les résultats obtenus chez le
riz avec 13 genes gamétocides identifiés et cartographiés laissent croire qu’une distorsion de
ségrégation a un locus spécifique marqué est principalement due a une liaison de ce marqueur
a un gene gametocide situé a proximité de ce dernier sur le méme chromosome (lwata et al.
1964 ; Cheng et al. 1996).

4.4.2 Les facteurs aléatoires

Les genes de Ilétalité, les mutations génétiques, les instabilités chromosomiques et
I’hétérozygotie structurelle peuvent entrainer des distorsions de ségrégation. Ces facteurs
provoquent de maniere aléatoire sur le chromosome des distorsions de ségrégation des

marqueurs spécifiques qui leurs sont associés.
4.4.2.1 Les génes de létalité

Un alléle Iétal est une forme mutante d'un gene, qui entraine la mort de l'individu a I'état
homozygote s'il est récessif ou hétérozygote s'il est dominant. Dans le cas d'un alléle létal
dominant, il est automatiquement éliminé parce que les individus qui le portent ne survivent
pas. Les LDS peuvent aussi étre parfois lies a des alleles létaux récessifs. Toutefois,
I'association des alléles létaux avec les systéemes distorteurs devrait étre sélectivement
favorisée, mais seulement quand ils permettent I'élimination précoce de la composante

reproductive déja stérile a I’état homozygote (Lyttle, 1991).
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4.4.2.2 Les mutations et les instabilités chromosomiques

Déterminées par des facteurs non contrdlés, les mutations se produisent inévitablement dans
le cycle naturel de la vie (Robert, 1983). Les mutations peuvent étre la conséquence de
différences structurelles des chromosomes comme chez les hybrides interspécifiques (Luro et
al. 1995). En outre, certains genes gamétocides induisent aussi des mutations
chromosomiques sur les gamétophytes ou les zygotes comme observées chez le blé tendre
(Endo, 1990). Elles sont sources d’instabilités chromosomiques qui peuvent entrainer des
distorsions de ségrégation au niveau des groupes de liaison (Song et al. 2006). Cette
instabilité se traduit par de multiples types de cassures de la chromatine, des chromosomes et
d'autres remaniements des noyaux des cellules (Endo, 1990 ; Livingstone et al. 1999 ; Rong et
al. 2004). Elle conduit chez les espéces cultivées a 1’apparition d'aneuploides, de polyploides
(duplication compléete du génome), de duplications géniques, de translocations et
d’inversions. D’aprés Lagercrantz (1998) elles constituent le facteur majeur du réarrangement

extensif du génome chez Brassica nigra. (L).
4.4.2.3 L’hétérozygotie structurelle

L hétérozygotie structurelle est une diversité structurelle du génome, qui se traduit par la
présence de chromosomes entiers ou de fragments de chromosomes structurellement
différents dans un génome. Trés peu documentée, 1’hétérozygotie structurelle peut accentuer
I’effet d’un locus soumis a sélection par de grands fragments chromosomiques étrangers,
voire a un ou plusieurs chromosomes entiers. C’est un probléme majeur dans le cadre de
I’introgression de caracteres d’intérét d’especes dites sauvages vers une espece cultivée. Dans
ce cas, seule la comparaison avec une carte ne comportant pas de distorsion de ségrégation
pourrait confirmer les liaisons déterminées. Luro et al. (1995) ont montré que, chez le
mandarinier, la contre sélection de chromosomes entiers pourrait provenir des conséquences
d’une hétérozygotie structurelle et d’une sélection gamétique favorable a un ou plusieurs

alléles.
4.4.3 Facteurs favorisant la distorsion de ségrégation

Habituellement, presque tous les facteurs qui provoquent une distorsion de ségrégation sont la

conséquence d’une dérive génétique et/ou des conditions de I’environnement.
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4.4.3.1 La dérive génétique

Les distorsions de ségrégation sont des éléments génétiques qui exposent un phénomene de
« dérive » ou « biais » méiotique (Crow et Dove, 1988). D’importantes études théoriques ont
conduit a des prédictions précises sur I'évolution des loci distorteurs de ségrégation, leurs loci
cibles, les forces des agents modificateurs de la dérive méiotique, ainsi que les modalités des
liaisons entre ces divers éléments. En effet, lors de la gamétogenése, le gamétophyte est le
siege de la multiplication et de la formation des cellules reproductrices au cours desquelles
surviennent beaucoup de conflits genétiques. Tout se passe au niveau des centromeéres qui
constituent d’importants sites de réarrangement chromosomique et qui jouent un role
important lors de la méiose et de la mitose (Livingstone et al. 1999). Ainsi lors de la méiose
dans une cellule hétérozygote, 1’allele qui a le pouvoir de biaiser la ségrégation sera
sélectionné au fil des générations. Cependant, pour que la dérive génique s’applique a tous, il
doit y avoir des liens suffisamment étroits entre le distorteur de ségrégation et son locus cible
pour permettre la génération de liens déséquilibrés (Lyttle, 1991).

4.4.3.2 Les conditions environnementales

Le type de sol, la température, les précipitations et/ou 1’altitude peuvent causer des variations
hétérogénes entre différents sites. L’interaction de ces éléments peut conditionner des
avantages sélectifs et la pénétrance des facteurs génétiques (Wu et al. 2007). En effet, les
facteurs environnementaux peuvent provoquer une variation dans les caractéres quantitatifs.
La diversité génétique peut ainsi résulter de la diversification des alleles et des génes en
interaction (€pistasie) dont les expressions sont fortement influencées par I’environnement
(Sano, 2005). 1l faut noter que I’importance des flux de génes est liée aux conditions
environnementales, ce qui peut entrainer un changement rapide de ’architecture génétique
des plantes, causant I'émergence de nouveautés telles que les DS. De ce fait, il est difficile de
séparer les effets des facteurs génétiques (G) et des facteurs environnementaux (E) sur les DS
qui sont un peu la conséquence de I’interaction des deux (Xu et al. 1997 ; Vancetovic, 2008).
Xu et al. (1997) ont ainsi montré que sur plusieurs génerations, certaines populations
recombinantes issues d’une seule graine, représentent l'effet cumulatif des facteurs G x E qui
devient plus prononcé avec la progression des autofécondations. D’autre part, I'environnement
a un avantage sélectif sur les RDS (Xu et al. 1997). De ce fait, une forte héritabilité des
distorsions de ségrégation sera détectée dans tous les types d’environnement (Xu et al. 1997).

Par contre, une faible héritabilité des distorsions sera influencée par I'environnement et ne
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sera donc détectée que si les conditions sont contrdlées. Sachant que la distorsion de
ségrégation peut se produire a tous les stades de la gamétogenése et/ou apres celle-ci, ses

effets ne seront détectés que chez les descendances (Xu et al. 1997).

Cependant, aussi nombreux que soient les facteurs de distorsion de ségrégation, il est
important de savoir qu'une simple erreur de génotypage et de statistique durant I’analyse

génétique des populations peut conduire & une distorsion (Lorieux et al. 1995 a,b).
4.5 Cartographie génétiques des loci avec distorsion de ségrégation

En cartographie, la stratégie consiste a : (i) déterminer les groupes de liaison, et (ii) ordonner
les marqueurs au sein des groupes de liaison. Cependant, tous les algorithmes de cartographie
actuellement développés sont construits sur I’hypothése d’une ségrégation mendélienne des
marqueurs (Lorieux et al. 1995 a,b). Cette méthodologie peut conduire a des erreurs en
présence de DS, parce que dans une population les marqueurs liés a un LDS sont
généralement biaisés. En effet, une étroite liaison entre un marqueur et un LDS, conduit & une
grande valeur de ¥ mettant ainsi en évidence une DS (Song et al. 2006). Par conséquent, la
localisation du LDS pourrait étre de prime abord déterminée lorsque les valeurs du %2 sont
tracées en fonction de la localisation du marqueur biaisé (Cheng et al. 1996). Dans ce cas, des
régions chromosomiques de distorsion de ségrégation seront identifiées lorsque les LDS
ségrégent dans plusieurs populations. C’est le cas du mais chez qui, plusieurs RDS ont été
observées en comparant la distribution des marqueurs biaisés dans quatre populations que
sont: F, Syn, RIL, Fg,7, F» (Lu et al. 2002). Iwata et al. (1964) ont estimé les valeurs des
fréquences de recombinaison et la différence de capacité de fécondation des gametes males en
utilisant des populations ségrégantes F, et F3 dérivées de croisements entre un mutant et des
lignées testeuses. Avec cette méthode, ils sont les premiers a décrire une liaison entre un
facteur de létalité et deux marqueurs morphologiques, et ils ont pu identifier 12 geénes
gamétocides chez le riz. Cheng et al. (1996) ont quant a eux développé une méthode pratique
pour estimer la recombinaison entre le locus du facteur létal et les marqueurs voisins. Les
données d’une F, ségrégante sont nécessaires pour estimer la relative viabilité ou la capacité
de fécondation des gametes ou encore la viabilité des zygotes affectés par le facteur de létalité
dans une population (Castro et al. 2011). Les modeles de sélection (gamétique, et zygotique)
du locus des facteurs de létalité peuvent aussi étre détermines. Avec cette méthode, Cheng et
al. (1996), ont localisé avec succés au niveau du chromosome 11 du riz, le locus du facteur de
Iétalité qui cause une sélection gamétique partielle chez les deux parents male et femelle. Ils
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ont aussi indiqué que la chance de fécondation des gametes méles et femelles possédant le
facteur létal est en moyenne de 41,5% par rapport a celle du gaméte normal. Fu et Ritland,
(1994) et Mitchell- Old (1995) ont aussi développé une stratégie pour estimer la
recombinaison entre les genes de viabilité et les marqueurs voisins de ceux-ci apres plusieurs
générations d’autofécondation. Toutes ces méthodes mentionnées ont en commun un locus de
distorsion de ségrégation présent par chromosome. Cependant, lorsqu’il y a plusieurs loci de
distorsion de ségrégation par chromosome, la valeur de la recombinaison et les effets
génétiques estimés par ces méthodes deviennent inefficaces et biaises (Lorieux et al. 1995
a,b). Pour surmonter cette difficulté, Song et al. (2006) rapportent 1’utilisation de la méthode
des multipoints pour estimer I’emplacement et les effets génétiques des LDS dans une
population issue de backcross. D’aprés ces auteurs, il est possible avec cette méthode
d’analyser efficacement le nombre, les positions et les effets des LDS chez les organismes
qu’on peut facilement autoféconder et pour lesquels une carte avec des marqueurs a grande
résolution a déja été développée. On peut méme envisager, avec quelques changements,

d’étendre ces analyses a d’autres types de populations.
4.6 Implication de la distorsion de ségrégation en amélioration des plantes

Les nombreux mécanismes induisant la distorsion de ségrégation ont généralement des effets
déléteres sur la fertilité, la croissance, la viabilité et le phénotype. Ces effets ne sont que le
reflet des perturbations intrinséques a la plante. Etant donné I’'importance de la cartographie
des caractéres quantitatifs (QTL) en amélioration des cultures, I’influence des distorsions de
ségrégation sur 1’analyse des QTL doit étre négligeable pour une bonne interprétation des
cartes (cartographie des distances et ordre des marqueurs). Si la fréquence de recombinaison
ou I’ordre des marqueurs est déterminé de manicre incorrecte, les hypothéses de base de
I’analyse des QTL seront biaisées et les résultats ne seront pas précis. Ainsi, la sélection d’une
méthode appropriée pour 1’analyse de la cartographie génétique requiert beaucoup d’attention,
d’autant plus que de nombreux résultats font état de fausses liaisons lorsqu’il y a distorsion de
ségrégation (Lorieux et al. 1995 a,b; Kalo et al. 2000, Liu et al. 2010). En effet, chez le
caféier, une sélection en faveur des génotypes recombinants et /ou contre les génotypes
parentaux a ¢té observée. Elle résulte, d’aprés Lashermes et al. (2001), d’une surestimation
des valeurs des fréquences de recombinaison. L’intensité de la distorsion joue aussi un role
important. Ainsi, chez Brassica napus L, la réduction de I’estimation des fréquences de

recombinaison entraine de petites distorsions de ségrégation, mais qui sont quand méme
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significatives. Par ailleurs, les fortes distorsions orientées vers 1’allele du méme parent
favorisent la formation de fausses liaisons supplémentaires (Cloutier et al. 1997). Des
résultats similaires ont été observés par Kalo et al. (2000) qui ont montré chez la luzerne
(Medicago sativa L.) qu’une forte distorsion de ségrégation en faveur des individus

hétérozygotes peut artificiellement lier des régions génétiques qui ne le sont pas en réalité.

Cependant, Liu et al. (2010) rapportent que les DS peuvent étre ignorées si elles ne sont pas
séveres et si leurs effets ne sont pas nécessairement préjudiciables pour les QTL, d’autant plus
qu’elles peuvent influencer positivement ou négativement les résultats des analyses

statistiques.

4.7 Comment surmonter les distorsions de ségrégation ?

4.7.1 En amélioration des cultures

L’introgression de caracteres en provenance d’especes sauvages vers les especes cultivées est
généralement  difficile a cause des barrieres d’incompatibilités interspécifiques.
Malheureusement, les caracteres d’intérét ciblés sont également souvent accompagnés par des
LDS avec des effets séveres sur le phénotype, le développement, la fertilité des plantes et la
qualité des graines (Ahloowalia et al. 2004 ; Marais et al. 2010). Pour tenter de dissocier ces
liaisons dites déléteres, la mutagenese et I’induction de recombinaisons sont souvent utilisées
(Marais et Pretorius, 1996 ; Marais et al. 2010). Les techniques de mutagenése physique
comme lirradiation aux rayons gamma sont souvent utilisées dans les programmes de
sélection parce qu’elles permettent la rupture du lien entre un geéne dit utile et un gene létal.
Par contre, la mutagenése chimique n’entraine que des changements de paires de bases.
Cependant, l'efficacité des traitements pour provoquer des mutations n’est pas sans
conséquences. Comme des anomalies cytogénétiques peuvent avoir des effets sur le
phénotypique, une augmentation des avortements des graines et la stérilité des plantes sont
généralement observées (Sheidai et al. 2002 ; Koornneef, 2002 ; Diouf et al. 2010). Ces effets
indésirables rendent peu efficace 1’association hybridation interspécifique et mutagenese, a
cause de la probable multiplication des effets délétéres. Ainsi, pour minimiser les
perturbations du génome, I’induction de recombinaisons par de multiples croisements reste la
méthode la plus utilisée chez les plantes pour surmonter les DS. La recombinaison a lieu entre
le stade tétrade de la sporogeneése et la fin de la maturation gamétique. Des cassures peuvent
survenir sur toute la longueur des chromosomes causant 1’¢limination des gameétes, la perte ou

une distribution inégale des chromosomes durant les mitoses qui vont suivre (Endo, 1990,
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2002). Cependant, il est a noter que certaines régions chromosomiques sont plus fragiles que
d’autres. En effet, il peut arriver que les anomalies soient présentes sur les deux chromosomes
homologues d’une paire, suggérant que certaines des aberrations soient induites apres la
fécondation (King et Laurie, 1993). Plusieurs rétrocroisements d’un hybride de blé, effectués
par Marais et al. (2010) pour induire des crossing over ont montré qu’il est possible de séparer
complétement le géne gamétocide du géne S13 responsable de la résistance a la rouille des
feuilles. D’aprés Xu et al. (1997), I'utilisation des lignées isogéniques et du matériel pour le
clonage des facteurs génétiques pourrait permettre une caractérisation plus approfondie de
leur structure moléculaire et de leur fonction. En effet, de telles matériaux sont presques
identiques aux espéces cultivées a part au niveau du caractére qui est recherché. Cette
méthodologie aiderait a comprendre et a surmonter les mécanismes sous-jacents qui causent
la distorsion de segrégation dans différents fonds génétiques et types d’environnements.
Cependant, malgré leur efficacité, les techniques utilisées pour surmonter les distorsions de
ségrégation en amélioration restent aléatoires et peuvent conduire a des pertes de données.

4.7.2 En cartographie génétique

Généralement, pour éviter que les marqueurs qui montrent une distorsion de ségrégation
entrainent des inexactitudes dans la cartographie, ils sont souvent exclus de ’analyse. Cette
solution n’est pas sans inconvénients car elle réduit la couverture du génome, d’autant plus
que les informations concernant les caractéres quantitatifs ou qualitatifs des loci peuvent étre
perdus (Lorieux et al. 1995 a, b ; Song et al. 2006). De plus, il n’y a pas de standard approprié
pour éliminer les marqueurs biaisés d’une carte génétique. Une autre solution serait de placer
les marqueurs biaisés sur la carte comme s’ils €étaient mendéliens, au risque d’aboutir a de
fausses conclusions (Lorieux et al. 1995 a, b; Song et al. 2006). Méme si le test
d’indépendance % et la valeur du Lodscore sont utilisés pour déterminer les effets des
distorsions sur les liaisons, 1’utilisation de tests de liaison plus stricts a été recommandée pour
les marqueurs montrant une distorsion de ségrégation extréme, comme les fortes valeurs du
LOD ou une trés faible fréquence de recombinaison (Lorieux et al. 1995 a, b). Ainsi, pour
tenir compte des distorsions de ségrégation dans I’analyse des données, Lorieux et al. (1995
a,b) ont développé un modele avec un maximum de vraisemblance. Sur base du fait que la
distorsion de ségrégation est généralement causée par une sélection gamétique et zygotique,
ils ont spécifiqguement travaillé avec des populations de type backcross et F,, et avec des
marqueurs dominants et co-dominants pour évaluer 1’effet du type de marqueurs et du type de

populations sur la DS. Ainsi, les résultats montrent qu’il n’est pas nécessaire de faire la
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distinction entre sélection zygotique et gamétique, ni entre marqueurs dominants et co-
dominants pour les populations issues de backcross. Dans ce cas, il est plus avantageux
d’aprés Lorieux et al. (1995 a, b) d’utiliser I’estimateur de Bailey (1949). Contrairement au
backcross, il est nécessaire de faire la distinction, d’une part, entre sélection zygotique et
gamétique et, d’autre part, entre marqueurs dominants et co-dominants pour analyser une F;
avec DS. Ils ont aussi montré que I’estimation des fréquences de recombinaison entre
marqueurs co-dominants est moins affectée par la distorsion de ségrégation que les marqueurs
dominants qui sont moins informatifs. Compte tenu de ces résultats, il est en général conseillé
d’utiliser, si possible, des marqueurs co-dominants lors de la construction de cartes génétiques
chez les especes facilement affectées par les distorsions de ségrégation. Lorieux (2007, 2012),
se basant sur les résultats obtenus, a mis au point la derniére version d’un logiciel développé
pour élaborer des cartes génétiques avec des données ségrégantes incluant des marqueurs
biaisés. Le logiciel nommé Mapdisto (http://mapdisto.free.fr/) peut étre utilisé pour la
construction et les dessins de cartes pour des populations de type F,, BCi, DH et les
populations descendant d’une seule graine. La méthodologie de Lorieux est certes efficace
mais comporte cependant des limites. Elle n’a en effet pas pris en compte certains modéles de
sélection : par exemple I’épistasie ou un déroulement anormal de la méiose di a des
remaniements structurels chromosomiques tels que 1’hétérozygotie structurelle. En effet, en
présence d’hétérozygotie structurelle, la solution n’est sans doute pas statistique, elle reléve
plutdt de la cytogénétique (Lorieux et al. 1995a, b). D’autres logiciels qui disposent d’une
option pour analyser des populations ayant une DS ont par la suite été développé :
MapManager et PROC QTL (Liu et al. 2010). Certains chercheurs ont aussi proné
I’utilisation de populations sélectives pour réduire I’influence de la distorsion de ségrégation
sur la carte génétique. Il s’agit de détecter la progression des distorsions de ségrégation sur
des lignées recombinantes, puis tester et ajuster les populations en supprimant les lignées
biaisées, afin de construire une carte appropriée utilisant les lignées recombinants ajustees
(Wang et al. 2004). Avec cette méthode Wang et al. (2004) ont ajusté une population de 201 a
184 lignées pour construire une carte appropriée du soja. Toutefois, la meilleure méthode
pour analyser des données avec distorsion de ségrégation avec plus de précision est de faire la
combinaison de plusieurs modeles. Ainsi Kalo et al. (2000) ont pu estimer plus précisément
les distances génétiques, et éliminer de fausses liaisons causées par de fortes distorsions de
ségrégation chez la luzerne diploide (Medicago sativa L). Pour ce faire, ils ont associé la
formule du maximum de vraisemblance de Lorieux et al. (1995a, b) et une méthode
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indépendante non mathématique de Kesseli et al. (1994). De méme, la cartographie comparee
est aussi un outil qui permet d’identifier de fausses liaisons. Elle a permis a Cloutier et al.
(1997) de mettre en évidence chez le mais des pertes de données et des fausses liaisons.
Cependant, il faut noter que ce genre de cartes comparatives est d’habitude plus performant

pour un méme type de populations ou de croisement (Song et al. 2006).
4.8 Conclusion

Observée dans un large éventail d'organismes, la distorsion de ségrégation est un phénomene
commun en cartographie génétique. Toutefois, malgré le grand nombre de facteurs de
distorsion de ségrégation identifiés, plusieurs questions nécessitent une clarification. D'abord,
le nombre et les conséquences exacts des genes distorteurs ne sont, a notre connaissance, pas
bien déterminés. Ensuite, peu de types de populations cartographiées peuvent étre analysés
avec les méthodes de cartographie disponibles pour les LDS. De plus, les effets des
interactions entre les LDS localisés sur différents chromosomes ne peuvent pas encore étre
estimés ; c¢’est notamment le cas quand on a affaire a deux marqueurs qui subissent des
sélections (zygotique et gamétique) différentes et/ou quand, plus de deux alleles par locus
apres croisement entre parents hétérozygotes de type « pseudo F2 » sont observés. Enfin, les
modeles avec épistasie conduisant a la sélection préférentielle de certains génotypes, sont
biaisés et ne sont non plus pas encore bien étudiés. Néanmoins, la plupart des recherches
convergent vers le fait que les distorsions de ségrégation sont plus fréquentes chez les
descendances interspécifiques. L’hétérozygotie structurelle y joue probablement un role

important (Song et al. 2006 ; Luro et al. 1995).

Des études complémentaires devront donc étre effectuées chez les plantes pour améliorer
notre compréhension de la létalité hybride et de la ségrégation des génes déviants, durant
I’introgression de genes ciblés d’espéces sauvages verS les espéces cultivées. De telles
investigations faciliteraient, d’une part, 1’identification et ’emplacement de nouveaux LDS,
leur évaluation correcte et 1’utilisation des effets sélectifs des LDS (dans la transmission de
genes d’intéréts avec les genes gamétocides) et, d’autre part, la production de cartes

génétiques précises des résultats de QTLs.

Il est important de noter que les inversions d’ordre de génes dues a I’existence de distorsions
de ségrégations ont plus de conséquences sur les QTL que le simple biais d’estimation des
distances génétiques. Ainsi, dans le cadre d’un programme d’amélioration, la présence de

distorsions de ségrégation dans une région génomique particuliere pourrait compromettre
45



’utilisation de ces marqueurs moléculaires soumis aux effets de sélection. En effet, d’apres
Luro et al. (1995) il est pratiquement impossible d’utiliser des marqueurs moléculaires pour
assister un programme d’introgression quand ces marqueurs sont associés a des fragments de
chromosomes porteurs de facteurs de distorsion de ségrégation. Ces facteurs de distorsion
peuvent en effet induire des modifications artificielles des fréquences de recombinaison entre
alleles et donc laisser faussement croire a 1’existence de liaisons entre les loci étudiés. Par
conséquent, les connaissances sur la génétique de I’espéce étudi¢e apparaissent déterminantes
pour connaitre 1’origine des distorsions et utiliser la méthode d’estimation la plus appropriée a
un programme de cartographie. D’aprés Lorieux et al. (1995 a,b) et Cloutier et al. (1997), les
techniques expérimentales utilisées et 1’hétérozygotie résiduelle des lignées parentales
aboutissent a des difficultés dans 1’assignation des all¢les et dans la détermination des groupes
de liaisons. Cependant, les avancées de la recherche en matiére d’hybridation in situ en
fluorescence (FISH) et de séquencage devraient permettre une meilleure connaissance de la
nature des génes responsables de la DS et des mécanismes moléculaires sous-jacents.
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5 MODALITES D’OBTENTION ET NATURE DU MATERIEL VEGETAL ETUDIE

5.1 Introduction
L’objectif de ce chapitre est d’identifier le matériel végétal qui a été utilisé au cours de la

thése et d’expliquer comment il a été obtenu.

5.2 Schéma suivi pour la création de ’hybride HRS

La méthode pseudophylétique (Mergeai, 2006) a été adoptée pour introgresser le caractére
«glanded-plant & glandless-seed ». L’espéce cultivée G. hirsutum a été d’abord croisée avec
G. raimondii qui est utilisée comme espece pont. Apres traitement a la colchicine,
I’allohexaploide intermédiaire obtenu a été croisé avec 1’espéce donneuse G. sturtianum pour
aboutir a I’hybride trispécifique HRS [(G. hirsutum x G. raimondii)? x G. sturtianum]. La

figure 2 illustre le schéma de creation de HRS.

G.hirsutum (C2) x G. raimondii
2 (AnDn) l 2Ds
Hybride triploide
AnDp2Ds
l 2% (colchicine)
Allohexaploide intermédiaire x G.sturtianum
2 (AD12Ds) | 2C,
Hybride trispécifique
AnC1DpDs

Figure 2: Schéma de création de I’hybride HRS par la méthode pseudophylétique (Vroh bi,
1999)

Le cultivar G. hirsutum C2 selectionné en République Démocratique du Congo (RDC, ex-
Zaire), a servi a la création de I’hybride trispécifique HRS, alors que les cultivars G. hirsutum
STAM F sélectionné au Togo et NC8 sélectionné en RDC ont été utilisés lors des travaux de
rétrocroisements. Toutes les plantes utilisées et produites dans ce schéma de croisement sont

répertoriées de la maniére suivante dans la collection de Gembloux Agro-Bio-Tech/ULg.
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- G107 : G. hirsutum L. [2(AnDy)] (cultivar C2)

- G 173:G. hirsutum L. [2(AnDp)] (cultivar NC8)
- G 7:G. raimondii Ulbrich (2Ds)

- G 320 : G. sturtianum Willis (2C,)

- G 289 : (G. hirsutum x G. raimondii) [(AD)1Ds]

- G376 ou HRS : [(G. hirsutum x G. raimondii)? x G. sturtianum] [(AD)1DsC,]

5.3 Modalités de sélection du matériel retenu a chaque génération

A chaque génération d’autofécondation ou de rétrocroisement du matériel issu de I’hybride
HRS, le choix des graines retenues pour produire des plantes adultes se fait en se basant sur
leur état (bien ou mal formée) et sur leur teneur en gossypol. Ainsi une ou plusieurs souches

sont étudiées selon les graines disponibles, pour chaque descendance.

5.4 Modalités de mise en culture des graines et les conditions expérimentales

5.4.1 Les modalités de mise en culture

Les graines de coton étudiées ont d’abord été égrenées puis délintées avec de l'acide
sulfurique concentré (94%). Elles ont ensuite été scarifiées pour évaluer leur teneur en
gossypol, puis elles sont mises en germination dans des boites de Pétri dont le fond est tapissé
de papier filtre humide. Les graines ayant germé sont semées dans de petits pots remplis de
terreau stérilisé a raison d’une graine par pot. Apres le premier mois, les jeunes plantules qui

ont bien levé sont rempotées dans des pots de 5 a 10 litres.

Les plantes ont été arrosées a la capacité au champ, a raison d’une fois tous le deux jours

durant la phase juvénile et durant la phase de la fructification-maturation.

Chez les hybrides issus de HRS, un desséchement et une chute des jeunes capsules faisant
suite a I'épanouissement de la fleur ont été observés. Pour pallier a cette situation, une
solution d’hormones de croissance mise au point par Altman (1988), a été utilisee. Elle se
compose d’acide gibbérellique (50mg/L) et d’acide B naphtoxy-acétique (100mg/L). Cette
solution a été utilisée afin d'obtenir des capsules aussi bien pour les génotypes issus
d'autofécondations que de croisements. A cet effet, un tampon d'ouate de coton imbibé de la
solution de régulateurs de croissance est utilisé pour recouvrir I'ovaire de la plante apres

fécondation. L'ensemble est alors recouvert d'un petit sachet en plastique durant 48 heures.
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L’étude s’est déroulée au Sénégal en conditions tropicales et en Belgique (sous serre).
5.4.2 Conditions expérimentales en Belgique

Les graines sélectionnées sont mises a pré-germer a 1’étuve pendant 48h a une température
moyenne de 27°C dans des boites de Pétri. Aprés germination, les graines sont semeées et
placées durant les premiers mois dans des chambres de culture afin de limiter les pertes. Les
conditions de culture dans ces cellules étaient : 12h de photopériode, températures diurnes et
nocturnes respectives de 26 et 22°C, humidité relative entre 50 et 60%. Les plantes ont
ensuite été transférées au niveau des serres ou les températures moyennes nocturne et diurne
varient respectivement entre 17-18°C et 25-28°C. Les conditions dans les serres varient
fortement selon les saisons, avec des températures maximales atteignant parfois 50°C en cas

de fort ensoleillement (été).
5.4.3 Conditions expérimentales au Sénégal

Les observations ont ét¢ menées au Centre d’Application des Techniques d’Agriculture
(CATA) de I’Ecole Nationale Supérieure d’Agriculture (ENSA) dans la région de Thiés
(14°46°N et 16°57°0) au Sénégal. Le climat de la région est de type sahélien, les températures
moyennes oscillent entre 19°C et 40°C (B4&, 2005), avec deux saisons bien différenciées. Une
saison pluvieuse de juin & octobre avec un maximum des pluies entre aoQt et septembre et une
saison seche de novembre a mai. Thiés sur le plan pluviométrique est située entre 1’isohyéte

500 et 700 mm (B4, 2005).

Les travaux ont été conduits sur deux années successives (2006 et 2007), entre les mois de
juin et de décembre pendant la saison des pluies avec des cumuls de pluviosité respectifs de
674,2 et 512 mm (CERAASL).

5.5 Méthodes appliquées pour obtenir le matériel végétal étudié
Les méthodes décrites ci-dessous ont été utilisées pour produire les graines utilisées a chaque

génération et pour multiplier végétativement les plantes d’intérét retenues.

! CERAAS : Centre d'Etude Régional pour I'Amélioration de I'Adaptation & la Sécheresse localisé & Thiés
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5.5.1 Lescroisements
IIs se déroulent en plusieurs étapes. Tout d’abord on proceéde a la castration de la fleur. Cette
opération s’effectue la veille de son épanouissement, puis le gynécée est isolé a I’aide d’un

sachet en plastique (polyéthylene) pour éviter toute fécondation.

La seconde etape consiste a appliquer la colonne séminale de la fleur du parent male sur le
pistil de la fleur femelle choisie ; elle se déroule le lendemain de la castration.

Enfin, pour prévenir une chute précoce des capsules, et maximiser les chances d’obtenir des
graines, il est appliqué la solution d’hormones de croissance mis au point par Altman. (1988),

puis I’ensemble est recouvert d’un sachet pour éviter toute pollution par du pollen étranger.

La solution de régulateurs de croissance utilisée se compose d’acide gibbérellique (50mg/L)
et d’acide B naphtoxy-acétique (100mg/L).

55.2 Les autofécondations
Elles se déroulent exactement comme les croisements avec toutes les étapes, sauf qu’ici la
fleur n’est pas castrée. L’ensemble est isolé a 1’aide d’un sachet en plastique (polyéthylene)

pour éviter toute fécondation extérieure.

5.5.3 Le greffage des plants

Le greffage est une opération visant a multiplier végétativement une plante. Il a été utilisé
dans le but, d’augmenter le nombre et préserver les individus présentant le génotype
intéressant. Il permet ainsi, en sauvant ces génotypes qui sont généralement, génétiqguement

déséquilibrés, d’obtenir un plus grand nombre de descendants a étudier.

La technique utilisée est le greffage en fente. Le sujet porte-greffe est une plantule de G.
hirsutum, robuste au stade 4 feuilles, dont on coupe la partie supérieure ; deux nceuds au-
dessus du méristeme terminal. Les greffons sont constitués de la partie supérieure des
branches vegétatives (monopodiales). Au moyen d’une lame de rasoir, une fente dans laquelle
viendra se nicher le greffon incisé a cet effet est effectuée, en partant du sommet sectionné.
L’adhésion de I’ensemble ; porte-greffe et greffon est obtenue a ’aide d’un bandage
compressif, et le tout est hermétiquement recouvert d’un sachet en plastique pour créer une

atmospheére saturée en humidité pendant 8 a 10 jours.
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5.6 Schéma suivi pour ’obtention du matériel végétal étudié

La figure 3 donne la généalogie du matériel végétal. A chaque génération, quelques souches
issues chacune d’une graine présentant au plus haut niveau le caractére recherché a été utilisée
pour passer a la génération suivante par autofécondation ou par rétrocroisement avec la
variété de cotonnier cultivé de G. hirsutum. La terminologie utilisée dans la figure 3 permet
de se rendre compte de toutes les manipulations qui ont été effectuées depuis la création de
I’hybride HRS :

- BC= backcross et le chiffre qui le suit renseigne sur le nombre de backcross realisé

depuis la création de I’hybride ;

- S= autofécondation et le chiffre qui le suit renseigne sur le nombre d’autofécondations

réalisées depuis la création de I’hybride.

L’ensemble des plantes impliquées dans le programme d’amélioration sont issues d’une
souche BC2 produite a partir de I’hybride HRS créé par Vroh bi et al. (1999). A partir de cette

plante, quatre voies ont été suivies pour obtenir le matériel végétal étudié.
La voie 1 est constituée de sept générations successives d’autofécondation a partir de la BC2.

La voie 2 se compose d’une génération issue d’un backcross de la souche BC2S2 suivie de

trois générations obtenues par autofécondation.

La voie 3 se compose d’une génération issue d’un backcross de la souche BC3S3, avec cette

derniére comme parent femelle (%), suivi d’une autofécondation ;

La voie 4 se compose d’une génération issue d’un backcross de la souche BC3S3, avec cette

derniere comme parent male (&), suivi d’une autofécondation.

Vroh, (1999), et Benbouza, (2004) ont développé les générations présentées dans la figure 3
jusqu’aux stades BC2S5 et BC3S3. Nos travaux ont porté sur les générations ultérieures.
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Backcross 2 de la HRS suivi de
sept d’autofécondations

Backcross de la BC2S2 suivi

de deux autofécondations

HRS x Gh
BC1 La voie utilisant la BC3* qui est
issue du backcross de la BC2 a été
i abandonnée
BC2 _) BC3*
BC2S1 3| BC2S2
BC2S2 Backcross de la BC3S3
i avec cette derniere comme
parent male (&), suivi
BC2S3 d’une autofécondation
l Gh X SBC3S3 b
BC254
BC2S5 _
L 3'BC4S3
BC2S6 l
BC2S7 3BC4S4
Voie 1l Voie 4

X Gh
BC3S2
BC3S3 é

BC354

BC3S5

Voie 2

Backcross de la BC3S3
avec cette derniere comme
parent femelle (9), suivi
d’une autofécondation

?BC3S3 | x Gh

l

?BC4S3

!

PBC4S4

Voie 3

Figure 3: Généalogie du matériel végétal étudié.

G.h:

Gossypium hirsutum
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5.6.1 Les descendances autofécondees de la voie 1

Tout le programme d’amélioration dans le cadre duquel nous travaillons repose sur la
sélection d’une souche HRS BC2. La réalisation de sept générations d’autofécondation a
partir de ce matériel a permis d’obtenir des descendances BC2S1 a BC2S7. Le tableau 5

donne le pédigrée du matériel végétal étudié au niveau de la voie 1.

Tableau 5: Pedigrée des populations de graines et de plantes appartenant a la voie 1

Souches parentales Nombre de graines | Nombre de  graines

o R L Génération des produites dont la | produites analysées au

Identification complete Ider:ltl_f}catlon graines produites | teneur en gossypol a | moyen de marqueurs
abréviee été évaluée SSRs

BC2/01/01 BC2 BC2S1 102
BC2/01/01-S1/09 BC2S1 BC2S2 63
BC2/01/01-S2/09/06 BC2S2 BC2S3 42
BC2/01/01-S3/09/06/01 BC2S3a BC254 113 -
BC2/01/01-S4/09//06/01 BC2S4a 166 2
BC2/01/01-54/09/06/02 BC254b BC2S5 7
BC2/01/01-S5/09/06/01/51 BC2S5a 78
BC2/01/01-S5/09/06/01/54 BC2S5b
BC2/01/01-S5/09/06/02/08 BC2S5¢ BC2S6 90
BC2/01/01-S5/09/06/02/09 BC2S5d
BC2/01/01-S5/09/06/02/10 BC2S5e
BC2/01/01-S6/09/06/01/51/14 BC2S6a 319
BC2/01/01-56/09/06/01/51/15 | BC256b BC2ST

5.6.2 Les descendances des voies 2, 3 et 4
Le schéma de croisement suivi pour produire la souche BC3S3 a la base des voies 2, 3 et 4 est

décrit dans la figure 3. Ces trois voies de croisement concernent les descendances suivantes :
- Voie 2 : générations BC3S4 et BC3S5 obtenues par autofécondation de la BC3S3 ;

- Voie 3: plantes YBC4S3 obtenues par rétrocroisement avec une variété de G.
hirsutum de la souche BC3S3 comme parent femelle (?) et plantes $BC4S4 obtenues
par autofécondation de souches YBC4S3 sélectionnées sur base de 1’expression du

caractére recherché au niveau des graines dont elles sont issues;

- Voie 4 : plantes $BC4S3 obtenues par rétrocroisement avec une variété de G. hisutum
de la souche BC3S3 comme parent male (J) et plantes $BC4S4 obtenues par
autofécondation de souches JBC4S3 sélectionnées sur base de 1’expression du

caractére recherché au niveau des graines dont elles sont issues.

Le tableau 6 donne les pédigrées du matériel végetal étudié au niveau des voies 2, 3 et 4.
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Tableau 6: Pédigrée des populations de graines et de plantes appartenant aux descendances
issues du rétrocroisement et de 1’autofécondation de la souche HRS BC3S3 (voies 2, 3 et 4)

Souches parentales

Génération des

Nombre de graines

Nombre de graines

Identification compléte Identificati | graines produites produites dont la produites analysées
on abréviée teneur en gossypol a | au moyen de
été évaluée marqueurs SSRs
BC2/01/01-S2/09/08-BC1/03-S1/14 BC3S3 BC3S4 681 138
BC2/01/01-S2/09/08-BC1/03-S2/14/069 BC3S4a
BC2/01/01-S2/09/08-BC1/03-52/14/109 BC3S4b 344
BC2/01/01-S2/09/08-BC1/03-S2/14/110 BC3S4c BC3S5
BC2/01/01-5S2/09/08-BC1/03-52/14/362 BC3S4d
BC2/01/01-S2/09/08-BC1/03-S2/14/694 BC3S4e
BC2/01/01-S2/09/08-BC1/03-S1/14 x STAM F ?BC4a
BC2/01/01-S2/09/08-BC1/03-S1/14 x NC8 QBC4b ?BCAS3 art 3
25%01/01-52/09/08-801/03-81/14 x NC8- QBC4S3 OBCAS4 %
STAM F x BC2/01/01-S2/09/08-BC1/03-S1/14 dBC4 3BC4S3 208 33
STAM F x BC2/01/01-S2/09/08-BC1/03-S1/14- | 3BC4S3a
S1/139 JBC4S4 572
STAM F x BC2/01/01-S2/09/08-BC1/03-S1/14- | 4BC4S3b

S1/145
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6 EVALUATION DE L’EXPRESSION DU CARACTERE "INHIBITION DE LA
SYNTHESE DU GOSSYPOL UNIQUEMENT DANS LA GRAINE".

6.1 Introduction

Les descendants obtenus au fil des générations de rétrocroisement et d’autofécondation qui
ont suivi la création de I’hybride trispécique HRS présentent une forte variabilité de
I’expression du caractére « glandless-seed and glanded-plant » (Benbouza et al. 2009).

Ce chapitre a pour objectif d’évaluer I’expression du caractére inhibition de la synthése de
gossypol au niveau de la graine chez toutes les générations étudiées obtenues a partir de

I’hybride HRS, afin d’essayer de comprendre les facteurs qui affectent celle-ci.
6.2 Matériel et méthodes
6.2.1 Matériel végétal

L’origine et le schéma de sélection du matériel vegetal étudié ont été présentés dans le
chapitre 4. Les effectifs des graines étudiées par génération et leur lieu de production sont
présentés dans les tableaux 7 et 8. En ce qui concerne le tableau 7, le nombre de graines
scarifiées de la BC2S1 a la BC2S5 n’est pas disponible, car nous avons travaillé sur des
graines qui avaient déja été scarifiées avant le démarrage de nos travaux. Une partie des
graines de la génération ABC4S3 avait aussi était déja scarifiée avant le démarrage de nos
travaux. C’est la raison pour laquelle au niveau du tableau 8, le nombre de graines scarifiées
est moins important que le nombre de graines évaluées pour la $BC4S3. Il est important de
rappeller que d’une génération a ’autre, il y a toujours un travail de selection qui privilégie
I’utilisation des graines biens formées, exprimant le caractére « glandless-seed » qui se fait,

pour avancer dans la sélection.

Tableau 7: Nombre de graines scarifiées et évaluées par génération de la voie 1

Descendance Nombre de Nombre de graines | Lieu de production
autofécondée de le BC2 graines evaluées des graines
scarifiées
BC2S1 - 102
BC2S2 - 63
BC2S3 - 42
BC2S4 N 113 Gembloux
BC2S5 - 166
BC2S6 408 90
BC2S7 514 319 Sénégal
Total 922 895
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Tableau 8: Nombre de graines scarifiées et évalués par génération des voies 2, 3 et 4

Génotypes Nombre de Nombre de Zone de production
graines scarifiées | graines évaluées des graines
BC3S4 1082 681 Gembloux
BC3S5 495 344 Sénégal
BC4S3 523 471
§3c433 168 208 Gembloux
dBC4S4 681 572 ”
@BC4S4 114 % Sénégal
Total 3063 2372

6.2.2 Observations et mesures

Le nombre de graines produites par les descendances des souches analysées étant trés
variable, les observations ont été faites sur des effectifs différents. Les grandes différences qui
existent entre les effectifs des graines analysées par génération sont dues a la variabilité du
niveau de fertilit¢ des plantes obtenues pour chacune d’elle et au nombre variable de plantes

obtenues par génération (certaines souches ont été largement multipliées par greffage)

Les manipulations et les observations réalisées sur les graines sont le comptage des graines

récoltées, leur scarification et 1’évaluation de leur teneur en gossypol.
6.2.2.1 Analyse de I’état des graines reécoltées

Apreés scarification du tégument des graines produites, il est procédé au comptage du nombre
et au calcul du taux de graines bien formées, mal formées et vides. Le taux de chaque état est
calculé par rapport au nombre de graines récoltées. Les graines malformées et vides sont
considérées comme perdues. Le taux de graines perdues est alors calculé selon la formule ci-

dessous :

Nombre de graines mal formées + Nombre de graines vides
Taux de graines perdues — _ X 100

Nombre de graines récoltées

6.2.2.2 Analyse de ’expression du caractére « glandless-seed »

L’estimation de la teneur en gossypol du matériel vegétal étudié a été faite selon la technique
de quantification visuelle mise au point par Benbouza et al. (2002) comme expliqué dans le

chapitre 3. Elle a concerné toutes les graines qui n’étaient pas vides.
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Les données obtenues ont été analysées avec le logiciel Minitab 17 et Excel. Les analyses ont

principalement portées sur une comparaison de moyenne, le calcul de I’écart-type et du

coefficient de variation.

6.3 Résultats

6.3.1 Analyse de I’état des graines produites dans le cadre de la these

Le tableau 9 reprend les résultats obtenus concernant 1’état des graines analysées pour les

générations étudiées dans le cadre de la thése.

Tableau 9: Fréquences de graines vides, mal-formées et bien formées produites dans le cadre

de la thése
Générations Nombre de Nombre de graines | Nombre de graines Nombre de Taux de graines
graines récoltées | bien formées (%) mal formées (%) | graines vides (%) perdues (%)
Matériel végétal de la voie 1
BC2S6 408 296(73) 89(22) 23(6) 27
BC2S7 514 319(62) 80(16) 115(22) 38
Matériel végétal de la voie 2
BC3S4 1082 628(58) 187(17) 267(25) 42
BC3S5 495 257(52) 94(19) 144(29) 48
Matériel végétal de la voie 3
3BC483 168 154(92) 14(8) 0 8
4 BC484 681 452(66) 120(18) 109(16) 34
Matériel végétal de la voie 4
QBC4S3 523 400(76) 73(14) 50(10) 24
QBC4S4 114 90(79) 6(5) 18(16) 21

Les fréquences relatives de graines bien formées varient de 52% a 92%. En conséquence, 8 a
48 % des graines récoltées (mal formées ou vides) sont inutilisables a moins d’utiliser des

techniques de sauvetage d’embryon pour récupérer ceux des graines mal formees.

Une classification des descendances testées en fonction des pertes enregistrées permet

d’identifier trois groupes:

- le premier groupe est celui qui a enregistré les pertes les plus importantes. Il est
constitué des descendances BC3S4 et BC3S5 qui ont enregistré des taux de perte

sensiblement égaux ; avec respectivement 42% et 48% ;

- ensuite suivent les descendances $BC4S4, QBC4S3, BC2S7, BC2S6 et la SBC4S4

qui ont enregistre des pertes allant de 21% a 34% ;
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- enfin vient la descendance 3BC4S3 au niveau de laquelle on observe seulement 8%

de graines qui sont perdues.

Ce travail de sélection des graines a permis d’observer de visu que la majorité des graines a
faible teneur en gossypol (qui expriment le caractére inhibition de la synthése du gossypol)

étaient chétives et mal formées.

Par ailleurs, une comparaison de 1’état des graines et de I’expression du caractére « glandless-
seed » a mis en évidence 1’absence de lien direct entre ces deux paramétres. Des graines mal-

formées peuvent présenter une haute teneur en gossypol et vice-versa. Les figures 4 et 5

illustrent ce constat.

'mf«””‘t‘

Figure 4: graines mal formées a forte et a faible teneur en gossypol

Figure 5: graines bien formées a forte et a faible teneur en gossypol
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6.3.2 Expression du caractere inhibition de la synthése de gossypol au niveau de la

graine

Les résultats indiquent une ségrégation importante de 1’expression du caractére inhibition de

la synthese du gossypol dans la graine chez le matériel végétal analyse.

L’analyse de la variance effectuée sur les descendances issues des quatres (4) voies de
sélection exploitées présentées a la Figure 3 (chapitre 5) montre des différences trés

hautement significatives, d’une génération a une autre.

6.3.2.1 Expression du caractére chez les sept générations issues de ’autofécondation de

BC2

La figure 6 donne 1I’évolution des moyennes de la teneur en gossypol observées de la BC2S1 a
la BC2S7. Le résultats montrent une tendance générale a la baisse de la teneur en gossypol de
la BC2S1 (1,16%) a la BC2S4 (0,25%) puis une remontée de la teneur en gossypol des
graines a partir de la BC2S5 (0,40%) jusqu’a la BC2S7 (0,68%), avec un palier pour les
moyennes des teneurs en gossypol des graines BC2S5 et BC2S6 qui sont identiques.

Les données concernant la variabilité des mesures réalisées sont reprises dans le tableau 10. Il
montre que le coefficient de variation observé pour la génération BC2S4 dépasse les 90 %

alors qu’il varie entre 23 et 54 % pour les autres générations.

1,60 -
1,40 - TA
1,20 -

S, 1,00 - { B

go,so . T c
0,60 - ]c

0.40 - Te [o To

0,20 -

ossypol

n

Pourcenta

0,00 T T T T T T 1
BC2S1 BC2S2 BC2S3 BC2S4 BC2S5 BC2S6 BC2S7

Descendances autofécondées de la souche HRS BC2

Figure 6: Comparaison des moyennes de la teneur en gossypol des descendances

autofécondées de la souche BC2
Les barres au dessus des histogrammes représentent les écarts-type
Les lettres au dessus des histogrammes représentent les groupes
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Tableau 10: Analyse de I’expression de la teneur en gossypol des descendances de la voie 1

Génotype | Effectifs| Teneur moyenne en | Ecarttype | Coef de variation | Groupe
gossypol (%)
BC2S1 102 1,16 0,32 0,27 A
BC2S2 63 0,82 0,32 0,38 B
BC2S3 42 0,58 0,13 0,23 C
BC2S4 113 0,25 0,24 0,96 E
BC2S5 166 0,40 0,21 0,54 D
BC2S6 90 0,40 0,17 0,42 D
BC2S7 319 0,68 0,25 0,38 C

Les valeurs moyennes affectées d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de
probabilité de 5%

Le tableau 11 représente les fréquences absolues et relatives de graines par classe de teneur en
gossypol chez les descendants de la voie 1. Il montre qu’on ne trouve des graines totalement
exemptes de gossypol que chez les générations BC2S4 et BC2S5 et chez ces générations,
respectivement 31 % et 10% des graines présentent une teneur en gossypol inférieure a 0,2%.
A partir de la BC2S1, la proportion de graines dont la teneur en gossypol est inférieure a 0,20
% augmente avec le nombre de générations d’autofécondation pour atteindre un maximum en

BC2S4, avant de diminuer progressivement dans les générations suivantes.

Tableau 11: Fréquences absolues et relatives de graines par classe de teneur en gossypol chez
les descendants de la voie 1

Matériel végétal de la voie 1 STAM E
Classesde | BC2S1 BC2S2 BC2S3 BC2S4 BC2S5 BC2S6 BC2S7 (%)
%G (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0% 0 0 0 17 (15) 10 (6) 0 0 0(0)
0,001-0,2% 2(2) 4 (6) 1(2) 35(31) | 24(14) | 12(13) 7(2) 0(0)
0,21-0,50% 2(2) 7(11) 9 (21) 52 (46) 79 (48) 52 (58) 70 (22) 0 (0)
0,51-1,50% 99 (96) 52 (83) 32 (76) 9(8) 53 (32) 26 (29) | 242 (76) | 103 (100)
Total 103 63 42 113 166 90 319 103

6.3.2.2 Expression du caractére chez les générations des voies 2,3 et 4

La figure 7 donne I’évolution des moyennes de la teneur en gossypol observées chez les
descendances issues du rétrocroisement de la souche BC2S2. Les données concernant la
variabilité des mesures réalisées sont reprises dans le tableau 12. La tendance observée, est
une augmentation significative de la production glandulaire apres chaque autofécondation qui

succede a un rétrocroisement.
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BC3S54 BC3S5 9 BC4S3 9 BC4S4 3'BC4S3 4BC4S4
Descendances rétrocroisées et autofécondées de la souche HRS BC2S2

Figure 7: Comparaison des moyennes de la teneur en gossypol des descendances
rétrocroisees puis autofécondées de la souche BC2S2
Les barres au dessus des histogrammes représentent les écarts-type

Tableau 12: Analyse de 1’expression de la teneur en gossypol des descendances des voies 2,
3et4d

Génotype | Effectifs Teneur Ecart-type | Coef de |Groupe
moyenne en variation
gossypol (%)
BC3S4 681 0,55 0,31 0,57 D
BC3S5 344 0,95 0,54 0,57 B
PBC4S3 471 0,66 0,23 0,35 C
PBC4S4 |96 0,85 0,40 0,47 B
dBC4S3 208 0,96 0,19 0,20 B
dBC4S4  |572 1,71 0,68 0,40 A

Les valeurs moyennes affectées d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de
probabilité de 5%

Le tableau 13 donne la distribution de fréquence des teneurs en gossypol des graines
analysées par génération en considérant quatre grandes classes d’expression du caractere.

Tableau 13: Fréquences absolues et relatives par classe de teneur en gossypol chez les
descendants des voies 2, 3 et 4

Matériel végétal des voies 2, 3 et 4 STAM F (%)
Classesde | BC3S4 BC3S5 QBC4S3 QBC4S4 JBC4S3 3BC4S4
%G (%) (%0) (%) (%) (%) (%)
0% 67(10) | 21(6) 0 (0) 3(3) 0 (0) 0 (0) 0(0)
0,001-02% | 61(9) | 21(6) 12 (3) 6 (6) 0(0) 16 (3) 0(0)
0,21-050% | 136 (20) | 22 (6) 85 (18) 7(7) 3(1) 15 (3) 0(0)
0,51-1,50% | 417 (61) | 280(81) | 374(79) | 80(83) | 205(99) | 541 (95) 103 (100)
Total 681 344 471 96 208 572 103
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Les graines issues de l’autofécondation de souches $BC4S3 et IBC4S3 présentent des
moyennes de teneurs en gossypol significativement supérieures a celles de la génération a
laquelle appartenaient leurs parents (Figure 7). Ces augmentations de teneur en gossypol
s’accompagnent d’une tres forte augmentation des coefficients de variation des moyennes qui
passent de 35 a 47 % pour la YBC4S4 par rapport a la génération YBC4S3 et de 20 a 40 %
pour la dBC4S4 par rapport a son parent 3BC4S3 (Tableau 12). Des proportions non
négligeables des graines BC3S4 et BC3S5 présentent des teneurs en gossypol inférieures a 0,2
% (respectivement 19 et 12 % des effectifs totaux) mais la teneur moyenne est nettement plus
élevée chez les BC3S5 que chez les BC3S4. Ces deux catégories de graines se caractérisent
par les coefficients de variation les plus élevés (proches de 60 %).

La réalisation de rétrocroisements avec une variété de G. hirsutum se traduit par la disparition
des graines « glandless » et une augmentation de la teneur moyenne en gossypol par rapport
aux graines produites par autofécondation du parent BC3S3 (Tableau 12). Le coefficient de
variation de la teneur moyenne en gossypol est fortement réduit chez les graines YBC4S3 et
3'BC4S3 par rapport a ce qui est observé pour les graines BC3S4 (Tableau 13).

6.4 Discussion
6.4.1 Analyse des problémes de viabilité des graines

Toutes les descendances testées ont montré des problémes de viabilité des graines produites a
des niveaux variables avec des taux de graines perdues allant de 8% a 42%. Le grand nombre
de graines mal formées ou vides observées chez les descendances testées a un stade avancé de
la sélection (BC2S7 et BC4S4), indique que les facteurs induisant ces problémes de viabilité
persistent. Ces résultats font suite aux problémes de viabilité que Vroh bi et al. (1999) et
Benbouza, (2004) ont constaté dans les premieres générations obtenues par rétrocroisement et
autofécondation de I’hybride HRS. Ils vont dans le méme sens que ceux obtenus par ces

auteurs qui n’ont pas quantifié ces parameétres.

Les descendances BC2S6 et la BC2S7 ont enregistré respectivement 27% et 38% de perte de
graines. Les pourcentages de perte de graines observés en BC3S4 et BC3S5 atteignent des
niveaux beaucoup plus élevés (42 % et 48 % respectivement). La multiplication des
générations d’autofécondation n’a donc pas permis d’éliminer la ou les causes des problemes
de viabilité des graines. Les données obtenues mettent egalement en évidence que la mauvaise

viabilité des graines n’est pas nécessairement liée a une bonne expression du caractére
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recherché, ce qui laisse supposer que d’autres facteurs que celui (ou ceux) contrdlant

I’inhibition de la synthése du gossypol uniquement dans la graine sont en cause.

La réalisation de rétrocroisements s’est traduite par une forte diminution du probléeme de
viabilité des graines produites. Les taux de graines perdues étaient de 8 % pour les $BC4S3
et de 24 % pour les descendants YBC4S3. Cette reduction est I’indice d’un retour vers le fond
génétique de G. hirsutum par une réduction de la présence des génes de G. sturtianum. Le
passage par autofécondation de la génération SBC4S3 a la dBC4S4 s’accompagne d’une
forte augmentation (34%) du pourcentage de graines perdues qui pourrait étre due a
I’expression a 1’état homozygote de génes de létalité transmis au matériel IBC4S3 par le
pollen du parent BC3S3. Le fait que le pourcentage de perte de graines reste quasi identique
entre les générations YBC4S3 et YBC4S4 (respectivement 24 et 21 % de pertes de graines) et
les générations BC3S4 et BC3S5 (respectivement 42 et 48%), pourrait indiquer des
interactions stabilisatrices au niveau du matériel génétique transmis via 1’ovule par le parent
BC3S3.

6.4.2 Expression du caractére inhibition de la synthése du gossypol dans la graine

Si on considere que 1’observation de graines qui présentent une teneur en gossypol inférieure
a 0,5 % ne peut s’expliquer que par I’expression au moins partielle du caractére recherché, on
peut affirmer que toutes les générations testées expriment ce caractére mais que cette
expression se fait a des niveaux trés variables. Ces observations confirment celles effectuées
par nos prédécesseurs (Vroh bi 1999 et Benbouza 2004) qui ont trouvé que le caractere

« glandless-seed » est quantitatif et polygénique.

Une amélioration de I’expression du caractere recherché au fil des générations de la BC2S1
jusqu’a la BC2S4 a été observée. Par ailleurs, Benbouza, (2004) a trouve que la teneur en
gossypol des graines produites par autofécondation des plantes BC2S4 était globalement plus
élevée, comparé a celle de la génération antérieure BC2S3. La différence entre les résultats de
Benbouza, (2004) et les notres peut étre expliquée par les effectifs étudiés. Nous avons
travaillé sur 63 graines BC2S3 et 42 graines BC2S4, alors que Benbouza, (2004) en a évalue
un plus grand nombre ; 91graines BC2S3 et 140 graines BC2S4, ce qui rend ses résultats plus
fiables. Ainsi la diminution de cette expression du caractére recherché observée dans les
géneérations suivantes (BC2S5 a BC2S7) laisse penser que des genes importants lies a
I’expression de 1’inhibition de la synthése du gossypol uniquement dans la graine ont été

perdus entre la BC2S3 et la BC2S4 si on se réfere aux résultats de Benbouza, (2004). Mais, il
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est aussi possible que les réarrangements génétiques qui se seraient produits a ce niveau ont
entrainé une désactivation des génes impliqués, dans le cas ou ceux-ci auraient été conservés

dans les générations suivantes.

La production glandulaire fait intervenir plusieurs parametres, elle varie en fonction des
lignées de la méme espéce, du stade de développement de la plante, de 1’état physiologique,
des conditions de I’environnement, des organes et de leur taille (Alteman, 1988 ; Hedin et al.
1991 ; Benbouza, 2004). Ainsi, selon Benbouza (2004), en fonction de tous ces parametres, la
teneur en gossypol de certaines graines HRS, peut étre plus importante que celle du cotonnier
cultivé. Le fait que les graines des générations BC2S7, BC3S5, dBC4S4 et YBC4S4 aient été
produites au Sénégal, avec ses conditions climatiques en terme de température,
d’ensoleillement et de pluviométrie, peut étre une cause de 1’augmentation de leur production
glandulaire. Pons et al. (1953) ont montré que la teneur en gossypol des graines de coton est
négativement corrélée a la température et positivement a la pluviométrie. Selon cet auteur, la
teneur en gossypol peut varier du simple au triple sur une méme variété selon la pluviométrie.
Cependant ’augmentation aprés autofécondation de la production glandulaire de graines
produites a Gembloux, au niveau des générations BC2S4 rapportée par Benbouza (2004), et
des générations BC2S5 et BC2S6 montre que chez les plantes HRS, méme si les effets de
I’environnement peuvent accentuer la teneur en gossypol, d’autres facteurs semblent étre en

cause.

Ainsi, I’augmentation de la teneur en gossypol constatée dans les générations JBC4S3 et
?BC4S3 est conforme avec les mécanismes de la production glandulaire chez le cotonnier.
La production glandulaire est un phénomene trés complexe chez les deux (2) especes
allotétraploide de cotonniers cultivés. Selon Pauly, (1979), elle est contrdlée pas six (6) loci
indépendants (GL;, GL,, GL3, GL4, GLs, GLg). Parmi ceux-ci, GL, et GL3 qui sont des loci
dominants interviennent dans la production glandulaire au niveau de la graine. La nature
amphidiploide du cotonnier tétraploide fait qu’il possede des loci doubles ou dupliqués pour
une méme fonction et en particulier pour le caractere glandulaire ; c’est le phénoméne de
redondance (Liu et al. 2001). La variabilit¢é observée dans 1’expression du caractére
« glandless-seed » chez les générations de HRS, prouve que les genes répresseurs de la
synthese du gossypol apporté par G. sturtianum sont presents dans le fond génétique de G.
hirsutum et jouent leur réle. Mais, il est important de savoir que I’expression des deux (2)

alleles dominants GL; et GLj3 est sous I’'influence du fond génique dans lequel ils agissent
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(Lee, 1974 ; Benbouza, 2004). Les deux espéces parentales diploides des cotonniers
tétraploides étant bien glandulaires et possédant donc ces deux loci contrélant la production
de glandes a gossypol, le génome de chacune d’clle contribue dans 1’expression glandulaire
des tétraploides naturels (Wilson et Lee 1971 ; Pauly, 1979). Zhu et Daofan (2001) ont
démontré que le mécanisme de transmission du caractére « glandless-seed », est le méme chez
cing (5) espéces australiennes (G. nandewarense, G. bickii, G. australe, G. nelsonii et G.
sturtianum). Chez ces derniéres, le ou les génes responsables du caractere seraient localisés
au(x) méme(s) locus. Ils ont aussi trouvé que le caractére « glandless-seed » de 1’espéce
sauvage australienne G. bickii est dominant chez 1’hybride créé en croisant cette espece et G.
arboreum (génome A), et récessif chez I’hybride créé en croisant G. bickii et G. davidsonii
(génome D). Le cotonnier G. hirsutum utilisé dans notre recherche étant du genome AD, cette
caractéristique peut affecter’effet du caractére « glandless-seed » de I’espéce sauvage

australienne G. sturtianum, entrainant ainsi une expression variabledu caractére.

Selon Lee, (1974), I’interaction des alléles contrdlant le caractére glandulaire influence aussi
la teneur en gossypol. 1l est donc difficile de déterminer avec exactitude la fonction des alleles
contrélant le caractére glandulaire dans la production et/ou le stockage des terpénoides. Mais,
ce qui est sr c’est que le géne GL, intervient deux fois plus que le GL3 dans la teneur en
gossypol des graines. Ces genes indépendants et complémentaires, sont des génes majeurs.
Séparément leurs alleles contrélent la distribution des glandes sur une grande partie de la
plante avec un effet de dosage allélique. Plus il y d’alléles dominants au niveau de chacun de
deux loci, plus la densité de glandes est importante. Celle-ci est maximale pour les individus
GL,GL,GL3GL; et nulle pour les individus glzgl,glsgls (Lee, 1974).

L’augmentation du caractére glandulaire apreés autofécondation trouve son explication dans
les effets d’additivité des alléles glandulaires. Ces effets sont toujours hautement significatifs,
et constituent la principale source de variation de la variance génétique totale en pourcentage
pour la teneur en gossypol dans la graine, les cotylédons et les jeunes boutons floraux (entre
92% et 98%) (McMichael, 1960 ; Wilson et al. 1971 ; Pauly, 1979). La teneur en gossypol est
un caractére qui s hérite de fagon additive et cette caractéristique est deux fois plus importante
chez le locus GL, (Lee et al. 1968 ; Yang et al. 1976). Lorsqu’on procéde a une
autofécondation, on augmente les chances d’interaction, donc 1’additivit¢ des différents
alleles, et on favorise ainsi 1’expression glandulaire des graines. Dans notre cas, cette

additivité des effets glandulaires est encore plus importante avec les descendances issues de
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backcross. Le cotonnier cultivé G. hirsutum qui est utilisé pour réaliser les backcross,
manifeste une production glandulaire normale induite par la présence des alléles glandulaires
GL, et GL3 a I’état homozygote. Donc, le rétrocroisement avec le cotonnier cultive se traduit
automatiqueemnt par 1’inclusion des alleéles GL, et GL3 dans le matériel produit et ainsi par

I’augmentation du pourcentage de graines a forte densité de glandes.

Kohel et Lee, (1984), travaillant sur un cotonnier mutant glandless obtenu par irradiation de
plantes de G. barbadense au P, ont découvert que la compléte absence de glandes &
gossypol chez cette plante était due a un allele dominant au niveau du locus GL,. lls 1’ont
nommé Gl,°. Tang et al. (1994) ont confirmé la dominance du caractére « glandless-seed »
induit par I’alléle GL2° dans une variété glandless de G. barbadense. D’autre part, Muramato,
(1969) et Dilday, (1986) ont montré que chez des hybrides hexaploides (G. hirsutum x G.
strutianum)2 ce caractere étaient le plus souvent partiellement dominant, mais

qu’exceptionnellement il pouvait 1’étre totalement.

En croisant I’espece G. sturtianum avec des variétés de G. hirsutum de genomes
GL,GL,GL3GL3, GL,GLglsgls, glogl.GL3GL3 et glogloglsgls, Zhu et Daofan, (2001) ont
montré que le caractere « glandless-seed » de I’espéce australienne est récessif chez I’hybride
obtenu avec le cotonnier glandulaire normal (GL,GL,GL3GLj3) alors qu’il est récessif
épistatique quand on utilise un cotonnier gl,gl,GL3GL3;, dominant épistatique quand on
emploie un cotonnier GL,GLglsgl; et totalement dominant quand on utilise un cotonnier
« glandless » gl,gloglsgls. Par la suite, Zhu et al. (2004) ont démontré, aprés une analyse
génétique réalisée sur la descendance de I’hybride trispécifique ABH [(G. arboreum x G.
bickii)2 x G. hirsutum], que le caractére inhibition de la synthese du gossypol au niveau de la
graine de G. bickii est contr6lé par un géne localisé au niveau du locus de GL,, qu’ils ont
temporairement nommé GL,® (b pour Bickii). Cet alléle GL,", est dominant pour les alleles
glandulaires GL; et gl,; du cotonnier cultivé, mais est épistatique récessif par rapport a 1’autre
gene glandulaire GLs. Ils en concluent que seules des plantes de G. hirsutum de génome
GI°,GL,glsgls ou GIP,GIP,glsgl; devraient exprimer le caractére « glandless-seed and glanded-

plant ».

Se basant sur ces résultats, Chen et al. (2014) interprétent le fait qu’aucune des treize lignées
monosomiques d’addition (LMA) de G. australe (génome G) dans G. hirsutum qu’ils ont
isolées ne manifestent le caractére « glandless-seed and glanded-plant » par le fait que la
variété de G. hirsutum utilisée pour créer les LMA étaient de génotype GL,GL,GL3GLg, alors
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que, selon les résultats obtenus par Zhu et al. (2001), seules les LMA de génotypes
G|bzGL2Gng|3g|3 ou G|bzglzg|zglgg|3 pourraient exprimer ce dernier.

Nos données recoupent les résultats obtenus par nos prédecesseurs. En effet, certaines des
générations que nous avons étudiées, par exemple, celles issues de I’autofécondation de la
BC2, ou du rétrocroisement avec la BC3S3 comme parent femelle, produisent des graines
complétement « glandless » et des graines avec une extrément faible densité en glandes. Par
contre, en backcross, lorsque le cotonnier cultivé est pris comme parent femelle, seule une
expression partielle de 1’inhibition de la synthése du gossypol est observée chez une trés

faible proportion de plantes.

Les générations de rétrocroisement avec la BC3S3 comme parent femelle ont enregistré les
pourcentages les plus élevés de graines a faible teneur en gossypol, méme si ’action des
genes glandulaires majeurs apportés par G. hirsutum est encore prononcée. Ceci nous amene a
dire que les facteurs répresseurs du caractere glandulaire se transmettent via I’ovule en méme
temps que le matériel génétique de G. sturtianum encore présent chez les descendants de
HRS. Ainsi, le taux le plus élevé de graines a faible teneur en gossypol a été observe chez les
graines BC3S4 et BC3S5. Cependant, c’est aussi au niveau de ces générations, que les taux
les plus importants de graines perdues, respectivement 42 et 48%, ont été observés. Ceci
conforte I’hypothése d’une liaison étroite entre les facteurs responsables de I’inhibition de la
synthese de gossypol dans les graines et un ou plusieurs facteurs de létalité énoncée par
Benbouza et al. (2009).

L’observation de graines trés mal formées avec de forte teneur en gossypol indiquerait qu’en
plus du ou des facteurs lié(s) a I’expression du caractere recherché, au moins un autre facteur
non lié au caractere « glandless-seed » amené par G. sturtianum jouerait un role dans ces mal-

formations et pertes de graines observées.

La réapparition de graines présentant une teneur en gossypol inférieure a 0,2 % au niveau de
la descendance autofécondée 3BC4S4 et de graines totalement « glandless » au niveau de la
descendance autofécondée YBC4S4 confirmerait ’effet additif des facteurs qui contrdlent
I’expression du caractére recherché : il est probable que lors de ces autofécondations, des
alléles de G. sturtianum impliqués dans le contrble du caractere recherché sont redevenus

homozygotes.
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6.5 Conclusion
Les résultats obtenus pour ’analyse de I’expression du caractére recherché au niveau des

graines produites dans notre matériel d’étude nous aménent aux conclusions suivantes :
(i) plusieurs génes de G. sturtianum sont impliqués dans le contrdle du caractere;
(ii) ces genes se transmettent mieux via I’ovule, que par le pollen ;

(iif)  les alléles impliqués dans le contréle du caractére semblent fonctionner selon des
modes a la fois additif et épistatique complexes ;

(iv) L’augmentation du fond génétique de G. hirsutum au niveau des générations les plus
avancées sélectionnées dans la descendance de I’hybride HRS se traduit par une

diminution de I’efficacité du caractére recherché ;

(v) II n’a pas été possible de produire un matériel qui exprime de maniére stable le
caractére « glandless-seed and glanded-plant », ce qui laisse supposer que les
genes liés a son expression sont associes a des facteurs de létalité qui empéchent

leur fixation a I’état homozygote ;

(vi)l’expression de I’inhibition de la formation de glandes chez une partie du matériel
dBC4S4 (6 % des amandes ont une teneur en gossypol inférieure a 0,5 %) pourrait
indiquer le passage chez ces plantes de génes qui agissent également sur le

caractére recherché ;

(vii)  les facteurs de létalité qui empéchent la fixation du caractere recherché peuvent
étre impliqués dans les problémes de viabilité des graines observés dans toutes les
générations analysées, mais ils ne sont pas nécessairement les seuls a ce niveau car
ce probléme touche également des graines dont les amandes présentent de fortes

teneurs en gossypol.
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7 EVALUATION AGRO-MORPHOLOGIQUE DE QUATRE GENERATIONS
ISSUES DE L’HYBRIDE TRISPECIFIQUE HRS

7.1 Introduction

L’objectif de ce chapitre est de réaliser une caractérisation agro-morphologique de plantes
appartenant a quatre générations différentes de la descendance de I’hybride HRS issues de
plusieurs rétrocroisements et autofécondations successives, afin d’évaluer la conformité de
celles-ci par rapport aux cotonniers cultivés de 1’espéce G. hirsutum. Les plantes étudiées sont
toutes issues d’une graine qui présentait au plus haut niveau le caractére d’inhibition de la
synthése du gossypol uniquement dans la graine. Le travail de caractérisation agro-
morphologique réalise sur la descendance de celles-ci doit donc permettre d’évaluer la nature
des caractéres sauvages encore associés au caractére recherché a ce stade du processus de
sélection. Il doit aussi permettre d’évaluer 1I’importance des efforts qu’il reste a réaliser pour

obtenir une variété agronomique de grandes cultures.
7.2 Matériel et méthodes
7.2.1 Caractéristiques du site d’expérimentation

Les observations ont été menées au Centre d’Application des Techniques d’Agriculture
(CATA) de I’Ecole Nationale Supérieure d’Agriculture (ENSA) dans la région de Thies au
Sénégal, dont les caractéristiques ont été décrites dans le chapitre 4.

7.2.2 Matériel végétal

Les graines étudiées ont été produites a Gembloux Agro-Bio Tech dans les conditions décrites
dans le chapitre 4 a I’exception du témoin STAM 42 qui est une variété cultivée au Sénégal.
Le nombre de graines et de plantes étudiées pour chacune des générations caractérisées sont

consignées dans le tableau 14.

- Les graines sélectionnées correspondent aux graines bien formées choisies pour
I’étude apres la scarification. Cette derniére permet d’éliminer les graines avortées et

mal formées.

- Les plantes analysées correspondent aux plantes qui ont survécu apres la levée et qui

ont permis d’effectuer les observations et mesures.
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- La teneur moyenne en gossypol des plantes analysées correspond a la moyenne de
la teneur en gossypol des graines qui ont donné les plantes analysées pour chaque
génération.

Tableau 14: Effectifs des graines sélectionnées, des plantes analysées et teneur en gossypol
des plantes analysées

Génération | Nombre de Nombre de Teneur en gossypol | Ecart | Année
graines plantes moyenne des graines | type
sélectionnées analysées sélectionnées (%)

BC2S6 61 39 0,39 0,17 2006

STAM F 10 10 Normal (> a 1) -

BC3S4 40 15 0,38 0,39

?BC4S3 69 16 0,73 0,39 2007

JBC4S3 40 24 11 0,29

STAM 42 12 10 Normal (> a 1) -

7.2.3 Conduite de I’étude
7.2.3.1 Germination et semis

La germination et le semis ont été préceédés par une étape de sélection des graines a étudier
(Chapitre 4). Pour se faire, apres scarification, la teneur en gossypol de chaque graine est
estimée selon la technique de quantification visuelle mise au point par Benbouza et al. (2002)

décrite dans le chapitre 4.

Les graines ainsi sélectionnées, sont ensuite pré-germées dans des boites de Pétri a la
température ambiante (environ 25°C) entre 24h et 48h. Les graines ayant germé sont d’abord
semées dans de petits pots, puis aprés trois semaines, c'est-a-dire au stade quatre feuilles, les

plantules sont rempotées dans des pots de dix litres (10L) pour le reste du cycle.
7.2.3.2 Pratiques culturales

Selon Benbouza et al. (2009), les descendants de 1’hybride HRS sont encore instables, les
pratiques culturales ont été trés rigoureuses, afin d’optimiser les chances d’obtention de
plantes viables qui produisent des graines fertiles. Ainsi, du terreau fertilisé et stérilisé dont

les propriétés physico-chimiques sont résumées dans le tableau 15 a été utilisé.

Au cours du rempotage dans les pots de 10L, les 2/3 du substrat sont constitués par du terreau
fertilisé et stérilisé et le 1/3 restant par du sable, pour améliorer les propriétés physiques du

substrat.
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Tableau 15: Propriétés physico chimiques du substrat de culture

Matiéres organiques 22%

Matieres seches 25% au minimum

Résistivité 600-1400hm.cm

PH (H,0) 4.2-4.6

(?apamte de rétention pour 750ml/L

I’eau

C:‘apaute de retention pour |, 0 )

Iair

N 30-240ml/L

P.O 25- 150ml/L dans I’acide citrique
25 a 2%

P,0Os 20-150ml/L soluble dans I’eau

K,O 50-300mg/L soluble dans I’cau

CaOo 30-50mg/L soluble dans I’eau

S,0 40-150mg/L soluble dans I’ecau

Cl 5-40mg/L soluble dans I’cau

Une fertilisation a été appliquée 3 a 6 semaines apres le semis pour compenser les
exportations minérales de la plante et éviter les carences qui pourraient affecter la croissance
et le développement des plantes au cours de cycle. Ainsi, I’engrais 14-23-14-5-1 & la dose de

29 par 10L d'eau, a été utilisé.

Les plantes ont été irriguées en fonction de la température ambiante et du stade phénologique.
Ainsi, le substrat de culture est maintenu a la capacité au champ pour palier a tout déficit

hydrique qui pourrait entraver la croissance et le développement des plantes.

Des traitements au fénitrothion et a I’imidachlopride a des doses respectives de 1ml/L d’eau et
1,4 ml/L d’eau ont été appliqués en alternance contre la mouche blanche, Bemisia tabaci

Genn a la fréquence d’une fois par semaine, a partir du stade de préfloraison.

L’Abamectin communément appelé «Vertimec» a la dose de 0,5ml/L a été utilisé contre la

mouche mineuse, Liriomyza trifolii Burgess en début de préfloraison et de capsulaison.

Afin de prévenir la chute des capsules chez les plantes testées, une solution d’hormones de
croissance composée d’acide gibbérellique (50mg/L) et d’acide [ naphtoxy-acetique
(100mg/L) mise au point par Altman (1988), a été systématiquement appliquée. A cet effet,

aprés fécondation, un tampon d'ouate de coton imbibé de la solution de régulateurs de
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croissance est enroule autour de l'ovaire. L'ensemble est alors recouvert d'un petit sachet en

plastique durant 48 heures.
7.2.3.3 Observations et mesures

Les observations et les mesures ont débuté juste aprés le semis. Elles ont porté sur la
morphologie des différents organes, la phénologie, la croissance et la production. Il s’agissait

essentiellement de déterminer et d’évaluer :

la durée des différentes phases phénologiques par l'observation des dates de levee, de
préfloraison, de floraison et de maturation. Ces phases sont considérées comme atteintes

lorsque plus de 50% des plantes d'une population sont a ce stade ;
- le port de la plante, la forme et la couleur des feuilles ;

- les parametres de croissance : hauteur, diamétre des tiges, nombre de branches

monopodiales, nombre de branches sympodiales, de boutons floraux et de fleurs ;
- les parameétres de production : nombre de capsules et de graines.

Les mesures ont éte effectuées tous les dix jours au cours du cycle cultural, elles ont permis

de suivre le rythme d’évolution des différents parametres pour chaque génération.
7.2.4 Analyse des données

Les données ont fait I’objet d’une analyse de variance réalisée avec le logiciel MNITAB
(version 17). Avec le logiciel XLSTAT (version 6.1.9), nous avons mis en évidence les
liaisons entre variables par le calcul des corrélations totales. Puis, une analyse en composantes
principales (ACP) a été effectuée sur I’ensemble des données pour identifier les parameétres
qui permettent davantage une caractérisation agro-morphologique. De plus une classification
ascendante hiérarchique (CAH) a été faite avec troncature de 1’arbre hiérarchique a 0,20 de
dissimilarité. Les contributions relatives des axes obtenus par combinaison des variables
explicatives ont servi a choisir les axes a retenir. Ainsi, des groupes de génotypes semblables
du point de vue agro-morphologique ont été constitués grace a la troncature de I’arbre

hiérarchique en maximisant la variance interclasse.
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7.3 Résultats
7.3.1 Phénologie
7.3.1.1 Germination, levée et survie des plantes

La germination est observée en moyenne a partir du 2ieme jour apres incubation en boite de
Pétri chez toutes les générations testées. Elle est supérieure a 50% pour I’ensemble des
générations avec un taux minimal de 57% et un taux maximal de 100%. Cependant, les taux
de levée et de plantes ayant survécu apres la levée sont plus faibles. Ils varient respectivement

de 29% a 90% pour la levée et de 26% a 90%pour la survie.

La figure 8 donne une appréciation des parameétres de germination, levée et nombre de plantes
survivantes. Elle montre que les meilleurs taux ont été observés chez les cotonniers cultivés
var STAM F et var STAM 42, qui ont un pourcentage de gossypol normal (>1). Ils sont
ensuite suivis par la génération BC2S6 qui a une teneur en gossypol moyenne de 0,39%. Puis,
viennent les plantes des générations SBC4S3 et QBC4S3 qui sont issues de graines
présentant respectivement une teneur en gossypol de 1,1% et 0,73%. Les graines de la
descendance BC3S4 avec la teneur en gossypol moyenne la plus faible (0,38%), ont montré

les taux les plus faibles pour tous les parameétres observés.
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Figure 8: Pourcentage de germination de levée et de survie des descendances HRS testées
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7.3.1.2 Croissance et développement des plantes

De grandes différences existent au sein et entre les populations de plantes analysées en ce qui
concerne leur croissance et leur développement (Figure 9 et 10). Ces différences se
répercutent sur 1’estimation des nombres de jours avant I’atteinte d’un stade phénologique
donné dans une population. Ce nombre correspond en effet au temps nécessaire pour que la
moitié des plantes d’une population atteigne un stade phénologique donné. La figure 11

illustre le temps d’atteinte des différentes phénophases en fonction des jours aprés semis de

toutes les générations caractérisées.

Figure 9: Aspect de 3 plantes BC3S3 65 Figure 10: Aspect de 4 plantes 3BC4S3 a
jours apres germination 50 jours aprés germination
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Figure 11: Evolution des différents stades phénologiques des générations étudiées en
fonction des jours aprés semis
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En 2006, le cotonnier cultivé var STAM F atteint beaucoup plus vite tous les stades
phénologiques jusqu’a la phase de floraison. Cependant, les plantes BC2S6 atteignent la fin

du cycle cultural en premier (Figure 11).

Quand aux plantes des générations BC3S4, dBC4S3 et QBC4S3 testées en 2007, elles
semblent plus précoces que celles de la génération BC2S6. Les plantes de la variété STAM 42
et de la génération GBC4S3 se développent quasiment au méme rythme et un peu plus
rapidement que celles des autres générations testées en 2007, ces derniéres atteignant le méme
stade de développement phénologique presque au méme moment. Cependant, la grande
différence d’évolution des deux variétés du cotonnier cultivé STAM F et STAM 42, testées
sur deux annees différentes pourrait indiquer une variation des conditions de croissance entre
les années 2006 et 2007.

Ces résultats nous amene a dire que les génotypes qui ont les teneurs en gossypol les plus

élevées, atteignent en moyenne plus rapidement les différents stades de développement.
7.3.2 La morphologie

L’étude de la morphologie des plantes testées se fait a deux niveaux ; une évaluation des
caractéres morphologiques qualitatifs, qui renseignent sur les formes, le port, les couleurs et
une évaluation des caractéres morphologiques quantitatifs qui renseignent sur la croissance

des plantes.
7.3.2.1 Les caractéres morphologiques qualitatifs

Au stade juvénile, toutes les plantules sont quasi identiques, les observations phénotypiques
n’ont montré aucune différence morphologique marquante entre les plantules du cotonnier
cultivé et les plantules issues de I’hybride HRS. Par contre, au stade adulte, des différences

morphologiques marquées sont observées entre celles-ci.

L’observation phénotypique a montré un port érigé pour toutes les plantes, ce qui rappelle le
port de G. hirsutum. Cependant, les plantes hybrides HRS, portent un nombre trés important
de branches végétatives. De plus, cet important développement de branches vegétatives
s’accompagne d’une forte densité du feuillage, dont I’ensemble donne parfois un aspect
buissonnant aux plantes hybrides. Chez tous les hybrides, I’important développement des

branches végétatives s’accompagne d’une forte densité du feuillage.

Les feuilles des plantes HRS sont comparables a celles du cotonnier cultivé ; elles sont de

couleur vert-clair a vert-foncé avec des formes différentes selon le stade phénologique. Elles
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sont entieres au stade juvénile, mais deviennent lobées au stade adulte avec un nombre variant
entre trois et cing lobes. Elles sont cependant légérement gaufrees comparées aux feuilles du

cotonnier cultivé.

Les fleurs des plantes HRS présentent aussi un aspect similaire a celles du cotonnier cultivé.
Elles sont de couleur jaune péale et virent au rouge vineux 24 heures aprés leurs
épanouissements. Puis, elles se fanent et la corolle tombe signe de la fécondation, libérant un
jeune fruit a 1’abri des bractées. Par contre, elles sont toujours de plus petite taille et ne
s’épanouissent pas systématiquement comparées a celle du cotonnier cultivé. Une autre
particularité des fleurs chez les plantes HRS, c’est une position du stigmate largement au
dessus de la corolle. Cette caractéristique pourrait favoriser une augmentation du taux
d’allogamie. De plus, de visu, les fleurs des plantes issues de I’hybride HRS produisent trés

peu ou pas de pollen.

Les capsules produites par les plantes issues de I’hybride HRS sont globulaires comme celles
produites par les plantes témoins du cotonnier cultivé. Elles sont cependant de plus petite
taille. De plus, le coton-graine produit par ces capsules laisse apparaitre une boule de fibre
généralement compacte, qui a moins tendance a s’épanouir en dehors des carpelles que le

coton-graine contenu dans les capsules des plantes des variétés témoins.

Méme si les plantes hybrides semblent morphologiquement s’approcher du cotonnier cultivé,

les différences observées démontre I’existence d’un déséquilibre génétique encore important.
7.3.2.2 Les caractéres morphologiques quantitatifs

Le suivi des caractéres quantitatifs permet d’évaluer le rythme de la croissance des plantes en
fonction des jours aprés semis (JAS). Les figures 12 a 23 mettent en évidence une méme
tendance d’évolution des plantes HRS par rapport aux plantes témoins (cotonnier cultivé)
pour chaque parametre étudié. Il ressort globalement que les plantes BC2S6 et BC4S3
évoluent plus vite que les plantes des variétés témoins STAM F et STAM 42. Par contre, les
plantes $YBC4S3 et la BC3S3, évoluent généralement moins vite que celles de la variété
STAM 42. Le test de Newman et Keuls au seuil de 5% montre que les différences observées

entre les générations sont significatives.
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Evolution de la croissance des génotypes testés en 2006
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Evolution de la croissance des génotypes testés en 2007
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7.3.3 Evaluation de la production des plantes HRS testées

L’analyse du niveau de production des plantes HRS se fait & deux niveaux : la proportion de
plantes stériles et les nombres de capsules et de graines produites par plante (Tableau 16). Les
comptages reéalisés pour ces parametres ont été répartis en trois groupes correspondant a des
intervalles de teneur en gossypol des graines dans le but de déterminer s’il existe un lien entre
cette teneur et la fertilité des plantes. Les intervalles de teneur en gossypol des graines

considérés sont les suivants :
- C1=[0,001-0,2%] = correspond au plantes qui ont des teneurs faibles en gossypol
- C2 =[0,21-0,50%] = correspond au plantes qui ont des teneurs moyennes en gossypol
- C3=1[0,51-1,50%] = correspond au plantes qui ont des teneurs élevées en gossypol

Il est important de rappeler que toutes les capsules des plantes HRS ont recu un traitement
d’hormones de croissance pour optimiser leur production, ce qui peut biaiser les résultats.
Mais, malgré cela, les données obtenues montrent que la production du cotonnier cultivée var
STAM 42 cultivée au Sénégal en 2007, dépasse largement celle des plantes HRS. Par contre
les résultats de la variété cultivée STAM F dont les graines avaient été produites a Gembloux
sont anormalement basses. Cependant, comme les plantes de la génération BC2S6 testées en
méme temps que la STAM F en 2006 semblent suivre la méme tendance, on suppose que ces
résultats sont dus a une variabilité des conditions climatiques entre 2006 et 2007 ou a un

manque d’adaptation des plantes de cette variété aux conditions de culture.
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Tableau 16: Evaluation de la fertilité des plantes analysées par génération et en fonction de la
teneur en gossypol

Teneur en Nbre Nbre Nbre Total Total Nbr moy | Nbr moy | Nbr moy
gossypol* plantes plantes Plantes capsules | graines | capsule/ | graines/ | graines/
(%) stériles (%) | récoltées | récoltées | récoltées | plante plante | capsule
(%) récoltée | récoltée
BC2S6
0,001-0,2% 6 (15) 1(17) 5 (83) 38 330 7,6 66 8,7
0,21-0,50% 22 (56) 0 22 (100) 203 1826 9,2 83 9
0,51-1,50% 11 (28) 0 11 (100) 62 423 5,6 38,5 6,8
Total / Moy 39 1(3) 38 (97) 303 2579 8 67,9 8,5
BC3s4
0,001-0,2% 6 (43) 2 (33) 4 (67) 73 607 18,3 151,8 8,3
0,21-0,50% 5 (36) 1(20) 4 (80) 112 731 28 182,8 6,5
0,51-1,50% 3(21) 0 3 (100) 27 293 9 97,7 10,9
Total / Moy 14 3(21) 11 (79) 212 1631 19,3 148,3 7,7
QBC4S3
0,001-0,2% 3(13) 1(33) 2 (67) 20 164 10 82 8,2
0,21-0,50% 5(21) 0 5 (100) 127 730 25,4 146 5,7
0,51-1,50% 16 (67) 1(6) 15 (94) 310 2493 20,7 166,2 8
Total / Moy 24.0 2 (8) 22 (92) 457 3387 20,8 154 7,4
4BC4S3
0,21-0,50% 1(6) 1 (100) 53 345 53 345 6,5
0,51-1,50% 15 (94) 15 (100) 400 4996 26,7 333,1 12,5
Total / Moy 16.0 0 16 (100) 453 5341 28,3 333,8 11,8
STAM 42
Normal | 10 | 0 | 10 (100) | 215 | 4636 | 21,5 | 463,6 | 21,6
STAM F
Normal | 9 | 0 | 9(100) | 81 | 948 | 9 | 105,3 | 11,7

7.3.3.1 La productivite des différentes générations

Une analyse de la variance nous a permis d’observer des différences tres hautement

significatives entre les générations pour tous les parameétres étudiés.

La production de capsules est trés hétérogeéne, les résultats montrent qu’a 1’exception des
données concernant les plantes BC3S4 et STAM F qui ne sont pas significativement
differentes, chaque génération produit un nombre de capsules par plante récoltée qui est
selon D’ordre décroissant, les plantes

significativement différent de 1’autre. Ainsi

3'BC4S3(28,3) produisent le plus de capsules, elles sont suivies par celle de la variété STAM
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42 (21,5), puis par les plantes $BC4S3 (20,8), ensuite viennent les plantes BC3S4 (19,3) et
celles de la variété STAM F (9) et enfin nous avons les plantes BC2S6 (8) qui produisent le
nombre de capsules le plus faible (Tableau 16).

Néanmoins, malgré les nombres importants de capsules produites par certaines générations,
les résultats montrent uniquement, deux (2) groupes significativement différents pour la
production de graines par plante récoltée (Tableau 16). Le premier groupe est composé des
plantes IBC4S3 (333,8 graines/plante) et de la variété STAM 42 (463,6 graines/plante) avec
le plus grand nombre de graines produit par plante, et le second regroupe, rassemble, les
plantes de toutes les autres générations étudiées. Cela prouve que la production de graines par
capsule chez les descendants de I’hybride HRS comparés ici n’a pas suivi la méme logique
que la production de capsules. On en déduit que le taux de remplissage en coton graines, des
capsules obtenues avec I’hormone de croissance chez ces descendances de HRS est trés
faible.

Ainsi, de maniere croissante, on observe une production moyenne de graines par capsules
chez les plantes HRS de 7,4 chez $BC4S3, 7,7 chez la BC3S4, 8,5 chez BC2S6 et 11,8 chez
dBC4S3 (Tableau 16). A cOté, les deux variétés de cotonnier cultivé, utilisées comme
témoins, ont produit en moyenne respectivement : 21,6 graines par capsule pour la STAM 42
et la moitié (11,7 graines par capsule) pour la STAM F. Malgré une production plus
importante ou quasi identique en capsules des plantes HRS étudiées, le cotonnier cultivé

STAM 42 a produit beaucoup plus de graines par plante.

Une analyse de la production en fonction de la teneur en gossypol des plantes mere montre
que la production des plantes ayant une faible teneur en gossypol (C1) est moins importante
que celle des plantes a forte teneur en gossypol (C3), a I’exception de la génération BC3S4.
Cette derniére, dont les plantes fertiles a forte teneur en gossypol ont donné moins de capsules
et de graines que les plantes a faible teneur en gossypol (Tableau 16), montre que le caractére
recherché peut étre lié aux facteurs qui affectent la productivité, mais que cette liaison est

complexe.

En conclusion, ces résultats indiquent que :
- les plantes dBC4S3 et le cotonnier cultivé var STAM 42 avec des teneurs en gossypol
élevés, présentent des niveaux de production de capsules et de graines par plante qui

sont comparables;
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le taux de remplissage des capsules est faible pour les plantes des génerations BC354,
BC2S6 et la $BC4S3 qui conservent sans doute encore de nombreux genes de

I’espéce G. sturtianum ;

les facteurs qui affectent la productivité sont probablement liés au caractere recherche,

mais une analyse plus poussée est nécessaire pour confirmer ce résultat.

7.3.3.2 La productivité intra-génération

A T’intérieur des générations, 1’analyse de la variance a permis de voir que chez :

> la_BC2S6, les trois classes de pourcentage en gossypol sont significativement

différentes. Ainsi, les plantes de la classe 2 ont produit plus de capsules et de graines

par plante suivies de celles de la C1 puis de laC3 ;

la BC3S4 et la_9BC4S3, il n’existe pas de différence entre les moyennes des

parameétres comparés pour les plantes appartenant aux trois classes de pourcentage en
gossypol; quel que soit leurs teneurs en gossypol, les plantes produisent les mémes

quantités de capsules et de graines ;

> la_dBC4S3, qui ne comporte pas de plantes a faible teneur en gossypol (C1), une

différence significative existe entre les moyennes mesurées chez les plantes de la

classe 2 (qui ont produit plus de capsules et de graines) et celle de la classe 3.

En conclusion, ces résultats permettent de dire que pour la production :

les plantes hybrides ont des comportements différents quelle que soit la teneur en
gossypol ;
les plantes BC3S4 et YBC4S3 avec les teneurs en gossypol les plus faibles semblent

étre plus déséquilibrées et ont une production homogéne quelle que soit la teneur en

gossypol des plantes ;

les plantes qui ont des teneurs en gossypol moyennes (C2) ont une production plus

importante en capsules et en graines.

7.3.3.3 La stérilité

Toutes les générations HRS étudiées présentent des individus qui sont stériles, excepté la

JBC4S3 qui est comparable aux variétés de cotonniers cultivés testés avec 100% de plantes

fertiles (Tableau 10). Selon les générations, le taux de stérilité observé est variable ; le plus

élevé (21%) a été observé chez les descendances BC3S4 et le plus faible (3%) a été observé
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chez les plantes de la BC2S6. En ce qui concerne la descendance $BC4S3, un taux de stérilité

de 8% a été observeé.

L’analyse de la stérilité en fonction des classes de teneur en gossypol montre que les plantes
qui ont des faibles teneurs en gossypol (C1), présentent les taux de stérilité les plus importants
(entre 17% et 33%) (Tableau 10).

Néanmoins, chez les plantes a forte teneur en gossypol, c’est uniquement dans la génération
©BC4S3 qu’on a observé des individus stériles (6%). Ce constat confirme encore la présence

de facteurs d’instabilités non liés au caractére « glandless-seed and glanded-plant ».
7.3.4 Associations des parametres

Le calcul des coefficients de corrélation entre les paramétres mesurés a permis d’établir une

matrice de corrélation (Tableau 18) qui révele que :

- les taux de germination, de levée et de plantes survivantes sont fortement liés ; une

augmentation de [’un s’accompagne forcément d’une augmentation des autres;

- le durée nécessaire pour atteindre le stade levée présente une corrélation positive
significative avec la durée nécessaire pour atteindre le stade plantule, par contre plus
tot le stade levée est atteint, moins le diamétre au collet est important ;

- Les temps nécessaires pour atteindre les stades préfloraison et floraison présentent une
corrélation positive significative entre eux et avec le nombre de fleurs. Par contre, plus
vite les plantes atteignent ces phénophases, moins elles produisent de boutons floraux
et de capsules ;

- Le temps nécessaire pour atteindre le stade de maturation présente une corrélation
négative significative avec les nombres moyens par plante de branches sympodiales,
de boutons floraux, de capsules et de graines. Plus la maturation est precoce, moins les

nombres moyens observés pour ces variables sont élevés;

- L’augmentation de la hauteur des plantes est positivement, fortement liée a celui du

diametre et a I’augmentation de la production de fleurs ;

- L’augmentation du nombre de branches monopodiales est positivement liée a celui des

branches sympodiales, ainsi qu’a celui du nombre de boutons floraux et de capsules ;

- L’augmentation du nombre de bouton floraux est de maniére significative

négativement corrélée au nombre de fleurs : plus il y a de bouton moins il y a de
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fleurs ; ce qui pourrait signifier qu’il existe un avortement précoce des organes floraux

chez les plantes les plus désequilibrées qui se traduit par la production continue de

nouveaux boutons floraux car peu des fleurs et donc de capsules sont produites par

plante.

- Lateneur en gossypol n’est corrélée significativement a aucune variable ; cependant, a

titre indicatif la matrice de corrélation donne une idée des tendances qui existent pour

les relations entre la teneur en gossypol et les parameétres agro-morphologiques étudiés

(Tableau 17). Ces corrélations mettent en évidence, que plus la teneur en gossypol est

élevée, plus les plantes HRS semblent équilibreées.

Tableau 17: Tendance observées pour les relations non significatives entre la teneur en
gossypol et les paramétres agro morphologiques étudiés

Teneur en gossypol

Corrélation positive

Corrélation négative

Plus la teneur en gossypol est
élevée, plus est important :

> le taux de
germination, de
levée et de plantes
survivantes ;

» la production des
plantes ;

> la croissance des
plantes.

Plus la teneur en gossypol est
élevée, plus:

» le nombre de
fleurs produit
diminue.

> Les phases

phénologiques
sont longues.
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Tableau 18: Matrice de corrélation

TG 1

TL 0,913 1

TPS 0,924 0,994 1

SL -0,712 -0,792 -0,761 1

SP -0,646 -0,801 -0,761 0,979 1

SPF 0,476 0,245 0,237 -0,341 -0,189 1

SF 0,552 0,308 0,296 -0,374 -0,224 0,990 1

SM 0,134 -0,006 -0,004 0,095 0,190 0,818 0,766 1

H 0,701 0,580 0606 -0,728 -0,594 0,723 0,706 0,384 1

0] 0,642 0575 0578 -0,886 -0,790 0,422 0,439 -0,097 0,851 1

NBM -0,224 0,114 -0,155 -0,348 -0,397 -0,439 -0,417 -0,768 -0,130 0,384 1

NBS -0,335 -0,150 -0,165 -0,138 -0,234 -0,762 -0,749 -0,926 -0,336 0,153 0,904 1

NBF -0,646 -0,455 -0473 0,283 0,155 -0,897 -0,895 -0,832 -0,708 -0,300 0,719 0,894 1

NF 0,464 0370 0376 -0,506 -0,386 0,879 0,826 0,752 0,869 0,553 -0,380 -0,617 -0,833 1

NC -0,412 -0,184 -0,188 0,003 -0,116 -0,881 -0,881 -0,917 -0,444 -0,015 0,777 0,970 0,930 -0,690 1

NG 0,168 0,326 0,339 -0,200 -0,301 -0,762 -0,692 -0,915 -0,256 0,124 0,514 0,736 0,611 -0,659 0,767 1

%G 0,444 0,01 0,208 -0,347 -0,160 0,784 0,811 0,356 0,661 0,618 -0,006 -0,351 -0573 0,564 -0,543 -0417 1
TG TL TPS SL SP SPF SF SM H %) NBM NBS NBF NF NC NG %G

Les valeurs en gras sont significativement différentes de 0 a un niveau de signification alpha=0,05

TG=Taux de germination ; TL=Taux de levée ; TPS= Taux de plantes survivantes ; SL= Stade levée ; SP= Stade plantule ; SPF= Stade pré
floraison ; SF= Stade floraison ; SM= Stade maturation ; H= Hauteur ; @ ; NBM= Nombre de branches monopodiales ; NBS= Nombre de
branches sympodiales ; NBF= Nombre de boutons floraux ; NF= Nombre de fleurs ; NC= Nombre de capsules ; NG= Nombre de graines ;

%G=Teneur en gossypol
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7.3.5 Stratification de la variabilité des générations testées (ACP)

Une partie de la variabilité des générations étudiées a été décrite ici, grace a I’analyse en
composantes principales (ACP). Les deux premicres composantes de 1’ACP expliquant
84,49% de I’information ont été retenues (Figure 24). Le tableau 19 représente, le cosinus
carrés des variables qui permet d’évaluer la précision du positionnement des parameétres

étudiés sur les 5 premiers axes factoriels. Un paramétre est bien représenté, si son cosinus

carré qui doit tendre vers 1, est > 0,5.

La premiere composante explique 49,65% de I’information (Figure 24). Elle est liée aux
variables taux de germination, durées pour atteindre les stades de préfloraison, de floraison et
de maturation, nombre de branches sympodiales par plante, nombre de boutons floraux, de
fleurs et de capsules par plante (Tableau 19). L’axe deux qui explique 34,85% de
I’information est plus lié aux variables : taux de levée, taux de plantes survivantes, durées
pour atteindre les stades levée et plantule, mais aussi au diamétre, au nombre de branches

monopodiales, au nombre de graines et enfin a la teneur en gossypol des plantes.

Biplot (axes FletF2:84,49 %)
15

=
o

(6}

F2 (34,85 %)

F1 (49,65 %)

Figure 24: Représentation des variables et des génotypes selon les axes 1 et 2

TG=Taux de germination; TL=Taux de levée ; TPS= Taux de plantes survivantes; SL=
Nombre de jours jusqu’au Stade levée ; SP= Nombre de jours jusqu’au Stade plantule ; SPF=
Nombre de jours jusqu’au Stade pré floraison; SF= Nombre de jours jusqu’au Stade
floraison ; SM= Nombre de jours jusqu’au Stade maturation ; H= Hauteur (cm) ; @; NBM=
Nombre de branches monopodiales ; NBS= Nombre de branches sympodiales; NBF=
Nombre de boutons floraux ; NF= Nombre de fleurs; NC= Nombre de capsules; NG=
Nombre de graines ; %G=Teneur en gossypol
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Tableau 19: Cosinus carrés des variables

F1 F2 F3 F4 F5
TG 0,459 0,344 0,100 0,097 0,001
TL 0,257 0,568 0,169 0,000 0,006
TPS 0,263 0,546 0,190 0,000 0,001
SL 0,204 0,725 0,047 0,008 0,015
SP 0,104 0,803 0,018 0,040 0,035
SPF 0,884 0,030 0,069 0,004 0,012
SF 0,878 0,015 0,045 0,025 0,036
SM 0,622 0,309 0,000 0,068 0,000
H 0,647 0,169 0,074 0,002 0,108
) 0,212 0,522 0,209 0,033 0,024
NBM 0,316 0,286 0,354 0,006 0,037
NBS 0,639 0,263 0,097 0,000 0,001
NBF 0,953 0,018 0,024 0,003 0,003
NF 0,822 0,002 0,075 0,069 0,033
MC 0,765 0,189 0,021 0,006 0,019
MG 0,364 0,458 0,104 0,067 0,007
%G 0,051 0,678 0,073 0,198 0,000

TG=Taux de germination ; TL=Taux de levée; TPS= Taux de plantes survivantes; SL=
Nombre de jours jusqu’au Stade levée;SP= Nombre de jours jusqu’au Stade plantule; SPF=
Nombre de jours jusqu’au Stade pré floraison; SF= Nombre de jours jusqu’au Stade floraison;
SM= Nombre de jours jusqu’au Stade maturation; H= Hauteur ; @; NBM= Nombre de
branches monopodiales ; NBS= Nombre de branches sympodiales; NBF= Nombre de boutons
floraux; NF= Nombre de fleurs; NC= Nombre de capsules; NG= Nombre de graines;
%G=Teneur en gossypol

7.3.6 Laclassification ascendante

La classification ascendante suivie de la troncature de I’arbre hiérarchique a 0,20 de
dissimilarité, vient compléter, la variabilité des générations étudiées. Elle a permis la
constitution de 3 groupes (Figure 25). Le premier est constitué du cotonnier cultivé var STAM
42 et la $BC4S3, le second regroupe la BC3S4 et la QBC4S3 et le troisiéme groupe est
constitué de la BC2S6 et du cotonnier cultivé var STAM F.

Les caractéristiques agro-morphologiques de la génération 3BC4S3 sont comparables a celles
de la variété cultivée STAM 42, alors que les générations BC3S4 et YBC4S3 se retrouvent
dans le méme groupe, parce qu’elles sont comparables, mais elles ont des caractéristiques

differentes de celles des variétés cultivees analysées et de la BC2S6.
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Figure 25: Classification hiérarchique ascendante des différentes générations

7.4 Discussion
7.4.1 Caractérisation agro morphologique des hybrides HRS

La comparaison entre les différentes générations de HRS testées avec le cotonnier cultivé a
révélé des différences de comportement a un stade précoce, dés la germination. En effet, des
taux de germination et de survie plus élevés ont été constatés chez le cotonnier cultivé var
STAM 42 par rapport aux hybrides HRS testés. A cela s’ajoute d’importantes différences au
niveau des rythmes de croissance, mais plus encore au niveau de la fertilité des plantes. Ces
différences chez les hybrides HRS se constatent depuis le matériel végétal de départ qui
produisait une grande proportion de graines vides et mal-formées (entre 8 et 48%) pour toutes
les générations étudiées. Mais aussi les différences se constatent sur les graines survivantes,
qui ont dans I’ensemble, une capacité germinative qui varie, avec un minimum de 57% chez
la BC3S4 et un maximum de 72% chez la dBC4S3, comparées aux variétés de cotonnier
cultivé qui sont a 100% de germination. Des observations similaires ont déja été faites par
Benbouza (2004), qui a révélé que la majorité des graines qui exprimaient totalement ou
partiellement le caractere «glandless » étaient chétives et/ou mal formées avec des
proportions dépassant parfois 50% de germination. De plus, chez les plantes HRS, les graines

qui ont leve ont donné naissance a des plantes genéralement chétives et mal formées.
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Le taux de survie apres la levée, qui varie de 26 a 64% selon les génotypes, est de 100% pour
le cotonnier cultivé dans les mémes conditions. Ces résultats montrent que la mortalité des

plantes hybrides est liée & des facteurs qui leurs sont intrinseques.

Jusqu’a la floraison, aucune différence significative concernant 1’atteinte des différentes
phases phénologiques de toutes les plantes testées n’est constatée. A partir de la floraison, les
plantes HRS évoluent moins vite que le cotonnier cultivé, ce qui allonge le cycle cultural chez
celles-ci, comparé au cotonnier cultivé. En outre, une grande variabilité d’évolution est
observée durant les différentes phénophases, certaines plantes HRS se développent plus
rapidement que d’autres. Cependant, le cycle de I’ensemble des plantes testées (hybrides et

témoins) est précoce par rapport a ce qui est mentionné dans la littérature (Parry, 1982).

Toutes les fleurs des plantes HRS ont la particularité d’avoir leurs stigmates situés largement
au-dessus des antheres. Le cotonnier étant une plante autogame avec 30% d’allogamie, cette
anomalie est susceptible d’augmenter le taux d’allogamie. Cependant, le suivi de la
production a travers le rendement en capsules et en coton-graine montre que la majorité des
plantes hybrides sont fertiles, méme si le nombre de graines qu’elles produisent est encore
loin de celui du cotonnier cultivé var STAM 42. Par ailleurs, exceptionnellement, les plantes
HRS ont produit beaucoup de capsules (Tableau 16), ceci est probablement dd a I’hormone
de croissance utilisée pour empécher la chute des capsules. Cependant, 1’instabilité des
plantes a fait que le taux de remplissage en graines de ces capsules est trés faible comparé au
cotonnier cultivé. On observe également un taux de shedding (chutte) trés important des
boutons floraux, ce qui peut s’interpréter comme un signe de déséquilibre génétique au niveau
des méioses qui se produisent a ce stade de développement des organes génératifs. D’apres la
littérature, une capsule peut produire entre 20 et 60 graines et une plante peut donner jusqu’a
50 capsules en moyenne par cycle (Parry, 1982). Méme les cotonniers cultivés utilisés comme
témoins dans notre étude n’ont pas atteint ces performances. Ces résultats peuvent s’expliquer
par le fait que les plantes étudiées ont évolué dans des pots qui constituent une contrainte pour
le développement racinaire des cotonniers. En effet, la partie souterraine du cotonnier se
caractérise par un systeme racinaire de type pivotant formé d'une racine principale ou pivot
d'ou partent des ramifications latérales se terminant par une zone pilifere (Parry, 1982). Dans
des conditions de température et d'humidité favorables, les racines se développent trés
rapidement autour du pivot, qui peut aller jusqu’a trois metres de profondeur (Parry, 1982).

Cette croissance racinaire est aussi liée a la nature du sol (Parry, 1982; Caillot et al. 1982).
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D’apres Carmi et Shalhevet (1982), c’est la colonisation du sol par les racines qui détermine
la productivité du cotonnier. En effet, des racines latérales et superficielles se développent, si
la croissance de la racine principale est arrétée par un obstacle (comme dans un seau), ce qui

rend le cotonnier sensible aux variations d’humidité, (Benedict, 1984).

En ce qui concerne la teneur en gossypol des plantes constitutives des générations qui ont
servi a réaliser cette étude, la IBC4S3 et les deux (2) variétés de cotonnier cultivées ont les
teneurs en gossypol les plus élevées (> 1 %), suivies par celles de la YBC4S3 et enfin celles
de la BC3S4 et de la BC2S6 qui ont les teneurs en gossypol les plus faibles. Force est de
constater que la classification ascendante hiérarchique des différentes géenérations en fonction
de tous les parameétres étudiés, suit pratiquement 1’ordre préétabli par les teneurs moyens en
gossypol des générations étudiées. C’est-a-dire que les différentes générations de HRS

semblent se regrouper en fonction de la teneur en gossypol.

Les générations a forte teneur en gossypol (IBC4S3, STAM 42) ont le taux de plantes
survivantes le plus élevé (58%) (Figure 8) et une plus grande fertilité. A 1’opposé, les
générations BC3S4 et YBC4S3 qui expriment le caractere ont les taux de plantes survivantes
les plus faibles avec respectivement 26 et 35% (Figure 8), et sont moins fertiles. Enfin, les
plantes de la génération BC2S6 ont un taux de 64% de plantes survivantes, sont moins fertiles
et expriment le caractére plus que les BC3S4 et YBC4S3.

7.4.2 L’instabilité observée chez HRS et sa relation avec la teneur en gossypol des

plantes

L’instabilité observée est commune a toutes les générations hybrides testées. Le constat se fait

essentiellement :

a la germination : la graine peut ne pas germer, méme si elle semble bien formée ;
- au semis : la graine peut germer mais meurt apres le semis (fonte de semis) ;
- alalevée : la jeune plantule peut présenter des nécroses et mourir ;

- a la reproduction: la plante peut étre stérile malgré une bonne évolution
morphologique. De plus, les plantes issues de graines a faible teneur en gossypol ont
tendance a étre moins fertiles que celles provenant de graines a teneur en gossypol

moyenne ou élevée.

- a la récolte : le constat se fait lors de la scarification des graines récoltées avec

I’observation de graines vides et de graines trés mal formées.
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La germination et la levée sont les moments les plus sensibles, donc ceux ou les pertes sont
plus importantes. La proportion de plantes stériles, parmi celles qui ont été obtenues est plus
faible que celle des graines qui ne donnent pas de plantes adultes, mais elle est plus élevee
chez les plantes issues de graines présentant une plus faible teneur en gossypol. Ces
symptdmes ont été signalés lors de la mise en culture in vitro de la descendance BC2S3 de
I’hybride HRS par Benbouza (2004). Si le méme constat est fait au niveau de générations plus
avancées en BC2S6 et en BC4S3, cela veut dire que cette caractéristique est sélectionnée en
méme temps que le caractére « glandless-seed ». Selon Harushima et al. (1996), les génes de
stérilité chez les hybrides sont la cause de 1’avortement des gameétes et des zygotes, ce qui est

en accord avec nos résultats.

D’aprés Benbouza et al. (2009), toute cette instabilité serait causée par un ou des fragments de
chromosomes de G. sturtianum, qui seraient étroitement liés aux genes contribuant a la
diminution de la teneur en gossypol chez les hybrides HRS. Un tel phénoméne est observé
dans les descendances de tous les hybrides interspécifiques. Le nombre de générations de
rétrocroisement nécessaire pour retourner vers des formes morphologiquement équilibrées est
plus ou moins important en fonction de la distance génétique qui sépare les parents de
I’hybride interspécifique et des linkats qui existent entre les caracteéres d’intérét faisant I’objet
du programme de sélection et des caracteres rédhibitoires apportés par le parent sauvage. De
maniére générale, nos résultats confortent I’hypothése de Benbouza, parce que c¢’est au niveau

des graines a faible teneur en gossypol, que les pertes les plus importantes sont observées.

Cependant, I’analyse de la production de graines en fonction de la teneur en gossypol des
plantes, montre des plantes de la génération BC3S4 issues de graines a faible teneur en
gossypol qui sont plus fertiles que les plantes issues de graines a forte teneur en gossypol. Ce
constat séme le doute sur I’étroite liaison qui existerait entre le caractere recherché et les
facteurs qui affectent la productivité. En outre, un contre-exemple est fourni par des plantes
stériles, issues de graines a forte teneur en gossypol. Cette observation conforte 1’hypothése
formulée au niveau du chapitre 6, aprés observation de graines a forte teneur en gossypol mal
formées. Ainsi, I’'instabilité chez les plantes HRS étudiées, n’est pas forcément liée a
I’expression du caractére recherché. Ce constat est consolidé par les résultats des calculs de
corrélation (Tableau 17 et 18) qui ne montrent pas de liaisons significatives entre la teneur en

gossypol et les différents parametres agro-morphologiques.
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Les résultats obtenus peuvent également indiquer une transmission préférentielle de plusieurs
facteurs d’instabilité chez les plantes HRS indépendamment des facteurs de réduction de la

teneur en gossypol.

Pour comprendre ces phénomeénes, il est nécessaire de revenir sur les espéces qui ont
contribué a la création de I’hybride HRS. En effet, le cotonnier cultivé appartient au génome
AD alors que I’espéce donneuse du caractére appartient au génome C du pool génétique
tertiaire du cotonnier. Ce dernier, se trouve étre le pool le plus difficile a exploiter pour
introgresser des caractéres chez ’espéce cultivée. Le pool tertiaire regroupe les espéces de
cotonniers dont les chromosomes présentent 1’homéologie la plus faible envers ceux des deux
sous-génomes constitutifs de 1’espéce cultivée (Stewart 1995) et donc le taux de
recombinaison le plus bas avec ceux-ci. Dans ce contexte, certains genes, chromosomes ou
fragments de chromosomes, qu’ils soient utiles ou non, peuvent étre transmis au deétriment
d’autres dans un génome (Doolittle et al. 1980; Orgel et al. 1980). Ces éléments qui se
transmettent systématiquement a la descendance peuvent étre la cause de I’instabilité de

I’hybride HRS.

A notre connaissance, aucune étude approfondie sur les relations existant entre la teneur en
gossypol des cotonniers et les parameétres agro-morphologiques n’a encore été réalisée. Les
seules études effectuées concernent les cotonniers « glandless ». Pour ceux-ci, il a été signalé
des baisses de rendement et des retards de croissance dus aux attaques de ravageurs (Zagbar et
al. 2008). Chez le cotonnier cultivé la production glandulaire est un phénomene complexe
indépendant des parameétres agro-morphologiques. Selon Pauly, (1979), elle est contr6lée par
six (6) loci indépendants qui interviennent & des niveaux différents. Parmi ceux-ci, les loci
GL, et la GL3 sont ceux qui influencent le plus I’expression du caractére au niveau de la

graine.
7.5 Conclusion

A ce stade avancé de la sélection des plantes HRS exprimant le caractére «glanded-plant and
glandless-seed », les cotonniers de la génération EBC4S3 qui n’expriment pas ce caractére
sont les plus proches des cotonniers cultivés. Les anomalies agro-morphologiques combinées
a la mortalité et la stérilit¢ des plantes, en plus de I’avortement et la mal-formation des
graines, montrent la forte présence de facteurs indésirables provenant de 1’espéce sauvage G.

sturtianum. Les résultats ont montré que I’instabilité qui est plus observée chez les plantes qui
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expriment le caractere « glandless-seed », se constate aussi chez les plantes issues de graines
a forte teneur en gossypol. Cette instabilité semble donc étre causée par la présence de
plusieurs facteurs dont au moins un est plus ou moins liés au caractére recherché. Par ailleurs,
le degré de liaison entre 1’expression du caractére et un des facteurs liés a I’instabilité est a
vérifier. En effet, en plus d’avoir observé des plantes exprimant le caractére recherché, qui
produisent plus que les plantes a forte teneur en gossypol, aucune liaison significative n’a été
trouvée entre la teneur en gossypol des graines et les parametres agro-morphologiques
étudiés. Par contre, les résultats ont bien fait ressortir, une transmission via 1’ovule chez les
plantes HRS, des facteurs liés a I’expression du caractere recherché et a I’instabilité observée.
Ces constats semblent mettre en évidence une transmission préférentielle en méme temps que
les alléles de G. sturtianum, des facteurs d’instabilité, avec ou sans expression du caractére
« glandless-seed ». Cette transmission préférentielle se traduirait au niveau génétique par une

distorsion de ségrégation.
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8 SUIVI DE L’ INTROGRESSION DE G. STURTIANUM CHEZ L’HYBRIDE HRS
AU MOYEN DE MARQUEURS MICRO-SATELLITES

Une partie des résultats du chapitre 8 a fait 1’objet d’une publication.

Diouf F.B.H., Benbouza H., Nacoulima L.N., Ndir K.N., Konan O., Mergeai G. (2014).
Segregation distortions in interspecific cotton populations issued from the HRS triple species

hybrid [(G. hirsutum x G. raimondii)? x G. sturtianum). Tropicultura. 32 (2), 73-79

Abstracts:

The segregation ratio of 10 Gossypium sturtianum specific SSR markers belonging to linkage
groups c2-c14, c3-c17, and c6-c25was analysed in the BC2S6 progeny of the [G.hirsutum x
G. raimondii)? x G. sturtianum] (HRS) hybrid; based on chi-square test. All the marker loci
tested were associated with skewed allele frequencies (P < 0.001) showing a strong SD with a
zygotic selection. The possible causes and consequences of this massive segregation
distortion are discussed.

Keys words: Segregation Distortion (SD), cotton, interspecific hybrid, SSR, mapping,
zygotic selection
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8.1 Introduction

Les résultats présentés dans les chapitres précédents mettent en évidence une instabilité
génétique marquee des plantes HRS bien qu’elles soient issues de la réalisation d’au moins
deux générations de rétrocroisements avec des variétés commerciales de G. hirsutum.
L’emploi de marqueurs moléculaires de I’ADN provenant des cartes génétiques existantes du
génome de G. hirsutum est un outil permettant de suivre la présence, dans les générations
avancées issues de 1I’hybride HRS, d’alléles spécifiques de 1’espéce sauvage donneuse du
caractére « glangless-seed » recherché. Les marqueurs devraient permettre de mieux
comprendre les mécanismes génétiques qui sous-tendent 1’instabilit¢é des plantes et

I’expression du caractére recherché. Cet outil est employé pour réaliser :
» un suivi de I’introgression des fragments de G. sturtianum;

» une analyse du phénomene de distorsion de ségrégation chez les descendants de
I’hybride HRS dont I’existence peut étre supposée sur base des résultats des
observations morphologiques;

» une analyse du déterminisme génétique de I’inhibition de la synthése du gossypol

dans la graine.
8.2 Matériel et méthodes
8.2.1 Matériel Végétal

Le matériel analysé concerne les descendances BC2S5 (9 individus), BC2S6 (78 individus),
BC3S4 (138 individus), 9BC4S3 (35 individus), IBC4S3 (33 individus) de I’hybride HRS
repris dans les tableaux 5 et 6 (Chapitre 5) pour lesquelles il est mentionné qu’une analyse des
graines au moyen de marqueurs moléculaires a été réalisée. La figure 3 (Chapitre 5) donne la
généalogie de I’ensemble des plantes meres dont sont issues les populations analysées au
moyen de marqueurs SSR. Sauf dans le cas de la BC2S5, ou les graines étudiées provenaient
de deux plantes, chaque population d’individus analysée provenait d’une seule plante. Toutes
les plantes meres étaient euploides et hétérozygotes pour les dix couples d’alléles SSRS au

niveau desquels un alléle spécifique de G. sturtianum est conserve.
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8.2.2 Caractéristiques du site d’expérimentation

Toutes les graines a 1’origine des plantes analysées ont été produites dans les serres tropicales
de I’Université de Li¢ge Gembloux Agro-Bio Tech / Belgique dont les caractéristiques ont été

décrites dans le chapitre 5.
8.2.3 [Extraction de ’ADN génomique total
8.2.3.1 Extraction de I’ADN a partir de jeunes feuilles

Le protocole d’extraction utilis¢ est la méthode CTAB (céthylméthyl d’ammonium de
bromure), améliorée par Benbouza et al. (2006a). Cette opération comporte trois phases : une
extraction de ’ADN des compartiments cellulaires, sa séparation des autres constituants

cellulaires et sa précipitation.

Les jeunes feuilles récoltées sur les plantes issues des graines semées ont été broyées dans de

I’azote liquide. Le détail du protocole d’extraction est donné dans I’annexe 1.
8.2.3.2 Quantification de ’ADN

L’ADN extrait (6pl, avec 3ul de bleu de bromophénol) est quantifié par électrophorése en gel
d’agarose (0.6 a 1%) en présence Sybr Safe. Le marqueur de poids moléculaire utilisé est le
Smart Ladder de 200 a 10 000 pb (PROMEGA).

8.2.4 Analyse de la descendance des hybrides HRS par les marqueurs microsatellites
8.2.4.1 Choix des marqueurs microsatellites

Les séquences des couples d’amorces SSRs, développées au Brookheaven National
Laboratory « BNL » et au CIRAD « CIR », ont été obtenues respectivement a partir de la base
de données "Cotton DB" et via le CIRAD. Le tableau 20 donne les dix marqueurs SSRs
utilisés dans 1’analyse génétique ; ils sont localisés sur les groupes de liaison c2-c14, c3-c17 et
c6-¢c25. Ces 10 SSRs ont éte ciblés parce que Benbouza et al. (2009) ont trouvé qu’ils mettent
en évidence des alléles de G. sturtianum qui se sont conservés chez les générations de HRS
jusqu'a la BC2S5 et la BC3S4. Ces auteurs ont aussi montré la liaison de certains de ces SSRs

avec le caractére « glandles-seed » qui est recherché.
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Tableau 20: Liste des marqueurs utilisés et leur localisation chromosomique

Amorces utilisées | chromosomes
BNL3590 C2
BNL3971 C2
BNL2443b C3
BNL226b C3
BNL3989 C3
CIR058 C3
CIR228a C3
BNL3359 C6
BNL3436 C25
BNL1153 C25

8.2.4.2 Amplification des microsatellites par PCR

La PCR permet d'amplifier des segments d'ADN, préalablement ciblés par des primers ou

amorces a séquence déterminée. Les étapes sont :
1. la dénaturation de I'ADN a 92 - 95°C : séparation des 2 brins de la molécule.

2. I’hybridation des amorces (a 40-60°C en fonction des séquences des amorces), qui viennent

adhérer aux zones qui leur sont complémentaires.

3. I’élongation asymétrique ou amplification par lI'enzyme Tag-polymérase a 72°C : elle
constitue un brin complémentaire a partir des amorces qui sont venues s’hybrider aux brins
d’ADN. Ainsi, en un cycle, on obtient deux brins complémentaires de la molécule d'’ADN (par
la gauche, et par la droite). Le segment d'ADN est partiellement doublé au cours des deux
premiers cycles, totalement ensuite. Le cycle peut se répéter autant de fois que souhaité

(généralement 30 a 45 fois).

L’amplification des SSRs a été réalisée suivant le protocole décrit par Liu et al. (2000).
Chaque réaction a un volume total de 10 pl, contenant : 20 ng d’ADN, 1 pl 10x PCR Buffer
[100 mM Tris-HCL, pH 9 et 500 mM KCI, 15 mM MgCI2], 2,5-3,5 mM MgCI2 (suivant
I’amorce utilisée), 0,2 mM de chaque dNTP, 0,15 puM de chaque amorce, (sens-antisens) 0,4
unités de Tag DNA Polymérase. Les différents cycles de températures pour les réactions PCR
ont été realisés sur un Thermocycleur PTC-200. L’amplification des séquences consiste en
une période de dénaturation initiale de I’ADN et d’activation de la Taq polymérase a 95°C
entre 4 et 5 minutes de 40 cycles d’amplification. Chaque cycle comprend une dénaturation

(étape 1) a 93°C pendant 15 s, une hybridation (étape 2) a 55°C pendant 30 s et une
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élongation (étape 3) de 1 min a 72°C. Aprés 40 cycles une élongation finale a 72°C a été

appliquée durant 6 min.
8.2.4.3 Dénaturation du produit de ’amplification

La dénaturation des produits de I’amplification aprés PCR, se fait comme suit ; 10 pl de
solution stop (10 mM NaOH, 95% Formamide et 0,05 % de Bleu de Bromophénol) sont

rajoutés aux produits d’amplification avant une incubation de 2 min a 92°C.
8.2.5 Electrophorése et révélation au nitrate d’argent

Les produits amplifiés sont visualisés par électrophorese sur gel de polyacrylamide et révélés
par une coloration au nitrate d’argent. Cing (5) pl du produit de I'amplification PCR sont sont
déposés dans chaque puits d’un gel d’acrylamide. L’¢électrophorese est effectuée sur des cuves
de séquences Hoefer SQTM Sequencer R (Voltage: 1680 V, I: 40mA et W: 80 W), avec un
tampon de TBE 1x.

La révélation a été effectuée selon la méthode décrite par Benbouza et al. (2006b). La
composition des différentes solutions est donnée dans I’annexe 2. Le gel ainsi coloré est par la

suite seché pendant plusieurs heures avant d’étre lu sous une lumiére blanche et photographié.
8.2.6 Traitement des donneées
8.2.6.1 Analyse statistique : Minitab et Excel

Le logiciel Minitab ver. 17 et Excel (2007) ver 5.0 ont été utilisés pour I’analyse simple

marqueur.
8.2.6.2 Analyse de la distorsion de ségréegation

Tous les SSRs testés sont des marqueurs co-dominants. La ségrégation de ces marqueurs a été
analysée par un test x2 pour déterminer 1’existence d’un biais en se basant sur les frequences

attendues selon les lois de Mendel.

D’abord, il est procédé a I’analyse de la ségrégation des fréquences génotypiques : (i) selon
un ratio de 1:2:1 pour les plantes issues d’autofecondation, qui ont été etudiés comme des F2
intercross et (ii) selon un rapport de 1:1 pour des hétérozygotes croisés avec des homozygotes
(pour les croisements, ce ratio n'est pas affecté en faveur de 1’un des parents lorsqu’on est en
présence d’une sélection gamétique) (Zhao et al. 2006; Wu et al. 2007; Zhongxu et al. 2009,
Castro et al. 2011). Lorsque la fréquence génotypique est biaisée, il est ensuite procédé a

I’analyse des fréquences alléliques sur les SSRs biaisés, dans le but de connaitre 1’origine de
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la distorsion de ségrégation (Li et al. 2007). D’aprés Lorieux et al. (1995 a, b), une DS peut
étre due soit a une : (i) sélection gamétique ; dans ce cas, la distorsion est la conséquence d’un
déroulement anormal de la méiose. Les gamétophytes sont alors moins viables ou moins
fertiles (ii) sélection zygotique ; ici, ce sont les individus d’un groupe qui se révélent étre
moins viables. La distorsion est dans ce cas généralement due a un remaniement structural
chromosomique. Ainsi, le calcul du Khi2 sur la fréquence p = q informe sur une influence
gamétique et le calcul du Khi2 sur la fréquence p? : 2pq : ¢, informe sur une influence
zygotique de la distorsion de segrégation (Zhao et al. 2006 ; Li et al. 2007). Les facteurs de
DS qui agissent lors de la formation des gamétes ne peuvent changer qu’indirectement les
ratios génotypiques des zygotes, en altérant les ratios des gametes. Par contre, les facteurs de
DS qui s’expriment aprés la fécondation affectent directement les ratios génotypiques du

zygote (Lorieux et al. 1995 a,b ; Song et al. 2006, Castro et al. 2011).

Le coefficient de distorsion (ou déviation) d est calculé comme suit d = 1/2 — f(B), avec f(B)

¢tant la fréquence des alléles de 1’espéce exotique (G. sturtianum) (Poncet et al. 2002).
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8.3 Résultats

8.3.1 Suivi de I’introgression de G. sturtianum et analyse de la distorsion de ségrégation

au moyen des 10 marqueurs moléculaires

8.3.1.1 Suivi de lintrogression de G. sturtianum et analyse de la distorsion de ségrégation

des marqueurs SSRs chez les populations BC2S5 et BC2S6

La grande majorité des plantes BC2S5 et BC2S6 analysées ont conserve tous les alleles de G.
sturtianum présents chez leur parent (Tableau 21 et 22). Les résultats révelent un fort taux
d’hétérozygotie chez ces deux populations. La BC2S5 et la BC2S6 ont respectivement 12 et
6% de leurs individus qui ont perdu I’alléle de G. sturtianum sur le chromosome 2, au niveau
du locus BNL226b (Tableau 21 et 22). Par contre, tous les autres individus sont hétérozygotes
a 100% pour les neuf (9) autres SSRs. A ce nombre trés élevé d’hétérozygotes s'ajoute le fait
que 1'on n’observe aucun individu homozygote G. sturtianum. Cette ségrégation est différente

de la distribution de fréquence théorique attendue.

La fréquence de la ségrégation génotypique a été analysée selon les fréquences attendues
(1:2:1) en utilisant le test de chi carré (Tableau 21 et 22). Les résultats montrent une distorsion
de ségrégation significative (P < 0,001) pour les dix marqueurs testés. Tous sont biaisés en
faveur du génotype hétérozygote, aussi bien pour la population BC2S5, que pour la BC2S6.
La seule exception est le marqueur SSR BNL226b sur le chromosome 2 qui n’est pas biaisé
au niveau de la population BC2S5.

Les pourcentages présentés dans les tableaux 21 et 22 sont calculés a partir du nombre réel

d’individus analysés apres avoir enlevé les données manquantes.
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Tableau 21: Suivi de I’introgression de G. sturtianum et analyse de la
distorsion de la ségrégation des marqueurs SSRs transférés dans la population
BC2S5

Tableau 22: Suivi de I’introgression de G. sturtianum et analyse de la
distorsion de la ségrégation des marqueurs SSRs transférés dans la population
BC2S6

Chromosome | Marqueurs | Distance | Homozygote | Hétérozygote |Homozygote G.| Khi2 | Génotype Chromosome | Marqueurs Distance | Homozygote | Heterozygote | Homozygote Khi2 Génotype
SSR génétique | G. hirsutum (%) sturtianum favorisé SSR génétique | G hirsutum (%) G. favorisé
(cM) (%) (%) €M) %) sturtianum
c2 BNL3590 27,8 0 8(100) 0 8* HS C2 BNL3590 278 0 76(100) 0 76** HS
BNL3971 84,3 0 9(100) 0 9* HS BNL3971 84,3 0 78(100) 0 T8%* HS
C3 BNL2443b 254 0 9(100) 0 9* HS C3 BNL2443b 254 0 74(100) 0 4> HS
CIR058 39,7 0 9(100) 0 9* HS CIR058 39,7 0 70(100) 0 70%* HS
BNL226b 67,6 1(12) 7(88) 0 4,75 HS BNL226b 67,6 5(6) 72(94) 0 58,95%* HS
BNL3989 90,5 0 9(100) 0 9* HS BNL3989 90,5 0 76(100) 0 76** HS
CIR228a 137,3 0 9(100) 0 9* HS CIR228a 1373 0 72(100) 0 T2x* HS
C6 BNL335% 0 0 9(100) 0 9* HS C6 BNL335% 0 0 77(100) 0 TT** HS
C25 BNL3436 26.6 0 9(100) 0 9* HS C25 BNL3436 26.6 0 78(100) 0 78** HS
BNL1153 69,3 0 9(100) 0 9* HS BNL1153 69,3 0 78(100) 0 78** HS

Niveau de signification *P<0,05 ; **P< 0,01
(%) = Pourcentage

Niveau de signification *P<0,05 ; **P< 0,01
(%) = Pourcentage

Tableau 23: Analyse de la fréguence allélique des SSRs biaisés dans la
opulation BC2S5

Tableau 24: Analyse de la fréguence allélique des SSRs biaisés dans la
opulation BC2S6

Marqueurs Dista.nce Fréquence des génes X Alléle Marqueurs E?isj(a_nce Fréquence des genes X Allele
Chromosomes SSR génétique o d=1/2-f(B) Favorisé Chromosome SSR génétique - _ |&=124(B) Favorisé
(M) p q | p2:2pga2 | p=q ) p q p2:2pg2 | peq

[ BNL3590 278 0,50 0,50 g 0 0 - c2 BNL3590 278 05 05 76%* 0 0 -
BNL3971 84,3 0’50 0,50 o 0 0 _ BNL3971 84,3 0,50 0,50 78** 0 0 -

= R 4 050 050 o 5 5 - C3 BNL2443b 254 0,50 0,50 74%% 0 0 -
CIR058 39,7 0,50 0,50 o 0 0 X CIR058 39,7 0,50 0,50 70%* 0 0 B

- BNL226b 67,6 0,53 0,47 59,36** 0,65 0,03 H

BNL 3989 905 050 0.0 Al 0 0 . BNL3989 90,5 0,50 0,50 76** 0 0 -

CIR228a 1373 0,50 0,50 o 0 0 - CIR228a 1373 0,50 0,50 T2 0 0 -

c6 BNL335% 0 0,50 0,50 o 0 0 - C6 BNL335% 0 050 050 e 0 0 -
C25 BNL3436 26.6 0,50 0,50 9* 0 0 - C25 BNL3436 26.6 050 0,50 78%* 0 0 -
BNL1153 69,3 0,50 0,50 9* 0 0 - BNL1153 69,3 0,50 0,50 8** 0 0 -

Niveau de signification *P<0,05 ; **P< 0,01
(%) = Pourcentage

Niveau de signification *P<0,05 ; **P< 0,01
(%) = Pourcentage
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8.3.1.2 Fréquence allélique des SSRs biaisés chez les populations BC2S5 et BC2S6

Les résultats du calcul de la fréquence allélique (p = q) et de la distribution des différentes
fréquences génotypiques (p2 : 2pg : g2) dans les populations BC2S5 et BC2S6 ont eté
analysés pour les SSRs biaisés, afin de connaitre 1’origine (gamétiques ou zygotiques) de la

distorsion de ségrégation (Tableau 23 et 24).

Le constat est le méme aussi bien pour la population BC2S5 que pour la population BC2S6 :
la fréquence genotypique de tous les SSRs est biaisée alors que la fréquence allélique est
normale. Ces résultats indiquent que la distorsion de ségrégation se passe principalement au
niveau zygotique. Cependant, aucun des alléles parentaux n’est favorisé a I’exception du

BNL226b qui est décalé vers l'alléle du parent cultivé chez la BC2S6 (Tableau 23 et 24).

8.3.1.3 Suivi de l’introgression de G. sturtianum et analyse de la distorsion de ségrégation
des marqueurs SSRs chez les populations BC3S4, S BC4S3 et la Q BC4S3

Chez les descendances BC3S4, IBC4S3 et la $BC4S3, les résultats montrent que la grande
majorité des plantes analysées avaient aussi conservé tous les alleles SSRs spécifiques de G.

sturtianum présents chez leur parent HRS.

Les tableaux 25, 26 et 27 montrent I'amplification des marqueurs SSRs des alléles conserveés
de G. sturtianums chez les descendances BC3S4, BC4S3 et YBC4S3.

Les pourcentages sont calculés a partir du nombre réel d’individus analysés aprés avoir enlevé

les données manguantes.

Descendances BC3S4

Lors de I’autofécondation qui a conduit a la souche BC3S4, le transfert des alléles spécifiques

de G. sturtianum peut se faire par I’ovule et par le pollen.

Tous les 10 SSRs ont montré que les alleles de G. sturtianum sont conservés dans la
population BC3S4 analysée (Tableaux 25). Il ressort que la majorité des plantes est

hétérozygote avec des taux compris entre 51 et 99%.

Le taux d’hétérozygotie le plus faible (51 %) est observé sur le groupe de liaison c2-c14, au
niveau du SSR BNL 3971, et les taux les plus élevées (98 et 99%) sont observés sur les trois
(3) SSRs du groupe de liaison c6-c25. On constate aussi que des SSRs ne présentent pas
d’homozygotes G. sturtianum au niveau des trois (3) groupes de liaison ciblés c2-c14

(BNL3971), c3-c17 (BNL3989, CIR228a) et ¢6-c25 (BNL1153).
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Cependant, pour les SSRs qui présentent des homozygotes G. sturtianum, les taux restent
faibles dans I’ensemble et varient de 1 a 12%.

Ainsi, avec 1% d’homozygotes G. sturtianum observé au niveau des SSRs BNL3590,
BNL3359b et BNL3436, les groupes de liaison c2-c14 et c6-c25 montrent les taux les plus
faibles. Ils sont suivis du groupe de liaison ¢3-c17 ou les taux d’homozygotes G. sturtianum
les plus élevés sont observés: 3, 8 et 12% respectivement au niveau des BNL2443b,
BNL226b, et CIR058.

Il faut cependant noter que le taux d'homozygotes G. sturtianum est beaucoup plus faible par

rapport au taux d'homozygotes G. hirsutum, qui varie pour sa part de 2% a 49%.

Des trois groupes de liaison analysés avec les 10 SSRs, le ¢6-c25 se distingue parce qu’on n’y
observe pratiquement pas d’homozygotes G. hirsutum, a I’exception de 2% de ses individus

au niveau du BNL 1153.

Ces résultats mettent ainsi en évidence au niveau de la population BC3S4 une ségrégation qui
qui n’est pas conforme a celle qui est attendue. Ainsi, I’analyse des fréquences génotypiques
fait avec le test khi2, montre que tous les SSRs sont biaisés en faveur du génotype

hétérozygote, dans la population BC3S4 (Tableau 25).

Tableau 25: Suivi de I’introgression de G. sturtianum et analyse de la distorsion de la
ségrégation des marqueurs SSRs transférés dans la population BC3S4

Chromosome | Marqueurs | Distance | Homozygote | Hétérozygote | Homozygote Khi2 Génotype
SSRs génétique | G. hirsutum (%) G. sturtianum favorisé
(cM) (%) (%)

C2 BNL3590 27,8 22(16) 108(83) 1(1) 61,89** HS
BNL3971 84,3 66(49) 70(51) 0 64,18** HS

C3 BNL2443b 25.4 11(9) 114(88) 4(3) 76,74** HS
CIR058 39,7 23(18) 89(70) 15(12) 21,49** HS
BNL226b 67,6 14(11) 105(81) 10(8) 51,11** HS
BNL3989 90,5 17(13) 118(87) 0 79,84** HS
CIR228a 137,3 14(10) 122(90) 0 88,65** HS

C6 BNL3359b 0 0 132(99) 2(1) 126,18** HS

C25 BNL3436 26.6 0 134(99) 1(1) 131,04** HS
BNL1153 69,3 3(2) 129(98) 0 120,41** HS

Niveau de signification *P<0,05 ; **P< 0,01

(%) = Pourcentage
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Descendances @ BC4S3

Dans ce cas, le transfert des marqueurs SSRs de G. sturtianum ne peut se faire que par

I’ovule.

Tous les 10 SSRs ont montré que les alléles de G. sturtianum sont conservés dans la
population 9©BC4S3 analysée (Tableaux 26). Les résultats mettent en évidence deux
tendances. Un premier groupe de loci en ségrégation qui présente sensiblement autant
d’individus homozygotes G. hirsutum (entre 40 et 57%) que d’individus hétérozygotes (entre
43 et 60%) au niveau des groupes de liaison c2-c14 et ¢3-c17, a I’exception du CIR058 et du
CIR228. Ensuite un deuxiéme groupe qui est constitué¢ d’individus a 100% hétérozygotes
pour les 2 marqueurs CIR058 et le CIR228 du groupe de liaison ¢3-c17 et pour 1’ensemble

des marqueurs localisés sur le c6-c25.

Le test khi2 effectué sur les marqueurs SSRs, montre une ségrégation normale des SSRs
localisés sur les groupes de liaison c2-c14 et ¢3-c17 sauf le CIR058 et le CIR228a qui sont
biaisés. En plus de ces deux SSRs, ceux localisés sur le c6-c25 sont aussi biaisés en faveur du

génotype hétérozygote (Tableau 26).

Tableau 26: Suivi de I’introgression de G. sturtianum et analyse de la distorsion de la
ségrégation des marqueurs SSRs transférés dans la population @ BC4S3

Chromosomes | Marqueurs | Distance | Homozygote | Heterozygote | Khi2 | Génotype
SSRs génétique | G. hirsutum (%) favorisé
(cM) (%)
C2 BNL3590 27.8 20(57) 15(43) 0,71 -
BNL3971 84,3 20(57) 15(43) 0,71 -
C3 BNL2443b 25,4 16(46) 19(54) 0,26 -
CIR058 39,7 0 35(100) 35%* HS
BNL226b 67,6 14(40) 21(60) 1.4 -
BNL3989 90,5 18(51) 17(49) 0,03 -
CIR228a 137,3 0 35(100) 35%* HS
C6 BNL3359b 0 0 35(100) 35%* HS
C25 BNL3436 26.6 0 35(100) 35%* HS
BNL1153 69,3 0 35(100) 35%* HS

Niveau de signification *P<0,05 ; **P< 0,01
(%) = Pourcentage
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Descendance & BC4S3

Dans ce cas, le transfert des marqueurs SSRs de G. sturtianum ne peut se faire que par le

pollen.

Tous les 10 SSRs ont montré que les alléles de G. sturtianum sont conservés dans la
population IBC4S3 analysées (Tableaux 27). Les résultats mettent en évidence une
ségrégation qui ne semble pas conforme avec ce qui était attendu, au niveau de tous les loci
dans la descendance de dBC4S3 (Tableau 27). En effet, ’homozygotie G. hirsutum domine
au niveau des groupes de liaison c2-c14 et c3-c17 ; les taux sont compris entre 61 et 94% a
I’exception du CIR058 qui est a 100% hétérozygote. Par contre, sur le groupe de liaison c6-

c25, c’est I’hétérozygotie qui domine avec des taux compris entre 76 et 82%.

Le test khi2 met en évidence une distorsion de ségrégation des fréquences genotypiques,
excepté pour le SSR BNL3971 localisé sur le c2 (Tableau 27). Tous les SSRs biaises,
localisés sur les groupes de liaison c2-c14 et c3-c17, favorisent le génotype du cotonnier
cultivé ; ils sont tous homozygotes G. hirsutum, sauf pour le SSR CIR058 localisé au niveau
du groupe de liaison ¢3-c17. Ce dernier et les trois (3) marqueurs génomiques localisés sur le
groupe liaison c6-c25, sont biaisés en faveur du génotype hétérozygote.

Tableau 27: Suivi de I’introgression de G. sturtianum et analyse de la distorsion de la
ségrégation des marqueurs SSRs transférés dans la population & BC4S3

Chromosomes | Marqueurs | Distance | Homozygote | Heterozygote | Khi2 | Génotype
SSRs génétique | G. hirsutum (%) favorisé
(cM) (%)
C2 BNL3590 27,8 27(82) 6(18) 13,36** HH
BNL3971 84,3 20(61) 13(39) 1,48 HH
C3 BNL2443b 25,4 28(88) 4(12) 18** HH
CIR058 39,7 0 33(100) 33** HS
BNL226b 67,6 31(94) 2(6) 25,48** HH
BNL3989 90,5 30(91) 3(9) 22,09** HH
CIR228a 137,3 23(70) 10(30) 5,12* HH
C6 BNL3359b 0 8(24) 25(76) 8,76* HS
C25 BNL3436 26.6 6(18) 27(82) 13,36** HS
BNL1153 69,3 6(18) 27(82) 13,36** HS

Niveau de signification *P<0,05 ; **P< 0,01
(%) = Pourcentage
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8.3.1.4 Fréquence allélique des SSRs biaisés chez les populations BC3S4, 3BC4S3 et la
QBC4S3

Des distorsions de ségrégation (DS) en faveur des alléles de G. sturtianum ou de G. hirsutum
sont observées dans les populations BC3S4, 3BC4S3 et QBC4S3.

Chez la population BC3S4, les facteurs de DS sont supposés étre apportés par les deux
parents. Les résultats montrent que les fréquences génotypique et allélique sont biaisées
(Tableau 28). Un exces de I’alléle du cotonnier cultivé est observé, excepté au niveau des
marqueurs BNL3359b et BNL3436 localisés sur le c¢6-c25. La distorsion est ici influencée
simultanément par une sélection gamétique et zygotique sur le groupe de liaison c2-c14, et
uniquement par une sélection zygotique pour les SSRs situés sur les autres groupes de liaison.
Tableau 28: Analyse de la fréquence allélique des SSRs biaisés dans la population BC3S4

Chromosome Masrggiurs g[élrfé?ir(]q%ee Fréquence des génes X2 —24®) Alele ,
(cM) D q 02:2p0:2| p=q Favorisé
C2 BNL3590 27,8 0,58 0,42 62,79** | 6,73* 0,08 H
BNL3971 84,3 0,74 0,26 16,33** | 64,06** 0,24 H
C3 BNL2443b 254 0,53 0,47 77,01%* 0,76 0,03 H
CIR058 39,7 0,53 0,47 21,05** 1,01 0,03 H
BNL226b 67,6 0,52 0,48 51,11** 0,25 0,02 H
BNL3989 90,5 0,56 0,44 81,36** 4,28 0,06 H
CIR228a 137,3 0,55 0,45 89,97** 2,88 0,05 H
C6 BNL3359b 0 0,49 0,51 126,23** | 0,06 -0,01 S
C25 BNL3436 26.6 0,496 0,5037 | 131,06** [ 0,01 -0,0040 S
BNL1153 69,3 0,51 0,49 120,53** | 0,14 0,01 H

Niveau de signification *P<0,05 ; **P< 0,01

Chez les populations ZBC4S3 et QBC4S3, les facteurs de DS sont supposés étre apportés
respectivement par le parent male et le parent femelle. Les résultats montrent des DS en
faveur des deux alleles parentaux (G. sturtianum, G. hirsutum) dans les deux populations
JBC4S3 et 9BC4S3.

Lorsque le génotype hétérozygote est favorisé, les fréquences alléliques sont biaisées vers
I’allele de G. sturtianum, influencé simultanément par une sélection zygotique et gamétique
(Tableau 29 et 30). Par contre, lorsque le génotype G. hirsutum est favorisé comme observé

uniquement chez la population 3BC4S3, les résultats montrent que la DS observée est
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influencée uniquement par une sélection gamétique, a I’exception du SSR CIR228 qui est

influencé par une sélection zygotique (Tableau 29).

Tableau 29: Analyse de la fréquence allélique des SSRs biaisés dans la population IBC4S3

Chromosomes | Marqueurs E?isjca_nce Fréqugnce des NG
SSRs gerzslt;lc)]ue genes d=1/4-4(8) F':\Jl,erlfsé
P q P*tot:g*tot | 3/4p :1/4q
C2 BNL3590 27.8 0,91 | 0,09 3,30 8,91* 0,16 H
C3 BNL2443b 25,4 0,94 | 0,06 2,13 12%* 0,19 H
CIR058 39,7 0,50 | 0,50 33** 22%* -0,25 S
BNL226b 67,6 0,97 | 0,03 1,03 16,99** 0,22 H
BNL3989 90,5 0,95 | 0,05 1,57 14,73** 0,20 H
CIR228a 137,3 0,85 | 0,15 5,89* 3,41 0,10 H
C6 BNL3359b 0 0,62 | 0,38 20,12** 5,84* -0,13 S
C25 BNL3436 26.6 059 | 041 22,85%* 8,91* -0,16 S
BNL1153 69,3 059 | 041 22,85%* 8,91* -0,16 S

Niveau de signification *P<0,05 ; **P< 0,01
Seuls les alleles dont la ségrégation ne correspond pas a la distribution de fréquence théorique attendue sont repris dans ce

tableau.

Tableau 30: Analyse de la fréquence allélique des SSRs biaisés dans la population Y BC4S3
Chromosomes | Marqueurs [?isjca_nce Fréqu\ence des NG
SSRs gergs&c)]ue genes d=1/4-1(B) F:\lloerlfsé
p q P*tot:g*tot | 3/4p:1/4q
c3 CIR058 39,7 0,50 0,50 35%* 23,33** -0,25 S
CIR228a 137,3 0,50 0,50 35%* 23,33** -0,25 S
c6 BNL3359b 0 0,50 0,50 35%* 23,33** -0,25 S
c25 BNL3436 26.6 0,50 0,50 35%* 23,33** -0,25 S
BNL1153 69,3 0,50 0,50 35%* 23,33** -0,25 S

Niveau de signification *P<0,05 ; **P< 0,01
Seuls les alleles dont la ségrégation ne correspond pas a la distribution de fréquence théorique attendue sont repris dans ce

tableau

Nous pouvons conclure que la DS est influencée exclusivement par une sélection zygotique

chez la population BC3S4, a I’exception du groupe de liaison c2-c14 ou 1’on observe

simultanément un effet zygotique et un effet gamétique. Cette influence est simultanément

zygotique et gamétique chez YBC4S3, tandis qu’elle est zygotique et/ou gamétique chez la

JBC4S3.
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8.3.2 Direction du biais chez les populations de HRS testées

Les populations BC2S5 et BC2S6 ne permettent pas d’identifier la direction de la distorsion
de ségrégation parce que les résultats montrent que ni les alleles de G. hirsutum, ni ceux de G.
sturtianum ne sont favorisés. En conséquence, pour déterminer la direction de la distorsion de
ségrégation, nous allons nous focaliser sur les populations BC3S4, dBC4S3 et QBC4S3.
Ainsi, pour ces trois (3) populations testées, les marqueurs biaisés montrent deux directions,
une qui favorise le parent cultivé G. hirsutum et la seconde qui favorise le parent sauvage G.

sturtianum.

- Chez la population BC3S4, tous les SSRs biaisés sont en faveur du parent cultivé G.
hirsutum, a I’exception des SSRs BNL3359b et BNL3436 sur le c6-c25 qui sont biaisés

en faveur du parent sauvage G. sturtianum (Tableau 29).

- Chez la population 3BC4S3 les SSRs biaisés localisés sur le c2-c14 et le ¢3-c17 sont en
faveur du cotonnier cultivé a ’exception du SSRs CIR058 (Tableau 30). Ce dernier et
les SSRs biaises du groupe de liaison c6-c25 sont en faveur du parent sauvage G.

sturtianum.

- Chez la population $BC4S3, tous les SSRs biaisés, c’est-a-dire les SSRs CIR058 et
CIR228b sur le c¢3-c17 et tous les SSRs localisés sur le c6-¢c25, sont en faveur du parent

sauvage G. sturtianum (Tableau 31).

Les observations montrent que pour les populations qui ont les mémes types de déviation, les
facteurs qui causent la DS peuvent étre transmis via le pollen ou 1’ovule ou les deux. 1l s’agit
essentiellement, de tous les SSRs localisés au niveau du c2-c14 (BNL3591 et 3971) et du c6-
c25 (BNL3359b, BNL3436 et BNL1153) ainsi que le CIRO5 sur le c3-c17. Par contre la
direction de la distorsion des autres SSRs au niveau du groupe de liaison ¢3-c17 est en faveur
du parent cultivé excepté les SSRs CIR058 et le CIR228, dont la direction de la distorsion
varie selon la population testée. Ainsi, au niveau de ces SSRs la distorsion est en faveur de G.
sturtianum dans la population $BC4S3 et SBC4S3 pour le SSR CIR058. Par contre, la
distorsion est en faveur du cotonnier cultivé G. hirsutum au niveau des populations BC3S4.

Le cotonnier cultivé est aussi favorisé au niveau du SSR CIR228 chez la population $BC4S3.
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8.3.3 Analyse du déterminisme génétique du caractére inhibition de la synthése du

gossypol dans la graine

Ce chapitre a pour objectif d’étudier le déterminisme génétique de I’inhibition de la synthése
du gossypol dans la graine par une analyse de la variance des données génotypiques en
fonction de la teneur en gossypol. Elle a été effectuée dans le but d’étudier le lien entre les 10
marqueurs et 1’expression de I’inhibition de la synthése du gossypol dans la graine chez les
génotypes étudiés. Il s’agit essentiellement des plantes appartenant aux BC3S4, IBC4S3 et
QBC4S3.

Les tableaux 31 a 33 reprennent les résultats des analyses de la variance en simple marqueur
de I’expression de I’inhibition de la synthése du gossypol dans la graine en fonction des dix
loci SSRs analysés chez les plantes des populations BC3S4, IBC4S3 et YBC4S3.

Chez la BC3S4, cinqg marqueurs situés respectivement sur les chromosomes c2 et ¢3 sont
significativement liés a I’expression de caractére recherché. Parmi ceux-ci, trois (3) SSRs sont
liés de maniére trés hautement significative ; il s’agit de BNL3590 sur c2, BNL226b et
BNL3989 sur c3, alors que le CIR058 et CIR228 situé sur le c3 sont seulement

significativement liés a I’expression du caractere (Tableau 31).

Par ailleurs, I’expression de I’inhibition de la synthése du gossypol dans la graine est
uniquement liée au marqueur BNL3590 chez la descendance $BC4S3 (Tableau 32). Chez la
descendance I BC4S3, I’expression de I’inhibition de la synthése du gossypol dans la graine
est non seulement liée & BNL3590 (identifié chez la descendance BC4S3) mais est aussi
significativement liee a BNL3989 (Tableau33).

On en conclut que c¢’est le transfert simultané (en autofécondation) des marqueurs portés par
ces deux types de gamétes males et femelles qui entraine une meilleure expression du

caractére recherché.
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Tableau 31: Analyse du lien entre les 10 SSRs et I’inhibition de la teneur en gossypol
uniquement dans la graine chez la descendance HRS BC3S4 (138 individus)

Chromosome | Locus Niveau de R2 (%) Niveau de F
signification probabilité

c02 BNL3590 laiaial 15,47 0 12,99
BNL3971 - 0 0,498 0,46

c03 BNL2443b - 0,52 0,267 1,34
CIR058 * 5,63 0,01 4,76
BNL226b folaiaial 19,35 0 16,36
BNL3989 FrE 7,48 0,001 11,84
CIR228a * 3,01 0,024 5,19

c06 BNL3359b - 0 0,598 0,28

c25 BNL3436 - 0 0,782 0,08
BNL1153 - 0,89 0,143 2,17

R2 : % de la variance phénotypique attribuable a un marqueur
Niveaux de signification :*P<0.1, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.

Tableau 32: Analyse du lien entre les 10 SSRs et I’inhibition de la teneur en gossypol
uniquement dans la graine chez la descendance HRS $BC48S3 (35 individus)

Chromosome | Locus Niveau de R2 (%) Niveau de F
signification probabilité

c02 BNL3590 ** 23,09 0,002 11,21
BNL3971 - 0 0,67 0,18

c03 BNL2443b - 0 0,522 0,42
CIR058 - - - -
BNL226b - 0 0,397 0,74
BNL3989 - 0 0,541 0,38
CIR228a - - - -

c06 BNL3359b - - - -

c25 BNL3436 - - - -
BNL1153 - - - -

R2 : % de la variance phénotypique attribuable a un marqueur
Niveaux de signification :*P<0.1, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.

Tableau 33: Analyse du lien entre les 10 SSRs et I’inhibition de la teneur en gossypol
uniquement dans la graine chez la descendance HRS & BC4S3 (33 1nd1v1dus)

Chromosome | Locus Niveau de R2 (%) Niveau de
signification probabilité
c02 BNL3590 * 11,17 0,032 5,02
BNL3971 - 2,39 0,191 1,78
c03 BNL2443b - 5,44 0,106 2,78
CIR058 - - -
BNL226b - 2,2 0,199 1,72
BNL3989 il 21,94 0,004 9,99
CIR228a - 0,18 0,312 1,06
c06 BNL3359b - 0 0,782 0,08
c25 BNL3436 - 0 0,445 0,6
BNL1153 - 0 0,445 0,6

R2 : % de la variance phénotypique attribuable a un marqueur

Niveaux de signification :*P<0.1, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.
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8.4 Discussions

8.4.1 Suivi de introgression des alléles de G. sturtianum dans les descendances testées
de I’hybride HRS

L’amplification des 10 loci SSRs identifiés par Benbouza et al. (2009) montre que les alleles
provenant de G. sturtianum sont bien conservés dans les descendances des hybrides HRS qui
ont été étudiées. Cependant, le constat majeur des observations est un excés d’hétérozygotes
qui se retrouve chez toutes les populations testées. La méme observation a été faite par
Benbouza et al. (2009), qui ont trouvé une dominance anormale des hétérozygotes. Selon ces
auteurs travaillant sur les descendances autofécondées de HRS jusqu’a la BC2S5 et sur les
backcross jusqu’a le BC3S4, la probabilité pour qu’un tel phénomeéne soit uniquement da au

hasard est inférieure a 1/10%.

Aprés 6 générations d’autofécondation dans un schéma classique de sélection, sur base des
fréquences théoriques attendues a chaque génération, la proportion de plantes hétérozygotes
pour un couple d’alléles donné doit étre inférieure de 1,56 %. Cette situation n’a été observée
pour aucun des 10 SSRs testés, qui sont a I’exception du SSR BNL226b sur le chromosome 2,
quasi a 100 % hétérozygotes pour les populations BC2S5 et BC2S6 (Tableau 22 et 23). Pour
le SSR BNL226Db, il est observé que respectivement 12 et 6 % des individus des descendances
BC2S5 et BC2S6 sont homozygotes G. hirsutum. De méme, la plupart des 138 plantes BC3S4
analysées (Tableau 26) étaient hétérozygotes pour quasi tous les marqueurs SSRs testés. Pour
ces plantes, le taux d’hétérozygotie des 10 SSRs est en moyenne de 81 %, variant de 51 %
(BNL3971 cartographié sur le groupe de liaison ¢3-¢17) a presque 100 % (pour les marqueurs
SSRs BNL1153, BNL3436 et BNL3359b, cartographiés sur le groupe de liaison c6-c25).

Dans un schéma classique de backcross, le taux d’hétérozygotie diminue également au fil des
générations, comme dans le cas de la succession d’autofécondations. La fréquence des
hétérozygotes doit diminuer de 50 % aprés chaque génération de backcross. Ainsi, la
distribution de fréquence théorique attendue en BC; est de « 1/2 homozygote G. hirsutum —
1/2 héetérozygote». Chez le matériel BC4S3 analysé, la probabilité de trouver des alleles de G.
sturtianum présents a 1’état hétérozygote devrait étre d’environ 1,5 % (0,5°). Cependant, nos
résultats mettent en évidence des taux encore élevés d’individus hétérozygotes dans les
populations QBC4S3 et IBC4S3. Ils concernent essentiellement les SSRs du groupe de
liaison c6-c25 et du SSR CIR058 sur le ¢3-c17, qui sont hétérozygotes a 80 % et 100 %
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respectivement dans les populations 3BC4S3 et QBC4S3. Cette situation se retrouve aussi
avec le SSR CIR228 qui est a 100 % hétérozygote chez la population YBC4S3, alors que son
taux d’hétérozygotie est plus faible (30 %) chez la population 3BC4S3. Par ailleurs, les SSRs
BNL3590 et BNL3971 situés sur le groupe de liaison c2-c14 et les SSRs BNL2443b,
BNL226b, BNL3989 situés sur le groupe de liaison ¢3-c17, sont a 50 % hétérozygote chez la
population $YBC4S3. Par contre, ces mémes SSRs sont seulement a 16,8 % hétérozygotes
chez la population IBC4S3.

L’analyse des résultats obtenus montre que les fragments de G. sturtianum sont
systématiquement transmis a la descendance de toutes les populations testées au niveau du
groupe liaison c6-c25 et au niveau du SSR CIR058 localisé sur le groupe de liaison c3-c17.
Par contre, sur les deux (2) autres groupes de liaison c2-c14 et c3-c17, la transmission des
alleles de G. sturtianum est variable selon que cela se fait via ’ovule, le pollen ou les deux.
Mais, lorsque le transfert se fait simultanément via 1’ovule et le pollen (en autofécondation
BC3S4), les résultats indiquent que le transfert des alléles de G. sturtianum est trés important
d’une part (i) a cause de la dominance des individus hétérozygote ; d’autre part (ii) a cause du

faible taux d’individus homozygotes G. sturtianum (1 & 12 %) observe.

Cependant, chez les plantes HRS, le transfert des alleles de G. sturtianum est plus important
lorsqu’il se fait via I’ovule plutot que le pollen. Ce constat peut s’expliquer par le fait que le
transfert via I’ovule offre plus de possibilités aux alléles de G. sturtianum a cause des effets
possibles de toute l’information génétique véhiculée par le cytoplasme au cours de la
reproduction sexuée. Selon Endo, (1990), les chloroplastes et les mitochondries provenant du

parent femelle peuvent parfois contenir des génes susceptibles de causer des anomalies.

Ces résultats concernant le transfert des fragments de chromosomes dans les descendances
sélectionnées de HRS met donc en évidence ’existence de mécanismes qui modifient la
ségrégation attendue pour les couples d’alleles des différents geénes analysés en cas
d’autofécondation et de rétrocroisement. Les forts taux d’hétérozygotie observés traduisent
une forte distorsion de ségrégation confirmee par le test de Khi2. En effet, tous les dix (10)
SSRs testés étaient biaisés, et ceci dans presque toutes les populations étudiées (Tableau 22,
23 et 26). Ces résultats viennent confirmer I’hypothése d’une distorsion de ségrégation chez
les populations HRS, formulées a partir des résultats de la sélection des graines (Chapitre 5) et

de la caracterisation agro-morphologique (Chapitre 7).
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8.4.2 Ladistorsion de ségrégation chez les difféerentes populations testées

La DS peut étre définie comme une déviation significative des proportions des individus
d’une classe génotypique donnée au sein d’une population ségrégante (Xu et al. 1997 ; Castro
etal. 2011).

L’analyse des fréquences génotypiques Chez les populations issues d’autofécondations,
montre une ségrégation normale chez 1/10 des SSRs testés dans la population BC2S5, tandis
que I’ensemble des SSRs sont biaises & 100% chez les populations BC2S6 et BC3S4. La
ségrégation normale au niveau du locus BNL226b situé sur le c¢3-c17, observée chez la
population BC2S5 est probablement due au faible nombre (9) d’individus testé. En effet, Lu
et al. (2002) ont trouvé une relation positive entre le nombre de méioses et la fréquence de
détection des DS. Une fois les parents choisis, une descendance en ségrégation de plusieurs
dizaines d'individus sera nécessaire pour obtenir un échantillon d'événements méiotiques
suffisant pour estimer le plus précisément possible les taux de recombinaison. Ainsi, a cause
de ce faible nombre d’individus, cette population BC2S5 ne sera pas utilisée pour la suite des

analyses.

Chez les populations issues de backcross (Tableau 27 et 28) on constate une ségrégation
normale de 1/10 des SSRs lorsque la souche issue de I’hybride HRS est utilisée comme parent
male (IBC4S3). Par contre 5/10 des SSRs (Tableau 28) montrent une ségrégation normale
lorsque la souche issue de I’hybride HRS est utilisée comme parent femelle ($BC4S3). Ces
observations sont en accord avec les résultats déja obtenus qui montrent que la DS peut
survenir aussi bien au niveau des gamétes femelles, que des gamétes méles et qu’en présence
d’un facteur de distorsion de ségrégation, les gamétophytes males sont généralement plus
sensibles (Endo, 1990 ; Xu et al. 1997 ; Lu et al. 2002 ; Song et al. 2006 ; Castro et al. 2011).
En effet, pour ces marqueurs biaisés, I’effet sélectif des facteurs transmis par le pollen semble
étre dominant. Les facteurs de distorsion portés par I’ovule ne touchent pas 1’ensemble des
groupes de liaison et sont inhibés chez les populations autofécondées lorsqu’il y a association
des gametes males et femelles. Cette observation est coherente avec des résultats obtenus par
Nakagahra, (1972) dans une étude concernant les mécanismes de la distorsion de ségrégation
chez le riz cultivé, qui associe généralement les gametes males aux DS observées. Cela est
particulierement vrai dans notre étude, parce qu’une réduction du nombre de marqueurs
biaisés est observée chez les populations issues de backcross et plus encore, lorsque les

facteurs de DS sont portés par les gamétes femelles dans la population YBC4S3 (Tableau 26).
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Ceci met en évidence I’importance de 1’effet de gametes males dans I’induction des DS dans

le programme de sélection de I’hybride HRS.

La comparaison des DS des populations issues d’autofécondation et de backcross sont en
accord avec les résultats déja obtenus qui montrent que les populations issues de backcross
ont habituellement les pourcentages de distorsion les plus faibles (Lorieux et al. 1995 a, b ;
Song et al. 2006, Zhang et al. 2010, Liu et al 2010). Dans les populations testées, les DS sont
donc plus importantes chez les populations BC2S6 et BC3S4 qui sont issues
d’autofécondations, suivies de celles des populations BC4S3 et enfin de la QBC4S3
(Tableaux 29 et 30).

D’apres Wang et al. (2004) I’aptitude a la DS est généralement liée a I’environnement et &
une pression de sélection exercée sur plusieurs générations d’autofécondation. Dans notre cas
une pression de sélection axée sur les graines exprimant une inhibition de la synthése du
gossypol et la nature interspécifique des plantes HRS seraient essentiellement la cause de la

fixation d’alleles qui peuvent entrainer la DS.
8.4.3 Causes de la DS chez les plantes HRS
8.4.3.1 Charge génétique chez les descendances de I’hybride HRS

Le transfert de genes intéressants a partir d’especes sauvages vers les especes cultivées est
souvent accompagné de caractéres indésirables, dus a des genes rédhibitoires présents sur les
segments de chromosome transférés (Endo, 1990; Marais et al. 2010). C’est certainement le
cas de I’espéce australienne G. sturtianum qui appartient au génome le plus difficile a utiliser
dans un programme d’amélioration du cotonnier par hybridation interspécifique (Vroh Bi et
al. 1998, Becerra et al. 2007). Son introgression chez la principale espece de cotonnier cultivé
se traduit par la formation d’une charge génétique chez les plantes HRS. La charge génétique
se définit comme la baisse de I'aptitude moyenne d'une population, due a la présence de génes
délétéres, par rapport au niveau des individus présentant I'aptitude maximum. L'aptitude
moyenne d'une population est mesurée par le nombre moyen de descendants laissés a la
géneration suivante pour chaque individu. Les résultats que nous avons obtenus montrent que
la relation génétique des parents qui ont contribué a la création de I’hybride HRS se traduit
par une charge génétique qui le prédispose a une DS. Une telle association produit une

structure génomique avec une pléthore de recombinaisons hétérogénes et de réarrangements
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chromosomiques favorables au maintien des alleles de I’espece sauvage a 1’état hétérozygote
(Bradshaw et Stettler, 1994 ; Klekowski, 1988).

Beaucoup de recherches indiquent que les populations issues de croisements interspefiques
sont sujettes a la DS (Heijbroek et al. 1988, Tonguc et al. 2003, Song et al. 2006, Liu at al.,
2010). Chez certaines populations dérivées de croisements interspéecifiques, on observe
¢galement qu’il est, d’une part, difficile d'obtenir des descendances stables, et d’autre part,
que les caracteres transférés peuvent étre perdus au cours des générations de rétrocroisement
(Plieske et al. 1998). Depuis la création de I’hybride HRS, des anomalies ont toujours été
observées, a travers des graines vides, malformées, I’absence de germination des graines, la
mort des jeunes plantules, un déséquilibre morphologique et un faible pourcentage de graines
présentant le caractere recherché (Vroh Bi.et al. 1999, Benbouza, 2004). Toutes ces
observations mettent en évidence 1’existence d’un déséquilibre trés important chez 1’hybride

HRS due a sa charge génétique.
8.4.3.2 La pression de la sélection sur les plantes HRS

L instabilité observée sur toutes les générations étudiées, met en évidence une forte sélection
basée sur la viabilité. D’aprés Song et al. (2006), ce type de sélection dite zygotique, qui est
plus fréquente chez les hybrides interspécifiques, serait plus important que la sélection
gamétique. En effet, la pression de la sélection avec une succession d’autofécondations,
diminuerait la viabilit¢ des homozygotes et favorise la DS (par la présence anormale
d’hétérozygote). Cette observation est en accord avec nos résultats qui mettent en évidence
dans toutes les populations testées : (i) une forte mortalité ; et (ii ) une sélection zygotique
pour tous les SSRs a I’exception des SSRs localisés sur le ¢2 et d’une partie des SSRs du ¢3
au niveau de la population ZBC4S3, qui sont uniquement influencés par une sélection

gamétique (Tableau 30).

Tenant compte des résultats obtenus, nous pouvons émettre 1’hypothése que la multiplication
des générations d’autofécondation et la pression de sélection basée sur une expression du
caractere inhibition de la syntheése du gossypol dans la graine s’est accompagnée de la fixation
de facteurs qui (i) modifient la ségrégation, et (ii) qui empéchent la production de plantes
homozygotes pour les alléles de G. sturtianum introgressés chez les plantes HRS. D’aprés
Bradshaw et Stettler, (1994), ces facteurs d’instabilités observés, peuvent plus précisément
avoir une origine génique (génes gamétocide, genes de létalité) ou étre la conséquence de la

difference structurelle qui existe entre des chromosomes homéologues. D’aprés Endo, (1990),
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les anomalies peuvent juste étre I’effet de la présence de chromosomes étrangers. Cette
situation semble se présenter chez les plantes HRS étudiées. En effet, la dominance du
génotype hétérozygote, la forte sélection zygotique trouvée et le probleme de viabilité
constatés, peuvent étre indicateur d’une forte transmission de chromosomes de G. sturtianum.

Ces derniers seraient preférentiellement transmis en méme temps que le caractére sélectionne.
8.4.4 Meécanismes de la DS chez HRS

L’analyse des fréquences alléliques (Tableau 23, 24, 28, 29 et 30) des plantes HRS montre
que la DS observée pour tous les SSRs biaisés est causée par une sélection zygotique et/ou
une sélection gamétique. Le tableau 34 reprend les mécanismes de DS observés pour chaque
groupe de liaison et par genération étudiée.

Tableau 34 : Synthése des différents mécanismes de DS observés, par génération et par
groupe de liaison pour ’ensemble des générations étudiées

Génerations | Groupe de liaison | Mécanisme de DS
BC2S5 c2-cl4
c3-c17 Zygotique
BC2S6 c6-c25
c2-cl4 Zygotique et gamétique
BC3S4 c3-c17
6-c25 Zygotique
c2-c14 et c3-c17 Ségrégation normale
QBC4S3 c3-cl7 . .
6025 Gameétique et zygotique
c2-cl4 Ségrégation normale, gamétique
dBC4S3 c3-c17 Gameétique et/ou zygotique
c6-c25 Gametique et zygotique

Les résultats obtenus renseignent sur la multitude des mécanismes en place, qui entrainent une
DS chez les plantes hybrides HRS. La méme observation a été faite par Lashermes et al.
(2001) qui en ont conclus que la sélection zygotique n’exclut pas la sélection gamétique. Ils
sont aussi en accord avec les résultats de Li et al. (2007) et Jiang et al. (2008) rapportent
respectivement, en étudiant une population intra-spécifique de coton et une population F2 de
riz une DS influencée simultanément par une sélection gamétique et zygotique. Ces deux
types de sélection peuvent dans se cas étre controlés par des loci de distorsion de segrégation
(LDS) qui agissent respectivement avant (gamétique) et apres la fécondation (zygotique). Les
LDS sont pourteurs de genes gamétocides qui se transmettent préférentiellement a la
descendance, entrainant une DS (Nakagahra, 1972 ; Endo, 1990 ; Rooney et Stelly, 1991).

Selon Rooney et Stelly., (1991), la transmission préférentielle est le résultat des interactions
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génetiques et cytologiques entre le génome du cotonnier cultivé et celui du cotonnier sauvage.
Becerra et al. (2007), ont supposé la possible présence de chromosomes gamétocides chez
I’espeéce G. australe lors d’une analyse de la fréquence de transmission des chromosomes
étrangers chez le cotonnier cultivé. G. sturtianum étant une espéce australienne comme G.
australe et les deux présentant le méme mecanisme d’inhibition de la synthése du gossypol
dans la graine (Zhu et Daofan, 2001), ces mémes genes ou chromosomes gametocides ou
d’autres ayant les mémes effets pourraient exister dans la descendance de 1’hybride HRS.
D’ailleurs, d’autres études sur I’amélioration du cotonnier en utilisant G. sturtianum et G.
australe, ont aussi rapporté des cas de transmission préférentielle de chromosomes de ces
derniers (Ahoton et al. 2004, Sarr et Mergeai, 2009). Dans le cas de la présence de « géenes
gamétocides » chez G. sturtianum, ces derniers ne laisseraient se former que les gametes qui
les portent, entrainant ainsi une persistance de 1’état hétérozygote, ce qui empéche en méme

temps la formation d’homozygote G. sturtianum.

Dans le cas de chromosomes gamétocides, Lyttle (1991) rapporte que chez beaucoup
d’especes végétales et animales, 1’hétérozygotie structurelle peut favoriser 1’apparition de
chromosomes parasites. La distorsion est alors une conséquence directe de la structure
intrinseque du chromosome plut6t que le résultat de I'évolution d'un locus liés a un gene
gamétocide. Le mécanisme se passerait comme suit: le chromosome sauvage est
préférentiellement transmis a toute la descendance et joue un rdle de chromosome « ultra
égoiste » comme décrit par Crow (1988) et Lyttle (1991). Plusieurs études sur I’amélioration
du cotonnier G. hirsutum utilisant I’espéce sauvage G. sturtianum ont deja rapporté des cas de
transmission préférentielle ou de perte du chromosome sauvage (Rooney et Stelly., 1991,
Vroh Bi et al. 1999, Becerra et al. 2007). Ainsi, chez I’hybride HRS Vroh Bi et al. (1999) ont
trouvé apres sa création que quelques chromosomes de G. sturtianum étaient
systématiquement transmis a la descendance issue de backcross. Donc nous pouvons supposer
que ces chromosomes considérées comme «ultra égoiste » se seraient maintenus dans la
descendance de I’hybride HRS jusqu’aux populations BC2S5, BC2S6, BC3S4, IBC4S3 et la
QBC4S3, qui sont ici étudiées. Cette hypothése est soutenue par le taux élevé d’hétérozygotie
trouvé par Benbouza et al. (2009) dans les recherches antérieures concernant la descendance

de I’hybride HRS qui s’ajoutent a nos propres résultats.

D’apres Xu et al. (1997) et Lu et al. (2002), les chromosomes ciblés par notre étude (c2, c3,

6, c25), constituent des régions prédisposées a la DS. En effet, ils ont déja été identifiés chez
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le cotonnier comme des des régions de distorsion de ségrégation (RDS) (Han et al. 2004,
Song et al. 2006, Yu et al. 2007, He et al. 2008, Yu et al. 2011). De nombreux auteurs ont
constaté que les marqueurs biaisés dans la méme direction sont regroupés dans RDS qui sont
géneralement liées a des LDS ( Xu et al. 1997, Lu et al. 2002, Song et al. 2006, Castro et al.
2011). Mais d'autres génes inconnus sont aussi susceptibles de causer la distorsion de

ségrégation dans la méme région chromosomique (Lu et al. 2002, Castro et al. 2011).,

Sachant que les genes gamétocides, ont un effet sélectif sur la direction du biais, ils
influencent les générations testées. Se basant sur les résultats de Xu et al. (1997), Lu et al.
(2002) et Song et al. (2006), au moins deux facteurs semblent en étre la cause : (i) un facteur
favorisant les alléles de G. hirsutum, transmis uniquement via le pollen sur le groupe de
liaison c2-c14 et (ii) un facteur favorisant les alléles de G. sturtianum, transmis via I’ovule ou

le pollen sur le c6-¢c25 et pour CIR058 sur le groupe de liaison ¢3-c17.

Cependant, les raisons qui entrainent une sélection zygotique, gamétique et les deux
simultanément au niveau des différentes populations HRS testées n’est pas claire. En effet, le
type de sélection peut changer pour le méme groupe de liaison selon les populations, méme si
la direction de la distorsion est la méme. Cela laisse supposer la présence d’autres facteurs en
plus des genes gamétocides. Cette hypothése conforte I’hypothése de 1’effet probable de gros
fragments de chromosomes ou de chromosomes entiers de G. sturtianum supposé par Vroh bi
et al. (1999). Ces chromosomes de G. sturtianum interviendraient en favorisant leurs

transmission préfrentielle, avec comme conséquence, un excés d’hétérozygotes.

En résumé, sachant que les marqueurs sont neutres, il existerait des genes gamétocides au
niveau des LDS et/ou des chromosomes de G. sturtianum, qui provogueraient la distorsion
observée chez les plantes HRS.

8.4.4.1 -Transmission préférentielle des alléles de G. hirsutum au niveau du groupe de

liaison c2-c14

Au niveau du groupe de liaison c2-c14 seuls deux marqueurs SSRs (BNL3971 et BNL3590)
sont concernés. Lorsqu’il y a distorsion de ségrégation, les résultats montrent que c’est le
parent cultivé G. hirsutum qui est favorisé. Les mécanismes de distorsion sur le groupe de
liaison c2-c14 sont gouvernés par des facteurs qui agissent avant et aprés la fécondation
(gametiques et zygotiques) et doivent étre portés aussi bien par I’ovule que le pollen (Tableau

34). En effet, lorsque ces facteurs sont séparés ils ne sont pas suffisamment forts pour
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entrainer une grande distorsion. Les résultats montrent qu’il n’y a pas de distorsion lorsque le
facteur de DS est apporté par I’ovule et seul un SSR sur deux est biaisé¢ quand le transfert se
fait via le pollen. Ces résultats montrent que les facteurs portés par les microgamétophytes ont
plus d’effets sur la distorsion. Mais, 1’association des facteurs apportés par les micros et les
macros gamétophytes chez les plantes BC3S4 (autofécondation), démultiplie leurs effets. Une
synergie des facteurs apportés par le pollen et ’ovule, conduit a une distorsion génotypique et
allélique, comme déja trouvé chez le coton et le riz respectivement par Li et al. (2007) et
Jiang et al. (2008).

8.4.4.2 -Transmission préférentielle des alleles de G. sturtianum au niveau du groupe de

liaison c6-¢c25 et du SSR CIR058 au niveau du groupe de liaison ¢3-c17

Au niveau du groupe de liaison c6-c25, trois marqueurs SSRs (BNL3359b, BNL3436 et
BNL1153) sont concernés, alors qu’un (1) SSR (CIR058) est concerné pour le groupe liaison
c3-c17. La distorsion est causee par une sélection zygotique et gamétique simultanée chez les
populations 3BC4S3 et YBC4S3 (Tableau 29 et 30), alors qu’une sélection uniquement
zygotique est en cause chez la population BC3S4 (Tableau 28). A ce niveau, malgrés que les
mécanismes soient différentes, il y a une DS en faveur de ’all¢le de G. sturtianum, chez les
populations testées. Cependant, les SSRs CIR058 et BNL1153 dans la population BC3S4
(Tableau 29) font exeption, ils favorisent 1’alléle du cotonnier cultivé. En outre, tous ces
mécanismes se passent dans un contexte de distorsion en faveur du génotype hétérozygote. Il
ressort que : (i) le méme facteur de DS est apporté aussi bien par le pollen que 1’ovule; (ii)
I’association des facteurs de distorsion apportés par les gamétes méles et femelles inhibe

I’effet gamétique et ne favorise pas systématiquement le transfert de 1’alléle de G. sturtianum.

La plupart des recherches convergent vers le fait que les distorsions de ségrégation sont plus
fréquentes chez les descendances interspécifiques. L hétérozygotie structurelle y joue un role
important (Song et al. 2006 ; Luro et al. 1995). En effet, comme déja énoncé, d’importants
problémes d’introgression avec des espeéces sauvages sont causés par 1’effet sélectif de larges
fragments de chromosomes et/ou par la présence d’un ou de plusieurs chromosomes entiers de

I’espece sauvage.

Ainsi, on peut supposer sur base des résultats obtenus sur les descendances autofécondées et
rétrocroisées que le groupe de liaison c6-c25 pourrait constituer un de ces chromosomes
« ultra égoiste » qui favoriseraient I’instabilité du matériel. Cependant, ces chromosomes

peuvent parfois étre perdus au cours de la sélection comme le montrent les résultats observés
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avec la BC3S4 a ce niveau. Cette hypothése est conforme avec les observations d’Endo,
(1990), qui a trouvé chez le blé que les chromosomes gamétocides peuvent étre éliminés a
conditions d’étre en présence de genes spécifiques qui sont dotés de gametes résistants a

I’effet gamétocides.
8.4.4.3 Les mécanismes de la DS au niveau du groupe de liaison ¢3-c17

Les conflits entre les génomes des parents utilisés pour créer I’hybride HRS qui alimentent la
charge génétique semblent plus s’exprimer au niveau de ce groupe de liaison. En effet, sur ce
dernier, plusieurs mécanismes de DS surviennent selon la population testée (Tableau 34). Le
biais observé est en faveur de I’all¢le de G. hirsutum au niveau des populations de la BC3S4
et la IBC4S3 (Tableau 29 et 30). Cependant, les mécanismes entrainant la DS au niveau de
ces deux (2) populations sont différents. D’une part, nous avons trouvé un exces
d’hétérozygotes influencé par une sélection zygotique chez la BC3S4, d’autre part, nous
avons trouvé un exces d’homozygote G. hirsutum, influencé par une sélection gamétique au
niveau de la IBC4S3. Par contre, au niveau de la YBC4S3 uniquement deux (2) SSRs
(CIR058 et CIR228a) a 100% hétérozygote sont biaisés. Ils subissent un effet simultané d’une
sélection zygotique et gamétique. Ces résultats montrent une grande instabilité au niveau du
groupe de liaison c3-c17, influencée par plusieurs facteurs qui entrainent des résultats
différents. Ainsi, la sélection gamétique observée chez la $BC4S3 semble étre inhibée par la
sélection zygotique que 1’on observe a la génération BC3S4, et I’influence zygotique trouvée
chez la YBC4S3 ne joue pas le méme rdle que celle observée chez la BC3S4 (Tableau 34).
Nous pouvons en conclure gque le ¢3 semble étre un lieu de conflit génétique, un « hot point »
qui est dii au patrimoine génétique intrinseque de I’hybride HRS, et qu’il est possible qu’une
partie de I’instabilité observée vienne de cette zone. Les liaisons entre loci incompatibles a ce

niveau peuvent étre responsables de la DS observée dans le matériel que nous avons analysé.
8.4.5 Conséquences de la DS chez les plantes HRS
8.4.5.1 Létalité zygotique chez HRS et DS

L’exces d’hétérozygotes, les fortes pertes et les malformations des graines et des plantes HRS
observées (Chapitre 6 et 7), mettent en évidence I’existence d’un déséquilibre trés important
chez I’hybride HRS. Ce désequilibre pourrait étre provoqué par une létalité zygotique due a la

possible présence de facteur(s) de létalité, sur les fragments étrangers conservés, qui
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s’expriment a 1’état homozygote mais aussi a la différence structurelle liée aux fragments de

chromosomes de G. sturtianum encore présents.

Probablement due aux mécanismes se produisant durant la méiose aprés la fécondation, et/ou
a une liaison avec des genes létaux, la létalité zygotique observee est tres importante dans les
descendances testées de I’hybride HRS. Ainsi 1’analyse de la germination des graines et de la
survie des plantes effectuée au niveau du chapitre 7 montre de maniére croissante que la
population 3BC4S3 a présenté une perte moins importante de graines et de plantes. Elle est
suivie a ce niveau par la $BC4S3 et puis par la BC3S4. Ces résultats nous montrent que les
facteurs de létalité sont véhiculés aussi bien par les gamétes males que femelles. Cependant,

la 1étalité est plus importante lorsque le facteur est apporté par les gametes femelles.

La létalité apportée par ’ovule (YBC4S3) provoque des pertes s’élevant respectivement a
24% de graines mis en évidence par leurs scarifications et la perte de 33% et 67% des plantes
survivantes durant la germination et apres le semis des graines ayant germées. Par contre la
létalité est moins importante lorsqu’elle est apportée par le pollen (IBC4S3) avec 8% de
graines perdues mis en évidence par leurs scarifications, et la perte de 42% et 58% des plantes
survivantes respectivement durant la germination et le semis des graines ayant germé. En
outre, les résultats obtenus avec la population BC3S4 montrent respectivement que 43% de
graines sont perdues lors de la mise en germination et que 71 % des plantules sont perdues
niveau des graines viables ayant germé. Ces observations mettent en évidence le caractere
additif des effets des facteurs de létalité. En effet, la combinaison des facteurs de létalité
provenant des gametes males et femelles en autofécondation, conduit a une augmentation des
taux de perte, ce qui semble montrer que cette combinaison est donc plus destructrice pour les
plantes HRS.

Généralement, la létalité est attribuée aux gamétes males, mais nos résultats montrent que les
gametes femelles sont plus impliqués dans la létalité zygotique chez la plantes issues de
I’hybride HRS. En fait, il est bien connu que 1’avortement des gamétophytes femelles peut
arriver a différentes étapes, mais il se produit géneralement lors de la méiose; la graine
continue alors a se développer, mais elle est petite, plate ou vide (Siregar et Yunanto, 2008).
Les mémes résultats ont été trouvés dans notre programme de sélection, ou la létalité
provoquée par les gameétes femelles (BC3S4, YBC4S3) est beaucoup plus importante. Cette
observation est en phase avec les résultats de Fishman et Willis, (2005) qui ont démontré par

analyse cytogénétique que la méiose au niveau des individus femelles peut étre le siege de
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concurrence chromosomique et d’évolution d’éléments égoistes. Ainsi, chez les étres vivants,
la méiose au niveau des individus femelles est essentiellement asymétrique: trois des quatre
produits de la méiose dégénérent, et seul un va évoluer pour donner un gamete (Fishman et
Willis, 2005). Par conséquent, il est facile pour un élément chromosomique égoiste d’avoir un

avantage inhérent de transmission dans la descendance (Fishman et Willis, 2005).

Par ailleurs, un autre mécanisme de la sélection allélique se produit durant 1’embryogenese.
Apres la fécondation, la maturation d'une graine viable dépend de la survie de 1’embryon.
Ainsi, la vigueur du génotype de I’embryon est essentielle au développement de I’ovule. C’est
ce qu'ont mis en évidence Siregar and et Yunanto, (2008) dans le cadre d’un programme
portant sur 1’étude des causes possibles de la DS dans la descendance du Pinus merkusii
Jungh.et De Vries (pin de Sumatra) en pollinisation libre. Selon ces auteurs, la proportion de
graines vides est importante chez P. merkusii, mais le mécanisme de sélection ne se passe pas
au stade haploide. Ces résultats sont en accord avec I’important taux de graines mal- formées
et vides trouvées au niveau des populations BC3S4 et la YBC4S3, et de la forte sélection

zygotique observée a ce stade.

Un autre mécanisme, pourrait étre la sélection en défaveur des alléles introgressés qui sont
lies a un alléle letal ou semi-létal, qui affecte la production des gametes femelles. En effet,
d’apres Siregar et Yunanto, (2008), lorsque des alléles sont liés a un gene létal, leur analyse
peut mettre en évidence une distorsion de la ségrégation apparente, si et seulement si cette

analyse est effectuée aprés I’avortement du zygote.

En outre, Bradshaw et Stettler, (1994), supposent que l'ovule peut étre capable de supporter
un embryon qui ne pourra pas évoluer pour donner une plante. Ils considerent que le
phénotype 1étal peut ne pas s’exprimer avant la maturation de I’embryon ou au moment de la

germination.

Ces hypothéses sont trés intéressantes, particulierement pour la létalité zygotique observée
chez les descendants de I’hybride HRS qui pourrait étre due a une possible présence de
facteurs de létalite sur les fragments conservés de G. sturtianum qui s’expriment a 1’état
homozygote. Ceci n’est pas impossible puisque Kakani et al. (1999) ont déja montré
I’existence de loci qui conditionnent la létalité, la stérilité partielle male et/ou femelle et le

développement du pollen, au niveau du groupe de liaison c12-c26 chez le cotonnier.
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Une autre cause de la DS moins étudiée est la sélection zygotique incluant la translocation des
chromosomes étrangers (Taylor et, Igvarsson, 2003, Song et al. 2006, Liu et al. 2010). Cette
cause est conforme avec la présence de fragments de chromosomes et/ou de chromosomes

entiers mis en évidence par nos résultats.

8.4.5.2 Conséquences de la DS sur ’analyse de ’expression du caractere au niveau des

populations HRS testées

L’analyse du déterminisme génétique de I’expression du caractére « glandless-seed and
glandeed-plant » chez les populations de I’hybride HRS testées met en évidence une liaison
mineure avec les SSRs CIR058 et CIR228a, et une liaison majeur avec trois loci (BNL3590,
BNL 226b et BNL3989). Cependant, le dénominateur commun observé sur toutes les trois (3)
populations testées est la DS en faveur des alléles de G. sturtianum sur le groupe liaison c6-
c25 et au niveau du SSR CIR058 localisé sur le groupe de liaison ¢3-c17. Ce constat laisse
supposer que ces alleles de G. sturtianum préférentiellement transmis quelle que soit la
population n’influencent pas I’expression du caractére « glandless-seed » chez les générations
de HRS testées. En conséquence, la liaison mineure du caractére « glandless-seed » avec le

locus SSR CIR058 trouvé avec 1’analyse de la variance pourrait étre la conséquence de la DS.

Par ailleurs, selon les populations testées, les trois loci majeurs identifiés n’expliquent au
minimum que 7% et seulement 23% au maximum de la variance phénotypique. Ce résultat
nous permet d’énoncer 1’hypothése selon laquelle, d’autres facteurs, ou des genes autres que
ceux identifiés comme étant liés a ces marqueurs doivent donc intervenir dans le
déterminisme génétique du caractére recherché. Ces résultats sont en conformité avec ceux de
Benbouza, (2004) qui a trouvé que les QTLs détectés sont sans effet majeurs et expliquent
entre 8,1% et 13% de la variance phénotypique observée. Cette conclusion ouvre un champ
d’étude vu que le caractére semble étre polygénique. Il pourrait alors exister des QTLs a effet
mineur ou d’autres non encore identifiés dans la zone chromosomique couverte par les

marqueurs, ou sur d’autres chromosomes.

Mais, étant donné I’importance de la cartographie des caractéres quantitatifs (QTL) en
amélioration des cultures, I’influence des distorsions de ségrégation sur I’analyse des QTL
doit étre négligeable pour une bonne interprétation des cartes. Donc le fait que tous les 10
SSRs soient biaisés remet en cause la valeur des QTL qui seraient identifiés comme
responsables du caractére recherche. Si la fréquence de recombinaison ou I’ordre des

marqueurs est déterminé de manicre incorrecte, les hypothéses de base de 1’analyse des QTL
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seront biaisées et les résultats ne seront pas précis. Ainsi en présence de DS, plusieurs auteurs
ont fait état de fausses liaisons lorsqu’il y a distorsion de ségrégation (Lorieux et al. 1995 a,
b ; Kalo et al. 2000, Liu et al. 2010). Il faut aussi ajouter que d’aprés Cloutier et al. (1997), les
fortes distorsions orientées vers 1’allele du méme parent favorisent la formation de fausses

liaisons supplémentaires, ce qui permet d’expliquer certains de nos résultats.
8.5 Conclusion

Le suivi de I’introgression avec les 10 SSRs utilisés a montré que les alléles de G. sturtianum
ont bien été conservés dans les différentes générations d’hybrides HRS testés. Cependant, il
met aussi en évidence une forte DS en faveur du génotype hétérozygote. Cette DS permet
d’expliquer I’instabilité observée chez les plantes HRS au niveau phénotypique. En outre, les
résultats montrent que les facteurs de DS sont indépendants du caractere inhibition de la

synthese du gossypol dans la graine de coton qui est recherche.

La DS observée serait gouvernée par plusieurs mécanismes qui sont complexes. Ces derniers
sont favorisés par la charge génétique et la pression de la sélection basée sur 1’expression du
caractére « glandless-seed » exercée au niveau des descendants de I’hybride HRS. Ainsi,
chaque groupe de liaison est le siége d’un ou de plusieurs mécanismes, dont les plus
importants sont : (1) la transmission préférentielle de 1’all¢le de G. hirsutum au niveau du
chromosome 2, probablement influencée par un gene gamétocide; (2) la transmission
préférentielle de 1’alléle de G. sturtianum sur le c6-¢25 et pour le loci CIR058 du groupe de
liaison c3-c17, probablement influencée par un fragment et/ou un chromosome entier de G.
sturtianum ; (3) la possible existence d’un facteur de létalité principalement véhiculé par
I’ovule. Le passage systématique de tous les alleles de G. sturtianum avec un maintien de
ceux-ci a I’état hétérozygote en BC2S6, permet d’avancer 1’hypothése de la présence encore
importante des alléles de G. sturtianum, a travers des gros fragments de chromosomes ou de

chromosomes entiers de celui-ci.

Il ressort que la DS dans notre matériel est principalement influencee par les facteurs apportés
par les gamétophytes males, alors que I’instabilité (la 1étalité) est principalement influencée
par des facteurs apportés par les gamétophytes femelles. Tout ceci serait gouverné par une
forte sélection zygotique dirigée par des entités de G. sturtianum et/ou une sélection

gamétique sous I’effet de génes gamétocides.

124



Par ailleur, les SSRs identifiés comme étant liés au caractere « glandless-seed » n’expliquent

qu’une partie de la variabilité phénotypique.

La meilleure maniére d’expliquer tous les facteurs et mécanismes qui entrainent les
dysfonctionnements observés dans les descendances de HRS est d’analyser son étendue sur
tout son génome. A cet effet, il serait nécessaire de faire un screening pour saturer le génome

afin de mieux apprécier la présence de G. sturtianum chez I’hybride HRS.
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9 IDENTIFICATION DE NOUVEAUX MARQUEURS SSRs SPECIFIQUES DE G.
STURTIANUM DANS LA DESCENDANCE DE L'HYBRIDE HRS

9.1 Introduction

Les résultats obtenus jusqu’a présent montrent qu’il est évident que les 10 SSRs étudiés ne
permettent pas d’expliquer toute la variabilité phénotypique observée. Le suivi de
I’introgression de marqueurs SSRs et la tentative de cartographie de ceux-ci a permis de
mettre en évidence I’existence d’importantes distorsions de ségrégation dans les descendances
¢tudiées susceptibles de se traduire par la présence de longs fragments d’ADN, voire de

chromosomes entiers de G. sturtianum.

Pour vérifier cette hypothése, un nouveau screening des 13 groupes de liaison du cotonnier a
été effectué, en vue de révéler d’éventuels nouveaux alléles de G. sturtianum au niveau des
chromosomes déja identifiés et sur les autres chromosomes qui sont supposés ne pas en

porter.

Cent et un (101) marqueurs microsatellites ont été utilisés pour cribler les 13 groupes de
liaison du cotonnier, au niveau des populations BC3S4, dBC4S3 et YBC4S3, BC2S6 et
BC2S7.

9.2 Matériel et méthode
9.2.1 Matériel Végétal

A part les graines BC2S7 qui ont été produites au Sénégal, toutes les graines a 1’origine des
plantes analysées ont été produites dans les serres tropicales de 1’Universit¢ de Licge
Gembloux Agro-Bio Tech / Belgique. Les conditions de production des deux sites sont

décrites au niveau du chapitre 4.

Trente (30) individus ont été testés (Tableau 35). Il s’agit de 27 individus appartenant aux
descendances étudiées de I’hybride HRS dans le cadre de notre these, toutes les générations
confondues, et des trois parents constitutifs de ce dernier (G. hirsutum, G. raimondii et G.

sturtianum).
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Tableau 35: Répartition par génération des 27 individus HRS utilisés pour I’identification de
nouveaux marqueurs SSRs

Générations

BC2S6

BC2S7

BC354

OBC4S3

JBC4S3

Nombre de
graines analysées

9.2.2 Méthode

Le screening des 101 SSRs a commencé par une extraction de I’ADN génomique total, suivie

d’une amplification des SSRs par PCR et d’une révélation au nitrate d’argent. Le détail des

méthodologies utilisées est expliqué au niveau du chapitre 8. Le tableau 36 donne la liste des

101 SSRs utilisés pour révéler des séquences genétiques spécifiques de G. sturtianum non

encore identifiées et leur localisation chromosomique.
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Tableau 36: Liste des 101 amorces utilisées pour révéler 1’introgression de nouveaux
marqueurs SSRs specifiques de G. sturtianum dans les descendances les plus avancées de

I’hybride HRS
Marqueurs SSR testés | Position chromosomique | Marqueurs SSR testés| Position chromosomique

CIR009 C1 NAU1164 C8
CIR055 C1 JESPRO66 C8
CIR089 C1 BNL2590 C9
CIR241 C1 BNL3779 C9
BNL1350 C1 NAU3365 C9
BNL3888 C1 NAU0864 C9
BNL1897 Cc2 MUSS083 C9
NAU1246 Cc2 MUSS547 C9
NAU5384 c2 CIR353 C9
UNIG 25A 02 Cc2 BNL2847 C9
PAR 851 Cc2 CIR291e C10
NAU3875 Cc2 CIR400 C10
JESPR179 Cc2 BNL3563 C10
MUSS294 c2 BNL3895 C10
MUSS599 Cc2 NAU1169 C10
CIR332 C3 CIR104 C10
BNL3463 C3 CIR372 C10
MUBS1101 C3 CIR003 C11
BNL1059 C3 CIR051 C11
NAU08384 C3 CIR196 C11
JESPR107 C3 CIR385 C11
CIR263 C3 CIR399 C11
BNL2572 (e%} CIR416 C1l1
NAU2291 Cc4 BNL625 C11
NAUO0869 C4 NAU0980 C11
CIR218 C4 JESPR135 C11
BNL530 C4 MUBS1000 C11
CIR027 b C4 MUBS1001 C1l1
CIR249 c4 BNL2805 C11
BNL1878 C5 CIR304 C11
BNL2448b C5 CIR042 C12
BNL2662 C5 CIR148 C12
BNL3029 C5 CIR362 C12
NAU1151 C5 BNL598 C12
NAU2001 C5 BNL1227b C12
NAUO0861 C5 BNL1673 C12
NAU2029 C5 NAU1278 C12
CIR301 C5 NAU4089 C12
CIR328 C5 NAU0915 C12
CIR033 C6 MUSS026 C12
CIR203 C6 BNL3261 C12
BNL2884 C6 BNL1679 C12
CIR405 C6 MUBS1117 C12
BNL2569 C6 CIR406 C13
CIR028 Cc7 NAU1023 C13
CIR262 C7 NAU1215 C13
CIR320 C7 CIR054 C13
CIR393 C7 CIR057 C13
CIR412 Cc7 CIR380 C13
BNL1604 Cc7 BNL3623 C13

CIR244 C8

Source: cotton marker database (CMD)

Les SSRs en rouge représentent les nouveaux, qui ont montré une amplification d’alléres de G. sturtianum
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9.3 Résultats
9.3.1 Identification de nouveaux SSRs

Parmi les 101 SSRs testés, appartenant aux 13 groupes de liaison de G. hirsutum, 19 soit
18,81%, genérent des alleles spécifiques de G. sturtianum. lls figurent en rouge dans le
tableau 36. Parmi ceux-ci, quatorze (14) sont présents chez les génotypes testés. Ils se
retrouvent dans 2 des 3 groupes de liaison déja identifiés comme ayant conservé des alléles
specifiques de G. sturtianum ainsi que sur quatre autres chromosomes. Au total, 24 alléles
spécifiques de G. sturtianum sont portés par 7 groupes de liaison : aux groupes c2-c14, c3-17
et ¢6-¢c25 déja identifies par Benbouza (2004), s’ajoutent a présent les groupes c4-c22, ¢5-c19,
cl1-c21 et c12-c26.

La figure 26 donne les chromosomes sur lesquels, il est observé une introgression d’alléles de
G. sturtianum. Pour chacun de ces chromosomes la position des nouveaux SSRs que nous
avons testés est localisée, en les distinguant en quatre catégories: (i) les 10 SSRs déja
identifiés, qui montrent les alleéles de G. sturtianum qui sont conservés dans le matériel
végétal étudié, (ii) les quatorze (14) nouveaux SSRs identifiés qui montrent des alleles de G.
sturtianum dans le matériel végétal étudié, (iii) les SSRs polymorphes qui ne montrent pas
d’introgression de G. sturtianum et (iv) les SSRs qui n’étaient pas polymorphes. Les 10 SSRs
spécifiques de G. sturtianum identifiés par Benbouza (2004) se retrouvent également sur cette
carte. Les nouvelles données obtenues vont dans le sens de I’introgression de chromosomes
quasi entiers de G. sturtianum pour les groupes de liaison c2-c14, ¢3-c17, c6-c25. Pour ceux-
ci en effet, presque tous les marqueurs testés mettent en évidence : soit 1’introgression d’un
segment de chromosome de G. sturtianum (pour les marqueurs polymorphes), soit la présence
d’un fragment de chromosome qui peut provenir de 1’espéce donneuse ou de G. hirsutum
(pour les marqueurs non polymorphes). Dans ce dernier cas, la présence quasi systématique
d’alleles spécifiques de G. sturtianum a leur proximité plaide plutét en faveur de leur
appartenance a 1’espéce donneuse. A ce niveau, la présence ponctuelle de SSRs spécifiques de

G. hirsutum pourrait s’expliquer par I’occurrence de recombinaisons localisées.

L’introgression d’alleles spécifiques de G. sturtianum est nettement plus ponctuelle au niveau
des groupes de liaison c5, cl1 et c12; ce qui plaide plutdt en faveur de I’existence de
recombinaisons ponctuelles entre les chromosomes des espéces parentales. Le chromosome

c4 présente trois SSRs spécifiques de G. sturtianum sur les 5 marqueurs polymorphes testés.
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Le tableau 37 donne le génotype des 27 individus HRS testés pour les 24 marqueurs SSRs
pour lesquels au moins un alléle spécifique de G. sturtianum peut étre présent. Selon la
génération analysée, des profils d’introgression de G. sturtianum trés variables sont observés

chez les individus testés.
9.3.1.1 Les populations BC2S6 et BC2S7

Les résultats montrent que la majorité des marqueurs SSRs testés sur les populations BC2S6
et BC2S7 sont hétérozygotes. Les populations BC2S6 et BC2S7 semblent étre homogenes. En
effet, les individus testés ont montré le méme profil quelle que soit leur teneur en gossypol, au
niveau de dix (10) SSRs sur les 14 identifiés. Parmi ceux-ci, un (1) localisé sur le c2
(MUSS599) est homozygote G. sturtianum, cing (5) localisés sur le c2 (MUSS294,
NAU3875), le c3 (NAU0884et JESPER107) et la c4 (CIR294) sont hétérozygotes et quatre
(4) localises sur le c4 (CIR218 et BNL530) et le ¢5 (CIR301 et CIR328) sont homozygotes G.
hirsutum (Tableau 37).

Au niveau des quatre autres SSRs, des recombinaisons sont observées sur les SSRs, localisés
sur le c2 (JESPR179) et le ¢3 (BNL1059). Par contre, une perte d’all¢les de G. sturtianum est
constatée sur le c11 (BNL2805) et le c12 (BNL3261) respectivement pour les générations
BC2S6 et la BC2S7.

9.3.1.2 Les populations BC3S4, 3 BC4S3 et Y BC4S3

Le profil génétique des populations BC3S4, IBC4S3 et YBC4S3 met en évidence des
populations en ségrégation, avec une diminution de la présence des alleles de G. sturtianum.
La réduction des alléles de G. sturtianum est plus marquée chez JBC4S3, lorsque le
cotonnier cultivé est utilisé comme parent femelle. Dans ce cas, tous les individus sont a
100% homozygotes G. hirsutum pour au moins sept (7) des 14 (quatorze) nouveaux
marqueurs identifiés. Ces derniers sont localisés sur le c2 (JESPR 179), le ¢c3 (BNL1059), le
c4 (CIR 218, BNL 530), le ¢5 (CIR 301, CIR 328) et le c12 (BNL 3261).

Néanmoins, la majorité des marqueurs SSRs testés sur les populations BC3S4 et $BC4S3,
sont hétérozygotes. Chez ces populations, respectivement 10 et 7 sur les 14 SSRs identifiés,
ont des taux d’hétérozygotie compris entre 50% et 100%, et respectivement 5 et 10 SSRs sont
homozygotes G. hirsutum avec des taux allant de 50 a 100%. Mais, chez la génération
JBC4S3 seulement 3 sur les 14 SSRs ont des taux d’hétérozygoties compris respectivement
entre 50% et 100%.
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Une analyse de toutes les générations confondues montre que le SSR BNL3261 sur le ¢12, qui
est quasi 100% homozygote G. sturtianum chez la BC2S6 et 100% hétérozygote chez la
BC2S7, ne donne pas d’alléle spécifique de G. sturtianum au niveau des générations BC3S4,
dBC4S3 et ?BC4S3. Cependant, le nombre d’individus testés est trop petit pour tirer un

conclusion.
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Tableau 37: Conservation des SSRs spécifiques G. sturtianum chez les 27 individus testés appartenant aux générations avancées de la
descendance de HRS

SSRs MUSS599 | MUSS294BNL3590|JESPR179{NAU3875 [BNL 3971 BNL2443b| CIR058 |BNL1059{NAU0884| BNL226h| BNL3989 |CIR228a| JESPR107|CIR218 |BNL530| CIR249 |CIR301 [CIR328| BNL2805| BNL3261| BNL3359 |BNL3436|{BNL1153
) Chromosome c2 c2 c2 c2 c2 c2 c3 c3 c3 c3 c3 c3 c3 c3 c4 c4 c4 c5 5 cl1 c12 Cé C25 C2%
Générations Distance cM)
Teneur 6,5 11 278 51,1 63,2 84,3 254 39,7 41 58.0 67,6 90,5 | 137,3| 1945 | 358 | 74.0 | 125.7 | 253.1]337.8] 100.0 | 173.6 0 266 | 69,3
engossypol (%)
007 HS HS HS HS HS HH HS HS HS HS HS HH HS HS HS HH HRS HS HH HS HH HS HS HS
1,13 HS s HH 0 HS HS HS HS HS HS HS HS HS HS HS HS HH HH? | HH HS HH HS HS HS
BC3S4 1,09 HH HH HH HH HS HS HH HR HH HH HS HS HS HS HH HH HH HH HH HS HH HS HS HS
013 HS HH HS HH HS HS HS & HH HS HS HS HS HH HH HH HRS HH HH HS HH HS HS HS
0,04 S S HH S HS HS HS S HS HS HS HS HS HS HS HS HRS HS HS HS HH HS HS HS
09 HS HS HS HS HS HS HS HS HS HS HS HS HS HS HS HS HRS HS HS HS HH HS HS HS
146 HH HH HH HH HH HS HH HS HH HH HH HH HS HS HH HH HR HH HH HS HH HS HS HS
2 BC4S3 063 HS HS HS HH HS HH HS HS HH HS HH HS HS HS HH HH HRS HH HH HS HH HS HS HS
7 072 HH HH HS HH HH HS HH HS HH HS HH HH HS HS HH HH HH HH HH HH HH HS HS HS
1,03 HH HH HH HH HH HS HH HH HH HS HS HH HH HH HH HH HH HH HH HS HH HS HS HS
0,05 HH HH HS HH HH HH HH HS HH HS HS HH HS HS HS HS HR HS |HSINA| HS HH HS HS HS
010 HS HS HS HH HS HH HH HS HS HS HS HH HS HS HS HS HS HS |HSINA| HS HH HS HS HS
0 BC4S3 0,96 HH HH HH HH HH HH HH HS HH HH HH HS HS HS HH HH HR HH HH HS HH HS HS HS
097 HH HH HH HH HH HH HS HS HH HH HH HS HS HS HS HS HR HS HS HS HH HS HS HS
016 0 HH 0 0 HS HS 0 HH HH HS HS 0 S HS HH HH 0 HH 0 HS HH 0 HS 0
027 HH HH HS HH HH HH HH HH HH HS HH HH HS HS HH HS HS HS |HSINA| HRR HH HS HS HS
0,03 S HS HS S HS HS HS R HS HS HS HS HS HS HH HH HRS HH HH HR S HS HS HS
020 S HS HS S HS HS HS HS HS HS HS HS HS HS HH HH HRS HH HH HR NA HS HS HS
052 S HS HS S HS S HS HS HS HS HS HS HS HS HH HH HRS HH HH HR S HS HS HS
06 S HS HS S HS S HS HS HS HS HS HS HS HS HH HH HRS HH HH HR S HS HS HS
BC2S6 011 s HS HS HH HS HS HS HS HH HS HS HS HS HS HH | HH | HRS | HH [ HH HSR s HS HS HS
013 S HS HS SS HS HS HS HS HS HS HS HS HS HS HH HH HRS HH HH HR S HS HS HS
087 S HS HS S HS HS HS HS HS HS HS HS HS HS HH HH HRS HH HH HR S HS HS HS
0,64 S HS HS S HS HS HS HS HS HS HS HS HS HS HH HH HRS HH HH HR S HS HS HS
015 S HS HS S HS HS HS HS HS HS HS HS HS HS HH HH HRS HH HH HS S HS HS HS
BC2S7 0,34 S HS 0 S HS S HS S HH HS HS HS HS HS HH HH HRS HH |HHNA| HR HS HS HS HS
0,02 S HS HH s HS s HS S HS HS HS HS HS HS HH HH HS HH |HH#NA| HSR HS HS HS HS

HS= Hétérozygote G. hirsutum — G. sturtianum ; HH=homozygote G.

hirsutum - G. sturtianum — G. raimondii; NA= nouveau alléle ; 0 = pas d’amplification ; SSRs en rouge= les 10 SSRs utilises.

hirsutum; SS= homozygote G. sturtianum; HRS=hétérozygote G.

132




c2 c3 c4 c5 c6

cll cl2 c25
6,5 MUSS599 254~ _ s BNL2443
11,0~EF MUSS294 25.9 BNL3463 0,0——BNL2572 21,1—~—BNL3029a  0,0—— BNL3359
15,17~ BNL1897a 30,6 MUBS1101 00 MUSS026
27,8~ = BNL3590 39,7 CIR058 25,0—HH CIR203BNL2569 00 NALO9EO o §94 s 266 BNLa436
33,9 UNIG25A02 41,0 BNL1059 358 —CIR218 29 R4z
37,5 NAU5384 58,0 NAU0884 64,2— 1 BNL1878a 40,7~ CIR003 297 CIR362
51,1 JESPR179 67,6 BNL226 BN 233 CIR196 7~
632 NAU3875 90.5——— BNL3989 804 BNL2448b 380 MUBS1001 46,6 BNL1679
84.3—— BNL3971 95.8- 0 CIR332 740——BNL530 91,57~ NAU2029 L sniosss . 47,4 \{- BNL1227b 69,3 BNL1153
' 103.9 CIR263 80,1 53,4 = MUBS1117
550 7\ CIR148
137,3— CIR228 78,8 BNL625 64,5 BNL1673
1257———CIR249  146,5—— NAU2001 L 89,0 MUBS1000
1274 CIR405 100,1 BNL2805
143,6——— CIR033
e 170,4—— BNL2662 '
164,7—— PARSS1 152,1——— CIR027b
178,6— NAU1246 194,5— JESPR107
1445 NAU1278
1694 \| | 7 JESPR135
171,0 2= CIR399 1736 BNL3261
173,9 A CIR385
253,17~ CIR30L 182,3 CIR051
203,6 CIR304
217,0 CIR416
300,4— NAU1151
3378 CIR328

Figure 26: Cartographie des nouveaux SSRs testés et de ceux identifiés par Benbouza (2004) chez les 7 groupes de liaison qui présentent une
introgression de SSRs spécifiques de G. sturtianum

Violet = Les 10 SSRs introgressés déja identifiés

Rouge = les 14 nouveaux SSRs qui montrent des alléles introgressés de G. sturtianum

Vert = Les SSRs polymorphes qui ne montrent pas d’introgression d’alleles de G. sturtianum
Noir = Les SSRs non polymorphes
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9.4 Discussion

Le screening réalisé avec les 101 SSRs sur les 13 groupes de liaison du cotonnier a permis de
mettre en évidence la présence chez les générations avancées issues de I’hybride HRS de 14

nouveaux alleles spécifiques G. sturtianum en plus des dix qu’avait trouvé Benbouza (2004).

La moitié des 14 nouveaux alleles SSRs sturtianum identifiés se trouvent au niveau des
chromosomes c2 et ¢3, ce qui confirme la présence massive de matériel génétique de 1’espece
donneuse au niveau de ces groupes de liaison. Les autres nouveaux alléles SSRs G.
sturtianum sont dispersés au niveau des chromosomes c4, c5, c11 et c12. Benbouza et al.
(2009) avaient déja cartographié une série d’alléles spécifiques de G. sturtianum au niveau de
ces chromosomes, mais seul ceux des trois groupes de liaison c2-c14, c¢3-c17 et c6-c25 étaient
conserves jusqu’a la BC2S5 et la BC3S4.

Il est important de signaler que le marqueur BNL3261 spécifique de G. sturtianum sur le c12
est présent dans les populations BC2S6 et BC2S7, mais est absent au niveau des générations
BC3S4, 9BC4S3 et IBC4S3. Cela montre que la série d’autofécondation a effectivement
contribué au maintien de fragments de G. sturtianum qui peuvent étre éliminés lorsqu’on
procéde a un backcross. Le c12 porte le locus GL, qui joue un rble prédominant dans le
controle de la teneur en gossypol des amandes des graines. L’introgression d’un allele
provenant de G. sturtianum au niveau de celui-ci pourrait expliquer la diminution de la
présence de glandes a gossypol observées chez certains descendants de HRS comme dans le
cas des alléles GL,° et GL,® mis en évidence respectivement par Zhu et al. (2001) et Kohel et
Lee (1984). Le locus GL,° se situe selon Dong et al. (2007) a proximité des SSRs NAU2251b,
NAU3860b, STV033 et CIR362. L’allele du SSR BNL3261 spécifique de G. sturtianum que
nous avons identifié chez les générations BC2S6 et BC2S7 se situe a plus de 150 CM de
ceux-ci, ce qui signifie qu’a moins d’un bouleversement majeur de 1’ordre des génes sur le
chromosome 12, il n’est pas possible que le fragment d’ADN de G. sturtianum correspondant
a ce marqueur inclue le locus GL,. Ces résultats ne permettent cependant pas d’affirmer
qu’une introgression d’un autre fragment d’ADN de ’espéce australienne n’a pas pu avoir
lieu a proximité du locus GL,. Il serait donc, judicieux lors de prochains travaux de
screenings au moyen de marqueurs moléculaires de cibler les autres SSRs dans cette région
du chromosome 12 pour déterminer si elle n’a pas €té 1’objet d’une introgression par un

fragment d’ADN de G. sturtianum porteur d’un alléle spécifique du géne GL,°. Ceci afin de
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vérifier I’hypothése du controle du caractére « glandless-seed » par cet allele australien chez

les descendants de HRS qui présentent ce caractére.

Ces nouveaux SSRs identifiés vont nous permettre d’assigner un nombre plus élevé de
marqueurs a G. sturtianum chez les descendances de HRS et qui pourront étre utilisés dans

I’identification des régions qui interviennent dans le controle du caractére recherché.

Par ailleurs, le tableau 37 montre que la teneur en gossypol des graines dont sont issus les
individus testés, toutes génerations confondues, variait de 0,02% a 1,46%, et aucun profil
génétique particulier des nouveaux SSRs identifiés ne semble étre associé a I’expression du

caractere recherché.
9.5 Conclusion

Une plus grande proportion de matériel génétique de G. sturtianum au niveau du matériel
végétal analysé est observée par rapport a ce que I’on pouvait supposer sur base des résultats
obtenus par Benbouza (2004). La réalisation de screenings complémentaires permettrait peut-

étre d’en identifier encore plus.

Les 14 nouveaux SSRs identifiés pourront étre utilisés a ’avenir dans des analyses visant a
associer 1’expression du caractére recherché a ces marqueurs. Le nombre d’individus analysés
ici par génération était beaucoup trop faible pour tirer des conclusions valables de la

réalisation d’une analyse en simple marqueur.

Sur base des nouveaux résultats obtenus concernant la concentration de marqueurs
spécifiques de G. sturtianum au niveau des groupes de liaison c2 et c3, il serait intéressant de
vérifier avec des outils relevant de la cytogénétique moléculaire si I’hypothese de la présence
de chromosomes entiers de G. sturtianum ou d’importants fragments de chromosomes de

cette espéce se confirme.
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10 ANALYSE AU MOYEN DE METHODES CYTOGENETIQUES CLASSIQUE ET
MOLECULAIRE D'UNE PARTIE DE LA DESCENDANCE DE L’HYBRIDE HRS

10.1 Introduction

Les résultats présentés dans les chapitres précédents, ont mis en évidence de nouveaux SSRs
qui confirment la présence encore importante de matériel génétique provenant de G.
sturtianum. En outre, ils ont aussi montré la possible intervention de chromosomes entiers

et/ou de grands fragments de chromosomes de G. sturtianum dans la DS.

Dans le but de vérifier ces résultats et d’apprécier les possibilités d’échanges de matériel
génétique chez les descendants de I’hybride HRS ainsi que leur stabilité génétique, nous
avons réalisé des analyses relevant de la cytogénétique classique et de la cytogénétique

moléculaire sur une partie de notre matériel d’étude.
10.2 Matériel et méthodes
10.2.1 Matériel

La réalisation des analyses cytogénétiques est particulierement fastidieuse du fait de la
complexité des techniques a mettre en ceuvre et de la nécessité d’appliquer celles-Ci sur des
plaques métaphasiques qui se trouvent exactement au stade adéquat. Un grand nombre de
coupes est alors nécessaire pour observer celles qui conviennent. Pour ces raisons, nous
n’avons pu analyser qu’un faible nombre d’individus par génération. De plus, tous les
individus testés n’ont pas nécessairement fait 1’objet des mémes analyses cytogénétiques
classiques ou moléculaire. Le tableau 38 reprend 1’ensemble des générations qui ont été
étudiées et la teneur en gossypol des graines dont sont issues les plantes analysées pour
chacune de celles-ci.
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Tableau 38: Liste des plantes étudiées et teneur en gossypol des graines dont elles sont issues

Génération Numéro des | pourcentage gossypol
plantes HRS | de la graine d’origine
analysées de la plante analysée
862 0.04
BC354 829 0.08
814 0.14
20 0,16
QBC48S3 m 114
43 0,06
57 1,08
58 0,88
QBC4S54/20 & 129
87 0,78
96 0,48
4 0,94
JBC4S3 5 0,83
6 0,98
IBC4S4/6 6 0,97
34 0,02
44 0,25
29 0,35
BC2S7 > 035
69 0,15
47 0,6

10.2.2 Analyse de la fertilité pollinique

La fertilité pollinique des plantes est évaluée aprés comptage au microscope de 1000 grains de
pollen dans une goutte d’acéto-carmin a 1,5% (1,5% de carmin dans 45% d’acide acétique).
Les grains de pollen d’une fleur complétement épanouie sont colorés pendant 30 minutes dans
la solution de carmin. La fertilité pollinique en (%) correspond au pourcentage de grains

colorés en prenant en compte leur forme et leur taille.
10.2.3 Observation des appariements chromosomiques

Les observations du nombre de chromosomes et des appariements a la méiose ont été
effectuées sur des cellules méres de pollen (CMP). Les jeunes boutons floraux sont prelevés
(environ 10 par plante si possible) au moment ou il y a le plus d’ensoleillement, pour
maximiser les chances de tomber sur un bouton en métaphase | ou anaphase 1. Par la suite, ils

sont débarrasses de leurs péerianthes, puis trempés pendant 48 a 72h a 4°C, dans une solution
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appelée ; Carnoy (6 volumes d’éthanol absolu/ 3 volumes de chloroforme/ 1 volume d’acide
acétique glacial) dans lequel on a ajouté une pincée de fer, pour fixer la mitose. Puis, aprés
deux ringcages avec une solution d’éthanol a 70%, les boutons floraux sont conservés dans

cette derniere a 4°C, jusqu'a utilisation.

La coloration se fait par écrasement sur une lame des CMP dans une goutte d’acéto-carmin
(1,5%). Avec une loupe binoculaire on observe le stade de division mitotique. Si on tombe sur
des CMP en métaphase, la lame, débarrassée de ses débris, est recouverte d’une lamelle. La
préparation est chauffée quelques secondes en évitant [’ébullition. Les plaques
chromosomiques sont étalées par une pression uniforme sur la préparation qui est
préalablement disposée entre deux couches de papiers absorbants pour éponger en méme
temps 1’excés de colorant. La préparation est observée immédiatement au fort grossissement
avec un microscope ou conservée a tres basse température (-20°C ou -80°C) jusqu’a

utilisation.
10.2.4 Etalement et observation des chromosomes des cellules de pointes de racine

Les étalements chromosomiques peuvent étre obtenus a partir de n’importe quel tissu
constitué de cellules indifférenciées présentant un bon index mitotique : méristémes
racinaires, carpelles, méristemes apicaux, boutons floraux ou anthéres. Dans notre cas, nous

avons utilisé les méristémes racinaires.
10.2.4.1 Prélevement et traitement des pointes de racine

Les racines (0,5 a 1 cm de long) sont prélevées sur des plantes en pot ou a partir de graines
germées. Si la plante est adulte, il est nécessaire de la rempoter une semaine avant utilisation
pour favoriser la formation de nouvelles racines. L’obtention de pointes de racine a partir de
graines de cotonnier s’obtient de la maniére suivante : aprés élimination de leur duvet
cellulosique a 1’acide sulfurique a 94% et scarification de leur tégument, les graines sont
mises a germer sur papier filtre humide, en boite de Pétri a 30°C. Les pointes de racines sont
prélevées au bout de 24h. Cependant, on peut attendre de 48 a 72h pour les prélever si

nécessaire.

Les racines prélevées sont directement trempées dans une solution a 0,04% de 0,8-
hydroxyquinoline pendant 4 h a température ambiante et a 1’obscurité pour bloquer les
cellules en métaphase par 1’inhibition des fuseaux chromatiques. Elles sont ensuite fixées

pendant 48 heures a 4°C dans une solution de Carnoy | (3 volumes d’éthanol / 1volume
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d’acide acétique : 3 :1) préparée quelques minutes avant utilisation. Les racines sont par la
suite conservées dans de 1’éthanol 70% ou dans le Carnoy I (3: 1) a 4°C jusqu’a leur

utilisation.
10.2.4.2 Digestion et production de protoplastes

Cette étape est tres importante car les parois des cellules non digérées ne peuvent étre
traversées par les sondes d’ADN. Les racines sont d’abord rincées 2 fois 10 min dans de
I’eau distillée, puis hydrolysées pour dégrader la matrice extra cellulaire dans du 0,25 N HCI
pendant 10 min. Ensuite elles sont encore rincées 1 fois 10 min dans de I’eau distillée,
trempées dans le tampon citrate (trisodium citrate-dihydrate) 10 min pour favoriser 1’activité
des enzymes a I’étape suivante. Ensuite, une extrémité distale de pointe de racine est
sectionnée et digérée dans 15 a 20ul d’une solution enzymatique (0,25g de cellulase Onozuka
R-10; 0,059 de pectolyase Y-23; 5ml de tampon citrate), pendant précisément 1h a 37°C.
Enfin, on préléve délicatement les explants avec une pipette Pasteur et on les rince dans de

I’eau distillée pendant 10 min.
10.2.4.3 Etalement des chromosomes

L’étalement s’effectue sur une lame préalablement traitée au Carnoy I (3:1). Avec une pipette
Pasteur, I’explant est prélevé et placé sur la lame. On élimine ensuite ’excés d’eau a 1’aide de
la pipette pasteur et de lamelles de papier buvard puis, on dépose sur I’explant 1 a 2 gouttes
de la solution de Carnoy | (3:1) fraichement préparée et on étale sur la lame les protoplastes a

1’aide d’une pince fine puis on laisse sécher la lame.

Les préparations chromosomiques peuvent étre conservées a -20°C ou -80°C jusqu’a leur

utilisation pour I’hybridation in situ.
10.2.5 Hybridation in situ génomique (GISH)

L’hybridation in situ génomique se déroule en plusieurs étapes: le marquage des sondes

génomiques, I’hybridation proprement dite, la détection et la contre coloration.
10.25.1 Marquage des sondes génomiques

L’ADN total est marqué avec la méthode utilisant la digoxigenin-11-dUTP et la biotin-14-
dATP selon le protocole de Roche (2004). On a besoin de 150 — 250ng d’ADN pour le

marquage d’une lame. Les sondes utilisées dans notre travail ont été marquées comme suit :
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- pour le génome (AD) h : I’ADN génomique de G. hirsutum a été marqueé a la biotine (Biot)
plus du DNTPs, et incubée & 16°C 1h30.

- pour le génome C1: ’ADN génomique de G. sturtianum a été marqué a la digoxigénine
(Dig), et incubé & 15°C pendant 1 h.

La longueur des fragments qui doit étre comprise entre 200 et 500 pb est contr6lée sur un gel
d’agarose & 0,8 ou & 1% avec un marqueur de poids moléculaire appelé smart Ladder. Dés que
la longueur des fragments se situe dans ’intervalle indiquée, la réaction est alors arrétée avec
un tampon d’arrét (0,5M EDTA) et la solution est incubée a 60°C pendant 10 min. Les sondes
marquées sont par la suite, précipitées dans 1/10 de leur volume d’acétate de sodium 3M et 2
fois leur volume de solution d’éthanol absolu (100%) froid (a -20°C). Les sondes ainsi

précipitées sont mises en suspension dans une solution de TE (Tris — EDTA).
10.2.5.2 Hybridation in situ
- Préparation des lames

L’aire d’hybridation est d’abord délimitée sur la lame, soit aprés observation a la lumiere
blanche ou au DAPI (4’.6-diamidino-2-phenylindole) 2 pg/ml (2 pul DAPI+ 98 ul de
vechtashield). Il s’agit d’un colorant spécifique de I’ADN qui permet de colorer tous les

chromosomes en bleu.

Les lames sont séchées au moins 1 h ou une nuit a 37°C, apres avoir été préalablement
nettoyées pendant 30 min dans du Carnoy | (3:1) puis deux fois 5 min dans de 1’éthanol a

96% pour enlever le colorant.
- Traitement a la RNAse

Les lames sont d’abord traitées avec 150 pl de solution de RNAse a 1 pg/ml dans du 2SSC
(Standard Saline Citrate), pour éviter les bruits de fond di a I’hybridation de la sonde avec les
ARN cytoplasmiques et nucléaires. Puis, elles sont déposées dans un environnement
hermétique, humide et protégé de la lumiére (grande boite tapissée de papier buvard imbibé
de 2SSC) a 37°C durant 45 min.

- Dénaturation

La dénaturation s’effectue avec de la Formamide désionisé a 70% dans du 2SSC a 70°C
durant 2 min30 secondes précisément sous la hotte. Les lames sont ensuite plongées 3 min

dans un bain de 2SSC froid, puis successivement 5 min dans une série de bains d’éthanol a

140



70%, 95%, 100% a froid (-20°C), pour la déshydratation. Les lames sont alors séchées

verticalement & la température ambiante.
- Hybridation

Un volume de 30 pul de tampon d’hybridation est déposé au niveau de la zone délimitée sur
une lame. Cette derniére est alors recouverte d’une lamelle souple puis placée dans
I’atmosphére humide utilisée préalablement a 37°C durant 16 h ou toute une nuit. Le tampon
d’hybridation est constitué¢ de 15 ul de formamide désionisé, 6 pl de dextran sulfate, 3 ul de
20SSC, 1 pl de sodium dodecyl sulfate (SDS 20%), 150 a 250 ng de sondes marquée (Dig et
Biot), complété avec de ’cau distillée a 30 pl. Cette solution est ensuite denaturée avec de

I’eau bouillante pendant 10min et placée immédiatement dans la glace.
10.2.5.3 Lavages

Les lavages ont pour objectif de dissocier les hybridations non-spécifiques et imparfaites. La
lame séparée de la lamelle souple est trempée successivement 3 fois 10min dans du 2SSC,
0,5SSC, 0,1SSC a 42°C et enfin 10min dans du 2SSC a la température ambiante.

10.25.4 La détection

Avant de commencer la détection, il faut d’abord bloquer les sites ou les marqueurs ne
doivent pas s’hybrider. On dépose alors 200 ul d’une solution de 5% serum albumine bovine
(BSA)-4SSC/Tween sur la lame. Recouverte d’une lamelle souple, la lame est placée dans la

chambre d’incubation humidifiée au 2SSC 10 min a 37°C.

La détection se fait en trois étapes et dans I’obscurité car on utilise des fluorochromes qui se
dégradent a la lumiére. Pour chaque étape, on dépose 50 pl de solution de détection (D)
(Tableau 39) sur la lame qu’on recouvre ensuite avec une lamelle souple. La lame est placée
dans la chambre d’incubation humidifiée avec 2SSC 45 min & 37°C. La lame est retirée apres
chaque incubation et rincée 2 fois 5 min a 37°C dans une solution de TNT (100 mM Tris HCL
(pH 7,5), 150 mM NacCl, 0,05% de tween 20).

Tableau 39: Composition de la solution de détection pour chaque étape

Etapel (D1) 49,75 pl de TNB (100 mM Tris HCL (pH 7,5), 150 mM NaCl, 0,5%
Blocking Reagent) + 0,25 ul de Texas Red-avidine = 50 pl

Etape2 (D2) 42,5 pl de TNB +2,5 pl de Biotinilated anti-avidine+ 5 pl d’Anti-dig
FITC =50 pl

Etape3 (D3) 49,6 pul de TNB 0,25 pl de Texas Red-avidine + 0,15 pl de FITC
conjugated rabbit anti sheep =50 pl
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Apres la détection, les lames sont plongées dans du 2SSC 3 min a la température ambiante
(TA), puis déshydratées par des passages de 3 min dans les bains d’éthanol a 70%, 95%,

100% a la TA, et séchées verticalement a I’abri de la lumiére.
10.2.5.5 La contre-coloration

La contre-coloration de I’ADN se fait avec 20 a 50 pl de DAPI en fonction de la zone ciblée.
I1 faut couvrir la lame d’une lamelle en verre, et enlever 1’excés de solution avec du papier
absorbant. La préparation (lame et lamelle) est scellée avec du vernis a ongle incolore. Elle
peut étre observée immédiatement ou conservée a 1’abri de la lumiére a 4°C jusqu’a

utilisation.
10.2.5.6 Observation au microscope :

Les résultats obtenus sont enregistrés par un systéeme de microscope (Nikon Eclipse E800)
muni d’une caméra (JVC KY-F 58E) couplée a un ordinateur. Les chromosomes sont
visualisés en microscopie a fluorescence a I’aide de filtres qui permettent de sélectionner les
longueurs d’ondes d’émission et d’excitation des fluorochromes. Les images des bonnes
plaques métaphasiques sont enregistrées avec les trois filtres : DAPI (bleu) ; FITC (vert) ;

Texas Red (rouge).

Les photos des bonnes plaques métaphasiques prises dans les mémes positions avec les
différents filtres sont superposées a 1’aide de logiciels de manipulation d’images pour bien
visualiser le caryotype de I’espéce étudiée. Dans notre cas nous utilisons Adobe photoshop 7
et Photostudio 2000.

10.3 Résultats
10.3.1 Mise en évidence de I’hétérozygotie structurelle chez I’hybride HRS
10.3.1.1 Comptage des chromosomes au DAPI

Un étalement chromosomique a partir des racines issues de graines germées de différents
descendants de I’hybrides HRS a été effectué. L’analyse de la mitose sur les plaques
métaphasiques colorées au DAPI (bleu) a montré que les dix sept (17) individus testés, quelle
que soit la génération a laquelle ils appartiennent, ont 52 chromosomes, comme chez le
cotonnier cultivé (Tableau 30). La présence de fragments de chromosome de G. sturtianum ne
semble donc pas se traduire par la production de lignées d’addition ou de soustraction chez les

descendants de I’hybride HRS.
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10.3.1.2 Hybridation in situ

A la suite du comptage des chromosomes des descendants de I’hybride HRS, ces derniers ont
été hybridés avec ’ADN génomique (AD); de G .hirsutum var.STAM F marqué a la biotine
et révelé au Texas-Red (rouge) et avec I’ADN génomique C; de G. sturtianum marqué a la
digoxigénine et révélé au FITC (vert). L’ensemble a subi une contre-coloration au DAPI. La
superposition des images des deux couleurs (vert-rouge) a donne les résultats présentés au

niveau des figures 27 a 34.

L’analyse des caryotypes obtenus apres leur coloration confirme la présence encore
importante du matériel de G. sturtianum en vert (Figures 28, 30, 32, 34). Elle a en effet mis en
évidence la présence de quatre (4) chromosomes entiers et de deux (2) fragments de
chromosomes de G. sturtianum chez trois (3) individus analysés de la population BC3S4
(Figure 28). Les six (6) individus testés de la population BC2S7 ont aussi montré la présence
de 3 ou 4 chromosomes entiers de G. sturtianum et de 2 fragments de chromosome de cette
espéce. Chez ces individus, les quatre (4) chromosomes entiers concernent deux (2) individus
alors que les trois (3) chromosomes entiers concernent les quatre (4) autres individus. Tous
les individus issus d’autofécondation analysés proviennent de graines dont la teneur en
gossypol est variable et comprise entre 0,04 et 0,14% pour les plantes BC3S4 et entre 0,02 et
0,6% pour les plantes BC2S7.

Le nombre de chromosomes entiers de G. sturtianum et de fragments de chromosomes de
cette espece est moins élevé chez les populations YBC4S3 et JBC4S3 par rapport aux
matériels BC3S4 et BC2S7.

Chez la seule plante YBC4S3 sur laquelle nous avons eu une bonne plaque métaphasique, le
nombre de chromosomes de G. sturtianum a diminué de moitié. Au niveau de cette plante, il
est observé la présence de deux (2) chromosomes entiers et d’un (1) fragment de chromosome
de G. sturtianum. L’analyse de trois (3) individus $BC4S4, issus de I’autofécondation de la
plante $BC4S3, a mis en évidence un ou deux chromosomes entiers et de fragments de G.
sturtianum. Parmi les trois individus, deux (2) individus ont deux (2) chromosomes entiers et
(+/-) deux (2) fragments de chromosomes, alors que le troisieme individu a un (1)
chromosome entier et un fragment de G. sturtianum (Tableau 40). La plante $BC4S3
analysée provient d’une graine dont la teneur en gossypol était de 0,16% alors que les plantes
de sa descendance $BC4S4 sont issues de graines dont la teneur en gossypol varie entre 0,06

et 0,78% (Tableau 40).
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Chez les trois (3) plantes BC4S3 analysées, on n’observe pas de chromosome entier de G.
sturtianum, mais elles ont toutes un (1) fragment de chromosome de cette espéce. Le méme
résultat a été observé sur un (1) individu de sa descendance ZBC4S4 issue d’autofécondation.
Tous les individus analysés sont issus de graines dont les teneurs en gossypol sont élevées (>
0,83%).

Ces constats suggerent que tous les chromosomes entiers de G. sturtianum et au moins un des
fragments de chromosomes de G. sturtianum qui persistent dans la descendance de HRS
seraient transmis par 1’ovule. C’est aussi via ’ovule dans la descendance $BC4S3 que I’on
observe un transfert du caractére inhibition de la synthese du gossypol. Sur base de ces
résultats, nous nous sommes concentrés sur la descendance de la souche YBC4S3/20 pour la
suite des analyses. En effet, cette plante provient d’une graine qui présentait une relativement
faible teneur en gossypol (0,16%), tout en ne contenant que deux chromosomes entiers et un

(1) fragment de chromosome de G. sturtianum.

Tableau 40: Résultats des analyses GISH

Numéro des Pourcentage Nombre de Nomhre de
s g Nombre total de chromosomes fragments de
Génération plantes gossypol de la h iers d h d
analysées graine d’origine chromosomes entler_s e chromosomes de
G. sturtianum G. sturtianum
862 0,04 52 4 2
BC3S4 829 0,08 52 4 2
814 0,13 52 4 2
QBC4S3 20 0,16 52 2 1
43 0,06 52 2 2
QBC484 87 0,78 52 2 1 ou2*
96 0,48 52 1 1
4 0,94 52 0 1
3dBC4S3 0,83 52 0 1
6 0,98 52 0 1
dBC4S4 6 0,97 52 0 1
34 0,02 52 4 2
44 0,25 52 4 2
29 0,35 52 3 2
BC2S7
22 0,35 52 3 2
69 0,15 52 3 2
47 0,6 52 3 2

* image pas nette
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Figure 27:plaque métaphasique au DAPI de  Figure 28: plaque métaphasique apres
BC3S2/814 (%G=0,13) hybridation de BC3S2/814 (%G=0,13)

Figure 29:plague métaphasique au DAPI de Figure 30:plague métaphasique apres

9BC4/20 (%G=0,16) hybridation de $BC4/20 (%G=0,16)
Figure 31: plague métaphasique au DAPI de Figure 32: plaque métaphasique apres
QBC4S1/43 (%G= 0,06) hybridation de QBC4S1/43 (%G=0,06)
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Figure 33: plague métaphasique au Figure 34: plaque métaphasique apres
DAPI de dBC4/6 (%G=0,98) hybridation de BC4/6 (%G= 0,98)

10.3.2 Association des chromosomes en méiose

Nous n’avons pu obtenir des résultats que sur une seule plante, parce que le prélevement de
boutons floraux nécessite des normes de luminosité seulement disponibles en été en Belgique.
La luminosité joue un réle important dans la réalisation des cycles méiotiques. Un exces de
lumiére accélere le processus de divisions méiotiques alors qu’un déficit de lumiére ralentit
énormément le cycle. Pour contourner ces contraintes, le prélévement des boutons s’est
effectué a des moments variables (moments de bon ensoleillement). La dimension des
boutons floraux peut ainsi varier selon les saisons, les génotypes et leur emplacement sur la
plante. Afin de maximiser les chances d’obtention de bonnes plaques chromosomiques pour
leur comptage (plaque en métaphase 1), il est nécessaire de prélever un grand nombre de
boutons floraux de tailles différentes. Ces prélevements vont évidemment perturber la

physiologie et les mécanismes de floraison de la plante.

Les différentes contraintes enumérées ci-dessus, font qu’il ne nous a pas été possible de
déterminer la formule caryologique de I’ensemble des génotypes étudiés par manque de

boutons au bon stade ou absence de boutons au moment des tests.

Les appariements ont été observes a partir de cellules méres de pollen (CMP). Il en ressort
que la plante $BC4S3/11 (1,14%G) présente un nombre important de bivalents. En effet, sur
guarante deux (42) plaques chromosomiques observées, nous n’avons obtenu que deux (2)
plaques qui ont montré chacune deux (2) univalents et trois (3) plagues qui ont montré
chacune la présence d’un quadrivalent. La figure 35 montre deux plaques métaphasiques sur

lesquelles les chromosomes sont bien appariés en 26 bivalents.
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Figure 35: Configuration chromosomique a la métaphase | de la méiose de la plante
9BC4S3/11 (%G= 1,14), grossissement 100

La formule caryologique chez cette plante est 0,091 + 25,8111 + 0,071V. Les résultats nous

permettent d’avoir une idée du comportement d’une partie de la descendance de 1’hybride
HRS a ce niveau de la selection. En effet, la dominance des bivalents met en évidence un
appariement normal et renseigne donc sur une certaine stabilité du génotype. La présence
d’uni- et de quadrivalents est cependant I’indice de la persistance d’un déséquilibre génétique
a son niveau. Sur base des résultats des analyses GISH obtenus pour d’autres souches des
générations $BC4S3 et YBC4S4 (Tableau 40), nous émettons cependant 1’hypothése que le
caryotype de celle-ci devrait contenir un (1) ou deux (2) chromosomes entiers et un (1) ou
deux (2) tres grands fragments de chromosomes de G. sturtianum. Le haut niveau
d’appariement observé plaide en faveur de la présence de deux (2) chromosomes entiers
homologues de G. sturtianum. Si ce n’est pas le cas, il doit exister un niveau d’homologie
élevé entre le ou les chromosomes de G. sturtianum que doit porter cette plante et leurs

homéologues chez G. hirsutum.

Chez les plantes HRS, les univalents peuvent facilement étre identifiés car les chromosomes
de G. sturtianum du génome C sont de plus grande taille. En ce qui concerne les bivalents,
deux types ont été observés : les bivalents fermés (24 en moyenne par plague métaphasique)
dus généralement aux appariements homogénétiques et les bivalents ouverts (2 en moyenne
par plaque métaphasique) qui concernent généralement les appariements hétérogénétiques.
Les bivalents ouverts comportent un seul chiasma et les bivalents fermés en comportent au

moins deux.
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10.3.3 Analyse des tétrades

Une évolution normale de la méiose dans les CMP se traduit a la fin de la premiére division
de la méiose par la division du microsporocyte en deux cellules sceurs contiguies (diades) qui
se divisent ensuite chacune en deux cellules pendant la deuxieme division de la méiose pour
donner 4 cellules sceurs contigiies (tétrades). Ces quatre microspores évoluent en grain de
pollen durant la spermatogenése chez les plantes génétiquement équilibrées (Figure 36). La
présence de tétrades anormales chez la souche ©BC4S4/20-S1/58 (Figure 37), traduit
I’existence de déséquilibres génétiques chez les plantes issues de ’hybride HRS a ce niveau
de la sélection. Chez cette plante de la descendance autofécondée du génotype @BC4S3/20,
99% des tétrades observées sont normales, et seulement 1% de tétrades sont anormales avec

la présence de cellules polynuclées contenant jusqu’a 6 noyaux (Figure 37).

Malheureusement nous n’avons pas pu faire une analyse GISH sur cette souche
QB(C4S4/20/58. Cependant, en suivant le méme raisonnement que celui avancé au paragraphe
précédent, nous pouvons supposer que cette souche devait contenir au moins 1 chromosome
entier et 1 fragment de chromosome de G. sturtianum. Ce qui signifierait que la présence de

matériel chromosomique étranger en aussi grande quantité dans le génome de cette plante ne

se traduit pas par un pourcentage tres élevé de tétrades anormales.
- ‘.\
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Figure 36: Aspect normal des tétrades Figure 37: Aspect anormal des tétrades
observées chez les individus testés de observées chez la plante $BC4S4/20-S1/58

I’hybride HRS et chez le cotonnier cultivé var (%G=0,88)
STAMF La fleche indique une tétrade anormale avec 6 noyaux
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10.3.4 Fertilité pollinique

La fertilité pollinique a été évaluée a partir de mille (1000) grains de pollen arrivés a maturité
chez les espéces parentales de I’hybride HRS, chez la plante $BC4S3/20 et chez 5 plantes
produites par autofécondation de cette derniére (Tableau 41). La fertilité pollinique des
espéces parentales G. hirsutum, G. raimondii, G. sturtianum prise comme témoins est
respectivement de 99,57%, 97,98% et 96,55%.

Chez les descendants analysés de I’hybride HRS, la fertilité pollinique a été analysée, on
observe qu’elle varie de 50,91% a 96,41% (Tableau 32). La fertilité varie non seulement
d’une plante a une autre, mais aussi d’une fleur a une autre sur la méme plante, raison pour

laquelle deux fleurs par plante ont été analysees, sauf pour la plante $BC4S4/20 /57.

Les figures 38 et 39 montrent des grains de pollen de taille uniforme et bien colorés chez la

plante YBC4S4/20/87 etle cotonnier cultivé, alors que la figure 40 montre des grains non

fertiles chez la plante YBC4S4/20/58.

Figure 38: Fertilité pollinique= 93,98 % Figure 39: Fertilité pollinique chez le
9BC4/20/87 cotonnier cultivé

4

Figure 40: Fertilité pollinique= 66,42% YBC4S4/20/58
Les fleches représentent les grains de pollen non fertiles
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Tableau 41 : Fertilité pollinique, nombre de chromosomes de G. sturtianum et teneur en
gossypol des espéces parentales de I’hybride HRS de la plante $BC4/20 et de cinq plantes
issues de 1’autofécondation de celle-ci

Nombre de

Génotype Plante g;i;;%{ ?OnA) ) chroglj)rici)rr]‘r;is n:je G. Polﬁﬁirglljge(% )

G. hirsutum (var STAM >15 0

F) 99,57

G. raimondii >15 0 97,98

G. sturtianum 0 52 96,55

QBC4S3 20 - 0,16 2 + 1 fragment 62,10
20 bis 0,16 62,25
= - 0,06 2 + 2 fragments 62,83
43 bis 0,06 77,60
57 1,08 N.D 77.37
58 0,88 b 77,09

QBC454/20 58 bis 0,88 ' 66,42
67 1,29 b 64,63
67 bis 1,29 ' 50,01
2; bis 8;2 2 + 1 ou 2 fragment(s) 222?

L’ajout de la mention « bis » aprés un nombre désigne la deuxiéme fleur analysée pour une plante donnée
N.D = Non disponible

10.4 Discussion

Les résultats obtenus au moyen des analyses cytogénétiques confirment I’hypothese de la
présence encore importante de matériel génétique du parent donneur (G. sturtianum) dans le
génome des plantes étudiées. Cette hétérozygotie structurelle est une explication de
I’importance des distorsions de ségrégation observées dans notre matériel (Chapitre 8). Lyttle,
(1991) rapporte en effet que chez beaucoup d’espéces végétales et animales, 1’hétérozygotie
structurelle est la cause directe de la distorsion de ségrégation. Il est également possible que
cette hétérozygotie structurelle ait un impact sur 1’expression du caractére recherché chez les
descendants de I’hybride HRS

10.4.1 Hétérozygotie structurelle et distorsion de ségrégation

L’ hétérozygotie structurelle est une variation structurelle du génome (Lorieux, 1993). Selon
Luro et al. (1995), la contre-sélection d’un chromosome entier pourrait provenir des
conséquences d’une hétérozygotie structurelle et d’une sélection gamétique qui sont
favorables a un ou plusieurs alleles d’un des parents. En effet, ils ont trouvé une hetérozygotie

structurelle et une sélection gamétique en faveur des alleles du mandarinier, chez un hybride
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issu du croisement entre un pamplemoussier et un hybride intergénérique, provenant d’un
croisement entre un mandarinier et un citronnier. Ce résultat est conforme avec nos
observations concernant la contre-sélection de chromosomes de G. sturtianum, et une DS
grandement influencée par une sélection zygotique, (cf chapitre 8), chez les plantes issues de
I’hybride HRS testées.

On peut résumer comme suit les résultats obtenus concernant la présence de chromosomes
entiers et de fragments de chromosomes de G. sturtianum dans notre matériel : quatre ou trois
chromosomes entiers et deux fragments de chromosome sont observés respectivement chez
les populations BC3S4 et BC2S7, deux ou un chromosomes entiers et un ou deux fragments
de chromosomes sont présents respectivement chez les populations YBC4S3 et YBC4S4 et,
enfin, un seul fragment de chromosome est observé chez les plantes des générations BC4S3
et dBC4S4. Si on remonte depuis la création de I’hybride HRS, Vroh Bi et al. (1998) ont
trouvé que quelques marqueurs RAPD spécifiques de G. sturtianum sont systématiquement
présents au niveau de tous les individus BC1 analysés. En effet sur 75 marqueurs, testés sur
27 plantes BC1, 30 ont pu étre utilisés. Ces derniers auteurs on détecté la présence e 49
bandes spécifiques de G. sturtianum dont 22 étaient présents chez I’hybride HRS d’origine et
17 sur les plantes BC1 (Mergeai et al. 1998). Ces bandes seraient localisées dans les
chromosomes du génome C qui sont préférentiellement transmis a la BC1. Par la suite, Vroh
Bi et al. (1999) ont trouvé 70 marqueurs AFLP spécifiques de G. sturtianum dont environ
10% se retrouvent dans les descendances BC1l, BC2 et BC3. Méme si la plupart des
marqueurs utilisés par VVroh Bi et al. (1999) ne se sont pas maintenus a la BC2, ses résultats et
les notres confirment une transmission préférentielle de chromosomes de G. sturtianum
depuis la création de ’hybride HRS. La transmission préférentielle de chromosomes entiers
de G. sturtianum et G. austral a déja été signalée par plusieurs auteurs (Rooney et Stelly,
1991 ; Ahoton et al. 2002 ; Sarr et Mergeai, 2009, Becerra et al. 2007). La présence de ces
chromosomes de G. sturtianum entraine une hétérozygotie structurelle qui elle-méme serait a
la base de la DS depuis le début du programme. Par ailleurs, les critéres de sélection des
graines, basés sur 1’expression du caractére recherché et sur la capacité de ces graines a
donner des plantes fertiles, ont déja été identifiés comme favorisant la transmission
préférentielle. Les chromosomes sauvages préferentiellement transmis dites «ultra égoistes,
se retrouvent dans toute la descendance, en hybridation interspécifique. Ils ont déja été décrits
par Crow (1988) et Lyttle (1991) comme expliqué dans le chapitre 8. La GISH montre que

cette transmission préférentielle est quasi systématique avec la succession des
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autofécondations effectuées a partir de la BC2. Par contre, la réalisation de rétrocroisements
successifs peut briser la tendance. En effet, la réduction du nombre de chromosomes de G.
sturtianum en BC4S3 et chez certains individus BC2S7, nous permet de supposer que tous les
chromosomes entiers et les fragments de G. sturtianum ne seraient pas « ultra égoistes ».
Cette diminution des chromosomes correspond a I’¢limination des chromosomes de G.
sturtianum au fil des générations de rétrocroisement, ce qui avait déja été déja observée par
Vroh bi (1999) au niveau des générations BC1, BC2, et BC3 issues de HRS.

Une analyse des résultats observés au niveau des populations 3BC4S3 et YBC4S3 facilite la

compréhension des mécanismes en jeu.

Le fait qu’on ait observé qu’un seul fragment de chromosome de G. sturtianum chez les trois
individus dBC4S3 et chez I’individu BC4S4 analysés alors qu’il y a de 1 a 4 chromosomes
entiers et 1 ou 2 fragments de chromosomes de G. sturtianum dans les populations BC3S4,
PBC4S3 et 9BC4S4, signifie que la transmission préférentielle des fragments de
chromosomes et des chromosomes entiers de G. sturtianum se réalise via I’ovule. Ce constat
pourrait aussi expliquer que I’instabilité phénotypique des plantes HRS (cf Chapitre 6)
observée depuis le début soit beaucoup plus importante chez les populations BC3S4 et
PBC4S3. 1l est bien connu que les gametes femelles tolérent beaucoup mieux que le pollen
les additions de chromosomes multiples et D’introgression de grands fragments de
chromosomes sauvages dans leurs noyaux (Endo, 1990 ; Konan et al. 2007). En ce qui
concerne la BC3S4, d’aprés les observations d’Endo, (1990), la présence de 4 chromosomes
entiers et de deux fragments de chromosome de G. sturtianum, est due au fait que le
sporophyte qui contient un chromosome étranger offre un milieu qui favorise la survie des
gametes males porteurs de chromosomes entiers ou de fragments de G. sturtianum. En outre,
plus la présence de matériel génétique d’une espéce sauvage est importante chez un hybride
interspécifique, plus les individus concernés sont déséquilibrés (Cauderon, 1981). Cette
derniére considération est cohérente avec nos observations concernant le meilleur équilibre
morphologique des individus 3BC4S3 qui ne porteraient, selon les résultats de nos analyses
GISH, qu’un fragment de chromosome de G. sturtianum et pas de chromosomes entiers de
cette espece. Par ailleurs, il est également possible que le grand fragment de chromosome de
G. sturtianum observé chez ces plantes soit transfére préférentiellement via le gameétophyte
male. En effet, un fragment de chromosome de G. sturtianum est systématiquement trouvé

chez les trois (3) plantes IBC4S3 testées et dans la descendance autofécondée de 1’une d’elle
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(Tableau 41). Cette transmission preférentielle via le pollen pourrait & nouveau étre liée a la
présence d’une hétérozygotie structurelle qui selon Luro et al. (1994) peut étendre 1’effet d’un
locus soumis a sélection a de grands fragments chromosomiques, voire a un chromosome
dans son ensemble. Donc la transmission de chromosomes ou fragments de chromosomes de
I’espéce sauvage peut se faire via le pollen et I’ovule. En effet, la technique de GISH utilisé
ne révele que de grands fragments de chromosomes étrangers, qui peuvent induire une
distorsion de ségrégation. La GISH est un outil qui donne des informations trés importantes
sur la présence de chromosomes étrangers, mais qui comprend des limites que les SSRs
peuvent aider a surmonter. Dans la technique employée, les tous petits fragments introgressés
ne peuvent pas étre colorés. La GISH ne permet pas non plus de fournir des informations sur
la cassure d’un bras de chromosome, a moins que le segment cassé soit suffisamment grand
(> a 10kb chez les plantes), pour que la différence de taille se remarque (Konan, 2007, Chen
et al. 2014). Dans ce cas, une cartographie dense, en plus de la GISH, pourrait donner une
information compléte sur le génome des populations HRS.

Il ressort que la présence des chromosomes de G. sturtianum est suffisamment importante
pour étre la principale cause des distorsions de ségrégation et de I’instabilité agro-
morphologique observées chez toutes les populations testées issues de 1I’hybride HRS. Le
fragment de G. sturtianum identifié au niveau de la génération ZBC4S3 est suffisamment
grand pour induire la DS observé. Ce constat est conforme aux résultats trouves au niveau du
chapitre 8, qui mettent principalement en évidence I’existence d’une sélection zygotique,
parce que celle-ci est généralement causée par une différence structurale des chromosomes. Il

est a noter que sélection zygotique est généralement accompagnée d’une sélection gamétique.

10.4.2 Relations entre I’hétérozygotie structurelle et les mécanismes de DS identifiés
avec les 10 SSRs

La combinaison des résultats obtenus avec les 10 SSRs et la GISH offre une vision trés claire
de I’'impact des chromosomes de G. sturtianum sur la ségrégation au niveau des trois (3)
groupes de liaison mis en évidence par ces marqueurs. Le tableau 42 est une synthese des

résultats concernant la DS, obtenus a partir des 10 SSRs et de la GISH.

Rappelons qu’au niveau des SSRs, une DS influencée par une sélection zygotique se passe
apres la fécondation ; ici, ce sont les individus d’un groupe qui se révelent étre moins viables.
La distorsion est dans ce cas genéralement due a un remaniement chromosomique structural

comme la translocation. Par contre, une DS influencée par une sélection gamétique se passe
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au niveau haploide, c’est la conséquence d’un déroulement anormal de la méiose. Les
gamétophytes sont alors moins viables ou moins fertiles (Lorieux et al. 1995 a, b, Diouf et
Mergeai 2013).

Tableau 42: Synthése des différents mécanismes de DS observés, avec les 10 SSRs et le
nombre de chromosomes de G. sturtianum révélé par la GISH

Nombre de | Groupe de liaison Mécanisme de DS
Générations | chromosomes de G. avec les 10 SSRs
sturtianum
BC2S5 N.D c2-cl4
c3-c17 Zygotique
BC2S6 N.D 6-c25
BC2S7 4 ou 3 + 2 fragments - -
BC3s4 c2-cl4 Zygotique+gamétique
4 + 2 fragments c3-c17 _
6025 Zygotique
QBC4S3 c2-c14 et c3-c17 Ségrégation normale
2 + 1 ou 2 fragments c3-c17 Gamétique+zvaotique
€6-c25 g ygoq
4BC4S3 c2-cl14 Gamétique
c3-c17 Gametique et/ou
1 fragment ;
zygotique
c6-c25 Gametique+zygotique

ND : Non disponible

Concernant le groupe de liaison c6-c25 et le SSR CIR058 localisé sur le groupe de liaison ¢3-
cl7, les SSRs ont révélé que la transmission préférentielle en faveur des alléles de G.
sturtianum trouvée chez les populations dBC4S3 et QBC4S3 suit un méme mécanisme. |l
s’agit d’une sélection zygotique et gamétique simultanée. Ces marqueurs pourraient se situer
sur le grand fragment de chromosome de G. sturtianum qui serait transmis a la descendance a
la fois par 1’ovule et par le pollen, ce qui en fait un matériel génétique « ultra égoiste » par
excellence. Cependant, selon les résultats obtenus avec les SSRs, la DS observée chez la
BC3S4 serait uniqguement causée par une sélection zygotique au niveau du groupe de liaison
c6-¢c25 et du SSR CIR058 qui est localisé sur le groupe de liaison ¢3-c17. La particularité de
la BC3S4 est que la DS est sous I’effet des quatre (4) chromosomes entiers et des (2) deux
grands fragments de chromosomes de G. sturtianum, que la GISH a mis en évidence. Ainsi, la
sélection zygotique trouveée serait causée par ces chromosomes de G. sturtianum. Le nombre
de chromosomes de G. sturtianum est plus élevé chez la BC3S4, par rapport aux générations
dBC4S3 et 9BC4S3 (Tableau 30 et 31). L’effet de ces chromosomes étrangers serait
tellement grand, qu’il masquerait I’action des génes gamétocides, responsables de la sélection

gamétique observée chez les descendants issus de backcross, puisque la sélection zygotique
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n’empéche pas la sélection gamétique (Lashermes et al. 2001). Par ailleurs, bien que la DS
soit sous l’influence des chromosomes de G. sturtianum, elle favorise les alléles de G.
hirsutum pour certains SSRs (CIR058 et BNL1153) chez la population BC3S4. Un tel
comportement pourrait étre causé par le fait que 1’hétérozygotie structurelle est un facteur qui
peut provoquer de maniere aléatoire sur le chromosome une DS des marqueurs spécifiques

qui leurs sont associés (Diouf et Mergeai, 2013).

La DS sur le CIR228a situé sur le c3-c17 (Chapitre 8) est influencée par une sélection
zygotique en faveur de I’alléle de G. hirsutum, au niveau des générations BC3S4 et $BC4S3.
Par contre, au niveau du 9BC4S3, la DS est sous l’influence gamétique et zygotique
simultanée en faveur de I’alléle de G. sturtianum. Ces constats montrent qu’au niveau du
CIR228a, la DS est aussi sous I’effet du fragment de G. strurtianum mis en évidence chez la
dBC4S3. L’influence zygotique par rapport aux alleles de G. sturtianum et G. hirsutum selon

les générations testées, montre qu’il subit aussi 1’effet aléatoire de 1’hétérozygotie structurelle.

Cependant, au niveau du chapitre 8 nous avons montré que les autres SSRs (BNL2443b,
BNL226b, BNL3989) situés sur le groupe de liaison c3-c17 et ceux localisés sur le groupe de
liaison c2-c14 (BNL3590 et BNL3971) seraient sous I’influence de génes gamétocides chez la
4'BCA4S3 et d’une sélection zygotique chez la BC3S4. Comme pour les autres groupes de
liaison, ’effet zygotique chez la BC3S4 n’exclut pas I’effet gamétique, d’autant plus que les
trois groupes de liaisons ciblés par notre étude ont déja été identifiés comme étant des
Régions de Distorsion de Ségrégation (RDS) (Chapitre 7). Ceci est parfaitement en accord
avec les différents mécanismes de distorsions de ségrégation observées au niveau des

populations testées.
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10.4.3 Hétérozygotie structurelle et stabilité génétique des descendants de I’hybride
HRS

La confirmation de I’hétérozygotie structurelle par la GISH, associée aux résultats de la
cytogénétique classique facilite la compréhension de la relation entre le génome (AD) du
cotonnier cultivé et du génome (C) de G. sturtianum, au niveau des plantes HRS étudiées. Les
résultats d’observations de méristémes racinaires traités, colorés au DAPI et de 1’observation
des appariements chromosomiques sur des CMP colorées avec de 1’acéto-carmin ont permis
de compter 52 chromosomes qui semblent bien appariés. Sur base des analyses GISH
réalisées chez la plante $BC4S3/20 qui est issu du méme parent que la plante YBC4S3/11,
cette derniere porterait 2 chromosomes entiers et 1 grand fragment de chromosome de G.
sturtianum. Chez cette plante $BC4S3/11, on observe en effet 25,81 bivalents en moyenne
dont trés peu sont ouverts (1 ou 2 par plague contre aucun chez le cotonnier cultivé). De plus,
elle se caractérise par un faible nombre d’univalents et de tétravalents avec respectivement
une moyenne de 0,091 et 0,071V. D’apres Vroh bi et al. (1998), la premiére plante HRS (HRS
d’origine) présentait une formule caryologique de 14,421 + 17,0311+ 0,931l + 0,151V +
0,07VI. Comparé aux résultats de Vroh bi et al. (1998), nous observons une importante
réduction des univalents, des tétravalents et une absence des autres multivalents. Cette
réduction des univalents et des multivalents a déja été observée chez les descendants de
I’hybride HRS d’origine ; d’abord par Vroh bi et al. (1998), qui ont travaillé sur des BC1 et
des BC2, puis par Sanogo et al. (2000) qui ont travaillé sur des BC3*?,

L’augmentation du nombre de générations de rétrocroisements a donc permis, comme on

pouvait s’y attendre a 1’aboutissement d’une structure génétiqguement stable et équilibrée.

D’aprés Sanogo et al. (2000), la réduction des univalents en BC3*, signifie que le nombre de
chromosomes impliqués dans les appariements (bivalents et multivalents) augmente.
Cependant, une diminution des multivalents, de méme que le faible nombre de bivalents
ouverts est signe d’une diminution des échanges de matériel génétique d’apres Menzel et
Brown, (1953) et Vroh bi, (1999). Par ailleurs, il est connu chez le cotonnier que la
progression de la proportion d’individus euploides et I’augmentation de la fréquence des

plantes avec 26 bivalents en métaphase |, sont deux tendances, observées dans les

2 L’hybride HRS BC3* étudié par Sanogo et al. (2000) est directement issus du backcross de la BC2 et cette
voie de sélection a été abandonnée.
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générations de backcross avancees de tous les hybrides intespécifiques (Dighe et al. 2005 ;
Konan et al. 2007).

Les univalents représentent le reliquat de chromosomes qui n’ont pas trouvé d’homologues et
qui sont non inclus dans des structures susceptibles d’entrainer des échanges entre les
différents génomes utilisés dans le croisement de HRS. Cependant, chez ce dernier, selon
Kammacher (1956), les univalents pourraient provenir de I’accumulation des modifications
chromosomiques durant la différentiation du génome de Gossypium. Par ailleurs, les
univalents pourraient aussi étre des chromosomes de G. sturtianum qui ne trouvent pas
d’homéologues, comme observé par Konan et al. (2007) dans la cadre de la création de
I’hybride trispécifique de cotonnier [(G. hirsutum x G. thurberi)2 x G. longicalyx] (HTL).
Concernant les tétravalents observés, ceux-ci pourraient étre causés par les échanges
segmentaires qui se seraient produits durant 1’évolution du genre Gossypium (Kammacher
1966, Maréchal 1974, Vroh Bi et al. 1998, Konan et al. 2007).

Par ailleurs, la plante 9BC4S4/20/58 montre que seulement 1% des tétrades observées sont
anormales ce qui implique, des défauts d’appariements a ce stade de la sélection, mais tres
limités. Les 99% de tétrades normales chez cette plante et I’observation d’un nombre élevé
d’appariements normaux chez les plantes YBC4S3 et leur descendance autofécondée,
refletent des méioses réguliéres. Pour rappel, I’hybride HRS d’origine, comportait 1,2% de
triades et 12,4% de tétrades anormales, et la BC3* comportait encore de 0 a 19,3% de tétrades
anormales (Vroh bi et al. 1998 ; Sanogo et al. 2000). Nos observations en BC4 reflétent une
amélioration substantielle des appariements en méiose. La fertilit¢ pollinique chez les
descendants de la plante $BC4S3/20 est variable, avec un minimum de 50,91% et un
maximum de 96,41% entre les plantes (Tableau 41). Cette variabilité de la fertilité pollinique
a été aussi constatée par Sanogo et al. (2000), avec des valeurs variant entre 45,3 et 96,2%
chez la BC3*. Chez la plante HRS d’origine, la fertilité pollinique moyenne n’¢était que de 9%
(Vroh bi et al. 1998). Cette amelioration de la fertilit¢ pollinique est conforme avec la
réduction des univalents, des structures multivalentes et I’augmentation de la fréquence des
bivalents en BC3* et en BC4.Généralement, la présence d’univalents et de multivalents peut
provoquer des distorsions de ségrégation durant la premiére division méiotique et générer des
gametes déséquilibrés, avec un nombre de chromosomes hétérogéne conduisant a la stérilité
(Kammacher, 1956). Selon, Konan et al. (2007), les multivalents sont plus souvent

responsables de la stérilité que les univalents. En effet, ces derniers auteurs ont trouvé chez
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HTL, comme Kammacher (1956) chez I’hybride trispécifique [(G. hirsutum x G. arboreum)2
x G. raimondii] (AhA2DhD1), que les hybrides sont stériles, malgré leur faible nombre
d’univalents. Cependant, d’aprés Kammacher, (1966) la présence des tétravalents n’affecte

pas la fécondité des ovules, mais elle divise la fertilité pollinique par deux.

La fertilité pollinique des plantes YBC4S4 analysées dépasse 50%, ce qui est en accord avec
le faible nombre de multivalents trouvé. De plus, elle est comparable a la fertilité pollinique
de la plante YBC4S3/20 (62%) dont les plantes Y BC4S4 analysées sont issues (Tableau 41).
Ce constat montre que la stérilité des plantes HRS (Cf chapitre 6) n’est pas liée aux
tétravalents. Il conforte 1’effet néfaste, des chromosomes de G. sturtianum encore présents sur

I’instabilité des plantes HRS.

Le nombre tres élevé de bivalents, le pourcentage élevé de tétrades normales et 1’amélioration
de la fertilité pollinique observés chez le matériel analysé montre un bon équilibre génétique
de ce dernier. Mais, en réalité, le matériel étudié est trés instable et présente une forte DS
principalement causée par une hétérozygotie structurelle. Cette situation de stabilité apparente
indique que les chromosomes de G. sturtianum encore présents et ceux de G. hirsutum

cohabitent dans le génome des plantes étudiées sans réellement interagir.

D’aprés Endrizzi (1962), les appariements réguliers chez le cotonnier dépendent du degré de
condensation du chromosome. Ainsi, les chromosomes homéologues de tailles différentes
s’apparient rarement (Endrizzi, 1962, Vroh bi et al. 1998a). Par conséquent, les fragments de
chromosomes de G. sturtianum présents dans le matériel que nous étudions ne peut provenir
que d’un transfert par translocation. Doussinault et al. (2001) définissent la translocation
comme tout transfert de segment chromosomique ne faisant pas appel & la recombinaison.
D’une fagon générale, c’est un processus au hasard qui aboutit le plus souvent a des
génotypes déséquilibrés sur le plan génétique. De plus, I’absence de trivalents et le faible
nombre de tétravalents chez la plante YBC4S3/11 analysee, signifie que le transfert de genes
du génome de C vers celui de G. hirsutum doit étre tres faible au niveau de celle-ci. Ainsi nos
résultats sont en accord avec ceux de Vroh bi et al. (1999), qui avait trouvé que la forte

hétérozygotie trouvée est cohérente avec une introgression par translocation.

La trés forte liaison mesurée entre I’allele G. sturtianum du SSR CIR058 localisé sur le
groupe de liaison c3-c17 et ceux du groupe de liaison c6-c25 (Chapitre 8) pourrait s’expliquer
par I’occurrence d’une translocation qui aurait réuni ces deux fragments de chromosome.

Cette hypothese est cohérente avec I’observation du transfert systématique par le pollen d’un
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grand fragment de chromosome de G. sturtinanum. Mais, il ne faut pas écarter la possibilité
qu’il puisse y avoir une transmission systématique, de petits fragments de G. sturtianum, non

visibles avec la GISH.
10.4.4 Hétérozygotie structurelle et expression du caractere « glandless-seed »

La présence de plusieurs chromosomes entiers et de grands fragments de chromosomes de G.
sturtianum ne se traduit pas nécessairement par une faible teneur en gossypol de la graine.
Cependant, un niveau minimal d’hétérozygotie structurelle semble étre une condition
nécessaire pour obtenir des graines a faible teneur en gossypol. En effet, le génome de toutes
les graines analysées qui présentaient une trés faible teneur en gossypol contenait au moins un

chromosome entier et un grand fragment de chromosome de G. sturtianum.
10.5 Conclusion

L’utilisation de la GISH a confirmé I’existence d’une trés importante hétérozygotie
structurelle qui peut étre considérée comme la cause principale de la distorsion de ségrégation
et des déséquilibres morphologiques observés chez les générations HRS testées. La réalisation
d’analyses relevant de la cytogenétique classique en complément de la GISH laisse supposer
qu’il n’y a quasiment pas d’interactions entre les chromosomes entiers et les grands fragments
de chromosomes de G. sturtianum encore présents et ceux de G. hirsutum dans les plantes
analysées. Cette situation donne ainsi une impression de stabilité du génome de ce matériel
végétal alors qu’il est le siége d’importantes distorsions de ségrégation qui empéchent

I’obtention de formes de cotonnier exprimant le caractere recherché.
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11 CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Le cotonnier est la deuxiéme plante protéagineuse et la cinquiéme oléagineuse. L utilisation a
des fins alimentaires de I’huile et des tourteaux qui sont extraits des amandes des graines du
cotonnier est empéchée par la présence de petites glandes lysigénes contenant des poly-
terpenes, désignés par le terme générique « gossypol ». Le gossypol qui est aussi présent dans
tous les organes aériens de la plante agit comme moyen de défense naturel contre certains
insectes. Mais il est hautement toxique pour les animaux monogastriques, 1’homme en
particulier. L’élimination de ce poison de la graine exige le recours a des procédés qui
dénaturent la qualité du contenu protéique des tourteaux et diminuent sa valeur alimentaire.
Par ailleurs, des espéces diploides sauvages australiennes du genre Gossypium présentent un
mécanisme d’inhibition de la syntheése du gossypol uniquement dans ’amande de la graine.
Compte tenu du grand intérét de ce caractére pour une meilleure valorisation des sous-
produits issus de la graine du cotonnier, son introgression chez la principale espéce cultivée a
été tentée par plusieurs équipes de chercheurs dans le monde. A Gembloux Agro-Bio Tech,
cela a abouti a la création de I’hybride trispécifique HRS [(G. hirsutum x G. raimondii)? x G.
sturtianum], en utilisant le cotonnier cultivé G. hirsutum, le cotonnier sauvage australien G.
sturtianum Willis donneur du caractére «glandless-seed and glanded-plant », et Gossypium
raimondii Ulb comme espéece pont, (Mergeai et al, 1995, VVroh Bi et al., 1998). Cependant au
fil de la sélection des générations obtenues par rétrocroisement et autofécondation, il n’a pas
été possible de fixer le caractére inhibition de la synthése du gossypol uniqguement dans la
graine. Notre travail vise principalement a essayer de comprendre pourquoi la fixation du
caractere recherché est si difficile et a identifier des solutions qui permettraient d’y arriver.
Pour atteindre cet objectif, nous avons réalisé une caractérisation agro-morphologique,
cytogénétique et moléculaire de populations de graines et de plantes produites a partir du

matériel disponible au moment du démarrage de la thése.

L’ensemble des plantes impliquées dans le programme d’amélioration sont issues d’une
souche BC2 produite a partir de I’hybride HRS créée par Vroh bi et al., (1999). A partir de

cette plante, quatre voies ont été suivies pour obtenir le matériel végétal étudié.

Une premiére voie est constituée de sept générations successives d’autofécondation a partir de
la BC2. Nous avons étudié I’expression de I’inhibition de la teneur en gossypol des graines au
niveau de toutes ces génerations. Les analyses morphologique, moléculaire et cytogénétique
ont concerné les générations BC2S5, BC2S6 et BC2S7.
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Une deuxieme voie se compose d’une génération issue d’un rétrocroisement de la souche
BC2S2 suivie de trois générations obtenues par autofécondation. Nous avons étudié les
générations BC3S4 et BC3S5 produites par autofécondation d’une souche BC3S3 qui

exprimait le caractére recherché au plus haut niveau.

La troisiéme voie se compose d’une génération de plantes @BC4S3 obtenues par
rétrocroisement avec une variété de G. hirsutum de la souche BC3S3 élite utilisée comme
parent femelle (Q) et de plantes YBC4S4 obtenues par autofécondation de souches $BC4S3
sé¢lectionnées sur base de I’expression du caractére recherché au niveau des graines dont elles

sont issues.

La quatriéme voie se compose d’une génération de plantes SBC4S3 obtenues par
rétrocroisement avec une variété de G. hirsutum de la souche BC3S3 élite utilisée comme
parent male (J) et de plantes 3BC4S4 obtenues par autofécondation de souches IBC4S3
sélectionnées sur base de I’expression du caractere recherché au niveau des graines dont elles

sont issues.

Au terme des travaux réalisés, les faits suivants ont été mis en évidence :

Les générations de HRS (BC2S6, BC3S4, ?BC4S3 et I BC4S3) étudiées sont toutes trés
déséquilibrées.

La caractérisation agro-morphologique réalisée sur des plantes des générations BC2S6,
BC3S4, 9BC4S3 et IBC4S3 a permis d’évaluer la conformité de celles-ci par rapport au
cotonnier cultivé. Ce travail a révélé D’existence d’importants problémes de viabilité des
graines et des plantules, de fertilité des plantes produites et des différences morphologiques
marquées des les premiers stades de développement des plantes entre les formes hybrides et
les variétés commerciales de cotonnier utilisées comme témoins. Ces différences sont
particuliérement fortes pour les plantes des générations BC2S6, BC3S4 et YBC4S3. Chez
celles-ci, entre 24 et 48 % des graines sont malformees ou vides et seulement 26 a 64 % des
graines bien conformées donnent naissance a des plantes adultes dont 3 a 21 % sont
totalement stériles. Les problémes de viabilité des graines et des plantules ainsi que de fertilité
des plantes produites sont nettement plus faibles chez le matériel BC4S3. Chez celui-ci,
seulement 8 % des graines sont mal conformées et aucune des plantes produites n’est stérile.

Ces plantes sont également nettement plus fertiles que les autres géenérations BC2S6, BC3S4
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et YBC4S3 étudiées. Ces derniéres produisent en moyenne trois fois moins de graines par
plante que les témoins G. hirsutum cultivés en méme temps qu’elles, alors que les plantes
dBC4S3 ne produisent en moyenne qu’un quart de graines en moins que le témoin

commercial.

Quel que soit la génération a laquelle elles appartiennent, les plantes HRS analysées,
présentent un cycle plus long que le cotonnier cultivé utilisé comme témoin. Au niveau
morphologique, les plantes HRS ont : (1) un nombre tres élevé de branches monopodiales et
sympodiales, (2) des feuilles entiéres et/ou multilobées qui sont Iégerement rabougries, (3) un
stigmate situé largement au-dessus des antheres, (4) des fleurs plus petites qui ne
s’épanouissement pas complétement, (5) de méme que de petites capsules globulaires laissant
apparaitre une masse compacte de coton-graine qu’elles contiennent aprés leur déhiscence.
Les capsules du matériel ?BC4S3 sont plus grosses (12 graines par capsule en moyenne) que
celles des autres générations étudiées (8 graines par capsule en moyenne). Mais elles sont
nettement plus petites que celles de la variété témoin de G. hirsutum cultivée en méme temps

qu’elles, qui contiennent en moyenne 22 graines par capsule.

La multiplication des générations d’autofécondation n’a donc pas permis d’éliminer la ou les
causes des problémes de viabilité des graines et des plantules et de fertilité des plantes ni les
déséquilibres morphologiques observés chez celles-ci. Ce constat est également globalement
valable en cas d’utilisation de la souche hybride introgressée BC3S3 comme parent femelle
en croisement avec une variété commerciale de G. hirsutum. L’emploi de cette méme souche
introgressée comme parent male se traduit par contre par une diminution sensible des
problémes de viabilité des graines et des plantules ainsi que par une amélioration de la fertilité
des plantes. Ces tendances s’accompagnent malheureusement d’une augmentation de la teneur

en gossypol des graines produites.

Les données obtenues mettent également en évidence que la mauvaise viabilité des graines et
les problémes de fertilité des plantes ne sont pas nécessairement liés a une bonne expression
du caractere recherché. Ce constat, laisse supposer que d’autres facteurs que celui (ou ceux)

contrdlant I’inhibition de la synthése du gossypol uniquement dans la graine sont en cause.

Ces observations mettent en évidence ’existence de déséquilibres génétiques plus intenses
chez les générations avancées obtenues par autofécondation de souches introgressées ou

lorsque cette derniere est utilisee comme parent femelle en croisement avec une variété
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commerciale de G. hirsutum par rapport aux plantes produites en utilisant ces souches comme

parent male dans des croisements avec G. hirsutum.

Il faut également noter que le passage par autofécondation de la génération IBC4S3 a la
3BC4S4 s’accompagne d’une forte augmentation du pourcentage de graines perdues qui
pourrait étre due a ’expression a 1’état homozygote de génes de 1étalité transmis au matériel

Jd'BC4S3 par le pollen du parent BC3S3.

Les déséquilibres agro-morphologiques et la forte distorsion de ségrégation observés chez
les générations de HRS étudiées sont principalement causés par [’hétérozygotie

structurelle, mais des génes gamétocides y jouent aussi un role

Dans le but d’identifier les facteurs responsables des déséquilibres génétiques des plantes
HRS étudiées, un suivi de I’introgression de G. sturtianum au moyen de marqueurs
microsatellites et d’outils cytogénétiques a été effectue. Dix (10) marqueurs SSRs spécifiques
de G. sturtianum cartographiés par Benbouza et al. (2009), au niveau des groupes de liaison
c2-c14, c3-c17 et c6-c25, ont été utilisés pour suivre I’introgression du caractére recherché
chez les générations BC2S5, BC2S6, BC3S4, $BC4S3 et IBC4S3. Les analyses mettent en
évidence que les alleles de G. sturtianum sont conservés chez toutes les générations testées ;
par contre, leurs ségrégations sont fortement biaisées. La distorsion de ségrégation concerne
tous les couples d’alléles analysés, chez toutes les générations étudiées. Une DS de 100% des
SSRs testés est observée chez les populations BC2S5, BC2S6 et BC3S4. Par contre, chez les
populations issues de backcross, la DS concerne 90% des SSRs testés dans la génération
3BC4S3 et 50% des SSRs testés dans la génération QBC4S3.

L’analyse des fréquences alléliques des SSRs biaisés pour toutes les générations étudiees,
montre un ou plusieurs mécanismes de DS pour chaque groupe de liaison. Ces mécanismes
peuvent agir avant et/ou apres la fécondation, ils sont alors respectivement appelés gamétique
et/ou zygotique. Les résultats globaux mettent en évidence que la sélection zygotique est plus
importante chez toutes les générations étudiées et au niveau de tous les groupes de liaison. En
effet, elle est principalement présente chez les générations issues d’autofécondation. Chez les
générations issues de backcross, la sélection zygotique est présente au niveau du groupe de
liaison c6-c25, de méme que pour les loci CIR058 et CIR228 localisés sur le groupe de liaison

c3-c17. Par contre, au niveau du groupe de liaison c2-c14 et du groupe de liaison ¢3-c17 a

163



I’exception des loci CIR058 et CIR228 : (i) la DS est principalement influencée par une
sélection gamétique lorsque 1I’hybride HRS est utilisé comme parent male, (ii) alors qu’il n’y
a pas de DS lorsque I’hybride HRS est utilis¢é comme parent femelle. La neutralité des
marqueurs confirme que les deux types de mécanisme identifiés, peuvent étre controlés par
des genes «gamétocides». Cette hypothese est conforme aux résultats déja trouvées sur les
groupes de liaison (c2-c14, ¢3-c17 et c6-¢c25) ciblés par notre étude ; ces groupes constituent
des RDS, et sont donc prédisposés a la DS causee par les génes gamétocides (Han et al., 2004,
Song et al., 2006, Yu et al., 2007, He et al., 2008, Yu et al. 2007). Les résultats obtenus avec
I’analyse GISH confirme qu’en présence d’une sélection zygotique, la distorsion est
généralement due a un remaniement structural chromosomique comme la translocation.
L’utilisation de la GISH a mis en évidence 1’existence d’une trés importante hétérozygotie
structurelle au niveau des plantes de I’ensemble des générations étudié¢es (BC2S7, BC3S54,
(?BC4S3, YBC4S4, IBC4S3 et IBC4S4). L hétérozygotie structurelle chez les générations
étudiées se caractérise par la présence de 1 a 4 chromosomes entiers et 1 a 2 grand(s)
fragment(s) de chromosome de G. sturtianum, sauf au niveau de la génération 3BC4S3 qui
comporte uniqguement un fragment de chromosome de G. sturtianum. Cette présence massive
de matériel génétique de I’espece sauvage australienne dans les générations avancées issues
de HRS est en accord avec la forte sélection zygotique observée avec les SSRs. Elle explique
une grande partie des déséquilibres morphologiques et les problemes de fertilité observés lors
de la caractérisation agro-morphologique des plantes appartenant aux générations étudiées.
Elle confirme également I’existence de mécanismes de distorsion de ségrégation majeurs qui
ont permis la transmission privilégiée de ces chromosomes et grands fragments de

chromosome de ’espéce donneuse chez ces générations avancées.

La combinaison des résultats des analyses morphologiques, des analyses au moyen de

marqueurs SSRs et avec la GISH met en évidence plusieurs résultats.

Au niveau du groupe de liaison c6-c25 : on observe une transmission préfeérentielle des

alléles de G. sturtianum, probablement influencée par un fragment de chromosome de G.
sturtianum qui semble étre issu d’une translocation. Ce fragment jouerait le role d’éléments
«ultra-égoistes» et favoriserait sa transmission dans toutes les descendances a cause de
I’hétérozygotie structurelle qu’il induit. En effet, le fragment de chromosome de G.
sturtianum qui représente plus de la moitié de ’ADN de G. hirsutum constitutif du

chromosome mixte, d’aprés les résultats de la GISH, est systématiquement transmis via le
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pollen et/ou I’ovule (en backcross mais aussi en autofécondation). Ce constat pourrait
correspondre au transfert systématique via le pollen et I’ovule, des alleles SSRs G. sturtianum
du groupe de liaison c6-c25, mais étre aussi da a la forte sélection zygotique observée a ce

niveau.

Au niveau du groupe de liaison c2-c14 et c3-cl7: on constate une transmission

préférentielle des alléles de G. hirsutum chez toutes les générations testées. Elle est
principalement influencée par les génes gamétocides chez la génération I BC4S3, hormis au
niveau des loci CIR058 et CIR228 localisés sur le c3-c17. Ces loci sont toujours influences
par une selection zygotique quelle que soit la génération. Les loci CIR058 et CIR228 localises
sur le c3-c17 sont porteurs d’alléles « ultra-égoistes » de G. sturtianum, qui entrainent leur
DS. L’influence zygotique observée sur ces deux (2) loci a ce niveau laisse supposer que les
fragments de G. sturtianum en présence, sont assez grands. Cette hypothese est en accord
avec le fait que les deux chromosomes entiers de G. sturtianum transmis systématiquement a
leur descendance par autofécondation, et trés fréquemment en cas de croisement comme
parent femelle n’entrainent pas une DS chez la génération YBC4S3. La présence d’alléles
spécifiques de G. sturtianum au niveau des groupes de liaison c2-c14 et c3-c17 laisse
également supposer qu’il y a eu des recombinaisons entre ces chromosomes et leur

homéologues de G. hirsutum.

Les facteurs qui sont liés aux pertes en graines sont principalement transmis via 1’ovule

(BC3S4 et YBC4S3) ; ce qui est en accord avec I’importante présence de chromosomes

entiers de G. sturtianum. En effet, les graines JBC4S3 avec juste un fragment de
chromosome de G. sturtianum, présentent nettement moins de probléemes de mauvaise
conformation et de faible viabilité, que ce qui est observé au niveau des graines produites par
les autres générations analysées. La possible existence d’un facteur de létalité apporté par les

gamétophytes femelles n’est cependant pas a écarter.
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La DS dans notre matériel est principalement influencée par les facteurs apportés par les
gamétophytes males, alors que la létalit¢ des embryons et des jeunes plantules est

principalement influencée par des facteurs apportés par les gameétophytes femelles.

Cette situation serait gouverné par une forte selection zygotique dirigée par des entités de G.
sturtianum et/ou une sélection gamétique sous 1’effet de génes gamétocides. Cependant, la DS
dans sa globalité découle de I’hybridation interspécifique qui a créé une charge génétique,
accentuée par une pression de la sélection basée sur les graines a faible teneur en gossypol,
chez les genérations HRS. Ces deux causes majeures sont en accord avec les deux principaux

facteurs identifiés a savoir gamétique et structurel.

Des meéioses regulieres et une ameélioration de la fertilité polliniques en YBC4S3 et
Q BC484, confirment que le déséquilibre des plantes HRS est causé par les chromosomes de
G. sturtianum encore présents. En outre, ceux-ci semblent ne pas échanger ou
interagissent trés faiblement avec les chromosomes de G. hirsutum présents dans le génome

des plantes HRS étudiées.

Le maintien massif d’ADN de I’espéce australienne et les mécanismes de distorsion de
ségrégation qui rendent possible leurs transmissions préférentielles, n’empéchent cependant
pas I’observation d’une certaine forme d’équilibre génétique au niveau des souches analysées.
Ainsi, toutes les plantes analysées sont euploides, elles comptent bien 52 chromsomes. Le
comptage des appariements chromosomiques en métaphase 1 de la méiose chez la plante
?BC4S3/11 donne une formule caryologique quasi normale (0,091 + 25,8111 + 0,071V). Ce
résultat laisse supposer qu’il existe une bonne homologie entre les chromosomes présents,
alors qu’au moins un d’entre eux appartient a G. sturtianum et qu’au moins un autre est
constitué pour plus de la moiti¢é d’ADN de cette espéce. La présence d’un seul quadrivalent
est cependant I’indice d’une faible possibilit¢ d’échanges de matériel génétique entre des
chromosomes non homologues. L’évaluation du pourcentage de tétraspores anormales lors de
I’élaboration des grains de pollen chez la plante 9BC4S4/20/58, donne également une
impression de stabilité génétique du génome de ce matériel végétal. En effet, 99 % de ses
tétrades sont normales. Ces résultats montrent que les méioses sont réguliéres chez les plantes
analysées. Cette situation indique qu’il n’y a pas ou trées peu d’échange entre les
chromosomes de G. sturtianum présentes dans le génome des plantes HRS étudiées et les

chromosomes de G. hirsutum. Ceci prouve par ailleurs, que les fragments de chromosomes de
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G. sturtianum présents chez les plantes HRS analysées, proviennent d’un transfert par
translocation. Cependant le nombre d’individus analysé étant tres faible, ce résultat devra étre

confirmé par une analyse sur un plus grand effectif.

L’estimation de la fertilit¢ pollinique chez une demi-douzaine de souches $BC4S3 et
9BC4S4 aboutit par contre, a des résultats plus contrastés. En effet, les pourcentages de
grains de pollen viables varient entre 51 et 96 % selon les plantes analysées. Mais, a ce niveau
de la sélection, ces résultats traduisent une amélioration de la fertilité pollinique qui était de
9%, au niveau de la plante HRS d’origine analysée par Vroh bi et al. (1998). Cette
amélioration de la fertilité pollinique et la stabilit¢é des méioses montrent que [’effet
gamétique est plus faible que I’effet zygotique, elles confirment ainsi que la DS est surtout

causée par les chromosomes de G. sturtianum encore présents dans le génome de HRS.

Les facteurs de DS sont indépendants du caractére inhibition de la synthese du gossypol
dans la graine chez les plantes HRS.

L’observation de graines a forte et faible teneur en gossypol qui: (i) sont bien ou mal-
formées, (ii) ont un méme profil génétique hétérozygote, et (iii) ont plusieurs chromosomes
de G. sturtianum, montrent que les facteurs du déséquilibre sont indépendants du caractére
inhibition de la synthése du gossypol dans la graine de coton chez les plantes HRS analysées.

Deux hypotheses sont avancées pour expliquer le déterminisme génétique du caractere
« glandless-seed » : (i) d’une part ’analyse simple marqueur montre ce caractére serait
polygénique, d’autre part (ii) comme le caractere glandulaire est gouverné par deux géenes
dominants GL; et GLs, I’expression du caractére pourrait se resumer a l’inhibition de ces

derniers

(i) la premiére hypotheése, implique I’intervention de genes situés sur plusieurs chromosomes.
La teneur moyenne en gossypol des populations de graines produites a partir de notre schéma
de selection de HRS est globalement plus faible que celle des variétés commerciales de G.
hirsutum. Ceci plaide en faveur d’une situation de dosage allélique, C’est-a-dire d’un effet
additif de genes mineurs qui contrdle 1I’expression du caractere. Cependant, avec la voie 4 de
notre schéma de selection (Figure 3), c'est-a-dire lorsqu’on rétrocroise une plante HRS
BC3S3 avec G. hirsutum qui est utilisé comme parent femelle (3 BC4S3), il n’est pas possible
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d’obtenir des graines a trés faible teneur en gossypol. On constate cependant que 1% des
graines produites de cette maniére, a en moyenne, une teneur en gossypol qui est
significativement plus faible que celle des variétés commerciales de G. hirsutum. De plus, la
descendance dBC4S4, obtenue par autofécondation de la IBC4S3 présente une certaine
proportion de graines (6%) avec des teneurs en gossypol relativement faible. Ce résultat est
obtenu malgré que la teneur en gossypol moyenne de toutes les graines (1,71%) 3BC4S4, soit

significativement plus élevée que celle des graines IBC4S3 (0, 96).

Par ailleurs, dans la descendance du pentaploide [G. hirsutum x G. sturtianum], les seules
graines « glandless » produites ont donné naissance a des plantes qui montraient des additions
multiples de chromosomes de G. sturtianum (Altman et al. 1987). Aucune des lignées
monosomiques d’addition de G. australe dans G. hirsutum et de G. sturtianum dans G.
hirsutum ne produit de graines « glandless » (Koto 1989; Rooney et Stelly 1991; Ahoton et al.
2003, Sarr et Mergeai, 2009 ; Chen et al. 2014). Ce constat pourrait s’expliquer par un
contréle du caractére par au moins deux genes situés sur des chromosomes différents. Dans ce
cas, seules des lignées d’addition multiples devraient pouvoir produire des graines

« glandless ».

Nos résultatsindiquent que le contrble du caractére est basé sur des interactions complexes
entre plusieurs génes. Cette conclusion est tirée a partir des résultats de 1’analyse simple
marqueur réalisée au moyen des 10 SSRs dans le matériel BC3S4, @BC4S3, IBC4S3.
L’analyse a mis en évidence trois loci majeurs (BNL 3590 situé sur c2-c14 ; BNL226b et
BNL3989 situés sur c3-c17) et deux loci mineurs (CIR058 et CIR228) situés sur le groupe de
liaison ¢3-c17, qui sont significativement impliqués dans I’expression de I’inhibition de la
teneur en gossypol dans la graine. Cependant, 1’étude de la variation de la teneur moyenne en
gossypol en fonction du génotype des trois loci majeurs associés a montré que les loci
identifiés n’expliquent au maximum que 23% de D’expression du caractére recherché.
D’autres geénes non identifiés doivent donc intervenir dans le déterminisme génétique du
caractere recherché. Cette hypothése est en accord avec I’identification de quatorze (14)
nouveaux marqueurs SSRs spécifiques de G. sturtianum au niveau des groupes de liaison c4-
€22, c5-c19, cll-c21 et cl2-c26. Cependant, il est nécessaire de tester ces nouveaux
marqueurs identifiés sur une plus grande population de HRS et surtout, veérifier leurs liens
avec I’expression du caractere « glandless-seed », pour pouvoir les utiliser dans le programme

de sélection.
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Ces résultats tendent a montrer que ’on se trouve en présence d’un caractere de type
quantitatif qui est controlé par plus d’un geéne, qui sont localisés sur plusieurs groupes de
liaisons. Ces derniers portent des alléles majeurs et mineurs associés au contréle du caractére
« glandless-seed », qui ne s’exprime qu’en interaction avec d’autres. Cependant ces résultats
ayant été obtenus a partir de données génétiques biaisées, ils doivent étre utilisés avec
beaucoup de prudence, parce que la DS mise en évidence peut en effet occasionner de fausses
liaisons. La cartographie des caracteres quantitatifs (QTL) étant importante pour permettre
leur utilisation en amélioration des cultures, la DS doit étre négligeable, de méme que pour
une bonne interprétation des cartes. Enfin conséquence, il serait nécessaire de refaire ’analyse
avec une population en seégrégation normale qui exprime le caractére recherché pour

confirmer ou infirmer I’implication réelle de ces loci identifiés.

(ii) la deuxiéme hypothese se base sur le_contréle du caractére glandulaire au niveau de la
graine par deux genes dominants GL, et GL3 (McMicheal, 1960 ; Lee, 1981 et 1982). Kohel
et Lee (1984) ont montré que ces genes dominant sont localisés au niveau du chromosome 12
pour le GL, et au niveau du chromosome 26 pour le Gls chez le cotonnier « glandless » G.
barbadense. Ces auteurs ont nommeé le géne dominant responsable du caractere « glandless »
GL,%. Celui-ci est localisé au niveau du locus de GL,. Zhu et al. (2004), ont aussi mis en
évidence un alléle de G. bickii désigné par le sigle GL,” qui entraine le caractére « glandless-
seed » en remplacant 1’alléle GL,, qui joue un role deux fois plus important que GL3 dans la
production des glandes & gossypol dans la graine. Le géne GL,° est dominant par rapport a
I’alléle GL, de G. hirsutum, qu’il inhibe systématiquement, mais est récessif épistatique par
rapport a ’autre géne glandulaire GL3. Les résultats de Zhu et al. (2004), sont intéressants
parce qu’ils ont exploité comme pour notre étude un hybride trispécifique pour introgresser le
caractere recherché. En effet, selon Stewart (1995) et Konan et al. (2009) I’espéce donneuse
du caractére G. bickii qu’ils ont utilis¢ pour obtenir 1’hybride, ABH [(G. arboreum x G.
bickii)2 x G. hirsutum, AhA2DhG1] créé par Shuijing et Biling (1993), est beaucoup plus
éloignée du cotonnier cultivé que G. sturtianum. De plus, Zhu et Daofan (2001), ont démontré
gue le mécanisme de transmission du caractere « glandless-seed », est le méme chez cinq (5)
especes australiennes dont G. bickii et G. sturtianum. Ils révélent ainsi que les mémes génes
qui sont localisés aux mémes endroits (loci) sont concernés aussi bien chez G. bickii que chez
G. sturtianum.Nos résultats ont montré qu’il est possible d’obtenir des graines a trés faibles
teneur en gossypol, lorsqu’on rétrocroise les hybrides HRS avec G. hirsutum comme parent

male ($BC4S3). Dans ce cas, le génome des embryons constitutifs de 1’amande de ces
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graines « glandless » porte des génes suffisamment efficaces pour inhiber la synthése de
gossypol dans leurs tissus malgré la présence des alléles glandulaires GL, et GL3 apportés par
le parent récurent G. hirsutum. Cependant, la proportion des graines qui expriment
partiellement ou totalement le caractére « glandless-seed » est trés faible, ce qui est en accord

avec la dominance partielle de GL," vis-a-vis de GL3 observée par Zhu et al. (2004).

Les analyses complémentaires que nous avons réalisées au moyen de SSRs ont mis en
évidence la présence d’un alléle spécifique de G. sturtianum sur le groupe de liaison c12-c26
qui porte les loci glandulaires GL, et GLg. II serait donc possible qu’un fragment d’ADN de
G. sturtianum porteur de I’allele spécifique de cette espece pour le locus GL2 ait été
introgressé dans notre matériel. Dans ce cas, cet allele que nous nommerons GL2° pourrait
fonctionner comme Dalléle GL,® de G. bickii et inhiber la formation de glandes chez les
plantes de type GL,°GL,glsgls ou GL,°GL,°glsgls. Cette hypothése peut étre vérifiée en
croisant comme parent male une plante BC4S3 issue d’une graine qui porte extrémement peu
de glandes a gossypol (et qui devrait donc étre de type GL,°GL,GL3GLj) avec une plante de
G. hirustum (de type GL,GLglsgl3), puis autoféconder les plantes hybrides obtenues. Si
I’allele GL,® existe, environ 3/16 des individus de la population issue de ces autofécondations
devraient étre du type GL,°GL,°glsgls ou GL,°GL.glsgls et produire des graines « glandless ».
Il serait aussi nécessaire de saturer les alentours du GL, du chromosome 12, pour veérifier son

introgression réelle chez HRS.

Le caractere polygénique de I’inhibition de la synthése du gossypol ou le géne glandulaire
GL3 qui est apporté systématiquement par le parent récurent (G. hirsutum) empéchent la

fixation du caracteére « glandless-seed »

Selon notre schéma de sélection, les deux hypothéses énoncées pour comprendre le
déterminisme génétique du caractére recherché « glandless-seed », ne permettent pas

d’aboutir a sa fixation.

En effet, (1) d’une part, I’introgression d’un caractere étant aléatoire, I’association de plusieurs
genes majeurs et mineurs, localisés sur plusieurs groupes de liaison, rendent trés compliqués
la fixation du caractére « glandless-seed » chez HRS, (ii) d’autres part, le géne glandulaire
GL3 systématiquement apporté par le parent récurrent ne peut étre inhibé totalement et cette

situation empéche la fixation du caractere recherché.
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Stratégie pour développer une varieté stable de G. hirsutum avec le caractere
« glandless-seed and glanded-plant and»

Sachant que le déséquilibre agro-morphologique et la DS observés sont indépendants de
I’expression du caractére recherché, la stratégie a suivre pour tenter d’obtenir une variété
commerciale de cotonnier qui exprime le caractere recherché tiendra compte : (i) des facteurs
du déséquilibre, mais aussi (ii) du déterminisme génétique du caractére. Il s’agit d’éliminer
I’instabilité des plantes HRS et créer les conditions d’expression et de fixation des genes

favorisant le caractére recherché.

L’instabilité des générations de HRS étant liée a la présence des chromosomes de G.
sturtianum transmis via I’ovule, une succession de rétrocroisement avec le cotonnier cultivé
comme parent male sur la premiére génération de HRS, devrait permettre d’éliminer les
chromosomes étrangers. VVroh Bi et al. (1999) proposent d’instaurer une sélection cumulative
si les échanges entre les chromosomes de G. hirsutum et ceux de G. sturtianum restent faibles.
Cette stratégie d’amélioration qui alterne un cycle de backcross a un cycle d’autofécondation
peut, d’aprés Demol (1981), augmenter les chances de recombinaison entre deux especes
éloignées. La sélection cumulative a fait ses preuves avec notre schéma de sélection. En effet,
les générations BC3S4 et YBC4S3 (Figure 3 ; voie 3), qui sont issues d’une alternance entre
backcross et autofécondation, expriment bien le caractére recherché avec une réduction des
pertes en graines aprés un backcross. Par contre comme I’ampleur de la DS est tres
importante, il faut envisager d’entamer ce travail de sélection cumulative & partir de la

génération BC2S1.

S’il se confirme que le déterminisme repose sur I’existence d’un alléle GL,’, et si cet allele
n’est pas affecté d’un probleme de distorsion de ségrégation, la meilleure solution est
d’entreprendre un nouveau programme de rétrocroisement. Ce dernier s’effectuera avec une
variété récurrente de type GL,GLglsgls, jusqu’a I’obtention d’une forme commerciale de
type GL,°GL,°glsgls, aprés au moins six (6) générations de backcross. Il faut savoir qu’en
utilisant G. bickii comme espéce donneuse du caractere, il a fallu huit (8) générations de
backcross a Zhu et al. (2004), pour obtenir une variété presque totalement stable, qui exprime

le caractére « glandless-seed ».

Si le contrdle du caractere est polygénique, il faut repartir de I’hybride HRS d’origine, pour
produire des descendances BC1l et BC2 avec G. hirsutum comme parent male. Les

générations qui vont suivre devront ensuite étre produites par une selection cumulative a
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partir de plantes exprimant au maximum le caractére recherché. S’il se confirme que des
problémes de DS intenses sont associés a I’expression du caractere, il faudra se résoudre a

abandonner ce schéma de sélection.

Tout le matériel produit devra étre caractérisé en utilisant en premier lieu la cytogénétique
classique et moléculaire (appariement chromosomique, normalité des tétraspores, fertilité
pollinique), ensuite les vingt-quatre (24) SSRs spécifiques de G. sturtianum identifiés tout en
tentant d’en identifier d’autres et enfin en réalisant un suivi agro-morphologique. Ce suivi
permettra de déterminer si les mécanismes de DS que nous avons identifiés se produisent des
les 1"° générations de rétrocroisement ou si leur apparition est liée a la pression de sélection
exercée en faveur de souches exprimant le caractere « glanded-plant and glandess-seed » (par
I’occurrence de recombinaison favorable a ceux-ci). Ces informations permettront de mieux

comprendre le déterminisme génétique chez HRS.
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ANNEXES

Annexe 1: Protocole d’extraction d’ADN selon la méthode du CTAB améliorée appliquée
aux feuilles de cotonnier décrite par Benbouza et al. (2006)

(1) préchauffer le tampon d’extraction dans un bain-marie a 60 ° C ;
(2) broyer les échantillons de feuilles dans de 1’azote liquide ;

(3) ajouter au broyat 7,5 ml de tampon CTAB par g de jeunes feuilles broyées. Le tampon est
composé de 2% (p/v) CTAB, 2% (p/v) (polyvinylpyrrolidone), 2,0 M NaCl, 20 mM EDTA,
100 mM Tris-HCI (pH 8,0) et 5% (v/v) B-mercaptoéthanol (ajouté juste avant I’utilisation
sous hotte) ;

(4) ajouter 10-15 mg.g-1 du charbon actif et 375 ul.g-1 B-mercaptoéthanol sous hotte et bien
vortexer ;

(5) incuber pendant une heure a 65 ° C avec agitation ;

(6) ajouter 7,5 ml.g-1 de feuilles broyées dans une solution de chloroforme : alcool
isoamylique (24 : 1) & température ambiante et agiter manuellement (par inversement des
tubes) pendant 5 min ;

(7) centrifuger pendant 10 min a 16300 g a 4 ° C pour accélérer la phase de séparation, si
nécessaire cette étape est répétée sur le surnageant pour clarifier la phase aqueuse ;

(8) récupérer le surnageant et ajouter 2/3 du volume prélevé d’isopropanol conservé a 4°C,
inverser les tubes doucement puis laisser précipiter au moins 30 mina -20 ° C;

(9) centrifuger pendant 5 min 13000 g a 4°C ;
(10) éliminer le surnageant ;

(11) ajouter 10 ml de tampon de lavage par g de feuilles broyées et placer en agitateur vertical
pendant 30 min ;

(12) centrifuger pendant 5 min a8 13000 ga4°C;

(13) éliminer le surnageant et sécher I’ADN a I’air libre pendant 20 min ;
(14) suspendre le culot d’ADN dans 100 a 300 ul de TE 1x;

(15) incuber I’ADN pendant 10 min a 60 ° C ; et

(16) traiter la solution avec 8 pul de RNase par 100 pul d’ADN et incuber pendant 30 min a
37°C. L’ADN extrait peut étre stocké a 4 ° C la nuit ;

(17) centrifuger pendant 2 min a 650 g ; cette derniere étape est facultative.
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Annexe 2: Solutions de révélation au nitrate d’argent

Préparation d’une solution Fix stop de 400ml
Ethanol 40ml
Acide acétique 2ml

Compléter avec de I’eau distillée jusqu’a 400ml
Préparation de la solution de coloration de 400ml
Nitrate d’argent 0.4 a 0.6g

Formaldéhyde 0.6ml

Compléter avec de I’eau distillée jusqu’a avoir une solution finale de 400ml
Préparation de la solution de développement de 400ml

NaOH 6g

Formaldéhyde 0.8ml

Compléter avec de 1’eau distillée jusqu’a 400ml
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Annexe 3: Ségrégation des alleles de G. sturtianum SSR chez les hybrides YBC4S3

STAMF*S1BC1BC2S2(8)3G14
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Annexe 4 : Ségrégation des alléles de G. sturtianum chez les hybrides 3 BC4S3

S1BC1BC2S2(8)3G14*STAMF

Groupe de liaison (chromosome G.sturtianum )
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localisation chromosomique sur G.hirsutum
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tion des alléles de G. sturtiannume chez les hybrides BC3S4
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Annexe 5

S1BC1BC2S2(8)3G14
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