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Résumé : L'espece diploide sauvag&ossypium australepossede des caracteres
agronomiques d'intérét tels glzerésistance au fusarium et le "retard a la magphése des
glandes a gossypol" qui en font une importante cgoute variabilité pour I'amélioration
génétique de la principale espéece de cotonnieivéu®. hirsutum Une des approches pour
l'introgression de ces caracteres est la produ&idiexploitation de lignées monosomiques
d'addition (LMA). Pour isoler les LMA d&. australesur G. hirsutum,le pentaploide
[2(G.hirsutumx G.australgx G.hirsutunj a été rétrocroisé comme parent male avec I'espéce
tétraploide. Sur les 253 graines obtenues, 106 Y4###donné des plantes présentant une
morphologie nettement distincte de celleGlehirsutum Cette différence a été attribuée a la
présence de chromosomesGleaustrale

Afin de définir des groupes de liaison pour chad@&s chromosomes d8. australe 42
plantes représentatives de la variabilité phénqgtypiobservée ainsi que 7 lignées d'addition
déja isolées ont été sélectionnées et analyséas dage marqueurs SSR développés sur
I'espéce tétraploide. Tous les 150 marqueursasitmt amplifié 'ADN dé&>. australe et 84
(56%) ont généré 89 loci polymorphes. Tous ces lemiif deux, ont pu étre assignés, par
classification numeérique, a 13 groupes de liaisagpesés correspondre aux 13 chromosomes
de l'espece diploide. Sur cette base, 60% deseplamalysées sont des plurisomiques
d'addition; 20%, des LMA tandis que 20 % ne pdri@mcun marqueur ont été supposées
euploides. Les nouvelles LMA isolées s'étant raagEtre identiques a celles déja isolées, 5
plantes disomiques d'addition portant au moins kormmosome non-encore isolé a I'état
monosomique d'addition ont été autofécondées at dmscendance analysée avec des
marqueurs SSR et par la GISH. Cing nouvelles LMAmnainsi étre isolées. Afin d'étudier
les potentialités d'utilisation de la méthode dbBALpour le transfert de matériel génétique de
'espéce sauvage vers l'espece cultivee, la fréguele transmission et lintégrité du
chromosome surnuméraire, a été analysée avec depieness SSR dans une génération
autofécondée de cinq LMA. Trois lignées ont donndawx de transmission inférieur au ratio
attendu de 3:1, chez la quatrieme lignée le chromessurnuméraire a été transmis a toute la
descendance. Pour ces quatre lignées le chromoaddigonnel a été transmis presque
inaltéré. Avec la cinquieme lignée, le chromosoméitionnel a été transmis suivant le taux
attendu mais a été altéré dans la moitié des gametenant de la chromatine @eaustrale
Une des lignées analysées caractérisée par laucduiene de ses fibres a produit quelques
plantes portant également des fibres blanchesti anontré que ce mosaicisme de la couleur
des fibres était d0 a la perte du chromosome axidiiél. Cette perte semble étre liee a une
fragmentation du chromosome.
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Summary : The wild diploid speciesGossypium australecarry interesting agronomic
characters such as resistance to wilt fusarium é&ielay of the gossypol glands
morphogenesis in the seed " that makes it an irmpbdource of variability for the genetic
improvement of the main cultivated cotton spedizshirsutum One of the approach to
introgress these characters is to isolate and gxplmnosomic alien addition lines (MAAL).
In order to isolate new MAAL ofG. australe in G. hirsutum the [2G.hirsutum x
G.australgx G.hirsutunj pentaploid was backcrossed as male paref. thirsutum Among
the 253 BG derivatives obtained, 106 plants (42%) presentedphological alterations
attributed to presence @. australechromatin. To define an SSR linkage group for eafch
the 13 G. australe chromosomes, 42 plants representative of the pgicovariability
observed in the Bgeneration and seven alien addition lines ajyreadlated in our
laboratory were analyzed using SSR markers develpen theG. hirsutumspecies. Out of
the 150 SSR markers used, 100 % amplifiedaustraleDNA and 84 (56 %) generated 89
polymorphic loci. All these loci but two have beassigned, by means of an cluster
algorithm, to 13 linkage groups assumed to matchoufne 13 chromosomes of the diploid
species. On this basis, about 60% of the analyledspwere multisomic addition lines, 20%,
MAAL while 20 % carrying no markers were supposedoe euploid. The newly isolated
MAAL appeared to be the same as those alreadyadokail

Five disomic alien addition plants carrying at lease additional chromosome different from
the chromosomes db. australepreviously isolated in a monosomic addition couafagion
were selfed and the BE, progenies obtained have been analyzed with SSRemsaand
GISH. Five new MAAL ofG. australein G. hirsutumhave thus been isolated. In order to
monitor the potentialities of using MAAL for theatisfer of genetic material from the
additional chromosome to the genetic backgrouretrdmsmission frequency and integrity of
the supernumerary chromosome have been analyzed®8R markers in the self-progeny of
five MAAL. Three of them revealed a transmissioequency significantly lower than the
3:1 expected ratio, one MAAL presented an exclugiveferential transmission of the
additional chromosome. In these four MAAL the alEmromosome was transmitted almost
unaltered. With the fifth MAAL the alien chromosemvas normally transmitted but was
altered in half of the plants containi@y australechromatin. One of the investigated MAAL
characterized by its brown fiber produced few dacdrrying also white fibers. It has been
shown that this mosaicism was due to the loss efatlen supernumerary chromosome. The
complete loss of this chromosome seems to be litck@d fragmentation.
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Ne serait-ce pas aussi que la difficulté du travabus fait
illusion sur I'importance de la découverte et quiesi, pour
étre restés longtemps en route, nous croyons afafr
beaucoup de chemin ?
(H. Bergson, Dissertation d’Ecole Normale)
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INTRODUCTION GENERALE
Le genreGossypiumest composé d'especes diploides (2n = 2x = 26jraploides (2n = 4x =

52). Tous les deux groupes incluent des espectséad et des especes sauvages. Les deux
seules especes diploides cultive€s &rboreumL. et G. herbaceuni.) appartiennent au
génome A. En fonction de leur affinité avec ce geadA, la quarantaine d'autres especes
diploides sont réparties dans sept autres clggsesniques désignées par les lettres B, C, D,
E, F, G et K (Endrizzi et al. 1985 ; Stewart 199%s especes tétraploides sont apparues il y
a 1 a 2 millions d'années a la suite d'une hybddatntre une espece de génome A et une
espece de génome D suivie d'un doublement chromgsenfWendel and Cronn 2003).
Parmi les cing espéces tétraploides, d&nbarbadensetG. hirsutum sont cultivées.

A elle seule, I'espec8. hirsutumreprésente au niveau mondial plus de 85% des fatipsr
cultivées et prés de 90% de la production ; ceequfait la principale espece de cotonnier
cultivé (Berti et al. 2006). La Chine, les Etatsié)iInde et le Pakistan, représentent pres de
80% de cette production mais c'est dans les fpragsophones d’Afrique de I'Ouest, qui ne
représentent que 5% de la production mondiale d&d6 des échanges mondiaux, que son
poids économique est le plus élevé notamment coimpertante pourvoyeuese d'emplois,
principale source de devises et facteur essergighddernisation des sociétés et économies
rurales (Berti et al. 2006 ; Zagbai et al. 2006).

L'extension de la culture d&. hirsutuma été accompagnée d'une importante érosion
al. 1996 ; Igbal et al. 1997 ; Liu et al. 2000) p€rdant, méme si ce rétrécissmemnt de la base
génétigue n'a pas empéché des progrés génétiquesicatifs (Van Esbrock and Bowman
1998), les nombreuses espéeces diploides sauvagegerde Gossypiumconstituent une
imprtante source de variabilité pour répondre awfisdque constituent la nécessité
d'augmenter la productivité, d'améliorer la quaties fibres et de mieux valoriser les sous-
produits de la récolte (Stewart 1995, Mergeai 2006)

Parmi les espéces diploides sauvages, les espedémiqgues australiennes montrent un
certain nombre de caractéres agronomiques inténssgtorte ténacité de la fibre, haut
rendement a I'égrenage, tolérance a des facteuddigales et biotiques défavorables,
inhibition de la synthése du gossypol uniguememtsda graine etc.) qu'il serait intéressant
d'intogreser dans la principale espece cultivealliBker et al. 1996 ; Vroh bi et al. 1999 ;
McFadden et al. 2004). Une des stratégies consistdiliser la méthode des lignées

monosomiques d'addition (LMA) (Ahoton et al 200Becerra Lopez-Lavalle and Brubaker



2007). Celles-ci sont constituées de plantes ptésean plus du jeu chromosomique normal
de l'espece cultivée un chromosome d'une espeoagmules LMA sont un matériel
génétique important aussi bien pour l'introgresslercaracteres agronomiques d'intérét que
pour |'étude de I'histoire évolutive des especes.

En limitant le génome de l'espéce donneuse a winckeomosome, l'utilisation des LMA
permet de réduire la quantité de matériel génétigfumnger dans le fond génétique et en
conséquence permet de réduire le temps nécessarrelptenir un génotype équilibré.

Au niveau de I'Unité de Phytotechnie Tropicale & éhis en place un programme
d’amélioration génétique de la principale espéecHivée Gossypium hirsutuml. par
I'utilisation de l'especé&s. australe Six LMA et une lignée disomique d'addition aydgja
éte isolées, I'objectif de nos travaux est de powrs I'isolement de la série complete des
LMA de G. australeF. Muell. surG. hirsutumL. et d'évaluer les possibilités d’introgression
au niveau des LMA par la mesure, en régime d'actoi@ation, des transferts du
chromosome surnuméraire sur les lignées isoldes &ux de recombinaison allosyndétique.
Le présent document s’articulera autour de troiigg D'abord une synthése bibliographique
ou il sera passé en revue la problématique deadiétament de la base génétique de la
principale espece de cotonngitivé G. hirsutumpar la création et I'exploitation des lignées
monosomiques d'addition. Ensuite nous décrirons tleuxiéme partie les travaux menés
et les résultats obtenus pour isoler avec des raarguSSR et par hybridation génomigue
situ (GISH) cing nouvelles LMA dé&. australedansG. hirsutum Enfin dans une troisieme
partie il sera exposé les résultats obtenus stmafesmission du chromosome surnuméraire
dans cing LMA et sur l'élimination somatiqgue du ahbsome surnuméraire qui a été

observée dans une des lignées.



CHAPITRE 1 : ELARGISSEMENT DE LA BASE GENETIQUE DE LA
PRINCIPALE ESPECE DE COTONNIER CULTIVE GOSSYPIUM
HIRSUTUM L., PAR LA CREATION ET LEXPLOITATION DE LIGNEES
MONOSOMIQUES D'ADDITION

1. Introduction

S'il est sans doute exagéré de dire que la vatale la principale espece de cotonnier
cultivé Gossypium hirsutuni., est aujourd'hui trop étroite pour permettre geegres
génétiques significatifs, la quarantaine d'espélipkides sauvages que compte le genre
pourraient étre utilisées comme source de genesc@enniers diploides présentent en effet
une série de caractéres agronomiques intéressamtdedtransfert dans la principale espece
cultivée permettrait 'augmentation de la produtdiy I'amélioration de la qualité et la
valorisation des sous-produits. Ce faisant, undjy@as serait ainsi franchi dans l'objectif de
maintenir le cotonnier comme premiere cultureikexdt comme moteur du développement
dans les pays d'Afrique francophone ou il occupeplace centrale dans I'économie nationale
et dans I'économie rurale, en particulier.

Une voie potentielle de mobilisation des ressoug@setiques que constituent ces espéeces
diploides consiste en lutilisation de la techniqies lignées monosomiques d'addition.
Comme toute méthode d'amélioration par hybridatioierspécifique, celle-ci pose des
problemes liés a l'existence de barrieres a laodymtion, a la faiblesse des taux de
recombinaison et a la formation de produits noniligés qui rendent souvent l'exercice
laborieux.

L'identification et I'exploitation de ces lignéest@endant longtemps été basées sur une
caractérisation morphologique peu fiable et surtéebiniques de la cytogénétique classique
tres lourdes a mettre en oeuvre. Elles bénéficienpued'hui des grandes avancées
enregistrées dans le domaine de la biologie miai&geua travers le développement des
marqueurs de I'ADN et de la cytogénétique molécalaCes progres font de I'exploitation
des lignées monosomiques d'addition une voie piteost pour 'amélioration génétique de
la principale espece de cotonnier cultivé.



2. AMELIORATION GENETIQUE DU COTONNIER CULTIVE G. hirsutum L. PAR
HYBRIDATION INTERSPECIFIQUE

Le recours a I'hybridation interspécifique perm&tlargir la base génétique de la principale
espece de cotonnier cultivé en augmentant les lplites de choix dans une gamme de
génotypes plus large que celle permise par I'hyigeh intraspécifique qui n'exploite que la
variabilité existant a I'intérieur dé. hirsutum(Baudoin 2001).

Suivant les principes dégagés par Harlan and De (M&#t1), Stewart (1995) répartit les
ressources geneétiques de la principale espécetalenger cultivé, en pools géniques primaire,
secondaire et tertiaire suivant la difficulté csaiste a surmonter les barrieres
d’'incompatibilité qui empéchent le transfert de émngl génétique entre espéces. Le pool
génique primaire est constitué de toutes les forrnéis/ées, subspontanés et sauvageS de
hirsutumet deG. barbadenseainsi que des trois autres especes tétraploidegedre G.
tomentosum G. mustellinumet G. darwinii ). Les croisements avec ces espéces sont
relativement faciles et les fréquences de recondmnasont élevées. Le pool génique
secondaire comprend les especes diploides de géhoheB et F. L'obtention d’un hybride
avec ces especes est plus difficile qu'avec le epool, mais une fois I'hybride obtenu, les
fréquences de recombinaison observées sont éle@épendant comme ces especes sont
diploides, I'hybride est, a quelques rares exceptiaun triploide stérile dont le stock
chromosomique doit étre doublé pour la productiom dhexaploide fertile. Le pool génique
tertiaire renferme toutes les autres espéces due Gossypiun{especes de genome E, C, G
ou K). Ce sont les especes dont I'utilisation plesglus de difficultés en raison des obstacles
a surmonter pour créer I'hybride et a la faibledss taux de recombinaison (Mergeai 1992 ;
Brubaker et al. 1999a).

Les premieres tentatives d’amélioration par hyhitsainterspécifique de la principale espece
de cotonnier cultivé ont d’abord fait appel a I'esp tétraploide cultivé®. barbadensefin

de cumuler les bonnes qualités technologiques ditda de G. barbadenseaux qualités
agronomiques d&. hirsutum(Schwendiman 1978). Ces hybrides n’ont cependaattiagis
rarement donné des résultats intéressants a causeetbur rapide vers le parent récurrent.
La mise au point de techniques permettant de comtoles fortes barrieres d'incompatibilité
existant entre l'espéce cultivée et les quarangrgespeces diploides du gef@assypium
ouvrent d'immensesources potentielles de variabilité pour la prin@pespéce cultivée.

Trois principales voies sont utilisées pour exploitette source de variabilité (Mergeai
2006) : (i) une voie trispécifique (paraphylétiqugli procede par l'utilisation d'une espéce-

pont de génome A ou D croisée avec l'espece doamsug créer par colchiploidisation un
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allotétraploide qui sera rétrocroisé avec l'espedtivée ; (i) une voie trispécifique (pseudo-
phylétique) au cours de laguelle I'espéce-pontiestord croisée avec l'espéce cultivée pour
donner un triploide dont le nombre chromosomiqua snsuite doublé pour fournir un
allohexaploide. Ce dernier sera ensuite croisé #lespece donneuse pour produire un
tétraploide ; (iii) une voie bispécifique ou aphig@e d'introgression (Figure 1) qui procéde
par croisement d&. hirsutumavec l'espéce donneuse. Le triploide résultardodshiploidisé
pour donner un allohexaploide qui sera croisé aiespece cultivée pour donner un
pentaploide. Des rétrocroisements avec I'espécaptéide ou des autofécondations de ce
pentaploide et de ses descendants donneront deedignonosomiques d'addition (LMA)
constituées de plantes possédant en plus du jemospmique normal de l'espéce cultivée un
chromosome additionnel de I'espece sauvage diplBiule chaque espéce diploide sauvage |l
est donc possible d'obtenir treize lignées monogoes d'addition correspondant au nombre

haploide de chromosomes.

3. UTILISATION DE LA METHODE DES LMA POUR L'AMELIOR ATION
GENETIQUE DE G. hirsutum

3.1. Génomes diploides utilisables par la méthodes LMA

L’'utilisation des LMA pour 'amélioration de la mrtipale espece de cotonnier cultivé a
d’abord concerné les especes des génomes A, DFEBdudoin 1973 ; Louant et al. 1977 ;
Koto 1983) mais elle s’avére également particutigmet appropriée pour I'exploitation des
especes phylogénétiqguement plus éloignées (AndiéVanschraege 1983 ; Rooney et al.
1991a ; Mergeai 1992 ; Brubaker et al. 1999a ; aheit al. 2003). Plusieurs travaux ont déja
été menés pour étudier les possibilités d'utilisar cette méthode les espeéeces diploides
sauvages du genfeossypiumLe Tableau 1 donne un résumé de ces travaux.

3.2. Utilisation des LMA pour l'introgression de caactéeres agronomiques d'intérét

La voie classique d’utilisation de [I'hybridation témspécifique consiste a produire par
reproduction sexuée ou hybridation somatique unitiglgui est porteur de nombreux génes
indésirables et qui doit par conséquent étre r&iie& a plusieurs reprises sur I'espéce
cultivée. L'objectif d'atteindre la quasi-isogérieci des génotypes introgressés avec les
variétés recurrentes de l'espece cultivée nécesaibes un nombre tres élevé de
rétrocroisements pour éliminer les fragments deorolmsomes indésirables provenant de

'espéce donneuse du caractére d’intérét rechei@béfait qu’elles ne portent qu'un seul



chromosome de I'espece donneuse, les LMA limikesntpossibilités de recombinaison a ce
seul chromosome et peuvent donner des produitsliiési apres un nombre de
rétrocroisements limité. La principale utilisatiales LMA en amélioration génétique du
cotonnier vise ainsi le transfert précis a I'espeaivée de genes d’intérét portés par un
chromosome surnuméraire d’'une espéce sauvage danfidau, 1981a). Il faut reconnaitre
cependant qu'elle n'est surtout envisageable que pmtrogression de caracteres a

déterminisme génétique simple.

G. hirsutumL. X G. spp (espéce sauvage diploide)
2 (AnDy) XX
2n = 4x =52 2n =2x =26

Triploide sterile
AnDpX
3x =39

Doublement du nombre de chromosomes a la col@hicin

l

Hexaploide X G. hirsutumL.
2 (AnDnX) 2 (ADr)
2n=2x=178

Pentaploide x G. hirsutumL.

2(AnDp)X 2(ADv)
2n =5x =65

Autofécondation

l ,,

Lignées d'addition
2(ArDp) + n X (0< n< 13 chromosome

Figure 1 : Schéma de création de lignées monosomés d'addition dans le genrésossypium



Tableau 1 : Travaux menés pour I'exploitation desspeces sauvages diploides du ger@ssypiumpar la
methode des lignées monosomiques d'addition.

Espece diploide sauvage  Objectifs, Résultats rexedés
Etude cytogénétique du

G. anomalum pentaploide et production  Deodikar (1949, 1950)
de LMA

Etude théorique sur
I'aneuploidie ; isole des lignées

Gossypium spp. d'addition des especes de Brown (1965)
génomes A, B, C,D etE

j Etude d'une lignée disomique kammacher and
G. stocksii d'addition schwendiman (1969)

Description de 8 lignées
d'addition , Etude des taux de
G. anomalum transmission, obtention de ~ Poisson (1970)

lignées introgresseées

_ . Description de 7 lignées _
G. raimondii d'addition Baudoin (1973)

Isolement de 6 lignées
G. stocksii d'addition Schwendiman (1978)

Caractérisation morphologique
et identification de lignées
d'addition ; Etude des

G. anoma}!um possibilités d'introgression sur . | (1981b ; 1982)

G. stocksii plusieurs générations ’
d'autofécondation, Etude des
relations phylogénétiques
Creation de LMA ef toux aneMaréchal (1972) ; André

G.areysianum Introgressions chez deux lignegg, Verschraege (1983) ;
exceptionnelles Mergeai (1992)

) Création et description de 13

G.longicalyx lignées Koto (1983)
Description de 4 lignées

G sturtianum d'addition, élimination Rooney and Stelly (1991)

-sturtianu somatique du chromosome  Rooney et al. (1991)

additionnel

G.australe Production de la premiére

G. sturtianum génération du pentaploide Brubaker et al. (1999a)

Création, identification et
G.australe introgressions Ahoton (2002)




3.3. ldentification de genes d'intérét chez les e8pes sauvages etartographie
chromosomique

Au-dela de son utilisation pour l'introgressiongdmes, la production de LMA, comparable a
une dissection du génome, permet de soustrairehlemmsome de toutes les actions
épistatiques des autres chromosomes auxquels ihatgtellement confronté et d’analyser
I'expression de chacun de ses génes dans un fémeésigue homogéne.

Par comparaison de LMA avec les espéeces parent®sesnarqueurs ou des géenes peuvent
étre attribués au chromosome en addition. Les nearguou génes simultanément présents
chez l'espéce sauvage et chez la LMA mais absemtBegpéce cultivée sont considérés

comme étant portés par le chromosome surnumeraire.

3.4. Intérét phylogénétique

Il part de la théorie de Hutchinson et al., (194®¢ par Hau (198l1a) sur la faible
différenciation du contenu génique des chromosomes espeéces diploides du genre
Gossypiumet de I'hypothese que si celle-ci estlide, la mise en parallele des lignées
d'addition d'une espéce diploide avec celles dautee espéce diploide doit montrer des
ressemblances morphologiques traduisant I'nomémlayiistant entre les chromosomes
surnuméraires. Ce qui semble étre vérifié par K@@83) qui a observé une similitude
d'action du chromosome surnuméraire entre des LiRAdongicalyx d'une partet deG.
anomalumet de G. stocksii d'autre part, aussi bien sur des caractéres taifali que
quantitatifs. Mergeai (1992) fait la méme obsenraten comparant les phénotypes de deux
LMA de G. areysianunsurG. hirsutumavec ceux de deux lignées impliquant respectivement
un chromosome additionnel @ longicalyxet un chromosome additionnel @e anomalum
décrites par Hau (1981b) et par Koto (1983).

Poisson (1969) propose en plus des comparaisophét®types la création de disomiques
complexes constitués de plantes possédant deuxnobommes supplémentaires supposés
homéologues provenant de deux especes diploidésredifes. La confrontation de ces
chromosomes dans une méme plante devrait fourirles niveaux d'appariement observeés,
des résultats plus précis que lors d'une confromtatans des garnitures chromosomiques
entieres. Cette méthode lui permet de trouverelasons d'homéologie entre chromosomes
deG. anomalunet G. stocksii

Les progres récents réalisés dans le domaine Omlagie moléculaire et particulierement

dans le domaine de la cartographie génétique, penmbegrace a la transférabilité des



marqueurs développés chez l'espéce cultivée tétdaplers les especes diploides sauvages,
de mesurer le degré de synténie et de conservadéida colinéarité entre chromosomes des
sous-génomes A et D de l'espece cultivée tétrapleidleurs homéologues des espéces
sauvages isolés sous forme de LMA.

En permettant ainsi I'étude des relations d’homgiel@ I'échelle du chromosome, les LMA
représentent un outil efficace pour une meilleucgngréhension de Il'organisation des

génomes et de leurs relations dans le g&assypium

4. PRODUCTION DES LMA

4.1 Production du triploide

Presque toutes les espéces diploides peuventréiséas avec l'allotétraploide pour produire
un triploide. La plus ou moins grande difficulté&r@er le triploide dépend du pool génique
auquel appartient I'espece diploide. Brubaker €1899a) travaillant sur plusieurs especes
appartenant aux 3 génomes australiens C, G etil§ gtoisent aveds. hirsutumdans les
deux sens montrent qu'il est plus facile d'obtdes hybrides avec les espéces de génome C
qu'avec les especes de génome G et que cellesndengeK se situent dans une situation
intermédiaire entre ces deux génomes. llIs monganbutre que I'hybride triploide est plus
difficile a obtenir lorsque I'espéce sauvage ais& comme parent femelle. Ce qui confirme
la théorie de Beasley (1940) selon laquelle dargeteeGossypiunies chances de réussite
dans les hybridations sont d'autant plus grandes guendra comme parent femelle la plante
qui a le plus haut niveau de ploidie. L'explicats@ntrouverait dans le rapport de ploidie entre

I'albumen et le zygote qui serait un facteur essigmbur le développement de ce dernier.

4.2 Production de I'hexaploide et du pentaploide

En raison de la forte stérilité du triploide due anésappariements entre chromosomes de
génomes difféerents, le nombre chromosomique de-celdoit étre doublé a la colchicine
pour produire un hexaploide qui, par rétrocroiseémavec l'allotétraploide donnera un
pentaploide. Méme si elle exige parfois beaucoup cdesements, l'obtention de ce
pentaploide ne pose généralement pas de problés@sniontables (Koto 1983 ; Brubaker
1999a; Ahoton 2003). Altman et al. (1987), conaaient a d'autres auteurs (Brubaker 1999a
; Ahoton, 2003) ont cependant dl recourir au sageetd'embryons pour produire le
pentaploide impliquant l'especg. sturtianum |l serait également possible d'obtenir le

pentaploide avec certaines especes sans passknepaploide. Il semble en effet que les



triploides impliquant les espéces diploides de g@n& présentent un fort taux de gameétes
non réduits. Partant de ce constat Stewart (199&Jlitpl'obtention de pentaploides par
rétrocroisement de ces triploides §uhirsutum Brubaker (1999a) rapporte des travaux non

publiés de Stewart dans lesquels ce dernier oltEmpentaploides par cette méthode.

4.3 Production de la descendance de premiére géntom du pentaploide

La fertilité du pentaploide autofécondé ou rétre&a plusieurs reprises aveéc hirsutum
pour produire les lignées d'addition apparait contangrincipale contrainte a I'utilisation de
certaines especes diploides. S'il est en effetefgmur des pentaploides impliquant les
especes diploides du pool génique secondaire co@mueerbaceum, G. arboreumt G.
anomalum(Brown 1965 ; Poisson 1970) d'obtenir par autaféation une assez importante
descendance, la fertilité est nulle pour le pewptael impliquantG. sturtianumet trés faible
pour celui concernart. australe deux espéces appartenant au pool génique tergaioton
2002 ; Brubaker 1999). Le recours a des croisenams |I'espece cultivée permet cependant,
méme pour les pentaploides stériles en autofédondadmme celui impliquant I'espece
sturtianum d'obtenir une descendance plus ou moins impertarton l'espece diploide
concernée. Le succés de ces croisements dépenchretegpartie du sens du croisement.
Comme pour l'obtention des triploides, il est gélednent admis que les croisements qui
donnent les meilleurs résultats correspondent & eeucours desquels le parent ayant le
niveau de ploidie le plus élevé est pris comme rafemelle. De ce point de vue le
pentaploide impliguanG. australeconstitue une exception dans la mesure ou toet®s |
études concernant cette espece (Ahoton 2002; Beuld&®©9a) ont montré que les meilleurs
résultats sont obtenus lorsque le pentaploidersstpmme parent male.

Koto (1983), pour générer des LMA @ longicalyxsurG. hirsutumobtient, en partant de
plusieurs pentaploides des résultats irrégulierpour certains pentaploides aucune
descendance n'est obtenue en autofécondation tqundipour d'autres des plantes viables
sont recouvrées. Il obtient des plantes viablesreisement dans les deux sens avec presque
toujours une descendance plus importante quanenieploide est pris comme parent femelle
plutét que comme parent male. Ahoton (2003) domnédscription la plus exhaustive du
schéma suivi pour la production de LMA impliquaes espéceS. australeetG. sturtianum.
Pour le pentaploide impliquant la premiére espédes, graines sont obtenues aussi bien en
autofécondation qu'en croisement. Par contre avepdntaploide impliquar@. sturtianum
aucune descendance n'est obtenue par autofécondlirs que des graines sont produites en

rétrocroisant le pentaploide p&. hirsutum; le nombre de graines obtenues quand le
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pentaploide est pris comme parent male étant nettepius faible que lorsqu'il pris comme
parent femelle. Altman et al. (1987) travaillant Bnybride G. hirsutumx G. sturtianumont
recours au sauvetage d'embryons pour recouvrer,uavéaux de réussite de 1 %, des plantes
issues du rétrocroisement du pentaploide pris coparent femelle.

Les produits issus du pentaploide sont constitugs pus des plantes euploides
caractéristiques de l'espece cultivée, des "soudfesgressées" (Louant et al. 1977)
composees des plantes euploides présentant untpbérdistinct de celui de la variété de
I'espece cultivée impliquée dans la création dglifde interspécifique et d'aneuploides (les

lignées d'addition).

4.4. Origines des plantes euploides introgresséessld descendance du pentaploide

Il est établi que pour les espéces diploides psodied'espece cultiveée, particulierement celles
de génome A ou D, on observe a la phase triplaédeodnbreux multivalents qui témoignent,
en dépit l'existence d'un facteur de diploidisat@rez l'espéce cultivée, d'échanges de
matériel génétique. Ainsi Baudoin (1973) cite Karohex qui a observé qu'a la métaphase |
de la méiose du triploid@.hirsutumx G. raimondj la presque totalité des chromosomes de
G. raimondiis'apparient avec ceux du génome DGdénirsutum Le nombre d’appariements
observé en métaphase | tend cependant a dimineerl'&oignement génétique de I'espéce
diploide par rapport aux chromosomes des deux géosmes constitutifs du tétraploide
cultive.

Au stade hexaploide un nombre important d'appané&nbétérogénétiques peuvent étre
observés, particulierment lorsque l'espece dipl@ppartient aux génomes ancestraux ou
dans une moindre mesure aux autres especes dgéuqlie secondaire (Kammacher 1956 ;

Maréchal 1972). Louant (1977) montre en outre quetade est particulierement propice a
des échanges intergénomiques lorsqu'on proceds @edérations d'autofécondation, schéma
gu'il a d'ailleurs préconisé comme méthode d'imgsgjon. La preuve de I'occurrence de ces
échanges est donnée par I'évolution vers la $¢dks hexaploides impliquant des espéces
des génomes A et D maintenus en autofécondatiotie Geerilité serait le résultat de
I'accumulation des échanges intergénomgiues quifent la méiose (Baudoin 1973).

La probabilité d'échanges intergénomiques au spat¢aploide semble étre intermédiaire
entre celle observée au stade triploide et celiéenau stade hexaploide. Elle est d'autant plus
grande que l'affinité génomique de I'espéece sauaage I'espece cultivée est importante.
Pour celui qui vise a isoler des LMA, ces échangesgénomiques, quel que soit le moment

auquel ils se produisent, constituent un obstatissdement de LMA stables.
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4.5. Composition, fertilité et fréquence d'appariton des différents aneuploides dans la
descendance de premiere génération des pentaploides

Trés peu de travaux se sont intéressés a décrinread&@re systématique la descendance de
premiére génération des pentaploides. Quand cdssetnt été menées, elles ont souvent
porté sur un faible nombre d'individus. L'explicatide cette situation est sans doute a trouver
dans la lourdeur des études cytogénétiqgues némssamettre en ceuvre. Cet obstacle a été
souvent contourné en combinant I'observation descte&xes morphologiques et I'évaluation
de la fertilité pour inférer le génotype des diéiéts individus.

Chez le cotonnier, la fertilité des aneuploidesesstetroite corrélation avec le nombre de
chromosomes qu'ils portent. La stérilité croit t&gament avec le nombre de chromosomes
surnuméraires. Celle-ci pourrait étre expliquée lpaloi de Darlington qui stipule que la
stérilité découle plus d'interactions géniques eerthromosomes qu'a des problémes de
comportement meéiotique (Baudoin 1973 ; Louant etl8l77). La stérilité la plus sévere
traduisant un nombre maximal d'interactions setiaits obtenue lorsque la moitié des genes
est dupliquéell faut toutefois noter que la stérilité ne sempées uniguement liée au nombre
de chromosomes additionnels. La spécificité du rmsome semble également jouer un réle
non négligeable (Schwendiman 1978). On peut cepgrmésenir que I'espedd. hirsutum
supporte I'addition d'un assez grand nombre denobsomes supplémentaires. Schwendiman
(1978) indique des lignées d'addition possédarit de9 chromosomes surnumeérairesGie
stocksii,Altman et al. (1987) signalent des aneuploidescqmportent 10 chromosomes de
G. sturtianum Ahoton (2003), analysant 27 plantes de la desterelde premiere génération
du pentaploide impliquan®. sturtianumnote 25 individus stériles portant tous plus d'un
chromosome surnuméraire. André et Verschraege [18B8ervent chez 35 plantes de la
descendance de premiére générationGdeareysianumsur G. hirsutumune proportion
variable de plantes présentant de un a 6 Chromas@ueuméraires. Tous les travaux
portant sur la production de LMA dans le gei@essypiumnotent aussi des fréquences
d'apparition tres inégales entre les différentesfdes caryologiques. Beccara Lopez-Lavalle
et Brubaker (2007) montrent ainsi qu'au niveauadgelscendance du pentaplo@lehirsutum

X G. australe Jes fréquences de transmission des 13 groupdaisen supposés correpondre
aux 13 chromosomes d& australevarient entre 11 et 100 % alors que dans la ddscee

de premiere génération du pentaploid&. hirsutumx G. sturtianum,les fréquences de
transmission varient entre 0 et 91 %. Des condhissisimilaires peuvent étre tirées des
observations réalisées par Ahoton (2002) concerteamtombre d’individus au sein des
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différentes classes phénotypiques isolées dansedeeddance du pentaploi@e hirsutumx

G. australe Ces effectifs, reflet du taux de transmission deeomosomes de l'espéce
sauvage varient d'un seul individu a 249 pourdase# phénotypique la plus importante.

La constitution caryologique de la descendance migre génération du pentaploide
pourrait dépendre du mode d'obtention de cetteedéesmce. Comme chez le cotonnier le
gamete male supporte moins de chromosomes suppkinesgue le gaméte femelle, on peut
supposer que la descendance obtenue en prenagmtbploide comme parent méle donnera
des aneuploides avec tres peu de chromosomes sigopééres voire uniquement des LMA
alors que lorsque le pentaploide est pris commenp&melle la descendance aneuploide sera
en majorité constituée de plurisomiques. Altmanakt (1987) obtiennent ainsi par un
rétrocroisement du pentaploi@e hirsutumx G. sturtianumau cours duquel le pentaploide a
étée pris comme parent femelle des plantes portani® chromosomes d& sturtianum Par
contre dans la descendance rétrocroisée du peitegio hirsutum x G. australatilisé
comme parent male, Ahoton (2003) trouve que laaletance aneuploide du pentaploide est
essentiellement constituée de plantes monosomdjaeédition.

Dans la plupart des études impliquant des espéapisdis du pool génique secondaire au
cours desquelles le pentaploide est pris commenpdmmelle, on remarque que la
descendance est en majorité stérile ou quasi estéihoignant ainsi de la présence de
plusieurs chromosomes (Poisson 1970 ; Koto 1988dré\ et Verschraege 1983) et de la

grande tolérance des gameétes femelles pour lemdsames additionnels.

4.6. Intégrité des chromosomes surnuméraires dang ldescendance aneuploide de la
premiere génération du pentaploide

Jusqu'avant Ahoton et al. (2003) toutes les étumewernant les LMA dans le genre
Gossypiumpnt porté sur des analyses morphologiques et/tmgégétiques. En utilisant des
marqueurs microsatellites cartographiés distritiaésle long du chromosome, les travaux de
ces chercheurs integrent une nouvelle dimensios tamalyse des aneuploides, qui, si elle
n‘avait pas été ignorée ou était méme souvent emsavidence restait malgré tout difficile a
évaluer. Cette nouvelle dimension concerne liiti&gtes chromosomes surnuméraires dans
les descendances de premiére génération du peidapRartant de 13 plantes possédant un
chromosome surnuméraire d&. australe mis en évidence par analyse cytogénétique
classique, les travaux d’Ahoton et al. (2003) oetnps d’identifier six LMA dont les
chromosomes additionnels sont homéologues des egalgliaison c6-c25, c12-c26, c9-c23,
c10-c20, c7-c16 et c3-c17 @Gossypium hirsutunBecerra Lopez-Lavalle et Brubaker (2007)
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ont réalisé une étude plus exhaustive en analgsaatt des marqueurs AFLP la totalité de la
descendance BC1l et BC2 des pentatploides impliglestespecess.australe et G.
sturtianum

La conclusion inédite de cette étude est quepdsite dans la descendance du pentaploide des
plantes monosomiques et plurisomiques avec desnds@mes entiers, une grande partie des
plantes non-euploides portent des chromosomes pletsnfragmentés.

Nos résultats (cf. chapitre 2) portant sur une apiaine de plantes de la descendance de
premiere génération du pentaplo@ehirsutumx G. australeanalysées avec des marqueurs
SSR cartographiés concluent dans le méme sens assez forte proportion des plantes
aneuploides est en réalité constituée de ce que appellerons des plurisomiques
segmentaires ou fragmentaires. Le nouveau défistens identifier sous quelle forme (libre
ou recombinée) se trouvent ces fragments de chmmeEs Dés a présent de nombreux

indices concourent a laisser penser que ces fragmersont pas recombinés.

4.7. Production de la descendance de deuxiéme géatérn du pentaploide

Lorsque certaines lignées ne sont pas isoléesldgmmemiere génération de la descendance
du pentaploide, il est procédé a l'autofécondatianau croisement (selon le niveau de

fertilité) des plantes plurisomiques qui contientnegs chromosomes non encore isolés. A ce
stade, la fertilité s'est parfois améliorée etrladpction d'une importante descendance permet

d’obtenir I'isolement de nombreuses souches moniog@® d'addition.

4.8. Caractéristiques des LMA des especes diploidsauvages deGossypiumsur G.
hirsutum

4.8.1 Morphologie des LMA
Les LMA présentent une trés grande variabilité rholpgique mais elles ressemblent

souvent davantage a l'espece cultivée qu'a I'espiErmeuse du chromosome en addition
(Ahoton 2002). Elles montrent généralement unessesice ralentie comparée a celle de
'espéce cultivée. Chez certaines lignées les ti@m@a morphologiques paraissent

indépendantes du chromosome en addition et semplestliées a leur nature trisomique.

Cette configuration trisomique et/ou la faible éiffinciation génomique dans le genre
Gossypiumpourraient expliquer les grandes similitudes molphiques parfois observées

entre LMA issues d'espéeces diploides différerttesi(1981b ; Koto 1983 ; Mergeai 1992).
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4.8.2 Fertilité des LMA

Selon l'espéce diploide, le chromosome en addiibie gamete considéré, les LMA

présentent une grande variabilité quant a leudiféer{Hau 1982 ; Mergeai 1992). On peut
cependant retenir que la fertilité des LMA est galenent moindre comparée a celle des
plantes euploides mais nettement supérieure a cdke plantes présentant plusieurs
chromosomes en addition. La fertilité femelle eShéralement plus élevée que la fertilité

male.

4.8.3 Caractéristiques cytologigues des LMA

Les fréquences d’appariements intergénomiques geprént une mesure importante des
possibilités d’introgresser par recombinaison unegd’intérét de l'espece diploide sauvage
vers l'espéce cultivée. Les observations de cearigppents sont effectuées a la métaphase |
ou a la prophase.

Les plagues métaphasiques présentent I'avantage ¢iis faciles a obtenir et a observer
mais présentent I'inconvénient de ne montrer quérfgotement les appariements qui ont lieu
aux stades antérieurs. En effet, le nombre d’appants homéologues observés a tendance a
diminuer au fur et a mesure du déroulement de éanjre partie de la méiose et plus
rapidement lorsque les espéces sont éloignées gangtiquement (Endrizzi et al. 1985,
Mergeai, 1992). D’ou, il apparait que les apparietdeisibles a un stade tardif comme la
métaphase | ne traduisent que trés partiellemembmbre total de recombinaisons. C’est
ainsi gu’'observant des centaines de plagues métapies, Mergeai (1992) travaillant sur des
LMA de Gossypium areysianusur G. hirsutumn’observe aucun trivalent alors qu’il note
pourtant dans la descendance de ces lignées désidesp manifestement introgresses.
L’absence de multivalents en métaphase | ne pedmet pas de conclure a une absence
d’échanges intergénomiques pendant les étapesieamés de la méiose. Cette situation
s’explique quand on sait qU&. areysianunappartient au génome E qui fait partie du pool
génique tertiaire.

D’une maniere générale, a cause des différencemmdilogie entre chromosomes du fond
génétique et du chromosome additionnel, les taappiriements allosyndétiques observés
guel que soit le stade méiotique sont souvenfaibkes.

Etant donné les difficultés d’évaluation des amragnts meéiotiques, on peut, pour estimer
les chances de succes de transférer un gene dtintatculer directement le taux de plantes

euploides recombinées dans la descendance de la Bk qu'elle soit ssez lourde a mettre
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en oeuvre, cette solution l'est cependant moind’goalyse cytogénétique lorsqu’on dispose
d’'une méthode de criblage a haut débit comme leguears moléculaires.

Rooney et Stelly (1991) soulignent I'éliminationnsatique du chromosome surnumeéraire
chez une LMA deGossypium sturtianunsur G. hirsutumet proposent I'hypothése que
I'élimination somatique du chromosome surnumeérdoi survenir a un stade précoce. Au
cours de nos travaux (cf. chapitre 3) nous admaement noté le méme phénomene chez une

LMA de G. australesurG. hirsutum.

4.8.4 Transmission du chromosome surnuméraireggadrMA

La transmission normale du chromosome additionstlua phénomeéne rare. Les facteurs
susceptibles d’expliquer ce constat sont les stsvari) irrégularités méiotiques qui se
traduisent par le rejet du chromosome additionnaVi sde son élimination lors de la
formation des gametes; (i) manque de viabilité gasétes aneuploides; (iii) plus grande
compétitivité des gameéetes a n chromosomes par mapp®& gametes a n+1 chromosomes;
(iv) avortement des zygotes a 2n + 1 chromosomgsménque de viabilité des plantules
monosomiques d’addition (Mergeai, 1992). Plusiewstres facteurs influencent la
transmission du chromosome surnuméraire.

Selon le chromosome en addition, les LMA présentde$ taux de transmission du
chromosome surnuméraire différents. Rooney et \5{@®91) trouvent parmi les 4 LMA
gu'ils ont étudiées un taux de transmission moyeR231% pour 3 LMA et de 90 % pour la
quatrieme. Chez une LMA d@. australesur G. hirsutumnnous avons trouvé un taux de
transmission du chromosome aditionnel de 100 % dlehpitre 3). Ces taux tres élevés
pourraient s'expliquer par la présence sur cesnmubgsomes d'un gene distorteur de
ségrégation qui entraine la transmission preféskatiu chromosome qui le porte en rendant
non-fonctionnels les gameétes qui ne le contienpast Ce phénomeéne est assez bien connu
chez les espéces du genkegilops qui portent sur certains chromosomes des facteurs
gamétocides qui causent des cassures aléatoirehiesosomes et induisent des aberrations
chromosomiques ( Jiang et al. 1994 ; Nasuda &068B).

Chez la plupart des LMA du genf@ossypium,le chromosome surnumeéraire est mieux
transmis par le gameéte femelle que par les gramgallen. Ce qui découle du fait déja
signalé que dans le gen@ossypiumle gamete femelle supporte mieux les chromosomes
supplémentaires que le gaméte male. Mergeai (1888 que le taux de transmission en
autofécondation dans le genBmssypiumest souvent plus élevé que la somme des taux de

transmission male et femelle.
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Le taux de transfert du chromosome surnumérairerdéde son comportement méiotique qui
est influencé par sa nature recombinée ou nonrda@snbinaisons subies par le chromosome
additionnel, en augmentant son affinité avec lemmlesomes de I'espéce cultivée peuvent
donc influer sur son taux de transmission.

Hau (1982) montre que le taux de transmission é@vdlel maniére favorable au cours des
générations d'autofécondation.

5. IDENTIFICATION DES LMA

5.1. Approches possibles pour l'indentification deEMA

L’identification des LMA est un des aspects lesspimportants pour leur utilisation comme
moyen de transfert de génes des especes sauvagespages cultivées. Cette identification
se situe a deux niveaux : (i) identification desnpés monosomiques d’addition et (i)
identification du chromosome en addition. Toutdéldénce morphologique, chromosomique,
physiologique ou moléculaire entre plantes peue éttilisée pour procéder a cette
identification. Les techniques utilisées se disignf par leur fiabilité, leur rapidité, le niveau
de technicité requis, leur codt, etc. D’abord fasl&éur I'évaluation de la morphologie des
plantes, elles utilisent aujourd’hui les technigdésybridation et de marquage moléculaires

qui permettent une identification rapide et précise

5.2. Caractérisation morphologique

C’est la méthode la plus anciennement utiliséee g#rt du principe qu’un chromosome en
addition, étranger de surcroit, par sa seule poésetiou par I'expression des genes qu'il
porte entraine une perturbation de I'équilibre géaiet/ou de nature épigénétique qui induit
des désordres physiologiques se traduisant pasffigs phénotypiques visibles a I'ceil nu.
Souvent associée a d’autres techniques, elle a aehidentification de plusieurs LMA
d’especes sauvages du gen@ossypiumsur G. hirsutumL. (Baudoin 1973 ; Hau 1981b;
André et Verschraege 1983 ; Koto 1983 ; Ahoton 20@2ependant la plupart de ces auteurs
indiquent l'insuffisance de la caractérisation nimjpgique. En effet, si les LMA sont
souvent caractérisées par une croissance ralentimjanque de vigueur, une fertilité réduite
ou par certains caracteres particuliers (coloragpiarticuliere de la fibre ou des fleurs, forme
des capsules, etc.), les caractéres morphologeprdssouvent insuffisants pour permettre de
distinguer de maniere catégorique et fiable toautserie des LMA d’une espece.
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En effet, les caractéres morphologiques analysdsseaivent des caracteres quantitatifs donc
tres influencés par le milieu et la pénétrance gises que porte le chromosome n’est pas
toujours complete. De plus, quand le fond génétpi€éespece receveuse est un polyploide
comme l'est celui d&. hirsutum,il peut réprimer ou jouer un effet tampon qui epipEe
I'expression du chromosome surnuméraire. Les chmagts morphologiques ne sont
également pas toujours spécifiques au chromosonagldition et seraient parfois plus liés a
la configuration trisomique qu’associés a un chrsomee particulier. Une ségrégation de
caractéres peut aussi s'observer au niveau de L&MA da constitution a impliqué la
réalisation de croisements entre plusieurs variétésl accessions différentes. En outre, le
chromosome surnuméraire peut subir au cours dethuption de la LMA des remaniements
(translocations et recombinaisons) susceptiblanaldifier I'expression de ses genes (Louant
et al. 1977). A tous ces inconvénients, il fautusgo la difficulté de procéder a un criblage
précoce dans la mesure ou plusieurs caractérespléscs’expriment a la fin du cycle de
développement de la plante.

La caractérisation morphologique est efficace loesig chromosome en addition est stable et

porte des genes qui commandent un caractere difigdéa influencé par le milieu.

5.3. Caractérisation par la cytogénétique

5.3.1 Apports de la cytogénétiqgue a la caracténisates LMA

La cytogénétique est I'étude morphologique du nielt@énétique organisé en chromosomes
dont elle permet le dénombrement et [lidentificatiqJahier 1992). Utilisée dans

I'identification des lignées monosomiques elle petrae s’assurer de la formule caryologique
2n+1, de distinguer le chromosome en addition deencosomes du fond génétique et de
distinguer des chromosomes en addition entre eugstQune technique qui permet,

lorsqu’elle s’adresse aux chromosomes mitotiguessareening tres précoce des lignées
d’addition. Elle permet également de vérifier lt&tacombiné ou en addition d’'un fragment

de chromosome en addition.

5.3.2 Caractérisation par la cytogénétique classiqu

A la métaphase de la mitose et a la métaphaseotioé, les chromosomes sont sur-enroulés
et peuvent étre intensément colorés avec des psocluinme le réactif de Schiff , le carmin

acétique, le Giemsa ou l'orcéine acétique.
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La coloration simple des chromosomes permet de clampter et de reconnaitre le
chromosome surnuméraire lorsque : (i) pour causelifférences d’homologie entre les
chromosomes du fond génétique et le chromosomei@ual, celui-ci est rejeté lors de la
meéiose de la plaque métaphasique, (ii) les chromesodu fond génétique et celui du
chromosome surnuméraire présentent une morphatogies tailles différentes.

Par contre, quand les chromosomes sont de petiie ¢& sont uniformément coloréta
distinction des chromosomes devient délicate eesgte des observations a des phases
meiotiques antérieures a la métaphase (pachytdiaeinese). Ces phases présentent
cependant I'inconvénient d'étre plus difficilesbgerver (Mergeai 1992)

L’appariement entre chromosomes dépend principalerde leur homologie. L'étude du
comportement méiotique d’'une LMA permet de trouesrrelations homéologiques entre le
chromosome étranger avec un ou plusieurs chromasdodond génétique. La métaphase
est évidemment le stade ou les chromosomes sqgitidefaciles a observer parce que tres
contractés. Mais elle ne constitue pas le meilitade pour une bonne observation de ce que
sont réellement les appariements. C’est au pachysade pendant lequel les chromosomes
sont appariés sur toute leur longueur, qu'une rneskce ou une différence précise entre
deux chromosomes d'une paire peuvent étre obser(@sier 1992). Les méthodes
cytogénétiques classiques constituent dans l'iflestion des LMA une grande avancée par
rapport a la caractérisation morphologique. Cepetnddies présentent le grand inconvénient
d’étre assez lourdes a mettre en oeuvre surtosqual s’agit d’'observer des chromosomes

aux stades précoces de la méiose (Jahier 1992leHi et al. 2001).

5.3.3 Caractérisation par la cytogénétique molésuta hybridationn situ

Les limites de la cytogénétique classique posenhdeessité de disposer de techniques
d’identification plus précises. Les méthodes mdkioes qui s’adressent a la séquence
d’ADN et permettent une coloration différentiellesdchromosomes offrent cette précision.
Le principe est basé sur la possibilité de rentnple-brin les molécules d’ADN cibles et de
les hybrider, suivant la loi de complémentarité bl@ases, avec une molécule d’ADN marquée
(avec un marqueur radioactif ou chimique), égaldmemdue monocaténaire, appelée sonde.
L’hybridation in situ s'opére sur une coupe histologique, donnant alasi informations
précises sur les relations homéologiques entrentbsomes et sur les remaniements d’'une
certaine taille. Elle permet de repérer ou de natiex une molécule d’ADN spécifique dans
une population hétérogene et de répondre a laiqnedt la présence ou de I'absence d’'un

génome particulier dans une lignée d’addition oe lignée recombinée (Tagu 1999). On
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I'utilise sur des chromosomes mitotiques ou méimg Le fait de travailler sur des
chromosomes mitotiques en métaphase permet deskrcptécisément sur des chromosomes
les zones ou se situent les séquences homologuassdade. L'hybridatiomn situ présente

de nombreuses variantes selon le systéme de odétezttie type de sonde utilisée (Ahoton
2002). Selon le systeme de détection on distinthybridationin situ isotopique qui utilise
des sondes radioactives et I'hybridatinrsitu a fluorescence (FISH) qui utilise des sondes
marquées avec des haptenes telles que la biotitee digoxygénine. En fonction du type de
sonde, on distingue I'hybridation génomiquesitu (GISH) ou la sonde est constituée de
I'ADN total d'un parent de I'hybride et les techrdg qui utilisent les séquences d'ADN
réepéte.

Le principe de la GISH consiste a prendre commalesdiADN génomique total marque
d’'une des especes (généralement I'espece en ajditiélangé en exces avec de ’ADN non
marqué de I'espéce du fond génétiqgue (ADN comp#lité les digérer de sorte que la taille
des fragments soit inférieure a 500 pb et a legithgb sur la coupe histologique. L’ADN
compétiteur s’hybridera alors sur toutes les séceeigomplémentaires communes aux deux
especes tandis que 'ADN marqué s’hybridera suséEgiences complémentaires spécifiques
a I'ADN du chromosome en addition qui apparait iagidoré (Anamthawat-Jonsson et al.
1990 ; Schwarzacher et al. 1992 ; Ahoton 2002).

La GISH présente de multiples avantages (Schwaeraathal. 1992 ; Ahoton 2002 ) : (i) il
n'est pas nécessaire de semer les plantes ni ait@xttADN car le criblage peut se faire sur
les cellules de graines pré-germées ; (i) de éaisemaniements chromosomiques peuvent
étre détectés) (iii) si les deux especes sontéi@gnées, il n'est pas nécessaire d’ajouter de
'ADN compétiteur ; (iv) il n'est pas nécessaire dennaitre I'espece du chromosome en
addition pour la détecter. Il suffit juste de maglWiADN de I'espece du fond génétique
(ADN compétiteur). Ainsi, ce sera le chromosomeaddition qui prendra la couleur de la
contre-coloration. Méme si elle sert surtout a létdd formule caryologique des plantes, elle
peut, combinée a des analyses avec des marqueligsutaoes, permettre d’identifier le
chromosome en addition. Elle a ainsi permis a Amd¢&902) d’identifier des chromosomes
de Gossypium australsur Gossypium hirsutum.

Les limites de la GISH sont liées au degré de pérentre I'espece receveuse et |'espéce
donneuse : un lien de parenté étroit entre les @speces empéche une différenciation des

deux types de chromatine.
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5.4 Caractérisation par les marqueurs génomiques d&ADN

Les marqueurs génomiques plus communément appedégueurs moléculaires révelent
directement le polymorphisme au niveau des séqsemiee 'ADN. Deux principales
techniques sont utilisées pour révéler ce polymemé. La premiére est basée sur
I’hybridation moléculaire (RFLP) tandis que la sede est fondée sur la PCR (RAPD, AFLP,
SSR etc.) (De Vienne 1998). L'une des principatasssd'utilisation de ces marqueurs est la
réalisation de cartes génétiques denses. Il exiteeure actuelle plusieurs cartes de I'espéce
G. hirsutum(Reinisch et al. 1994 ; Lacape et al. 2003 ; Ngusfeal. 2004 ; Han et al. 2006 ;
Jiwen et al. 2007) comportant des marqueurs RFIERPASSR etc. Cette profusion de cartes
consacrées a la principale espéce cultivée coatreegpendant avec la rareté des études
consacrées aux especes diploides sauvages (Algaf-kdt al. 2006). Des marqueurs
spécifiques des especes diploides sauvages censignt pourtant un instrument fiable et
rapide pour déceler les recombinaisons intergénaeesicdans la descendance des LMA.
Brubaker et al. (2003) ont, les premiers, cartogia@ partir de la F2 d'un croisemeat
australex G. nelsoniile génome G d&ossypiumavec des marqueurs AFLdRi ont ensuite
ete utilisés pour cribler des lignées d'addition.

Les marqueurs cartographiés sur l'esp&cehirsutum sont néanmoins utilisables pour
I'identification des LMA. Cette utilisation est ks sur leur transférabilité ou portabilité a
travers le genre c'est-a-dire sur la possibilité gas marqueurs développés pour l'espéce
cultivée, puissent amplifier d'autres especes dmengenre et montrer du polymorphisme
(Peakall et al. 1998). Le principal intérét de eqibrtabilité est de disposer de marqueurs
pour les especes sauvages sans passer par lsqueéeng et onéreux du développement des
marqueurs qui serait difficile a réaliser pour alrex des espéeces diploides sauvages. Les
travaux de Altaf-Khan et al. (2006) sont les presigui aient porté sur la transférabilité vers
les especes diploides des marqueurs SSR dévelgywéS. hirsutum Avec un taux
d'amplification croisée de 83 % et 85 % de polyrhaame entre especes diploides, ils
démontrent que les séquences flanquantes des atiltiles sont bien conservées entre le
tétraploide et les espéces diploides. Guo et @D6Ren étudiant la transférabilité d'EST-SSR
(séquences SSR dérivées de régions codantesppeckediploid€. arboreumvers 23 autres
especes diploides appartenant a 7 génomes diémenivent encore des taux supérieurs a
ceux trouveés avec les SSR génomiques.

L’identification des LMA avec les marqueurs cartaghniés se fait par criblage des individus

avec des marqueurs répartis sur I'ensemble du adsome. Toutefois dans le cas ou les
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marqueurs utilisés n'ont pas été cartographiéd'espéce diploide en addition, Il faut tenir
compte du fait gu'entre I'espéece cultivée et l'esmauvage, la synténie et la collinéarité des
marqueurs entre les deux especes peuvent ne paegpectées. Ahoton et al. (2003) sont
parvenus avec des marqueurs SSR cartographi€sspide tétraploide a identifier des LMA
de G. australesur G. hirsutum De méme Becerra Lopez-Lavalle et Brubaker (20Gfi)
identifié des LMA deG. australeet deG. sturtianumsur Gossypiumhirsutum avec des

marqueurs AFLP

6. TECHNIQUES D'EXPLOITATION DES LMA POUR L'AMELIOR ATION DU
COTONNIER CULTIVE

Les LMA constituent un outil de choix pour 'amékdion génétigue mais ne peuvent étre
utilisées telles quelles pour les raisons suivant@y le chromosome surnumeéraire porte
plusieurs caractéres indésirables; (i) la préseda chromosome entier signifie une
duplication, au niveau de la plante, de tous legegésitués sur ce chromosome; (iii) la LMA
ne peut étre maintenue du fait de la ségrégatioohdomosome additionnel dont le taux de
transfert par reproduction sexuée ne peut excplles de 50% (sauf pour les cas de
transmission préférentielle du chromosome addigt)niiv) le chromosome en addition peut
perdre son intégrité suite a des recombinaisons anechromosome homéologue ou suite a
sa fragmentation.

L’exploitation des LMA du genrdgsossypiumpasse, apres le choix des meilleurs types
d'addition, c'est-a-dire ceux présentant des cextagronomiques intéressants, par la
multiplication des générations par autofécondattapres le schéma proposé par Baudoin
(1973) (Figure 2). Le but visé est de favoriser &&hanges intergénomiques. Ceux-cCi
dépendent principalement de la distance phyloggretentre les deux especes. Plus elles
sont phylogénétiquement proches, plus les probé@bitie recombinaison seront élevées.

Le cotonnier étant une espece tétraploide maistdgacomportement d’'un diploide, cette
diploidisation limite les appariements hétérogarsy Le facteur a l'origine de cette
diploidisation est spécifigue de I'amphidiploide isndlintensité de son influence serait
déterminée par la spécificitt des génomes des espdiploides intervenant dans la
constitution de I'hybride (Louant et al. 1977). téehypothése renforcée par le fait que les
LMA sont le siege d’échanges géniques limités etlps présentent, d’aprés la loi de
Darlington, un déséquilibre génique minimal, edadase de lintérét de l'utilisation des
LMA comme méthode d’introgression de caracterestélét des especes diploides sauvages

sur la principale espéece cultivée. Mergeai (1992)nsi obtenu par utilisation de LMA de
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Gossypium areysianusur G. hirsutuml’introgression de génes induisant une amélionatio

simultanée de la résistance et de I'allongememtigture de la fibre, deux caracteres corrélés

négativement.
Génération LMA
0 2(AnDp) + 1X
/ Autofécondatiaon
1 2n) +2 2 (ADy) + 1X 2 (ADy)

5% 50% o5

Eliminés J Autofécondation L» Entrent
/ l \ en sélection

2 2 (ADn) +2 2 (ADp) + 1X 2 (ADp)
25% 50% 25%
EIiminéQJ l L’ Entrent
en sélection
Autofécondation
etc.

Figure 2 : Schéma d’exploitation théorique des lighes monosomiques d’addition (d’aprés Baudoin, 197.3)

Dans la lignée de substitution un chromosome edgelfespéce receveuse est remplacé par
un chromosome de I'espéce donneuse. Pour obtemiligmée de substitution on peut croiser
une lignée monosomique d’addition avec une lignéaagaomique (Koto 1983). La lignée de
substitution présente l'inconvénient de perdregises situés sur le chromosome de I'espece

receveuse substitué; situation qui entraine ungudgre génique avec ses effets déléteres.
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Le chromosome substituant peut également présanteiefaut d’appariement qui induirait
une certaine stérilité (Jena et al. 1990). Pouerdbtdes lignées recombinées, les lignées de
substitution présentent I'avantage par rapportlddA de montrer un taux de recombinaison
plus élevé. En effet, dans les LMA la présence ele&xcchromosomes homologues favorise
une association entre homologues plutdt qu’entre hootms alors que dans la lignée
substituée un chromosome ne trouvant plus son tloguelaura plus tendance a s’apparier

avec le chromosome homéologue.
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CHAPITRE 2 : ISOLATION OF FIVE NEW MONOSOMIC ALIEN
ADDITION LINES OF Gossypium australe IN G. hirsutum BY SSR
AND GISH ANALYSES.

1. INTRODUCTION

Numerous studies focusing on the production ando@apfon of diploid Gossypiunspecies

in G. hirsutumhave been achieved (Hau 1981a ; Hau 1981b ; Roetnaly 1991; Mergeai et
al. 1993; Ahoton et al. 2003; Brubaker and BrowA2MBecerra Lopez-lavalle and Brubaker
2007). However despite great efforts, no isolabbthe complete set of a diplo@ossypium
monosomic alien addition lines (&. hirsutumhas been reported yet.

Because of their ease of generating numerousAédiP markers have been used (Brubaker
and Brown 2003 ; Becerra lopez-lavalle and Brub&@d7) to screen the first and second
generation aneuploids of @( hirsutum x G. australeand 2(G. hirsutum x G. sturtianum
hexaploids backcross progenies. These researcHesvec the identification of the 13
chromosomes of both diploid species but did noreskithe question of the homoeoleogical
relationships between the chromosomes of the dipkmnd the allotetraploid species
Considering the numerous SSR markers that have d®erloped and mapped on the main
cultivated specie$s. hirsutum(Lacape et al. 2003; Nguyen et al. 2004; Han eR@06),
Ahoton et al. (2003) took advantage of their crggseies transportability to unravel their
homoeological relationships witB. australechromosomes. From a dozen individuals of the
first backcross of the pentaploid (2(hirsutumx G. australg x G. hirsutunj selected on the
basis of their morphology, they isolated six MAAlaring G. autrale chromosomes
homoeologous tds. hirsutumchromosome pair ¢3-c17, c6-c25, c7-c16, c9-c28;a2D,
c12-c26 and one disomic addition plant carrying ¢theomosomes homoeologous to ¢5-c19
and c13-c18. In the present study we investigateSBR and GISH analyses the first
backcross progeny of the pentaploid@2hirsutumx G. austral¢ x G. hirsuutnj and a
selected number of their selfed progeny in ordesdtate the complete set of MAAL @.
australein G. hirsutumand to explore the homoeological relationships ¢xast between the

two species.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Plant material

The pentaploid [26. hirsutumx G. austral@ x G. hirsutun) obtained by Ahoton et al. (2003)
was backcrossed as male parenGtdiirsutumcultivar Stam F originating from West Africa
to produce B¢ seeds which were sown during summer 2003 in thesgbuses of Gembloux
Agricultural University. The backcrossing schemeswaccomplished in the following
manner: flowers were emasculated the afternoonréefothesis and the stigma was covered
by a small plastic sachet ; pollen was appliedtigngas between 08:00 and 11:00 hour the
following morning; to avoid boll shedding, a smpiéce of cotton wool containing a drop of
the growth regulator solution (100 m@ Inaphtoxyacetic acid + 50 mg'lgibberellic acid)
recommended by Altman (1988) was applied on theygust after pollination.

All the BC1 seeds came from one single pentaploadd has been multiplied by grafting on
theG. hirsutumcultivar NC8 as root-stock.

The seven alien addition lines @f australein G. hirsutumpreviously isolated by Ahoton et

al. (2003) were also included in the SSR analysis.

2.2 DNA extraction, PCR amplification and gel elecbphoresis

Total genomic DNA was extracted from fresh leaviesgd in a 2.5 ml eppendorf tube frozen
in liquid nitrogen and ground into powder with axer-mill (Qiagen). Ground leaf material
was extracted in a 300 pl lysis buffer (100 mM FHid pH 8.0, 1.5 M NaCl, 20 mM EDTA
pH 8, 2% MATAB, 0.5 % Sodium Sulfite, 1% Polyethy&eGlycol 6000), incubated 60 mn at
72°C, extracted with Chloroform Isoamyl Alcohol (2% and precipitated with isopropanol.
PCR amplifications were performed following Nguyamal. (2004) in 10 pl reaction mixture
containing 25 ng of DNA, 0.2 mM dNTP, 2 mM MgCI20 .nM KCI, 10 mM Tris-HCI
(pH8.3), 0.2 pM of radiolabeled primer, 0.1 uM aflabeled primer, 0.6 Urag DNA
polymerase. All PCR amplifications were performesing a PTC100 Thermal Cycler (MJ
Research, USA), under the following conditions:imitial denaturation step at 94°C for 5
min, followed by 35 cycles of denaturation at 948€ 30s, annealing temperature for 1 min,
and extension at 72°C for 1 min. A final extensgigp of 8 min at 72°C was included.
Radiolabeled PCR products were obtained by 5-aizklling one of the primers with
[y**P]dATP using T4 polynucleotide kinase (FermentasbBnGermany). After adding 20 pl
of loading buffer (98% formamide, 10 mM EDTA,bronmgmol blue, xylene cyanol) to the

PCR reactions, the mixture was denaturated at %3 min, and 5 pl of each sample was
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loaded onto a 5% (w/v) polyacrylamide gel contagnih5 M urea and electrophoresed in 1X
TBE buffer at 55 W for 1 h 20 min to 1 h 50 min.té&fthe run, gels were transferred onto
Whatman 3MM paper, dried at 80°C for 20 min in adyger, and exposed to X-Ray films
(Kodak, X-Omat) for 2 to 3 days. Fragment sizesemgetermined by comparison with a
[y**P]dATP labelled 30-330 bp AFLP Ladder (Invitrog&nance) used as a size marker. The
sorting out of SSR markers for search of polyma@sphbetweert. hirsutumandG. australe
was carried out with primers labeled wjti**P]-dCTP.

2.3 SSR genotyping

From the website http://www.cottonmarker.org, 158RS markers mapped on the 26
chromosomes o6. hirsutumand evenly distributed on the whole genome haes lmhosen
according to their position on three maps (nameagdpe, Zhang and Ulloa groups) also
available in this website. Establishment of theht#3noeologous chromosome pairs @&f
hirsutum is based on Reinisch et al. (1994) completed byhngVet al. (2006). The 150
markers have been first tested®nhirsutumandG. australeto detect polymorphism. Those
showing unambiguous polymorphism were retained fiother screening of the BC
generation. Adding the hexaploid to the two pareats SSR locus was consider&d
australespecific when it yielded a PCR fragment simultarstp present ifs. australeand in
the bispecific hexaploid but absent froB hirsutum Two RFLP-derived SSR markers
named UGA13 and UGA51 respectively drawn from thebps GateCD12 and pGH322
(Rong et al. 2004) and already known as producwoignporphic bands betweeda. australe
and G. hirsutum(Lacape, unpublished data) have been both usecepEXor these two
markers, positions and sequences of all others@8Rvailable at the website address given

above.

2.4 Genomicin situ hybridization analysis

To identify G. australe chromosomes in plants carrying. australespecific SSR loci,
genomicin situ hybridisation (GISH) analysis has been realizedCBRAD (Montpellier,
France) on selected individual plants already attareed with SSR markers. GISH has also
been performed on plants carrying restructured mbsmmes to determine if they were
recombined or not. GISH was performed following Bl et al. (1995). Mitotic
chromosomes were prepared from root tip cells. [Tgggmomic DNA of G. hirsutumwas
labeled with digoxigenin-11-dUTP (Roche) and taggnomic DNA of G. australe with

27



biotin-16-dUTP (Roche) by the nick translation noethfollowing the manufacturer
instructions. Chromosomes were counterstained BARI and Slides were analyzed using a
Leica epifluorescence microscope with filter blocia DAPI, FITC and Texas red.
Photographs were taken with a JVC KY-F58E (JVCadagamera. Images were processed

using the Microsoft Photo Editor software.

2.5 Statistical tests

To assemble SSR loci markers in linkage groups ftbm BG genotyping results, an
hierarchial cluster analysis including all indivals carrying at least one marker was
performed with the program SAS System (SAS ingjtuthe cluster algorithm used was the
average linkage based on the dissimilarities beatwe®arkers defined as 1-j with |
representing Jaccard coefficient. For detection bafsed transmission o6. australe

chromosomeg? tests ¢ = 0.05) were applied.

3. RESULTS
3.1 Production of the BG derivatives

An average of 1.43 seed per pollination was obthimg backcrossing the pentaploid &(
hirsutumx G. australg@ x G. hirsutunj. Among a total of 274 BCseeds sown in May 2003 in
the glasshouses of Gembloux Agricultural University (7%) did not germinate or gave rise
to plantlets which died before flowering. The remiag 253 plants grew vigorously but five
of them were self-sterile. The B@lants presented a very wide variability in morplgy and
phenology. They were distributed in 44 distinct pdtgpic classes. All the plants grouped in
a class presented similar qualitative morpholog{ggbwth habit, color and shape of the
leaves, color of the flowers, relative positiontloé stigma and the staminal column, size and
shape of the bolls) and phenological traits (dayfidwering and days to harvest). Among
these 44 phenotypic classes, the one which presémehighest number of individuals (111
plants out of 253) showed a very high level of -$eifility and qualitative traits similar to
those ofG. hirsutum Due to its phenotypic similarity with the uplaadtton control cultivar,
this first group was supposed to be compose@d.dfirsutumeuploid non-introgressed plants.
A second group of 36 plants presented a phenotypidas to the already isolated MAAL
designated G2l and carrying tfee australechromosome homoeologous to the c¢10-c20 pair
chromosome o6. hirsutum(Ahoton et al. 2003). None of the remaining 106, pants was
completely identical to the five other MAAL alreadsolated by Ahoton et al. (2003). We
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selected among them 42 plants that were the mogthalmgically distant fronG. hirsutum
assuming thathis divergence covered the whole existing divgrsgarding the number and
nature of additional alien chromosomes. The 42tplanalyzed comprised the 5 Bfterile

individuals.

3.2 SSR transferability and polymorphism

All the 150 SSRs amplifie@. australeDNA and 84 revealed clear polymorphism between
G. hirsutumandG. australeThese 84 markers produced overall 89 polymorptdic lmong
these 84 markers, 81 produced a single polymorpieas, 2 markers (BNL1227 and
BNL3992) yielded two polymorphic loci and one mark®NL3537) generated four loci.

3.3 BG, genotyping and establishment of th&. australelinkage groups

Among the 89 polymorphic loci, two generated by therkers CIR047 and CIR110 were not
carried by the hexaploid nor by any of the 42;B@ants. Among the remaining 87 loci, 64
were clustered in 13 linkage groups of two to i With a Root-mean-square JRequal to

1, meaning a complete co-segregation of the loserabled together in the same linkage
group. Thus, these linkage groups constituted @ $amework that could be assumed to
represent the 13 chromosomes>ofaustrale Twenty-one loci were then added to 8 of the 13
previous linkage groups with arf Ranging from 0.999 to 0.976. These markers coersitst
completed the previously defined linkage groupse Tarker BNL3436 was assigned to one
linkage group with an Rof 0.952 but a close observation of its segregatévealed that it
was also co-segregating with another linkage grogicative of its duplication on two
chromosomes. The marker CIR280 with andR0.691 was the only one that could not be
reliably assigned to a linkage group. Segregatfothe 87 polymorphic loci in the pentaploid
progeny and in alien addition lines already isaatepresented in Table 2.

Among the markers vyielding one polymorphic locusilyoBNL3436 appeared to be
duplicated (on c6 and c12) (Table 2). Segregatiothe four loci generated by BNL3537
allowed to establish that the two loci yielding th@9 and 141bp fragments were mapped on
c6 whereas the two other loci producing the 170 Britbp fragments were mapped on c12.
For the marker BNL3992 the locus yielding the 13%tagment was located on c5 while the
locus yielding the 315bp fragment was located an c4

Assignment of all the polymorphic loci but one (@BR) to the thirteen linkage groups

assumed to correspond to the 13 chromosome€s afistraleis given in Table 3.
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Table 2 : Segregation of SSR polymorphic loci inhe pentaploid progeny and in alien addition lines laeady isolated

BC1 generation Alien addition lines isolated by Aholon el 4l (2003)
Linkage ::r:ﬂ":;';";
gOUPS __ hirsutum map | Mariers 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 | 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 |G21 G2 G2 G2V G2V G2Vl G2XIl
1 NAUZOES =
1 |15 CIRA11 (188) +
c1 MUSS422 +
c3 CIR202 (196) - - + -
ca BNL3989 (245) + + + |+
314 JESPR231 () + + + |+
5 |e2c14 BMNL1897 (118) + + + |+
c3cild CIR228 (1932) - - + | -
c14 CIR210 (102) + + + |+
c14 CIR202 (202) + + + |+
c3cid |BrL3259 (198 + + +
A7 CIR130 - + +
c2 MUSSO073 (210) + + + +
3 ez MUCS620 (237) + + + +
€217 BNI 3413 (117) + + + -
c3 c17 |BHL2443 (124) + + + + +
) NALIZZ35 (146) - + + +
5 BNL3992 - 2 (315) + + +
c22 BML4030 (108} + + +
cd c2z CIR122(138) + + +
) CIR216 (185) + + +
4 |e7 NAU2474 (178} + + +
c22 NAUZ291 (214) + + +
o5 CIR253 (190) + + +
c5 NAU2121 {235} + + +
ca NAUSES (180) + + +
22 MLUSR 1093 (955) + + +
c5 BNL3995 (170) + +
cb NAUZ01A (219) - + = + +
s | BNI 3997 - 1 (135) + + + + +
c19 NAUZ2231(216) + + + + +
cbclu BNL2A18 {12/] + + + + +
©h 25 BNL3359 (187) o+ + + + + + + + +
c22¢25 DNL1047 (155 o+ + + + + + +
cus BNL3136 {190, + o+ + + + o+ + + + o+ + o+ + o+ + +
cAc25c5  [BNLI440(210 o+ + + + + + -+
c25 CIR407 (157) o+ + + + + + +
6 |c22c25 BML1061(155) + o+ + + + + + +
c25 ENL2102 (180 o+ + + + + + -+
e BNL2634(175) o+ + + + + + o+ +
c26 BML3537a (130} + o+ + + + + + +
c26 BNL3537b (141} - - -+ - - - - -
0 c25 BNL2509 (1523 o+ + + + + + +
c7 c16 BML1694 (220 - + - = + ¥
7 |ereis BNL1604 (104 + + + + + +
c7 etc10 NAUZ186(144) + - +
c16 NAUZ422(151) + + +
c8 BNL3257 (172 + =
o8 (74 CIR119 (774) + + + + + +
8 ENL3556 (124] + + + + + +
g |e21 CIR289(221) + + + + + +
Z Jeza NALIZ439 (138) + + + + + + +
c24 BNL252(16 + + + + + + +
8 MUSS500{226) + + + + + +
€84 BNI_ 3084 (166 + + + + + +
D BNL2847 (220 0 + + + + S 3 ¥
€9 a3 ENL1317 (195) + + + + + + + o+ + +
c10 CIR272 (168) + + + o+ + o+ o+ + +
o |ewez BRNLA0S3 (185) + o+ + + o+ + + o+ + +
c9 DNL2590 (193} + o+ + + o+ + o+ + o+ o+ + +
cus BNL5O/ (188) + o+ + + - + o+ + o+ o+ + +
9 MUS522 (128) + o+ + + + + o+ + o+ + +
ey cuy BMLEE6 (140) + + + + + o+ + o+ + +
c10c20 CIRT71(218) + + + - + + +
c10 NAU1182(220) + + + + + + + +
10 |e10 BML3563 (210} + + + o+ + + + + +
c20 BNL119(130) + + + o+ + + + + +
20 CIR187 (290) + + + + o+ o+ + + +
c21 UGABI{157) + + =
o1 CIRT96 (210) + - +
1 e NAUZ110 (315) + + +
el MUSS092 (303) + + +
€21 NAU1360 + + + +
c11 BNL110S {1/6] + + +
12076 BNI 10274 (170) + o+ + + + o+ + +
c12c26 BML1227b(172) o+ + o+ + o+ + o+ + +
ENL1679 (137) + |+ + + + o+ + +
BNL3537c (170) o + o+ + o+ + o+ + +
12 BNL3537d (177} o+ + o+ + o+ + o+ + +
DNL1673 (185 + + + o+ + o+ o+ + + o+ + +
BNL3599 {1/5] + o+ + + o+ + s+ + o+ + +
BNL3201 (190} + + + o+ + + + o+ + +
c12¢26 CIR272 (223) + + + + o+ + + o+ + +
[EERRL] BNI 2571 (240 + -
13 |c12cls UCA13 (245) + +
cia MIISS 140 (206) + +
c5 c6c25 |CIR2807 (220) + - + + + = - P ¥ = T+ % -

Note :"+" indicates presence Gf australespecific locus marker. Number in parenthesis gilless. australespecific PCR fragment size. Markers in bold amséhfor which the synteny is not conserved betvwizen
hirsutumandG. australe Underlined markers are duplicated on diffe@ntustralechromosomes. Markers are lined up according t@rsimonious principle in such a way that the nundfehromosome fragments
is minimized. The letters a, b, c and d differatetiloci of a same marker.
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Table 3 : Assignment of the polymorphic SSR loci t&. australechromosomes

G. australe
chromosome
G. hirsutum
homoelogous
pair
chromosome

cl-cl5 c2-cl4 c3-c17 c4-c22 c5-c19 c6-c25 c7-c16 c8-c24 c9-c23 ¢10-c20 cli-c21 c12-c26 c13-c18

NAU2083 CIR202 (195)  MUSS073 (210) BNL3992a (315)  NAU2014 (219)  BNL3359 (187)  BNL1694 (230) BNL3257 (172) BNL2847 (220) CIR171(218)  UGA51(157) BNL1227a (170) BNL2571 (240)
CIR411 (188) BNL3989 (245) MUCS620 (237) CIR253 (190) BNL3992b (135) BNL1047 (155)  BNL1604 (104) CIR119 (274) BNL1317 (195) NAU1182(228) CIR196 (210)  BNL1227b (172) UGAL3 (245)
MUSS422  JESPR231 BNL3413 (112)  BNL3995(170)  NAU2231(216)  BNL3436 (190)  NAU2186(144) BNL3556 (134) CIR372(168)  BNL3563 (210) NAU2110 (315) BNL1679 (137) MUSS140 (206)

BNL1897 (118)  BNL2443 (124) NAU2121 (235) BNL2448 (127) BNL1440 (210) NAU2432(151) CIR289(221) BNL4053 (188)  BNL119(130) MUSS092 (303) BNL3537c (170)

CIR228 (192)  CIR180 NAU2474 (178) CIR407 (157) NAU2439 (138) BNL2590 (193) CIR187 (290)  NAU1366 BNL3537d (177)

CIR210 (102) BNL4030 (106) BNL1061 (155) BNL252(165) BNL597 (188) BNL1408 (176) BNL1673 (185)

CIR292 (202) CIR122 (138) BNL3103 (180) MUSS500(226)  MUSS22 (128) BNL3599 (175)

BNL3259 (198) CIR218 (185) BNL2884(175) BNL3084 (166)  BNL686 (140) BNL3261 (190)
NAU2291 (214) BNL3537a (139) CIR272 (223)
NAUS69 (180) BNL3537b (141) BNL3436 (190)
MUSB1093 (255) BNL2569 (152)

NAU2235 (146)

Total number
of
polymorphic
loci

3 8 5 12 4 11 4 8 8 5 6 10 3

Note : Chromosome designation and homoeologicaliogiships ofG. australechromosomes with tetraploid cotton chromosomespaie based on the positions of loci on the pubdigB. hirsutummaps
(cf.http://www.cottonmarmer.org).
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3.4 Composition of the BG generation :

Assuming that the 13 linkage groups correspondedtht®s 13 completeG. australe
chromosomes, composition of the B@eneration is given in Table 4. The B@eneration
overall contained 77G. australe chromosomes with 45 complete chromosomes and 32
fragments (Table 5) distributed in 33 plants. Amahg plants with at least one alien
chromosome (complete or not) those with 2 chrom@soappeared to be the most frequent
with 14 plants (33%) (Table 4). The second grouthwane alien chromosome included 9
individuals. The maximum number of alien chromossnoarried by a plant was eight.
However it must be noted that plants with 4 to 8oaiosomes carried a great number of
altered chromosomes. Nine B@erivatives presented a divergent morphology frGm
hirsutum but carried none of the marker tested. These glprabably harbor chromosome
fragments that are not tightly linked with any detmarkers used. In the analyzed,;BC
generation, the most frequef®. australechromosome, carried by 14 plants, is c9. It is
followed by c12 (13 plants). C1 and c13 were eaatried by only one plant. The other
chromosomes are present in a number of plants mgnigom 3 to 9. The most frequent
chromosome, c9, appeared also to be the most podme altered : it is incomplete in 71.5 %

of the plants carrying it (Table 5).

3.5 Sterility in the BC; generation and assignment of morphological charaetistics to G.
australechromosomes

Five years after sowing five B(lants still showed complete self-sterility. Threlethese
plants (#20, #31 and #21) were those carrying theximum chromosome numbers
(respectively 5, 7 and 8 chromosomes), the fowdh a trsiomic addition plant (#5) and the
last a disomic addition plant (#41). These lattev plants shared the common characteristic
of carrying c11. All the fertile plants carryir(g. australec6é produced brown lint and all the
plants carrying the complete c¢7 showed pink flowéris suggests that c6 and c7 respectively
carry gene(s) for brown lint and pink flower.
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Table 4 : Composition of the BG generation

SNl:Jpne]?r?Gnc;ferary Number of
chromosomes plants (%)
0 9 (21.4)

1 8 (19)

2 14 (33.3)
3 7 (16.7)

4 1(2.4)

> 1(2.4)

! 1(2.4)

® 1(2.4)
Total 42 (100)

Table 5 : Frequency of the differentG. australechromosomes in the Bggeneration.

G. australe Total number of Number of complete Number of chromosome
chromosome chromosomes chromosomes (%) fragments* (%)

cl 1 1 (100) 0 (0)

c2 4 3 (75) (2b)

c3 4 2 (50) (5D)

c4 3 2 (66.6) 1(33)

c5 4 4 (100) 0(0)

c6 8 7 (87.5) 1(12.5)

c7 5 2 (40) (6®)

c8 7 2 (28.5) 5(71.5)

c9 14 4 (28.5) 10 (71.5)
c10 9 7(77.8) 2(22.2)

cl1 4 3(75) 1(25)

cl2 13 7 (53.8) 6 (46.2)
c13 1 1 (100) 0 (0)

Total 77 45 (58.5) 32 (41.5)

Note : * Assuming that each linkage group defined a jgiete chromosome,

least one SSR marker without taking into accouattiarker CIR280.

a chromosome fragment is defieedlinkage group lacking at
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3.6 Alien chromosome transmission in BES; generation and isolation of new MAAL

Results of the BCgenotyping revealed that none of the se@naustralechromosomes
remaining to be isolated was in a monosomic additionfiguration. The four plants with
only one complete supernumerary chromosome wetedlismong the already isolated
MAAL (Table 2). However it appeared that the chremmes c2, c4, c5 and c8, could be
respectively isolated from the disomic plants #1424, #7 and #11 (Table 2). Consequently
the self-progeny of these plants were sown in sun@67 in the glasshouses of CIRAD in
Montpellier for SSR genotyping and GISH analysisic8 the only plant carrying c13 (#31)
showed complete self-sterility, we choose to isothis chromosome from the disomic alien
addition line G2XII of Ahoton et al. (2003) (Tab?. TheG. australec1l could be isolated
from the plant #5 or #41 and c1 from #21 but adisth three plants were completely self-
sterile. The results of the genotyping of the fdisomic BG plants self-progeny (#14, #24,
#7 and #11) and of the disomic alien addition B®#XIl are presented in Tables 6-10.

These results confirmed the validity of the estdid@d linkage groups. Markers already
assembled in a linkage group always co-segregatgtter. In the most frequent cases, alien
chromosomes were transmitted unmodified, exceptsame plants containing altered
chromosomes. Two plants (N°4 and N°30) out of thed8rivatives of plant #14 (Table 7)
and three plants (N°17, N°23 and N°27) out of tBedérivatives of plant #24 (Table 6)
carried restructured chromosomes. In the progenyldf the incomplete c9 and c8 were
transmitted unaltered (Table 8).

Co-segregation of the marker CIR280 with australec5 (Table 9) allowed to eventually
assign it to this chromosome. None of the deriestiof G2XII carried c5 but three plants out
of 11carried c13 (Table 10).

Transmission frequency of the alien chromosomeshen self-progeny of the 5 disomic
addition lines #14, #24, #7, #11 and G2XII sigrahdy differed from the 3:1 expected ratio.
Due to the selfing, this bias must have been aragliby the fact that in the genG®ssypium,
disomic addition plants carrying the same chromasamduplicate are extremely counter-
selected (Hau 1981a). If disomic addition plantsrytag the same alien chromosome in
duplicate are not viable, the proportion of plan&gsrying the markers of a specific alien
chromosome in the self-progeny of an addition lg®uld be 2:1. This hypothesis was
verified only for the chromosomes c2 in #14 seligeny §° = 3.16; p = 0.075) and c9 in #11

self-progeny X* = 3.75; p = 0.052). Among the 6 compl&eaustralechromosomes (c2, c4,
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c5, ¢6, c8, c9) carried by the 5 B@isomic addition lines analyzed, c2 proved to hee liest
transmitted alien chromosome.

Differences observed in the transmission frequeridile chromosome c9 between #11 and
#14 disomic addition lines can be attributed tofte that this alien chromosome was not

complete in #11 where it lacked four SSR marketsobeight.

3.7 Assignment of the marker CIR280 and significare of its segregation pattern in the
BC;, generation and #24 self-progeny

Analysis of the pentaploid progeny didn't alloweatssign the marker CIR280 to any of the
australechromosome. However its close association witliGIR280 is present in 4 of the 5
plants carrying c5) hinted at the possibility thiatwas carried by this chromosome. Its
segregation in the self-progeny of #7 confirmed ths marker was carried by ¢c5 (Table 9).
Its high frequency in the BCgeneration (17 plants out of 42) suggests that tharker
represents a chromosome fragment preferentiallgstnitted or recombined in th&.
hirsutumbackground genome. The chi-square tg$t(1,52 ; p = 0,217) is in agreement with
an expected transmission ratio of 1:2 indicativeaafecombination that would have taken
place in the hexaploid.

The hypothesis that segregation of CIR280 in th@gmoid progeny is an indication of the
introgression of &. australefragment is reinforced when its segregation in $&d-progeny
is considered (Table 6). Thirty-eight plants out46f(82 %) carry the marker CIR280. This
number is equivalent to the expected 3:4 ratidvénttansmission frequency’(= 1.42; p =
0.75) if #24 is heterozygous.
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Table 6 :

Segregation of SSR markers in #24 self-pgeny

#24 self-Progeny

G. australe  Markers 1

chromosome
BNL3995
CIR253
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CIR200
BNL4030
NAU2121

c4 NAU869
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Note: Underlined individuals indicate those containin@eddG. australechromosome

Table 7 : Segregation of SSR markers in #14 selfggeny

#14 self-Progeny

G. australe

chromosome Markers 1
BNL2847
BNL597
BNL2590
CIR019
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Table 8 : Segregation of SSR markers in #11self-pgeny

#11 self-progeny

G. australe

Markers 1 2 3
chromosome

D
[¢)]
[¢]
~
[ee]
©

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

BNL597
9 BNL2590
BNL4053 +
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Table 9 : Segregation of SSR markers in #7 self-pgeny Table 10 : Segremat of SSR markers in G2XII self-progeny

#7 self-progeny G2XIl
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3.8 Genomicin situ hybridization

GISH analysis was performed on the self-progenthefdisomic addition plants #14, #24, #7,
#11 and G2XII carrying markers of only one linkageup (Figure 3). Correspondence of the
five linkage groups 2, 4, 5, 8, 13 with individual australechromosomes was established.
The analyzed derivatives of #24 plant carrying otilg marker CIR280 showed 1®.

australesegment, recombined or not.

Figure 3 : Identification of G. australechromosomes inG. hirsutum background.

(a) Metaphase of #24-2 with tié& australechromosome c4. (b) Metaphase of #14-3 withGhaustrale
chromosome c2. (¢) Metaphase of #11-4 with a cofm@eaustralechromosome ¢8 and a chromosome
fragment of c9. (d) Metaphase of #14-18 with@eustralechromosome c9.
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3.9 Conservation of the synteny betweeB. hirsutumand G. australechromosomes

For the nine chromosomes @f australehomoeologous to th@. hirsutumchromosome pairs
cl-c15, c5-c19, c6-c25, c7-c16, c8-c24, c10-c2Q;adl, c12-c26 and c13-c18, the synteny
is conserved between the tv@ossypiumspecies (Table 2). However for tla& australe
chromosome homoeologous to c2-cl14, three markeMl1B97, CIR210, CIR292) are
mapped orG. hirsutumcl4 or/and c2, two markers (CIR202 and BNL3989k8nwhereas
two others (CIR228 and BNL3259) are duplicated 8rand c14. If these last two markers
already duplicated ofs. hirsutumon two non-homoelogical chromosomes are excluded,
% (2/5) of the characteristic markers@f australec2 were expected to be positioned on

G. australec3.

For the G. australe chromosome homoeologous to c¢3-c17, two markerf180 and
BNL2443) are mapped oi. hirsutum c17 and/or c3, two markers (MUSS073 and
MUCS620) on c2 and one marker (BNL3413) on c2 afd, dwo non-homoeological
chromosomes. If this marker, already-duplicatedGrhirsutum,is excluded, 50% (2/4) of
the markers assigned to te australec3 do not conserve the synteny with @ehirsutum
homoeological chromosomes and were expected tosiggned on th&. australec?2.

For the G. australe chromosome homoeologous to c4-c22, seven markésd)2235,
BNL4030, CIR122, CIR218, NAU2291, NAU869 and MUSBB) are assigned to the
chromosome homoeologous to c4-c22, four markerdRZ63, NAU2121, BNL3995,
BNL3992) to c5 and one marker (NAU2474) to cl. Sbis latter is excluded, 36% (4/11) of

the markers assigned @& australec4 were expected to be mapped@raustralecs.

4. DISCUSSION
4.1 Transferability of SSR markers

Transferability of SSR markers is based on the emadion in related species of the regions
flanking the microsatellite sequences. The 100 % cd cross-species amplification Gf.
hirsutumandG. arboreunderived microsatellite itG. australeshowed the great conservation
of the priming sequences between the A and D-genoinrtbe two allotetraploid's diploid
progenitor and the G-genome of the australian dtipkpecies despite their evolutionary
divergence that is reckoned to date back 6-11 aniljears ago. Altaf-Khan et al. (2006)
analyzing 255 primers derived fro@. hirsutumon two GossypiumG-genome specie$s(
australeandG. nelsoni) and on the two putative diploid ancestors oftéteaploid found out
that 19 % of the primers did not amplify the dipl@pecies. But in the same time they found
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that 17 % of these markers did not amplify th&r hirsutum DNA either. The non-
amplification of these SSR should be thus lesstdumn-conservation of the priming regions
than to the conditions of the PCR consisting ofoachdown method with an annealing
temperature of 65°C during the first cycles. Thghhtross-species amplification in the
Gossypiumgenus is confirmed by the results of Guo et a00@ who transferreds.
arboreumderived EST-SSR to 25 accessions of 7 genomedoamdl that 96,5 % primers
amplified the tested species. The good transferalmf SSR is also supported by results
obtained in other genera. Guyomarc'h et al. (20629rted that 92 % SSR markers developed
from Aegilops tauschiamplified the bread whedtiticum aestivum.

Among the 150 markers sorted out 84 (56 %) showdelast ones. australespecific DNA
fragment. Altaf-Khan et al. (2006) found out th8t% (85/255) of the SSR that amplified the
diploid species were polymorphic.

SSR polymorphism comes from variations in the fiagkregions by base substitutions,
insertion or deletion mutations or by differencasthe length of repeat sequences. In the
transfer ofG. arboreumEST-derived SSR frons. arboreumto other species of the genus,
differences were attributed mainly to differenaesapeat type and length in the microsatellite

regions (Guo et al. 2006).

4.2 Frequency and fidelity of alien chromosome trasmission

Because all the BCderivatives haven't been analyzed, it is difficidtknow to what extent
the results obtained with the selected plants eareferred to the whole B@eneration.
Nevertheless if the non-analyzed 36 ;Bferivatives with the G21 phenotype (Ahoton et al.
2003) were added to the 9 plants among the 42 zdlYG carrying c10, then this
chromosome would appear to be the best transnatiex chromosome.

Considering the entire BQyeneration, the rate of transmission of chromosofri® equals
17.7 % (45/253) which is very far from the 100 ®&ngmission rate obtained by Brubaker and
Brown (2003) for their best transmitted. australe chromosome (designated Aust-M).
Ahoton et al. (2003) observed a lower rate (7%) tfog transmission of. australecl0
assessed in the B@rogeny of th&. hirsutumx G. australepentaploid.

In the genussossypiunthe transmission frequencies of alien chromosamése progeny of
pentaploid interspecific hybrids seem to be vemggular and to vary according to the
chromosome. Becerra Lopez-Lavalle and Brubaker {p@@und that while th&. australe
chromosome Aust-M was fully transmitted to all hehirsutumx G. australeBC, plants, the

G. sturtianumchromosome Sturt-A was completely lost in Behirsutumx G. sturtianum
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BC; progeny. In the BE plants carryingG. sturtianum chromosomes they found a
transmission frequency ranging from 0 % to 91 % anthe BG population carryings.
australechromosomes the transmission frequency varied frbrio 100%.

Overall, the aneuploid BCgeneration analyzed here contained a relatively namber of
chromosomes compared to the results obtained bypaRar and Brown (2003) and by
Becerra Lopez-Lavalle and Brubaker (2007). In thiesker studies, 1&. hirsutumx G.
australeBC; plants corresponding to multiple alien additiareb carried 3 to 8 (average 6.1)
supernumerary chromosomes andGllhirsutumx G. sturtianunmBC; carried 4 to 9 (average
6.5). These differences can be explained by thetliat the BE generation analyzed here was
generated by backcrossing the pentaploid as madnptn G. hirsutumwhereaghe multiple
alien addition lines produced by Brubaker and Brq2@03) and by Becerra Lopez-Lavalle
and Brubaker (2007) were produced by backcrossig gentaploid as female parent
(Brubaker et al. 1999). This observation confiring tvell established fact that in the genus
Gossypiumfemale gametes can harbor more additional chromesothan male gametes
(Beasley 1940).

Thirty-three BG plants out of the 42 analyzed individuals contdigerall 77G. australe
chromosomes among which 32 were restructured (41.5Pis number is much higher than
that reported by Brubaker and Brown (2003) who tbtimat 18 BG plants inherited 10&.
australe chromosomes which were all transmitted intact pkéer 5 chromosomes (4.6%).
To explain these differences, it must be remembénad not all the BE generation was
analyzed but only those showing an altered-morgykeupposed to indicaté. australe
chromatin presence. When the whole;B@neration is considered, and not only the andlyze
plants, the rate of restructured chromosome isaedito 12.25 % (31/253).

The G. australespecific loci markers CIR047 and CIR110 deficienthe hexaploid as well
as in all the pentaploid progeny indicate that @eaustrale chromosome homoelogous to
c1-c15 was not complete in the only individual tbantained it (#21). If the absence of this
marker is not due to a polymorphism between Geaustraleaccession that was used to
create the hexaploid and the one that was usedristody, then it should be considered that
this G. australe chromosome underwent a deletion followed by amiehtion. The
elimination of the deleted fragment likely occurred the triploid generation before the
colchicine-doubling since the hexaploid is fullyrtfie and shows no sign of genetic
instability. This deletion may explain the low fresncy of the remaining fragment in the BC

generation.
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Disregarding the occurrence of disomic additionnfdawith the same chromosome in

duplicate, a significant difference was found betwéhe two disomic addition lines #14 and
#11 regarding the transmission frequency of thenathromosome c9. This difference may be
explained by an interference of the second alignrmabsome (c2 in #14 and c8 in #11). But
most likely it was the size reduction caused by libes of a fragment that influenced

favorably the transmission of the broken ¢9 chramnus in the plant #11self-progeny. The
fact that the remaining part of the chromosome stakilized and continues to be transmitted

to the progeny let us suppose that it might bendricefragment.

4.3 Sterility caused by a high number of supernumery chromosomes and putative
genes of sterility

The three BC1 plants that carried more than fouomlosomes (#20, #21 and #31) were
completely self-sterile. The BC1 plant with fouramosomes and some plants carrying three
chromosomes were fertile but took sometimes up te&s to produce their first seeds.
These observations corroborate the tight link #vasts between sterility and number of
supernumerary chromosomes (Louant et al. 1977)weler it must be noted that sterility is
not associated only with the number of supernurgesiromosomes. The only disomic (#41)
and trisomic addition plants (#5) that showed catgpkelf-sterility had the particularity to
carry G. australecll. Thus this chromosome seems to carry genesgastgrility. The fact
that sterility of aneuploid is not only correlateith the number of additional chromosomes
but can also be chromosome-specific was demondtratalien addition lines of barley in
wheat. The alien addition line carrying the badéyomosome 5 (1H) could not be generated
due to the presence of one or more genes caugnlifytvhen present in wheat (Islam et al.
1981).

4.4 Statistical evidences that a recombination hadccurred in the hexaploid

CIR280 co-segregating with c5 in #7 self-progenys Heeen reliably assigned to this
chromosome. His apparently erratic segregationhim BC1 derivatives (that had first
prevented its assignment) and in #24 self-progengtatistically in accordance with the
hypothesis of an allosyndetic recombination thatidave occurred in the hexaploid. It is
known that in the course of MAAL production, intergpmic exchanges may occur at the
hexaploid or pentaploid stages at a rate depenaolinthe pairing affinities between the two
genomes of the bispecific hybrid (Beasley 1942qvdr and Menzel 1952 ; Mergeai 2006).

In the present case this heterogenetic recombmatonot have occurred in the pentaploid,
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because in this case, due to the low frequencyladyendetic recombinations, it would have
been unlikely to observe such a high transmissieqguiency of the marker in the BC
generation.

In the analysis of 11 BCmultiple addition lines of5. sturtianumin G. hirsutum,Becerra
Lopez-Lavalle and Brubaker (2007) obtained a limkggoup designated Sturt-B that could
not be linked to any of the 13 AFLP-linkage growgssumed to correspond to the 13
chromosomes ofs. sturtianumand hypothesized that this linkage group represented an
introgressed segment. Hexaploids involving Australdiploid species show usually regular
pairing but sometimes some irregular pairings dseoved. Beasley (1942) indicated that
with the hexaploid involvings. sturtianum39 pairs of chromosomes are regularly observed,
although some are usually involved in tetravaleBtewn and Menzel (1952) however found
these associations so rare that they suggestednsider them as virtually negligible and
predicted this stage to be of no interest for gtegsion. On the contrary Louant et al. (1977)
argued that the hexaploid, being the only balaneagloid, and fertile stage in the scheme of
MAAL production, instead of being considered usel&s introgression and only necessary
for restoring the fertility, should be considereklel an important stage for intergenomic
exchanges and predicted that selfing for sevenadmggions of the hexaploid would increase
recombination potential. Studying chromosome pgirin selfed hexaploid involvings.
sturtianumduring three generations, Da silva et al. (1988l out that chromosome pairing
in the first generation hexaploid was almost whbaiymogenetic. This regular pairing did not
significantly differ from that observed in the sadoand third generation of selfing. Like
Brown and Menzel (1952) they concluded on the diffy to use the hexaploid as a mean to
transfer conventionally genetic material fr@nsturtianunmto G. hirsutum.

Though there is no general agreement on the impoetaf allosyndetic recombinations in the
hexaploid stage and its possible enhancement Wwehiricrease of selfing-generations, our
results confirm that introgression can take placteG. hirsutumx G. australehexaploid.
Introgression between the background genome andlibe chromosome(s) can occur by
recombination or by centromeric or non-centromérieakage and reunion. Becerra Lopez-
Lavalle and Brubaker (2007) discussed the relatipnsetween size of introgressed segment
and the probale mechanism involved. For these atlaoge segments are expected to be
introgressed when chromosomes experience chiasrdatang meiosis while small
introgressed segments are to be awaited when me8sign results from repaired
chromosome breakage after homoeologous interactidmes fact that the fragment carrying
the marker CIR280 has not been detected by GlSkates that it is likely of a small size
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and highlights one of the limit of this techniquéhigh is the difficulty of detecting
introgression of small chromosome fragments (Petdersnd Linde-Laursen 1995).
Resolution of GISH depends on cytological targeistefphase nuclei, metaphase
chromosomes, meiotic pachytene chromosomes, exteD8A fibers etc.) among which,
mitotic metaphase chromosomes, the most condenkemmosomes, have the lowest
resolving power (Jiang and Gill 2006). To our knegde this resolving power has not yet
been studied in the gen@ossypiunbut in the genublordeumfor example, this distance has
been estimated to a minimum of 5-10 Mb (Pedersdr_arde-Laursen 1995).

4.5 Some evidences in favor of a polyploidizationredating diploid Gossypiumspecies'

divergence

The polyploidization that resulted in the formati@i the New World allotetraploid
Gossypiunmspecies from the merger of an Old World A-genonpod! species and a New
World D-genome species 1-2 million years ago id established (Jiang et al. 1998; Wendel
and Cronn 2003). Based on cytogenetic observaaodscomparative mapping, hypotheses
thatGossypiundiploid species too originated from a more ancpaiyploidization have been
gathered (Reinisch et al. 1994 ; Rong et al. 2004js paleopolyploidization is estimated to
have taken place 13-15 million years ago from t@lmnation of two species of 2n=2x=12
and/or 2n=2x=14chromosomes (Reinisch et al. 198dams and Wendel 2005). The fact
that two markers BNL3436 and BNL3537 respectivehapped on theG. hirsutum
homeologous chromosome pairs c6-c25 and c12-c26 each duplicated on the same two

G. australechromosomes c6 and c12 support this hypothesis.

4.6 Some evidences of genomic rearrangements occaarin the allotetraploid cotton

Onset of polyploidy is known to be often followedg enomic changes (elimination of
duplicated genes, sequence homogenization), egigast@nges (massive gene silencing by
DNA methylation) and rapid genomic rearrangemeailjangedetween genomes) (Blanc
and Wolfe 2004; Adams and Wendel 2005; Devos 2Mgre and Purugganan 2005). From
chromosome pairing studies hybrids involving the Alotetraploid and the A-genome
diploid species (Beasley 1942; Menzel and brown4),9% has already been shown that the
A-genome of the allotetraploid species)(differed from the two closest living relativesitsf
diploid A-genome progenitor (A) by two to three rnséocations. Based on comparative

genetic linkage mapping, recent investigations destrated that A and Agenome differed
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by 7 inversions and two reciprocal translocatioesMeen c2 and c3 on the one hand and
between c4 and c5 on the other hand (Brubaker. &98Bb ; Rong et al. 2004 ; Desai et al.
2006). In the present study the non-conservatiorthef synteny between markers Gf
australec2, c¢3 and c4 and their respect®ehirsutumhomoelogs contribute to reinforce the
give evidence that th&ossypium austral€&-genome differed from Aby a translocation
between c2 and c3 and by a translocation of c54toTbe low number of SSR markers
assigned t@. australec5 could explain the fact that translocation ot@45 was not brought

to the fore.
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CHAPITRE 3 : ALIEN CHROMOSOME TRANSMISSION AND
SOMATIC ELIMINATION IN MONOSOMIC ADDITION LINES OF
Gossypium australe IN Gossypium hirsutum

1. INTRODUCTION

The efficiency of using monosomic alien additionels (MAALS) to introgress agronomical
traits of interest carried by wild diploi@ossypiunmspecies into the main cultivated cotton
species depends on the opportunities of confrortiegalien chromosome and the recipient
background genome at each generatiae the transmission frequency of the alien
chromosome) and on the occurrence of translocaboimmoeologous recombinations. The
selfed-progeny of five MAALs o6. australein G. hirsutumwas screened with SSR markers
to determine the transmission frequency of thenatleromosome and monitor its integrity.
With a species like wheat that possesses a mgiaiitng genetic system (Chen et al. 1994 ;
Jiang et al. 1994), chromosomes can be engineereditice homoeologous recombination
and minimize the linkage drag. With the geragssypiumwhich lacks such a system, the
only available solution to induce heterogenetimesgions has been to proceed by repeated
selfing in order to multiply meiotic events conftmg the donor chromosome and the
recipient genome (Baudoin 1973, Stewart 1995; Marg2006). In this perspective,
identification of the rare recovered recombinamigh a high-throughput procedure is of a
major importance. But until recently detection bétrecombinants has been based on the
time-consuming and painstaking classical cytogertetthniques combined with analysis of
the plant morphology (Rooney and Stelly 1991). Malar markers such as SSR, owing to
their PCR-based technique, wide distribution in ge@ome and cost-effectiveness are very
useful in overcoming these impediments.

The objectives of this study were to investigatthv8SR markers the transmission frequency
and integrity of the alien supernumerary chromosaameied by five of the eleven isolated
MAALSs.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Plant Materials

The selfed-progeny of 5 MAALs oB. australein G. hirsutumwas grown in pots in the
tropical greenhouses of Gembloux Agricultural Unsity (GAU). Three MAALS, out of the
five, were isolated by Ahoton et al. (2003) andriear the G. australe chromosomes
homoeologous to th&. hirsutumchromosome pairs ¢10-c20, c6-c25 and c12-c26.tWwhe
remaining MAALs carried th&. australechromosomes homoeologous to the hirsutum
chromosome pairs c2-c14 and c3-c17. In this pdpefive MAALs will be identified by the
combination of the prefix MAL-&(for Monosomic Addition Line of an alien chromosemf
the G-genome species) with the lowest number ofGhd&irsutumchromosome to which the
G. australe chromosome is homoeologous (e.g the MAAL carryimg G. australe
homoeologous to c¢10-c20 will be designated MA4-4B). All the MAALs have been
produced according to the scheme described in &ifjuEach of them was characterized by a
more or less marked altered-morphology when condp&weG. hirsutum MAL-G,-6 and
MAL-G »-10 were particularly easily identified. The alielmromosome carried by MAL-4%
turned into brown the color of the fiber. MAL,@AO plants presented a bushy growth habit,
small leaves and bolls (Ahoton et al. 2003). TH&edegorogeny of each MAL analyzed came
from a unique plant. Self-pollination was forced dipping the flower bud at candle stage.

Sixteen to 98 derivatives were analysed for eaciMA

2.2 SSR genotyping

The selfed-progeny of each of the 5 MAALs was anadlywith SSR markers specific to the
involved G. australechromosome. DNA extraction was carried out frampled leaves of
30-day-old seedlings according to Benbouza et a00¢a). PCR amplification, gel
electrophoresis and silver staining detection wesggormed according to Benbouza et al.
(2006b). The SSR linkage groups characterizing eddhe G. australechromosome were
established from the progeny analysis of th&s[2(irsutumx G. australgx G. hirsutun
pentaploid and are given in Table 11. All these keex are available on the website

http://www.cottonmarker.org.

2.3 Statistical tests

X? tests were performed to detect bias from the @rpecatio in the alien chromosome

transmission.
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Tableau 11 : SSR linkage group characterizing eachf the G. australechromosome

MAAL MAL-G »-2 MAL-G,-3 MAL-G,-6 MAL-G,-10 MAL-G»-12
CIR202 (195) MUSS073 (210BNL3436(190) NAU1182 BNL1679 (137)
BNL3989 (245) MUCS620 (237BNL3359 (187) CIR187 (290) BNL3537-2 (170)
JESPR231 CIR180 BNL2569 (152) CIR171(218) BNL1G83)
BNL1897 (118) BNL2443 (124) BNL3103 (180) BNL356810) BNL3599 (175)
CIR228 (192) BNL3413 (112) BNL3594 BNL119 BNL32690)
CIR210 (102) CIR407 (157)
CIR292 (202) BNL2884 (175)
BNL3259( 198)

Total 8 5 7 5 5

Note : Number in parenthesgives theG. australespecific fragment size in base pairs (cf. chapjer

3. RESULTS
3.1 Alien chromosome transmission in the five seffellinated MAALs

Taking into account all plants with @. australechromosome, whether altered or not, the
alien chromosome transmission frequency of all Mi&Ls but MAL-G»-2 (x*= 0.6; p =
0.438) were significantly different from the 3:1pexcted ratio. But while MAL-&10 showed
exclusive preferential transmission of the supermamy chromosome, MAL-£3, MAL-G»-

6 and MAL-G-12 presented an alien chromosome transmissioudrery lower than the
expected ratio (Table 12). Considering that eacR 8i&kage group defines a complete
australechromosome, only seventeen plants of MA:-2X38%) and two plants of MAL-£

6 (2%) carried incomplet&. australechromosomes (Table 12). The altered chromosomes of
MAL-G -2 appeared strikingly complementary and could indjuished in two groups
depending on whether th@. australechromosome carried or not the marker JESPR231
(Table 13). Eight plants carried the marker andcxdahe same number of plants lacked it.
This observation suggests that tGisaustralechromosome has a hotspot of recombination or
of breakage in a region near this marker. Congiiiudf the two altered plants of MAL-5

is given in Table 14.
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Table 12 : Transmission frequency and integrity othe alien chromosome in the five self-pollinated MAs

MAL-G,-2 MAL-G,-3 MAL-G,-6 MAL-G,-10  MAL-G,-12

Number of plants without alien

chromosome 9 (20) 19 (51) 52 (53) 0 (0) 57 (66)
Number of plants with the 19 (42) 18 (49) 45 (45) 16 (100) 30 (34)
complete alien chromosome

Number of plants with an

altered alien chromosome 17(38) 0(0) 2(2) 00 0
Total number of plants 45 37 98 16 87

Note : Number in parenthesis indicates the pergenta

Table 13 : Constitution of MAL-G,-2 self-progeny carrying alteredG. australechromosome

MAL-G ,-2 derivatives

2 7 9 1013 14 20 23 31 33 35 36 37 39 40 42 45

BNL1897 + + + + o+ + + o+

BNL3259 + + + + + o+ + + o+ +
CIR228 +  + + + + o+ + + o+ +
CIR210 + o+ + + + + o+ o+ + o+ +
CIR202 + + + + o+ + + o+ +
BNL3989 + + + + o+ + + o+ +
CIR292 + + + + o+ + + o+ +
JESPR231 + + o+ + + + + o+

Note : The sign "+" indicates presence of Gieaustralespecific marker

Table 14 : Constitution of MAL-G»-6 self-progeny carrying alteredG. australechromosome

MAL-G ,-6
37 39
BNL3436
BNL3359 +
BNL 2569 +

BNL 3103 + +
BNL 3594 + +
CIR407 + +
BNL2884 + +

Note : The sign "+" indicates presence of @ieaustralespecific marker
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3.2 Somatic elimination of the supernumerary chromsome in MAL-G»-6

Among the 98 plants of MAL-&6 self-progeny, the 52 plants that did not camy af the
alien chromosome markers harbored only bolls withitevfiber. Except for one plant (#13),
the 44 plants carrying all the markers specifithialien chromosome carried only bolls with
brown fiber. The plant #13 gave brown-fiber and tedfiber bolls (Figure 4). Similarly to
plant #13, the plant #39 which lacked some markeable 14) gave brown-fiber and white-
fiber bolls. All the three bolls produced by #37iethalso lacked some markers of the alien
linkage group (Table 14) carried only white fibekalf of the six bolls produced by #39
contained brown fibers while four out of the fivells produced by plant #13 carried brown
fibers. The Table 15 recapitulates the type ofrfipeduced by the different derivatives of
MAL-G »-6.

The production of fiber of different color by plant39 and #13 was surprising as well as the
exclusive production of white-fiber bolls by #37i$ could be a case of variegation due to a
genic position effect or to changes in the chromasa@omplement. Mosaicismhas been
reported to occur from chromosomal rearrangemduaiisbirought a gene normally located in
the euchromatin in the neighborhood of the cortstiuheterochromatin or conversely, the
dislocation in the neighborhood of the euchromath,a gene normally located in the
heterochromatin (Menzel and Brown 1952 ; Eberll.e1893).Variegation by position effect
can also be caused by transposable elements. Tétediscovered Ac/Ds system that
elucidated the mosaic color of maize is a well-knaxample (McClintock 1950Changes

in the chromosome complement leading to mosaiciguldc be explained by a late
elimination of the alien chromosome (Rooney andly51991 ; Gupta and Gupta 1973).

In a first step the hypothesis of the additiortalocnosome elimination has been tested. The
three plants #37, #39 and #13 were ratooned toupsodew fresh leaves that were sampled
on different branches for DNA extraction and SSRlgsis. On all branches of the plant #39
the markers BNL3359 and BNL2569 were completely. [dbe remaining markers were lost
on certain branches and retained on others (Figurdll the samples from plants #13 and
#37 gave results identical to the initial analy&tesults of the genotyping of these samples
are given in Table 16.

After ratooning the plants #13 and #37 produced bolls containing white-fiber seed-cotton
as bolls carried by the branches of the plant #a9Ibst all theG. australemarkers. The two
branches of the plant #39 that retained @hewustralemarkers carried the two types of bolls
(Table 16).
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Figure 4 Plant #13 of MAL-G,-6 carrying white-fibre and brown-fibre bolls

Table 15 : Seed fiber color of MAL-G-6 self-progeny

Color of the fiber

52 Plants without any marker white
43 Plants with all the markers brown
Plant #13 (carry all the markers) white and brown
Plant #37 (lacks some markers) white
Plant #39 (lacks some markers) white and brown

Note : *All the seeds of a boll carry fibers of tb@me color.

Plant #37 Plan®#3

a h H brl br2 br3 brbr2 br3 brd br5 br6 br7

Note : &. australe; h =G. hirsutum; H = Hexaploid. br = branch ; Arrow indicates @Geaustralespecific locus.

Figure 5 : Loss of theG. australespecific fragment produced by the marker BNL3103n plant #39 of
MAL-G ,-6.
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Table 16 : Screening results of different branchesf MAL-G »-6 plants #13, #37 and #39 after ratooning
showing the chromosome elimination in plant #39.

Branches
il sereering*13 437 #39

Markers #13 #37#39 1 2 3 4 5 6 1 2 3 1 23 45 617
BNL3436 + + + o+ o+ o+ o+

BNL3359 + + + + + + + +

BNL2569 + + + + + + + o+

BNL3103 + + + + + + + o+ o+ + + + + +
BNL3594 + + + + + + + + o+ + + + + +

CIR407 + + 0+ o+ + o+ o+ 4+ 4 + o+ o+ + +
BNL2884 + + + + + + + + o+ + + + + +

Note : The sign "+" indicates presence of @ieaustralespecific marker

Table 17 : Distribution of the different types of tolls found on branches of MAL-G-6 plants #13, #37 and
#39.

Branches
Plant Number #13 #37 #39
Branch Number 1 2 3 4 5 6 1 2 3 1 2 3 4 5 6 7

Total number of

bolls

Number of white- 3 0 2 2 1 0 2 2 0 3 1 0 2 1 0 O
fiber bolls

Number of brown 0O 0 0 0O 0 0 0O 0 0 1 0 0 2 0 0 O
fiber bolls

The systematic absence of brown-fiber bolls on dinaa of plant #39 without any marker and
the irregular presence of bolls containing browefi seed-cotton on branches with the
chromosome fragment revealed clearly that the metuthe white-fibe. hirsutumcharacter
was due to the elimination of the alien chromosohtese results also indicate that the gene
responsible of the brown color of the fiber is l@thon the retained fragment carrying the
markers BNL3103, BNL3594, CIR407 and BNL2884. Theduction of white fiber seed-
cotton by plants #13, #37 and on two branches aftp#39 despite the presence of all the
markers in the first plant and of the fragment yiag the gene responsible for the brown
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colour in the two last plants is comprehensiblene keeps in mind the fact that the SSR
genotype of the leaves does not necessarily reflextgenotype of the fibers which are
epidermal cells of the seed coat (see discussimwhetiming of the loss of th&. australe
chromosome).

As the low number of bolls carried by the plantsvgn in pots (0-4 bolls per branch) (Table
17) did not allow a real grasp of the pattern @& s$npernumerary chromosome elimination, a
total of 104 plants of MAL-@6 self-progeny were grown in the field during suemr@007 in
Senegal. Out of the 104 plants, only two revealedaitism. With branches much longer and
carrying more bolls than branches of the plantsnvgron pots, we observed that some
branches carried bolls containing seeds with alihef same color of fiber (brown or white)
while other branches carried bolls containing obtgwn-fibre seed-cotton and bolls with
white-fibre seed-cotton.

Of two consecutive branches the first could carhjtesfiber bolls and the second brown-
fiber bolls and for two consecutive bolls withinbaanch, the first could carry white-fiber
bolls whereas the second carried brown fiber bolleerefore we conclude that the
chromosome elimination, either inter-branch orartiranch, occured completely at random.
Moreover, one of the two mosaic plants observe®&enegal produced one boll containing
white and brown seed-cotton. All seeds in eachlizcwere however of the same color of
fiber (Figure 6).

Figure 6 : Boll with white-fibre and brown-fibre seed-cotton produced in Senegal by a MAL-G6 plant.
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4. DISCUSSION

4.1 Alien chromosome transmission in self-pollinateMAALs

Alien chromosome transmission in the self-progenMAL-G ,-3, MAL-G,-6 and MAL-G-

12 was significantly lower than the expected Ztlor Distortion in the segregation ratios of
MAALSs in the genugGossypiunis a rather common observation. Rooney and S{&891)
found in the self-progeny of 3 MAALs db. sturtianumin G. hirsutuman average alien
chromosome transmission of 23 %. Mergeai (1992pnted transmission frequencies of 52
% and 53.8 % in two MAALs involvinghe diploid specie$s. areysianumit is also well
known that self-pollination in the gen@ossypiums likely to overestimate the bias of the
alien chromosome transmission because of the diffed ability to transmit the alien
chromosome between the male and the female gametdse one hand and because of the
strong selection against disomic alien additioedinvith the same chromosome in duplicate
on the other hand (Hau 1981a). Female gametese#tex Buited for transmission of the alien
chromosome than male gametes. Poisson (1970) egptrnsmission frequencies by the
female gamete ranging from 26.2 % to 39.2 % for I&ALs of G. anomalumin G.
hirsutumand from 0 to 5.89 % by the male gamete. The MAALs of G. sturtianumin G.
hirsutumstudied by Rooney and Stelly (1991) transmittedldhhen chromosome exclusively
by the female gamete. The two MAALs described byddai (1992) transmitted the alien
chromosome through the male gamete at 2.6 % afd 6rity. The lower transmission of the
alien chromosome by male gamete could be attributeda lesser viability and/or
competitiveness of male gametophyte with additiambmosome in the pollen tube growth.
On the contrary to the three previous MALs, MAL-B) showed an exclusive preferential
transmission of the supernumerary chromosome. pitaterential transmission was already
observed by Rooney and Stelly (1991) in one MAALGofsturtianumin G. hirsutumwith a
transmission rate through the male gamete of 9(Béterra Lopez-lavalle and Brubaker
(2007) also identified &. australechromosome designated Aust-M (which could be the
same than the one carried by our MAL-T®) transmitted at a rate of 100 % by the female
gamete. Preferential transmission of a supernumeraromosome in MAALs was also
observed in other species. Cameron and Moav (1883%fribed a MAAL ofNicotiana
plumbaginifoliain N. tabacumwhose alien chromosome was transmitted at 100%néig
gamete ; alien chromosomes Aggilops sharonensiand of A. longissimain the wheat

background were reported to be selectively retainedheat by both male gamete and female
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gamete (Maan 1975 ; Miller et al. 1982). Maguir863) reported a MAAL offripsacumin
corn whose alien chromosome was transmitted atl91 %e female gamete.

If a low transmission of the alien chromosome canelplained by prezygotic (meiotic
irregularities resulting in the loss of the alielramosome, unviability and lack of
competitiveness of the male gamete) or postzygtenomena (less viability of zygotes or
plants with an alien chromosome) (Rooney and St&891), other mechanisms such as
apomixis, preferential segregation or gametocidaheg are put forward to explain
preferential transmission of the alien chromosoMaguire et al. 1963 ; Rhoades 1942 ;
Miller et al. 1982 ; Gao et al, 2002). Apomixisshiaeen reported to occasionally occur in
hybrids ofBeta vulgariswith species of the secti@orrolineae.lt has been assumed to cause
the transmission of the alien chromosome in a MAAIBeta corolliflora onB. vulgarisat a
rate of 60% through the female gamete (Gao et @D2R Preferential segregation was
described by Rhoades (1942) as the passage otdicphromosome to a specific pole. He
found that the abnormal maize chromosome 10 witlexdra piece of chromatin attached to
the end of the long arm, observed in some straimsigin the southwestern of the USA, was
transmitted at more than 70 % in the ovules. Hdagxed this distorted ratio by the fact that
the abnormal chromosome passed preferentiallyedatwer pole of the spindle from which
the basal megaspore that gives the embryo sacsanbkde the three other megaspores
degenerate.Gametocidal chromosomes carry genem#ka non-functional the gametes not
carrying them (Cameron and Moav 1957; Jiang e1294 ; Nasuda et al. 1998). Numerous
Aegilopsspecies A. cylindrica, A triuncialis, A sharonensis gtare known to carry these
genes. TheG. australe chromosome designated Aust-M by Becerra Lopeziavand
Brubaker (2007) is suspected to carry gametocidaég as it could also be the case with the
alien chromosome carried by MAL,@G0. If that turned out to be true, a powerful mewauil

be at the disposal of cotton breeders to ex@oitustralefor the improvement of the main
cultivated species. For example, gametocidal chemm@s fromAegilopsspecies have been
used for mapping as an alternative to radiation Sddai-Nedjad et al. 2005) and for
introgression in wheat (Masoudi-Nedjad et al. 20G2hi and Endo 1999 ; Shi and Endo
2000).

Determination of the factors causing distortedgmnaission in MAL-G-3, MAL-G»-6, MAL-
G»-10, and MAL-G-12 will need to test the progeny obtained by beassing them tds.

hirsutumas male and female parent and to carry out cytigestudies.
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4.2 Integrity of the alien chromosome in the self-pllinated MAALSs

Of the five MALs, only MAL-G-2 and MAL-G-6 carried altered chromosomes that could be
identified using SSR markers. The fragments carogedAL-G,-6 plants seemed not to be
recombined (see discussion on the somatic elinoinatiAs far as the status of the fragments
carried by the MA-G-2 line is concerned, one can suppose that theedlithromosomes we
observed in 38% of the progeny are not recombimere €. australebelongs to the tertiary
gene-pool of the cultivated species which is charaed by the lowest level of homoeology
and pairing affinity withG. hirsutumchromosomes (Stewart 1995). The achievement of
genomicin situ hybridization (GISH) analysis on the progeny adg@ plants has to be carried

out to confirm this hypothesis.

4.3 Somatic elimination of the supernumerary chromsome in MAL-G,-6 line

Fiber color mosaicism and loss of te australespecific SSR markers in some leaves in
plant #39 of MAL-G-6 clearly revealed an elimination of tk& australechromosome and
allowed to locate the gene on a fragment carryisg ¢he markers BNL3103, BNL3594,
CIR407 and BNL2884.

Somatic elimination of the supernumerary chromosbasebeen already reported by Rooney
et al. (1991) in a monosomic addition line@dssypium sturtianumnm G. hirsutumMenzel
(1952) also noted somatic elimination in a threeesgs hexaploid hybrid

Complete or partial uniparental chromosome elinidmat following an interspecific
hybridization, whether by sexual or somatic fushybridization, is a frequently observed
phenomenon which has even been used to produceidhapl aneuploid plants (Koba et al.
1991; Riera-Lizarazu et al. 1996; Garriga calderé.€1998; Kynast et al. 2001). But usually
it is during the first zygotic division of the hytdrembryo development, that the chromosome
elimination takes place. For example in wheat amaizenhybrids, all maize chromosomes are
eliminated during the first three-cell division tg€ in the embryo (Laurie and Bennett 1989)
; in hybrids between wheat and pearl millet, alagbenillet chromosomes are eliminated
between 6 and 23 days after pollination (Gernandl.e2005). When the chromosomes are
lost in the early stages of the embryo developntéetderived-plant can grow with the same
number of chromosomes in all its cells. The vergutiarity of the chromosome elimination
reported here is its late occurrence, during that gudant growth.

Complete loss of the fragment carrying the marlg.2569 and BNL3359 was observed
after ratooning while the fragment with the mark&&L3103, BNL3594, CIR407 and
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BNL2884 was still retained in some branches. Thiseovation revealed that the first segment
was less stable than the second.

The apparent inconsistency observed between thésedbtained with the SSR markers and
the colour of the fiber in the plants #13 and #3dédpced by MAL-G-6 have to be
interpreted considering the results obtained fréent#39. Two important conclusions can be
drawn from these results: (i) the chromosome eltm can occur at any moment in the
growing plant, (ii) the chromosome can be gradulaky.

Because the chromosome elimination can occur atramgent no relation may exist between
the genotype of the leaves that gave the DNA aedlyxith the SSR markers and the other
parts of the plant, notably the fiber constituted dpidermal cells of the seed coat. This
discrepancy is all the more likely since fibers amgong, if not, the latest produced cells.

The plant #37 carried only white-fibre bolls, deephe fact that it carried the two sa®@e
australe specific-SSR markers as the branches of the pla@tthat gave some brown-fibre
bolls. The number of two SSRs being too low to abtarize satisfactorily a chromosome
fragment it is likely that the fragments presenthe two plants carry the same two markers
but are not identical.

Consequences of these differences could be thahi(@mosome elimination in plant #37 is
more severe in the fibers than in the leaves bth{@ chromosome elimination severity is the
same whatever the type of cell, but the fragmeniezh by the plant #37 has in fact lost the
region carrying the gene. Considering the pattérih@ chromosome elimination in the plant
#39, instability in leaves being accompanied byabdity in the fibres, there is no reason to
think that the chromosome elimination varies acewydo the type of cell. So the persistence
of the four markers BNL3103, BNL3594, CIR407 andLE2884 in the leaves combined with
the regular production of white fibre in plant #83uld be explained by a breakage resulting
in the instability of a fragment (carrying the markgene) which is easily lost and in a
stabilized fragment which did not undergo somatimieation. Thus, there seems to be a
variation in the level of stability according teethature of th&. australefragment.

Before ratooning, the plant #13 possessed 16.6/8) ¢1 white-fibre boll. After ratooning, all
the eight bolls produced white seed-cotton whiletla# sampled leaves still carried all the
five markers. Assuming as previously that thereaglifference in the elimination rate of the
alien chromosome fragments between the leaves tendilires, this indicates an intensive
elimination of the region carrying the gene andaorates the hypothesis of the existence of

a stabilizeds. australefragment which lacked the region carrying the gene
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4.4 Timing, origin and mechanisms of the chromosom&imination

The configuration of a mosaic formation due to omogome elimination allows the
determination of the timing of the chromosome Id&isice a sector is constituted by a cell
lineage originating from the same cell, the siz& @ector depends on the moment when the
chromosome is eliminated. The largest a sectothes,earliest the chromosome has been
eliminated. Based on this principle, Rooney andly51@991), observing no intra-branch
mosaicism, concluded that somatic elimination ef shipernumerary chromosome happened
at a precocious stage, during the formation of lbhanches developed from a single
adventitious bud. In the case studied here, th&enge of inter-branch, intra-branch and even
an intra-boll mosaicism revealed clearly that theomosome can be lost at every moment in
the growing plant even until flowering. .

It is most likely that theG. australechromosome elimination has been triggered by its
previous breakage. Correlation between chromosomeekbge and instability is a well-
known fact. McClintock (1941) described how breakad a single chromatid results, after
division, in the fusion of the two sister halvestio¢ broken chromosome creating a dicentric
bridge that will break during poleward migration time following mitotic anaphase. This
breakage-fusion-bridge (BFB) sequence will contimuesach successive nuclear division
until the broken chromosome end is healed. This B¥de can occur at meiosis as well as in
mitosis of somatic cells. An important questiorbeoanswered in the present study, because it
would help understanding the mechanisms of the Borlamination, is to determine whether
the breakage of the chromosome undergoing elinoinabiccurred after fertilization in the
sporophytic tissues (maybe even beginning in therga) or before (during gametogenesis).
In the first case, the chromosome is not expeabedet healed. Though healing of broken
chromosome ends in the sporophytic tissues ismmdssible, it is very rare and is thought to
occur only in certain physiological conditions (Mo@ock 1941). It is also known that breaks
induced by mechanical rupture, as it is the case, f@d by X-ray, contrary to those caused
by ultraviolet radiation, are followed by fusions broken ends of the chromosomes
(McClintock 1941). So in the present situation thsaicism could be explained by
instability due to the BFB cycle. But this explanat should result in a high-intensity of
variegation (Moav 1961) and for example more iftod-and even intra-loculus variegation
should be observed. In the second case the cérgment of the broken chromosome is not
expected to undergo a BFB cycle but should be néted normally like a complete

chromosome because the broken end of a chromosokmown to be permanently healed
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after its passage in the embryo. So if the brokeomosome is unstable in the sporophytic
tissues causing mosaicism, it is more likely beeate chromosome fragment undergo rare
aberrant mitotic-anaphase (non-disjunction of sisteomatids and lagging or migration of
both chromatids to one daughter cell) resultinghm deficiency of the fragment in some cell
lineages expressed by the mosaicism. Gupta (1968)yieg different plants with a
chromosome fragment d&ficotiana plumbaginifolian N. tabacumfound out a frequency of
mitotic anaphase bridges formed by theplumbaginifoliachromosome ranging from 2.6%
to 20.9 % positively correlated with the intensiythe variegation. The apparently sta@Gle
australe chromosome fragment carried by plant #13 mightabgelocentric chromosome
(deficient for one complete arm) or a secondarigyx$formed isochromosome (duplication of

the telocentric chromosome) resulting from the mistn of the centromere.

4.5 Mapping of theG. australechromosome carrying a gene controlling the fiberaour

From all the observations and considerations dssmisabove, a linkage map of tige
australechromosome homoeologous to c6 and its constituticdhe three plants investigated
before and after ratooning is proposed in Figurt $hould be however noted that when the
gene is lost the somatic elimination cannot be aletein the fiber. So due to a possible
gradual fragmentation and loss of the chromosorhe, fibers could present a different
chromosome constitution. If the hypothesis that fitagment carried by plant #13 was a
telocentric chromosome (or an isochromosome) pragdak exact, then the centromere has

to be positioned between the marker BNL3594 andedfm®n carrying the brown-fiber gene.

4.6 Implications of somatic elimination in the useof MAAL for the improvement of
cultivated species

Presence of a dominant marker gene inGhaustralec6 provided an opportunity to detect
the alien chromosome somatic elimination. The fezgpies obtained in the greenhouse and in
the field are consistent and are around 2% of fapsefieny. Because it reduces the meiotic
events confronting the donor chromosome and th@iest genome, the chromosome
elimination is an obstacle for the achievement @mbeologous recombination. However,
given the low rate of its occurrence, this drawbeak be considered negligible. What really

would be dramatic in terms of waste of time andueses is to use, on the basis of the results
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obtained from leaves indicating presence of thenaihromosome, bolls that lost the alien
chromosome, in an introgressive cotton-breedinggm@am by selfing. So one important

question to be adressed in the future is to deternfi this phenomenon is chromosome-
specific in order to know how much attention widve to be paid to the choice of the seeds

that will be used in a breeding program involvanlylAAL without a morphological marker.

c6 #37 #37 #39 #39 #13 #13
(1) (2) 1) (2 (1) (2
BNL3436 BNL3436 BNL 3436
BNL3359
BN L3359 BN L3359 BNL3350
BNL2569
BN L2569 BN L2569
BNL2569
CIR407 CIR407 CIR407 CIR407
CIR407 CIR407
CIR407
BNL3103 BNL3103
BNL3103 BNL3103 BNL3103 BNL3103
BNL3103
BNL2884
BN L2884 BNL2884 BN L2884
BNL2834 BNL2834 BNL2884
BN L3594 BNL3594 BN L3594
BNL3594 BNL3594

BNL354 BNL354

Brown_fiber_gene Brown_fiber_gene Brown_fiber_gene

Figure 7. Deletion mapping ofG. australec6 and its putative condition in plants #13, #37ral #39 before
and after ratooning

Note : (1) and (2) indicates respectively the aieromosome structure before and after ratooimgngement of markers within a
fragment is according to their location on @ehirsutumpair chromosome c6-c25 map (Lacape et al. 2003)
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7. CONCLUSION

Dans les pays francophones d'Afrique subsaharipné® de 10 millions d'individus vivent
directement ou indirectement du coton qui assussiau certains Etats jusqu'a 60% de leurs
recettes d'exportation. Le succes de la cultureaton en Afrique s'explique en grande partie
par une organisation en une filiere intégrée defalisecherche jusqu'a l'exportation. Les
producteurs bénéficient d'un encadrement technitjue,débouché garanti, d'un prix stable et
ont accés a un systeme de crédit qui leur perraeyuérir des intrants. Cette organisation a
permis de sortir de la logique d'une agriculturgigre de subsistance exclusive, marquée par
de faibles rendements et une faible productivitétrduvail. Les producteurs de coton sont
parmi les plus dynamiques et les plus ouverts awnovations. lls ont recours a la
mécanisation, & la fertilisation, aux variétés aonéés etc.

Malgré ce succes, la filiere est cependant condrét de réels problemes : les sociétés
cotonnieres, établissements publics ou a participaétatique majoritaire et au creédit
desquelles il faut mettre en grande partie lesopmdnces observées sont en train d'étre
démantelées et privatisées. Les subventions auxupteurs nord-américains et la
productivité toujours plus grande des pays émesg@Brtesil, Chine, Inde) font baisser les
prix du marché mondial en méme temps que la coacoer des fibres synthétiques contribue
a accentuer cette tendance en réduisant la demande.

Aujourd'hui, avec la crise énergétique qui tiradausse les prix des facteurs de production
et la crise économique mondiale qui ne manqueradpadéprimer les marcheés, les petits
producteurs constatent déja que leurs conditionsedse dégradent et les Etats constatent un
tarissement de leurs sources de devises. Et ayramision n‘annonce a I'heure actuelle une
guelcongue éclaircie a I'horizon.

Résoudre les problémes auxquels est confrontédidee fpassera sans doute par l'arrét de
I'exportation de la matiere premiére brute et lagreén place dans les pays producteurs d'une
industrie qui accroitra la valeur ajoutée du cqtooduit ainsi que d’'une réglementation plus
équitable du commerce mondial. Mais au dela de preblémes subsiste la nécessité
d'augmenter la productivité et la qualité du cotioss leviers sur lesquels on peut agir sont
nombreux et multiformes, allant de la mécanisaiola maitrise de I'eau en passant par
I'amélioration des techniques culturales. Maisd'des voies privilégiée demeure la création
variétale qui répond aux contraintes et exigenesspdoducteurs. L'intérét de cette voie pour
les petites exploitations qui assurent la producéist que c'est un investissement dont elles ne
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supportent pas seules le colt (du moins dans Ie @il la recherche publique) et dont les
effets sont durables.

Les grandes firmes agro-industrielles proposent digs OGM, principalement pour la
résistance a des herbicides et a des ravageursndbeslles variétés bien qu'elles gagnent
beaucoup de terrain sont cependant fréquemmenndées en raison de la dépendance des
producteurs aux firmes semenciéres qu'elles imgliqu de la forte réticence des
consommateurs et des Etats (bien que ce probléin@@ins aigu avec le coton comparé aux
cultures vivriéres), ainsi que des inquiétudestque contrdle soit perdu sur les plantes OGM
qui pourraient contaminer I'environnement et amaun impact négatif sur la biodiversité.
Une voie moins sujette a polémique et plus durablesisterait a explorer et a exploiter
davantage la biodiversité du ger@essypiunpar le recours aux espéeces diploides sauvages.
Une des méthodes utilisées pour transférer desgimnees espéces vers la principales espece
cultivée passe par la production de lignées monaga@a d'addition.

En admettant que le processus d'amélioration ggreti'une plante se compose de deux
étapes complémentaires consistant en une rechetahree création de variabilité, d'une part,
et en une création variétale, d'autre part, layebdn de LMA se situe alors clairement dans
la premiére phase. Elle vise & isoler chacun deshotsomes d'une espéce sauvage donneuse
dans un fond génétique uniforme constitué pardesgultivée receveuse. Elle se présente
ainsi comme une méthode de dissection du génonfegpece sauvage dont les effets de
chaque chromosome ainsi que ses interactions aveEmd génétique de l'espece receveuse
peuvent étre étudiés individuellement. Des lors,genes intéressants identifiés peuvent étre
transférés avec une grande précision dans l'especeveuse tandis qu'un nombre
relativement faible de rétrocroisements doit poupermettre de réduire le "linkage drag”. En
dehors de son intérét direct pour I'améliorationégi@ue des plantes cultivées, la création de
LMA permet aussi de tracer I'histoire évolutive ndulignée (genre et méme famille) en
placant I'échelle de I'analyse au niveau chromogoeni

A partir du pentaploide impliquant I'espéce diptoishuvageG. australeet la principale
espece cultivée tétraploid® hirsutum notre objectif a été d'isoler toutes les 13 LMAGI
australesur G. hirsutum et d'évaluer les possibilités de les utiliserrpamélioration de la
principale espéce cultivée.

En utilisant le pentaploide comme parent male,ionp®rtante descendance a pu étre obtenue.
Il avait été généralement admis que la meilleurehote pour produire une importante
descendance du pentaploide était de rétrocroiseen&aploide en le prenant comme parent

femelle. Les résultats obtenus montrent que cettenéme si elle est largement vérifiée chez
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plusieurs espéces, n'est pas générale et neiglapplas au pentaploide impliquant I'espéce
G. australe Une grande variabilité morphologique, indiquantliversité des combinaisons de
chromosomes dé&. australe présents dans le fond génétique de l'espece @eiltav été
observée dans la descendance du pentaploide.

Afin de pouvoir analyser cette descendance avecnumgsjueurs SSR développés <bir
hirsutum des marqueurs répartis sur tous les chromosomee$s.dhirsutum ont été
sélectionnés et leur comparaison avec l'esg@ceustralea montré un taux de trans-
amplification de 100% et un taux de polymorphisra&s8% entre les deux espéces.

La possibilité de transférer des marqueurs SSRIlalgpés sur une espece d'intérét majeur
telle queG. hirsutumjargement étudiée et pour laquelle il existe ddBars de marqueurs et
des cartes de plus en plus saturées, vers uneeedipbaide sauvage, d'un intérét secondaire,
est d'une importance capitale. Elle permet de disppour une espece "orpheline” d'un grand
nombre de marqueurs sans nécessiter I'effort etolé exorbitants qu'impliquerait leur
développement pour cette espéce.

Par une analyse hiérarchique il a été possiblsiglzar les marqueurs a des chromosomes de
G. australeet de définir ainsi pour chacun d'eux un groupgailson.

La majorité des aneuploides retrouvés dans cettimipre descendance du pentaploide se
composaient de plurisomiques alors que les queldudé recouvrées se révélaient
identiques a celles déja isolées par Ahoton e(28l03). Le premier constat montre que le
gamete male d&. hirsutumpeut supporter un nombre relativement élevé denshsomes de

G. australe(de 3 chromosomes complets a 8 chromosomes dongnamele partie serait
incompléte).

Que les seuls chromosomes retrouvés a I'état mongse d'addition dans la premiere
génération du pentaploide aient été les mémes @ue qui avaient été déja isolés dans une
précédente étude (Ahoton et al. 2003) laisse saggée ces chromosomes seraient, dans une
configuration aneuploide, peu compatibles avect@dauwchromosomes et se retrouveraient
ainsi plus facilement isolés deés la premiere géinérale la descendance du pentaploide. Une
autre explication serait que les chromosomes nm@ssdans la premiere génération du
pentaploide ont un effet trés peu marqué sur lgphaogie, créant ainsi un biais lorsqu'il est
procédé a une sélection des plantes basée suémmfghe comme cela a été le cas dans les
deux études.

Un certain nombre des chromosomes de |'espéce gawaamt retrouvés fragmentés dans la
premiere génération de la descendance du pentaplGi fait qui ne pouvait étre mis en

évidence avec les anciennes méthodes d'isolemsritMA basées sur la morphologie et la
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cytogénétique montre les limites de l'utilisatiorclasive de celles-ci. Cette fragmentation
s'explique sans aucun doute par la configuratioticpéiére du pentaploide dans lequel aucun
chromosome de l'espéce diploide ne trouve de @aréeavec qui s'apparier. Les irrégularités
meéiotiques qui en découlent pourraient entrairfesigmentation des chromosomes.

Une question longtemps débattue a été de savdasséchanges intergénomiques survenaient
dans les stades antérieurs a l'isolement des LMpAt§ploide et hexaploide surtout). Les
enjeux de cette controverse portent sur l'oppaéudiutiliser ces étapes pour réaliser des
introgressions beaucoup plus facilement qu'a pdes LMA et sur les risques d'isoler des
LMA avec des chromosomes tronqués ou ayant petauntgrité.

Sur ces points, la ségrégation du marqueur CIR28% da descendance du pentaploide et
celle autofécondée de la plante #24 plaide en fa¥eme introgression intervenue au niveau
hexaploide et semble donner raison aux tenanta gmgsibilité d'une utilisation de cette
phase comme étape d'introgression (Louant et al7)19Quant a l'absence des deux
marqueurs CIR047 et CIR110 chez I'hexaploide, iggpdoide et la descendance de celui-ci,
a moins qu'elle ne traduise un polymorphisme datptante des. australeutilisée pour créer
I'nybride triploide et celle utilisée pour détererinles marqueurs polymorphes en@Ge
australeet G. hirsutum elle signifierait tout simplement que le chrommogodeG. australe
portant ces deux marqueurs a subi une délétionaale $riploide. Ceci voudrait dire qu'avec
le pentaploide utilisé, il sera a jamais impossilikoler ce chromosome complet.

A quelques exceptions prés les marqueurs cartog@ur une paire de chromosomes
homéologues d6&. hirsutumont été assignés a un seul et méme chromoser@e australe

ce qui traduit une forte synténie entre les deuxeess. Les "anomalies" observées ont
concerné des marqueurs cartographiés sur les ckoones non-homéologues c2 et c33le
hirsutumqui ont été assignés a un méme chromosom@.drustraleet des chromosomes
non-homéologues c4 et c5 Ge hirsutumqui se sont retrouvé sur un méme chromosome de
G. australe Ces observations viennent conforter les hypothdgg émises (Reinisch et al.
1994 ; Desai et al. 2006) que les chromosomes ¢2 éune part et les chromosomes c4 et c5
d'autre part des. hirsutumdu génome A du tétraploide ont subi des transtmtatdans
I'espéce tétraploide.

De méme, le fait que les deux marqueurs (BNL343BNi3537) soient dupliqués sur les
deux mémes chromosomes @e australerenforce I'hypothése que l'ancétre des espéces
diploides dérive d'une paléo-polyploidisation.

Ces quelques résultats permettant d'éclairerdinisévolutive du genr&ossypiunmontrent

la puissance des LMA comme outil d'investigation lde phylogenése d'une espece.
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L'utilisation d'un plus grand nombre de marquewsvecant mieux les chromosomes @Ge
australeaméliorera la compréhension de cette évolution.

En sélectionnant dans la descendance de premierag@n du pentaploide des plantes
disomiques fertiles qui possédaient des chromosommesncore isolés a I'état monosomique
d'addition, il a été possible dans cette généraianfécondée d'isoler cing nouvelles LMA.
L'analyse avec des marqueurs SSR a permis deisglemt les plantes qui ne contenaient
qgu'un seul groupe de liaison alors que I'hybridatiénomiquen situa permis de distinguer
parmi celles-ci les plantes qui possédaient un serdmosome de celles qui en contenaient
deux exemplaires. Ces nouvelles lignées portert la hombre total de LMA dé&. australe
sur G. hirsutum actuellement disponibles. Avec le niveau de fithilpermis par les
marqueurs et la cytogénetique moléculaire c'eptue grand nombre de LMA jamais isolées
dans le genrégsossypium L'isolement des deux restants (cl et cl1l) sasa gifficile en
raison de la stérilité des plantes qui les porteatstérilité de ces plantes semble relever de
causes différentes : pour lI'un des chromosomesldcfilantes qui le porte#21) est stérile
parce qu'elle contient 5 autres chromosomes sun@im@g alors que le dernier chromosome
(c11) semble porter des genes de stérilité (plafiet#41).

Les résultats obtenus montrent que les marqueuRsdé8eloppés sub. hirsutumcombinés
avec la GISH sont un outil efficace pour identifegrisoler des LMA d'une espece diploide
sauvage sur la principale espece cultivée.

Parmi les 11 lignées disponibles, la descendaniwééaondée de cing lignées a été analysée
avec des marqueurs SSR pour évaluer les posshilitérogression. Trois lignées (c6, c12 et
c3) ont donné un taux de transmission inférieuelai @attendu alors que chez une quatrieme
lignée (cl10) le chromosome additionnel a été syat@mement transmis a toute la
descendance. Chez la cinquiéme lignée (c2) le aibsome surnuméraire a montré un taux de
transmission conforme au ratio attendu en méme deqypun nombre élevé d'individus
portant des chromosomes @eaustralealtéres.

La distorsion de ségrégation observée au niveaurdsspremieres lignées s'explique sans
doute par une transmission du chromosome additiopae un seul type de gametes,
probablement les gameétes femelles qui supportesiianeuploidie que les gamétes males.
Pour le chromosome préférentiellement transmisalase pourrait étre la présence de génes
gameétocides qui rendent non-viables tous les gantgtiene portent pas le chromosome. La
présence éventuelle d'un géne gamétocide seraitgdaund intérét car il pourrait étre utilisé

pour induire des translocations (Masoudi-Nedjaal.€2002).

65



bY

La seule lignée qui présente un taux de transmmissanforme a celui attendu montre
également un nombre élevé de chromosomes altéarmlyse avec les seuls marqueurs ne
permet pas de dire si ces chromosomes sont recémbinnon. Des analyses par hybridation
génomiquein situ (GISH) devront étre effectuées pour trancher cefiestion d'une
importance capitale.

Grace au marqueur morphologique que constitue ldeao brune des fibres, I'élimination
somatique du chromosome surnumeérairgsdeustrale(c6), portant le gene responsable de
ce caractere, a pu étre mis en évidence. L'amplewe phénomene a été évalué a 2% des
plantes produites par autofécondation. La causecatte instabilité semble liée a une
fragmentation du chromosome. En l'absence d'un ueargmorphologique, ce phénoméne
sera difficile a étudier sur les autres lignées.

L'isolement de LMA ne constitue qu'une premiergeétdans une stratégie d'amélioration
d'une espéce. Toutes les LMA isolées constituentmateriel génétique potentiellement
intéressant qui devra étre évalué par rapport xaexteres d'intérét tels que la résistance au
Fusarium la présence du caractere "retard de la morphesgetheés glandes a gossypol” etc.
Les LMA porteuses de ces caracteres pourront étemues dans un programme de sélection
par autofécondation pour 'obtention d'individusagressés. En raison de l'affinité trés faible
entre le génome de l'espece cultivée et les chromes deG. australeainsi que de la
configuration du chromosome surnuméraire qui n'® ¢ partenaire alors que chacun des
chromosomes dé&s. hirsutum s'appariera avec son homologue (autosyndese),tales
d'introgression trés faibles doivent étre attendlasfaible taille des fragments d’ADN d&.
australequi devrait intégrer le génome e hirsutumsuite a ces évenements devrait rendre
leur détection particulierement difficile. Aussi, mous semble que la meilleure voie
d'utilisation des LMA serait de les réserver ari@ation de lignées de substitution c'est-a-dire
a la constitution de plantes dans lesquelles uoncbsome de l'espéce cultivée sera remplacé
par un chromosome de l'espéce sauvage. Ces liglgasibstitution, plus que les LMA,
maximiseraient les chances d'obtenir des plantesgiessées. La création d’'une lignée de
substitution s’obtiendra en croisant une LMA avete uignée monosomique pour le
chromosome homeéologue de celui qui se trouve eiti@dhez cette LMA. De cette facon
les appariements hétérogénétiques seront grandéavenisés. Le choix des parents a utiliser
dans ces croisements sera d'autant plus facilig® lgs relations d’homéologie entre le
chromosome additionnel porté par chague LMA aveccleomosomes d8. hirsutumsont

maintenant connues. Méme si des lignées monosomiggieont pas actuellement disponibles
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a Gembloux, la collection complete des lignées monoques dds. hirsutumpourra étre
obtenue en adressant une demande aux laborataires disposent.

Les plantes introgressées présentant des caracté¢esssants qui auraient été déja detectés
chez les LMA pourront étre utilisées comme tétes ligaée ou géniteurs dans des
programmes de création variétale.

Que les plantes introgressées soient obtenuestia garLMA ou a partir de lignées de
substitution, deux conditions essentielles devédrg réunies pour assurer le succes d'un tel
programme : disposer d'un nombre important de neanguafin de couvrir le plus largement
possible le chromosome de l'espéce sauvage, darieep d'autre part, disposer d'une
méthode de criblage efficiente qui permette deerdes grandes populations que requiert une

telle approche.
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