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Une carte génétique des agrumes a été établie : elle peut étre utilisée pour I'étude
de I’hérédité chez les hybrides interspécifiques et intergénériques et pour la localisation

des genes d’intérét agronomique.

introduction

Chez les agrumes, I'analyse génétique des croisements se
heurte a de nombreuses difficultés dont les principales
causes sont : (1) la forte hétérozygotie, (2) l'apomixie
partielle  (pépins polyembryonés comportant des
embryons d’origine nucellaire et un embryon d’origine
zygotique), (3) 'encombrement des descendants et (4) la
longueur de la phase juvénile (GmITTER et al., 1992).
L’évolution des biotechnologies et le développement des
techniques de marquage moléculaire apportent de nou-
velles possibilités d'amélioration génétique des agrumes
cultivés. La cartographie du génome a été entreprise par
plusieurs laboratoires (DURHAM ef al., 1992 ; JARRELL et al.,
1992).

Une carte génétique des agrumes a ¢té développée a
laide de différents types de marqueurs moléculaires
(isoenzymes, RFLP et RAPD), dont les principales appli-
cations sont :

—l'étude de I'hérédité chromosomique chez les hybrides
interspécifiques et intergénériques,

—l'évaluation du nombre et de I'impact des mutations
déléteres, ou défavorables, dans des croisements entre
especes polyembryonées,

—la localisation de geénes qui interviennent dans la
constitution des caractéres intéressants au sens agrono-
mique. Les marqueurs liés a ces génes d’intérét agrono-
mique peuvent alors étre utilisés comme critere de choix
précoce des géniteurs dans des schémas de sélection (DE
VIENNE, 1984 ; STUBER, 1989). De méme, I'utilisation des
marqueurs peut étre envisagée a long terme pour l'isole-
ment et le transfert de génes par génie génétique (GANAL
et al, 1991).

La carte génétique d'un génome d'agrume, obtenue a
partir d’'une descendance hybride 3 voies, est présentée
ici en portant une attention particuliére aux distorsions
de ségrégation. Les différentes approches analytiques
sont discutées en fonction des modeles biologiques sous-

jacents.

matériel et méthodes
le croisement

La descendance étudiée (52 individus) est issue d'un
croisement entre Citrus grandis (pamplemoussier «sans
pépins ») comme parent femelle et un hybride intergéné-
rique comme parent male. Ce dernier provient d’'un croi-
sement entre un Citrus reshni Hort. ex Tan. (mandarinier
Cléopatre) et un Poncirus trifoliata L. Raf. (Swingle).

les marqueurs

Une centaine de marqueurs ont été obtenus. Environ la
moitié est de type RFLP et provient de 2 banques
d’ADNc (Luro, 1993). Quarante sondes sont issues d’'une
banque d’ADNc que nous avons obtenue a partir des
ARNm de l'oranger Valencia late (Citrus sinensis). Quatre
autres sondes, provenant d’'une banque de Citrus jamb-
hiri, ont été fournies par le Pr. Roose de l'université de
Riverside, en Californie (JARRELL et al, 1992). Seuls les
ADNc représentant des séquences faiblement répétées,
ou des séquences uniques révélant du polymorphisme
entre les parents du croisement, ont été retenus.

Le systeme de marquage de type RAPD (WiLLiams ef al.,
1990) utilisant des amorces opéron a permis de sélec-
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tionner une quarantaine de fragments amplifiés ségré-
gant dans la descendance. Le tri a été effectué sur la
répétabilité des amplifications et sur lintensité des frag-
ments amplifiés. De méme, 'hérédité de quelques frag-
ments amplifiés a partir d’amorces représentant des
séquences microsatellites [(TCC)5 ; (GACA)4] a été étu-
diée.

Sept systéemes isoenzymatiques ont été exploités : isoci-
trate déshydrogénase (ICD), malate déshydrogénase
(MDH), phosphoglucose isomérase (PGI), endopeptidase
(End), leucine aminopeptidase (LAP), aspartate transami-
nase (GOT) et phosphoglucomutase (PGM). Trois loci
isoenzymatiques (LAP, GOT et PGD sont hétérozygotes
chez le pamplemoussier et 6 (End, PGM2, LAP, GOT,
ICD et MDH1) chez I'hybride intergénérique (mile).

cartographie

La cartographie a été réalisée au moyen du logiciel
Mapmaker (LANDER et al., 1987). Plusieurs seuils de Lod
score (Logarithm of odds ratios) ont été testés pour
construire les groupes de liaison. La fonction de carto-
graphie retenue est celle de HALDANE (1919). Le calcul
des fréquences de recombinaison a été effectué par le
logiciel Mapmaker.

Les liaisons et les fréquences de recombinaison (1), pour
chaque couple de marqueurs, ont été calculées a l'aide
du logiciel Genepop (OrutravLr, 1987). Ce logiciel
estime une liaison par le test du chi2 d'indépendance
(MATHER, 1957). Ce test tient compte des distorsions de
ségrégation car le calcul des effectifs théoriques de
chaque classe est basé sur les fréquences marginales du
tableau de contingence.

résultats et discussion

la carte génétique

La différence allélique entre les parents du croisement
est telle que pour chaque individu de la descendance,
dans tous les cas, les compositions alléliques des
gametes mdles et femelles pour I'hybride intergénérique
(C. reshni x P. trifoliata) ont pu étre déduites (figure 1).
De ce fait, cette descendance a pu étre analysée comme
celle d’un testcross, pour tous les marqueurs.

A Tlaide de 25 amorces, 46 fragments spécifiques de
I'hybride intergénérique (19 chez le mandarinier et
27 chez le Poncirus) et 24 fragments spécifiques du
génome maternel (pamplemoussier) sont révélés par la
technique RAPD et ségreguent dans la descendance
(figure 2).

La carte du génome de I'hybride intergénérique obtenue
avec Mapmaker comporte 95 marqueurs répartis sur
12 groupes de liaison (le nombre chromosomique de
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base étant n = 9) (figure 3). Neuf loci ne sont rattachés a
aucun groupe de liaison. La longueur totale de la carte
est de 1503 cM (fonction de Haldane), ce qui représente
environ les 2/3 de la longueur totale du génome (JARRELL
et al., 1992). Ces groupes ont été établis avec un Lod
score > 3 et une fréquence de recombinaison maximale
de 0,3. Cette derniere valeur correspond approximative-
ment a la fréquence maximale détectable pour un back-
cross de 52 individus.

distorsions de ségrégation

Sur 104 marqueurs cartographiés, 39, soit 37,5 %, présen-
tent une distorsion par rapport 4 la ségrégation théorique
1:1, avec un chi2 significatif au seuil de 5 %. A l'inverse,
chez le pamplemoussier, seuls 3 marqueurs sur 45, soit
6,5 %, ségréeguent de maniere non mendélienne. Des
ségrégations anormales de marqueurs ont déja été obser-
vées chez les agrumes, notamment dans des croisements
d’individus appartenant a des genres différents (TORRES et
al,' 1985 ; OLLTRAULT et FAURE, 1992 ; DURHAM el al.,
1992 ; JARRELL et al., 1992).

Il faut noter que le groupe de liaison 1 de la carte géné-
tique de I'hybride intergénérique est constitué exclusive-
ment de marqueurs caractérisés par une distorsion de
ségrégation et regroupe presque la moitié des loci affec-
tés. Une analyse plus fine des distorsions du groupe de
liaison 1 montre que tous les marqueurs ont subi une
sélection en faveur du parent Cléopatre. Deux hypo-
théses peuvent étre envisagées :

—ce groupe n’en est pas un, les distorsions induisant des
fausses liaisons ;

—ce groupe correspond vraiment a un chromosome et,
dans ce cas, il est probable que cette distorsion générali-
sée est liée aux conséquences d'une hétérozygotie struc-
turelle au niveau de cette paire chromosomique.

L'hypothese dun faux groupe de liaison est peu vraisem-
blable car les chi2 d’'indépendance qui testent I'hypo-
these de liaison pour chaque couple de marqueurs sont
tous significatifs. La contre-sélection d'un chromosome
entier pourrait provenir des conséquences d’'une hétéro-
zygotie structurelle et d'une sélection gamétique favo-
rable a un ou plusieurs alleles du mandarinier Cléopatre.

Le groupe de liaison 3 comprend, a 'une de ses extrémi-
tés, 5 marqueurs présentant des distorsions de ségréga-
tion. Un gradient de distorsion unimodal est obtenu avec
un maximum au niveau des marqueurs VLc3.18 et
VLc0.37. Ce profil semble suggérer la présence d’1 seul
gene sélectionné au voisinage de ces deux marqueurs.

Les différences trés marquées observées pour les taux de
distorsions de ségrégation des marqueurs moléculaires,
bien plus importants chez I'hybride intergénérique male
que chez le pamplemoussier femelle, sont cohérentes
avec les données biologiques :



e les données bibliographiques montrent que les distor-
sions sont beaucoup plus fréquentes en hybridation
interspécifique et intergénérique qu'en intraspécifique
(les hétérozygoties structurelles jouant certainement un
réle important). La sélection globale du groupe de liai-
son 1 pourrait étre due a de telles structures ;

e les 2 parents de I'hybride intergénérique sont polyem-
bryonés tandis que le pamplemoussier est monoem-
bryoné ; il est donc probable que le fardeau génétique
est moins important chez ce dernier. L'apomixie faculta-
tive (polyembryonie) autorise, en effet, I'accumulation a
I'état hétérozygote de nombreuses mutations, défavo-
rables ou déléteres a I'état homozygote. Ces mutations
peuvent induire des ségrégations anormales lors des
fécondations croisées (sélection gamétique) ou des auto-
fécondations (sélections gamétique et zygotique) (Luro et
al. 1995). Par ailleurs, la présence d’hétérozygotie struc-
turelle peut étendre 'effet d’'un locus soumis a sélection
a de grands fragments chromosomiques, voire a un chro-
mosome dans son ensemble. Dans ce cas, seule la com-
paraison avec une carte ne comportant pas de distor-
sions de ségrégation pourrait confirmer les liaisons
déterminées ;

e compte tenu des phénomeénes de compétition polli-
nique, il est probable que les distorsions de ségrégation
au niveau des gametes sont généralement plus marquées
du coté du parent mile que du parent femelle.
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conclusions

La réalisation d'une carte génétique a partir de mar-
queurs moléculaires est la premiere étape qui permet
d’accéder a une meilleure connaissance de la génétique
de reproduction des agrumes et a la localisation de
genes d'intérét agronomique tels que les résistances aux
maladies (tristeza, chancre citrique, phytophtora, etc.).
Néanmoins, une carte génétique partielle comprenant
une centaine de marqueurs répartis sur 12 groupes de
liaison est insuffisante ; elle doit étre complétée par de
nouveaux marqueurs. Dans le cadre dun programme
d’amélioration, la présence de distorsions de ségrégation
dans une région génomique particuliere pourrait cepen-
dant compromettre 'utilisation de ces marqueurs molé-
culaires soumis aux effets de sélection. En effet, les
inversions d’ordre et l'obtention de fausses liaisons
auraient des conséquences plus néfastes dans la localisa-
tion de genes ou de QTL que les simples biais d’estima-
tion de distance. De méme, l'introgression d’un fragment
chromosomique, assisté par un marqueur moléculaire
dont l'effet de distorsion entraine une fausse liaison avec
un caractere recherché dans un programme d’améliora-
tion, est vouée a I'échec. Par conséquent, les connais-
sances sur la génétique de l'espece étudiée apparaissent
déterminantes pour connaitre l'origine des distorsions et,
donc, pour utiliser la méthode d'estimation la mieux
appropriée a un programme de cartographie. @
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