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Résumé

Chez | a tomat e, | 6am®l i oration pour plicieg¢ etdaual i t
complexité des caractéres. La cartographie de QTL a permis la caractérisation génétique de ces
caract res. Léobjectif es t-jacenssiauxtQ€LnNouastavodsdautilisée n t

la cartographie par déséquilibre de liaisbhY dans ce but. Pour éviter les fausses associations entre
les caracteres et les polymorphismes moléculaires, la structure génétique a été prise en compte dan

| 6anal yse. La tomate <cultiv®e montre un faib
résolution de cartographie. Le génome de la tomate de type &rigedqpersicumar. cerasiformé

est d®crit comme une mosapgque entre cel ui de
devrait augmenter | a r ®dNous avors atilisé dnecere ®ltectianre s d 6

focalisée sur des accessions de type cerise pour valider la région génomique contenant un QTL pour
le nombre de loges. Deux mutations sont associées avec le caractere. Ces deux SNP ont évolue
differemment du rete du chromosome 2, en subissant une sélection balancée qui témoigne de

| 6augmentation de |l a diversit® morphologique
focali s®e sur |l e chromosome 2, a per miacedoban
génétique et physique. Des associations entre des polymorphismes et les phénotypes étudiés ont ét
d®t ect ®s avec des m®t hodes prenant en compte

doutiliser |l a structur e siens denype eefisg poer sutrmontey % 0 m
' imitations de r®solution dans | es analyses d
avons validé des QTL identifiées précédemment et nous avons trouvé des associations avec de
nouveaux QTL et de nouveau g nes <candidats. Un mod Il e d
do®t rangl ement et des flux de g nes entre co
présenté.

Mots clés : tomate, qualité du fruit, ressourcgenétiques déséquilibre de liaison, géigue
d @ssociationgiversité moléculaire

Abstract

In Tomato(Solanum lycopersicumbreeding for fruit quality is difficult due to the multiplicity and
complexity of the traits. QTL mapping has allowed the genetic characterization of these traits. One
of the challenges is now to identitiile genes underlyinthese QTLsFollowing this aim, we use
linkagedisequilibrium (LD) mapping.To avoid hazardous associatsorbetween traits and
polymorphisms, the genetic structurashto be taken into account foDLmapping. Cultivated
tomato showed low genetic diversity reducing mapping resolution. Cherry type tomat (
lycopersicunvar. cerasiformg¢ genomes described to be admixture between cultivated tomato and
its wild ancestorSuchadmixturemay increase rgolution of association mapping/e used a core
collection focused on cherry type accessiansdlidate a candidate gene for a fruit localember

QTL. We found that two single nucleotide polymorphisms (SNP) were highly associated with the
trait. These tw SNP evolved differently from the rest of the chromosome 2. They underwent a
balanced selection which testifies a selection for fruit morphology diversity by human. Association
mapping, focused owhole chromosome 2allowed us to assess thgtent oflinkage disequilibrium

over genetic and physical distascAssociations of polymorphissrwith phenotypes were detected

with structured association methods. ¥asshowed efficiency of genoeradmixture to overcome

the lowresolution limitation of associatiomapping for an inbred crop. We validated previously
identified QTLs and found associations with new Qand new candidate genés evolutionary

model including bottleneck and gene flow between wild and domesticated forms of tomato is also
presented.

Key words: tomatq fruit-quality traits, genetic resources, linkage disequilibriungssociation
mapping moleculardiversity
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Introduction Générale

La saveur etla texture des tomategSolanum lycopersicunde frais sont
particulierement critiquées par les consommateurs. La qualité gustative est un probleme
dobactuali t® chez de nombreux fruits, not amm
Programme NationaNutrition Santé qui propose de consommer au moins cing fruits ou
| ®gumes par jour. La qualit® gustative a ®t G
focali s®e sur | e rendement , | 6adaptation
résistaces aux stress biotiques et abiotiques. La tomate répond relativement bien aux attentes
nutritionnelles de | 6organi s me smasrmichétemeadur ui t
et en élémentminéraux. Elle contient aussi uger a n d e q @éraents antox®dardsd ® |

comme le lycopene et la vitamine C qui jouent un réle important dans la qualité nutritionnelle.

Avec | 6i mportance que prend | a tomate da
guotidienne (22 Kg/an/personne en France), il est néoesgee le fruit consommé présente
des critéres appréciés par le consommateur. Il est donc important de prendre en compte ces
caract res dans |l es sch®mas doéam®l ioration v
les bases moléculaires qui gouwarh leus variatiors. Léidentification
composantes de la qualité est donc un enjeu majeur qui a conduit a leur cartographie et a la
recherche de génes candidats liés. Le développement de hombreuses ressources moléculaires
et génétiques, associée | 6 ®mer gence de |l a premi re ver si
par ailleurs, fait de la tomate un modeéle pour étudier le développement et la maturation des

fruits charnus.

La cartographie g®n®tique utiliseadewune po
parents. Ces deux individus ne repr®sentent
trouver dans une collection de ressources ¢

méthode émergente chez les plantes pour localiser des polymorphisniigsémpans la
var i ati on de c.a0etweenéthodeenwntred des nédul@ts éntourageants chez des
esp ces allogames ou chez des esp ces sauva

A

réalisées chez des especes cultivées autogames. Ces éudes me n t | 6i nt ®r °t



Introduction générale

compte |l a structuration g®n®tique de | 6®char
associations. Une collection de ressources génétiques de tomates sauvages et cultivées, est
mai ntenue et c &rAdd.t @lrui sCReentr el 6duen iReRc her che |
coll ection repr®sente un outil débune grande

variations moléculaires a des composantes de la qualité du fruit.

Des études de diversité génétique chez la mativée montrent que la diversité est
tres faible chez celei. Ce manque de diversité diminue énormément la puissance de
détection des polymorphismes moléculaires. Un niveau de polymorphisme intermédiaire entre
| 6esp ce sauvag e eck altived ar idgntifié chéz des actessions destype
cerise §. lycopersiunvar cerasiform¢g . Léobjectif de cette th se
des ressources génétigues chez la tomate, notamment des accessions de type cerise, dans le

but de diséquer les bases génétiques des composantes de la qualité du fruit.

Les objectifs scientifiques de ce travail étaient les suivants

- l denti fier |l a structure g®n®tique dobur
sauvages et cultivées et construire plusie «core collectios »
représentatives de la diversité morphologique et génétique présentes dans
| 6®chantill on initial

- Identifier, en utilisant les ressources génétiques, le polymorphisme causal
déoun QTL ddéarchitecture iohnel. fruit en cc

- Esti mer |l es conditions doutilisation
tomate en vue de son amélioration.

- Identifier de nouvelles régions génomiques impliquées dans la variation de

composante de la qualité.

Nous nous s ommes senble cdesnacaes®ions deutypes | cérisen
mai ntenues ° |l 61 NRA d&6Avignon. Nous avons \
matériel de choix pour @l i s er des ®t cheéz ls tordabea Bestauz idat i on
polymorphisme présent dans cet échantillon ajosi la maniére dont il se structure ont été
®t udi ®s . Nous avons ensuite ®tudi ® | 6®t endue
le modele le plus pertinent, utilisé pour détecter des associations entre phénotypes et

génotypes.
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Cette thése a étsoutenue financiérement par le projet européen EUEODD-CT-

2006016214) . Elle a fait | 6obj et de plusi eur
Adaptation des Plantes Cultiv®es (I NRA, Mo nt
Génomes Végéetau (| NRA, Evry) et | e | aboratoire doA

de Golm (Allemagne).
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Chapitre 1 : Synthese bibliographique

1.1.Caractérisation de locus li&a un phénotyped 6 i n.t ®r ° t
1.1.1.Une histoire pas si récente
Coest apr de travaux mirutreux®geies le 8 février 1865, Johann Gregor

Mendel (18221884) partage ses travaux intitulésversuche uber Pflanzddybridenou

Recherche sur des hybrides végétqux 6 i | publ i e (la366)Mendeafaturpdesu s t ar
premiers a utiliserunplahé e x p®r i ence afin dbéexpliquer | es
des hybrides. M° me s ses travaux, " 1 6®poq
qguodéils continuent ~° °tre critigqgu®s, @Gesegor |

de | a g®n®ti que et de | 6h®r ®di t® moder ne.

Lo®vocation de |l a th®orie de | a s®b ecti ol
1882) fut une seconde révolution, contemporaine aux travaux de Mendel. Les travaux de
Darwin ont été pris tres aérieux dé$a publication deOn the Origin of Species by Means of

Natural Selectioren 1859(Darwin 1859) Darwin travaille notamment sur la domestication

des animaux mais aussi des plantes pour illustrer ses argumentt mnt sur | a var
caracttredans un groupe dobobesp ces s(Dawimil868)1 une

remarque notamment le passage aux générations suivantes de caractéres avantageux apparus
dns certains groupes dbéesp ces. Dar wi n, gui

partisan de | a th®orie de | 6h®r ®di t® par m®l
a une autre était donc acceptée mais le support physique de cettermét i on n 6 ®t a

connu. Darwin parfaalors de gemmules ou de pangg(Darwin 1868)

Cbobest au d®but du XX me s facteur» eapafle de Gr i f
transformer une souche de pneumoeogn une autre, leur conférant de facon héréditaire de
nouvelles propriétés génétiqudsriffith 1928). Ce facteur transformant ne seralésque 16
ans plus tard Avery, McLeod et al.(1944) identifient | 6 ADdhemo | ®c ul e dbéac
d®soxyribonucl ® que. Certains scientifiques
enchainement monotone de quatre bases (Adénine, Thymine, CytoGnanaie) et que la
diversit® des prot® nes d®) " i1identifi ®es suf
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Des travaux plus pouss ®s ssyar dds phiagessane d e
montré queADN des phagegstresponsable de leur réplicationsein des bactéries infectées
et doncque cette moléculp or t e | 61 nf or (Herdheyoand Cha®en B62) q u e
L6®l aboration du mod | e en doubl e h®la ce de
révolution qui a permis le développement de la biologie molécu{s¥a&tson and Crick
1953)

Parall | ement ° ces ®tudes m®canistiques
scientf ques sb6int® ressent ° |l a red®couverte des
indépendante des caractéres trouvent une explication dans la liaison génétique, établie par
Bateson et Punnett en 1910. Cette théorie a ensuite été étendue a plaséateses avec le
développement des cartes génétiqddargan, Sturtevant et al. 1915) Ces cartes ont
été développées avec dearacteres morphologiqueBidgure 1) puis ont été complétées

avec les premiers marqueurs moléculaires comme les isozymes.

En m°me temps, | 6 es s orgémteisngdass it n tS@UN eqsusees
caractéregjuantitatifs. Ce sont destatisticiens et évolutiomistes tels que R. A. Fisher, S.
Wright et J.B.S. Haldane, qui ont permis le développement des concepts biométriques
n®cessaires 7~ | 6®tude debiomédrisuexc & kneerdelienne s . Le:
entrent en conflit a propostliea t h®ori e de | 6h®r ®di t® pui s se
d®montr® comment une variation ph®notypique
| 6environnement et de Inmendéliendbasd yPad)lia génétiqlee p | us
quantitative moderne nait de la fusion entre Mendélisme et Bior{itaigricio 2001)

L6éam®l i oration g®n®tique des plantes mai ¢
sélectiongénéalogique o mbi n®e ~ | a s®l ection massale. E!
de prédire la ségrégation descact r e s, un nombre i mportant c
ne retenait que |l es plus int®ressants qui ®
g®n ®t i ques, avec dbéabord | es i Sozymes pui s

sélection mderne. La recherche de marqueurs moléculaires aide le sélectionneur & mieux
connaitre la génétique des caractéres importants afin d'optimiser l'efficacité des programmes
de sélection. Ces marqueurs sont en effet tres précieux car ils permettent depeksrent

les variétés et de ne retenir que celles qui possedeararbestéristiques recherchées.
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ameélioration dutempd e cal cul est contemporaine ° | 6®m
moder ne et ce noest g u 0 esmue des suibntifiguasn ant pa e s d e
développer des cartes génétiques haute densité.

Un enjeu majeur a alors été de cartographier desumars| moléculaires et des locus
ayant un ef fet guanti tatif sur ces cartes.
responsables des variations des <caract res
végetaux sont considérés comme un matérigébpigue de choix des croisements controlés
avec des phases dbéautof ®condation peuvent °t
de ces croisements peuvent étre étudiés sur une zone limitée. De nombreux travaux
concernant la cartographie de QTit @lonc été initiés sur plusieurs especes cultivées, comme
le mais Zea mayp (Edwards, Helentjaris et al. 1®Pet la tomate $olanum lycopersicum
(Paterson, Lander et al. 1988) P ar la suite, ces ©bmeesaux O
contrblant la variation de caractéres domestidDéebley, Stec et al. 1997; Frary, Nesbitt et
al. 2000) Déautres approches, dites de g®n®t i gl
fonctionnelle de genegn induisant de facon ciblée ou aléatoire des mutations dans ces genes
et en ®t udi a witsurle pherfotlyp@tdamd and Sekelsky @3 es méthodes

ne seront pas présentées ici.

1.12. La cartographie génétiquede marqueurs, de genes et de QTL

Comme indiqué edessus, la premiere stratégie utilisée afin de préciser la position
déun QTL est | a cart @gRoargdia une cgre gévdtiqug doi étr¢ Fi g L
construteerut i | i sant | a descendance doéun croi seme
différents. Différents types de descendance peuvent étre utilisés comme la génération F2, des
popul ations de | ign®es recombinant esdedau des
popul ation ®tudi ®e doi vent °tre ph®notyp®s
marqueurs moléculaires. Il est important que les parents de la population étudiée soient
pol ymorphes au niveau du car ac e afirede go@voint ®r ° t
suivre la ségrégation des marqueurs moléculaires. Les événements de recombinaison, qui ont
eu lieu durant les différentes méioses subies par les individus, sont détectés et on peut alors
construire une carte génétique. Le nombre de wesegnents entre deux marqueurs est
transform® en distance g®n®tique additive.
individus, dans plusieurs lieux et durant plusieurs années, afin de prendre en compte la

variation environnementale dans la recher de QTL. Ensuite différentes approches
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statistiques (régression simplejnterval mapping> ou «composite intervalmapping»)
peuvent étre employées afin de détecter les localisations les plus vraisemblables des QTL
(Thoday 1961; Haley and Knott 1992; Zeng 1993)

Construction de la population
Les parents utilisés sont polymorphes X .
pour la taille et la couleur du fruit. La

génération F1 donne des individus *
homogénes mais il y a a ségrégation

des caracteres dans les générations F1

suivantes.
pasal 1 FYY N N I IY
Les caractéres sont

mesurés pour chaque individu avec des répétitions des mesures pour
s@ffranchir de la variabilité environnementale

marqueurs. Différentes méthodes statistiques

permettent ensuite de déterminer

Cartographie fine

Les régions contenant des QTL sont densifiées avec de
nouveaux marqueurs moléculaires. De nouveaux individus
sont phénotypés et génotypés afin d@ugmenter la probabilité
de trouver de la recombinaison entre les marqueurs et le QTL.

Chaque descendance FE— - s - —
est caractérisée au — — _— - —
niveau de plusieurs
marqueurs
moléculaires Liaison avec le caractére couleur mais pas poids du fruit
Détection de QTL /\\
Une carte génétique est construite avec tous les

genétl —~ -~

|

Cartographie physique
Une fois que deux marqueurs trés proches encadrant le QTL ont été
identifiés, on vérifie leur présence et leur proximité sur de grand
fragment génomique séquencé. Les différents génes présent entre ces
deux marqueurs sont caractérisés.

Clonage ,

Il'y a clonage du gene lorsque celui qui est responsable du phénotype

est identifié.
Figure 1-2. Différentes étapesdansld ®t er mi nati on des bases mol @
caractére par cartographie génétique.



Synthése bibliographique

La résolution de cette approche, en termes de taille de fragment chromosomidiié iden
contenant le QTL, dépend bien entendutndmbre de marqueurs disponibles mais surtout du
nombre doé®V nement s -ciseraforetomdubypenadescendasce et @ue | u i
nombre doi ndi \La séledion gsBistée tpgr prArgueur sealfeera sur des

mar queurs qui cos®gr gent av atonelpaat signdicatvec t 1 e

de |l a variation dbébun caract re quantitatif.

Afin doéi dent i-jceneau cdraetereg [a mégion gémétigue contenant le

QTL doit étreaf f i n®e jusqud”™ pouvoir isoler un g n¢
pol ymorphi sme responsabl e. Le seul moyen dbo
nombre de recombinaisons dans | a r ®gi on. Po

sort typés.Ainsi un des QTL les plus importantors de la domesticatiodu mais tbl

(teosinte branch )la pu étre cloné en combinant une approche de cartographie de QTL, la
production de lignées quasis o g ®ni que et  Guti | i s ansertionn doun
(Doebley, Stec et al. 1997¢hez la tomate, plusieurs QTgui seront détaillés plus loin) ont

été cloné®n utilisant des stratégies de cartographie et de clonage positibrargl Nesbitt

et al. 2000; Fdman, Carrari et al. 2004; Manning, Tor et al. 200Bhez Arabidopsis

thaliana, les genesFrigida et CRYZ2 responsable respectivement de la réponse a la
vernalisation et de la variation de la précocité de floraison, ont été isolés par clonage
positionnel(Johanson, West et al. 2000:E&h El-Assal, AonsoBlanco et al. 2001)Malgré

le fait que la cartographie de QTL continue a étre une stratégie de choix pour identifier les

génes responsables des variations quantitatives chez les plantes, elle souffre de certains

i nconv®ni ent s. @scontréaliséea suodesdpopulatiens parerdales, ou les
deux parents sont , l a plupart du temps, h o
seul ement | 6effet de deux all les “ chaque

une seule méiosefaface générant les évéenements de recombinaison, les autres générations

servent juste a fixer ces événements. La génération de populations de cartographie peut

prendre un temps assez |l ong (notamment poOul
reproductel j usquébé”™ quatre ou cing ann®es apr s s
M°me | orsque | a s®quence du g®nome de | Oe

de la cartographie génétique au clonage du gene peut demander un travail important pour
cribler des midédliserde phénatypagendis recontbungvaueidio 2001;

Abdurakhmonov and Abdukarimov 2008pe plus, la découverte de nouveaux genes est
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limitée a ceux ayant un effet fort sur ces caractéres a variation corfBoagkler and
Thornsberry 2002)Une comparaison des différentes stratégies de cartographie est présentée
dans laFigure 13.
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Figure 1-3. Comparaison schématique de différentes stratégies de cartographModifié

déapr s Y@RooeetdBapk!| sr(2008u et al

(A) La comparaisorau niveau duemps de recherche nécessaire,laleésolution et du
nombr e doalestreprésenté®a af @®®®t i que dbdassoclisati on

]

i nt®ressante pour sa rapidit®, sa r®sol uti
Backcross. (BComparaison dealrésolutiorentre les approches de cartographie classique (a
gauche)et es ®t udes dbéassociations (° droite).
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1.13. Lagénétige dbdassociati on

La cartographie par d®s®quilibre de | iai:
étre une méthode puissante pour identifier des génes qui contribuent a la variation de
caractéres complexésong and Langley 1999 Cette stratégie a été développéarpuallier
| 6i mpossibilit® de mettre en place des dispc
s®gr ®gat i on )(Spielhan,zMcGinhib et al.alPA3Tette approche utilise comme
échantillon un grope doéi ndi vidus non apparent ®s f or ma
contrastés (par exemple une cohorte saine et une cohorte malade pour une pathologie chez
l 6humai n) . Ces individus sont g®notyp®s pour
recherbées entre le phénotype et les alléles aux marqueurs. La suggestion, que les études de
g®n®ti que doassociation sont pl us puissante
bas®e sur | 6hypoth se qudédun des mG@Gependastur s t
tant que le génotypage des individus ne sera pas exhaustif (reséquencage complet des
génomes individuels) il est vraisemblable que la densité des marqueurs utilisés ne sera pas
suffisante pour justifier cette hypothése. La cartographie patgérgue dodéassoci at i
sur une propriété génétique des populations naturddedéséquilibre de liaison (DL). Le DL
repr®sente | dassociation non al ®atoire entre
donnée.L 6 ®t e n d u i, st ene cégidnwgénétique ou physique, rend compte de la
r®sol ution de | a cart ogialllkste é@maaungp®ul@ion q u e
idéale(population panmictique avec absence de mutation, migration et sélection) qui respecte
| 6 ®q u e HardhWember pour des locus indépendabtans une telle population, le DL
observ® ne serait d¥% qud” | a Différestds statistiqguesg ® n ®t
per mettent dédesti mer enfreedeud ®ay®?qett D déiarki Eseplud e | i a
couramment utiliséed-{gure :4) (Flint-Garcia, Thornsberry et al. 2003; Gupta, Rustgi et al.
2005) Les statistiques? et D orefletent différents aspects du DBien que nir2 ni D 6ne
donnetdes r ®sul tats ssomcalalsau degatits Ecntillansiet; 6ui de
faibles fréquences alléliques, chacun possede différents avantages. Alotgégiame a la

fois | 6histoire des muDéneisame @i gee meretc o mé
recombinaisons. Cependard, 6est fortement affecté pa | a taill e de | 6®c
pr®sente un biais | oresdps lodud avee get faibles frequerse® p o u

alléliques (diminution de la probabilité de retrouver les quatre combinaisons alléligues méme
si les locus sonhdépendantsDans ke butd @nalyselda résolution dsétudessd 6 as s ®Cci at i o
on favoriseg ®n ®r al e me n t r2 (FlidtiGarcia, Therrsheiryoah 20633

11
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Principales statistiques
utilisées pour mesurer le DL

On considere 2 locus avec lg

allélesAetapour Béty

bpour |

Soit Pu, Pg: Pas Py lES
fréquences alléliques et

Pags Pags P por Pap €S
fréquences haplotypiques.

Drepr ®sente |
fréquences haplotypiques
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différents scenarii expliquant le DL entre deux locus polymorphes lié84odifié a partir de
Flint-Garcia, Thornsberry et 4R2003)
La partie de gauche présente le calcul de deux estimateurs du DL entre deux locus
bialléliques. La partie deroite montre £ comportement de2 et de D 6en fonction de

Ohi stoire

® affedtégptr ilaymeatatidnessla réconbinasson. (A) Les deux locus

présentat une histoire mutationnelle similaire sans recombinaisbet D ésont maximum.
(B) Le DL estdd a deux événements de mutatsuccessifayant eu lieu sur deusranches
différentes sans recombinaison entre les locusrd.et D ésont ici tres différents. (C) Ici la
recombinaison entre les logwg/ant subi chacun un événement de mutaterd aannuler le
DL. r2 etD Gsont égaux a 0.
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Le DL présent dans une population naturelle va étre crda partation qui va induire
| 6apparition de nouveaux all | es. Le DL pou
sélection (facteurs qui vont influesrcles fréquences alléliques des nouveaux alléles). Le seul
facteur capable de diminuer le DL entre deux locus estdambinaisonLa sélection et la
liaison physique (diminution du nombre de recombinaisons) vont tendre a augmenter le DL
local (& moins d sélectionner en méme temps deux locus indépendants) alors que la dérive
(due a la faible taille des populations) et le mélange de populations génétiquement

différenciées vont tendre a augmenter le DL au niveau du génome €abkn(11-1).

Facteur Effet

Taux de recombinaison Diminue le DL
Systeme de reproductiorespéce autogame Fort DL

Systeme de reproductiorespéce allogame Faible DL

Isolation génétique entre famille Augmente le DL globalement
Subdivision de la population Augmente le DL globament
«admixture» Augmente le DL globalement
Sélection naturelle et artificielle Augmente le DL localement

De petites populations présentent un DL p

Taille de la population fort (dérive)

Sélection balancée Augmente le DL localement

De fortstaux de mutation diminuent le DL
Le DL reste fortautour de nouveaux alléles
mutésj u s @ & 6 gimidue hrace a la
recombinaison

Taux de mutadn

Les réarrangements suppriment la
Réarrangements génomiques recombinaison locale ce qui entraine une
augmetmation du DL dans le voisinage

Effets stochastiques (hasard) Augmente ou diminue le DL

Tableau 1-1. Facteurs affectam le déséquilibre de liaison (DI) dans une population.
Déapr s Raf al260d)i et Morgante

13
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La conversion génique (transfert non réciproque d'une information de séquerice) peu
agir comme une double recombison Elle va donc diminuer le DL (Pritchard and
Przeworski 2001; Wall and Pritchard@®). Néanmoins] or s de | dassociati o
d6 ADN i ssus de c hr,desoresappariemeritsopawénp appasitre
mécanisme de réparation va venir rétablir la complémentarité des Gasegcanismea
créer unbiais dansla réparatioren convertissant le plus souvent le mésappariement en une
paire GC. Ldéenr i c hucléoidesm@®E ndans le tocus va&tre corrélé avec une
diminution du taux de recombinaison et, naturellement avec une augmentation du DL local
(Galtier and Duret 2007)

On peut i maginer que pour -nmigrasiongelegianlleat i ons
DLavecunlocusl 6i nt ®r °t sera dobébautant plus fcbrt qud
La g®n®tique dbébassociation ou cartographie j
sont liés au polymorphisme causal méme sieeluii ndest pas typcton La p
des associatioa marqueur/phénotype dépendra de la distribution du DL. En fonction de
| 6 ®t e n d ua, diiéentes approches peuvent étre imagin&sdalski 2002) Si on
estime que, poubnepopul ati on donn®e, l e d®s®quilibre
centimorgas(peu | mporte | e |l ocus), al or s dpalesx mar ¢
de bases (bpppporteont une information redondantdl sera inutile de génotyper la
population pour ces deux marqueurs. Par conséquent, ora paemtifier la plupart des QTL
eng®notypant | a population doéint®r°t avec un
génome. On pourra alors scanoelui-ci de fagon large et identifier des zones en DL avec les
polymorphismes causaux. Cette approche est nommée analyse du géni@emé\\éhole
Genome Analysis ou WGA). Aaontraire, si, pour cette popu
une centaine de bp, la résolution sera plus importante. Le nombre de marqueurs moléculaires
requis pour une analyse globale sera lui aussi plus impotta®ra néanmoins possible de
sO0i nt ®resser ) des r®gions particuli res qu
marqueurs selon une approche de type géne candidat (Candidate Gene Analysis ou CGA)
(Figure 15).

Lorsqudon utilnateurdelsl eogo,pudmtae othsr ar ement
Hardy-Weinberg, ou seule la distance génétique (nombre de recombinaisons) influe sur le
déséquilibre de liaison. En effet, les populations naturelles peuvent avoir subi, dans le passé,

différents évéaments sélectifs et démographiques qui ont modelé le déséquilibre de liaison
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(Nordborg and Tavare 200Zyomme déja formulé -@essus,ds effets sélectifs influeeront

le DL au niveau local, autour du locus cduds vontdonc | i mi terund a r ®s
approche CGA mais améliorer lpuissanced 6 u n e aen ypeyV8GA L O hi st oi r e
démographique de la population influencera le DL au niveau global ce qui améliorera les

approches de type WGA.

LD
|
| 1 |
p |
] i)
(a) (b)

Etendue du DL : Fort (a) Faible (b)
Résolution Fable Forte
Nombre de marqueurs requ Faible Elevé
Approche de cartographi Analyse «Génome Entiep  Analyse «Géne Candidat
par association WGA CGA
Figure 1-5. Rel ation entre | 6® endue du DL et | a
D6éapr ski(2003)f al
Dans(a), | e DL d®cro’t | entement avec |l a dist

phénotype (rond rouge). Dans ce cas, une densité faible de marqueurs est suffisante pour
identifier des marqueurs associés (fleches jaunes). Dans (b), le DL dé&saiagidement

autour du gene responsable du phénotype et une densité plus grande de marqueurs est
nécessaire pour identifier un marqueur associé.

Selon | a population ®tudi ®e, i est possi
des chromosomes &ifents (locus non liés). Ce patron du DL va émasépar lemélange
doéindividus provenant de popul ations g®n®t i q
débune population va augmenter | e DL gl obal 1
fausses associations identifiées (augmentation du nombre de faux positifs ou erreur de type |).
L6i mportance de cette structure va d-i minue

croisements qui suivent les événements de migration.

Lander et Schork(2006) mont r ent comment une ®t ude (
popul ation dO6AmM®rindiens a conduit ~ wune fau
type Il et le locus @& (codant pur des gammglobulines). lls montrent que cette erreur est

causée par la structuration génétique de la tribu. Des travaux supplémentaires ont montré que
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| 6association ®tait due © un degr® diff ®rent
tibuuLa pr ®sence de I 6all | e caucasi en, ) noir
plus faible de développer un diabéte de type Il (risque plus faible chez les populations
caucasiennes) . Cet exemple r®v | e ddurec | 6ir
g®n®tique de | 6®chantill on ®tudi ® | orsqudon
surtout, lorsque ce caractere influence la structure. Chez les végétaux, la premiére étude
utilisant | a g®n®ti que doa suse@eénétigue a étédnréaiste pr er
par Thornsberry et a(2001) Cette ®tude a permis doéidentif
entre Dwarf8 et la précocité de floraison chez le mais. hesvelles méthodes statistiques
permettant doidentifier | a structure g®n®tiq
cette analysePritchard, Stephenst al.(2000)pr oposent par exempl e do

de génotypage de marqueurs répartis sur togem@me pour inférer la structure génétique de

| 6®chantill on. l'1's ont d®vel opp®Thdrnsberrpr ogr at
Goodman etl. (2001) utilisent cet algorithme pour idéfier la structure génétique de leur

®chantill on et r ® njectent |l 6i nformation dal
chaque polymorphismeSui t e ~ cel a, des travaux ont d ®

mod | es d o6 an thdlians(Aranzatage Kim et al. 2005)Cette étude compare
| 6efficacit® de diff ®rentes m®t hodes ddéesti
STRUCTURE Vs. coordonnées de individus calculés par analyse multifactorielle), Yu,

Pressoir et al. (2006) ont décrit une nouvelle méthode permettant de compléter les modeéles

linéaires,eut i | i sant | es donn®es dbébapparentement e
pour diminuer | e taux de faux positifs dans
l humain mais il s e anieteautogam® shaliang @ZHao, Aranzama c h e z
et al. 2007)

Une seconde ®tude, qgui sbest focali s®e s

suite aux travaux subwarf8 (CamusKulandaivelu, Chevin et al. 2008Tette étude utilise

un panel ddbaccessions diff®rent avec des cul
différenciéesLe rble adaptatif d®warf8 dans la précocité de floraison est remis en cause car
unautrelocuss i t Uu® e n Dwarigiesi plus Sighificdtigement lié au phénotype. Un

DL important est détecté entre ce marqueur et certains polymorphismes igetfié

Dawrf8 lorsque les auteurses 6 i n t ® rweghs pomulations initialeCela expliquerait les
associations significatives identifiées par Thornsberry, Goodman (208ll) La rupture du

DL, causée par de nombreux évenements de recombisasonc u mul ®s dans | 0G
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hybride, expliquerait | a disparition de | 6as
rsul tats dobéassoci at i ons hgntdlan\étadiétl estinédess@re er e
de valider (ou i nvalider) des associ d¢i ons

tableaul-2 présentgg u el ques r ®sul tats doédassociation che

Il semble cependant important de noter que la diticde conduire le phénotypage
sur certains caracteres présentant une variation phénotypique trop large représente une limite
i mportante de |l a g®n®ti gue dbéassociati on. L ¢

si les polymorphismes causaux présahune faible diversité dans le panel étudié.

ll4. lag®®n®t i que dbéassocicalivéepautogahesz | es esp ¢

Chez | es esp ces awi ungosaseustyratian méndtiua airtsie n d
guod” di vxadréosa pmpiav eau e nmdus(Yu, Rrasdoir et al. i2006).es\vespeces
autogames, largement homozygotes, peuvent étre qualifiées de candidates idéales pour la
g®n ®t i que (Aanaas Ko etalt 20ebh En ef f et , el l es pr ®s
pouvoir étre maintenues facilement dans des collections de ressources génétiques, de pouvoir
étre génotypées une ude fois et phénotypées dans divers environnements. De plus, les
autofécondations successives induisent une structuration des polymorphismes en de longs
hapl otypes. Lautogami e augmente | e niveau
nombre de recomb&i s o n efficace. Le DL sb6éen ‘trouve
augmentation du DL présente un avantage pour réaliser des analyses de type WGA par
rapport a des espéces comme le mais ou le DL décroit de facon drastitpl@ ée 1500 bp
(Remington, Thornsberry et al. 200Pgar exemple, che&rabidopsis thalianale DL diminue
rapi dement (10 Kbhb) | orsquéon anal yskm, des m:
Plagnol et al. 2007)Ces résultats concordent avec des simulationssééalipar Nordborg
(2000)qui montent que leDL est réduit apre$0 Kbpour des espéces autogames.

Cependant, des différences importantes existent entre espéces autogames sauvages et
esp ces autogames cultiv®es. Chez | es esp ce
exacerbée paes pressions sélectives et les changements démographiques qui se sont exercés
sur les populations, au cours de la domestication et de la sélection moderne. On se retrouve
donc avec des popul ations dobéaccesseortemeat cul t i
r®duits par | es goulets doé®tranglément!| Garcge
(Hordeum vulgarag hautement autogame, le déséquilibre de lia{senil: r2 < 0.2)s 6 ®t e n d
jusquod (12 MB)l eaMsqudbdon ®t u dlisés aulCafadacdurdnt lesv2@ r s u
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dernieres annédZhang, Marchand et al. 2009) Par contr e, |l e DL ne s
250Kbclez | 6 esp ce s(€aldwalgressal ptpla2006)nt ®e

Régime de Etende du

Espéce reproduction DL Trait(s) étudié(s) Référence

Mais Allogame 2001500 bp Remingtoret al.(2001)
précocité de floraison Thornsberryet al. (2001)
précocité de floraison CamusKulandaiveluet al.

(2006)

couleur du grain Palaisaet al.(2004)

Arabidopsis Autogame 10-500 Kb Kim et al.(2007)
précocité de floraison Aranzaneet al.(2005)
résistance Zhaoet al.(2007)
précocité de floraison Ehrenreictet al. (2006)

Sorgho Autogame 4 cM Deuet al. (2004)

caracteres morphologiques et  Casaet al. (2008)
précocité de floraison

Orge Autogame 2,6 cM Zhanget al. (2009)
stress biotiques et abiotiques  Ivandicet al. (2003)
adaptation saisonniere Rostokset al. (2006)
rendement Kraakmanet al. (2004)

Lolium Allogame 500 3,000bp Skatet al. (2005)

perenne
précocité de floraison Skatet al. (2005)
contenu en sucre sdille Skeatet al. (2007)

Blé Autogame 2-3cM Somerset al.(2007)
morphologie du grain Breseghelleet al. (2006)
résistance Tommasii et al. (2007)

rendement egrain et résistances Crosseet al. (2007)

Pomme de Allogaméclonal 300 bp Simkoet al. (2006)

terre
résistance ¥erticillium Simkoet al.(2004)
résistance ®hytophtora PajerowskaMukhtaret al.

(2009)

qualité du tubercule D'hoopet al.(2008)

Riz Autogame 75500 Kb Matheret al (2007)
morphologie du grain Iwataet al. (2007)
gualité de I'amidon Baoet al.(2006)

Tomate Autogame 20 cM van Berlooet al. (2008)
poids du fruit Nesbittet al (2002)

Soja Autogame 100-600 Kb Hytenet al.(2007)

Vigne Allogame/clonal 5i 10 cM Barnaud et al. (2006)
couleur de la baie Thiset al.(2007)
couleur de la baie FournierLevel et al.(2009)

Tableaul-2. Quel ques exemples do6®tudes dbéassoci a

18



Synthése bibliographique

Des valeurs i nter m®di aires concernant | &
cultivars anciengCaldwell, Russell et al. 2006Lhez le sojade grandes ifférences dans
| 6 ®t endue égalemél constatéedntre le compartiment sauvage (90 Kb),
domestiqué (200 Kb) et cultivé (500 Kflyten, Choi et al. 2007 Chez le riz Qryza sp),
des ®tendues du DL entre 75 Kb et 500 Kb on
examingMather, Caicedo et al. 20Q7)e déséquilibe de liaison chez le bléT(ticum
aestivumm s O ®t end aussi sur de grandes r®gions (
sur le chromosome 5ABreseghello and Sorrells 20068}hez la tomate une étude visant a
caract®ri ser l e DL ° | 6ai de de marqueéurs A
Ss0O®t end | us gu-®)(varkBerlog, Ehu étBli2008)r e 1

Cherry, model 1, all markerpairs

m+1 + o + ——— e
o+ 4, + T —

e HER R L L ¢ s

AL P +, +7

AREY SR AT

30 40 50 60 70 80 90 100

dist2

Figure 1-6. Etendue du déseéquilibre de liaison chez la tomate mesuré chez 18 accessions
detypecerise | 6ai de de mBogpeus s \edif(ROB8) Lal coudbe

représentée est une courbe de lissage des donreedglistances représentées sont des
distances génétiques en cM.

La diminution de la diversité moléculaire est autre probleme majewchez les

espéeces autogames cultiveé€elle-c i est corr ® ®e ° | 6effectif
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Wright-Fisher) pala relationg=4Nep (ougest | 6esti mateur de | a d
de WattersonNeest lataille efficaceeftl e t aux de mutation). Loef f
cultiv®es a ®t ® r®duit °~ cause des goul ets d

Tout ceci indique que les espéces autogames semblent pouvoir se préter facilement a
desétdes de type WGA avec un nombre | imit® de
gubdune r ®s ol ut i oQaldwele Ruasell, et &20@6)ydécrivénarédninans la
possibilité de réaliser des étuda®liminaires avec une résolution moyenne en utilisant un
grouped 6 a c ¢ eedtvéespprusi s de cartographier de fa-on |
utilisant des accessionssauvegeu des vari ®t ®s anci ennes. Lb6a
accessionl omesti qu®es pl udntes sagvagesadeweat édidens r a@ p @ o n
s6bint®resse " des caract res s®lectimnaGtn®s | o
pas variablechez le groupe sauvage, aucune association ne peut étre édenGiette
observation montre bigtout! 6 i nt ®r °t de c o tast aurniveau mokdulaire a r a c t
gue phénotypiqudes ressources génétiques des especes cultivéésa g®n ®t i que do.
et | 6anal yse d e buarentdai possiflite idée ®alorige® @ @at foig le e
compartiment cultivé, sauvage mais aussi le compartiment intermédamistitué par les
premiéres accessions domestiquées et des hybrides naturels (ou synthétique) entre les deux

compartiments.

1.2. La Tomate (Solanum lycgersicum L. anciennement Lycopersicon

esculentun)
1.2.1.Description

La tomate est une plante herbacée de la famille des solanaaiigée pour son fruit.

Le terme d®signe ~ | a fois |l a plante et |e
frui t est consi d®r ® comme un des | ®gumes | es
Entermesd e quanti t® produite en 2007, i sbagi t

de la quatorzieme au niveau européen (FAO, 2009). Avec prés de 130 smiléotonnes

produites en 2007 (FAO, 2009), la culture de la tomate est en plein essor au niveau
international Figure1-7). Ce | ®gume se consomme, soit cru,
ingrédients ou en jus, soit cuit sous la forme de préparations vari@esr al@ produits frais

ou transformés industriellement. De cela se dégagent deux grands types de cultures de la

20



Synthése bibliographique

tomate: la culture de frais, réalisée en général sous abris et récoltée manuellement et la
culture doéindustri e,colté®aétanigu@mnten pl ei n champ
A

140 -

120 A

100 A

80 -

60

production (Mt)

40

20 A

0 T T T T 1
1960 1970 1980 1990 2000 2010

année

surface (MHa)

0.5 1

0 T T T T ]
1960 1970 1980 1990 2000 2010

annee

Figure 1-7. Croissance internationale de la production de tomate depuis 1960 en million
detonns( A) et de |l a surface siB.Dbap®esehemi dbhnaot
FAO (200)
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La tomate est un aliment diététique riche en eau et pauvre en gdlerfeuit
renferme aussi beaucoup dadantlsmeimporsanteren n ® r a u X
guantitéest la vitamine C (ou acide ascorbique). Lorsque le fruit est mQr, iecbaussi des
pigments de la famille des caroténoides -chroténe posséde une activité de provitamine A.
Le lycopene, aussi présent en grande quantité dans le fruit mar (entre 3 et 8 mg/100 g de
matiéere fraiche) mais surtout dans les concentrés dea@B8tamg pour 100 g de concentré),
joue un -axXxyckandtbachans | 6ali mentation hsimai ne
(Nguyen and Schwtz 1998; Giovannucci 1999)

Son importance économiquainsi quela di sponi bi | irés@®urcdsdi mp ot
génomiques et génétiques pour cette pldne nt ,udmM emhd ke | e pour | 6®t ude

etpour les études sur le développement du fruitrangsStevens 2007)

1.2.2.Biologie
La tomate st une plante vivacgg ® n ®r al ement cul ti v®e comme unNe
a croissance indéterminée (tige monopodjat®is il existe certaines variétés a croissance
déterminée (tige monopodiale puis sympodiale aprés 4 ou 5 feuilles). Le typeissarmce
déterminée a permis le développement de la récolte mécanisée, impossible sur les autres
variétés qui doivent étre tuteurées. Les feuilles sont alternes, composées, imparipennées
(nombre impair de foliole) et compneent5 a 7 folioles aux lobes déo u p ®s . Léappse
reproducteur est formé par des inflorescences de type déterminé. La tomate est généralement
autogame mais des allofécondations sont possibles. fleess (Figure 1-8) sont
hermaphrodites et actinomorphes. Le calice compte cing sépgbdisspde couleur verte. La
coroll e compte autant de p®tales que de s®p
étamines ou plus, a déhiscence latérale, introrses. Les anthéres allongées forment un céne
resserré autour du pistil. Ce dernier est daréstde plusieursarpellessoudés, formant un
ovaire supeére biloculaire ou multiloculaire etpéacentationcentrale. Selon le cultivar et les
conditions environnemental es, l e style peut
(fleur brévistyle),affleurant, ou dépasser Iégerement (fleur longistyle). Cette caractéristique
va jouer sur la possibilité du cultivar a subir des Heteisements naturels. En culture sous
abri s, l a pollinisation es Bomhus serast@seu para r de s
vibrage manuel des fleurs. En plein champ, le vent assure le vibrage des fleurs et permet la
fécondation. En milieu naturel, une abeille de la famille Hafictidae (Augochloropsis

ignita) a été décrite comme pollinisateur naturel pote(iekeves 1973)
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FLEUR DE TOMATE
COUPE LONGITUDINALE

Partie intérieure du céne

STYGMATE

ETAMINES

I
" L PETALES \' BOUTON
// Y SEPALES @DE FLEUR

PISTIL STYLE

PEDO\ICL LE
COL'DE

Figure1-8. Coupe |l ongitudi nallTegnmodricarm2d not/.PO®UTr de t o
<http://tomodori.com/phpBB2/viewtopic.php?t=4567%.

Les fruits charnus sont des baies présentant deux ou plusieurs loges. lls peuvent peser
de quelques grammes a presdieix kilogrammes. Leur forme est généralement sphérique
mai s peut °tre plus ou moins aplatie, pl us
(Figure 1-9). Lesfruits sont verts puis virent généralement au rouge a maturité. lls peuvent

cependant étreedcouleur jaune, rose, orangdanche, noire voire bicolore a maturité.

660
2

8

Figure 1-9. Différentes formes detomates utilisées pour décrire une variété (descripteur
IPGRI). Wikipedia 24 nov. 2009. Wikimedia Foundation, Inc.
< http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:Formes_de_tomatesxsvg

1: aplati 5: cordiforme

2 : légérement aplati 6 : cylindrique

3: arrondi 7 : pyriforme

4 : allongé arrondi (ovoide) 8 : obovoide (forme de prune)
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1.2.3.Caractéristiques génomiques
La tomate est une espéce diploide possédant 12 paichsoteosomes (2n =2x =24). La
taille de son g®nome est estim® °~ 950 Mb
35000 genegvan der Hoeven, Ronning et al. 20028 génome de la tomate est de taille
inter m®di ai A ¢haliena(2n=28, 2€ = 13WNb) ei delui du mais (2n = 20, 2C =
2500 Mb). La carte génétique de référerag(//solgenomics.néta été construite a partir

déun croi sement i ntedes plREH Yogppqmsieanete e aacession n
d e | 6% pepnelii(Eanksley, Ganal et al. 199Flle a été construite a partir de 80
individus F2 et mesure pres de 1300 cM. De nombreux marqueurs (2506 au total) sont
cartographiés sur cette cartmarqueurs RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
marqueurs microsatellites (Simple Sequence Ref#®8R) ou marqueuSOS (Conserved
Orthologous Sequenciessus de séguences conservées entre solanaéédbaiana (Fulton,

Van der Hoeven et al. 2002)

Une premiére collectiode 120,892EST (Expressed Sequence Tag) a été développée a

(2C

partir de 23 banques dd ADNc (2R, DYAlséquemaap | ®me r

consensus luques: unigenes (van der Hoeven, Ronning et al. 200Rx plupart des ¢nes

semblat étre localisésa u  n i v eeachromdtieequi réprésente seulement un quart de

| 6ADN. t €@eat e <col | ect iéeeparde od/dle al i®tr®aicranepsl d

di sponi bl es sur | a base de donn®es

(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/chin/tgi/gimain.pl?gudb=tomajo Cette ressource est

complétée par

- le SOL Genomics Networkttp://solgenomics.net/

- la Micro-Tom database (MiBasé}tp://www.kazusa.or.jp/jsol/microtom/

- la Tomato Stress EST Database (TSE@)://abrc.sinica.edu.tw/tsed/app_all/index.php

- la TomatEST http://biosrv.cab.unina.it/tomatestdiy u i int gre | 0i

toutes les bases de données précédétdgostino, Aversano et al. 2006)

nfc

Aujourdodhui une ¢ o000 EST trépartis dashse cespdifférentesdbases3d® 0

données, est disponible.

Des banques BAC (Bacterial Artificial Chromosome) ont été développées pour initier la

cartographie physique. La premiere banque a été construite a partir du cultivar Heinz 1706.

Elle comprend environs 1Z®0 clones ayant une taille moyenne de 117,5(Bidiman,

Mao et al. 20000 Cett e banque, ai nsi gue deux autre
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séquencage du génome de la tomate a travers une collaborati@saaudiO pays (dont la
France) . Le s®quen-age se concentr @udlar,r | es
Tanksley et al. 2005) Auj our dohui , 50% du s®quen-age ¢
séquenceés sur 280nitialementprévus (Figurel-10). Graceaux nouvelles technologies de
séquencages (dext-Generation Sequencing technologig¢s7409 «scaffolds» représentant

794 Mb de s®quence g®nomi que sont d®sor mai s
couran 2010.

B B A= I B 3o

Mether

LISA Korea  China Lk India -lands France Japan Spain LISA China Italy
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
- - = - - = —

i i L L L L =

7% 4% V% 73% B1% aB% 48% 100% 49% 4% 13% 50%

in progress B complete available Available HTGS53

Figure 1-10. Avancée du projet international de séquencage du génome de la tomatol
Genomics Network4 nov. 2009

<http://solgenomics.net/about/tomato_sequencirg.pl

HTGS3 (High Throughput Genomic Sequence 3) sigrifie les séquences génomiques sont
finies, sans gaps, avec ou sans annotations.

1.2.4.Ressourcegiénétiques

La collectionladescripton | a propagation et |l a distributi
grande I mportance pour Nikominv@dovitchVavilov(I88r19d3 | a t
est |l e premier ° d®montrer | 6i mportande de c

lance au début du XX°siecle des expéditions & travers le monde aéincdllecter des
semences de différentes espdéasglovich, Rep'ev et al. 2000pe gros effort®nt été initiés

a partir de la deuxiéme moitié du XX° siécle, pour prospecter dans le centre de
diversification du genr&olanumet r ®c ol t er des centai nds dbéac
Rick (19152002) a organisé au sein du Tomato Genetics Resource Center

(http://tgrc.ucdavis.edp/a Davis en Californieles accesens prospectées dans les Andes

(especes sauvagesu Mexique et dans le monde ent{espece cultiv@e Les accessions
cultivées de tomate et legcessionspparetées proches sont majoritairement autogames et

donc facilement propagé par autofécondation. Lesccessions sauvagepparentées plus
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eloignéessont majoritairement allogame<es accessionsont maintenues en population

elles sonintercroiséesausethe chaque popul ati on. Déautres

la tomate réunissant des accessions uniques ainsi que des accessions partagées entre instituts
- la collection de tomate du North central Regional Plant Introduction Station (USA) :

http://www.arsgrin.gov/npgs/searchqgrin.html

- la collection diN.I. Vavilov Research Institute of Plant Industry (St Petersbourg,
Russie) http://www.vir.nw.ru/data/dbf.htm

- la collection du Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research

(Gatersleben, Allemagnehttp://pgrc.ipkgatersieben.de/

- la collection de la Estacion Bgrimental La Mayora (Algarrobo costdalaga,
Espagne)
- la collection de Ressources génétiquoesated u Centre | NRA dO6Avi gn

http://w3.avignon.inra.fr/rg tomate/

LOEuropean Cooper atPlant &eneBa Begauraen nTematd @atabase
(Wageningen, Pays Badittp://documents.plant.wur.nl/cgn/pgr/tomatedst une base de

données développgeo ur regrouper | 6i n talectiores européenneso nt e n L
Le projet européen EA3OL, a permis de réunir prés de 7000 lignées de tomate cultivée ainsi

gue des accessions apparentées sauv@gssaccessions sont maintenues et caractérisées par

| 6®qui pe d(€he Bebrew UnXeaasityf Jerusalem, Rehovot, Israél

Parallelementaux ressources naturellesle nouvellesressources ont été développées
artificiell ement dans | e but do®tudier | a s
leur identification. Ces populations sorgsuies principalement de croisements entre une
accession cultivée et une accession sauvage. Ces populations interspécifigues présentent

| avantage doé°tre hautement pol ymorphes au
doun croi semenVYF36admi2rae elte | dwlctciews a48. pennellsaa uv a g e
permis deconstruirela carte génétique haute densitéférence pour la tomat@anksley,

Ganal et al. 1992D 6 aut r es (pablpau B3y wtiisenhddférents parents sauvages,

ont été créées et ont montré leur efficacité dans la détection de QTL ainsi que dans

| 6i deoatii on des bases mol @andilloaKurtals1999,eParanar a ct

and van der Knaap 20Q7)
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Parent Sauvage

Trait(s) étudié(s)

Références

S. pennellii

S. habrochaites

S. peruvianum

S. chmielewskii

S. neorickii

S. cheesmaniae

S. pimpinellifolium

S. lycopersicumar.
cerasiforme

Rendement poids- SSC

Poids du fruit SSC- AT - concentration sucres
réducteurs & acides

Rendement poids du fruit- SSC-couleur- fermeté

Rendement poids du fruit- SSC- couleur- forme
du fruit

Rendement poids du fruit- SSC- AT - dosage
sucres réducteurs & acidefermetée couleur-
précocité- exertion du style

Poids du fruitt SSC- pH

Rendement poids du fruit- SSC
poids et composition dinuit - physiologie du fruit
développement de la plante

Rendement poids du fruit- viscosité- SSC-
couleur-c oncentr at i oaaroténgc o |
forme du fruit- fermeté- précocité- AT - pH

Poids du fruit SSC- pH - croissance couleur
Poids du fruit SSC- poids des graines

Morphologie de la planterendement poids dufruit
- viscosité- SSC- couleur fermeté- forme du fruit
Morphologie dda plante- poids du fruit- SSC-
couleur- forme du fruit- nombre de logenombre
de graine précocité

Poids du fruit forme du fruit- SSC- pH - contenu
en lycopéne

Poids du fruit nombre de logesforme du fruit-
poids des graines

Précocité de floraisonprécocité de maturité
nombre de fleur par inflorescenceraquellement
poids du fruit- couleur du fruit fermeté- SSC-
forme du fruit- poids des graines

Forme du fruit poids du fruit- nombre de loges
nombre de fleur par infloresoee

Poids du fruit fermeté- élasticité- couleur du fruit
SSC- contenu en sucrepH - AT i contenu en

| y c o p -caretene tontdnu en arébmes volatils
Idem + 5 descripteurs de texture et 7 descripteur
ddéar*me ®valu®s par un
Cartayraphie fine sur le chr. 2 de QTLs liés a poid:
du fruit - fermeté- SSC- contenu en sucreAT

(Eshed and Zamir 1995)
(Causse, Duffe et al. 2004)

(Bernacchi, BeclBunn et al.
1998)

(Monforte and Tanksley 2000)

(Fulton, BeckBunn et al. 1997)

(Paterson, Lander et al. 1988;
Pateson, DeVerna et al. 1990)
(Yousef and Juvik 2001)

(Prudent, Causse et al. 2009)

(Fulton, Grandillo et al. 2000)

(Paterson, Damon et al. 1991)
(Goldman, Paran et al. 1995)

(Grandillo and Tanksley 1996)

(Tanksley, Grandillo et all996)

(Chen, Foolad et al. 1999)
(Lippman and Tanksley 2001)

(Doganlar, Frary et al. 2002)

(vander Knaap and Tanksley
2003)

(SalibaColombani, Causse at.
2001)

(Causse, Salib&olombani et al.
2002)

(Lecomte, Saliba&Colombani et
al. 2004)

SSC : Soluble Solide Content (teneur en solide soluble),a&idité titrable.

Tableau 1-3. Résumé des différentes populations de cartographie développées et
guelques références associées a la détection de QTL lié a la qualité du fruit.
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De tos les systemes modeles, lemisements interspécifiquebez la tomatent été
les premiersst i | i s®s pour d®vel opper desCeplgpesl at i o
permettent de partitionner les variations quantitatives en composantes a héritabilité

mendélienngPaterson, Déerna et al. 1990)Une des plus utilisées est la population de

(@)}

lignées quasi isogéniques, développée par D. Z@asihed and Zamir 1995) part i r d
croisement entre M8Z( lycopersicuinet LA716 8. pennell) (Paran, Goldman et al. 1995)

Depuk sa création, pres de 2800 Qdht été identifiés sur cette population m&intenant

des soudignées sont produites afin de cartographier pinement une partie de ces QTL
(Lippman, Semel et al. 2007ne seule population intraspécifique a été développée a partir

de deuxaccessions cultivées chez la tomate. Cette population de lignées recombinantes a été
construite 7 partir dounrnecawodquaitésnoeganbleptigues r e U
moyennes et une tomate de type cerise aux qualités organolsmiguerieureqSaliba

Colombani, Causset al. 2000Q)

Des populations de mutants ofté développées a partir de la lignée a croissance
déterminée M8ZMenda, Semel et al. 20043 partir de la lignée a croissance indéterminée
Red Sette(Carreiro, Petrozza et al. 2004) a partir de la lignée naine Miefmm (génes
dwarf, miniature et SELFPRUNING. La | ign®e de mut an-fomi ssue
permetde phénotyper un grand nombre de mutants sur une surface liiMigggsner, Chague
et al. 2000; Davigschwartz, Badani et al. 2001; Eyal and Levy 2002; Dan, Fei et al..2007)
Ces mutants sont utilisés dans des études de TILLINKEgétinginducedLocal Lesionsin

Genomes{McCallum, Comai et al. 2000)

1.2.5.Taxonomie

La tomate fait partie de la famille d&olanaceaeet du genreSolanum La famille des
Solanaceaecomprend 94 genres et environ 2950 especes cosmopdléssSolanaceae
comprennent notamment le tab@dicotiana tabacum et le piment (genreCapsicun.

D bures especes sont connues pour leurs vertus psychotropes comme la mandragore
(Mandragora officinaru ou la belladoneAtropa belladonna Le genreSolanumest tres
important dans le monde (environ 1700 espéces recensées) et comporte des plantes
alimentares comme la pomme de ter&o(anum tuberosunet bien sdr la tomateCegenre
comprend aussi des plantes ornementales comme la morelle faux jagf@olanum
jasminoide¥ Certainesespéeces de la famille d&olanaceaeontconnues pour leuoxicité

comne la morelle noiréSolanum nigruou la douce amer&olanum dulcamaja
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Des que la tomate a été introduite en Europe, les botanistésclust cette espece
dans le méme genre que la pomme de tdeggenreSolanum Anguillara, nomme en 1561
cette plante nouvelleemt introduite Lycopersicomui signifie «péche de loup mais il y a
confusion pour ce terme qui pourrdit®s i gner | e datur a,Enl684auber g
Tournefortestle premier a distinguer la tomate cultivée etréer un nouveau genpeur
classer cette especde genreLycopersicum (Peralta and Spooner 200T)Jnné, en 1753,
revoie |l a taxonomie de | a t ontolanemsausle homi nt g
gpécifiqgue de Solanum lycopersicum Un an aprés, Miller reconsideda classification
évoquée par Tournefort et réactualise le géyepersicordans la quatrieme édition dde
Gar dener 0s EmDI7a8;t Nillernirelut ydans ce genre trois espéseomate :L.
esculentumL. peruvianumet L. pimpinellifoliuma i n s i gue | a pomme de t ¢
L. tuberosum Dans une version posthumedhe Gar dener 6s and Botar
| 6®di teur, Thomas Martyn, r eeG@anmpus totl idclat c | as s
Lycopersicondans le genre&Solanum(Labate, Grandillo et al. 2007Méme si la tomate
(nomméeLycopersicon esculentym a ®t ® reconnue jusquobd”™ r ®cet
du genrelLycoperscon par la plupart des taxonomistes, la classification de la tomate au sein
du genreSolanume s t aujourdoéhui | argement accept ®e.
convergents de plusieurs études phylogénétiques portant sur des critéres morphologiques et
moléculaires(Bohs and Olmstead 1997; Spooner, Peralta et al. 2005. 6 esp ce cul
Solanum lycopersicuree décline en deux variétés botaniqués variétéesculentunet la
variété cerasiforme Ces deux variétés se distinguent essentiglieé par la taille du fruit
(comprise entre 1,5 et 2,5 cm pour la varggéasiformg et le nombre de loggddeux loges
pour cerasiformeet deux loges ou plus powsculentum (Rick, Latterot et al. 1990)La
tomate de type ceriseS( lycopersicumvar. cerasiforme est d®crite comm
domestiquée de la tomate cuée(Miller and Tanksley 1990; Rick and Holle 1990; Bai and
Lindhout 2007)

Toutes les especes sauvages de tomates sont natives -@uuSeids t de | 6 Am®r
Ell es se distribuent | eedronjgusdgewsdad trecsr d ndu n
espéeces endémiques des KeslapagoslLe systeme de reproduction est variable entre ces
esp ces et v a-incampatibld ® gutngame aatantpatible en passant par
allogame facultative autcompatible (Tablead-4). Toutes lesomates sauvages peuvent étre
croisées avec la tomate cultivée (parfois avec certaines difficultése n prenant (I

cultivée comme femel)e Ellesjouent un rélec api t al dans | 6am®l i orat|
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représententlessource de r ®si st ance ¢g®n ®pourqesecaractaresd 6 a | |
agronomiquegSpooner, Peralta et al. 200B)es études phylogénétiques incluent ces espéces

sauvages dans la sectioycopersicorau sein du genr8olanumFigure 111).

A
g2 — S. cheesmaniae
100 L5 , Sect. Lycopersicon, subsect.
- lycopersicum Lycopersicon, ser.
65 —— S. pimpinellifolium Lycopersicon
86 — S. chmielewskii
—— S. peruvianum N )
Sect. Lycopersicon, subsect.
9 —— S. peruvianum S Lycopersicon, ser. Eriopersicon
——— S. chilense
98 —— S. habrochaites
Sect. Lycopersicon, subsect.
—— S. pennellii | Lycopersicon, ser. Neolycopersicon
S. lycopersicoides* Outgroup
B

Solanum lycopersicum
87— Swolanum pimpinellifolivm
Solanum cheesmanias
Solanum galapagense
76 Solanum neorickil
Solanum chmielewskii
Solanum peruvianum N
72 Solanum peruvianum S
Solanum habrochaifes
Sofanum chilense
Solanum pennellii

og Solanum ochranthum
_|: Solanum juglandifolium
i': Solanum lycopersicoides

Solanum sitiens

Figure 1-11. Arbre phylogénétique des especes apparentées a la toma(s.
lycopersicum. D 6 a pSpoorger, Peralta et @2005)

(A) Les informations de 65 accessions sont réasdans une analyse cladistique combinant

| 6i nformation de marqueurs AFLP, de | a s®que
| 6 ADN chl oroplastique et de fragment I TS
ribosomique. (B) Analyse cladistique prehaen compte seulement des caractéres
morphologiques. Les valeurs sur les branches représentent les valeurs de bootstrap.

Au sein de cette section, les taxonomistes ont créé une division gnkaespus

sectionEulycopersicoravecdes espéeces avec deditls contenant des caroténoides a maturité
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et (i) la soussectionEriopersiconregroupant les autres especes apparentées a la tomate dont
les fruits restent verts a matur{teralta and Spoon2005) Cette subdivision de la section
Lycopersicona été revue récemment et on classedigsespéces sauvages et cultivées en
sériesLycopersicon Eriopersiconet Neolycopersicor{Peralta ad Spooner 2005)La série
Neolycopersicome contient qués. pennellii La derniere classification taxonomique établie
reconnait 13 especes différent8s peruvianunse subdivie en S. arcanumsS. huaylasense

S. peruvianunet S. corneliomulleri S. cleesmaniaese subdivise ers. galapagenset S.
cheesmania@Peralta and Spooner 2005; Peralta, Spooner et al.. 2069 Tableaul-4 donne
guelques caractéristiques biologiques de chaque eEpamner, Peralta et al. 2005)

1.2.6.Domestication

Le processus de domest i cat idescaract@rstigieg ue
nouvelles par rapport a un ancétre sauvageapportent un avantagtans | 6uti | i sa
| 6 esp c eommuaautédlureanes(Diamond 2002) Le syndrome de domestication,
chez les plantes, réunces caractéresélectionnés par les communautés humaines et
différenciant les especes sauvages des espéces cultivées. Le syndrome tieatiomasiu
généralement un port de la plante plus compact, une précocité accrue, une réduction ou une
perte de la dormance et de la dispersion des graines, un gigantisme et une augmentation de la
diversité des parties consomméEgary and Doganlar 2003Chez les plantes ou le fruit est
la partie consommée, les caractéres influant sur la morphologie du fruit sont les principaux
critéres qui ont évolué avec la domestication. Chez la tomate, la doiti@stecantrainé une
augmentation de la diversité de la forme et de la couleur de fruits, une amélioration de la
saveur avec une augmentation du contenu en sucres et acides, une augmentation de la taille
des fruits voire un gigantism@ai and Lindhout 2007) L6 homme a a®assi S (
capacité de la tomate a donner des plantes identiques lors du passage aux générations
suivantese n f i x ant Ched la tomnateg kiem gue les especes apparentées sauvages
soient maintenant bien connues, le processus de domestication reste kncodenkins
(1948) décrt deux hypothésesquah | 6 or i gi ne de | a t somentee c ul t
notamment par de Canidid (17781841), suppose que la tomate a été transportée vers
| 6Eur ope -~ partir du P®rou quel quesecohde mps a

hypothésesoutienune origine mexicaine de la tomate.

Dans Les Origines des Plantes Cultivég4882) de Candolle écrit que la

reconstruction de | 6histoire deibappidquapodrias cul t
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premiere foisune m®t hode dobé®valwuation des preuves
plante.Cespreuves peuvent étitasséeslans les themes suivantia botanique (distribution
g®ographique des esp ces du m°me genre), | a

la linguistique.

1.2.6.1.Botanique

Nikolai Ivanovitch Vavilov (18871 9 4 3) ®t udi e |l ori gine
géographique des plantesltivées. Il est le premier a décrire lesentres de diversitédes
plantes cultivéeszones géographiques ou les espéces végétales cultivées développent pour la
premiére fois leurs caractéres distinctifs. Vavilov estimait que les premiéres, étapeda
domesti cat i ppnenatidt place augmidwa aeritre primaireLe transport hors de
ces centregstdd aux migrations humaines. Le fait que la plupart des espéces sauvages de
tomates soient end®mi gues danekobeAimi@e, farptise du
| 6hypot h se doune domestication dans cette
domestication peut avoir lieu loin du centre de diversité primaire. Ce schéma semble
caractéristique des plantes domestiquées tardivenpentr legjuelles on observe une

expansion graduelle des especes sauyagasn s des zones pertur b®es

(Jenkins 1948) La participation de | 6homme dans I
inconsciente. Jenkind948)souligneq u 0 i | ndest pas question de ¢
genreSobnumsect.Lycopersicormai s qu o6 | nbest pas ®vident ¢

tomate cultivée (zone vraisemblable de domestication) soit identique au centre de diversité

des espéces apparentées sauvages. Pour cet auteur, il semble évidengoueda Mexico

est l e centre dbéorigine de | 6esp ce cultiv®
accessionsrencontréesdaa s, | a pr ®sence dbébaccessions de t
et la présence de formes transitoires entre lendsrsauvages et cultivées. Sachant ue
pimpinellifoliumt r ouv® entre | eesPt®rlodue sepg cled Esqauuavt aequer |
| 6esp ce cultiv®e, |l es accessions de tomate
premiers stades de la doniestion. En effet, il serait étonnant que de petites baies rouges
parcourent 5000 Km (des régions andines au Mexique) sans recevoir la moindre attention de

la part des humains qui les transpor{@rticher 1989)
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sauvagesSolanum lycopersicum var. cerasiforngg. I.

1.2.6.2.Diversité Génétique

Rick (1976)® me t

| 6hypdomesti qaei ¢

directement a partir des especes sauvagesraampatibles (Figure-12).

(1976)

par

8-10 sp.
2n = 2x =24

Ouest de IAmérique du
—H Sud
inclue espéces Al

allogames sauvages w

Glanum sect. Lycopersicon

~

Lycopersicum var.
»| cerasiforme

adventice + autogame auto
compatible, répandu en

\4

sbest

@menque tropicale J

pimpinellifolium
adventice + autogame
cotes équatorienne et
Pérou

v

‘ introgression

base génétique plus large

[cultivars modernes }b

Figure 1-12 Evolution de la tomate cultvée Solanum. LycopersicumTraduit de Rick

Léaut eur

all 1 e | or

hybridation
et sélection

v

sélection humaine en
Amérique tropicale, fruit plus

gros, nouvelles couleurs,
etc.

-
3| cultivars primitifs
«——] grande variabilité

.

Migration vers des zones
tempérées au 16éme - 19éme

siécle.

cultivars tempérés

base génétique étroite
hautement autogame
sélection de lignées pures
au début du 20éme siecle

sugg r eS. mmpnekifolignusee rlaG & s pi scseu e

r ®al i s

cerasiformg qui aurait évolué

dour

s d e . Cepeidarmtlésutraviaux rde phydogéhieasurtdesmat e

caractéres morphologigsiet sur les marqueurs moléculaires montrent une affiliation directe

entre S. pimpinellifolium S. I. ceasiformeet S. I. esculentum Auj ol bed8H dic e

cerasiformeest considérée comme un type primitif de tomate cultivée ou comme une forme

transitoire entré&. |. cerasiformesauvage €8. |. esculenturaultivé. Il semblerait aussi que de
nNs soi Rick and élale 19901 Perlta far® rISpobner

nombreuses ccessi o

2007)
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Léaire de @S ®@peaasiformsido®h edd dans toutes -les r@
tropicales du monde. Cette expansjostcolombienne gommdées traces déa diffusion
historique de cette espépendanta domestication. La nature adventiceSld. cerasiforme

peut expliquer pourquoi cette esRxkea Eobesst S i
(A975)ut i | i sent des i sozymes pour analysger | a
tomatea i n s i que chez |l es esp ces pr géndtiqugles | | s

cultivars de tomate par rapport a la tomate de type cerise. lls soulignent aussi qu&,|pour
cerasiformeet S. |. esculentumune variabilité géenétique supéme est trouvée pour des
accessions prospectées au Pérou ou en Equateur par rapport aux accessions provenant du
Mexique. lls montrenégalementque dans ces 1 ®gions 0S2 | a s
pimpinellifolium est courante, lesiccessiongde S. |. ceasiforme et de S. |. esculentum
présentent des alleléess s us d &. pimpirelifgiumcCes alleéles commuriémoignent

d 6 ®v n e me crdisemertl @dems @utdt que de parenté potentiglidiller and

Tanksley 199Q) Rick et Holle (1990) montrent, sur denouvelles accessions de. |.
cerasiformepr ospect ®es en z o mplaspdymarphessge lesgcaedsohsl e s s
extraandines. Cesccessions, prospectées en dehors du centre de diversité de la tomate
sauvage,sont monomorphes et possédent le mé@ymotype commun a la majorité des
accessions d8. |. esculentunCes donnéesoutiennentmais ne prouvent aucunemgmaesS.

I. esculenturraurait été domestiqué a partir de populations andines. dlecerasiformela

tomate de type cerise étant morplgidpuement intermédiaire entr8. pimpinellifolium

sauvage ef. |. esculentunc ul t i v ®, on peut alors imaginer
dans le sens suivant

S. pimpinellifoliumY S. I. cerasiform& S. I. esculentunNéanmoins, des intaroisemats
r®currents entre | 6esp ce sauvage et l es v
pensent que le chainon manquant, entre les espéces sauvages et la tomate cultivée, serait
repr®sent® par une esp ce poussarmans mat ur el
environnement humide. Ils décrivent une nouvelle espécgcopersicon humboldtii

identifiée seulement par deux fois et ressemblant fortemedit la cerasiformegBriucher

1989)

1.2.6.3. Archéologiei Histoire
Aucune donn®e puéteerataochEeodg pres ouede Inid aala culture de la
tomateAucun reste de plante de tomate nbéa ®t®

P®r ou, de | &nEduMetiggel ® unngue repr ®sentation poc
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Colombie (McMeekin 1992) s er ai t une bobine pour filer
tomate, qui daterait de 900 a 58fs avJ.C. (Figurel-13).

Figure 1-13. Bobine a filer colombienne (50000 BC) reproduisant une fleur de tomate.
Déapr s MeMMeeki n

LOi nt er gerc@te eeprésentation peut étantestégDaunay, Laterrot et al. 20Q7)

Al ors qubaucune trace relativenAmériquaducSud t ur e
on retrouve des infanations dans des écrits contemporains a la conquéte du Mexique par les
Espagnols.Bernardino deSahagunr e cuei | | e | eAzteque® myant ganmugee s d 6
société indigéne avant la conquéte espagrbletranscritses récits danslistoire générale

des tioses de la Nouvellespagne La tomate y est décrite comme un aliment commun chez

les Azteques. Elle est notamment utilisée comme plante médicirelle sgmble répandy&

la fois dans les offrandes religieuses et sur les mar(Désnay, Laterrot et al. 20Q7).es

premiéres descriptions de tomate apparaissent dans les écrits des naturalisté8' thieh!

mais cellesci sont brevescar ellest ®moi gnent de | @e latomatedruct i on
Europe. Matthiolugl544)d ®cr i t ~ | a f o i te dahsGagpreriere égifiondes et |
Dioscorides La d®finition quoil donne en 1554 de
par Guillaume Rouillé (texte traduit en francais modernepbe pl u s, i noéoy a r|
gudon a commenc® r't evodidraubreeg gamnter @l st e, ron:

di vi s®e en cltes commg @Gad sp@®h@manrnts m¥dé&ashor gt
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guel ques plantes et rouges s uPromd 0 ahdétonesos . On
déor [ act uel lananate endtaliehOn lesinange comme les sudistes [frites
dans [ idiselies dorjnent envie de vomir et font souvent vomit.est intéressant de

voir que la premiere tomate décrite était fasciée et de couleur jaune ce qui lui a valu & nom d

«P o mioroxl & semble donc que les premieres tomates, introduites en Europe depuis

Me xi c o, avaient d® " subi un stade avanc® de
taille moyenne, du caractére fascié et de la couleur janEigure 114 montre la premiéere

i mage publi ®e de tomate r®ali s®e par Dodoens
publi ®es dans divers guides dobébherboristes ma
A B

POMA AMORIS& -
&»-—.'V_‘

‘.‘: ’ .“ :‘
¥’

Figure 1.14. Premiéres images de tomate publiées.

(A) Image publiée par Dodoens en 1553. Tiré de Daunay (0817)

(B) Planche de tomate dessngar Mattioli en 1590, dans une éditi@n allemand et en

couleur desCommentaires sur DioscorideSer vi ce de | a documentati
Strasbourg 24 nov. 2009.
<http://imgbasescdulp.ustrasbg.fr/displayimage.php?album=28&pos=¥72
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1.2.6.4.Linguistique
Le mot tomate proviendrait du mot espagntdraate» (prononcer tomatéui méme issu du
suffixe tomat| utilisé en langagaahualt (langue parlée en Amérique Centrti¢oujours
utilisée au Mexique). Le motomatl e s t souvent accompagn® dour
| 6identification de | a pl ant exaltth®t ouikibreatt On r €
D6 a p r Distionhaiee de la languenahuatl ou mexicainede Réni Siméon (1885)
(http://sites.estvideo.net/malinal/nahuatl.page.jtiel mot tomatl traduit la tomate actuelle

oulatomatillequi estl 6 e sRhysali®sp une autré&Solanacead 6 eé&xgdécrite forme des

fruits plus petits que ceux comeommunément en Europ&n nahuat] le préfixetoma
indiquent «faire sortir de prisom ou «ouvrir une chose. Il sembleraitdonc que le mot

tomatl désigne principalement IBhysalisdont lefruit estenfermé dans une capsule @it
consomme par les Aztéques. Le mipbmatls e mb|l e d®si gner | a tomat e
en Europe et ce mot est utilisé fazozomodq1531)dansCronica mexicayotpour décrire la

tomate cultivée. Le motalttomatldésigne la ¢omate des sables(Saracha jaltomatd. Le

mot miltomatl est relatif a uneespece de petite tomate verte et douce employée a des fins
meédicinales. De nos jours, a Mexico, les tomates cultivées sont toujours nommeées
« Xitomatl », «gitomate» ou «jitomate», les deux derniers prenant sans doute du premier.

Les peuples Maya (présemilus au Sud) utilisent une étymologie différente (avec le préfixe
«pb6aa)k et nbdont | amahuak. Leafait@uetdd ndme si diffeentsssoient
utilisés dans différentes régions etiuees semble appuyer une introduction ancienne de la
tomate en Amérique Centrale. Il est aussi assez hasardeux de conclure sur une origine de la
tomate ens 6 a p p U Yed nams donrga cette plante par les européedsnkins(1948)
montre quodil estaupremies®siathedorné adlatonsate Poimi del

Peru et Mala peruviana En effet, ces nomgtaent utilisés auparavant erirance pour

nommer ledatura Patura stramonium Il se peutaussiq u 6 i | y ai-¢t confusi c

Lycopersiconutiisée pa Gal i en au 1|l le si c¢cle alors que |

nouveau monde. Galien utilisait ce termepp@®s i gner | e datura ou | 6a
1.2.6.5.Usage

La tomate était donc utilisée dans la vie courante par les Aztéques. Elle étai utilisé
comme plante médicinale etle servait sans doute de condiment avec le piment dans la
r®al i sation de sauces. Léabsence de repr ®se
civilisations précolombiennes, traduit le fait que cette plante ne devais  °t re doun

majeurdans leur alimentaton Cbéest apr s | a conqu°te de Me:
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tomate est ramenée pks conquistadorsr er s | e Vi eux Monde. La t
conserv®e dans | es | ar didissémingedass tontele goartour st e s
méditerranéen ou elle reste peu consommée. Sa proximité botanique avec la mandragore lui

vaut d 6 € tomme umd plahté médicinal®n lui soupconne méme des propriétés

aphrodisiaques. Cer t ainterreger asw leg qualiggs nutationmedlasc e n t
gudapporterait |l a tomate au corps alors que
poison(Daunay, Laterrot et al. 2007) L6expansion de | a tomate p
| 6Europe mais | e fruit ndest consomm® que de

en plus de types différents apparaissest 1623, on connait gtre couleurs de fruitrouge,

jaune, orange et dof(€ox 20000 Des | i vres de recettes menti
dans la réalisation de sauces, de soupes ou bien dans des recettes ou la thiteatmestde

| 6huil e ou eacdrsomm®é¢ 6t (Dhunay,d aterrot Bt alv200etieg r e
espécecontinie °tre consi d®r ®e comme v®n®neuse not
qgub” | a feisiacle due leX pdmiétes variétés potageres appara{§smét and

Varoquaux 2006)Parallelement, la tomatest amenée sur I&NouveauContinent par les

colons britanniques mais celté était encore utilisée comme p@inte ornementale. La
consommation du fruit de -UnmsmGetta;ms coron®Ricantsde | e nt
semences incluent alors quelques variétés (au sens agronomique du terme) dans leurs
catalogues. La consommation et la production de ce fruitaissent ensuite une popularité

sans précédent et les sociétés semenciéres sélectionnent certains cultivars pour des caractéres
déint ®r °t agr on o meskdeelLadatuse altcame dercettd espese\perret

aux geénérations successives de @edder aux générations précédentes. Les cultivars
posdéspar certaines familles de cultivateysont transmis aux gérations suivantes ce qui

leur vaut le nom de &eirloom» (traduction anglaise dehéritage») (Bai and Lindhout

2007) Ces mémes familles sélectionnent alors demtioms ponctuelles apportant au froit

a la plante, des caractéristiques nouvelles, comme par exemple de nouvelles couleurs du fruit
(nair, blanc, violet foncé, orange avec des rayures vertes, etc.), de nouvelles formes (forme de
piment), mais surtoutne augmentation de la taille de cetui . Les vagues doi
récurrentes vers les Etdigis complétent la diversité des cultivars déja présentmda

Comme avec nodi mporte quelle plante aut ogame,
un hybb i de F1 entra”"ne un gain dans | a product
hybride. Les avantages apportés par les hybrides ont conquis les cultivateurs qui étaient préts

a payer le prix fort pour un lot de semences malgré le fait que la propadatices plantes

était impossible pour eux (ségrégation des caracteres a la génération F2). A partir des années
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70, les sociétés semenciéres se lancent dans des programmes de sélection ambitieux et
travaillent particulierement sur la résistance aux sti@ssiques et abiotiques (locus
i ntrogr ess®s ) p a,r Tableau 1-4),0lee epdenegts | Sadapygasi ol

conditions de culture et plus réecemment sur la qualité gustative et nutritionnelle du fruit.

Zone de diversité des especes
sauvages

OZone de diversit® de |
cultivée

#

—

Domestication:1**goul et doé®t r a
Mi gration vers ®e6anci e
goul et do®trangl ement

Diffusionen Europe, vers les Etats-Unis et
sélection moderne:3*™goul et do®t

Figure 1-15. Histoire hypothétique de la donestication de la tomate.
La répartition géographique des especes sauvages proches est limitée aux cbtes andines du

P®r ou et de | 6Equateur . Coest ” Me xi co gu
phénotypique pour la tomate cultivée. Seul un faible nembd 6 accessi ons a d¥%
enEuropeau8°si " cle et ce faible nombr eooth@@access

tomate cultivée moderne.
Les fonds de carte proviennent du DEMIS World Map Server.
<http://www2.demis.nl/mapserver/mapper.asp

En conclusi on, on sbdbaper-o0it que malgr® |
alimentation depuis son arrivée en Europe (et ensuite auxUkial peu de choses sont

connues sur son histoiencienne. Il semblerait que lorsque la tomate est arrivée a la Cour
Espagnol e, el l e avait ®t ® domesti qu®e et g L
histoire a travers les différents continents a entrainé une réduction considérable de ta diversi

g®n®ti que mal gr® | 6explosion de |l a variation
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de la diversit® est due " trois gp@ud et s d
domestication qui a sans doute débuté inconsciemment dans les vallees el | us qu 6
Me xi que, (1 i) |l e passage de quelques cultiywv
Europe et aux Etadnis qui a encore diminué lepool» de géniteurs utilisés dans les

programmes dsélection (Figurd-15).

1.3.La qualité du fruit chez la tomate
Plusieurs définitions peuvent étre données au terquakté» :
- Ensemble des caractéristiques d'une entité qui lui confére I'aptitude a satisfaire des
besoins exprimés et implicites. (ISO 9000 1994)
- Aptitude d'un ensemble de caractégiges intrinséques a satisfaire des exigences.
(ISO 9000 2000)
La qualit® doéune production v®g®tale seraeé
au producteur, au transformateur (production industrielle), au grossiste (production en frais)

Ou au consommt e ur . Pour | e producteur, | a qualit®
|l 6homog®n®i t ® de | a r®colte ainsi quo- | 6 a
pathog nes et faible besoin en i ntresemme ) . Le
|l a r®sistance de | a production au conditio
production et | es caract®ristiques visuelles

la transformation mais aussi les composantes phygsitoiques du produit qui détermineront

la qualité finale du produit transformé. Le consommateur qui est le dernier maillon de la
cha" " ne de distribution sera plus sensibl e

|l ors de | 6achatat iLom sduweprl ad uwiotn,s oanre st l a g

retenue.

La qualité chez la tomate edbnc un critére muktompositequi doit étre pris en
compteat ous | es niveaux doéutil i sat i aganolegique de |
du frut, plus particulierement, est plus difficile a aztériser ce qui complique la sélection
pour ce caract re. El'le rassemble | densembl
texture du produit. La flaveur est une combinaison des saveurs er@eass etelle se
caractérise paes composantes chimiques associées a la teneur en sucres, en acides et a la
composition en ar!mes. La compositio®w%doédun f

déeau, 5% de mat ientreautr80%cthe sompeenadb% dbaci
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8% de minéraux2 % dobéaci des ami n®s, de carot®nopudes
(Davies and Hobson 1981)a perception sucrée provient jodtairement du fructose qui
possede un pouvoir sucrant supérieur au glucesag¢charose étant présent en faible quantité

a maturité). La perception acide provientmajorai r e ment de | dacide <ci't

Certains composeés volatils ont été corrélés aescaldomes détectés par un panel de
dégustatior(Baldwin, Goodner et al. 2004) | | sembl e aussi quoi l e X |
au sein des consommateurs duareus préeférence (Causse, Buret et al. 2003)insi on
peut réaliser une cartographie des consommateurs européens en fonctios miéfienence

par rapporta la taille du fruit, la fermeté, ldouceure t | 6(Faussel Frigw@t et ah

prep).

La sélection moderne eonsacréb e auc o u pald@®@aerm®loirar ati on des

aux stress biotigues et abi ot i g onatasmmeatien s i g u
exploitant | 6effet doh®t ®r osi s (explaqu® p
supedominance)Bai and Lindhout 2007)Beaucoup de génes ont été introgressés dans les

|l i gn®es parental es 7 (Rgkand Ghetelad1®9%blCes mrogsessmm s S a L
ont introduit par la méme occasion des génes potentiellement défavorables pour & qualit

organol eptique. Lo ut i | nors(adniripening)detrie (ripenmiiga nt s |
inhi bitor) a permis dbéaugmenter | a capacit®

distribution. Ceci lié a des récoltes plus précoces lors de la maturatiorfruit pour
augmenter encore la fermeté, participe a une diminutiosadgualité organoleptique. Les
conditions de culture, le stade de récolte et les conditions de conservation sont autant de
variables environnementales qui ont un impact fort suu#ditg¢ organoleptique da tomate

(Baldwin, Nispeos-Carriedo et al. 2002; Aguayo, Escalona et al. 2004)

Un autre ph®nom ne responsable de | a di mi
existe entre les différents caracteres. Par exemple, plusieurs deu@dd. ont révéléune
corrélation négativentrele poids du fruit etle contenu en sucseet en acideg§Lecomte,
SalibaColombani et al. 2004; Prudent 200&e phénomene peut étre expliqué par des
variations de I'équilibre entre les entrées d'eau et d'assimilats dauns (€dichard, Bertin et
al. 2001) Il a aussi été demontré une instabittée | 6 e xdp cedans QTd(es a la
fermeté du fruit ce qui peut rendre difficile le caractérisatiofChaib, Lecomte et al. 2006)
1 exi ste aussi de nombrles@XL (Bshe®and damin ¥986) d 6 ® p |
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ainsi que des interactions entrertainsQTL et le fond génétiquglLecomte, Duffé et al.
2004)

De par | a complexit® inh®rente ° | 0®tude
moléculairesdescomposantes de la qualgst doéun i nt®r °t majeur p
les relations entre lagénétiqgdeu car act re et | 6effet de | 6en\

1.3.1 Poids du fruit

Un des caractéres de qualité les plus étudnezla tomate est sans aucun doute le
poids du fruit. Des QTLde la variationdu poids du fruit ont ét&létectéssur toutes les
populations deartographie existantes. Toutes les especes sauvages possedent desliuits de
a 15mm de diametralors queades fruits de plus gros calibre (diamétre supérieur a 3 cm) sont
trouv®s uniquement chez | 6esp ceuckallltea v@Reut L
analysée dans toutéss populations en ségrégatientous les chromosomes semblent porter
des QTL de poids fraiPaterson, DeVerna et al. 1990; Paterson, Damon et al. 1991; Eshed
and Zamir 1995; #ton, BeckBunn et al. 1997; Bernacchi, Be&unn et al. 1998; Chen,
Foolad et al. 1999; Lippman and Tanksley 2001; Sdlilblbombani, Causse et al. 2001,
Prudent, Causse et al. 2009)

Quatre QTL majeurs sont r espoatsnabpoes doéun
du fruit: FW1.1, FW2.2, FW3.1 et FW4.Inai s s e ul FW2.2 a pour I
(Tanksley 2004)Celuici se situe en position basale du chromosomeilZaeété cartographié
dans pratiquementtoutes les populations. Ce QTL explique 10 a 50% de la variation
phénotypiqugLippman and Tanksley 2001frary et al.(2000) ont identifié le géne sous
jacent au QJIREXquitode psud ing prdtéirseindaire a un oncogéne humain.
ORFXest surexprimé dans learpelles au stade padthésechez les lignées recombinantes
portant des petits fruits. Cetsarexpressiond e ORF&entraine une réductiate la duréele
la division cellulaire dans les carpeé s . Une ®tude plus approf ol
| @RFXmontre que la différence est due aun décalageidc doed pures siComai ne.
décalage est associé a des changements concawitann s | dacti vit® mitot
stades précoces du ddoppement du fruifCong, Liu et al. 2002) FW2. 2 nba pas
démontré sur le rendement ni sur la forme du fruit. Un autre @Eté identifie comme
responsabl e dbéune part i mpor t alrestaussigmpliqguéa v ar i

dansl 6or gani sati on st desadarmeleaQTle FWl13 célacalisetivecet dor

43



Synthése bibliographique

le QTL fasciated qui est responsable du ptodype fasciéCe phénotype estbservé chemn

grand nombre de variétés ancien(fégurel-16).

Figure 1-16. Différence extréme du poids du fruit entre deux especeB.6 apr s Tanks
(2004)

Un fruit i ssu &epimpirelefaiygmest présenid & \gauche. Un fruit du

cultivar Giant Red §. lycopersicuinest représenté a droite. Ce cultivar possede a la fois les
alleles «grosfruit » pourfw2.2et pourfas

1 sbagi t spossédard untgrardl @ombre deibfjep | us de 6 | oge:
une modificatioundkeatbeupresstoansdgdcription d
différence phénotypue (Cong, Barrero et al. 2008Fes facteurs de transcriptianaien déja
été déctisc omme contr * | ant schezd Maounbrres dédop game. C
étaet maj eurs et il est maintenant n®cessaire
faible car il semble que ce soit la combinaison allélique a plssiecus qui soitesponsable

du passage de petites basasivages a des fruits de calibre supérieur.

1.32. Forme du fruit

Les cultivars de tomates produisent majoritairement des fruits ronds mais de
nombreuses variantes sont éacva fes lugsspeuveGicétreme n o
aplatis ou allong®s jusquo- d e srtenientrandess pyr
poivrons. Les QTLUiés a la morphologie se répartissent eux aussi sur plusieurs chromosomes
(van der Knaap and Tanksley 2003; Gonzalo and van der Knaap 2@0Q) L fas est aussi
i mpliqu® dans |l a variation morphol ogiqgue <ca
aplatir les fruits. Un autre QTL mddint le nombre de loges, LCN2.1, a été cartographié sur
le chromosome 2 mais son effet est beaucoup moins fort que cdhs (Ba 4 loges pour
LCN2.1 et | us quad. Quand lassallelescavahtédgeup dewces deux locus sont

présents en ménemps, ils interagissent de fagépistatique pour produire des fruits avec un
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nombre encore plus élevé de lsgBarrero and Tanksley 20Q4)es QTL responsables de la

variation du nombre de loges ont un effet sur le poids du fruit et sur la forme générale.

ovate

1s8.1 %wa.Z - s
— fasciated —> SU
locule-number [ Cell enlargement >
[ Floral development Cell division > [_Ripening >

: ¢

o je———— anthesis ——>p4

150004

Cell size (um?)

3.50% 7+ o .

3.00% 1 0 E
s 2
.E 2.50% - w0 3
O 2.00% 1 g
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p= 20 K
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0.50% 1

0.00% -

o &
\

1 \

\

2 4 6 8 10 12 14 16 18 24 30 36 42
Days after pollination

Figure 1-17. Etapes du développementufruit de tomate. D6 apr s (ZD@)n ks | ey

Le d®roul ement de | 6expression des g nes qui
en haut de | a figure. Débautres g nes affecte
de | eur activit® sur | e coomntr!!l e du d®velopp

Si on ne so6int®resse quob  oJatgsumebRS8nkesond u f r u

responsables déune part i mport avetsuwslargeerdd a v ar
fruit (609%unkdef4f0e dpireafedaestdeupapulations différentes). Le
QTL ovatea ®t ® cl on® et l e g ne responsable de

correspond a une nouvelle classe de protéine régulatrice présente dans (¢inoy&an Eck

et al. 2002) Ce gene est exprimé précocement dans le développement du fruit (moins de 10
jours apr s pollinisation) et jusqud”™ deux s
caractere allongé du fruit induit un codon stop dans lxidme exon du géne. Bien que les

locus ovate et sun causent une forme allongée du fruit, il existe des différences
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morphologique et au niveau du développement. Le @Vhte crée une élongation
asym®trique telle que, | 6 @Gmportardeaqud celle dudbas h a ut
(forme pyriforme)ynesad ouvnai goemd 0ef 6 estmestt @ v o pd e
aussi pl us tovateditf nduae | ¢ @luviguaedd dur ant | a pha
QTL FS8.1 induit une forme earré» du fuit. Ce caractere a été utilisé en amélioration
variétale des cultivars destinés a la production industrielle et a notamment permis
ddbaugmenter | a r®sistance m®caniqgue du fruit
développement utilisant degtiées quassogéniques ont montré que les changements dans

la forme du fruit induits par FS8.1 commencaient tres tot au cours du développement floral et
carpellaire (Ku, Grandillo et al. 2000)La Figure 317 montre les différentes étapes du

d®vel oppement du fruit avec |-Gessypressi on des

1.33. Couleur du fruit

La majeure partie des variations dans la cautkeufruit est due & des mutations dans
les enzymes de la voie de biosynthese des caroténoides. La couleur du fruit est la résultante
des couleurs de |l a chair et de | 6®pi der me.
relativement faciles alireetqgu acc®l rent | 6i dejatants(Paranandi on d
van der Knaap 2007)Les protéines ayant un rdle dans la biosynthése des caroténoides
peuvent étre prédites par des études biochimiques. Ces génes sont donc identifiés en
construisant des mutants 0% | desxrpits eedssdeon de
tomate contiennent de la chlorophylle et des caroténoides comme la lutéine. Chez les
accessions de la séfiilycopersiconlors de la maturation, les chloroplastes se transforment
en chromoplastes donnant la couleur rouge du fruit. rhér voie de biosynthese des
caroténoides ainsi que les mutations impliquées dans la couleur du fruit sont indansks
Figurel-18.

La couleur jaune du fruit est contrélée parle loBUsc hai r j aune)r. Lo6al
posséde une mutation dares genePSY1qui code pour une phytoéne synthase 1. Cette
mutation induit une protéine tronquée incapable de convertir le geranylgeranyl diphosphate en
phytoéne (Ray, Moureau et al. 1992; Fray and Grierson 19%3usieurs locus sont
responsables de la couleur orangée du fruit. Le Ideltacorrespond a un géne codant pour
| a | y cayglasefRenemn) CarmeGorenetal. 2000L 6al | | e donnant | a
provient deS. pennellie t conf re une sur exyplase e danoune de |

accumul adaroténa pluibequaide lycopene.
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Geranylgeranyl pyrophosphate

r
PSY2 | —— PSY1

Phytoene
l PDS
g-carotene
CRTISO
tangerine+ l ZDS
Del Lycopéne

LCY-E /}( LCY&&

u-carotéene
LCY-B l

U-caroténe
CRTR-B
CRTR-E l

Lutéine

| Inhibition de Iactivité

I—»augmentation de I@ctivité

og
B
CYC-B

b-caroténe

CRTR-B1 l l CRTR-B2

Zeaxanthin

l ZEP

Antheraxanthin

l ZEP
Violaxanthin
l NXS

Neoxanthin

Figure 1-18. Voie de biosynthese des caroténoides chez la tomate et localisation des

mutations ayant un effet sur la couleur du fruitD 6 a p r

s Paran(2edt). van de

Les mutations ayant un effet sur leépbtype sont indiques par les barres rouges et les noms

des phénotypes associés sont aussi colorés en rouge. Les enzymes de la voie de biosynthése
sont les suivantesPSY1, chromoplasspecific phytoene synthase PSY2, chloroplast

specific phytoene synthase PDS, phytoene desaturaseZDS, e-carotene desaturase
CRTISO, carotenoid isomeraseCYCB, chromoplastspecific lycopenéb-cyclase; LCYB,

chloroplastspecific

hydroxylase;CRTRB2, = chromoplast

lycopene b-cyclase;
specific

CRTRB1,
b-ring

bring
ZEP,

chloroplastspecific
hydroxylase ;

zeaxanthinepoxidase; NXS, neoxantBynthase LCY-E, lycopene etyclase; CRTRE, -

ring hydroxylase

Un autre mutant entraine la coloration orange du friaihgerine(lsaacson, Ronen et

al. 2002) TANGERINEcode @ u r

une

carot®nopde i som®r ase

chez le mutant. Un autre locus est responsable de la couleur orangée naturelle desSruits de

cheesmaniae L es fruits

de

cette esp-caraenecqoenldsi enne

fruits des autres espéces sauvages (ho@nipimpinellifoliun). Le geneBETA responsable,
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code pour uayoaselspédfigye duckronfoplaste. Le phénobjgeold (og) est
dd a un allele récessif de ce géne. Les mutagntsontrent une augmentation sificative de
la concentration en lycopéne dans le fruit ce qui donne des fruits avec une couleur rouge

profond(Ronen, CarmeGoren et al. 2000)

En plus de g nes affectant directement I
déautres mutat i on sédqlacouleundu frufParancaadvan dér &naapt e n s i
2007). La couleur marron de certains fruits est due a la concentration dans le fruit a la fois de
caroténoides rouges et de pigments chlorophylliens verts (normalement dégradés a maturité).
Les deux locugreen flesk(gf) etchlorophyll retainer(cl) sontresponsables de ce phénotype.

Les fruits violac®s accumulent plus ddant hoc
au locusAnthocyanin fruit(Aft), une mutation dominante introgressée a parti dehilense

Aft est un géne orthologue au géieresponsable du méme phénotype chez le piment. Ce

géne est luméme homologue ANTHOCYANIN2 un facteur de transcription contrblant

| 6expression des g nes dans | A thakahae de bi osy

La couleur rose des fruits detomattesdue ~ | 6absence de pi gme
Ce phénotype est conditionné par la présence du jodies combinaisordes mutations aux
locusy et r confere au fruit une couleur qui peut aller du jaune péle au bigricet hp-2
(high pigmentl et 2) ® n t deux |l ocus responsables de | 6:
caroténoides, flavonoides et vitamineslP-1 code pour un géne orthologue de
DEETIOLATED1 (DET1) et HP-2 code pour un orthologue dgV DAMAGED DNA
BINDING protein ODB1), tous deux identifig chezA. thaliana

La figure 1-19 résume les locus majeurs identifiés, responsables de la diversité
morphologique du fruit chez la tomate
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Figure 1-19. Carte de synthése des différents génes identifiéesponsables de la

diversité morphologique du fruit chez la tomate.

Les genes impliqués dans la variatidela couleur du fruit sont indiqués en rouge, ceux
impliqués dans la variation du poids du fruit sont indiqués en vert et enfin ceux impliqués
dans la variation de la foendu fruit sont indiqués en bleu. Pour chaque chromosome, les
marqueurs sont indiqués en noir. Le géeen augmentant le nombre de Iegeodifie le

poids et la forme du fruit.
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Les variations de couleur ne sont pas contralgeguemenpar des genes naars. Il existe
une variation continue qui est mesurée en utilisaetéahelle colorimétriquéOn cherche a

metre en évidence la déviation des teintes par réflexioanetonvertie cette déviation en

coordonnéesdans un espace colorimétrique. On wilis not a mme nt | 6espacc¢
d®vel opp® par | a Commi s s iCetespdcgetmetdaanattérisen al e d
une coul eur 7 | 6ai deetdddeuxrpargmétremadécrivantdmte®ési nt e n s

QTL liés a ces trois composantes aofte cartographiés sur la population de lignées
recombinante$. lycopersicunx S. pennelli{Yong-Sheng, Amit et al. 20035eize QTLont

été identifiés mais seulement trois correspondent a des mutations déja conBugDel).

Les séquences de 23 genes codant pour des enzymes de la voie de biosynthése des
caroténoides ont été cartographiées et seulegirgtco-localisent avec des QTL. Ceci

i mplique que | es g nes de | a v oariationdbservba. osynt
Des études génétiques de la variation de ces trois composantes de la couleur ont été realisées
chez wune popul ation de | ign®8.d extwlentimtS. bgr es s |
cerasiforme(SalibaColombani, Causse al. 2001) Sur huit QTL identifiés, seuls deux-co

localisent entre les études précédentes. Le QTL a2.1 est commun entre ces deux études, et co
localise avec une phytoéne synthase et une Rlgstidassociated protein qui est impliquée

dans le transpodes caroténoides vers le chromoplé¥tang-Sheng, Amit et al. 2003)

1.34. Contenu en sucres et acides

Le contenu en sucres peut étre mesuré de plusieurs fagons. Les sucres comme le
glucose et le fructose peuventedlosés par réactions enzymatiques et par HPLC (High
pressure Liquid Chromatography). Ces mesures sont lourdes a mettre en place alors la plupart
des ®tudes g®n®tiques se sont concentr ®es s
(Soluble Solid Contet ou SSC), mesuré par réfractométrie sur la pulpe du fruit de tomate. Le
SSC mesuré en degré brix est fortement corrélé a la concentration totale en sucres mais aussi
en acides organiqué€Bulton, Bucheli et al. 2002Eshed et Zamif1995) ont détecté 23 QTL
pour le contenu en solides solubles et 14 QTL pour le rendement en sucres solubles (en
combinant rendement en fruit par plante et S
S. pennellix S. lycopersicumLa plupart de ces TL co-localisent avec des QTL de poids de
fruit avec desffetsalléliques opposeés. Ceci est dU a la corrélation négative qui existe entre
ces deux caracterdgshed and Zamir 1996)a Figure 1-20 représentaine synthese des

différents QTL identifiés poule poids frais et la teneur en sokdsolubles|l y a pour la
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Figure 1-20. Carte de synthése des différents QTL responsalsi@ans la variation du

poids du fruit et de la teneur en solides solubles chez latomaMo di f i ®s dbéapr s
(2008)

Pour chaque chromosome, les marqueurs sont indiqués en noir. Les QTL de poids frais sont
positionnés a gauche de chaque chromosome et les QTL de teneur en solides solubles sont
positionnés a droite. En rouge, sont indiqués les QTL détdatésau moins une population

utilisant comme deuxieme parent une accession de la Balyeopersicon(fruit rouge a

maturité) .En vert sont indiqués les QTL détectés dans au moins deux popultisant

comme parent sauvage une accession de laEs@ogersiconou Neolycopersicoiffruit vert a

maturité). Les différentes populations sont indiquées dans le tabRau 1
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plupart des régions chromosomiques impliquéedpcalisation entre QTL de poids et QTL

de teneur en solidesolubles (sucres et aces).

Un de ces QTL, brix2-5 oulin5 (haut du chromosome 9 été cloné et la différence
phénotypique entr8. pennelliiet le cultivar M82r ®s i de dans une mutati ol
codant pour une invertase pariétéfeidman, Pleban et al. 2000} ette mutation entraine le
changement dobun acide amin® proche du site
| 6enzyme il dsaBapenseiiA@ejourlinfest | e seul QTL resp
différence du contenu esolides solubles cloné chez la tomate. Des QTL liés a la teneur en
sucres (concentrations obtenues par dosage enzymatique) ont été cartographiés sur la
populationS. . cerasiformex S. |. esculenturdéveloppée a Avignon. Quatorze Qdont été
identifi ®s et | aocgtiseni avacrdés QdLodenedr eresolides zolulies
(SalibaColombani, Causse et al. 2001; Causse, Sé@liflambani et al. 2002)

Tous les génes codant pour dagynes qui entrent dans le cycle de Krebs, le cycle de
Cal vin ainsi gue dans | es flux dbéeau, l e tr
potentiellement des genes candidats pour la teneur en sucres et en acides organiques et donc
pour la teneuren solides solubles. Causse, Duffe et(2D04) ont cartographié 63 génes
codant pour des enzymes impliqués dans le cycle de Calvin, la glycolyse, le cycle de Krebs, le
m®t abol i sme des sucres et de | 6ami don, l e t
métabolisme primaire, sept géenes $ifiees du cycle cellulaire, 14 génes exprimés durant
| 6®t ape de division cellulaire dans | e frui
doexpansion <cellulaire. Des QTL de poi ds d
organiques ont été cagaphiés sur la méme population. Certains QTL de poids de fruit co
|l ocalisent avec des cyclines impligu®es dans
et de contenu en solide solublelooalisaient avedin5 identifié auparavant, avec des géenes
codant pour la grande et la petite sausm i t ® dghucose pyrdplRosphorylasene
invertase vacuolaire et une fructokinase. Des QTL de teneur en acides organiques co
localisaientavec une phosphoenolpyruvate carboxylaggiquée dans les voies cortadt la
bi osynth se de | 6acide maliqgue et <citrique,
ont un rble central dans tlycolyse,l'enzyme NADPmalique la PEP carboxykinase, ainsi
gue des enzymes liées au transport des sucres ou acides gwhwsplacuolaire, ATPase

vacuolaire et aquaporines spécifiques du fruit).
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Une combinai son déoanal yse de s®quences
all ® iqgue de g nes candidats et do®val uati c
composition en mébolites a été utilisée dans une étude plus récente pour identifier des génes
candidats responsables de certains QTL de teneur en métabolite et de refBemardez,

Urias et al. 2008)Ces approches de cartographies combinées de QTL et de génes candidats
ne valident en aucun cas leurs réles mais les génlesaisant avec des QTL peuvent par la

suite étre validés génétiquement ou fonctionnellement.

1.3.5. Maturation du fruit i fermeté

La maturation des fruits implique de nombreux processus intervenant dans la
production des caroténoidesdes composés aromatiqueand des modifications du contenu
ensucres et acides ainsi que dales modifications @l la texture du frui{Giovannoni 2004;
Barry and Giovannoni 2007)La tomate est un fruit climactérique, caractérisé par une
augmentation brusque de respiration au début du processus de maturation qui est

accompagn® par | a(Figuet-2luct i on doé®t hyl ne

/" —__ Respiration/production do tByléne
............ < ... Ramollissement

----- ‘Caroténoides

_______ - - --—- Division cellulaire

Expansion cellulaire

Jour apres

I

Figure 1-21. Changements majeurs dans le développement du fruit pendant la
croissance et la maturatonD 6 apr s RIPa%enGiogannorg2004)

Le d®I aanthésend) us g béau st ad efruivayantattemtasa tailie déinalé¢ V M
avec graines mdres), tournant;(premiere accumulation visible des caroténoides) et rouge
mar (R) peut varier de facon importante entre cultivars. Les lignes indiquées sahéma
correspondraient a un cultivar ayant des fruits moyens &slggecm de diameétre).
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Les mutants de maturatioipening inhibitor(rin) etnonripening(nor) ne produisent
pas do6é®t hyl ne et poss dent uwerreit miraliebfiuis quan-
produits par ces mutants sont beaucplys fermes et peuvent étre conservés pendant un
temps supérieur par rapport aux fruits produits paptieges ne possédant pas le phénotype.
Les géneRRIN et NORcodent respectivement poune protéine de la famille des MAB#®X
protein et un facteur de transcription. Ces deux genes ne semblent pas étre impliqués dans la
voi e hormonale de | a maturation (i nM®egendant
Vrebalov et al. 2002; Vrebalov, Ruezinsky et al. 20025 plantes homozygotes paur et
nor montrent un phénotype extréme et ces mutations ne sont donc utilisées, en amélioration
vari ®t al e, quao- | 6 ®t at h @utré® rmatatipng dommantdsaonts | e
été identifiées mais ont un effet beaucoup plus fort que les deux précétlergéaeNever
ripe (Nr) code pour un récepteur éthyléniqiéilkinson, Lanahan et al. 1998} lesmutants
Greenripe et Neverripe2pr ®s ent ent une r®ducti Barrydwrel | a s
Giovannoni 2006)Pour les mutastGreenripe et Neverripe2, i sbagit doune
dans une protéine codant pour une protéine de fonction inconnue mais qui parieipe
signalisati on h o€mamaatte phémotgpe mltaht@ouh lg mhaturation du
fruit est appar spontanément dans une population commerciale et se cartographie sur le haut
du chromosome ZThompson, Tor et al. 1999) es fruits de ce mutant montrent une
r®duction de Il a production dé®thyl ne, une
j aune ai nsi gudun p®ricarpe non pi gaatdmt ®. L
®pi g®n®ti que spontan®e du pr ocboo(Mamninm, Tdr&un g r
al. 2006)

La fermeté du fruit imptue principalement des mécanismes biochimiques et
physiologiques relatifs a la structure des tisspgession osmotique des cellules, adhésion
cellulaire, rigidité et élasticité des parois cellulaif€haib, Devaux et al. 2007Toutes les
enzymes intervenant dans le métabolisme dearois cellulaires comme les
pol ygal acturonases, | e s -ggaetosidasm des xyl@gtudagel e st ®
endotransglycosylases et les eifidb,4-glucanases sont des protéines candidates pouvant
affecter la fermeté du fruit & maturatigBrummell and Hapster 2001) La composition des
espaces intemembranaires, notamment dans la lamelle moyenne, pourra modifier la texture
et la fermeté du fruit. A maturité, ce sont les polygalacturonases qui hydrolysent les pectines
et diminuent la cohésion cellulairea pression osmotique des cellules est dépendante des

échanges en solutésen eau entre les cellules et le milieu extérieur. Ces échanges ont lieu au
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niveau de la membrane plasmique et sont assurés par des prot@iaes tel qudes
aguaporines. Touteesenzymes ont donc potentiell ement cand

la fermeté du fruit anaturité.

Plusieurs études ont utilisé la seule population isecifique développée chez la
t omat e. 1 sbagit doune p o moderaeti loesculéntujn s a nt
possédant des fruits de calibre élevé mais des qualités organoleptiques tres moyennes et une
tomate de type ceriseS( |. cerasiforme aux qualités organoleptiques appréciées par les
consommateurs mais avec des fruits relativanpetits. Cette population @ermis de
cartographier des QTLés a la qualité du fruit. Etant donné que les analyses sensorielles
n®cessitent un | arge panel de d®gustateurs ¢
sont excessivement lourdes attreeen place. Les études de Salib@lombani, Causse et al
(2001)et de Causse, Sali#tzolombani et a(2001) permettent de relier les QTL sensoriels a
des QTL de caractéres physichimiques (fermeté, conceation en sucrelFigure1-22). On
remarqueraque ks QTL liés a la qualité 6 o r g e&em kchisten»t en particulier sur le
chromosome 2 le chromosome 4 et 9Causse, Salib&€olombani et al. 2002)Les
composantes de la texture et de la flaveur ont, ensuite, été évaluées directement par des
mesures physiqgues ou des dosages. Cette popu
la tomate cultivée tduen étant génétiguement polymorphe. De plus, les QTL identifiés sont

potentiellement des QTL impliqués dans la domestication de la tomate.

LO®tude des bases g®n®tiques de | a qual.i

différents qui intégrent, euméme, de nombreux processus indépendants ou interconnecteés.

La complexité de ces caracteres explique sans doute pourquoi ils étaient relativement peu
travaillés en amélioration variétale par rapport aux résistances génétiques, aux capacités
d 6 a d a mtdiférent® modes de culture ou encore au rendement. Cette complexité reflete
aussi le besoin de compléter les schémas de sélection traditionnelsS#ev! |§Sélection

Assistée paMarqueurs présentée dans la premiére partie de ce chapitre) afin de plirg
facilement les différents caractéres lors des générations successives. Ceci implique donc une
meilleure connaissance a la fois moléculaire et physiologique des caracteres qui contribuent a

la qualité du fruit.
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Figure 1-22. Carte de synthesalesQTL de qualité de la tomate basée sur une population
intrasp®ci fique de RIL (Recombinant Il nbr ed
entre une lignée de type cerise et une lignée de type moderbed a p r  sCol@nbdnii b a
Causse et 4P001)et Causse, Salib@olombani et a(2001)

Les noms des marqueurs sont indiqués a droite des chromosomes. Les QTL détectés par CIM
(Composite Interval Mapping) et IM (Interval Mapping) sont indiqués en lettres normales et
ceux détectés uniquement par IM sont indiqués en italique. Les caractéeres analysés sont
poids du fruit (fw), diametre du fruit (fd), fermeté (fir), élasticité du fruit (ela), couleur (L, a,

b), poids de matiere fraiche (dmw), teneur en solide solublg teseur en sucre (suc),
acidité titrable (ta), pH (pH), teneur en lycopene (lyc), teneur en caroténe (car). Les autres
QTL indiqués correspondent & 18 composés volatils aromatiques.

Les carrés représtent les QTLdétectés par analyse sensorielle. Ergeosont indiqués les

QTL liés a la saveur, en vert les QIli¢s a la texture et en orange les régions présentant a la
fois des QTL de saveur et de texture.
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l4Contexte et objectif de | 6®t ude.
Il'y a eu ces dernieres années un intérét croissant pourtli | i sati on de

naturelles avec différents objectif@Veigel aml Nordborg 2005) Tou't déabord,

®vident que | 6®tude ddédun caract re par carto
déi denti fi er | descectractere maiseute la®atagiaphie géa&iqudiete

les mutations impliguEsin naturad ans | 6 ®v o blcut.i oMi ndse ,ceslivion s
bases mol ®cul aires de | 6adaptation “ un env

espéce a la sélection, il faudra vérifier aprés identification des locus respongabléss
polymorphismes identifiésont bien présents dans un échantillon plus large que les deux
lignées de départ. Il faudra aussi valider la corrélation entre les variations moléculaires et
phénotypigues dans cet échantillon. Lippman, Cohen €R2@08) offrent un exemple de

clonage positionnel chez la tomate ou le polymorphisme identifié est responsable du
phénotype dnflorescence composéedans la population de cartographie mais aussi dans une
collection de ressource génétiquees populations en ségrégaticsont, en principe,
construites 7 partir de deux |l ign®es fix®e:
variations présentes uniguement entre ces deux lignées. Il y a donc de forte chance de
néi denti f i emartqgesdvariations fesponbables du caractere. De plus, malgré

| 6efficacit® de | a ¢ eellecio gooud pénératement@s) @tsigawea ud e
clonage ésgene responsabke ou demande un travail spécifiquésembleaussique cette
appiochene soit pas efficace pour identifier des genes agseffets relativement faibles.

Un avantage cons®quent dans | 6utilisation
ressources génétiques sont directement exploitales n 6 e s t p ale crépr@le e s s a i
popul ations synth®tigues ce qui i mpli que n®a
posteriori Par ailleurs, durant leur histoire évolutiies populations naturelles accumulent

théoriguement de nombreux événements de recombinaisoqui augmente la résolution

g u 0 o fcésmpapulationdans une approche de cartograpbiem des freins 7 | 6L
ressources géeneétiqugs o u r identi fier direct emenastlel es ba
nombre de marqueurs moléculaires némiess p o u r couvrir | 6ensembl e

| 6esp ce travaide®ei f Acatai dmides marqueur s e
échantillon représententun effort humain et financier important. Cependant avec la
diminution des colts de séquegca et de g®notypage (notammert
nouvelles technologies de séquencage ou technologextkGeneration») ce frein est en

train dé°tre | e v ®, ded maintdnant,sde ncbmmencen ® comcewia i r e
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I uti |l i sat i oénétiguesspour identdier les lbases majeculaires de caracteres

o
(@)

6i nt®r°t, parall | ement ° |l a cartographie g

Cette méthodologie ne semble pas applicable a des especes fortement autogames, si
el l e est wutilis®e dan smecausabdu phémbtpe étwedie.tEn dffete r |
|l es recombinaisons, dont | e taux d®ter mine |
méiose mais elles sont inefficaces car les individus sont homozygotes pour une grande partie
du génome. La tomate nensiele donc pas étre, priori, un modéle efficient pour utiliser la
g®n®ti que dbéassoci at i on-acertiaux QTLOCedagurhentfeste r I
appuyé par une étude réalisée par van Berloo €2@08)qui utilisent des marqueurs AFLP
et ®t udi ent l e d®s®quilibre de I iaison entr
accessions de tomate ceri se. Le DL s6®tend

rapport a des populations en ségtigaen termes de résolution (Figuré)l

Nesbitt et Tanksle¥2002)o n t utilis® une m®t hode <cl adi
associations statistiques entre le poids du fruit et des polymorphismes moléculairéésdent

dans le genéwv2.2 (Frary, Nesbitt et al. 2000)Is ont, pour cela, séquencé le géni.2 son

promoteur ainsi gue dobéautres | ocu&®t sdug lees:
focali s®e sur un nombre | i mi Le®auttidrsase focalsenti o n s
sur ces accessions car elles présente des poids du fruit 1T nter m®«
S. pimpinellifoliume t | 6 esp Scleexuentun lievp@ids du fruit fait parti du
syndromede domestication de cette esp ce. On so
| 6anc°tre de | a t o grastfrait» et petit fruit ®au nivedueds locad | | e

fw2.2 Cdest e ’ur cee hypattesenque les auteurs esperent identifier le

pol ymorphi sme responsable du ph®notype par ®
Aucun polymorphisme ne ressort associé au poids du Matbitt et Tanksley

découvrent cependaqtie la diversité moléculaire estu p ®r i eur e dans | a par

dans le gene lunéme (Figurd-23). Les auteurs estimedobnc que le polymorphisme causal,

dans | a var i at fwdZise trdue g de sasrégiomprochatrice séquenceée.

Une autre hypotheése, plus vraigdable, admet que la variation du poids du fruit chez les

accession$. |. cerasiformaeraitimputatd © | a c omb i n ade gomsdu fiui.aut r e s

Les auteurs montrent aussi que le locus des accessions de tomate de type cerise est une

mosaique de poy mor phi smes dbdéorigine sauvage et cul't
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Variability
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Variability

fw2.2

and Tanksley2002)
Léanal yse est

sur la région déw2.2i ncl uant | e “ne, | a

g

orf44
Figure 1-23. Etude de la diversité nucléotidique dans la région dwv2.2 D6 a p r

s (Nesb

r ® ael(Slidin@ @indow Analysis of Rucleotd vayiabilitg)s a n t
r ®gi on

promotr

adjacenteorf44. Les codons des genes sont indiqués par des barres noires sous le graphe. (A)

L a

mo y e rcartdypesontcalcl@é&ssur toute la séquence. (B) Les moyennes et les écarts

types sont calculés séparément pour les régions en amont et en aval du premier nucléotide de
fw2.2 (abscisse 0). Les barres horizontales pleines représentent les variabilig@sespyes
barres horizontales pointillées représentent les écarts types. Les séquences utilisées pour le

calcul ne comprennent que des accessiimstements auv ages

(paS. l.ddacc:

esculentumni S. |. cerasiforme Les mutations partagées pautes les accessionsgros

fruit » (synapomorphies) sont indiguéespan @ en dessous

de

entre

Cette position @dmixtureé des t omat es

dohybridations fr®quentes

du graphe.

ceri s

type
e compart.i

observation avait déja été faite en analysant la diveggitétigue de tomates sauvages et
cultivées avec des isozym@gick 1958; Rick and Fobes 1975; Rick and Holle 1980avec

des marqueurs RFL{®iller and Tanksley 1990)
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Loéutilisati on ddmixtpes p wlheaetzi olnhuenmai ¢ a per
plusieurs locus liés a la prédisposition a certaines malédedin 2007) Chez | 6 humai
DL so6®tend sur (Rerclk Calgll ztaal. 2091fedgei inllmue un grand
nombre de marqueurs moléculaires pour identifier les polymorphismes responsables de
pathologies. Un mélange récent de deux ou plusieurs populations difé&®n
génétiguement, va avoir pour conséquence une augmentation du DL et va donc réduire le
nombre de marqueurs nécessaires. La cartographiegganixture» (admixture mapping) est
semblable a une étude de cartographie utilisant des lighées n t enents mvancés €AlL
ou Advanced Intercross Lines) (Figute24) (Darvasi and Shifman 2005LCette méthode
permet de réduire le nombre de marqueurs. Elle esttel@mmme efficace, relativement
robuste(Seldin 2007)et elle préseng des caractéristiques intermédiaires entre les analyses
d Gsociation et la cartographie génétique (Tablke5). Chez le peuplierRopulus sp.ainsi
gue chez le tournesolHélianthus sp, deux especes préférentiellemealiogames,
 Gutilisation doindividus recombi n@netere nat u
ddbaugmenter | e DL et donc, de d®vadnixtumper de
avec un nombre de marqueurs réd@Rseseberg and Buerkle 2002exer, Buerkle et al.

2006)

Les avantages apport ®s par cette strat®
préférentiellement allogames ne semblent pas convenir a une espece autogame. La tomate
cultiv®e, comme nous | 6 a veositéggénetigue maisrueg@mié € u n
variabilité phénotypique pour des caractéres lies a la qualité du fruit. La génétique
débassociation exploite |l a diversit® g®n®ti g
complexes a des génes ou polymorphismesuasi{(Zhu, Gore et al. 2008)0r, chez la
tomate cultiv®e, |l a faible diversit® g®n®t i q
identifier des |l ocus doéint®r °t.

La position« admixée» des. lycopersicumvar cerasiformepermettrait de profiter a la

fois du polymorphisme moléali r e pr ®s ent chez | 6esp ce s a
ph®notypigue pr®sente chez | 6esp ce cultiv®:e
cerise maintenue ~ 1 06Unit® de G®n®ti que et

doAvignon setmbd eurmdo®c hantil |l on doi nt ®r °t p

cartographie par admixturee chez une esp ce cultiv®e aut o

nous avons voulu tester.
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(RIRINIRIR RN R RNNRN
' ! v ! ' ' ' '
e

b o N N
| | |

||

Atteint v Sain
Localisation du géne responsable ====-

Figure 1-24. Sch®ma dobéune p asipouechadun des individosods o nmee
population en«admixture ». D 6 a p arvasi ard Shifma(2005)

Un groupe atteint (pour une maladie donnée) et un groupe sain sontmggEégparément en

bas du schéma. Pour undividu san (fleche pointillée), tous les ancétres durant les 4
dernieres générations sont représentés. La stratégie de cartographaelmpartire» consiste

a scanner le génome et a identifier des régionsavec ex ¢ s dobéapparent eme
groupe atteint par rapport au groupe sain, en supposant que la population rouge possede

|l 6all | e de pr®di sposition.
Cartographie Cartographie par Analyse
génétique «admixture » ddéassoci
Puissance statistique Faible Forte Forte

Nombre de SNPequis pour un scan

i . Faible Faible Forte
du génome entier
Sensibilit® ~ | 6t Faible Modérée Forte
Résolution de cartographie Faible Intermédiaire Bonne

Tableau 1-5. Principales caractéristiques desstratégies de cartographiesDd apr s Dar v a
et Shifman(2005)
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Mes travaux de thése ont visé a étudier la structure de la diversité gémnienguen
échantillon de la collection de tomates cultivées et sauvages, maintenue et caractérisée a
| 6Uni t® de G®n®tique et Am®l i oration des F
principal ement ¢ omp oSsIRescdléntumtS.¢ sesasiformeminsidgges t y p e
dbéaccessi onSspmgieellifélidmele pbutde da thésestait de valider la position
mosaique du génome des accessions de tomate cerise en utlisant des marqueurs
microsatellites (SSR) répartis sur tout le génome. Lesabmnde génotypage couplées aux
données de phénotypage de toutes les tomates de type cerise et de certaines accessions
sauvages et cultivées ont permis de définir différentesrec collections> emboitées,
maximisant a la fois la diversité génétique etritgpique. Deux approches ont été menées
en parall | es. Tout d 6 a b ogemk candidat ssur unolecisu t e s
identifié précédemment par clonage positionnel. Ugere collectiore a per mi s doéan
la diversité moléculaire du QTL ctdlant la variation du hombre de loges. Une deuxieme
approche, gue | 6 Whole ClerambsonteuAadlysisf a éértestéee Cette
®t ude sobest focali s®e sur |l e chromosome 2
échelles distance génétiqudarge, distance génétique fine et distance physique. Le
chromosome 2 a été choisi car de nombreux QTL organisés en cluster ont été détectés sur ce

chromosome (Figure-25).

H33M59-215C*
N Figure 1-25. Carte synthétique des QTL
o cmas de la région du chromosome 2 étudié paou
s i | 6architecture et | a com
T e frut. D6apr ~ s L e «olombaniet Sal i b
T R S al. (2004)
it = o Les QTL ont été identifiés avec une
- . } naresan population de RIL issue du croisement entre
o o Ibm_.‘dmwn.mmm, une tomate de type cerise et une tomate de
R 5 type moderne. lls sont indiqués & gauche du
Iqm-_n::____T[ﬁ;:é,_u_n}l_._l":_ﬁ_ﬂ_.ggzla____; - chromosom_e et la position de chaqge QTL a
sz g TR oo N été déterminée par la valeur maximale de
i LOD. Les intervalles portant les QTL
| I — identifies par cartographie de substitution
‘“2|- - sont rgrésentés par une fleche, a droite du
P s, Tow2. ocose chromosome. La longueur de la région est
""""""""""" indiquée entre parenthéses aprés le nom des
=
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Les conditions optimales pour mener de f a
le génome chez la tomate sont inféragsartir des résultats obtenus sur ce chromosome. Des
associations entre polymorphismes moléculaires et phénotype ont été recherchées. Les
informations de s®quence obtenues pour | b6ana
vraisemblance de diffénts modéles évolutifs en utilisant une approche basée sur la
coalescenceCertains SNP identifiés par séquencage ont permis de construire quatre panels
SNPlex®ce qui représente 192 polymorphismes qui seront génotypés sur la collection totale.

Malheureue ment ces r®sultats ndont pas pu °tre o
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Chapitre 2 ;. Mateériel et méthodes

2.1. Matériel Végétal

L6Uni t® de Recherche de G®n®tigue et Am®l
|l 61 NRA do6éAvignon est < mssoartes gegaiquesd ele différentese r v e
espéces maraicheres et fruitieres. Les ressources génétiques de tomates comprennent plus
déun millier dbébaccessions provenant déune ¢
centres de ressources géenétiques cerenm GRC, (Davis, Californie), le CGN (Wageningen,
PaysBas), le NCRPIS (Geneva, Etaimis) et le N.I Vavilov Research Institute of Plant
Industry (St Petersburg, Russie). Une partie des accessions de la collection est disponible sur
simple demande eten autre partie est l i mit®e car | es
mul tiplication et doé®valuation faisant inter
Trois cent quatre vingt accessions ont été échantillonnées dans la collection totale sur la base
de |rotagprpaance ~ di ff ®rentes esp ces. Lo®chant

- 130 accessions de tomates cultivées a gros fruit appartenant au d@soupe

lycopersicunvar. esculentum

- 144 accessions de tomates cultivées ou sauvages a petits fruits classées dans le

groweS. lycopersicumar. cerasiforme

-66 accessions de tomates sauvagesS. . appar

pimpinellifolium

-20 accessions dboesp ces s Suhamrarlmises2®. oi gn®

pennellii 2 S. chmielewskii2 S.cheesmanige2 S. chilensg2 S. peruvianunet 1S.

neorickii)
Léensemble de |l a coll ection est caract ®ri s®
2-1.

Seule une partie de cette collection (201 accessions) a été phénotypée plus finement
durant @& u x ann®es cons®cutives. Nous avons f oc

accessions de type cerise (140 accessions),

(42 accessions) et Sdgepinelifdianels aciessions). de | desp ¢

Led ®t ai | des accessions et | eur utilisatioc
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- NOTATIONS PLANTE S
o Ant hocyane de | 6hypocotyle (pr ®s
Pilosité (présente / absente)
Type de plantedwarf/ normale)
Forme des folioles (entiére / découpées)
Port du feuillage (1 / 2 dssé / horizontal / retombant)
Type de croissance (déterminée / indéterminée)
Nombre doéinflorescences avant dg
Longueurdesenttei uds (courts / moyens [/

OO0OO0OO0OO0OO0Oo

- NOTATIONS FLEURS, INFLORESCENCES, PEDONCULE S
o Couleur de la #ur (faune / orangée / blanche)
o Type doéi nfl or es cramifié /aam({fise) mpl e [/ s
o Abscission du pédoncule (présente / absente)

- NOTATIONS FRUITS
o Couleur

A Collet vert (présente / absente)

A Intensité verte du collet (claire / moyenne / foncée)

A Couleurdu fruit avant maturité (claire / moyenne / foncée)

A Couleur du fruit & maturité (vert / blanc / jaune / orange / rose / rd
/ autre)

A Couleur de la chair (verte / blanche / jaune / orange / Crimson / r
/ autre)

A Couleur de | 6®piderme (incolo

o Taille, Forme

A Taille du fruit (<5g/ 5-20g / 26609 / 661009 / 1001409 / 140
180g / >180q)

A Homogénéité de la taille (faible / moyenne / bonne)

A Forme du fruit (aplati / |égt.aplati / rond / cordiforme / rectangulai

ovoide / cylindrique / ovaleallongé / pyriforme / parallélép. /
obovoide / variable)
A Homogénéité de la forme (faible / moyenne / bonne)
o Caractéristiques externes
A Cétes pédonculaires (absentes / faibles / moyennes / fortes / trés
fortes / variables)
A Taille de | 0 aspetie/ petite /orioyenne /Iglaralé
trés grande / variable)
A Forme du sommet (en creux / crepiat / plat / platpointu / pointu)
o Caractéristiques internes
A Nombredeloges (2/2a3/3a4/4a6/<6)
A Epaisseur du péricarpe (mince / moyen / épais)
A Fermeté (trés faible faible / moyenne / bonne / trés bonne)

Figure 2-1 Ensembl e des bhtersational Plan¢é Genstic Rlesourdesd

Institute (IPGRI) utilisés pour caractériser les accessions de tongaé Avignon.

Léensemble des descripteurs est disponible

<http://www.bioversityinternational.org/fileadmin/bioversity/publications/pdfs/4&&.p
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Toutes les accessionS. lycopersicum(var. cerasiforme et esculentum et S.
pimpinellifoliumont d®) " subie au moins quatre cycle
fixation des caractéres phénotypiques analysées mais aussi une diminution \desiée di
|l orsque ces accessions ®taient conserv®es ou
de type sauvages (fruits verts a maturité) sont multipliées par autofécondation ou

intercroisement selon leur régime de reproduction.

2.2. Génotypage ds marqueurs microsatellites et analyse des données
Lo®chantill onnage des 360 individus a ®t® r ®
étude de la structuration de la diversité en utilisant 21 marqueurs microsatellites (SSR)
répartis sur le g@ame. Ces marqueurs ont été choisis sur le site du Sol Genomics Network

(http://solgenomics.ngt/La figure 22 illustre la position des marqueurs sur la carte

génétique de référence de la tomate.

Le génotypage dees marqueurs sur la collection a été realisé dans le laboratoire de
bi ol ogie mol ®cul ai r e deDiverdtd et iAda@atiddl idestPlanted e R e
Cultiveese, © Montpellier. Les conditions n®cessze
PCR (Poly Chain Reaction) et la lecture sur séquenceur ABI 3710 Xl (Applied Biosystems,

Foster City, Etat{Jni s) sont indigu®es dans | dannexe 2.

Divers outils informatiques ont été utilisés pour étudier la structure de la diversité
génétique de cet échantifla L @ARWINI 510 (Perrier and Jacquemoiibllet 2006)

(di sponi bl bttp://[darwlin@ieadlfr/darsis/ldome.phpa permis de représenter la

diversit® de | 6®chantill on en repr®sentant |
dendrogrammes ou par analyse en coordonnées principales (ACoP). Le Brrcieiure
2.1 développépar Pritchard et al(2000) (http://pritch.bsd.uchicago.edu/structure.htral

permis dbébanal yser l a structuration de | a di
analyse a été complét@ea r | a m®t hode dob s rnesadonnétsedg n a u't
génotypage combinées aux données de phénotypage issues de la premiere année de culture
ont été utilisées pour échantillonner differenteore colledbns» emboitées, maximisant la
diversit® au niveau mol ®cul aire etrAaT&8d ni ve,;

(http://lwww.ensam.inra.fr/gap/MSTRAT/mstratno.htm
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2.3.Séquencage allélique et analyse des données

Afin de détecter du polymorphisme moléculaire, deuwre collections>, de 24 et 96
individus, ont été utilisées. La core collection de 24 accessions a été utilisée pour séquencer
des fragments de génes candidas b la qualité du fruit qui elocalisent avec des QTL
(Cawsse, Duféet al. 2004)

Les polymorphismes identifiés par séquencage allélique dans le laboratoire ou dans la

bibliographie (van Deynze, Stoffel et al. 200Dnt permis de construire 4 panels de 48

mar queur s chacun gui per mettront de g®noty
technologie SNPlex@enotyping System (Applied Biosystems, Foster City, Hibis). La

«core collection> de 96 individus a été UWtii s ®e afin doéidentifier di
®chantill on plus | arge de || ocus, dans | e b
chromosome 2 et de r®aliser des tests dobass:
sur le chromosome 2 ciprésente de nombreux QTL liés a la qualité du fruit. Certains QTL

du chromosome 2 sont en cours de cartographie fine et de clonage positionnel.

Etant donné la faible diversité moléculaire observée chez la tomate cyNeébitt and
Tanksley 2002; Yang, Bai et al. 2004; Labate and Baldo 2005; van Deynze, Stoffel et al.
2007) nous nous sommes focalisés sur le séquencage de fragments non oudams et
régions intergéniques. Nous avons pour cela utilisé ogramme développé au sein de

Il 6uni t(®res, Bokheset al. 2005Fe programme utilise les informations de séquence

des unigéenes disponibles sur le site du Sol Genomics Netwtigk//solgenomics.nét/ Il

r®al i se un alignement de | a s ®queArabidopstte | 6 ul
thalianaparTBLAST X. L 6 h o Arabidopgisetda tamate eseassez proche pour

gue la localisation des introns soit conser¢/@ais pas leurs longueurs). Le programme utilise
Primer3 (Rozen and Skaletsky 200@pur définir des amorces sur les exons (séquences
conservées chez les différeatespéces) autour de la position prédite des introns qui seront
séquencés préférentiellement. Primer3 a été utilisé pour définir des amorces dans les régions

intergéniques.
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La figure 23 décrit le fonctionnement du logiciel.

— Unigéne
Blast sur CDS Arabidopsis

Location des introns

Inférence sur Unigene

Design des amorces

Figure 2-3. Principe de fonctionnement du programme CGIS utilisé pour définir des
amorces sur |l es exons afin déoamplifier pr
L 6 unidg tomate (en bleugdst aligné par TBlastX u r |l a s®quenrice g®n
thaliana Lorsque le CDS homogue (en orange) est identifié, la localisation des introns chez

A. thalianae st i nf ®r ®e sur | dunig ne de tomate. P
sur | es exons afin déamplifier sp®cifiquemen

Les tests doampltété icaliss a Avignonp Seuls |€sCriaRrqueuns
donnant des profils simple bande ont ®t® s®
«Etude du Polymorphisme des Génoméégétaux» localisée au Centre National de
Génotypage (CEA) a Evry. Une seulerértité de chaque amplicon est séquencée. Pour
chaque fragment, | 6al i gnement des s®quences
recherche des polymorphismesont réalisé grace au logiciel ENALYS2.0
(http://sotware.cnq.fry (Takahashi, Matsuda et al. 2003)

Les séquences Vvérifiees ont été formatées sous le format fasta et les alignements ont
®t ® v®rifi®s par | 6 al g dttpi/vwwhvmie.ac.dkd @ols/muscled me n t
Les alignements sont Vi sualloEBr®s7.09 gr ©c e
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.htjr{Hall 1999)

Les simulations de coalescence permettant de tester la vréasembde
différents modéles évolutifs ont été reéalisées avec le logiciel BayeSSC qui est une
modification du logiciel SIMCOAL 1.0QExcoffier, Novembre et al. 2000).e logiciel est
di sponi bl e ° :lhGpa/dwwestrdoed.eds/group/@aditlab/ssc/index.htird
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vraisemblance de chague modéle a ensuite été vérifiée par vraisemblance selon la méthode de
Belle, Ramakrishnan et §R006)

Les donn®es de diversit® mol ®cul aire qui
BayeSSC ont été obtenu avec lgitiel DNAsP 5.10 fttp://www.ub.edu/dnasp/Librado

and Rozas 2009) u i per met dbéobtenir pour Silermxse®quenc
de site polymorphe par lotype pamiagment, Hal €i membd
nucléotidique et D de Tajima (Ces statistiques sont présentées dans le chapitre 6)

2.4. Phénotypage

2.4.1.Conditions de culture

Les cultures des 201 accessions, phénotypées finement, ont été menées en 2007 et
2008. Les plantesontétéemis °~ ger mer dans des terrines au
en motte de 5 cm dix jours apres le semis et plantées en pleine terre sous tunnel non chauffé
(orienté NordS u d ) "’ |l a fin du mois dbéavril dans | ¢
Quatre pantes par accessions ont été plantées a des densités de 2,6 plantes par mz2, conduites
sous fertiirrigation par gouttexg out t e . Les plantes ont ®t ® t
hauteur de 2 m et les bourgeons axillaires ont été éliminés durantlaopteriode de
croissance de la plante (sauf sur les plantes a croissance déterminée). Pour éviter des effets
doombrages des plantes qui peuvent modifier
toujours été composée de lignées a croissance deémrrgp. Un programme combiné de
lutte intégré a été mis en place en prévention pour lutter contre des ravageurs de culture et

pratiquement aucun moyen de lutte chimiqgue n

2.42. Récolte des fruits

La r®colte des fuouxi jousdeapresf gauateu @ed age
tournant ait été effectuée (les fruits a maturité étaient éliminés afin de ne pas récolter de fruits
trop mdrs). Trois récoltes différentes ont été effectuées sur chaque plante a une semaine
doéi nt er v adué récolte,Rinqufruits étdieat prélevés pour les accessions a gros fruits
(supérieur a 80 @) et dix fruits ont été prélevés sur les accessions produisant des fruits petits a

moyens (inférieur a 80 Q).
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2.43. Phénotypage

Des caracteres morphologiques dieurs ainsi que des fruits ont été notées. Pour les
fleurs, nous avons réalisé une notation du nombre de pétales, de la longueur des pétales (en
mm) et de | a position du style par rapport

réparties sur kquatre plantes représentant chaque accession.

A maturité, les mesures suivantes ont été réalisées
- Poids moyen du lot de fruit (g)
- Fermeté, prise en deux points équatoriaux opposés sur chaque fruit avec un

durometre Durofel Http://www.setop.fry. Cet appareil portable mesure la pression exercée

par un piston sur une surface avec une échelle arbitraire (0 indique une résistance minimale
100 indique une résistance maximale)
- Colorimétrie, prise en deux pointsffdrents sur chaque fruit avec un colorimétre

Konica Minolta CR300. Les coordonnées suivant les axes L, a et b sont données pour chaque
mesure (Figure-2).

- La combinaisorL* est la clarté, qui va de 0 (noir) a 100 (blanc).

- La composanta* représente lgamme de couleur sur I'axe rouge (valeur positive)

Y vert (n®gative) en passant par |l e bl ar
- La composante* représente la gamme de couleur sur l'axe jaune (valeur positive)

Y bleu (n®gative) en atéwstdddt par | e bl ar

Les fruits ont ensuite été coupés transversalement afin de pouvoir compter le nombre

(@}

de | oges puis ils ont ®t ® broy®s jusqud” | 06o0

a -20°C et ont été utilisées ensuite pour mesurer
-le pH
-l dindice r®fractom®trique IR (ou degr® b
PR 101). Cet indice correspond a la teneur en solides solubles qui est corrélée avec la
teneur en sucres réducteurs et acides organiqgues.
-l 6aci di t ® d patla quantité denmNa@Hu(en®nmol/L) nécessaire pour

ramener l e pH dbébune solution ° 8,1 (zon
mesures sont r®alis®es gr©ce ~ un titrate
compact titrator). Une masse;idep ul pe est pes®e, di |l u®e d:
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rajoute | a soude jusqubau pH seuil. Léac

suivante: C = [(CNaOH3 Vyaon)? 10@/ m,

11 i1 n
e
tH el Angle de teinte
5 LB
o ol e

180 A" -0 043" 00
Vert Rouge
-60
-h*

Bleu
270°
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Figure 2-4. Espace couleur L a b.
a varie entre le vert et le rge, b entre le bleat le jauneet L représentéa clartéqui varie de

0 a 100(sombre au clajr

Des lots indépendants de fruits récoltés a maturité ont été soigneusement débarrassés
des graines et du gel puis ils ont été broyés. Une partie de ces échantillons asétedatils
| 6®qui pe do WMaxiPlandkdnstitut flF molekulae Pflanzenphysiologie, Potsgam
Allemagne) afind éablr le profil métabolomique des 201 accessidis dosage relatd 6 u n e
cinquantaine de métabolites primaires et secondaires éséngar chromatographie gazeuse

couplée a un spectrometre de masse-fE). Seule une partie de ces données altdigée
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au cour de cette th se afin doi denti fier C

primaires et les caractéres de contenu édessolubles et acidité titrable.

25 Anal yses statistiques et tests dbéass
Les analyses des données phénotypiques ont toutes été réalisées avec le programme R

(R Development Core Team 200%ks coefficients de corrdlans de rang de Spearman ont

été calculés pour toeslesvariablesd e ux ~ deux. Léef fet g®not yr

pour chaque phénotype a été calculé par ANOVA en utilisant la fonctigim x

implémentée dans R, selon le mod&léaire suivant @Y, =m+a, +b, +a,.b, +e ou
Y,repr®sente | a modenaet ¢ éendabnbye@e deslaspopulation,

al 6ef fet effetgerdlique)y p & edd elt gaapmi®@i nt eracti on e

génotypes et les annéeseetd e r résdudlle.

Les héritabilités au sens large ont été calculées avec la formule suivante

hi=sil(si+s2/2) ou s} et s’ représentent respectivement la variance génétique et
résiduelle.ss et s ont été estimésrespectivement par (MSdSe)/2 et MSe. MSc et MSe

sont | 6esti mat i o oultiches stdeclarésd@de. moyens des

Pour | es tests dbébassociati ons AsgeD 2.1 ut il

(http://www.maizegenetics.ngt(Bradbury, Zhang et al. 20Q7Le logiciel implémente de

nombreux outils pour r®aliser desCeRdgiuieles de
per met do6é®tudier | e d®s®qui | iederdansudeeséqgliencai s o n
génomique.

Plusieurs modéles ont aiélisés pour rechercher des associations éasn@marqueurs
etlesphénotyped 6 i n:it ®r ° t
- Le modele de Structured Association (SA) proposé par Pritchard et D¢a@ely)et
utilisé sur mais par Thornsberry et@O001)
- Le modele linéaire généralisé prahan compte la structure génétiqgue (modele Q).
- Le modele linéaire mixte prenant en compte la structure génétique ainsi que le lien de

parenté entre individus proposés par Yu et24l06)(modele Q+K).
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Le modeéle Structureddssociation a été développé initialement pour des études en
génétigue humaine du typecasecontrolé et a ®t ® adapt® ° des ®
particulierement a des variations quatities. Etant donné que certains caractéres ne suivent
pas une distribution de type gaussienne (tel que le nombre de loge), il semble intéressant
déint ®grer ce mod Ipeutépeutilisé méroessi les naadblgse siiveata r i
pas une loi nonale.ll utilise un ratio de vraisemblande q u i compare | a prob
hypothése nulle (HO), dans laquelle les polymorphismes candidats sont indépendants du

phénotype,et | a probabilit® dobéune hy pmolyntorpliisenes a |l t er
candidats sont associés au phénotype :
L = PR(CT.Q

Pr(C;Q)

Dans cette équationC représente la matrice génotypiqud représente la matrice
phénotypique eQ représente la matrice de structure de la population estimée par le logiciel
STRUCTURE 2.1. Les probabilités correspondant aux deux hypothéses sont calculées par
régression logistique avec pour variable cible le polymorphisme candidat et comme variable
indépendantd et Q. Des permutations sont effectuées de maniere a créer adesations
aléatoires auxquelles sont confrontées les données rafitiede calculer une-value pour
chaque association possible

Le modéle linéaire généralisé a effets fixes (ou generalized linear model, GLM)
inttgr e comme covVvar i appdrtenande &@é ohbhque géaotypeocanunedséua
population, estimée par le logici€BTRUCTURE 2.1 . Le mod | e utilis®

T=C+Q+eouT,C, Qet e représentent respectivement la valeur de caractére, le génotype

au po ymor phi sme <candidat, l a matrice de stru

significativité est estimé par permutations.

Le modéle linéaire mixte (ou mixed linear model, MLM) a été développé car une perte
de puissance du modele linéaire généralit@it édue a la non prise en compte de
| 6appar ent e men(vu, Rressor et ali 20€6)ev modalesMLM utilise une
matrice dobéesti mati on de $matacp K)aonene vagabledansde ent r
mod |l e. Le modyEFxb+Si+iQs+zZs+®, soO6®cr it
Le vecteury représente les valeurs phénotypiques. Tous les effets fixes autres que les

polymorphismes testés et la structure génétique sont représentés dacteub . Le vecteur
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U est le vecteur des effets des polymorphisnges, st un vecteur de | 6eff
lapopulatoneuest un vecteur de | $darfléferd gahaiqueldey er s
individus.La matriceQ est définie par 8RUCTUREZ2.1 et ellereliey & Q et X. Les matrice$

etZsont des matrices doéincidence cgabpOst®es de

u. Le vecteurer e pr ®s ente | 6erreur r®siduell e. La va

étre Var(u) =2KV, ou V, représente la variance genétique et K est une mafdee

dimension n®n, n ®t ant | e nombr s ded doeffitidntsvde parentquit e st ®
définissentl e degr ® de covariance g®n®tique entre
Cette matrice est calculée selon la méthode de Ri{thl®@6) implémenté dans le logiciel
SPAGeDi {ittp://ebe.ulb.ac.be/ebe/Software.htigHlardy and Vekemans 2002)es valeurs

négatives entre les individus sont redéfinies & 0. Les composantes de la variance ont été
calculées avec la méthode EMMA (Efficient Mixed Model Associationjelibppée par

Kang, Zaitlen et al(2008)et implémentée dansAFseL2 . 1 . Pour contrtler |
de faux positifs détectés (False Discovery RalER)-due aux tests multiples, nous avons

corrigé lesp-value associés a chaque polymorphisme par la procédure de Benjamini et
Hochberg(2000)
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Chapitre 3: Anal yse de | a structur

collection de tomates sauvages et cultivées

3.1. Introduction

La consevation et la caractérisation des ressources génétiques peuvent étre valorisées
par l Gutilisation de |l a diversit® naturell e
caract res doéint®r=°t. Des ®tudes ddaffeestoci at i
de nombreux avantages comme une résolution supérieures et un gain de temps (population
directement utilisable). Cependant, ces études présentent aussi des difficultés supplémentaires

notamment liées au fait que certaines associations peuvemrnétéalité des faux positifs. La

source dobéerreur |l a plus I mportante est due a
marqueurs non | i ®s. Ce DL peut °tre caus® |
sbav re donc impart asntrudd ®@®radiiem de | a di v
d®crite puisse °tre incorpor®e directement d

La tomate est une esp ce majoritairement
i mportante doit lomxldressoarces géaétigaes tom@andnitanla foid des
accessions sauvages et cultivées. Chez cette espece, les études de diversité sont limitées a des
®tudes descriptives d®montrant | 6apport des
cultivars (Smulders, Bredemeijer et al. 1997; Areshchenkova and Ganal 1999; Bredemeijer,
Cooke et al. 20028t a des études de phylogénies interspécifijarsmrez, Wiel et al. 2001,

Spooner, Peralta et al. 2009)es seulestades réelles de structuration de la diversité de

(@}
~

collection de tomate ont ®t® r®alis®es =~ |
marqueurs RFLRRick 1958; Rick and Fobes 1975; Rick, Fobes et ar71Miller and
Tanksley 1990; Rick and Holle 1990) Une autre ®tude wutilisant
consacr® “ | 6®t ud(ean Bedoo,Zluret a® 20B83Malgreoledrégime des
reproduction de la tomateses études ont mis en évidence des taux non négligeables
déhybridati on dans des S.2yoopeesseuno tl d 6eematce
apparentéeS. pimpinellifoliuny se retrouvent en sympatrie. Cette observation a été confirmée

par | 6 ®eshittdet Tadksley2002) sur la diversité moléculaire du locus fw2.2 qui
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montrent que ce locus chez la tomate cef$sd. (cerasiformeest une mosaique des genomes
de | 6esp ce c &llescueitgget de oS pirebpmalifokum (

Nous avons donc voulu vérifier cette observation au niveau du génome entier en

génotypant 21 marqueurs microsatellites sur 360 accessions décrites dans le chapitre Matériel

et M®t hodes. De p | alde, de rédlisernabd@ééction tdu pplyenerphismev i s a
mol ®cul aire (qui sera utilis® pour |l es test
s®quen-age sur | 6ensembl e de la collection
génétiques ainsique lesinfommt i ons de ph®notypage de | 6®cha

année 2007 seulement) pour construire deer& collections> emboitées. Des accessions

des deux types cultivésS( I. esculentunet S. |. cerasiforme et du type sauvageS(
pimpinellifolium) constituent ces eore collections>. Ces échantillons réduits, maximisent la
diversité génétique et morphologique. lls peuvent étre combinés a souhait et représentent un
panel de référence disponible pour la communauté scientifique. Cette étudelaié&dans

la revueBMC Plant Biology

3.2. A clarified position for Solanum lycopersicumar. cerasiformein

the evolutionary history of tomatoes Solanaceag

77



Anal yse de | a st r uc tectionae tdneated sauvages eteultisgéest ®

BMC Plant Biology e

Research article Open Access
A clarified position for solanum lycopersicum var. cerasiforme in the
evolutionary history of tomatoes (solanaceae)

Nicolas Ranc!, Stéphane Munos!, Sylvain Santoni? and Mathilde Causse*!

Address: 1INRA, UR1052, Unité de Génétique et d'Amélioration des Fruits et Légumes, Montfavet 84 143, France and 2INRA, UMR 1097 Diversité
et Adaptation des Plantes Cultivées, Montpellier 34602, France

Email: Nicolas Ranc - Nicolas.Ranc@avignon.inra.fr; Stéphane Munos - Stephane.Munos@avignon.inra.fr;
Sylvain Santoni - Sylvain.Santoni@supagro.inra.fr; Mathilde Causse* - Mathilde.Causse@avignon.inra.fr

* Corresponding author

Published: 20 December 2008 Received: 7 August 2008
BMC Plant Biology 2008, 8:130  doi:10.1186/1471-2229-8-130 Accepted: 20 December 2008
This article is available from: http://www.biomedcentral.com/1471-2229/8/130

© 2008 Ranc et al; licensee BioMed Central Ltd.
This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0),
which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.

Abstract

Background: The natural phenotypic variability present in the germplasm of cultivated plants can
be linked to molecular polymorphisms using association genetics. However it is necessary to
consider the genetic structure of the germplasm used to avoid false association. The knowledge of
genetic structure of plant populations can help in inferring plant evolutionary history. In this
context, we genotyped 360 wild, feral and cultivated accessions with 20 simple sequence repeat
markers and investigated the extent and structure of the genetic variation. The study focused on
the red fruited tomato clade involved in the domestication of tomato and confirmed the admixture
status of cherry tomatoes (Solanum lycopersicum var. cerasiforme). We used a nested sample strategy
to set-up core collection maximizing the genetic diversity with a minimum of individuals.

Results: Molecular diversity was considerably lower in S. lycopersicum i.e. the domesticated form.
Model-based analysis showed that the 144 S. lycopersicum var. cerasiforme accessions were
structured into two groups: one close to the domesticated group and one resulting from the
admixture of the S. lycopersicum and S. pimpinellifolium genomes. SSR. genotyping also indicates that
domesticated and wild tomatoes have evolved as a species complex with intensive level of
hybridization. We compiled genotypic and phenotypic data to identify sub-samples of 8, 24, 32 and
64 cherry tomato accessions that captured most of the genetic and morphological diversity present
in the entire S. lycopersicum var. cerasiforme collection.

Conclusion: The extent and structure of allelic variation is discussed in relation to historical
events like domestication and modern selection. The potential use of the admixed group of §.
lycopersicum var. cerasiforme for association genetics studies is also discussed. Nested core
collections sampled to represent tomato diversity will be useful in diversity studies. Molecular and
phenotypic variability of these core collections is defined. These collections are available for the
scientific community and can be used as standardized panels for coordinating efforts on identifying
novel interesting genes and on examining the domestication process in more detail.
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Background

Advances in molecular marker development and in
genome mapping have resulted in high-density molecu-
lar-marker linkage maps in crops, and have provided tools
for dissecting the genetic variation of complex traits. Map-
based strategies were successfully used for the positional
cloning of genes that underlie Quantitative Trait Loci
(QTL) [1-3]. Despite the success of these strategies, gene
discovery is still limited to those loci that have large effects
upon quantitative variation [4].

Over the last few years, there has been renewed interest in
the study of naturally occurring variation in crop genetic
collections. Motivations for such studies are (i) to use nat-
ural allelic diversity for the evaluation of gene function,
(ii) to find new genes or new alleles involved in specific
aspects of plant physiology or development and (iii) to try
to understand the molecular basis of adaptation to local
environments [5]. Association genetics or linkage disequi-
librium studies test for a statistical association between
genotypes at a marker locus and the phenotypes in a set of
unrelated individuals [6]. Polymorphisms of interest are
detected in a large range of genetic backgrounds. The
extent of linkage disequilibrium (LD), the non-random
association of alleles at two or more loci, is a sample spe-
cific property and depends on the biological model stud-
ied. In contrast to the situation in multigenerational
pedigrees, LD in natural populations is not broken artifi-
cially and we need to overcome this restriction.

The primary obstacle to successful association studies or
linkage disequilibrium (LD) mapping is the nature of the
genetic structure of populations [7]. The presence of sub-
groups with different allele frequencies, within the popu-
lation studied, can lead to spurious associations.
Domestication of most of modern crops occurred
between 10,000 and 5,000 years ago and shaped the
allelic frequencies distribution among plant populations.
Knowledge about genetic structure can aid in inference of
evolutionary history like domestication |8].

The large sample size to be analyzed constitutes another
constraint in diversity studies, whereas studying a subset
might be more efficient if this sample spans the full range
of variation [9]. The first challenge in molecular diversity
analysis is thus to sample core collections that better fit
the range of morphological and genetic variations found
in the global collection. For example, Single Nucleotide
Polymorphism (SNP) candidate markers, discovered in a
small number of accessions, can be easily genotyped on a
larger sample for diversity analysis and association map-
ping. Several methods have been proposed for construct-
ing core-collections. Some of these take advantage of
molecular markers [10] and seem to perform better when
used for sampling autogamous plants [11]. The genetic
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structure of a core collection has to be checked to avoid
spurious correlation between molecular polymorphisms
and traits in association studies.

Tomato (Solanum lycopersicum, formerly Lycopersicon escu-
lentum) emerged as a model species for the study of fleshy
fruited plants because of the extent of genetic and
genomic resources available [12,13]. The large range of
phenotypic variation and large collections of genetic
resources available for crops are prerequisites for using an
association strategy. The cultivated tomato is highly auto-
gamous and shows a large range of morphological diver-
sity but low genetic diversity compared to other Solanum
relatives [14]. This can be explained by successive bottle-
necks: (i) domestication associated with isolation of the
crop from the Andes (centre of diversity) to Central Amer-
ica, (ii) transfer of few cultivars to the Mediterranean
basin by conquistadors in the 16t century and (iii) mod-
ern breeding [15]. Cherry tomato, i.e. S. lycopersicum var.
cerasiforme (S. 1. cerasiforme), is the expected ancestor of
the domesticated form. In its native Andean region, wild
and feral forms can be found and S. . cerasiforme is also
described as highly invasive [16]. Cherry tomato acces-
sions are also found as landraces from temperate to sub-
artic regions. In Coastal Ecuador and Peru, 8.
pimpinellifolium, genetically close to S. lycopersicum and
strictly wild, is found growing in sympatry with tomato
landraces and cherry tomato (and also with S. peruvianum
and S. hirsutum, two green-fruited species). Wild and feral
S. L. cerasiforme (i.e. cherry type) exhibit two allozyme-
diversity patterns: one similar to the allozyme-diversity
pattern exhibited by cultivated tomato and another one
similar to the wild S. pimpinellifolium allozyme-diversity
pattern [17]. Based on isozymes, S. |. cerasiforme acces-
sions also show an outcrossing rate comparable to the rate
of outbred species [18]. Rick and Holle (1990) suggest
that tomato should have undergone natural introgres-
sions from wild and feral accessions. Moreover, Nesbitt
and Tanksley [19] demonstrated that, around the fw2.2
locus, the S. 1. cerasiforme genome is a mosaic between S.
lycopersicum and S. pimpinellifolium genomes due to fre-
quent hybridizations between the two species. This is evi-
dence of frequent hybridizations in this autogamous
complex of species. The admixture hypothesis of S. L
cerasiforme has never been tested on the whole genome
and would be further evidence of a natural high rate of
hybridization. Moreover, S. I. cerasiforme and S. pimpinel-
lifolium are involved in the domestication of tomato but
the process remains to be clarified.

Molecular markers like simple sequence repeat (SSR)
markers have often been used to clarify genetic structure
in plants [20-25]. In tomato several studies used SSR
markers but focused only on wild relatives [26,27] or on
elite germplasm [28,29]. No study used a broad sample of
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cultivated, landraces, and wild accessions. The goal of the
present study is to clarify the domestication process of
tomato and to confirm the admixture status of S. 1. cerasi-
forme. To achieve this goal we analyzed the genetic struc-
ture of a genetic resource collection, that includes
predominantly S. I. cerasiforme accessions, and we com-
pared this to the genetic structure of S. lycopersicum and S.
pimpinellifolium. We assessed the amount of genetic diver-
sity in the collection and sampled nested core collections
of wild and cultivated tomato that will be used in future
diversity studies. For this purpose we used a set of 20 SSR
markers dispersed over the genome to survey the genetic
diversity present in a sample of 360 accessions.

Results

Microsatellite diversity

The Microsatellite markers used (table 1) revealed differ-
ent diversity patterns in the total collection including
green fruited species, S. cheesmaniae (N = 20) and red-
fruited accessions (N = 340) (table 2). SSR markers
revealed 2 to 26 different alleles and an average of 12.45
alleles per locus. This mean dropped to 3 alleles per locus
when rare alleles (i.e. with a frequency lower than 0.05)
were removed. In the red-fruited tomatoes group, the
average allele number per locus was Ny = 7.7 but was
equivalent to the total collection when removing rare alle-
les (N, = 3.3). The average expected heterozygosity over
all loci was 0.496 with large variation among loci (SD =
0.225). Rare heterozygous genotypes were found for all
loci in the total collection (115> 0) but were distributed
across individuals.

A much higher genetic diversity was found in wild S. pimp-
inellifolium (Hp = 0.58) than in the cultivated S. lycopersi-
cum (Hg = 0.25) (table 3). The observed heterozygosity
was also higher for S. pimpinellifolium (Hgy = 0.0591) than
for §. lycopersicon (Hg = 0.0098). The reason for these het-
erozygosity patterns could be the difference in the repro-
ductive regime between S. pimpinellifolium accessions and
S. lycopersicum. The S. 1. cerasiforme exhibited an interme-
diate pattern of diversity.

Genetic structure of the sample

The genetic structure in the red-fruited accession sample
was analyzed with the model-based clustering algorithm
implemented in the Structure2.0 software (see Methods
section for details). To avoid redundancy in the collection,
we kept only one individual when several accessions were
identified with the same SSR fingerprint at all loci. Hence,
23 individuals (18 S. lycopersicum and 5 S. pimpinellifo-
lium) were removed. Thus, we detected the genetic struc-
ture of a sample of 318 accessions. Because S. . cerasiforme
genome was described as a mosaic between S. lycopersicum
and S. pimpinellifolium genomes, all the red-fruited acces-
sions were used as a broad sample. S. cheesmaniae and S.
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galapagense accessions have not taken part in the domesti-
cation process of tomato and were not included in this
analysis.

The Evanno et al. (2005) correction of the Structure2.0
outputs was used (Figure 1). The first peak of AK, for K =
2, corresponded to the presence of two main clusters and
a potential sublevel of clustering was suggested by the sec-
ondary peak of AK, for K = 4. The classification of acces-
sions into clusters by the model-based method was used
to study the sublevel clustering of the red-fruited tomato
sample. For all K.y, memberships were consistent
between all runs.

For K, = 2, clustering divided the total sample into two
groups. Group 1 consisted of the main part of S. pimpinel-
lifolium (Table 4) with 20 accessions from S. . cerasiforme
whereas group 2 consisted of the main part of S. lycopersi-
cum and of the S. L cerasiforme samples. Group 1 repre-
sented the 'wild' part of the sample whereas group 2
represented the 'domesticated' part of the sample. This
classification accounted for 35% (p < 0.000001) of the
total genetic variance; individuals within group accounted
for 51% (p < 0.000001) of the total variance and the var-
iance within individuals explained five percent (p <
0.000001) of the total variance. When individuals were
assigned with a minimal membership of 70% into a cor-
responding cluster, twenty three percent (i.e. 35 individu-
als) of the S. I. cerasiforme accessions was in admixture
between 'wild' and 'domesticated’ groups.

For K, = 4, the group 1 divided into subgroups A and B
and the group 2 divided into subgroups C and D. When
individuals with a membership lower than 70% were not
taken into account, the hierarchical AMOVA indicated
that 37% (p < 0.000001) of the variance was due to vari-
ation among groups, 13% (p < 0.000001) of the variance
was due to variation among subgroup within groups and
45% (p < 0.000001) of the variance was due to variation
among individuals within subgroup (only five percent (p
<0.000001) was due to variation within individual). Pair-
wise estimates of Fgpindicated a high degree of differenti-
ation between the four clusters with values ranging from
0.21 between clusters C and D to 0.64 between clusters A
and D (Table 5).

The cluster A consisted of moderate to large fruited indi-
viduals with a large part of S. lycopersicum accessions,
whereas cluster B consisted of small fruited accessions
with the cherry type accessions representing the main part
of this subgroup. The 'wild" group was divided into the
cluster A and B; both consisted of S. I. cerasiforme and S.
pimpinellifolium  accessions. When individuals were
assigned with a minimal membership of 70% into a cor-
responding cluster, individuals were found in admixture
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Table |: Characteristics of microsatellite loci

Locus Motif Linkage Map Primer sequences (5'- 3")
name groupa positiona
(cM)
SSR599 [TCATTAL,[TCA], 9 103.00 GGATTTCTCATGGAGAATCAGTC

TCCCTTGATCTTGATGATGTTG

SSR111 [TCI[TCTG], 3 73.90 TTCTTCCCTTCCATCAGTTCT
TTTGCTGCTATACTGCTGACA
SSR14 [ATA]s 3 162.50 TCTGCATCTGGTGAAGCAAG
CTGGATTGCCTGGTTGATTT
SSR248 [TA],, 10 35.00 GCATTCGCTGTAGCTCGTTT
GGGAGCTTCATCATAGTAACG
SSR52 [AAC], 7 3.00 TGATGGCAGCATCGTAGAAG
GGTGCGAAGGGATTTACAGA
SSR150 [CTT]; | 115.50 ATGCCTCGCTACCTCCTCTT
AATCGTTCGTTCACAAACCC
SSR117 [TCl, | 138.00 AATTCACCTTTCTTCCGTCG
GCCCTCGAATCTGGTAGCTT
SSR66 [ATA]g 2 25.00 TGCAACAACTGGATAGGTCG
TGGATGAAACGGATGTTGAA
SSR136 [CAG], I 11.00 GAAACCGCCTCTTTCACTTG
CAGCAATGATTCCAGCGATA
SSR578 [AAC][ATC]s 6 44.00 ATTCCCAGCACAACCAGACT
GTTGGTGGATGAAATTTGTG
SSR47 [AT],, 6 6.50 TCCTCAAGAAATGAAGCTCTGA

CCTTGGAGATAACAACCACAA

SSR594 [TCT]g 8 55.00 TTCGTTGAAGAAGATGATGGTC
CAAAGAGAACAAGCATCCAAGA

SSR22 [AT]}, 3 99.00 GATCGGCAGTAGGTGCTCTC
CAAGAAACACCCATATCCGC
SSR327 [AAT], 8 22.50 TCAGGATCAGGAGCAGGAGT
TGGACTTGTTCCATGAACCC
SSR593 [TAC], 4 15.00 TGGCATGAACAACAACCAAT
AGGAAGTTGCATTAGGCCAT
SSR26 [CGG],; 2 77.50 CGCCTATCGATACCACCACT
ATTGATCCGTTTGGTTCTGC
SSR45 [AAT] 4 7 80.00 TGTATCCTGGTGGACCAATG
TCCAAGTATCAGGCACACCA
SSR20 [GAA]g 12 37.00 GAGGACGACAACAACAACGA

GACATGCCACTTAGATCCACAA
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Table I: Characteristics of microsatellite loci (Continued)

SSR70 [AT]y 9 42.00 TAGGGTGTCTGTGGGTCC
GGAGTGCGCAGAGGATAGAG

SSR188 [AT],, 4 135.50 TGCAGTGAGTCTCGATTTGC
GGTCTCATTGCAGATAGGGC

2Linkage group and map position are based on the tomato EXPEN 2000 map http://www.sgn.cornell.edu/.

Table 2: Microsatellite diversity detected in the total collection and in the red fruited subgroup

Locus name Np2 Npp® Hg < Hyd
total red-fruited total red-fruited total red-fruited total red-fruited
SSR599 6 4 I I 0.117 0.023 0.011 0.002
SSRITI 14 8 4 5 0.654 0.615 0.033 0.029
SSR14 I 9 4 4 0.621 0.603 0.036 0.035
SSR248 25 18 7 8 0.899 0.888 0.067 0.050
SSR52 5 2 I I 0.070 0.012 0.003 0.000
SSR150 10 6 2 2 0.294 0.220 0.022 0.021
SSRI17 13 6 3 3 0.533 0.478 0.050 0.038
SSR66 8 4 3 3 0.421 0.363 0.017 0.024
SSR136 8 6 4 3 0.457 0.396 0.036 0.029
SSR578 6 2 2 2 0.372 0.309 0.008 0.00%
SSR47 26 25 3 3 0.725 0.710 0.046 0.048
SSR594 13 5 2 3 0517 0.463 0.042 0.032
SSR22 17 9 2 3 0.580 0.532 0.061 0.047
SSR327 14 5 2 2 0.275 0.219 0.039 0.021
SSR593 9 6 2 5 0.574 0.537 0.047 0.038
SSR26 2 2 2 2 0.452 0.425 0.017 0.018
SSR45 20 14 5 5 0.795 0.776 0.081 0.062
SSR20 4 3 3 3 0.334 0.281 0.031 0.021
SSR70 21 17 5 5 0.848 0.832 0.069 0.065
SSR188 17 3 3 3 0.386 0.324 0.025 0.015
Mean (SD) 12.45 7.7 3 33 0.496 0.4503 0.037 0.0303
(0.225) (0.2442) (0.022) (0.0178)

anumber of allele per locus (® number of allele with frequency higher than 5%), < expected heterozygosity, 9 observed heterozygosity
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Table 3: Pattern of genetic diversity inferred from simple sequence repeat markers among tomato species.

sample number of Total specific Hgb Hg«
individual number allele
of alleles number?
S. lycopersicum 130 88 6 0.2479 0.0098
S. lycopersicum var.cerasiforme 144 99 6 0.3816 0.0370
S. pimpinellifolium 66 130 13 0.5781 0.0591
total red-fruited sample 340 154 - 0.4503 0.0300

a2 specific alleles are identified when they are found only in one sample. ® expected heterozygosity, ¢ observed heterozygosity

between intra-specific groups but most admixture acces-
sions were inter-specific admixes (Table 6).

Groups 1 and 2 were considered as main samples and
analyzed separately using the same hypothesis. The opti-
mum number of sublevel populations within the groups
1 and 2 was two, which is consistent with the K, of 4 for
the whole sample. Classification of individuals in each
cluster was consistent with results based on Structure2.0
outputs of the total sample. For K, = 4, there were differ-
ences between individual's memberships and species clas-
sification (Tigure 2). Some individuals were misclassified.

We also analyzed the genetic structure of each species sep-
arately (see Additional file 1: Determination of Kopt for
each species) and the memberships of individuals was
consistent with clustering found in the whole red-fruited
tomato sample. Individuals previously found in admix-
ture clustered in independent groups.

500
450
400 \
350 o \
300 |

250 | |

AK

200 4 |
150 \

100 \

=t

10

Figure |

Determination of Kopt following the method of
Evanno et al. (2005). The rate of change of the posterior
probability of the data given the number of clusters is plotted
against K, the number of clusters. AK was calculated as
[L"(K)|/s[Pr(x|k)] (see Materials and Methods). The first peak
(K =2) corresponds to the optimum number of clusters. The
secondary peak (K = 4) indicates a sublevel clustering.
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The pattern of genetic diversity within the subdivision was
analyzed (Table 6). The two 'wild" clusters presented the
highest H;, but subgroup A had a low value of H; com-
pared to subgroup B. The numbers of statistical pairwise
comparisons for non random association of alleles (Table
6) are homogeneous among subgroup A, C and D but
much higher for subgroup B and for the 'wild' and
'‘domesticated’ admixed part of S. . cerasiforme. The clus-
tering allowed linkage disequilibrium to decrease in each
subgroup compared to the whole sample.

The first axis of Principal Coordinate Analysis of the red-
fruited tomatoes separated 'wild' S. pimpinellifolium from
'‘domesticated’ S. lycopersicum (Figure 3). The second axis
separated subgroups A and B on one hand and subgroups
Cand D on the other hand. The S. 1. cerasiforme accessions
were divided among subgroups B and the admixed clus-
ter. The interspecific admixed group showed a continuum
between 'wild' and 'domesticated’ clusters.

Sampling of the Core collection
Core collections of S. [. cerasiforme accessions were built
using the Maximization or M strategy algorithm imple-
mented in MStrat software v.4.1. Analyses were first per-
formed on all cherry tomato accessions only (144
accessions). Before sampling the core collections, the
whole sample was analyzed to compare two sampling
strategies. We also determined the size of the smallest sub-
set that captured all molecular and phenotypic alleles
present in the whole sample. Both molecular and pheno-
typic data were used for these analyses. The phenotypic
quantitative variables were split into 5 classes of equal
dimension (see Methods). Random and M sampling strat-
egies were compared. SSR allelic richness (number of alle-
les captured if sampling a core collection of n individuals)
was calculated for each core collection size. The 20 SSR
alleles were used both as markers, to implement the M
and random strategy, and target variables, to compare
these two strategies (Figure 4a). The difference between
the random and M curves indicated that the M strategy
performed better in sampling a core collection for the S. I.
cerasiforme sample. The optimal size for the core collec-
tion, obtained at the plateau of the M curve, was reached
for 37 S. 1. cerasiforme accessions.
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Table 4: Species classification among clusters described by Structure2.0 based on maximal individual-membership for each cluster.

species Kope =2 Kope=4

Popl Pop2 popA PopB PopC popD
S. lycapersicum I 112 | 0 23 89
S. lycopersicum var. cerasiforme 20 124 13 10 78 43
S. pimpinellifolium 58 3 21 35 3 2
Number of pairs of loci in LD (# of comparisons)? 158(189) 87(189) 62(152) 143(189) 74(135) 58(189)

a Pairs of markers were considered in significant LD using the threshold p-value < 0.001.

The phenotypic diversity captured when sampling only
with SSR alleles is shown in figure 4b. The plateau of the
M curve was reached for 51 individuals and a weak differ-
ence in performance between the two strategies was
observed.

When both molecular and phenotypic data were used as
marker variables (i.e. to sample the core collection), the M
strategy showed higher performance in sampling proce-
dure than a random strategy and gave an optimal size of
51 individuals (figure 4c). Finally, core collections were
sampled using both molecular and morphological data.
To define the final core collection, accessions were classi-
fied by the number of times they were sampled in the fif-
teen replicates and the most frequently sampled
accessions were chosen.

Four nested core collections composed of 8, 24, 32 and 64
S. 1. cerasiforme accessions were sampled (see Additional
file 2: Cerasiforme and mixed core collections). Fourty to
98% of SSR alleles were captured when accession's
number increased from 8 to 64 (table 7). The number of
phenotypic classes captured, increased from 18 (60% of
the classes from the S. I. cerasiforme sample) to 27 (90% of
the classes from the S. I. cerasiforme sample) when acces-
sion's number increased from 8 to 64. The 64 accession
sample did not show any genetic structure when it was
analyzed with the model-based method.

Table 5: Subgroup pairwise Fgrfor K, .= 4

popA popB popC
popA 0.00000
popB 0.23358 0.00000
popC 057111 0.39977 0.00000
popD 0.64958 0.48797 0.21444

Individuals were clustered corresponding to their maximal
membership. All comparisons were significant (p < 0.001)

For fruit weight (FW), soluble solid content (SSC) and
titratable acidity (TA), the core collection of 64 accessions
best represented the phenotypic variability of the global
sample even though extreme phenotypes were not repre-
sented (Figure 5). The sample consisting of 32 accessions
seemed to be the best compromise because of its small
number of accessions and its representativeness.

To complete representativeness of these core collections,
ten accessions from S. lycopersicum, two accessions from S.
pimpinellifolium and four wild related accessions (S. ches-
maniae, S. habrochaites, S. pennellii and S. chmielewskii)
were added to each of the core collections to constitute
mixed interspecific core collections. The core collection of
64 accessions was also completed with seven other acces-
sions from S. lycopersicum and eight accessions from S.
pimpinellifolium also sampled separately using 20 SSR alle-
les and 12 morphological traits with the M strategy.

Discussion

Previous studies on the genetic structure of tomato collec-
tions focused on cultivated accessions [29,30] or on the
relationship between cultivated and wild relatives [26,27]
but did not use a broad sample of wild and cultivated
tomatoes with S. 1. cerasiforme as the main sample. SSR
markers have already been shown to be useful for genetic
analysis in studies focusing on inferring interspecific rela-
tionships or confirming SSR reliability for genetic map-
ping [26,28,31-34].

Ditferences were observed among SSR markers. For exam-
ple, a higher number of alleles was identified in the two-
base motif markers compared to other three-base or com-
plex motif markers (P-value = 0.039). A significant differ-
ence was observed between the number of alleles with AT-
rich motifs and non AT-rich motif markers (P-value =
0.032). Two base AT-rich motif markers also displayed
higher expected heterozygosity. This kind of SSR marker
might be useful for inferring fine relationships between
close accessions. Because of the higher mutation rate in
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Table é: Individual clustering, allelic diversity and proportion of loci in linkage disequilibrium in the four clusters inferred using

Structure2.0 (n = 318)

Group |: 'wild' Group 2: "domesticated’ 'wild/domesticated'
Admixed

Number of individuals Subgroup Subgroup AB Subgroup Subgroup CcD
in each cluster A B Admixed C D Admixed
S. lycopersicuma | 0 0 16 8l 12 3
cerasiformea 3 6 | 59 19 22 34
S. pimpinellifoliuma 13 30 7 I 0 0 10
total 17 36 8 76 100 34 47
Nyb 29 6.2 28 4.15 34 33 47
Hg« 0.3275 0.5960 0.3852 0.2816 0.2245 0.2772 0.4595
LD (number of comparison) 23/135 135/190 16/90 36/119 25/152 80/119 83/152

2Individuals were classified in a cluster if their membership for this cluster was higher than 70%. 2 number of individual in each cluster. ballele

number. ¢ Expected heterozygosity

the AT-rich motif markers, some misevaluation might
occur because of homoplasy (i.e. alleles identical in terms
of state but not by descent) for distant individuals [35].
SSR markers with lower mutation rates with three-base or
complex motifs are more reliable markers for inferring
interspecific relationships.

SSR markers had between two and 26 different alleles in
the total collection (including eighteen wild green-fruited
accessions, one S. galapagense and one S. cheesmaniae
accessions) and the allele number decreased between one
and five alleles when looking in the red-fruited tomato

S. lycopersicum :
S. lycopersicum pimpinellifolium
var. cerasiforme

I popA
BN popB
= popC
1 popD

Figure 2

Classification of individuals using Structure2.0 accord-
ing to the previous classification into species. The dis-
tribution of the individuals to different clusters by the model-
based method is indicated by the color code in the legend
box.

sample and only for allelic frequency higher than 5%. The
pattern of genetic diversity inferred from SSR alleles also
showed an important decrease in diversity (i.e. expected
heterozygosity) when comparing S. pimpinellifolium and S.
lycopersicum accessions. Furthermore, the observed hetero-
zygosity is lower than expected for all species due to the
reproductive regime of red-fruited accessions, but also to
the way genetic resources were maintained. The red-
fruited accessions are mainly autogamous (except a few
highly allogamous S. pimpinellifolium accessions) and the
green fruited accessions are mainly self-incompatible
(except S. chmielewskii and S. neorickii which are self-com-
patible) [27]. The decrease of allele number and diversity
in red fruited accessions is probably due to the restriction
of allogamy. The drop in diversity between the wild and
domesticated species has been previously described
[14,16,17] and was explained by successive bottlenecks
starting from domestication and continuing with modern
breeding of S. lycopersicum. This species presents a high
selfing rate which hampers restoration of genetic diversity
lost during domestication. S. pimpinellifolium showed
higher diversity because of its wild status (weak anthropic
restriction in the effective population size compared to
domesticated species) and because it benefited from inter-
crossing. In fact, partial allogamous populations of S.
pimpinellifolium were described in Northwestern Peru.
While they migrated away from that territory, selection
has favored self pollination [36]. The higher rate of
observed heterozygosity shown by S. pimpinnellifolium is
thus a residue of intercrossing from allogamous acces-
sions.
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Figure 3

Principal Coordinate Analysis of the Eulycopersicon sample with Structure2.0 clustering information. The 'red-
fruited' sample did not contain S. cheesmaniae accessions. The subdivision of the collection assuming Kopt = 2 separates group
| (triangle) and group 2, (square) accessions. When assuming Kopt = 4, large fruited accessions: subgroup D (black square) and
small-size fruit accessions: subgroup C (white square) are divided. For wild accessions, subgroup A (white triangle) and sub-
group D (black triangle) were divided. "Wild'/'domesticated' admixed accessions are represented by grey diamonds. Intra-spe-
cific admixed accessions are not identified. Inertia values are 22.09% and 4.84% for factorial coordinates axes | and 2,

respectively.

All red-fruited plants used are progenies from self-com-
patible accessions where seeds are produced through self-
pollination. Because of the inbred nature of most acces-
sions, only one plant was used for genotyping. The
amount of diversity in this sample is thus underestimated.
There is a bias when analyzing observed heterozygosity on
artificially self-pollinated accessions but the residue of
intercrossing observed testifies to ancestral intercrossing.
The estimation of observed heterozygosity should be
done on the initial population (from prospecting) to
assess the intercrossing rate of these populations. IHow-
ever, the homozygosity of accessions will help in dissect-
ing the genetic bases of agronomical traits using diversity
studies.

S. I. cerasiforme showed an intermediate amount of genetic
diversity between S. lycopersicum and S. pimpinellifolium.
This particular position has already been described using
allozymic variation [17] and both patterns of genetic var-
iation close to S. pimpinellifolium and S. lycopersicum were
encompassed. Cherry type tomatoes, found in coastal
Peru or Ecuador and which were described as feral, wild,
or used as cultivated landraces, may have played an
important role in the evolution of domesticated tomato
[37]. This variety characterized by morphological traits
like fruit size and seed weight spans a genetic continuum
between 'wild' and 'domesticated’ forms of the crop. Cur-
rent results suggest that this group of S. [. cerasiforme
evolved through hybridization between S. lycopersicum
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Comparison of efficiency of random and maximization (M) sampling strategy in 5. I. cerasiforme sample (n =
143 accessions). Score, which represents allelic richness, is plotted against size of core collection. The efficiency of the M
strategy is represented by a straight line and the random strategy is represented by a dashed line. A. Core collections were
sampled with alleles from 20 SSR loci and were cross validated by the same alleles. B. Core collections were sampled with alle-
les from 20 SSR loci and were cross validated by alleles from twelve phenotypic data split in 5 classes. C. Core collections were
sampled with alleles from 20 SSR markers and twelve phenotypic data and were cross validated by the same alleles.

and S. pimpinellifolium. The wild and feral parts of S. L
cerasiforme accessions, which have been described as
highly invasive, adapted rapidly thanks to the increase in
genetic variance, new gene interactions, masking or
unloading of deleterious recessive alleles, or the transfer
of favourable genes |38].

Genetic structure was highlighted by the model-based
method developed by Pritchard et al., (2000) for human
genetics. This method performed better than clustering
methods based on pairwise genetic distance because only
a modest number of loci was used [6]. The higher level of
genetic structure allowed most of the S. lycopersicum and a
part of S. I cerasiforme accessions to be assigned to a

‘domesticated’ group and most of the S. pimpinellifolium to
the 'wild' group. The other part of the cherry tomato sam-
ple was classified in an admixture position, which is con-
sistent with the distance-based method. The subdivision
of the 'domesticated’ group in large and small fruit size
accessions is consistent with the results of van Berloo et al.
(2008) with AFLP markers. These authors found higher
differences between cherry versus beef and round toma-
toes than between round and beefl tomatoes themselves.
Homozygosity creates departure from Hardy-Weinberg
equilibrium which is one of the hypotheses to apply the
model-based method. This limitation was overcome
using haploid genotypes. Simulations showed that domi-
nant markers can give results as accurate as codominant
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