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Résumé - Chez la pomme de terre, les juvéniles de Globodera "mexicana™ n'induisent pas de syncytium. Des hybridations de
cing populations de G. "mexicana" et de deux populations de G. pallida sont réalisées in vivro et les hybrides directs et les résul-
tats de divers croisements en retour sont étudiés sur pomme de terre et sur tomate. Tous les hybrides F1 héritent de la capacité
a induire des syncytia chez la pomme de terre. Selon le parent femelle G. pallida utilisé, ces syncytia permettent le développe-
ment de males et de femelles ou seulement de miles. Dans ce dernier cas, la capacité a produire des femelles apparait progres-
sivement apres croisements en retour successifs sur femelle G. pallida. L'incompatibilité cytoplasmique dépend également des
couples utilisés. Avec G. pallida Pal Duddingston, cette incompatibilité est trés atténuée. En fonction de ces résultats, la notion
d'espéce et de coenospecies est discutée.

Summary - Crossing between Globodera pallida Stone and G. "mexicana" Campos-lela: species concept and
heritability of the development on potato - The juveniles of Globodera "mexicana” invade the roots of potato and tomato,
but only in the latter they initiate syncytia and develop into adult males and females. In witro hybridisations were conducted
between five populations of G. "mexicana" and two of G. paliida. Back-crosses were also made using females of G. pallida. The
behaviour of the hybrids was studied on potato and tomato cultivated in Petri dishes. The Fls were able to induce syncytia in
both plants. Depending of the G. pallzda population used, these syncytia allowed the nematodes to develop into both male and
female or only into male. In the latter case, the ability to develop into female increased with the number of back-crosses. The
degree of cytoplasmic incompatibility depends of the parents used. With the Duddingston population of G. pallida Pal, the
incompatibility was weak. These results are used to discuss the concept of species and speciation.

Mots clés : Globodera pallida, G. "mexicana", hybridation, développement, pomme de terre.

Mota & Eisenback, 1993a, b, ¢). Les hybridations
vitro et 1'étude de la viabilité er de la fécondité des

Toutes les especes de Globodera spécifiques des
Solanacées sont originaires d'Amérique. Les deux

espéces provenant d’Amérique du Sud, G. rostochiensis
Wollenweber and G. pallida Stone, se développent sur
Solanacées tubéreuses et, en particulier, sur Solanum
tuberosum. L'espéce originaire des Etats-Unis, G. taba-
cum Lownsberry & Lownsberry, et ses sous-especes,
G. 1. solanacearum Miller & Gray et G. . virginiae
Miller & Gray, ne se développent pas sur S. tuberosum
mais sur Solanacées sauvages non tubéreuses et sur
Nicotiana tabacum. Le tabac n'est infesté ni par G. pal-
lida ni par G. rostochiensis. Au Mexique, on trouve ¢a
et la des populations de Globodera qui se développent
en dehors des zones cultivées sur des Solanacées sau-
vages, tubéreuses ou non, mais pas sur S. fuberosum.
L'une de ces populations est reportée par Campos-
Vela dans une thése non publiée comme G. "mexi-
cana".

Le statut de ces entités a été l'objer de controverses
dues au fait qu'hormis pour G. rostochiensis aucun cri-
tere morphologique n'est discriminant (Stone, 1983 ;

hybrides entre ces espéces et sous-especes (Mugniéry
et al., 1992) ont permis d'identifier les cloisonnements
génétiques existants. L'électrophorése bidimension-
nelle de protéines (Bossis & Mugniéry, 1993) et I'ana-
lyse du polymorphisme de restriction des I'TS (Thiéry
& Mugniéry, 1996) ont confirmé les résultarts sui-
vants : 7) G. rostochiensis est une espéce parfai-
tement séparée de toutes les autres, 1) G. tabacum,
G. 1. solanacearum et G.1. virginiae sont conspécifiques
et leurs profils protéiniques sont extrémement pro-
ches, 1) G. "mexicana” occupe une position particu-
liére. Biochimiguement, cette espece est proche de
G. pallida. Utilisée comme male avec les femelles de
G. t. solanacearum et G. pallida, elle donne des descen-
dants viables, féconds et compétitifs. Etant donné la
forre différence de spécificité parasitaire existant entre
G. pallida et G. mexicana, nous avons étudié le com-
portement de G. mexicana sur S. tuberosum et les
possibilités d'acquisition du développement sur
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S. tuberosum par croisements en retour entre ces deux
derniéres entités.

Matériel et méthodes

Les populations de G. pallida utilisées sont : Gui-
clan (France), pathotype Pa2/3 et Duddingston
(Grande-Bretagne), pathotype Pal. Les populations
provenant du Mexique et dites G. "mexicana" sont les
suivantes : populations codées ¥X75-122-1 et X75-
140-1 dites GM5 et GM6, récoltées par L. Miller a
Huamantla et a Santa Ana, et populations Popocate-
petl, Santa Ana et Tlaxcala récoltées par C. Sosa
Moss et D. Mugniéry.

Les hotes utilisés sont la pomme de terre cv. Désirée
et la tomate cv. Saint-Pierre.

Les tests de comportements sur ces différents hotes,
que ce soit avec les populations utilisées ou leurs
hybrides, sont conduits in vitro selon la méthode de
Mugniéry et Person (1976). L'inoculum dispensé est
de cinq juvéniles par racine. Soit directement, soit
apres dissection des racines, le développement des
nématodes est exprimé par ) le pourcentage de péné-
tration, rapport existant entre le nombre de némato-
des retrouvés dans les racines 15 jours apres
inoculation et le nombre total de juvéniles utilisés,
i1) le non-développement, ou blocage, exprimé par le
rapport entre le nombre de juvéniles du deuxiéme et
troisiéme stades non développés ou morts et le nom-
bre total de némarodes trouvés dans les racines, et
u1) l'indice andrique exprimé par le rapport entre le
nombre de males et le nombre de femelles dévelop-
pés. Pour indication, le pourcentage de femelles déve-
loppées par rapport au nombre de J2 utilisés est
indiqué. Les données sont analysées par le test 21 de
Kullbach rapporté par Arbonnier (1966).

L'étude du comportement de la population GM5
sur pomme de terre et tomate est complétée par l'exa-
men histologique des racines de pomme de terre et de
tomate contaminées. Dix jours aprés inoculation, les
zones de racines ou ont pénétré les nématodes sont
prélevées, fixées au glutaraldéhyde, colorées au bleu
de roluidine et coupées en sections fines pour examen
au microscope photonique.

Les hybridations sont réalisées in vitro. Les femelles
vierges sont obtenues aprés dépoét d'un unique juvé-
nile sur pomme de terre ou tomate cultivée en boite
de Petri. Les mailes sont prélevés dans les boites de
Petri ayant servi au test de comportement des popula-
tions parentales ou des hybrides formés. Les croise-
ments directs suivants sont érudiés : ¢ Guiclan x &
GM5, ¢ Duddingston x 3 GM5 et & GM5 x &
Duddingston. Le premier croisement en retour utili-
sant les hybrides Guiclan x Santa Ana, divers croise-
ments en retour utilisant les hybrides Guiclan x GM5
sont testés sur pomme de terre et tomate.
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Résultats

COMPORTEMENT DE GM5 SUR POMME DE TERRE ET
TOMATE

Chez ces deux hotes, les juvéniles pénétrent dans les
racines et se dirigent vers le cylindre central. Sur
tomate, le syncytium est initié (Fig. 1B) et permet le
développement des males et des femelles. Sur pomme
de terre, aucun développement en male et femelle
n'est observé. Les coupes histologiques (Fig. 1A) ne
révelent aucune induction de cellules géantes. Il n'est
observé aucune modification cytoplasmique et parié-
tale dans les cellules contigués a la capsule céphalique
des nématodes, ni aucun épaississement des parois
latérales de ces cellules. Les seuls dégarts visibles cor-
respondent aux destructions des parois cellulaires
consécutives a la migration des juvéniles depuis I'épi-
derme jusqu'au cylindre central. Par dissection de
racines 15 jours apres inoculation, on extrait les juvé-
niles non déformés par le parasitisme. Aucune modifi-

Fig. 1. Coupe de racine de pomme de terre et de tomate infestée
par Globodera "mexicana". A : Pomme de terre ; B : Tomate
(Echelle=50 um,).
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cation du primordium génital n'est visible et la
mobilité de ces juvéniles est la méme qu'a l'inocula-
tion. Le déficit de pénétration observé entre tomate et
pomme de terre est d a la difficulté de repérer des J2
dans les racines et probablement a une sortie des raci-
nes de certains juvéniles aprés pénétration.

Les juvéniles GM5 n'induisent donc aucune mo-
dification parasitaire chez S. ruberosum, soit qu'ils
n'injectent pas de sécrétions salivaires dans la cellule
cible destinée a devenir le syncytium, soit, plus proba-
blement, que leurs sécrétions ne soient pas reconnues
par les cellules de S. tuberosum.

Quinze jours apreés inoculation, les dissections effec-
tuées sur S. tuberosum infesté par les autres popula-
tions mexicaines (GM6, Santa Ana, Tlaxcala et Popo-
catepetl) montrent également la présence de juvéniles
non déformés par le parasitisme. Aucun maile et
aucune femelle n'est formé.

CROISEMENTS G. PALLIDA X G. "MEXICANA"

Les kystes provenant d'’hybridations réalisées in vitro
sont mis en éclosion individuellement. Pour chaque
kyste, les 50 premiers juvéniles éclos sont déposés sur
tomate, les 50 suivants sur pomme de terre. Les varia-
tions dans les résultats de développement entre kystes
étant faibles, tous les résultats individuels ont été
regroupés (Tableau 1).

Les F1 issus des croisements entre femelles G. pal-
hida Guiclan et males des diverses populations de
G. "mexicana" pénétrent et se développent dans les
racines de tomate. l.a pénétration, le blocage et

lindice andrique observés sont semblables a ceux
observés chez les parents. Le pourcentage de femelles
formées par rapport au nombre de J2 inoculés est éga-
lement semblable a celui des parents, quelle que soit
I'origine des males utilisés.

Les croisements réciproques donnent naissance a
des F1 incapables de se développer dans les racines de
tomate comme cela avait été observé antérieurement
(Mugniéry er al., 1992). A l'inverse, les F1 issus des
croisements réciproques entre G. pallida Duddingston
et G. "mexicana" GM5 se comportent de maniére
totalement différente. Leur pénétration est faible pour
le croisement ¢ GM5 X & Duddingston et il s'ensuit
une proportion de femelles formées plus faible. De
plus, le développement jusqu'au stade adulte corres-
pondant a la libération des miles est deux fois plus
lent que la normale : a 20°C, cette durée de dévelop-
pement est de 30 jours contre 17 jours dans le cas des
autres hybrides et des parents. On retrouve en moins
accentuée l'incompatibilité cytoplasmique déja citée
entre G. pallida et G. "mexicana" (Mugniéry et al.,
1992).

Le développement des hybrides sur S. tuberosum
s'effectue trés mal. La pénétration est plus faible que
sur tomate, bien que les difficultés déja signalées de
retrouver des J2 et J3 bloqués dans les racines 15 jours
apres inoculation biaisent ces résultats. Pour tous les
croisements avec les femelles Guiclan, le blocage est
peu important, excepté dans Je cas du croisement avec
les males Popocatepetl. Extrémement peu de némato-

Tableau 1. Comportement sur tomaie et pomme de terre des hybrides directs entre Globodera pallida Guiclan et Duddingston et diverses

populations de G. "mexicana’.

L. esculentum

S. wberosum

Mére Pére J2  Pénértration Blocage Indice Femelles J2  Pénérration Blocage Indice Femelles
inoculés (%) (%) andrique (%) inoculés (%) (%) andrique (%)

Guiclan Gm5 1123 73 7 0,34 50 409 56 3 16 3
Pa2/3

Guiclan Gmé 930 76 13 0,33 50 344 58 9 oa 0
Pa2/3

Guiclan Santa Ana 1046 73 9 0,24 53 430 58 13 108 0,5
Pa2/3

Guiclan Tlaxcala 495 77 6 0,16 62 270 47 14 9 4
Pa2/3 ’

Guiclan Popocatepetl 1098 77 11 0,12 62 438 56 79 51 0,2
Pa2/3

Duddingston Gm5 235 69 6 0,25 52 60 70 0 0,17 60
Pal

Gm5 Duddingston 398 54 13 0,50 32 94 51 6 44 1

Pal
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Tableau 2. Comportement des hybrides du premier croisement de retour entre Globodera pallida Guiclan et G. "mexicana" Santa Ana.

L. esculentum

S. tuberosum

Meére Pére Pénétration Blocage Indice Femelles Pénétration  Blocage Indice  Femelles
(%) (%) andrique (%) (%) (%) andrique (%)
Santa Ana
Guiclan X 70 a 0a 0,35 a 52 56 a 2a 0,57 a 35
Guiclan
Santa Ana
X Guiclan 71 a 0a 0,30 a 57 66 a 0a 0,65 a 40
Guiclan

Dans chaque colonne, les chiffres suivis de la méme lettre ne sont pas significativement différents a P < 5%.

des atteignent le stade femelle, ce qui ne peut pas étre
attribué a une mortalité différentielle selon le sexe,
sauf chez les croisements avec les males Popocatepetl
ou cette éventualité ne peut étre écartée.

Par conséquent, il apparait clairement que la popu-
lation Popocatepetl se différencie de toutes les autres
par le comportement de ses hybrides avec G. pallida
Guiclan. D'autre part, la capacité d'induire des syncy-
tia est transmise par G. pallida puisque des males
adultes sont capables de se développer. Par contre,
trés peu d'hybrides héritent de la capacité a former
des syncytia suffisants pour que le phénotype femelle
apparaisse.

Le comportement des hybrides avec G. pallida Dud-
dingston est trés différent. Ils se développent sur
pomme de terre de la méme mani¢re que le parent
G. pallida dans le cas ou l'incompatibilité cytoplasmi-
que n'existe pas. Ces hybrides héritent non seulement
de la capacité a induire des syncytia, mais encore a
produire des syncytia suffisamment propices au déve-
loppement des juvéniles en femelle.

ETUDE DES CROISEMENTS EN RETOUR

Deux croisements en retour ont été érudiés, les pre-
miers incluant la population de Santa Ana en utilisant
les males hybrides F1 des deux sens sur femelles de
G. pallida Guiclan, les seconds utilisant les individus
provenant des hybridations entre G. pallida Guiclan et
GM5.

Avec la population de Santa Ana, quel que soit le
sens du croisement en retour sur femelle G. pallida
Guiclan, les hybrides se développent de fagon identi-
que sur tomate. Sur pomme de terre, les hybrides récu-
pérent presque intégralement la capacité de G. pallida
a se développer en male et femelle (Tableau 2).

Les résultats sont trés différents avec la population
GMS5 (Tableau 3). La capacité des hybrides du type
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Tableau 3. Pourcentage de femelles obtenues a partir de I’inocu-
larion de cing juvéniles par racine de Globodera pallida Guiclan
(GP), de G. "mexicana" GMS (GM), de leurs hybrides et des
différenis croisements de retour réalisés.

L. esculentum S. tuberosum

GP 80 70
GP.GM 71 3
GP (GP.GM) 70 5 -
GP (GP (GP.GM)) 45 27
GP [GP (GP 70 70
(GP.GM))]

GM 90 0
GM.GP 0 0
GM (GP.GM) 32 0
GM (GM.GP) 38 0
(GP (GP.GM)) GP - 52
GP [GM (GP 53 15
(GP.GM)]

GM [GP (GP 1 0
(GP.GM))]

NB : Pour chaque croisement (ex GP.GM), le mile (GM)
est a droite, la femelle (GP) est a gauche.

? G. pallida Guiclan X 8 GMS5 3 induire chez la

pomme de terre des syncytia susceptibles de permet-
tre le développement jusqu'au stade femelle est prati-
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quement nulle chez les F1. Le premier croisement en
retour n'est pas suffisant pour accroitre cette capacité.
1l faut attendre le 3™ croisement en retour pour res-
taurer en totalité le caractére transmis par G. pallida
Guiclan induisant de tels syncytia.

Le croisement inverse $ GMS5 X & G. pallida Gui-
clan manifeste clairement l'incompatibilité cytoplas-
mique. Que ce soit sur pomme de terre ou sur tomate,
aucun juvénile n'est apte a se développer en femelle.
Les seuls males obtenus le sont sur tomate exclusive-
ment. Chaque fois qu'une femelle de GM5 est utilisée
en croisement, elle donne des hybrides dépourvus de
capacité a se développer en femelle sur tomate et sur
pomme de terre.

Conclusion

Les populations de G. "mexicana” présentent toutes
la capacité a se développer sur tomate et l'incapacité a
se développer sur pomme de terre. Cette incapacité
tient plus probablement a une non-reconnaissance
des cellules du végéral aux sécrétions des juvéniles.
Toutes ces populations se croisent avec la population
Guiclan de G. pallida Pa2/3 malgré une certaine
incompatibilité cytoplasmique. Cette incompatibilité
est trés forte avec GM5. Quand les croisements sont
réalisés dans le sens ¢ G. pallida Guiclan X &
G. "mexicana", ils donnent naissance a des hybrides
qui se développent trés mal sur pomme de terre (cas
de la population Popocatepetl) et dont le phénotype
est presque exclusivement male. Les croisements en
retour successifs sur femelles G. pallida Guiclan res-
taurent rapidement (cas de la population de Santa
Ana) ou lentement (cas de la population de GM5) le
caractere hérité de G. pallida a se développer en
femelle sur pomme de terre. Le caractére d'induction
de syncytia chez la pomme de terre, présent chez
G. pallida, pourrait étre considéré comme dominant
et d'hérédité simple. La capacité a induire des syncytia
suffisants pour permettre le développement en femelle
est d'une héritabilité complexe, peut-étre polygénique,
en tout cas sans génes majeurs évidents.

L'utilisation en croisement de la population Dud-
dingston de G. pallida donne des résultats différents.
Entre GMS5 et G. palhida Duddingston, I'incompatibi-
lit¢ cytoplasmique est faible. De plus, les hybrides F1
formés acquiérent de G. pallida le caractére a se déve-
lopper sur pomme de terre. Dans ces conditions, il
sera intéressant d'effectuer des croisements en retour
successifs sur femelles GM5 pour étudier la dilution
de ce caractere au fur et a mesure des croisements.
Ces deux modéles de croisement G. pallida Guiclan x
GMS5 et G. palhida Duddingston X GMS5 sont extréme-
ment intéressants : comme dans le schéma de sélec-
tion décrit par Janssen (1990) sur G. rostochiensis, il est
possible d'obtenir des individus fréres/soeurs ayant ou
non la capacité a se développer en femelle sur pomme

Vol. 20, n° 6 - 1997

de terre. Une analyse différentielle de leurs protéines
pourrait permettre de corréler ce caractére a une ou
plusieurs protéines comme cela a été fait par Dal-
masso et al. (1990) sur les populations virulentes et
avirulentes de Meloidogyne incognita. De méme, il
devrait étre possible de caractériser des marqueurs
moléculaires de ce caractére.

Enfin, le statut spécifique de G. "mexicana" n'est pas
clair. Les hybridations effectuées entre G. "mexicana"
et les autres espéces de Globodera montraient l'exis-
tence d'une barriére génétique faible avec G. pallida
(Mugniéry er al., 1992). L'utilisation de la population
Duddingston de G. pallida montre qu'entre cette
population et GMS5, il n'existe pratiquement aucune
barriére génétique. Ces résultats corroborent ceux
obtenus par Bossis et Mugniéry (1993) qui montrent
que la distance génétique calculée sur les protéines
révélées en double dimension entre G. pallida et
G. "mexicana" est faible et se situe au niveau infraspé-
cifique. Par contre, les résultats obtenus par Thiéry et
Mugniéry (1996), qui infirment ce point de vue, pla-
cent résolument G. "mexicana" dans une unité taxino-
mique distincte de G. pallida. 11 est possible de
supposer que ces deux entités, globalement proches
génétiquement, le sont suffisamment pour que cha-
que outil utilisé donne des résultats contradictoires.
Cependant la proximité génétique globale est telle que
l'on peut trouver des populations proches qui se croi-
sent (GM5 et la population de Duddingston) ou
moins proches qui ont déja élevé des barriéres partiel-
les (GMS5 et la population de Guiclan). LLa comparai-
son avec 1"overlapping ring" décrit par Ticehurst
(1938) sur l'oiseau Phylloscopus trochiloides pourrait
étre fondée si I'on avait trouvé une chaine ininterrom-
pue de sous-espéces appartenant a la méme espece.
Les comparaisons faites avec les études d'espéces réa-
lisées le plus souvent chez les vertébrés conduisent
plus a la notion de coenospecies de Turesson (1922),
linterstérilité dans les conditions naturelles n'étant
due qu'a l'isolement géographique, toujours prépon-
dérant chez les espéces édaphiques a déplacements
nuls. Il sera intéressant de surveiller les hybridations
naturelles au Mexique entre populations locales de G.
"mexicana’ et populations importées de Globodera sp.
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