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Synthése Bibliographique

1. FLETRISSEMENT BACTERIEN CAUSE PAR RALSTONIA SOLANACEARUM

Le premier rapport sur le flétrissement bactérien a probablement été établi par Burrill en 1890 [348] mais la
maladie aurait été observée dés 1881 en Indonésie et au Japon sur le tabac [206). Les études réalisées par
Smith sur le flétrissement bactérien en 1896 [206] ont abouti 4 une description de la maladie et de son agent
causal, une bactérie appartenant au genre Pseudomonus. Le positionnement taxonomique de la bactérie a par la
suite été revu 3 deux reprises : aprés un bref passage dans le genre Burkholderia, I'agent responsable du

flétrissement bactérien a été placé dans le genre Ralstora et renommé Ralstoria solanacearum[413].

1.1. Importance socio-économique de la maladie

Le fléuissement bactérien est une des phytobactérioses les plus importantes et les plus dévastatrices au
monde. En 1914, Smith [348] signale déji que cette maladie est responsable de la destruction d'une grande
partie des cultures de pomme de terre et de tomate dans le Sud des Etats-Unis. Cette maladie, maintenant
présente sur les cing continents, a été observée dans une vaste gamme de climats : tropical, subtropical,
méditerranéen et tempéré [170]. Le spectre d’hétes de R. solznmacearum est en outre trés large : il comprend des
centaines d'espéces différentes appartenant & plus de 55 familles botaniques de Monocotylédones et
Dicotylédones. A Theure actuelle, le flétrissement bactérien cause des dégats importants au niveau mondial sur
des dizaines de cultures vivrieres dont les Solanacées (tomate, pomme de terre, aubergine, poivron), et
industrielles (banane, arachide, tabac, etc) [170, 171]. A tire d'exemple, le flétrissement bactérien peut
provoquer jusqu 90% de pertes de rendement dans les cultures de pomme de terre et de tomate selon les
pays et la saison [107]. Sur la pomme de tetre, les pertes économiques annuelles au niveau mondial sont
estimées 3 950 millions de dollars [107]. Aux Etats Unis, R. sdaraearum a récemment été placé sur la liste des

agents pathogénes potentiellement utilisables dans des actions de bioterrorisme [410].

A la Réunion, le flétrissement bactérien causé par R. solamacearum a été décrit pour la premiére fois en 1960

[317]. Actuellement, la maladie touche une vingtaine d'espéces différentes [281] et est répartie sur Pensemble



Tableau S.1. Caracténistiques de Pespéce R. sdanacearum (d’aprés He et ol 1983 et Hayward

1964)
Famille Pseudomonadacees (1)
Forme cellulaire Bacille (0,5 x 1,5 um en moyenne)
Coloration de Gram Négatif
Mobilité +, un ou plusieurs flagelles polaires
Meéuabolisme des sucres Oxydatif
Spore -
Autotrophie avec H; -
Pigments (LPGA) d (brun)
Pigments fluorescents (KingB) -
Croissance 4 40°C -
Enzymes Cytochrome ¢ oxydase et une catalase.
Substance de réserve Poly B-hydroxybutyrate
Hydrolyse
Amidon -
Gélatine -
Activité
Arginine hydrolase -
Lécithinase -
Nitrate réductase +
Uilisation
D-galactose d
D-glucose +
D-ribose d
D-xylose -
Saccharose +

(1) d: réponse différente selon les souches
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de I'fle 3 l'exception des zones de culture de la canne 2 sucre (de 200 4 600 m) [136]. Le flétrissement bactérien
est un facteur limitant pour les cultures de Solanacées (pomme de terre, tomate, aubergine et poivron), de

géranium rosat et d’anthurium, particuliérement durant la saison chaude et humide [137].

1.2. Symptomatologie

Chez la plupart des plantes hétes de R. solanseerum, le flétrissement irréversible de Pappareil végétauf aérien
est le symptOome caractéristique de la maladie [52]. L'espéce végétale, I'ige de la plante, la quantité et la qualité
de linoculum, et les conditions environnementales sont autant de facteurs qui contribuent 3 la variabilité de la

vitesse d’apparition des symptdmes ainsi qu’a leur intensité.

Chez la tomate, I'épinastie et le flétrissement brutal de quelques folioles et feuilles qui s’enroulent constituent
les premiers symptdmes visuels de la maladie. D’autres manifestations de la maladie telles que des chloroses,
un rabougrissement du plant, un brunissement et une décoloration des vaisseaux du xyléme, peuvent précéder
le flétrissement total [52, 206, 239]. L'apparition de bourrelets et racines’ adventifs est une manifestation, au
début de linfection, de Paccumulation d’acide indol-3-acétique dans la plante [341]. La formation de tiches
graisseuses brunes sur les tissus internes peut étre accompagnée de petites nécroses sur les surfaces externes
des tiges inoculées [239]. Par ailleurs, lors d’'une coupe transversale, des exsudats bactériens de couleur
blanchitre 4 beige, peuvent sortir des vaisseaux nécrosés des tiges infectées. Lorsque les conditions
climatiques sont favorables i la maladie, le flétrissement peut apparaitre en quelques jours seulement et

entrainer trés rapidement la mort de la plante.

1.3. Ralstonia solanacearum

1.3.1. La bactérie

De forme bacillaire 2 Gram négatif, de type respiratoire aérobie strict, incapable de fermenter le glicose, elle
posséde une cytochrome C oxydase et la plupart des souches manifeste une activité nitrate réductase. R
solanagearum est caractérisée par sa capacité & accumuler, dans ses vacuoles, des inclusions lipidiques (poly-B-
hydroxybutyrate) qui sont utilisées comme substrat- de réserve. Les principales caractéristiques propres 2

Pespéce sont indiquées dans le Tableau S.1.
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Les colonies de R. sdanmaearum cultivées sur milieu de Kelman [207] sont visibles aprés 2 4 3 jours
d’incubation 3 28°C et présentent, en général, un aspect muqueux di 3 une forte production
d’exopolysaccharides. La transition de la forme muqueuse vers la forme non muqueuse (rugueuse), nommée
conversion phénotypique, s’observe fréquemment en culture et aussi i plania [52). Sur milieu spécifique de
Kelman contenant du chlorure de triphényhtétrazolium, des colonies virulentes de forme irréguliere,
muqueuses, de couleur blanchitre 3 rosée au centre, se distinguent des colonies avirulentes qui sont plus

petites, rondes, non muqueuses et de couleur rouge vif due & I'accumulation de triphénylformazan.

1.3.2. Diversité phénotypique et génétique de R. solanacearum

R. solanacearum présente une trés grande variabilité phénotypique, génotypique et du pouvoir pathogéne. Cette
variabilité et complexité génétiques proviennent en partie de la capacité d'échanges horizontaux d'ADN. En
effet, cette bactérie a été décrite comme naturellement transformable [34, 40], développant un stade de
compétence qui lui permet de fixer, assimiler, intégrer et exprimer un ADN extracellulaire %z un mécanisme
actif codé génétiquement. Les transferts de génes horizontaux pourraient étre impliqués dans l'augmentation
du spectre d'espéces sensibles & R. solanacarum ainsi que dans 'élargissement de la distribution géographique
de cet agent pathogéne. Deux approches traditionnelles de classification, en races (critére phénotypique basé
sur le pouvoir pathogene) et en biovars (critére métabolique), ont couramment été employées jusqu'a présent

pour décrire la diversité au niveau intraspécifique.

1.3.2.1. Classement en races
L'espéce R. solanacearum présente cinq races distinguables selon le spectre d’hotes [51, 174] :

o larace 1 est la plus répandue en climat tropical et présente la plus vaste gamme d’hétes. Les souches de
race 1 affectent les Solanacées (tabac, tomate, pomme de terre, poivron, aubergine), les bananiers diploides
ornementaux ainsi que des Composées, des Légumineuses, des Euphorbiacées, des Casuarinacées et des

Rubiacées.

e la race 2 est présente en Amérique et en Asie btropicale. Elle est quasiment inféodée aux Musacées
(bananiers triploides et certains diploides) et autres Heliarua sp. Elle est responsable de la maladie de Moko
transmise par insecte qui sévit en Amérique Centrale et dans les Caraibes, et de la maladie de Bugtok en

Indonésie.



Tableau S.2. Caractéristiques différentielles des biovars de R. solanaceanim

Biovar 1 Biovar 2 Biovar 3 Biovar 4 Biovar 5
“Cellobiose - + + - +
Lactose - + + - +
Maltose - + + - +
Mannitol - - + + +
Dulcitol - - + + -
Sorbitol - - + + -
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e larace 3 est pathogéne de la pomme de terre et de la tomate. Elle est présente en zones méditerranéennes
et tempérées. Cette race est dite 'race froide' car sa température optimale est de 25°C, au lieu de 30°C pour les
autres races tropicales. Elle peut surtout exprimer un pouvoir pathogéne 4 des températures fraiches (15°C).

Elle constitue ainsi une menace potentielle pour I'agriculture des pays tempéres.
e la race 4 infecte le gingembre et autres Zingibéracées.

e larace 5 est inféodée au miitier.

1.3.2.2. Classement en biovars

R. solanacearum présente cinq biovars selon la capacité des souches 2 utiliser trois hexoses alcools (mannitol,
dulcitol, sotbitol) et trois dissaccharides (cellobiose, lactose, maltose) {169, 170, 171, 172] (Tableau S.2). Un
sixiéme biovar, le biovar 2T, isolé de pomme de terre, se distingue du biovar 2 par une activité métabolique
légérement différente et en particulier par sa capacité 2 utiliser le D-tréhalose [173, 249). Il n’existe pas de
cotrespondance stricte entre les classifications en races et en biovars sauf pour la race 5 et le biovar 5, et la

race 3 et le biovar 2 [170].

1.3.2.3. Description de la diversité par des approches moléculaires

Les analyses phylogénétiques basées sur différentes approches moléculaires ont permis de confirmer la
diversité génétique existant au sein de l'espéce et d'établir des corrélations avec l'otigine géographique des

souches.

L'analyse du polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP) a permis d'organiser I'espéce en
deux 'divisions' [74, 75, 77] : la division I dite 'Asiaticum’ regroupe les souches de biovars 3, 4 et 5 originaires
d’Asie et d’Australie, et la division II dite 'Americanum' regroupe les souches de biovars 1, 2 et 2T otiginaires
des Amériques. Par ailleurs, le séquengage du géne ADNr 168 [236], de ITTS 168-238 (Intergenic Spacer Region),
et de deux génes impliqués dans la virulence (polygalacturonase et endoglucanase) {119] a confirmé I'existence
de ces deux subdivisions. L'analyse par PCR-RFLP des génes hrp (hypersentive response and pathogenicity),
complémentée par l'analyse du polymorphisme de taille des fragments amplifiés (AFLP) et la comparaison des
séquences du fragment 16S de PADNr ont révélé Pexistence dun groupe de souches de biovars 1 et 2T

originaires du sud de PAfrique bien distinct des divisions 'Asiaticum’ et 'Americanum!, formant ainsi la



Species]

Phylotype |
Dinvrcaon
Ai‘lt’

“Subsp

Biovars

RFLP
Group

Clones

Races

Figure S.1. Classification en vigueur et diversité génétique connue et restant a explorer
chez R. solanacearum, ainsi que chez les organismes proches, Pseudomonas syzygii (P.sy)

et ’agent du Blood Disease de la banane (BDB) (d’aprés P. Prior).

Tableau S.3. Schéma de classification hiérarchique pour R. solanaceraum (d’aprés Fegan et

Prior 2004)

Niveau Equivalent Nomenclature Méthode d'identification

taxonomique taxonomique

Espeéces Especes Complexe d'espéces R. Amorces PCR

solancearum

Phylotype Sous-espéces Phylotypes L II, Il et IV PCR multiplex basée sur la
région ITS

Sequevar Groupes infraspécifiques  Sequevars 1-23 Séquengage du gene de
I'endoglucanase

Clone Lignées clonales Méthodes d'empreintes

génomiques (rep-PCR,
RAPD, AFLP, PFGE, etc.)
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division 'Africanum' [301, 303, 304). Cette troisiéme division a été confirmée par des analyses phylogénétiques

du géne ¢g/A4 codant pour l'endoglucanase et du géne A7pB, un géne régulateur des genes brp [302).

Sur la base du séquencage de la région 165 de 'ADNr et des homologies ADN-ADN, deux organismes
proches, l'agent responsable de la maladie du sang du bananier (BDB, Blood Disease of Banana) et Psendomonas
syzyg% (pathogéne du giroflier) ont été inclus dans le 'complexe d'especes R. solanacearums' et forment une
subdivision avec les souches indonésiennes de R. solanacearums an sein de la division Asiaticum [362]. Cette
subdivision a été confirmée depuis par le séquengage de ITTS et des deux geénes codant pour des
polygalacturonase et endoglucanase [119]. La Figure S.1 illustre la classification en vigueur et la diversité

génétique connue et restant 3 explorer chez R. solanacearum.

Enfin, les analyses phylogénétiques les plus récentes basées sur le séquengage de la région ITS, du géne hrpB,
du géne de lendoglucanase et du géne MuzS ont permis d'établir plus récemment un nouveau schéma de
classification hiérarchique (Tableau S.3) [118]: les membres du complexe d'espéces R. solanacearum sont
répartis en 4 phylotypes qui sont corrélés 4 l'origine géographique des souches (Figure S.2). Chaque phylotype
est lui-méme composé d'un certain nombre de sequevars, groupes de souches possédant moins de 1% de

polymorphisme dans la région séquencée.

1.3.3. Les souches de race 3, biovar 2, phylotype Hl (r3bv2pll)

Des souches de race 3 ont été identifiées dans différents pays d’Amérique du Sud (Uruguay, Argentine, Chili,
Pérou) mais aussi en Australie, en Asie (Chine, Inde, Indonésie, Israél, Nouvelle Guinée, Sti Lanka,
Philippines, Népal), en Afrique (Egypte, Kenya, Réunion, Afrique du Sud), et dans certains pays de I'Europe
de 'Ouest (Belgique, Espagne, France, Hollande, Italie, Portugal et Royaume Uni) ot elles sont responsables
de la maladie de la pourriture brune de la pomme de terre [170, 187, 355). Ces souches sont maintenant bien
établies en Europe. En France, le flétrissement bactérien causé par des souches de race 3 a été mis en
évidence sur pomme de terre en 1995 dans le sud de la région Parisienne, sur tomate en 1994 et 1995 dans le
Sud-Ouest et dans la région Nantaise. Récemment, des souches de race 3 ont été accidentellement introduites
aux Btats-Unis (Connecticut, Dakota, Delaware, Pensylvannie et Wisconsin) 4 partir de matériel végétal

originaire du Kenya et du Guatemala {210, 408}.

Contrairement 2 la race 1, la race 3 et plus particuliérement les souches des continents autres que I’ Amérique

du Sud, présentent une faible diversité génétique [74, 349, 389}. L'hypothese a été émise que la race 3 serait



Phylotype Il
(Bv1,2&2T)
(Races 1,2 & 3)

American Bv 1 Antillean Bv 1 & Moko mic2s

Moko wis 25
Phylotype |
(Bv3,48&5)

Moko wmuc 24
(Race 1,4 & 5)

— Bv 2/2T
0.01

BDB P syzygii

Phylotype IV

(Bv 1,2&2T)
(Race ?)

Figure S.2. Diversité génétique et relations phylogénétiques entre les différentes souches du
complexe d’especes R. solanacearum. Arbre établi sur la base du polymorphisme de séquence
du géne de I’endoglucanase (Fegan et Prior, 2004). La localisation des souches pour lesquelles
le génome total a été séquencé (ou est en cours) est indiquée par une étoile orange.




Synthése Bibliographique 9

originaire des espéces sauvages de Solarmm dans la région Andine et quelle aurait été disséminée 3 partir de
cette zone par Phomme iz les tubercules de pomme de terre [74, 75, 76, 349). Les souches de race 3, adaptees
3 de faibles té;ﬁfémmres et trés pathogénfr:srzigzrlér Wpomme de terre font partie des souches considérées hote-
spécifiques de R. solanaaearum, tout comme les souches de race 2, pathogénes uniquement des Musacées.
Toutes ces souches hdte-spécifiques sont regroupées dans le phylotype II et sont phylogénétiquement

distantes des souches de R. sdanacearum poly-hotes.

1.3.4. Séquengage total du génome de la souche GMI1000

Récemment, le génome de la souche GMI1000 de race 1, biovar 3, phylotype I (r1bv3pl) a été séquencé [324].

Le génome a une taille de 5,8 Mb et code pour un total de 5129 protéines. Il est organisé en deux réplicons :

e un chromosome de 3,7 Mb qui code pour un jeu complet de génes de ménage comme les genes codant
pour la réplication de I'ADN, la réparation de I'ADN, les divisions cellulaires, la transcription et la traduction.
Tous les génes codant pour les mécanismes de base nécessaires 3 la survie de la bactérie sont aussi présents

(core genone).

e un mégaplasmide de 2,1 Mb constitué en partie d'éléments génétiques 'dispensables' (acwwssory genes) mais
aussi de nombreux gines de ménage dont certains codent pour des enzymes du métabolisme primaire
(synthése d'acides aminés et cofacteurs). Ce réplicon aurait des fonctions significatives dans l'adaptation de la
bactérie 3 des conditions environnementales variées. Il contient en particulier tous les génes b (plus de 40
génes), les génes codant pour les constituants des flagelles, et les génes gouvernant la synthése des

exopolysaccharides.

Les réplicons ont une structure en mosaique caractérisée par la présence de nombreux éléments d'insertion
[324]. Cette structure suggére un certain degré de plasticité du génome de R. solanacarum et une propension a
I'adaptation wz des phénoménes de transferts horizontaux. Une étude récente a déterminé que 547 geénes sur
3436 génes analysés soit 15,9% du génome de R. solanaesrum ont été importés suite d des transferts
horizontaux [277]. Les aspects généraux du génome de la souche GMI1000 sont présentés dans le Tableau
S.4. Le séquengage génomique de GMI1000 a permis de révéler l'existence d'environ 200 génes codant pour
des facteurs de virulence connus ou potentiels [324]. Ces travaux ouvrent de nouvelles perspectives pour

analyser la complexité des mécanismes moléculaires 4 I'origine du pouvoir pathogene.



Tableau S.4. Caractéristiques générales du génome de la souche GMI1000 de R. sdlarcearum

(Salanoubat ez 2l 2002)
Caractéristiques Chromosome Mégaplasmide Génome
Longueur (pb) 3716413 2094 509 5810922
Composition en G+C 67,04 % 66,86 % 66,97 %
Régions codant pour des protéines 87,8 % 86,5 % 87,3 %
tARNs 55 3 4
Opérons rARN 3 1 4
Geénes codant pour des protéines 3448 1681 5129
Longueur moyenne des génes 946 1077 989
codant pour des protéines (pb)
Geénes ayant une fonction connue 1609 652 2261
Genes de régulation 7.2 % 9,6 % 8 %
Séquences d'insertion et séquences de 34% 2,5% 31%

phage
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1.3.5. Déterminants du pouvoir pathogéne

Des approches biochimiques et moléculaires ont permis d'obtenir, ces derniéres années, des informations sur
les déterminants du pouvoir pathogene impliqués' dans les interactions plante-microorganisme. Ces travaux
ont conduit en particulier 4 lidentfication puis 4 lisolement de molécules (exopolysaccharides et
exoenzymes), 4 la caractérisation de génes du pouvoir pathogéne (génes b et awr) et 4 la connaissance de
certaines des voies de régulation de ces génes chez R. sdamcaaron.

1.3.5.1. Exopolysaccharides

Une grande quantité d’exopolysaccharides (EPS) est accumnulée dans les vaisseaux infectés par R. sodaracarum.
Les EPS sont produits # utro et in planta mais seulement par les souches virulentes, et la quantite ’EPS

produite dans les plants sensibles est corrélée au degré de virulence de la souche bactérienne [285, 379].

Les EPS sont formés de quatre polyméres trés hétérogénes [285, 379]. La synthése des EPS est gouvernée par
les groupes de genes eps et gps [76, 200, 331, 332]. L’EPS1 représente la plus grande fraction ’EPS (40% de la
masse totale d'EPS) et serait le facteur essentiel du pouvoir pathogéne de R. solanaearum([14, 64, 331].

Les EPS empécheraient les bactéries de se fixer aux agglutinines végétales, et favoriseraient donc leur
circulation 3 Pintérieur de la plante [41, 105, 417, 418]. IIs joueraient aussi un role dans le flétrissement en
raison de leur accumulation dans les vaisseaux du xyléme entralnant la formation d’un bouchon qui
perturberait la circulation de eau et des éléments minéraux dans la plante [64, 76, 200, 396]. Différentes
études histologiques ont montré que la fraction EPS1 est nécessaire 4 I'infection des espaces intercellulaires du
cortex interne des racines et 3 la colonisation des vaisseaux du xyléme de la tomate. En revanche, EPS1 n'est
pas impliqué dans la pénétration 3 l'intérieur des racines [14, 323, 393). Le role des EPS dans le pouvoir

pathogéne reste cependant encore trés controversé [92, 93, 199].

1.3.5.2. Exoenzymes

R. solanacarum produit des enzymes hydrolytiques extracellulaires qui contribuent au pouvoir pathogéne en
dégradant les parois cellulaires des plantes infectées [10, 315, 334) Dans les stades précoces de l'infection,
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elles facilitent la pénétration dans les tissus corticaux racinaires riches en pectine ou l'entrée dans les vaisseaux
du xyléme. Les principales exoenzymes sont une endopolygalacturonase codée par le géne pgA (ou pebA),
deux exopolygalacturonases codées par les génes pglB (ou pehB) et pg/C (ou peh et une endoglucanase codée
par le géne egld [10, 315, 333, 334). Toutes ces enzymes participent au pouvoir pathogéne sans pour autant
&tre indispensables 3 la virulence puisquun mutant altéré dans la production d'une de ces enzymes reste
capable de provoquer la maladie mais avec une agressivité légérement diminuée (vitesse de colonisation

bactérienne et développement de la maladie moins rapides) [184, 315, 331, 333, 412].

Les polygalacturonases jouent un r8le important dans les étapes précoces de linfection [184]. Ces enzymes
permettent la macération rapide des substances pectiques de la lamelle moyenne des plantes facilitant
linvasion et la propagation de lagent pathogéme [142). Ces enzymes aident aussi & dégrader les
oligogalacturonates végétaux relargués par les enzymes pectolytiques végétales. Les oligogalacturonates sont
connus comme étant de puissants éliciteurs de réponses de défense telles que la production de formes actives
d'oxygene. Les polygalacturonases bactériennes protégent donc les bactéries des réponses de défense en

dégradant les oligogalacturonates végétaux [142].

1.3.5.3. Génes hrp et génes avr

Plusieurs déterminants génétiques impliqués dans le pouvoir pathogéne ont récemment été identifiés et
étudiés ; nous focaliserons dans cette section sur les génes b7 et av qui jouent un role fondamental dans la
pathogenése. Les génes hrp, présents chez la plupart des bactéries phytopathogenes Gram négatf (sauf
A gmbaderz'wn),‘ codent pour le systéme sécrétoire de type III (SSTT, aussi appelé systéme Hrp). Ce systéme
permet aux bactéries d'injecter, dans la cellule héte, les protéines effectrices qui vont jouer un role dans la
virulence et/ou dans Pagressivité. Des structures similaires jouent un réle primordial dans la virulence de
bactéries Gram négatif pathogénes d’organismes animaux telles que Yersinia, Shigella ev Salmorella spp. [82}.

Chez les bactéries Gram négatif, les génes frp sont globalement conservés.

L’obtention de mutants par mutagénése aléatoire sur le génome de la souche GMI1000 a permis de définir la
fonction des génes by dans Ja pathogenése [40} Les génes /»p sont indispensables a la fois a l'initiation des
symptdmes de la maladie sur les plantes hétes sensibles et au développement de la réaction d’hypersensibilité
(HR pour Hyperensitie Resporse) sur les plantes hotes résistantes [41]. Dans le cas d’une interaction

compatible, il a aussi été montré que ces génes sont impliqués dans les étapes précoces de l'interaction et
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Figure S.3. Organisation génétique du cluster de génes hrp de Ralstonia solanacearum
(d'aprés Brito et al. 2002) et représentation schématique des constituants de 1’appareil de
sécrétion associés aux membranes interne (IM) et externe (OM) de la bactérie

(d'apres Boucher et al. 2001). Les génes hrc correspondent aux génes conservés

dans tous les systémes de sécrétion de type III. Les génes popABC codent pour

des protéines sécrétées par la voie Hrp. Les fleches numérotées représentent les opérons
sur lesquels s’organisent les génes hrp.
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qu'ils sont nécessaires au développement de la maladie [394]. Cependant, ces génes ne sont pas impliqués dans

le processus d’infection puisque la plupart des mutants Irp est toujours capable d’infecter et de coloniser les

plantes [377].

La plupart des génes hrp identifiés chez la souche GMI1000 sont regroupés dans une région qui s’étend sur 23
kb. Ce groupe (cluster) de génes Azp est localisé sur le mégaplasmide de 2,1 Mb [41, 42, 43, 324]. Parmi toutes
les souches pathogénes, le cluster brp est trés conservé, indépendamment de I'hdte ou de l'origine
géographique [38]. Ce cluster comprend une vingtaine de génes organisés en 7 unités de transcription (16,
390]. La Figure S.3 illustre l'organisation du cluster p et schématise le systéme Hrp. L'expression de ces
génes dépend du statut nutritionnel de organisme : la transctiption est induite sur milieu minimum et i# planta

alors qu’elle est réprimée sur milieu riche [16].

Le groupe de génes hrp est constitué de trois types de genes: des génes de régulation, des génes hrv (brp gene
conserved) codant pour des protéines destinées 2 Passemblage du SSTT, et des génes codant ou régulant pour

des protéines effectrices jouant un réle dans la virulence :

e au moins six génes régulateurs contrOlent l'expression du cluster bip: brpB et bpG sont localisés dans le
cluster hrp, ainsi que PhrA, Phrl, Phr] et PhrR localisés dans les régions flanquantes du cluster [8, 47, 48, 133,
248]. Un modéle de cascade régulatrice complexe pour linduction des facteurs pathogénes brp a été proposé

[47, 48] et est présentée sur la Figure S.4.

e les génes Arp de R solanacearnm sont aussi impliqués dans la biogenése d'un SSTT qui permet la sécrétion
de protéines dans le milieu extétieur et linjection de protéines effectrices (protéines Avr) directement 2
lintérieur de la cellule hote. Neuf des génes impliqués dans le SSTT sont trés conservés parmi toutes les

bactéries Gram négatif phytopathogénes et ont été nommés /re [36).

e PopA [17), PopB et PopC [158), PopF1 et PopF2 [8] sont des protéines effectrices dépendantes du
systéme Hip. Les génes popA, popB et popC forment un opéron régulé par le géne k7pB [158). papA fonctionne
comme un géne avr, provoquant une relation géne-pour-géne dans certaines interactions pétunia-R.
solanacearnm [17). popB renferme une séquence fonctionnelle de localisation nucléaire ; la protéine qu’il code
pourrait donc avoir pour cible le noyau de la cellule végétale [158]. PopC contient un domaine LRR (Lencine
Rich Repead) suggérant son rdle dans les interactions protéine-protéine [158)]. PopB et PopC possédent en
outre des similarités de structure avec des protéines végétales suggérant que ces protéines miment les

protéines de résistance (protéines R) de Ia plante hote entrainant la modification de la cascade de transduction



Paroi de la cellule végétale

Membrane externe de la bactérie

Membrane interne de la bactérie

Nutriments / signaux métaboliques

Geénes hrp, hre et pop

Figure S.4. Modele de régulation des génes hrp chez Ralstonia solanacearum

(d'aprés Brito et al. 2002). Les protéines PrhA, PrhR et Prhl sont impliquées dans I'expression
des genes hrp et hrc lors des mécanismes qui suivent le contact de la bactérie avec les cellules

de la plante. Une cascade de régulation aboutit a I'activation des génes hrp suite a la

reconnaissance par PrhA d'un signal non diffusible issu de la paroi végétale de la cellule

de la plante.
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du signal ou de l'interaction des protéines R avec les effecteurs de R. solanacearum. PopB et PopC seraient donc

des antagonistes des protéines végétales [158].

Par ailleurs, il existe d'autres protéines effectrices régulées par le cluster hrp. Les génes codant pour ces
protéines ne sont pas localisés sur le mégaplasmide mais sur le chromosome. Ainsi, les génes popP7, popP2 et
popP3 codent pour des protéines effectrices qui sont des cystéases [94, 224, 225] ; ils ne sont pas distribués
aléatoirement parmi les phylotypes décrits chez R. solanacearum puisqu'ils sont uniquement présents chez les
souches des divisions Asiaticum et Africanum et absents chez celles d'origine américaine [224]. Ces trois
effecteurs ont des cibles différentes : PopP1 semble rester dans le cytoplasme aprés translocation dans la
cellule végétale [225], PopP2 a pour cible le noyau de la cellule puisqu'elle posséde une fonction de localisation
nucléaire [94], et PopP3 2 un site de myristilation suggérant qu'elle est associée i la membrane de la cellule
hote [224]. 11 a été montré que PopP1 et PopP2 sont des facteurs typiques d'avirulence de la souche GMI1000
sur pétunia St40 et sur I'écotype Nd-1 d'Arabidopsis, respectivement [94, 225]. |

1.4. Epidémiologie

1.4.1. Conservation et dissémination

Etant donné la capacité d’adaptation de la bactédie 4 des milieux trés variés, les réservoirs d’inoculum et les

formes de dissémination associées sont multiples.

1.4.1.1. Sol

R. solanacearsm, germe tellurique, est capable de survivre plusieurs années dans le sol, les racines des plantes
hétes et la rhizosphére des plantes non-hétes [144, 336]. Dans un sol nu, sa capacité de survie est trés discutée
et dépendante du type de sol, du biovar et des conditions environnementales [281]. Les caractéristiques
physico-chimiques de certains sols favoriseraient la conservation de la bactérie alors que celles d’autres sols
auraient un effet suppresseur [170]. La connaissance de l'effet des différents sols permet d'améliorer les
stratégies de lutte. Ainsi, la plupart des vertisols en Guadeloupe ont un effet naturel suppresseur, effet altéré
dans le cas d'un excés d'eau, alors que les oxisols ont un effet conducteur mais la gravité du flétrissement

bactérien peut étre réduite par des amendements organiques [307]. Les eaux de ruissellement et d’irrigation
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301].

qui lessivent les sols contaminés constituent des moyens de dissémination de R solanacearum [116, 170, 188,

1.4.1.2. Plantes

Les plantes participent au maintien de niveaux élevés d’inoculum méme dans les lieux ou la maladie semble
absente. D'une part les plantes flétries en décomposition représentent une niche écologique favorable au
développement de R. solanacearum capable de dégrader les produits issus de la lignification. D'autre part, le
matériel végétal (tubercule de pomme de terre, pieds de bananes, rhizomes de gingembre, boutures de
géranium par exemple) abrite parfois d’importantes populations de R. solanacearum sans présenter de
symptomes [144, 270, 311]. Les conséquences de l'infection latente sont d’autant plus graves que les plants
porteurs sains cotrespondent souvent 2 des cultures commerciales. Ainsi Iimportation de tubercules de
pomme de terre et de boutures de géranium infectés sont respectivement a Porigine des introductions des

souches de race 3 en Europe [187] et aux Etats-Unis [210, 408].

1.4.1.3. Semences

Peu d’études portent sur la conservation de la bactérie par des semences vraies mais leur role dans la
transmission de la maladie a été envisagé [344]. Des plantes issues de graines contaminées artificiellement
peuvent renfermer des bactéries au niveau des cotylédons et des feuilles [271]. Les semences de tomate
contaminées artificiellement peuvent donc héberger des bactées et la conservation de I'inoculum serait alors
possible. Bien que la survie sur des graines commercialisées, pelliculées, soit probablement difficile, elle peut
se faire chez des graines natives mais elle est alors limitée dans le temps [301]. Une telle source d’inoculum,

bien que non fréquente, pourrait avoir une importance épidémiologique dans certaines situations.

1.4.1.4. Insectes et nématodes

Les insectes jouent un rdle relativement mineur dans la dissémination des souches pathogénes des Solanacées
[170]. En revanche, les souches de race 2 responsables de la maladie de Moko sur Musacées sont transmises
par insectes [170]. Par ailleurs, une synergie entee I'activité des nématodes (Melidogyne spp.) et R. solanacearum

est souvent mentionnée [57, 90, 170] (Cf paragraphe 3.4.4).
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1.4.2. Colonisation bactérienne des plantes

Un simple contact entre la bactérie, présente dans la rhizosphére, et la plante héte suffirait 4 activer la
virulence bactérienne sous Pinduction d’une ou plusieurs substances endogénes émises par le systeme

racinaire de la plante.

La bactérie se déplagant par chimiotactisme pénétre dans les racines par les ouvertures naturelles issues de
I’émergence des racines secondaires ou par des blessures artificielles dues 4 I'intervention de 'homme ou a des
nématodes (Meoidogyne spp.) [57, 208, 335, 393]. Les études menées en microscopie optique et électronique
montrent que la colonisation a lieu en deux phases [393]. La colonisation se ferait tout d’abord par infection
des espaces intercellulaires du cortex interne racinaire, puis par envahissement des vaisseaux du xyleme par le
mécanisme suivant : les petites cellules infectées des tissus adjacents aux vaisseaux du xyléme émettraient des
thylles (expansions vésiculeuses) 3 l'intérieur desquels migreraient les bactéries ; ces thylles s’invagineraient et
se rompraient, libérant des bactéries dans le xyléme [396). Une fois dans les vaisseaux du xyléme, la bactérie se
multiplie activement et se propage dans toute la plante [150, 179, 306, 309].

1.5. Stratégies de lutte

Comme pour la plupart des maladies bactériennes pour lesquelles il nexiste pas de moyens de lutte radicale, il
convient de s’orienter vers une lutte intégrant plusieurs approches comme la prophylaxie, la deétection
précoce, la désinfection des sols, la lutte biologique et la résistance variétale. Une véritable lutte raisonnée

intégrant ces différentes approches et outils n'a cependant jamais été mise en place dans la pratique.

1.5.1. Lutte prophylactique

La lutte prophylactique vise & réduire la présence des bactéries dans les réservoirs d’inoculum naturels et
limiter leur dissémination dans les zones saines. Les mesures principales englobent I'élimination et le briilage
des plantes contaminées et des adventices hétes, et I'utilisation de matériel végétal sain (tubercules, semences,
boutures). Ces méthodes sont le plus souvent peu onéreuses, simples et mériteraient d’étre optimisées. Pour
limiter Ia gravité du flétrissement bactérien, une mesure simple consiste par exemple a faire les plantations
durant la saison la moins favorable 2 la maladie [170]. Le sol ou le substrat doivent étre sains et tout le

matériel employé lors des pratiques culturales doit étre désinfecté. Il en est de méme pour les eaux d’irnigation



—
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et les engrais. Pour éviter de nouvelles contaminations, la vérification de Pabsence de bactéries dans le sol

aide d’un isolement sur milieu sélectif est nécessaire.

1.5.2. Désinfection des sols

Des travaux de désinfection des couches superficielles du sol par la chaleur ou par I'application de fumigants
comme le formol, hypochlorite de calcium, le bromure de méthyle, la chloropictine ou des huiles essentielles
telles que le thymol ou I'huile de palme ont été conduits ces derniéres années. [98, 305]. En culture hors-sol,
ces travaux ont fourni des résultats intéressants, les bactéries ayant été totalement éliminées. En revanche, au
champ, Vefficacité s'est avérée étre limitée dans le temps, principalement lorsque la quantité d’inoculum était
importante [109]. Les traitements sont, par ailleurs, trés onéreux et surtout inacceptables pour
Penvironnement (certains comme le bromure de méthyle sont méme interdits), ce qui limite l'usage de ces

techniques 2 grande échelle.

Les rotations culturales avec des plantes non-hétes (mais, riz, et soja, par exemple) sont aussi des moyens
efficaces pour diminuer les populations bactériennes présentes dans un sol [7, 350]. Les rotations culturales se
montrent plus ou moins efficaces selon la race de R solanacearum présente et nécessitent souvent de cultiver
les plantes non-hdtes sur une période de plusieurs années [264, 340]. 1l a aussi été montré que les
amendements organiques en urée et en oxyde de calcium permettent dans certains cas de diminuer les
populations bactériennes. Ceci peut étre dii 4 la production d’une ou plusieurs substances toxiques durant la

transformation de 'urée en présence d’oxyde de calcium [264].

1.5.3. Lutte biologique

Une des méthodes de la lutte biologique est de faire entrer en compétition un agent biologique avec un agent

pathogéne cible ; le but ultime étant d'essayer d'inhiber totalement la croissance de l'agent pathogene.

Il 2 été montré que la colonisation du systéme racinaire et des tissus conducteurs de la tige des plantes hotes
par des mutants dépourvus des déterminants brp empéche ultérieurement invasion de la plante par des
souches pathogénes [209, 377, 378]. Des souches peu agressives ont aussi un effet protecteur. L’effet
protecteur peut s’expliquer par la compétition pour Pespace et par l'induction d’une résistance locale non-

spécifique dont témoignent la production de thylles et le brunissement des cellules [113].
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Les plantes hétes sensibles peuvent aussi étre protégées par des rhizobactéries antagonistes, des champignons,
des actinomycétes qui ont des effets antibiotiques contre R. solanacearum [170, 206]. De méme, des souches de
Bacillus sp. et de Pseudomonas sp. permettent de réduire efficacement le taux de flétrissement bactérien chez le
piment, la pomme de terre et la tomate [20, 159, 392]. Ces organismes colonisent les racines des jeunes plantes
et devancent alors Pentrée de R. solanacearum. La lutte biologique, encore peu employée, représente un espoir

mais elle est difficilement envisageable au champ car elle dépend fortement des conditions environnementales.

1.5.4, Résistance variétale

La résistance variétale cotrespond 2 la stratégie la plus employée pour lutter contre le flétrissement bactérien
[170]. Elle consiste, dans un premier temps, i identifier des sources de résistance ou de tolérance (ie.
colonisées mais dépourvues de symptomes) et adaptées aux conditions climatiques [150). Dans un deuxiéme
temps, des variétés résistantes sont créées en introgressant les génes de résistance dans des variétés sensibles
de bonne valeur agronomique. Des travaux basés sur cette méthodologie ont été conduits aux Antilles ; ils ont
abouti 2 la création de cultivars de tomates et d'aubergines résistants 2 la race 1 [12, 13]. Concernant le piment,
différentes sources de résistance ont été trouvées chez les espéces Capsicum annuum et C. frutescens [168). Chez
la pomme de terre, une vingtaine d'espéces de Soknum héberge des sources de résistances [168]. Le niveau de
résistance a été amélioré en combinant différentes sources de résistances dans une méme population [380].
Chez toutes ces espéces, seules des résistances polygéniques ont été trouvées, freinant sévérement
l'amélioration variétale pour la résistance au flétrissement bactérien. Par ailleurs, des diminutions des niveaux
de résistance s'observent selon les conditions environnementales ou dans un contexte de forte pression de la
maladie [167, 168, 308, 399]. Il en résulte que la lutte génétique ne peut étre utilisée seule et doit étre envisagée

dans un schéma global de lutte raisonnée.

Par ailleurs, pour pallier le fait que les variétés résistantes ne répondent pas toujours aux exigences des
producteurs et consommateurs locaux, le greffage de cultivars sensibles sur des porte-greffes résistants (ou du
moins tolérants) a aussi ét€ utilisé [151, 296]. Bien qu’efficace, cette méthode est cotteuse, longue 3 mettre en

ceuvre, et difficilement applicable 4 grande échelle.

Le cas particulier de la résistance variétale de la tomate au flétrissement bactérien est traité dans le paragraphe

3.4,

—y




Synthése Bibliographique 18

2. RESISTANCES GENETIQUES ET INTERACTIONS PLANTE-BACTERIE

Les plantes sont constamment soumises 3 l'attaque d'agents pathogénes dotés d'un large éventail de molécules
leur permettant de coloniser leur hdte. En retour, les plantes ont développé de nombreuses défenses telles que
l'acquisition de caractéristiques structurales (barriéres physiques) aboutissant au ralentissement de Ia
propagation de l'agent pathogéne au sein de la plante, et la production de substances toxiques pour l'agent
pathogene. Certaines réponses de défense sont constitutives et correspondent 2 une défense passive ; d'autres,
induites sont responsables d'une défense active et participent 3 une résistance locale (réaction
d'hypersensibilit¢, HR) ou systémique (résistance systémique acquise ou induite, SAR/ISR). Ces mécanismes
induits limitent la dissémination de l'agent pathogéne au site d'infection et prémunissent la plante contre une
agression ultérieure. Ces réponses de défense incluant, par exemple, la production de formes actives
d'oxygene, l'ouverture temporaire des canaux ioniques, la syntheése de phytoalexines et l'nduction de génes PR
(Pathogenesis-Related) ne seront pas abordées dans ce manuscrit (pour revue, [164, 204, 262, 357)). La partie qui

suit est ciblée sur les bases moléculaires des résistances génétiques.
Globalement, on distingue deux types de résistance naturelle aux agents pathogenes :

e la résistance de type non-héte, lorsque la totalité des individus d'une espéce est résistante 4 un agent
pathogéne donné. Présente chez toutes les espéces végétales vis-3-vis de la plupart des agents pathogenes
potentiels, la résistance non-hdte représente la forme la plus fréquente de résistance aux maladies chez les
végétaux. Cette résistance étant difficile 3 éwudier, il existe peu d'éléments sur les bases moléculaires de la

résistance non-hdte [176, 374] ;

o la résistance de type héte, quand seulement certains génotypes d'une espéce sont résistants 3 l'agent

pathogéne considéré.

Les plantes ont donc développé des systémes de détection sophistiqués permettant d'induire des réponses de
défense appropries. L'induction de la défense active résulte de la perception d'éliciteurs généraux non-
spécifiques émis par l'agent pathogéne durant linfection (résistances hotes et non-hotes), et/ou d'une
reconnaissance génétique spécifique (résistance géne-pour-géne). Les réponses de défense induites par des
éliciteurs généraux présentent des similitudes avec immunité innée des insectes et mammiféres. Par exemple,
la flagelline, protéine des flagelles bactériens, active des.réponses de défense par une voie qui implique la FLS2
(Flagelline imsersitiw2), un récepteur de type kinase-LRR et une cascade kinase avec la protéine MAP (Muzoger



Tableau S.5. Différents types d'approches du phénomene de résistance et terminologie
utilisée. Les termes utilisés sur la base des différents modes d'étude ne peuvent étre employés
comme synonymes (d’aprés Crute 1985)

Critéres détudes Antomonymes

Statistique Verticale Horizontale

Déterminisme génétique Mono/ Oligogénique Polygénique

Epidémiologique (Race) spécifique (Race) non-spécifique

Phénotypique Compléte Incompléte, partielle
Qualitative Quantitative

Physiologique Hypersensible Non-hypersensible
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Adiued Protein) [19]). D'autres éliciteurs comme les oligoméres de chitines et de glucanes activent la
production de protéines antimicrobiennes et de phytoalexines dans les tissus végétaux. Dans le cadre de la
défense active, la résistance géne-pour-géne induite par les génes R (ie géne dominant répondant au modéle
éliciteur-récepteur) occupe une place centrale. La phase de reconnaissance d'éliciteurs spécifiques initie une
cascade de transduction du signal qui conduit 4 un ensemble complexe de réponses de défense. Ces réponses

sont accompagnées d'une mort cellulaire localisée au site d'infection (HR) [147, 175, 218].

D'un point de vue génétique, la résistance d'une plante 4 un agent pathogéne peut étre contrdlée par un ou
plusieurs génes. Sur la base de leurs effets phénotypiques, les résistances totales se distinguent des résistances
partielles, et sur la base de leur spectre d'action, les résistances spécifiques (verticales) se distinguent des
résistances générales (ou horizontales) (Tableau S.5). Toutefois, la répartition des résistances monogeniques et
polygéniques dans deux classes distinctes ne refléte pas la diversité et la complexité des résistances des plantes
aux agents pathogénes. L'hypothése d'un continuum entre ces pdles (totale/ partielle, verticale/ horizontale) est

certainement plus adaptée.

2.1. Résistances monogéniques

Dans Ia plupart des interactions plante/bactérie, la résistance monogénique est contrSlée par un unique géne
dominant ou semi-dominant, et est associée 3 la réponse hypersensible aboutissant a la mort cellulaire
localisée [204). Quelques génes récessifs responsables de la résistance du riz & Xanthomonas oryeae pv. oneae
[68]), et d'A rabidopsis 3 R. sdlanacearum ont également été identifiés [95].

D'un point de vue phénotypique, la résistance monogénique est qualitative, caractérisée par une variation
phénotypique discontinue [204]. Dans la plupart des cas, le géne de résistance confére un niveau élevé de
résistance 3 un génotype spécifique de I'agent pathogéne. Cependant, des génes majeurs 3 effet faible peuvent

engendrer des phénotypes intermédiaires, partiellement résistants.

La résistance monogénique se caractérise par une relation géne-pour-géne entre le génotype de I'hote et celui
de lagent pathogine [122]. Le modele ‘éliciteur-récepteur' a été proposé par Keen (1982, [203]) afin
d'expliquer, au niveau biochimique, cette relation : le produit du géne d’avirulence (géne aw) de l'agent
pathogéne est reconnu spécifiquement par le produit du géne de résistance (génes R) correspondant chez la

plante. Les génes aw, comme nous le verrons par la suite, sont responsables de la spécificité d’hSte au niveau



‘Tableau S.6. Génes de résistance aux bactéries clonés

Classe Geéne R Plante Bactérie Structure Effecteur  Référence
protéine R (1) (2
1 Pro Tomate Pseudomonas syringae pv. PK AvrPto, [211, 251, 319]
tomato AvrPtoB
2 Bs2 Piment Xanthomonas campestris NBS-LRR AvrBs2 [269, 363]
RPM1  Arabidopsis  P. syringae pv. maculicola  LZ-NBS-LRR AviRpm1 (88, 146, 364]
AvrB
RPS2  Arabidopsis  P.syringae pv. tomato LZ-NBS-LRR  AvrRpt2 [30, 268, 404]
RPS5  Arabidgpsis  P. syringae DC3000 LZ-NBS-LRR  AvrPphB [402]
Xal Riz X. oryzae pv. oryzae NBS-LRR - [416]
3 RPS4  Arabidopsis  P.syringae pv. pisi TIR-NBS-LRR  AvrRps4  [130, 180]
Bs4 Tomate Xanthomonas campesins  TIR-NBS-LRR  AvrBs4 [337]
PV. vesicatoria
5 Xa21  Riz X. oryzae pv. oryzae LRR-TM-PK - [352)
Xa26  Riz X. oryzae pv. oryzae LRR-TM-PK - [359]
6 RRS1-R _Arabidgpsis  Ralstonia solanacearum TIR-NBS-LRR  PopP2 (94, 95]

(1) LRR : Leucine Rich Repeat ; LZ : Leucine Zipper ; NBS : Nucleotide Binding Site ; PK : Protéine Kinase ; TIR : Toll
Interleukin-1-Receptor ; TM : Trans-Membranair

(2) - : effecteur inconnu
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pathogéne, linteraction est dite incompatible et aboutit 2 la résistance 4 la maladie. En revanche, si au moins
un des deux génes est absent ou muté, la réaction est dite compatible et la maladie se développe. Par exemple,
les souches de P. syringae pv. tomato portant le géne anrRp#2 ont la faculté de se multiplier et d’induire la maladie
sur des lignées d’Arabidopsis démunies du géne RPSZ [67, 160]. Le ptincipe de la relation géne-pour-géne
décrit pour la premiére fois par Flor en 1955 [122] a été confirmé par l'isolement de génes avr et de génes R
correspondants (pour revue, [165, 185, 226, 227, 250, 405]. L’interaction entre ces deux types de genes est en
fait rarement directe et met en jeu un complexe protéique. De nombreux modéles ont été proposés mais

linteraction n'est, & ce jout, pas totalement élucidée [250].

2.1.1. Bases moléculaires des interactions plante-bactérie

2.1.1.1. Génes R

Le géne Pto de résistance 4 P. syringae pv. fomato chez la tomate a été le premier géne R cloné [251]. Des génes
R impliqués dans la résistance 4 des bactéries, des champignons, des virus et des nématodes ont été isolés
depuis chez diverses espéces végétales (arabette, lin, riz, tomate, etc). Les protéines déduites des genes R
présentent une forte homologie de séquence et une importante conservation de domaines structuraux. Elles
combinent un domaine récepteur et un domaine effecteur, suggérant que les mécanismes de résistance sont
conservés dans le régne végétal [165]. Les domaines conserves assureraient deux fonctions majeures: la
reconnaissance de molécules élicitrices par des mécanismes d'interaction protéine-protéine et l'activation
directe ou indirecte de signaux de transduction [35). Cinq principaux domaines structuraux conservés ont été
identifiés ; les génes de résistance aux bactéries se répartissent dans quatre des cinq classes de genes R décrites
sur la base de l'association de ces domaines [165, 250] (Tableau S.6.). La structure des protéines de résistance
renseigne sur leur probable localisation (extra- ou intracellulaire) et donc sur le lieu ou se déroule l'interaction
entre protéines R et protéines Avr. La Figure S.5 illustre la variété des domaines structuraux des protéines de

résistance actuellement connus et leur probable localisation.

2.1.1.1.1. Protéines kinases

Le géne Pro est l'unique représentant de la classe 1 des protéines kinases de type sérine-thréonine. Le domaine
sérine-thréonine kinase serait impliqué dans des réactions d'autophosphorylation associées aux cascades de

signalisation. Huit sites d’autophosphorylation ont été identifiés chez Pto ; les deux majeurs étant localisés a



Pto Xa21

Noyau
RRS1 RPS4 RPS2

TIR cC

NBS

LRR

Cytoplasme

Figure S.5. Localisations hypothétiques des produits de génes de résistances pour les
pathosystémes suivants

Pto : tomate / Pseudomonas syringae pv. tomato. Effecteur : AvrPto
Xa2l : iz / Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Effecteur inconnu
RPS2 : Arabidopsis / P. syringae pv. maculicola. Effecteur : AviRpt2
RPS4 : Arabidopsis / P. syringae pv. tomato. Effecteur : AviRps4
RRS1 : Arabidopsis / Ralstonia solanacearum. Effecteur: PopP2

MP : membrane plasmique; TM : domaine transmembranaire;

LRR : répétitions riches en leucine; CC : motf Coiled-Coil,

TIR : domaine similaire a Toll & Interleukin Receptor;

NBS : site de fixation nucleotidique; NLS : site de localisation nucléaire;

WRKY : domaine similaire a un facteur de transcription; W-box : cible du domaine WRKY
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l'extérieur du domaine catalytique kinase et les six mineurs dans la région de ce domaine [342]. Par ailleurs,
lextrémité N-terminale de cette protéine contient un site de myristilation putatif qui pourrait jouer un rdle
dans la fixation de la protéine kinase au niveau de la membrane plasmique végétale [251]. La protéine Pto
serait aussi impliquée dans la reconnaissance cellulaire spécifique, 4 I'intérieur de la cellule végétale [338, 365].
Sa capacité 4 reconnaitre des protéines d’avirulence distinctes, AvtPto et AvrPtoB [211, 319], représente un
moyen de limiter le cotit de la résistance. L’absence de domaine LRR rend la kinase Pto unique parmi toutes

les protéines R identifiées [250].

2.1.1.1.2. Famille des LRR

La plupart des génes R clonés renferme un domaine LRR. Les domaines LRR sont des répétitions d’un motif
de base composé en moyenne de 24 acides aminés dont des leucines et/ou d'autres résidus hydrophobes. Ils
interviendraient dans des interactions protéine-protéine : ils joueraient le role de récepteur cytoplasmique du
produit du géne aor, et auraient donc une fonction dans la spécificité [193, 194, 354]. La famille des LRR peut

&tre sub-divisée selon les domaines conservés :

e (Classe 2: NBS-LRR et LZ-NBS-LRR

Les protéines de cette classe présentent 2 la fois un domaine LRR 2 l'extrémité 3' et un domaine NBS
(Nuckotide Binding Site) 3 l'extrémité 5'. Le domaine NBS est un site de fixation et d'hydrolyse des nucléotides
triphosphates ATP et GTP. Ce domaine est largement distribué au sein des protéines R déduites des génes R

clonés, et est composé notamment de différents motifs de type kinase.

Certaines protéines de cette classe renferment, en plus des domaines LRR et NBS, une région LZ (Lencine
Zipper) 4 l'extrémité N-terminale. Le domaine LZ faciliterait la formation d’une structure cosed-coi/ pout
promouvoir ’homo- ou Phétérodimérisation des protéines ou les interactions spécifiques avec d’autres
protéines {29]. RPM1, la seule protéine de cette classe 2 avoir été localisée, est associée 4 la membrane
plasmique [45]. Le géne Prf de tomate nécessaire 1 la résistance induite par Pro code aussi pour une protéine

LZ-NBS-LRR [326, 327, 338].
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e (asse 3 : TIR-NBS-LRR

Les protéines de cette classe contiennent un domaine TIR (7ol Interleukin Receptor) 3 l'extrémité N-terminale
du produit NBS-LRR. Ce domaine TIR présente de fortes homologies de séquence avec les domaines de
récepteurs protéiques isolés de la drosophile (récepteur Toll) et de Ihomme (récepteur interleukine-1) [165].
Sur la base de ces analogies, un réle dans la cascade de signalisation cellulaire est généralement attribué au
domaine TIR. Ce domaine jouerait aussi un rle dans la reconnaissance de l'agent pathogéne. Les deux
protéines RPS4 conférant la résistance 3 P. syringae pv. pisi chez A. thaliana [130, 180] et Bs4 conférant la
résistance 3 X. aimpestris pv. wsicatoria chez la tomate [337] sont les deux protéines de résistance aux bactéries

appartenant 2 cette classe.

o (lasse 4 : kinases transmembranaires

Les protéines kinases transmembranaires sont constituées d’un récepteur transmembranaire qui porte un
domaine LRR extracellulaire et un domaine kinase sérine-thréonine cytoplasmique. Le domaine LRR
permettrait de fixer un polypeptide produit par le pathogéne ou par la cellule végétale lors de la
reconnaissance alors que le domaine kinase interviendrait dans des réactions d'autophosphorylation [398]. Les
géne Xa21 et Xa26 du riz conférant des résistances 3 X. onzae pv. anyzae sont les seuls représentant de cette

classe, tous types de pathogénes confondus [250, 352].

2.1.1.1.3. RRS1-R : hors-classe

La protéine RRS1-R de résistance & R. solaracearum chez Anabidopsis est la seule protéine impliquée dans la
résistance 3 une bactérie n'appartenant 3 aucune des classes précédentes car elle est associée 4 une résistance
récessive et contient un potentiel signal de localisation nucléaire (NLS pour Nudesr L oailization Signal) a son
extrémité Cterminale et un motif de 60 acides aminés caractéristique de la famille WRKY des protéines
activatrices de la transcription [95] ; le domaine WRKYY étant absent chez toutes les protéines R connues a ce

jour.

Ainsi, 4 la différence des protéines TIR-NBS-LRR qui agissent d'une maniére dominante ou semi-dominante,
RRSI-R est génétiquement récessive. RRS1-S, l'alléle dominant du parent sensible semble supprimer les
réponses de défense contrblées par RRSI-R. Bien que génétiquement défini comme un alléle récessif, RRSI-R

se comporte comme un alléle dominant dans des plantes transgéniques de génotype RRS1-S. Les produits des
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génes RRS7-R et RRS7-§ entrent probablement en compétition pour la reconnaissance du pathogeéne et/ou la

transduction du signal [95].

2.1.1.2. Génes avr

Les génes awr codent pour des protéines reconnaissables par le récepteur correspondant de la plante. Plus
d’une quarantaine de génes arr de bactéries phytopathogénes, notamment de Xanthomonas spp. et P. syringae,
ont été clonés mais leur fonction biologique demeute obscure [9, 186, 227, 382]. Les protéines Avr ont une
taille allant de 18 3 100 kDa. Le faible niveau de similarités de séquence et de motif avec des protéines aux
activités biochimiques connues indiquent que les protéines Avr renfermeraient des domaines fonctionnels
spécifiques [186]. Les protéines Avr sont extrémement diverses et échappent 4 tout schéma de classification.
Cette grande variabilité au niveau des protéines Avr chez les agents pathogénes contraste avec la similarité des

protéines R du régne végétal.

Le réle des génes d’avirulence, dans la composante agressivité du pouvoir pathogéne, a été démontré pour des
génes comme avrBs2 [131, 202). Certaines protéines Avr sont indispensables 2 lexpression optimale du
pouvoir pathogéne des bactéries phytopathogénes sur un héte sensible. En effet, la mutation des genes avr
entraine des dysfonctionnements dans Pexpression du pouvoir pathogene et I’adaptabilité écologique (fitness)
des mutants est diminuée par rapport 3 celles des souches sauvages (395, 405]. La fonction des génes avr est

dépendante du systéme sécrétoire de type III (SSTT) codé par les génes hrp [9, 143].

2.1.1.2.1. Génes avr injectés dans le cytoplasme

Les génes avrPto et avrPtoB de Pseudomonas syringae pv. tomato codent respectivement pour les protéines AvrPto
et AviPtoB qui élicitent la HR et conduisent 2 la résistance chez des tomates portant le géne Pro
correspondant. Durant la pathogénése, AviPto et AvrPtoB seraient introduites dans le cytoplasme de la
cellule végétale par le SSTT [343]. Aprés son injection, AvrPto qui est myristilée et palmitylée & son extrémité

N-terminale, se localiserait sur la face interne de la membrane plasmique [345].

D'autres protéines codées par des génes avr telles que AvrBs2, AviRpm1, AviB et AvrRpt2 seraient injectées
par le SSTT dans le cytoplasme de la cellule hbte. Toutefois, toutes ces protéines auraient des fonctions
différentes ; par exemple, AvrBs2 serait impliquée dans la synthese et Phydrolyse de liaisons phosphodiesters

[360], alors que AvrPt2 serait, d'aprés sa structure secondaire, une protéine cystéase [22].
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Figure S.6. Mode¢le de garde hypothétique dans les résistances induites par Pto et RPM1
(d'aprés Lahaye 2004). Le SSTT de P. syringae injecte différentes protéines (en vert, marron
et bleu) dans le cytoplasme de la cellule végétale. Une fois dans la cellule héte, ces
effecteurs interagissent avec les protéines végétales ciblées en rouge), supprimant ainsi les
réponses de base. Le réle des protéines NBS-LRR (en violet) dans ce modeéle est de 'garder’
les protéines Avr.

AvrPto : produit du géne d'avirulence AvrPto de P. syringae

Pto : produit du géne de résistance & P. syringae Pto (en I'absence de AvrPto, joue un réle
dans la résistance non spécifique)

Prf : protéine interagissant avec le complexe Pto-AvrPto pour le déclenchement des
mécanismes de résistance spécifique ("garde” Pto)

AviB et ATRPM1 : produits de deux génes d'avirulence de P. syringae
RPMI : produit du géne de résistance de 4. thaliana a P. syringae portant le géne AvrRPM1
RIN : protéine cible de AviRPM]1 et de AvrB, "gardée" par RPM1
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2.1.1.2.2. Génes avr adressés au noyau

La famille des génes auBs3 est commune 3 différentes espéces et pathovars de Xanthomonss. Les membres de
cette famille trés conservée, codent pour des protéines dont le domaine central est constitué de répétitions
dune séquence de 34 acides aminés. Ce domaine joue un réle primordial dans la spécificité [178, 226, 405].
Tous les membres de cette famille contiennent trois séquences de NLS. Les produits des genes auBs3 sont
délivrés dans la cellule végétale iz le SSTT et sont adressés dans le noyau ou ils peuvent affecter la
transcription des génes de la plante [405] grice 4 leur propre domaine d’activation de la transcription {415,

427, 428].

La protéine effectrice PopP2 de Ralstonia solanacearum est une cystéase putative qui contient un NLS i son
extrémité N-terminale responsable de son adressage 3 l'intérieur du noyau de la cellule végétale [94]. PopP2
appartient 3 la famille Yop]/AvrRxv, classe des effecteurs de type III trés conservée parmi les agents
pathogénes d'animaux et de végétaus, et dont la structure ressemble 3 celle de Ulp1 (Ubiguitinlike protesse 1) de
levure [217].

2.1.1.3. Modéles d’interaction protéine Avr / protéine R

Pendant longtemps, il a été considéré que la protéine Avr (Iéliciteur) était directement impliquée dans une
interaction spécifique avec la protéine R (le récepteur) correspondante. Des données récentes suggérent que la
plupart de ces interactions ne sont pas directes mais nécessitent que les protéines de l'agent pathogene fassent
partie d'un complexe protéique pour étre reconnues. Par extension du modéle de garde initialement proposé
pour expliquer les événements de reconnaissance entre Pto et AvrPto [385] (Figure $.6), des protéines NBS-
LRR serviraient de garde pour les protéines R ciblées par les protéines Avr de l'agent pathogene. Par exemple,
RPM1 d'A. thaliana reconnalt les protéines AviRpm1 ou AvrB de P. syringre par lintermédiaire d'une troisiéme
protéine nommée RIN4 [245]. Des modéles d'interactions entre protéine R et effecteurs bactériens ont été
suggérés pour Pto/AvrPro [338, 365), Pto/AvrProB [211], RPS2/AviRpt2 [233], RRS1-R/PopP2 [94] et
Bs3/AvrBs3 [361]. Nous avons choisi de présenter, dans ce chapitre, trois de ces modeles flustrant la

diversité des mécanismes moléculaires de 1a reconnaissance.



Pti1 (protéine kinase),
Pti4, Pti5, Pti6 (facteurs
== transcriptionnels

similaires a ERF)

Complexe Pto-Prf peu *
stable et transitoire, défenses de base
peu abondant

Dans la cellule végétale, en I'absence de AvrPto

—p Pli1, Ptid4, Pti5, Pti6
+Adi, SGT1, SABP3...

'

. résistance induite
Complexe Pto-Prf stabilisé spécifique a AvrPto
par AvrPto, plus abondant

Dans la cellule végétale, apres injection de AvrPto par le systéme de sécrétion de type Il de P s. pv.
tomato

Figure S.7. Modéle affinity-enhancement (d'aprés Peddley et Martin 2003).

Méme en I’absence de toutes protéines effectrices bactériennes, les protéines Pto et Prf seraient présentes dans la

cellule végétale sous la forme d'un complexe Pto / Prf, 4 un certain pourcentage (5-10%). Ce complexe, qui pourrait
renfermer aussi d’autres protéines, jouerait un role dans la défense de base. La nécessité du site de myristilation pour les
activités de Pto indépendantes des protéines bactériennes suggére que le complexe est localisé au niveau de la membrane
plasmique et que I'interaction est induite par la myristilation ou par des protéines adaptatrices (Sessa et Martin 2000).

11 est probable que la liaison de ce complexe & AvrPto stimule I’activité kinase de Pto pour promouvoir sa stabilisation et
augmenter sa quantit¢ dans la cellule. L'augmentabion de la quantité de complexes stabilisés activerait les réponses de
base ainsi que de nouvelles réponses de défense.

Pto : produit du géne de résistance Pto a la race 0 de Pseudomonas syringae pv. tomato
Prf : produit du géne Prfindispensable a la résistance Pro et a la sensibilité au fenthion
AvrPto : produit du géne d'avirulence AvrPto de P. s. pv. tomato

Pti : protéines interagissant avec Pto (Pto interacting proteins)
ERF : ethylene responsive factor; Adi : AviPto-dependent Pto interacting proteins;
SGT1 : protéine associée a une ubiquitine; SABP : Salicylic acid-binding protein
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2.1.1.3.1. Pto/AvrPto

L’acquisition récente de données a abouti 3 la remise en question du modéle de garde dans le cas de
Jinteraction Pto/AvrPto [250). Les événements de reconnaissance se dérouleraient phutét selon le modéle
d'affinity-enbancenent llustré par la Figure S.7 [250, 294]. Linteraction entre Pto et AvrPto augmenterait et
stabiliserait I'affinité d’un complexe Pto/Prf préexistant, permettant ainsi l'élicitation de la résistance. Des
études sur les structures tridimensionnelles des deux protéines permettront d'aboutir & une meilleure
compréhension du mécanisme par lequel AvrPto et Pto interagissent. Des études préliminaires ont révélé que
la région d'AvrPto impliquée dans la reconnaissance est située dans une boucle de la protéine relativement

non structurée, et selon une position qui favoriserait l'interaction avec la kinase de Pro [294].

2.1.1.3.2. Bs3/AvrBs3

Les produits des génes auBs3 seraient injectés dans les cellules végétales iz le SSTT et se fixeraient 3 leur
cible. La présence 4 Pextrémité C-terminale des génes #uBs3 de deux motifs NLS et d’un motif AAD (4 adic
trarscriptional A dation Domain) [217] suggére que le complexe AvrBs3-importine o est dirigé vers le noyau de
la cellule végétale [217] ot il va induire Pactivation de certains génes qui déclenchent les mécanismes de
défense de la plante (Figure S.8). Cependant, il est possible que quelques protéines de résistance reconnaissent

la protéine putative AvrBs3 au niveau du cytoplasme (eg: la protéine Bs4 de la tomate) (Figure S.8).

2.1.1.3.3. RRS1-R/PopP2

L'interaction directe ou indirecte entre RRS1-R et PopP2 qui conduit au passage de RRS1-R dans le noyau et
3 l'activation des génes de défense a été démontrée en systéme double hybride [94). La translocation nucléaire

de RRS1-R dépendrait du signal de localisation nucléaire de PopP2.

Une interaction directe entre RRS1-R et PopP2 selon le modéle récepteur-ligand a été suggérée [94] (Figure
S.9a). RRS1-R servirait de sentinelle cytoplasmique capable de reconnaftre PopP2. Une fois linteraction
établie, RRS1-R gagnerait le noyau sous la forme d'un complexe RRS1-R/PopP2. Linteraction convertirait

RRS1-R en forme fonctionnelle pour activer la transcription d'une batterie de génes de défense de la plante.




17,5 répétitions de 34 acides aminés NLS  AAD

(A) N

(B)

protéine putative AvrBs3

Xanthomonas

Systéme de sécrétion de type 111 Cellule végétale

Figure S.8. (A) Structure d'une protéine codée par un géne de la famille aviBs3. Le domaine central est constitué de
17,5 répéutions d'une séquence identique de 34 acides aminés. L'extrémité C-terminale contient deux motifs NLS
(Nuclear Localization Signal) et un motif AAD (Acidic transcriptional Activation Domain),

(B) Modeéle proposé par Lahaye et Bonas (2001 ) décrivant les mécanismes moléculaires dans lesquels
seraient impliquées les protéines putatives AvrBs3. Les protéines putatives AviBs3 sont injectées dans la cellule
végétale via le systéme de sécrétion de type HI (récemment démontré par Szurek ef al. 2001),

Par la suite, les motifs NLSs interagiraient avec une importine a, puis unc importine b, qui catalyseraient le transport
de la protéine putative AvrBs3 dans le noyau. L¢ transcriptome de 'héte serait alors directement ou indirectement
modifié lors de l'interaction de la protéine putative AvrBs3 avec ' ADN. La reconnaissance de la protéine putative
AvrBs3 dépends des motifs NLSs, suggérant que la protéine R codée par le géne de résistance correspondant

(e.g. le géne Bs3 du poivron) pourrait le plus souvent étre localisée dans le noyau. Cependant, quelques protéines R
reconnaissent probablement la protéine putative AvrBs3 au niveau du cytoplasme (e.g. la protéine Bs4 de la tomate).

e
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D'autres modéles d'interaction, impliquant des protéines de liaison moléculaire pour former un complexe avec
RRS1-R et PopP2, ont été proposés [216]. Selon un modéle de garde, PopP2 s'associerait 4 une importine o
par son domaine NLS et RRS1-R servirait de sentinelle pour limportine o liée 3 PopP2 (Figure S.9b). Dans le
modile d'interaction induit par le motif SUMO (Small Ubiguitin-related Modifier), le motif SUMO constituerait
une cible de virulence de I'héte pour PopP2 qui agirait comme une isopeptidase SUMO. L'activation de
RRS1-R résulterait de la SUMOylation induite par PopP2 (Figure $.9¢).

2.1.2. Transduction du signal et réponses de défense

Les produits des génes R ne sont pas les seuls acteurs intervenant dans le contrdle des réactions de défense.
D’autres génes jouant un rdle clé dans le phénotype et le processus de résistance omt éwé identifiés. Leur
expression serait induite par les génes R; certains sont des composants du complexe éliciteur de
reconnaissance, d'autres sont impliqués en aval dans la transduction du signal. Dans la résistance active, une
fois la reconnaissance établie, une ou plusieurs voies de transduction du signal sont impliquées ; la plupart
engageant des étapes de phosphorylation/déphosphorylation de protéines particuliéres et l'activation de
facteurs de transcription [204]. La transduction du signal s'accompagne de la modification de l'expression de
nombreux génes. Les événements moléculaires et structurels associés & la transduction du signal qui
caractérise la résistance géne-pour-géne dans le pathosystéme tomate/P. syringae pv. tomato, largement etudies,

sont développés dans la suite de ce paragraphe.

2.1.2.1. Phosphorylation de Pto et autres protéines

Le fait que le géne Pro code pour une kinase sérine/thréonine, suggére un réle central de la phosphorylation
des protéines dans la perception et la transduction du signal dans les mécanismes de résistance [251). La
reconnaissance activerait le domaine kinase de Pto et induirait la phosphorylation de composants situés en
aval dans la voie de signalisation conduisant aux réponses de défense. Deux hypotheses ont été émises pour

expliquer l'induction de l'activité de Pto :

e la liison entre AvrPto et Pro pourrait provoquer un changement de conformation au niveau de la
structure du domaine d’activation de Pto aboutissant & Pexposition du site régulateur de Iautophosphorylation
[342, 343). L’autophosphorylation serait alors impliquée dans Iinduction de lactivité kinase de Pto ou dans

lassociation de Pto avec des effecteurs situés en aval [343].




Ralstonia solanacearum

Arabidopsis thaliana
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Cytoplasme
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activation de génes de
defense

Figure S.9. Modéles possibles d'interaction entre PopP2 et RRS1-R (d'aprés Lahaye 2004)

MP : membrane plasmique; SSTII : systéme de sécrétion de type ITI; NLS : signal de localisation
nucléaire; LRR : répétitions riches en leucine; TIR : domaine similaire a 7oll & Interleukin Receptor,
NBS : site de fixation nucleotidique; WRKY : domaine similaire & un facteur de transcription;

S : SUMO; Imp o : importine a
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o linteraction Pto/AvrPto permettrait i Pto de prendre place dans un complexe qui pourrait étre composé
de P, Pto, AvPto et d'autres protéines conduisant 3 activation de Pactivité kinase de Pto ou a son
otientation dans un compartiment cellulaire cible [343]. Cependant, Prf pourrait agir dans une des premiéres

étapes en aval de Pto et nécessiterait Pto pour son activation [294].

Les effecteurs qui interagissent physiquement avec Pto et représentent des cibles probables de
phosphorylation induite wz Pto ont été isolés [425, 426]. Parmi ces protéines, Ptil (Pro interacting) est une
sérine-thréonine kinase phosphorylée par Pto qui agirait en aval de Pto. Les protéines Pto et Ptil formeraient
#n1i0 un complexe éphémére qui se dissocierait aprés phosphorylation ou un complexe plus durable qui serait

alors stabilisé par la phosphorylation.

2.1.2.2. Activation de facteurs de transcription

Les facteurs de transcription des génes de défense jouent un rdle clé dans les voies de transduction du signal.
Pti4, Pti5 et Pti6 sont des facteurs de transcription des génes PR localisés dans le noyau de la cellule pouvant
servir de lien entre la reconnaissance du signal et lactivation des génes de défemse [156, 191, 426].
L’interaction Pto-Pti4/5/6 nécessite que Pto soit phosphorylée [342] mais les mécanismes conduisant 2
l'interaction sont encore obscurs. Ces facteurs de transcription présentent des similarités de séquence avec les
ERF (ethylene-resporsiwe factors) [426]. Comme les ERF, Pti4/5/6 se lient 4 un élément connu sous le nom de
boite GOC située en amont de nombreuses protéines PR dont l'expression est induite [426). Cette liaison
serait dépendante de la phosphorylation # ww puisque la phosphorylation de Pti4 par Pto augmente son
affinité de liaison avec la bote GOC iz who [157). Pro régulerait l'expression des génes PR par l'activation

directe des facteurs de transcription.

2.1.2.3. Facteurs génétiques de la cascade de transduction du signal

D'importantes expériences de criblage de mutants affectés dans la résistance induite par les génes R ont été
réalisées, en particulier chez Arabidopsss, pour la recherche de facteurs agissant en aval des génes R. Ces
criblages ont permis d'‘identifier un nombre limité de génes [250) malgré la complexité des mécanismes mis en
ceuvre pour la résistance & des agents pathogénes trés variés. Ces génes différent par leur aptitude a affecter

une ou plusieurs cascades de signalisation. Des mutations des genes PBSI, NDRI, EDS1, PAD4, PBS2,
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RAR7 et SGT7 bloquent la résistance contrblée par certains genes R [138]. Parmi ces génes, certains

constituent probablement des régulateurs clés des réponses de défense.

La dissection génétique des signaux induits par les génes R de résistance a des bactéries ou autres agents
pathogénes chez Arabidopsis a 1évélé que les protéines TIR-NBS-LRR utilisent généralement la protéine de
type lipase EDS1 alors que de nombreuses protéines de la classe des CC-NBS-LRR agissent par
Iintermédiaire de NDR1, une protéine putative associée 4 la membrane [4]. Dans linteraction Arabidopsis/ R.
solanacearum, NDR1 est nécessaire 3 la résistance induite par RRS1-R [95], 2 la différence des autres protéines
TIR-NBS-LRR qui agissent indépendamment de ce facteur. Les cascades de transduction du signal impliquant
NDR7 et EDST activent des réponses de défense communes telles que la synthése d'acide salicylique [121].
Les génes R dépendants de EDS7, et codant pour des protéines TIR-NBS-LRR, nécessitent aussi PAD4 pour
fonctionner [139]. EDS7 est essentiel pour la voie oxydative et 1'élicitation de la HR alors que PAD4 est

nécessaire 4 la synthése de phytoalexines, de protéines PR et 4 l'accumulation d'acide salicylique [250].

Lidentification de RAR? comme facteur intervenant dans les réponses de défense chez Arabidopsis a
considérablement amélioré les connaissances sur la transduction du signal contrblée par les génes R [273,
376). RAR1 est nécessaire pour les réponses induites par de nombreuses protéines R, mais 2 la différence de
NDR1, EDS1 et PAD4, cette protéine n'est pas engagée par une classe particuliére de protéine R [273]. RAR1
sert de connections 3 différentes voies de signalisation. Cependant, toutes les protéines R dépendantes de
NDR1, EDS1 et PAD4 ne nécessitent pas lintervention de RARI. RAR7 code pour une protéine
cytoplasmique de fonction inconnue qui interagit avec la protéine SGT1 [23]. SGT1 participe 2 la cascade de
transduction du signal induite par de nombreuses protéines NBS-LRR chez Arabidgpsis et aussi 4 celle induite
par la kinase Pto chez la tomate [293]. RAR1 et SGT1 fonctionnent probablement dans la résistance induite
par des génes R durant la formation et l'activation de complexes protéiques aprés reconnaissance d'éliciteurs,
et la régulation de la cascade de transduction du signal par inhibition de régulateurs négatifs ou activation de

régulateurs positifs (par exemple kinases ou facteurs de transcription) [347).

En dépit de la diversité des pathosystémes, les réponses de défense induites par les génes R sont clairement
contrdlées par des facteurs communs, connectant différentes voies de transduction du signal. La complexité

de ces voies de transduction du signal est illustrée par la Figure S.10.
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AvrPto : produit du géne d'avirulence AvrPto de P. s. pv. tomato reconnu par Pto
AvrPtoB : produit du gene d'avirulence AvrPtoB également reconnu par Pto

Pto : produit de géne de résistance de la tomate 4 P. 5. pv. tomato

Prf : produit du géne intervenant dans la résistance Pto et la sensibilité au fenthion

Pti : protéines interagissant avec Pto

ERF : ethylene-responsive factor (facteur transcriptionnel)
Myb-like, WRKY, SCARECROW, NAC, Zinc-finger : facteurs transcriptionnels
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2.1.2.4. Réponses de défense

Les voies de transduction du signal initiées par Pto aboutissent 4 Pactivation des réponses de défense qui
limitent la propagation de l'agent pathogéne au site initial de linfection. La génération de formes actives
d’oxypene représente une des réponses précoces et joue un rle important dans la défense. La HR joue un
rble direct dans le processus de défense en bloquant la propagation du pathogéne et constitue donc une
composante essentielle de la résistance induite par Pto [5]. Les événements de reconnaissance Pto-AvrPto
activent la transcription de génes relatifs 3 la défense et modifient différentiellement 'expression de plus de
400 génes dans les heures qui suivent linfection [274]. Ces génes codent pour 25 classes de protéines incluant
11 types de facteurs de transcription et de nombreuses autres protéines impliquées dans la transduction du
signal. La moitié de ces génes est réprimée et leur identité indique que la plante tente de stopper le transport
hydrique, la photosynthése et d’autres processus du métabolisme primaire ; I'autre moitié est activée et leur
identité suggére qu'ils ont un rle de défense par le renforcement des parois, la dégradation de protéines, la
synthése de composés phénoliques et autre protéines PR [274]. La Figure S.11 montre un apergu des
modifications observées au niveau de l'expression des génes lors de la résistance de la plante, et des

changements qui apparaissent au cours des réponses de défense.

2.2. Résistances polygéniques : QTLs

La résistance polygénique agit en ralentissant Pévolution de Iépidémie (I'agent pathogéne survit et se
développe mais lentement) ; elle est donc considérée, d’un point de vue phénotypique, comme une résistance
partielle ou incompléte [287], caractérisée par une variation continue dans les populations. Les facteurs
génétiques contrOlant la résistance polygénique sont appelés QTLs (Quentitatie Trait Log). Les QTLs sont
identifiés et caractérisés en terme de position dans le génome, de contribution individuelle dans la vanation
phénotypique observée (R?), d’hérédité (origine parentale de I'alléle favorable) et d’action génétique (additivité,
dominance, récessivité). Les interactions entre loci (épistasie) et les interactions avec I'environnement peuvent

A 2
étre analysées.

Avant lemploi des outils modernes de biométrie pour la cartographie des QTLs (début des années 80), Ia
résistance polygénique était considérée comme non-spécifique d’une race ou d'une souche, et érait, de ce fait,

dénommée résistance 'horizontale' [387, 388]. Cette action non-spécifique d'un QTL donné résulterait alors de
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Iimplication de plusieurs génes appartenant 3 une méme famille, et/ou de l'effet pleiotrope d'un seul géne. Si
les déterminants génétiques impliqués dans la résistance polygénique sont non-spécifiques, les mémes QTLs
doivent théoriquement étre détectés avec différentes souches d'un agent pathogéne. L'existence de QTLs
spécifiques de certaines races ou de cenaines souches a cependant été rapportée dans différents
pathosystémes [18, 58, 63, 66, 81, 134, 234, 310]. Dans ces études, la présence concomitante de deux types de

QTLs a été mise en évidence :

e des QTLs 3 effet majeur conférant la résistance 3 différentes souches pouvant appartenir différentes

races de l'agent pathogeéne ;
o des QTLs 4 effet mineur, contrdlant une résistance race-spécifique ou souche-spécifique.

Les facteurs de résistance impliqués dans les résistances polygéniques peuvent donc présenter une spécificité
de race ou de souche. Ces observations supportent donc Ihypothése émise par Parlevliet et Zadoks [288]
selon laquelle la résistance partielle résulte d’une relation de type géne-mineur-pour-géne-mineur, comparable

3 la relation géne-pour-géne de la résistance monogénique.

2.2.1. Recherche de QTLs

2.2.1.1. Principe

La cartographie des QTLs est basée sur la recherche d’un déséquilibre de liaison entre les alléles d’un locus
marqueur et les alléles du locus contrdlant le caractére étudié. Une association significative entre le caractére
étudié et des loci marqueurs témoigne de la présence d’'un QTL 4 proximité de ces marqueurs. Pour
cartographier les QTLs, il faut disposer d’une population en ségrégation, d’une carte génétique saturée et
d’outils statistiques. De nombreuses méthodes statistiques ont été développées pour analyser les données de
cartographie. Les méthodes de cartographie sont souvent présentées pour les populations F, et backcross
(BO) seulement. En effet, les lignées haploides doublées (FID) et les lignées recombinantes (LR) sont traitées,
en terme d’analyse des données, avec le méme modele que pour les BC car il n'y a que deux classes
génotypiques 4 comparer. Cependant, linterprétation des résultats de la cartographie des QTLs sont
différents. L’effet du QTL dans un BC est un mélange d’effets additifs et de dominance alors que dans les
HD et LR, Veffet est purement additif. Deux types de méthodes biométriques permettent de rechercher des

QTLs : celles qui fonctionnent marqueur par marqueur et celles qui considérent plusieurs marqueurs
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conjointement. La détection de I'association significative se fait par des tests ¢, par analyse de variance
(ANOVA), par régression linéaire pour les méthodes marqueur par marqueur, et par le calcul du maximum de
vraisemblance pour les méthodes par intervalle.

2.2.1.2. Méthode marqueur par marqueur

Les moyennes phénotypiques des classes génotypiques identifiées en un locus marqueur sont comparées par
une simple analyse de variance pour chaque marqueur. Une différence significative entre les moyennes de
chaque classe génotypique révéle une liaison entre le locus marqueur considéré et le QTL. Pour définir l'effet

d'un QTL, deux paramétres sont estimés par cette méthode :

o Teffer additif du QTL au locus marqueur qui est la demi-différence entre les moyennes phénotypiques des
deux classes génotypiques homozygotes. L'origine parentale de Pallle 'favorable' est déterminée par le signe
de Deffet additif.

e la part de la variation phénotypique totale (notée R?) du caractére expliquée par le QTL.

La simplicité de cette méthode qui ne nécessite pas de logiciel statistique spécifique, et la possibilité de
travailler sans carte génétique constituent les avantages de ce type d’analyse. Cependant, cette méthode ne
permet pas de savoir si les marqueurs sont liés 3 un ou plusieurs QTLs et la position la plus probable du QTL
ne peut étre estimée. Par ailleurs, si le QTL et le marqueur ne sont pas totalement liés, Peffet additif dépendra

du taux de recombinaison 7 entre le locus marqueur et le QTL, et sera sous-estimé d'un facteur égal 4 (1-27).

2.2.1.3. Cartographie d’intervalle

Dans Ihypothése de la présence d’un seul QTL dans Pintervalle entre deux marqueurs liés avec un taux de
recombinaison 7, Lander et Botstein [219] ont proposé une méthode de détection de QTLs par intervalle (IM
pour Jnterud Mapping). Pour tester la présence d'un QTL dans Pintervalle délimité par deux marqueurs et +1,

Lander et Botstein [219] ont proposé le modéle linéaire suivant pour une population BC de j individus :
yj=bo+b*x;.+ej j=1,2,..,n

avec y; la valeur phénotypique du caractére pour le fm individu; b, la moyenne du caractére dans la

population ; b Teffet du QTL, exprimé comme la différence des effets entre Phomozygote et I'héterozygote ;




Synthése Bibliographique 32

* . . . . . ’ . “
X; une variable indicatrice prenant les valeurs 1 ou 0 suivant les génotypes des marqueurs ¢ et i+1 et la

position du QTL ; €; une variable aléatoire résiduelle normale de moyenne z€to et de variance 0 inconnue.

L'TM est basée sur un calcul de LOD score qui est un rapport de vraisemblance. Le numérateur de ce rapport
est la valeur de la fonction de vraisemblance sous Ihypothése de présence dun QTL (b. =1) etle
dénominateur, la valeur sous Ihypothése d’absence de QTL (b* = 0). Le LOD score est calculé sur tout le
chromosome, tous les 2 cM par exemple. Une coutbe de LOD en fonction de la position sur le groupe de
liaison est tracée. Un QTL est présumé présent lorsque le LOD score dépasse un certain seuil et sa position la
plus probable est déterminée par le maximum de la courbe. L’intervalle de confiance 2 95% sut la position du
QTL est défini comme la région chromosomique ot la valeur du LOD diminue d’une unité, de part et d’autre

du LOD maximum.

Avec des marqueurs tous les 20 cM en moyenne et une carte saturée, les puissances de détection des QTLs
par les méthodes marqueur par marqueur et de cartographie d’intervalle sont comparables. Par rapport 2 la
méthode traditionnelle, marqueur par marqueut, la cartographie d’intervalle procure des avantages: (1) la
position probable du QTL peut &tre déduite de lintervalle de support, (ii) les positions et effets estimés des
QTLs sont asymptotiquement non biaisés si un seul QTL ségrége sur le chromosome. La méthode de
cartographie dintervalle présente néanmoins des inconvénients, et plus particuliérement dans la séparation
des effets des QTLs liés : (i) des QTLs proches ne sont pas détectés avec précision. En effet, ’ils agissent en
couplage, un seul QTL ‘fantébme’, dont Veffet apparent est parfois plus fort que celui des deux autres, situé
eatre les deux QTLs peut étre détecté [255] ; (ii) sl existe plusieurs QTLs sur un méme chromosome, les
effets des différents QTLs peuvent influencer Ja détection d’un QTL dans un intervalle voisin. D’apres
Lander »et Botstein [219], dans le cas ot deux QTLs sont distants de plus de 50 cM, il est recommandé de
fixer la position du QTL qui a Peffet le plus fort pour pouvoir ensuite estimer Leffet et la position de l'autre

QTL.

2.2.1.4. Cartographie d’intervalle composite

Pour contourner les limites des méthodes exposées ci-dessus, plusieurs auteurs ont proposé des méthodes de
régression multiples reposant sur Putilisation de plus de deux marqueurs a la fois [162, 255] ou de modeles

multidimensionnels qui tiennent compte de plusieurs QTLs simultanément [213].
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y;=b, +b‘x; + Z bx, +e avec j=1,2,...,n

ki, i=1
avec y, la valeur phénotypique du caractére pour le fme individu; b, la moyenne du caractére dans la
population ; b~ Peffet du QTL; x; une variable indicatrice (valeur 1 ou O suivant le génotype des marqueurs
et la position du QIL) ; b,le coefficient partiel de régression du phénotype y sur le kéme marqueur retenu
comme cofacteur ; X, le type du ke marqueur dans le fme individu (valeur 1 ou O selon s’il est homozygote

ou hétérozygote au marqueur) ; e, une variable aléatoire résiduelle pour l'individu ;.

Ce modéle est appliqué 3 tous les intervalles de marqueurs en prenant 3 chaque fois comme cofacteurs les
marqueurs des QTLs qui sont en dehors de Pintervalle considéré. Avec la CIM, en P'absence d’épistasie, les
estimations de la position et de Peffet d'un QTL ne sont pas affectées par les autres QTLs liés si des
marqueurs séparent ces QTLs, et si ces marqueurs sont ajoutés dans le modéle A titre de contrdle. Cependant,
avec cette méthode, si deux QTLs sont localisés dans des intervalles adjacents, il peut exister des interférences
entre ces QTLs car deux marqueurs adjacents sont employés dans la cartographie d’intervalle. Il faut donc

tester les deux QTLs simultanément avec d’autres marqueurs.

La CIM est particulitrement performante pour des caractéres dont I'héritabilité est élevée car, en
conditionnant les marqueurs multiples, une part importante de la variance génétique peut étre contrdlée et
enlevée A la variance résiduelle. Cependant, étant donné que la CIM repose sur un test conditionnel, sa
puissance est inférieure 3 celle de la cartographie dintervalle mais elle offre une plus grande précision dans

Pestimation de la position et de Peffet des QTLs.

2.1.2.4. Facteurs influencant la détection des QTLs

La puissance de détection d’un QTL dépend, d'une part de leffet additif du QTL, et d’autre part de la
variance génotypique intraclasse. Cette variance est elle méme influencée par leffet du milieu, par les autres
QTLs en ségrégation dans le génome et par la distance entre le marqueur et le QTL [86]. Leeffectif de la
population joue un rdle important sur la puissance de détection et la précision de localisation des QTLs. En
général, des QTLs A effet fort peuvent étre détectés quelque soit Peffectif. En revanche, des QTLs 4 faible
effer sont souvent difficilement détectés lorsque la taille de la population est faible. Cest pourquoi, la
variation phénotypique totale, résultant des différents QTLs repérés et quantifiée par R?, n’explique jamais la

totalité de la variation du caractére (R? <1).
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Par ailleurs, le choix du seuil du LOD est important ; il influe sur le nombre de QTLs détectés. Lander et
Botstein [219] ont proposé une valeur de LOD seuil en fonction de la taille du génome étudié et de la distance
moyenne entre marqueurs. Le choix d'un LOD seuil adapté aux données phénotypiques et génotypiques peut

aussi se faire 2 Paide d’un test de permutation (1000 permutations) [71].

2.2.2. Organisation des facteurs de résistance sur le génome et structure

moléculaire des QTLs

I'accumulation relativement récente de données de cartographie de facteurs génétiques de résistance a de
nombreux bio-agresseurs a permis de comparet les positions des QTLs détectés chez une méme espéce ou
chez des espéces d'une méme famille. Des colocalisations entre des QTLs et des régions génomiques abritant
des QTLs associés 4 d’autres maladies, des génes contrélant des réponses de défense précoces, des RGA

(Resistance Gene Analog) ou des génes majeurs de résistance ont ainsi été mises en évidence.

2.2.2.1. Colocalisations entre QTLs de résistance

Les QTLs impliqués dans la résistance a différentes maladies ont souvent été cartographiés dans la méme
région chromosomique [33, 66, 134, 238]. Les travaux conduits sur la pyriculariose chez le iz et chez l'orge
ont montré que les QTLs impliqués dans la résistance 2 cette maladie colocalisent avec des QTLs contrdlant
la résistance & 3 autres maladies du riz (rice sheath blight, rice yellow motlle virus et bacterial blight), et 4 5 autres
maladies de l'orge (leaf rust, powdery mildew, leaf rust, net blotch et leaf stripe) [66]. La détection, dans une méme
région du génome, de QTLs contrdlant la résistance 2 divers agents pathogénes suggére que les génes sous-
jacents 4 ces QTLs sont pleiotropes, ou que les geénes apparentés se regroupent sur le génome (organisation
fonctionnelle). Par ailleurs, la position synténique de QTLs de résistance 2 P. grisea chez le riz et I'orge et la
conservation de la spécificité des QTLs suggérent une origine commune des genes sous-jacents a ces QTLs et

renforcent donc I'hypothése de la conservation de la fonction de ces genes [66].
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2.2.2.2. Colocalisation entre QTLs et génes R ou génes de défense

Les méthodes classiques de clonage de génes telles que le clonage postionnel ou la mutagénése d'insertion ont
été employées avec succés pour le clonage de génes majeurs. Evant donné la multiplicité des génes contrlant
les résistances polygéniques, la difficulté & mettre en ceuvre des tests phénotypiques 4 grande échelle due  leur
effet partiel sur la résistance, et leur position imprécise sur le génome, ces méthodes sont particuliérement
laborieuses pour le clonage de QTLs de résistance. L'approche géne candidat représente une stratégie
alternative pour la caractérisation fonctionnelle des QTLs. Cette approche consiste & rechercher des
colocalisations sur la carte génétique entre un géne de résistance et un géne (appelé ‘géne candidat', GC) dont
la fonction biologique est supposée avoir un role dans l'interaction entre la plante et l'agent pathogene
considéré. Cette stratégie a permis de mettre en évidence de nombreuses colocalisations entre QTLs de
résistance et génes de défense (GC fonctionnel) ou RGA (GC structurel) chez différentes espéces végétales
[297] et lacquisition de connaissances sur la fonction des QTLs. Cependant, la stratégie géne candidat n'a pas
abouti au clonage de QTLs de résistance. La cartographie des QTLs de résistance a Collearidmm
linderuthiarum chez le haricot a, par exemple, révélé l'existence d'au moins deux types de QTLs [132]

o des QTLs non spécifiques de l'agent pathogéne, localisés 3 proximité de génes de défense, probablement
impliqués dans les mécanismes de défense générale (métabolisme et biosyntheése de composés anti

microbiens) ;

o des QTLs spécifiques de la souche de lagent pathogene, situés 3 proximité de genes R, probablement

impliqués dans la reconnaissance du pathogéne.

Des colocalisations entre QTLs de résistance et génes majeurs de résistance ont aussi été observées chez la
pomme de terre [234], le piment [58], la tomate [24], le haricot [132], le blé [205], le mais [127] et le riz [135,
397). Suite 3 ces observations les hypothéses que QTLs et genes R correspondent 3 des membres d’une méme
série allélique [316], ou & des membres trés proches d’une méme famille de génes de résistance [238] ont été
&mises. Dans le cas d'une relation d'allélisme entre QTLs et génes R, il existerait deux types de mutants : ceux
provoquant une perte totale de la résistance et ceux ob la résistance serait altérée et donc simplement
diminue. Les QTLs seraient alors des alléles des génes R conférant une résistance partielle. Au niveau
moléculaire, les QTLs colocalisant avec les génes R auraient des structures et fonctions similaires 3 celles des
génes R et seraient impliqués dans les mécanismes deAreconnaissance. Toutes ces hypothéses, basées sur des

comparaisons des localisations de QTLs de résistance et géne majeurs de résistance ou génes de défense,
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n'ont pas été validées. Cependant, I'observation de colocalisations entre QTLs de résistance et genes de
défense vont aussi dans le sens de lexistence de mécanismes de résistance communs aux résistances

monogéniques et polygéniques.

2.2.2.3. Structure moléculaire des QTLs de résistance

Les membres de la famille du géne X421 contrblant une résistance totale, race-spécifique Xanthomonas oryzae
pv. oryzae ont été analysés dans des plantes transgéniques pour leur effet sur la résistance [398]. De nombreux
membres de cette famille multigénique sont incapables d'induire la résistance. En revanche, Xa21D, qui
présente 98% de similitude avec X421, induit une résistance race-spécifique dont le niveau est seulement
partiel. Cette expression phénotypique suggere que Xa21D peut &tre considéré comme un QTL. Le locus
Xa21 porterait donc deux génes de résistance : un géne R (Xa21) controlant une résistance totale et un QTL
(X421D) contrblant une résistance partielle. D'un point de vue structural, X421D code pour une protéine
LRR qui, 4 la différence de X421, ne contient pas de domaine kinase. Le domaine LRR joue donc un rdle clé
dans la phase de reconnaissance. La réduction de l'activité de Xa21D par rapport 3 X421 résulte probablement
de la localisation extracellulaire de la protéine, altérée dans son affinité pour sa liaison avec le ligand, et/ou de
la délétion de la kinase sérine-thréonine. La transduction du signal ferait intervenir un autre récepteur de type
kinase, capable d'induire des cascades de phosphorylation. La comparaison des structures de X421D et de
X421 suggére donc que des QTLs de résistance ont des structures et fonctions de résistance semblables a
celles de génes R, et que QTL et génes R peuvent appartenir 3 des membres d'une méme famille

multigénique.

Chez différentes populations de piment deux génes récessifs, pu2 et pur5, de résistance au Potato unis Y (PVY)
et un QTL 3 effet majeur, pyyP4.1 conférant une résistance 2 différents potyvirus, ont été localisés dans la
méme région génomique [58, 215). Récemment, des analyses génétiques et moléculaires ont révélé que ces
génes majeurs et ce QTL de résistance sont alléliques pour la résistance au PVY et qu'ls présentent la méme
structure moléculaire (génes codant pour des alltles mutés d'un facteur d'initiation de la traduction, eF4E)
[321, 322). Cette relation supporte donc I'hypothése de Robertson selon laquelle QTLs et génes majeurs de
résistance peuvent étre des alléles [316]. Par ailleurs, 3 la différence du pathosystéme riz/ Xanthomonas pour
lequel la résistance partielle résulte de variations intrinséques de la structure moléculaire de Xa21D [398], ces

résultats montrent que QTLs et génes majeurs de résistance codent pour le méme géne mais les interactions
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avec le fonds génétique semblent étre 4 l'origine de l'expression différentielle de la résistance (totale ou

partielle) [321].

Bien qu'une interaction entre le produit d'un QTL de résistance et le facteur d’avirulence correspondant n'ai
pas encore été mise en évidence, I'hypothése d'un QTL de résistance répondant au modéle éliciteur/récepteur

ne doit pas étre rejetée.

2.3. Durabilité des résistances

La définition proposée par Johnson [192] en 1984 du concept de durabilité de la résistance est toujours citée
dans les articles et communications récents : ‘une résistance est durable si elle demeure efficace dans le temps
et dans l'espace, dans des environnements ot la pression de maladie est intense’. Malgré la clarté de cette
définition, I'évaluation de la durabilité de la résistance reste encore difficile 2 mettre en ceuvre ; elle a surtout
été effectuée de facon rétrospective et descriptive, par l'observation de la perte de résistance d’un génotype

d’une espéce donnée.

La perte de résistance a principalement été mise en évidence au travers d’exemples de contournement de
génes R impliqués dans la HR suite & Iapparition de mutants de I'agent pathogéne [257]. Dans une situation
de monoculture 3 large échelle utilisant un génotype unique de l'espéce et dans le cas d'une mutation du géne
avr n'induisant pas une perte de compétitivité (fitness penalty), la prolifération de la souche contournante 2 été
observée entrainant une augmentation subite de Pincidence de la maladie. De ce fait et dans nombreux cas, il
semble que l'efficacité des génes R employés 2 grande échelle est peu durable. Cette régle n’est toutefois pas
généralisable 2 tous les génes R; en effet quelques génes R caractérisés par une résistance durable ont été
quelquefois identifiés [240]. Cest par exemple le cas du géne L34 chez le Blé qui confére une résistance
durable 1 la rouille (wheat leaf rus)) ou du géne Tm2-2, responsable chez la tomate d'une résistance durable au
virus de la mosaique du tabac. La durabilité de Ia résistance polygénique mettant en jeu plusieurs QTLs est en
revanche méconnue. On peut toutefois spéculer que la complexité génétique de la résistance quantitative et la
diversité des mécanismes impliqués assure probablement une durabilité plus importante que la résistance

monogénique [240].

Coté agent pathogéne, lidée selon laquelle la durabilité de la résistance est étroitement liée aux niveaux de

variabilité génétique de l'agent pathogéne et aux processus évolutifs qui modélent cette varabilité, a
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récemment été proposée. Ces phénoménes évolutifs sont basés sur cinq forces évolutives : mutation, dérive
génétique, flux de genes, reproduction et sélection imposée par les génes de résistance [256]. McDonald et
Linde [256] ont proposé un modéle d’analyse du risque de perte de la résistance sur la base de I'analyse de la
variabilité des populations d’un agent pathogéne et de la quantification des cinq forces évolutives. Cette
analyse montre qu'il est particuliérement important de bien connaltre Pévolution de la structure génétique de
Pagent pathogéne et d’estimer le plus précisément possible les phénoménes de flux de génes entre populations
géographiquement isolées. Ces connaissances devraient théoriquement aider A choisir la meilleure stratégie
pour obtenir des résistances durables (Figure $.12). McDonald et Linde [256] ont estimé le risque de perte de
la résistance pour 34 pathosystémes, principalement associés a des champignons. R. sdlanacarum n’a pas été
pris en compte dans cette étude. On peut cependant essayer de quantifier le risque sur la base des
connaissances actuelles sur Pagent du flétrissement bactérien. Concernant R. solanacearum, le fait que la
variabilité génétique de la bactérie est importante, que les phénoménes de transferts horizontaux ne sont
probablement pas anecdotiques et que les phénomenes de flux de genes (matériel végeétal, semences, eau et
insectes dans certains cas) sont relativement fréquents, suggére que le risque varie de modéré 3 élevé. En se
référant 4 la Figure S.12, il semble donc quune stratégie basée sur lutilisation d'une combinaison de facteurs

de résistance partielle sera probablement adaptée 3 la lutte génétique contre R. salanacearum.

Chté plante, plusieurs stratégies, comme le pyramidage de génes dans des lignées ou hybrides, ou bien le
mélange de génes dans des cultivars de type multilignées, variétés populations ou variétés synthétiques ont été
élaborées et testées au terrain pour obtenir des variétés 3 résistance durable. Les limites et les avantages de ces
stratégies ont été commentés de maniére détaillée par ailleurs [257, 300). Ces travaux soulignent I'importance
de bien réfléchir 3 Putilisation de ces constructions de résistances multigéniques, d’un point de vue spatial et
temporel afin d’éviter 'adaptation de Pagent pathogéne et la perte de résistance de la plante. Une autre
stratégie basée sur Pintrogression chez la plante d'un géne R et du gene avr complémentaire a aussi été

suggérée afin de prémunir la plante contre une attaque de Pagent pathogeéne ciblé [358].




Tableau S.7. Quelques cartes génétiques construites chez la tomate (modifié & partir de
Saliba-Colombani 2000)

Parents Population Marqueurs Taille dela carte  Référence
L esc (M82-1-17) 257 BC1 115 RFLP, 3 RAPD, 1279 cM [145]
x L pim (LA1589) 2 morpho

L esc var cera (Hawaii7996) 200 F2 62 RFLP, 600 cM [372]
x L pim (Wva700) 13 RAPD

L esc (NC84173) 119 BC1 151 RFLP 1192 cM [65])
x L pim (LA722)

L esc (LA1500) 46 BC1 84 RFLP 760 cM [32]
x L pen (LA716) 46 F2 18 isozymes

L esc (Vendor Tm2a) 78 BCl 85 RFLP 1097 cM [84]
x L pen (LA 716) 115 BC1 1299 cM

L esc (V{36-Tm2a) 67 F2 1030 RFLP 1276 cM [367)
x L pen (LA716)

L esc (Vendor M82-1-8) 119 BC1 139 RFLP 981 cM (111
x L pen (LA716) 7 isozymes

L esc (Vendor Tm2a) 432 F2 98 RFLP 1141 ctM [85}
x L pen (LA 716)

L esc (M82) S0 LI 350 RFLP - [112]
x L pen (LA716)

L esc (Allround) 60 F2 51 RFLP 949 ctM [15]
x L pen (LA716) 28 SSR

L esc (V{36-Tm2a) 67 F2 67 RFLP 1482 cM [161]
x L pen (LA716) 1175 AFLP

L esc (Manapal) 50 F2 104 RFLP - [177]
X L hir f glabratum (PI11134417)

L esc (E6203) 315 BC2 122 RFLP - [31]
x L hir (LA1777)

L esc (UC82B) 237BC 63 RFLP 852cM [292]
x L chm (LA1028) 5 isozymes

L esc (UC204B) 350 F2 71 RFLP 1023 cM [291]
x L che (LA483)

L esc (UC204B) 97 FeLR 132 RFLP 1209 cM [286]
x L che (1LA483) 1 isozyme, 2 morpho

L esc (E6203) 241 BC 122 RFLP 865 cM [128)
x L per (LA1708) 1

L parv 292 F2 47 RFLP [241]
x L pim

L esc (Levovil) 153 LR 132 RFLP, 33 RAPD 867 cM [325]
x L esc var cera (Cervil) 211 AFLP, 1 morpho

(1) L che: L. dreesmumsi ; L dom: L. dmidlewskis ; L esc: L. esodentsm; L bir: L. birsutu; L par : L. pardflonen; L
pen: L. perellii; L per: L. penwviaram; L pim: L. pinpinellifolium
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3. RESISTANCES AUX MALADIES CHEZ LA TOMATE

3.1. La tomate : un systéme modéle

La tomate fait partie de la famille des Solanacées, tout comme d'autres espéces économiquement importantes
telles que la pomme de terre, le piment, l'aubergine et le tabac. L'histoire, limportance économique, la
position taxonomique, a biologie et le mode de reproduction de la tomate sont détaillés en Annezxe 1. En plus
de son importance économique, de nombreux aspects font de la tomate une excellente espéce modéle pour
I'acquisition de connaissances sur les bases génétiques et moléculaires des résistances aux maladies. En effet, la
tomate est une espéce diploide (2n=2x), elle a un génome de taille relativement petite (950 Mb), son temps de
génération est court (3 4 4 mois), elle se croise facilement et les plantes sont maintenues sans difficulté. Par
ailleurs, une variété de tomate miniature différant de la tomate cultivée par seulement deux genes, présentant
un cycle de vie accéléré (2 3 3 mois), et une forte aptitude 3 la transformation 2 laide d’Agrobugerium

faciers, a été créée et est exploitable pour divers travaux [259].
Xp. p

Des collections de ressources génétiques trés importantes ont été créées, maintenues et sont disponibles,
notamment au CM Rick Tomato Genetics Resource Center (TGRC), au Ministére de 1'Agriculture des Etats-
Unis (USDA), et 4 I'Asian Vegetable Research and Development (AVRDC) de Taiwan. Les croisements
interspécifiques entre Lycpersicon esaulentumet les différentes espéces sauvages sont, de nos jours, controlés et
permettent 'exploitation intensive des espéces sauvages, véritable réservoir de sources de résistance aux
maladies. L'apport des expéces sauvages pour l'amélioration de la tomate est abordé en Annexe 1. La
disponibilité de différentes lignées résistantes et sensibles, ainsi que les nombreuses érudes conduites en
phytopathologie rendent Lyapersicon spp. particuliérement bien adapté pour la recherche des facteurs
génétiques (génes majeurs et QTLs) impliqués dans la résistance aux maladies et la caractérisation moléculaire
des interactions plante-agent pathogéne. Par ailleurs, les collections de ressources génétiques de tomate ont
été éroffées par la création de lignées quasi-isogéniques qui différent uniquement par un géne cible [384, 421]
et de lignées fixées recombinantes immortalisées [54], populations idéales pour la cartographie génétique des
facteurs de résistance. Des mutants de tomate naturels, et des mutants induits par traitement chimique ou par
irradiation, ainsi que des plantes transgéniques sont aussi disponibles ; plus de 2000 mutants ont été créés
[108, 313].




Tableau S.8. Génes et QTLs de résistance aux maladies cartographiés chez L yoopersion sp.

Les geénes clonés sont soulignés et la structure des protéines déduites de ces génes est donnée

Agent pathogéne Géne Structure  Chromosome Origine Référence
Bactéries
Qaubacer midrgarersis spp.  QTLs Plusieurs L. pensiamon [73,328]
midhganersis L. birsutwm
Xanthomonas anpestris pv. Xt 3 L. pervellii [21]
wienona
Xanthomonas anpestris pv.  Bs4 TIR-NBS- 5 L. esadentum [337]
wsicatoria LRR
Psewdorronas syringae pv. Pro PK 5 L. pinpirellifdlm  [251, 253]
tomato
Champignons
Alternaria alternata { .sp. Adsel Hélice T™M - 3 L. esadertum [46]
bapersic motif LAG1
Altermaria solani QTLs Plusieurs L. birsutsen [124)
Qladosporiven fidbsm 4 LRR-TM 1 L. birsusom [193, 369]
G2, LRRTM 6 L. pinpirelifelim  [97, 100,
101, 102,
2.4+ LRRTM ! 193, 370,
autres génes 384]
Fusarium axcysporum. sp. 1,2 OC-NBS- 11 L. pimpirellifolisan [330]
bupersic LRR
11,13 7 L. peroidllii [44, 329,
+QTLs 366)
Fusarium axysporum. sp. F 9 L. pereviarum [117]
radicss hoopersic
Oidison. byeopersiom a-1,a-3 6 L. birsutsen [182, 183,
383]
a-2 4 L. oodentum . (83]
cnasiforme
QTLs 6,12 2 QTLs) L. parufloruem [24]
Phytophtora infestars Ph1,Ph2, 7,910 L. pinpindlifelisom  [50, 69, 70,
Ph3 272]
+ QTLs
Pyrenodhaeta boopersia o 3 L. perwuarum (103, 222]
Stemplyyllivon spp Sm 1 L. pimpirellfolium [28]
Verticillium albostrum Vel Ve  LZIRR 9 L. pimpinellifeliom. [99, 201]
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Du point de vue des outils moléculaires, en plus d'une carte RFLP de haute densité (plus de 1000 marqueurs
espacés de 1,4 cM couvrant 1276 cM) provenant d’un croisement interspécifique entre la tomate cultivée, L.
esculentum, et L. permellii [367), et ot divers génes de résistance 4 différentes maladies ont été positionnés, de
nombreuses cartes moléculaires ont été construites 3 partir de croisements inter- et intraspécifiques (Tableau

S.7) ; toutes ces données sont accessibles [2].

Dans le domaine de la génomique, les ressources disponibles et utilisables pour I'étude des facteurs génétiques
chez la tomate sont tout aussi nombreux et importants : transformation applicable en routine [259], existence
de nombreuses banques d'ADN, de YAC (Yeust A rtificial Chromusore), de BAC (Baaterial Artifical Omomosorre)
et autres banques génomiques [53, 252, d'un systéme de mutagénése d'insertion (trarsposon taggrg) [49] et
d'une banque de données comprenant plus de 1,7 millions dEST (Expressed Sequence Tag) [3, 386]. De plus, le
systéme VIGS (Vins-Induced Gene Silencing) pour silencer des génes a récemment été adapté a la tomate [242].
Le projet de séquengage du génome de la tomate fondé par le National Science Foundation Plant Genome
Research Program [1] ouvre de nouvelles perspectives pour 'étude des interactions moléculaires tomate/agent

pathogene.

Tous ces avantages agronomiques, génétiques et génomiques font de la tomate un systéme modele

exceptionnel pour la caractérisation moléculaire des facteurs de résistance aux agents pathogenes.

3.2. Génes majeurs et QTLs de résistance

La tomate est la premiére espéce végétale chez laquelle un géne R (géne dominant impliqué dans une relation
géne-pour-géne ), le géne Pig, a été cloné [251). Depuis, des dizaines de génes R dominants ont été détectés et
cartographiés chez cette espéce modéle, 3 I'aide de marqueurs RFLP (Restriction Fragment Length Polyrmorphism)
[181, 193, 329, 384], RAPD (Random A nplified Pobymorphism DNA) [212, 253, 265, et AFLP (A nplifed Fragment
Length Polymorphisme) [370). Parmi ces génes, une vingtaine de génes R contrdlant des résistances a des
bactéries, champignons, virus, nématodes et insectes ont été clonés par la stratégie de clonage positionnel [30,
102, 195, 251, 268, 352], par mutagénése insertionnelle [106, 194, 406] ou par I'approche géne candidat [290,
322]. Les principaux génes de résistance identifiés, cartographiés et/ou clonés chez la tomate sont présentés
dans le Tableau S.8. La situation exceptionnelle de la tomate comme espéce modéle pour Iétude des
interactions plante-agent pathogéne est renforcée par le fait que quatre génes R (Pto, Ve, Asg et G isolés chez

la tomate présentent des structures uniques ; & ce jour, aucun géne R similaire n'a été identifié chez A rabidgpsis




Tableau S.8. Suite

Agent pathogéne Géne Structure  Chromosome Origine Référence

Parasites et ravageurs

Nématode Globodera Hero NBS-LRR 4 L. pinprrellifolium [110, 129]

rostochiersts

Nématode Meoidogyre Mi11, Mi- LZ-NBS- 6 L. peneiarsem [11, 198, 260,

tnoogrita, M. arenaria & M. 12, Mi-1.3, LRR 267,414]

Jawriaa M9

Puceron Macrosiphum Mee] LZ-NBS- 6 L. perwiiarsam [197]

euphorbiae LRR

Virus

Alphalpha Mosaic Vins Am 6 L. bisutsun [289]

(AMV)

Potato Vins Y (PVY) pot-1, eiF4E 3 L. Hirsutum [290, 321]
Pot-2 [230]

Tobaao E tdh Patyuns (TEV)  por-1 eiF4E 3 L. birsutsm [290, 321]

Tobaow nosasc uns (TMV)  Tm 1 2 L. birsutun [235]

Tomato mosaic urws (TMV)  Tm2, Tm2¢ OCNBS- 9 L. penedarsem [221, 420,

LRR 421]

Tomazo Spotred Wit Virus Sws OC-NBS- 9 L. peneviaruem: [61, 353, 356]

(TSWV) LRR

Tomato YellowLesf Gl Vins Tyl 6 L. diilerse [422]

(TYLQ)

+ QTLs

L. pimpirellifolium [62]

TM : domaine transmembranaire ; LRR : répétitions riches en leucine ; CC: motif CaledCail ; TIR : domaine
similaire 3 Toll & Interleukin Receptor ; PK : protéine kinase ; NBS : site de fixation nucleotidique ; eiF4E :
facteur d'initiation de la traduction ; PEST : Pro-Glu-Ser-thr ; LAG1 : gene d'assurance de la longevité
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ou chez le riz dont les génomes ont été séquencés, ou chez toute autre espéce végétale. Les pathosystémes P.
syringae/tomate, C. fubum/tomate, potyvirus/tomate représentent des bons modéles pour létude des

interactions moléculaires entre plantes et agents pathogenes.

Certains génes R comme 7m2-2 et Pto se sont avérés ftre trds stables dans le temps et dans l'espace.
Cependant, différents génes R cartographiés tels que les génes M, I, Ph-1, Ph-2, Ve, Sw5 et certains genes de
la série Cf ont été contournés par des races adaptées de l'agent pathogéne, quils aient été ou non utlisés de
maniére intensive. De ce fait, les stratégies de sélection évoluent actuellement vers le cumul de plusieurs génes
contrdlant des mécanismes de résistance distincts pour lutter contre un seul agent pathogene. Par ailleurs, il
arrive quaucune source de résistance monogenique n'ait été identifiée pour combattre efficacement certains
agents pathogénes. Chez la tomate, c'est le cas pour la résistance au virus de la mosaique du concombre
(CMV), au Tomao Yellow Lesf Curl Virus (TYLCV), & Corynebaderium midviganersis, & Ralstonia solanacearum, a
Xanthomonas aampestris, & Pyrenodveta byoopersici et 2 Lyriomyza. Pour contrdler ces agents pathogénes, des sources
de résistances polygéniques ont donc été recherchées. De cette maniére, des travaux de recherche et de
cartographie de QTLs ont été entrepris pour disséquer la résistance aux insectes [246, 283}, a Claubacer
midviganensis [328), & R. solanacearum 81, 247, 372, 373, 400, 419], & Oidium baopersiam 24, 383] et au TYLCV
[62). Dans la plupart de ces études, un QTL 2 effet fort (QTL majeur) et de nombreux QTLs a effets plus
faibles (QTLs mineurs) ont été détectés. Les QTLs majeurs sont parfois considérés comme des génes majeurs
contrblant une résistance partielle (cas des génes Ty1 et OF1). A ce jour, aucun QTL de résistance n'a été
cloné chez la tomate mais des récentes cartographies fines de QTLs de résistance A Phytophtora infestars et 3
Clavibacter midviganersis subsp. mihigarersis ont éé entreprises [50, 73] Ces travaux constituent un point de

départ pour le clonage positionnel de QTLs de résistance chez la tomate.

3.3. Organisation des facteurs de résistance sur le génome

Le regroupement de génes de résistance s'observe au niveau de loci complexes formés de gemes R
homologues [339, 409] ou sur des régions génomiques plus larges (20 cM) renfermant des génes de résistance
A divers agents pathogénes [155] (Figure S.13). Le regroupement de loci de génes de résistance faciliterait les
4vénements de conversions géniques ua des mécanismes de recombinaison entre génes appartenant 2 des loci
différents. Ces conversions géniques généreraient l'apparition de nouvelles familles de génes R et/ou de
nouvelles spécificités de résistance. Ces évenements sont cruciaux pour la plante hote ; ils lui permettent de

Jutter de maniére évolutive contre I'apparition de nouvelles races virulentes de lagent pathogéne.
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Figure S.13. Localisation chromosomique des génes majeurs et QTLs de résistance aux
maladies chez la tomate (actulalisation de la carte publiée par Causse et al, 2000). les génes
de résistance clonés sont soulignés.

Cm : QTL de résistance & Clavibacter michiganensis
Cmm : QTL de résistance & Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
1: QTL de résistance & Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
Ol : QTL de résistance a Oidium lycopersici

Ph : QTL de résistance & Phytophtora infestans

Rs : QTL de résistance 4 la race 1 de Ralstonia solanacearum
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La majorité des génes de résistance répertoriés a ce jour est spécifique d'une ou plusieurs races d'un agent
pathogéne ; ces génes de résistance spécifiques sont souvent regroupés dans des régions précises du génome.
Par exemple, la résistance 3 différentes races de Cladosporium fubuem est assurée par au moins quatre alleles,
regroupés en deux loci. Les génes GF2 et GF5 d'une part, et GF4, GF9 d'autre part sont alléliques ou

étroitement liés, respectivement localisés sur les chromosomes 6 et 1 [193].

Des loci de résistance, assurant une spécificité dirigée contre différents agents pathogenes, peuvent éure
colocalisés sur un méme fragment chromosomique. Chez la tomate, lextrémité du bras long du chromosome
6 est trds riche en génes contrdlant des résistances qualitatives et quantitatives 3 des agents pathogénes

différents. Sur une région de 20 cM, sont regroupés :

o les gines Mi de résistance au nématode Melaidogyre incognita [97, 267 ev Mew-1 de résistance au puceron
Macrosiphum enphorbiae [197). Le géne Mi a éé isolé par clonage positionnel et code pour une protéine NBS-
LRR [409]. Ce clonage 2 permis de démontrer que Mi et Mew1 sont le méme géne [320). Le géne Mi

conféreraient aussi la résistance aux aleurodes Bersia tabaa, vecteur du TYLCV [284] ;

e les gines GF2 et GF5[97, 101] ont été isolés et codent pour des protéines qui ont un domaine LRR et des
glycoprotéines associées 4 la membrane [195];

o le géne Amde résistance & I'Afalfa mosaic urus [289) ;

o les génes Q-1 et O-3 de résistance & Oldism hoopersicam[183, 383, et le QTL QOlqtl1 chez L. paruflorum qui
pourrait correspondre 3 un alléle du locus Q-1 de L. bisutsen[24];

e  Ty1,le QTL A effet majeur d'origine sauvage L. dilerse, impliqué dans la tolérance au TYLCV [422], et un
autre QTL de résistance au TYLCV, d'origine sauvage L. pimpirellifolium [62). La résistance/tolérance au
TYLCV pourrait étre gouvernée par le méme QTL détecté dans diverses plantes sous des formes alléliques
différentes [62] ;

o un QTL de résistance au chancre bactérien (Qlavibuaer michiganensis ssp. midnganersis) [328]

o deux QTLs  effet majeur et mineur pour la résistance 2 une souche de race 1 de R. solanacearum([247, 372,
373].
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3.4. Résistance au flétrissement bactérien

Pour lutter 3 long terme contre le flétrissement bactérien, la compréhension des mécanismes de résistance de
I'héte aboutissant 3 I'absence ou 3 la réduction de la maladie s’avére indispensable. Des programmes de
sélection de la tomate ont été engagés a l'échelle mondiale pour la résistance aux souches de race 1 de R.

solanacearum. En revanche, aucune étude n'a été entreprise i ce jour pour la recherche de source de résistance a

la race 3 de R. sdlwucearumchez la tomate.

3.4.1. Mécanismes de résistance

3.4.1.1. Tolérance des tissus vasculaires a R. solanacearum

L’infection latente, qui se définit comme la propagation bactérienne dans les tissus conducteurs sans
production de symptdmes, est un événement généralisé chez tous les génotypes de tomates. Ainsi, I'invasion
du systéme racinaire et du collet est courante et indépendante du niveau de résistance du génotype [150, 153,
306). La discrimination entre résistance et sensibilité aurait lieu dans les parties supérieures de la tige ; plus la
résistance génétique est élevée, plus la colonisation bactérienne est restreinte aux étages inférieurs de la tige
[153]. La résistance de la tomate au flétrissement bactérien ne résulterait donc pas de la résistance a la
pénétration, et i linvasion bactérienne des racines. Elle serait associée 4 la capacité de la plante a limiter la
colonisation de R. solsnacearum dans les tissus vasculaires [148, 150]. Par ailleurs, les génotypes résistants

toléreraient I'invasion bactérienne sans produire de symptOme.

3.4.1.2. Barriéres physiques

L'invasion bactérienne chez les génotypes résistants est limitée par la production de thylles, de gommes et de
matériaux amorphes [149]. Ces productions sont principalement observées chez les génotypes résistants au
niveau des vaisseaux colonisés et des vaisseaux adjacents [149], les vaisseaux dépourvus de bactéries
continuent 3 assurer la libre circulation de l'eau et des solutés dans la plante [149]. En revanche, chez les
plantes sensibles, I'émission de thylles est une réponse globale i l'infection et s'observent a la fois dans les

vaisseaux colonisés et non-colonisés, limitant le mouvement d’eau et de solutés et participant au flétrissement

de la plante.
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La seule formation de thylles ne peut toutefois expliquer 3 elle seule la résistance des génotypes non flétris
[308]. A titre d’exemple, chez le cultivar LS-89 (sélection résistante de Hawaii 7998), la formation de thylles
apparait rarement dans les vaisseaux infectés du xyléme primaire et secondaire [275]. La restriction de
linvasion bactérienne est probablement associée 3 Iépaississement de la membrane et/ou a 'accumulation de

matériel électroniquement dense dans les cellules des vaisseaux et des parenchymes [275].

Les barritres physiques mises en oeuvre (accumulation de thylles ou de gommes et de matériel
électroniquement dense) seraient non spécifiques puisqu'elles ont aussi été observées chez la tomate dans des

mécanismes de résistance A des champignons pathogenes [27].

3.4.2. Sources de résistance a la race 1

Des sources de résistance 3 la race 1 ont été trouvées dans L. pimpinellifliem et dans des écotypes de L.
esculentum var. enasiforme qui sont des génotypes sauvages dits ‘tomadoses' présentant des petits fruits et une
résistance aux températures élevées [223]. Les analyses en génétique classique ont révélé que deux types de

résistance existaient chez la tomate [308] :

o une résistance polygénique, impliquant au moins quatre génes originaires du cultivar CRA66 de L.
esaulentum var. cnasiforme. CRA66 est un tomadose qui a été repéré en Guadeloupe et utilisé comme parent
résistant dans les programmes de sélection aux Antilles Francaises et dans d'autres pays [12]. Les résistances

des cultivars Caraibo et Calinago sont notamment issues de cette lignée.

e une résistance monogénique repérée dans Hawaii 7996 dont le niveau semble plus élevé que la
précédente, mais qui a été moins exploitée au plan international. Cette résistance serait probablement héritée
de P1127805, une accession de L. pirmpirellifolium, qui serait aussi le parent résistant des lignées Hawai 7997 et
Hawaii 7998 [6].

Une hérédité simple pour la résistance au flétrissement bactérien chez Hawail 7996 a été suggérée [261] et
confirmée par des analyses génétiques portées sur la ségrégation de la résistance dans la population F; issue du
croisement Hawaii 7996 (résistant) et Floradel (cultivar sensible) [152]. D'apres ces analyses, la resistance serait
gouvernée par un seul géne dominant. Les travaux de cartographie moléculaire ont cependant révélé que la
résistance de Hawati 7996 3 différentes souches de R. sdanaeamum est de nature polygénique, contrilée par un
QTL majeur et de nombreux QTLs localisés dans différentes régions génomiques [372, 373, 400).




Tableau S.9. Souches employées pour la cartographie des QTLs de résistance i la race 1 de
R. sdanacearum chez la tomate.

Souche Race  Biovar Phylotype Origine Populations utilisées (1)  Ref

Pss4 1 3 I Taiwan F; H96 x Wwva700 [400]

F, 1285 x CLIN286 (419]
UW364 1 4 I Chine F> 1285 x CLN286 [80]
GMI8217 1 1 II Guadeloupe F, F; H96 x Wva700 [372, 373]

(1) CLN286 : L. esculentum cv. CLN286 ; H96 : L. esculentum var. cerasiforme cv. Hawaii 7996 ; L285 : L. esculentum
var. cerasiforme cv. L285 ; WVa700 : L. pimpinellifollium cv. West Virginia 700
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3.4.3. Déterminisme génétique de la résistance

Chez la tomate (L. esculentum), la cartographie moléculaire des facteurs génétiques impliqués dans la résistance
3 diverses souches de race 1 de R. solanacearum a été réalisée sur des populations issues de deux croisements
inter et intraspécifiques, en utilisant deux cultivars de L. esculentum var. cerasiforme (1285 et Hawaii 7996)
comme parent résistant, dans différents sites géographiques [80, 81, 247, 372, 373, 400]. Le Tableau S.9

présente les caractéristiques des souches et les populations employées pour ces travaux.

3.4.3.1. Résistance de L285

Dans la population F: issue du croisement entre 1.285 (hautement résistant) et CLN286 (sensible), trois
régions génomiques localisées sur les chromosomes 6, 7 et 10 sont impliquées dans la résistance 2 la souche
UW364 (r1bv4pl) [81, 419]. La cartographie des QTLs a été réalisée apres inoculation du systéme racinaire ou
de la tige. Le QTL du chromosome 7 est particulier puisque l'alléle de résistance provient du parent sensible ;
ce QTL explique 24% de la variation phénotypique observée. Le locus sur ce chromosome est
significativement corrélé 4 la résistance seulement aprés inoculation des tiges alors que les loci des QTLs des
chromosomes 6 et 10 sont significativement corrélés 4 la résistance quelle que soit la méthode d'inoculation
employée. Ces trois QTLs agiraient dans des organes végétaux différents ou 4 des stades de développement
différents. Le QTL majeur est localisé sur le chromosome 6 3 proximité du marqueur CT184. Il contrdle plus
de 50% de la variation phénotypique observée en conditions contrdlées et jusqu'a 77% lorsque les racines ont
été au préalable scarifiées. L'implication de ce locus varie selon la souche de race 1 testée: il confére une
résistance élevée i la souche UW364 (ribvépl), et une résistance faible 2 la souche Pss4 (r1bv3pl) [81]. Le
QTL du chromosome 10 expliquant jusqu'a 24% de la variation phénotypique observée a des effets

comparables sur les trois souches de race 1 utilisées.

3.4.3.2. Résistance de Hawaii 7996

3.4.3.2.1. Souche GMI8217 (race 1, biovar 1, phylotype i)

Des travaux de cartographie de QTLs ont été entrepris sur les populations F et Fj issues du croisement entre
Hawaii 7996 (résistant) et WVa700 (sensible) en utilisant la souche GMI8217 (r1bv1pll) [372, 373]. Des tests

réalisés sur la population Fz en chambre climatique ont permis la détection de trois régions génomiques
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impliquées dans la résistance, localisées sur les chromosomes 4, 6 et 11 [372). Tous les loci de résistance

detectes prowennent du parent resxstant Le large pic de QTL détecté sur le chromosome 6 contribue 2 la plus

grande part de variation phenorypxque observée (20%). Sur le chromosome 4, deux marqueurs présents dans

Ia partie supérieure du bras chromosomique (TG268), et dans la partie inférieure (GP165) sont associés 2 la
résistance suggérant que deux QTLs de résistance sont portés par ce chromosome. Un QTL a été détecté sur
le chromosome 11 avec un effet le plus fort 3 proximité du marqueur GP162. Un autre QTL i effet trés faible
a &t idemifié sur le chromosome 10, proche du marqueur CP105. Des tests conduits au champ sur les
populations F; et Fs ont permis de confirmer 'existence d'un QTL localisé sur le chromosome 6, de deux
QTLs sur le chromosome 4, et d'un QTL putatif sur le chromosome 10 [373]. Deux QTLs supplémentaires
ont été détectés sur les chromosomes 3 (GP226) et 8 (CD40). Le QTL 2 faible effet du chromosome 11 serait

spécifique de la population F; de ce croisement.

Les tests réalisés sur les populations F, et Fs ont permis de détecter un total de sept loci impliqués dans la
résistance 3 la souche GMI8217. Dans tous les tests, le QTL du chromosome 6 représente le QTL majeur de
résistance. Il est aussi 4 noter que les marqueurs TG178 localisé & proximité du géne Mj, et TG240 distant de
30 cM de TG178 ont les effets les plus forts sur ce chromosome. Ces resultats ont suggéré la présence de
deux QTLs sur le chromosome 6 [373]. Cette hypothése a été confirmée par le test statistique du ¥uo-QIL
modd’ [247] : un premier QTL est lié au locus GF2 de résistance 4 Cladasporium fubwum, 3 proximité du gene Mi
de résistance aux nématodes des noeuds racinaires (Meoidogyne arenaria, M. inognita ev M. jawirica) et le
deuxiéme QTL est positionné 3 30 cM du premier, comme le QTL de résistance 3 la souche UW364 trouvé
chez 1.285. Une association significative entre la résistance 4 la souche GMI8217 et le marqueur CGF2 a aussi
&é détectée en analysant la population F; issue du croisement entre les cultivars Caraibo (résistant) et
Carmido (sensible) [89). Ce QIL explique 56% de la variation phénotypique observée dans certaines
conditions environnementales dont il dépend fortement [89]. De méme, une association significative entre la
résistance & cette souche et un marqueur lié au géne Mi a éé détectée dans la population F; issue du
croisement entre les cultivars CRA66 (résistant) et Cranita (sensible) [89]. Dans cette population, ce QTLaun
effet faible [89].

3.4.2.2. Souche PSS4 (race 1, biovar 3 phylotype 1)

Sur la population F; issue du croisement entre Hawaii 7996 et WVa700, des tests d’inoculation ont aussi été
réalisés avec la souche Pss4 (r1bv3pl) [400]. Les QTLs identifiés précédemment dans cette population sur les




Figure S.14. QTLs de résistance aux souches Pss4 (r1bv3pl) et GMI8217 (r1bv1pll) détectés

dans les descendances F2 et F3 issues du croisement entre Hawaii 7996 (L. esculentum var. cerasiforme,
résistant) et WVa700 (L. pimpinellifolium, sensible) (d'aprés Deberdt 1999). Dans chaque bulle, sont
indiqués : l'origine parental de l'allele de résistance, la souche et le pourcentage de variation phénotypique
expliquée par le QTL.
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chromosomes 6 (TG240) et 8 (CT135) sont impliqués dans la résistance 4 la souche de Taiwan. Deux QTLs
supplémentaires sur les chromosomes 2 (GP504) et 12 (TG564) ont été détectés. L'alléle de résistance du
QTL du chromosome 2 provient du parent sensible. Le QTL du chromosome 12 explique plus de 70% de la
variation phénotypique observée et représente le QTL majeur pour la résistance 2 la souche Pss4. Ce QTL
serait spécifique de la souche puisqu'il est uniquement impliqué dans la résistance 2 la souche de Taiwan [400].
Cette forme de résistance est intéressante puisqu’elle réveéle 2 la fois des caractéristiques de résistance

horizontale et verticale.

3.4.2.3. Complexité de la résistance génétique au flétrissement bactérien

Les différents travaux de cartographie de la résistance aux souches de race 1 de R. solanacearum ont permis la
détection d'une dizaine de loci impliqués dans la résistance, confirmant 1 la fois la complexité et la nature
polygénique de cette résistance (Figure S.14). Les QTLs des chromosomes 6 et 8 semblent jouer un réle
central dans la résistance alors que les autres seraient spécifiques de la souche testée ou des conditions
environnementales. La variation de l'expression de la résistance montre la nécessité de réaliser des tests en
différents sites géographiques, en utilisant des souches de R. solanacearum représentatives de la diversité
génétique connue. Le QTL de la région centromérique du chromosome 6, découverts dans deux fonds
génétiques différents, 2 proximité des marqueurs TG240 et CT184, respectivement, est particuliérement
intéressant et mériterait d'étre cloné en vue d'éclaircir les bases moléculaires de la résistance et de l'introgresser
dans différentes variétés commerciales sensibles. La résistance de Hawaii 7996 observée mondialement

représenterait donc une collection de loci de résistance partielle avec différentes spécificités de souche.

La complexité de la résistance 2 la race 1 de R. solanacearsm a aussi été mise en évidence chez Arabidopsis
thaliana. D'une part, chez I'écotype Nd-1, un gene de résistance récessif (RRS7-R) a été cartographié sur le
chromosome 5 [96]. Le clonage de ce géne a révélé sa particularité par rapport aux autres génes de résistance
aux différents pathogénes clonés puisqu'il ne fait partie d'aucune des classes de génes R décrites (Cf.
paragraphe 1.1.2.2). D'autre part, une étude récente de cartographie de QTLs réalisée sur des lignées
recombinantes issue du croisement entre l'accession Landsberg erecia (sensible) et I'accession Colombia

(tésistante) révéle l'existence de trois loci impliqués dans la résistance [140].
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Tableau S.10. Pourcentage de plantes sans symptdme dans une collection internationale

de tomates résistantes a des souches de race 1 de R. solanacearum, dans 12 essais au champ
et un essai en serre (d'aprés Wang ef al. 1998)

Essais conduits au Japon (JPN), & 'AVRDC-Taiwan (AVR), au Taiwan Seed Improvement
and Propagation Service (TSS), aux Philippines (PLP), au Népal (NEP), en Inde (IND), en
Australie (AUS), a Maurice (MAR), a la Réunion (REU), en Guadeloupe (GLD), en Floride
(FLA) et au Brésil (BRA).

Location® Mean* GH*
Entry JPN AVR TSS PLP NEP IND AUS MAR REU GDL FLA BRA

H7996 100.0 84.8 100.0 96.7 100.0 87.0 100.0 96.0 100.0 96.8 100.0i00.0 97.0 937
BF-Okitsu 100.0 68.3 100.0 100.0 97.4 100.0 100.0 53.7 100.0 96.8 100.0 96.7 92.7 87.1
H7997S 64.0 80.0100.0 933 97.6 100.0 90.0 86.3 100.0 93.6 100.0100.0 926 97.9
H7997L 90.0 85.0 98.3 93.3 100.0 850 90.0 76.7 100.0 948 958 100.0 926 95.8
TMLA46 79.5 83.1100.0 90.0 j00.0 90.0 95.0 88.3 92,9 83.9 958100.0 919 100.0
H7998S 32.0 63.3100.0 96.7 100.0 100.0 95.0 100.0 100.0 95.2 160.0100.0 91.8 81.2
TMLI14 350 77.4 100.0 100.0 100.0 97.5 100.0 88.3 100.0 94.9 83.3100.0 91.0 979
H7998M 75.0 54.0 94.0 833 100.0 100.0 90.0 100.0 100.0 98.5 93.8 100.0 9209 873
R3034 90.0 75.7 96.7 86.7 95.2 94.0 80.0 76.7 1000 98.5 100.0100.0 90.6 9538
CRAG6P  100.0 43.3 98.3 96.7 100.0 100.0 100.0 41.7 84.7 88.4 100.096.3 876 74.7
F1-80 pink 60.0 54.4 97.9 96.7 97.4 82.5 85.0 76.7 100.0 85.3 100.0100.0 87.t 97.9
CRAG66S 70.0 61.7 98.1 93.3 953 52.5 95.0 557 100.0 82.9 100.0100.0 852 60.4
L285 100.0 36.5 92.3 833 95.2 65.5 100.0 43.3 98.6 88.7 100.0100.0 84.3 70.8
Caraibo 10.0 41.7 98.3 96.7 100.0 93.5 95.0 65.0 (00.0 87.3 97.9 96.7 840 771
GA1565 94.5 41.7 93.9 90.0 97.2 74.5 850 35.7 98.6 92.3 97.9100.0 836 50.0
Caravel 10.0 76.7 83.7 96.7 90.5 74.0 50.0 850 100.0 72.2 100.092.5 78.7 854

1. Putih 37.5 75.0100.0 90.0 95.1 71.0 300 88.0 1000 72.3 89.6 93.3 78.0 958
CLNG65 5.0 22.6 100.0 83.3 100.0 80.0 95.0 62.7 100.0 60.1 100.0100.0 77.7 75.0
MT-1 2.5 56.9100.0 93.3 100.0 84.5 65.0 53.3 98.6 71.3 67.1100.0 759 BS54
CLN1464 0.0 46.7 100.0 93.3 974 73.0 90.0 61.7 90.3 39 72,9 59.6 69.7 81.2
CLN1463 0.0 26.7 88.3 90.0 100.0 83.5 100.0 44.7 95.6 54.5 81.3 50.7 69.5 9L6
GA219 100 250 98.3 80.0 95.2 55.0 80.0 15.3 41.7 75.6 100.0100.0 68.8 50.0
CL5915 0.0 16.7 98.3 70.0 923 73.0 70.0 51.3 91.6 68.0 70.8 86.3 67.0 729
TBL-1 25.0 6.7 98.0 80.0 100.0 76.5 80.0 37.0 91.6 44.9 750 69.6 664 47.9
GA1405 0.0 333 98.1 66.7 75.8 37.5100.0 0.0 98.6 58.9 B87.5 92.5 65.5 358
Kemir 0.0 8.3 89.8 90.0 8l.4 88.5 70.0 31.7 58.6 46.9 959 77.7 634 729
MT-11 5.0 26.8 94.1 73.3 66.3 79.5 65.0 48.0 72.7 33.7 50.0 82.3 57.8 708
BRS-1 0.0 27.6 64.6 90.0 68.9 81.5 75.0 40.7 65.1 60.1 63.5 33.3 573 66.7
Rodade 0.0 83 76.4 56.7 76.9 92.0 65.0 33.3 47.0 60.5 70.4 73.0 56.5 64.5
TBL-2 0.0 1.7 838 66.7 8l1.7 72.0 55.0 38.7 61.0 61.1 31.3 68.5 51.3 646
TBL-4 0.0 33 730 60.0 500 69.0 20.0 20.0 83.9 45.4 78.2 70.0 473 625
Redlander 0.0 6.7 77.2 73.3 85.7 77.0 40.0 68.7 57.4 29.0 46.2 7.4 469 79.1
FLA7421 0.0 0.0 43.5 60.0 66.7 2.5 50.0 1.7 31.7 42.2 959 73.3 432 208
TBL-3 0.0 3.3 74.2 63.3 46.2 47.5 35.0 19.0 55.5 28.0 58.4 60.0 41.1 583
Ranti 0.0 00 55 233 199 00 00 00 54.2 25.7 74.6 70.1 241 187
L390(Susc) 0.0 0.0 0.0 6.7 0.0 00 00 1.7 5.6 369 563 233 133 479
Mean 337 39.7 86.5 80.6 86.6 733 73.2 524 82.7 68.4 841 774 713 7127
WDLSD! 23] 94 148 256 §96 9.5 260 332 356 263 270 226 119 157




Synthése Bibliographique 49

3.4.4. Facteurs conditionnant I’expression de la résistance

L’expression de la résistance au flétrissement bactérien chez la tomate fluctue considérablement dans le temps

et dans T'espace [167, 399]. L'instabilité de la résistance et parfois méme son interruption peut résulter :

e de la physiologie de la plante [170, 263].

e des variations du pouvoir pathogéne des souches [126, 214, 243, 309]. Ainsi, des génotypes sélectionnés
résistants contre des souches faiblement agressives dans un site géographique donné sont moins résistants 3

I'attaque d'une souche hautement agressive présente dans un autre site [167, 308] ;

e des conditions agropédoclimatiques. Parmi les conditions climatiques influencant les interactions plante
héte-agent pathogéne, la température et Phumidité sont les plus importantes. Chez les Solanacées un manque
d’adaptation 3 ces facteurs peut entralner une interruption totale de la résistance au flétrissement bactérien
[52, 170]. Par exemple, une température et/ou une humidité élevées ou une diminution de lintensité
lumineuse et de la photopériode peuvent entrainer une baisse significative de la résistance chez certains

cultivars de tomate [214].

L'impact majeur du site géographique sur l'expression de la résistance a été clairement démontré par une étude
remarquable menée dans plusieurs régions du monde sur une collection internationale de génotypes de tomate
résistants 3 R. solanacearum [399). La forte fluctuation de la résistance a été associée aux différentes souches
endémiques de R. solwmcearum ainsi qu'aux facteurs pédoclimatiques particulier 3 chaque localisation
géographique. Dans cette étude, les lignées Hawaii présentent les résistances les plus stables (Tableau $.10) ;
en particulier a lignée Hawaii 7996 porte un niveau de résistance trés élevé aux différentes souches de race 1.
L’instabilité de la résistance complique donc le développement de génotypes résistants, et implique la nécessité
de réaliser des tests en divers lieux géographiques [167] avec plusieurs souches de I'agent pathogéne
représentatives de la diversité génétique, et de mieux connaftre les facteurs relatifs aux interactions sol-plante-

bactérie.

Parmi les autres facteurs environnementaux influencant fortement l'expression de la maladie, l'infection par
des nématodes phytoparasites augmente la gravité¢ du flétrissement bactérien jusqu’a provoquer parfois une
interruption de la résistance [52, 170, 206, 278). En fait, le r6le des nématodes des noeuds racinaires
(Meloidogyre spp.) ne se limite pas 3 la création de points d’entrées supplémentaires [170). Une plante devant
lutter contre les galles occasionnés par ces nématodes connalt un stress physiologique et se retrouve dans

Iincapacité de combattre l'invasion bactérienne qui augmente et provoque une diminution de la résistance [57,
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91]. Tout se passe comume si la plante n'était plus capable de gérer simultanément les mécanismes de résistance
pour contrdler efficacement la colonisation bactérienne et les changements physiologiques imposés par la
formation de galles [89]. En fait, lintrogression du géne Mi dans certains génotypes de tomate aggrave

fortement l'influence du flétrissement.




PROBLEMATIQUE
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Problématique

L'optimisation de la lutte intégrée contre le flétrissement bactérien chez la tomate nécessite la mise en place
d'une lutte génétique durable, ze la construction de génotypes dotés de résistances efficaces dans le temps et
dans l'espace contre de nombreuses souches de l'agent pathogéne. Cet objectif implique dans un premier
temps d'acquérir une meilleure connaissance des interactions entre la tomate et les différents groupes de R.
solanacearum définis sur la base d'une caractérisation polyphasique (pouvoir pathogéne, phénotypie, génotypie).
Dans un deuxiéme temps, il s'avére indispensable d'évaluer la stabilité de la résistance en fonction des
conditions environnementales et d'éclaircir les bases de la spécificité des facteurs génétiques impliqués dans la

résistance.

Concernant la résistance 2 la race 1 de R. soansearm chez la tomate, la recherche et 'exploitation de sources
de résistance a été engagée dans de nombreux pays. Des travaux de cartographie des facteurs génétiques
controlant la résistance 4 des souches de race 1 de biovar 3, phylotype I (r1bv3pl), de biovar 4, phylotype 1
(ribv4pl) et de biovar 1, phylotype II (r1bv1pll) ont confirmé le caractére polygénique de la résistance, et ont
permis de metre en évidence des QTLs généralistes et des QTLs spécifiques de la souche et/ou de
l'environnement [80, 372, 373, 400]. Concernant la résistance 2 la race 3, biovar 2, phylotype II (r3bv2plI),

seules des connaissances ont été acquises chez la pomme de terre [123, 125, 126, 187, 188].

Ces derniéres années, des foyers naturels de race 3 sur tomate ont été observés en Afrique du Sud et dans les
hauts' de la Réunion [107, 281]. Par ailleurs, des souches de r3bv2pll, trés agressives sur tomate et pomme de
terre, ont été introduites & deux reprises (probablement d’Egypte et du Guatemala) sur des boutures de
géranium (Pelargorinm x hortorurry destinées aux serres du Connecticut, du Delaware, de Pennsylvanie, du
Wisconsin et du Sud Dakota [211, 408]. Clest la premiére fois que du maténiel végétal contaminé par de la race
3 est intercepté, soulignant le risque potentiel d'introduction de cet agent pathogéne sur le continent Nord-
Américain. Les mesures draconiennes résultant de linscription en 2000 de R. sdamacearum sur la liste des
organismes utilisables en matiére de bioterrorisme aux Etats-Unis [410], ainsi que la mise en quarantaine de
cet organisme en Europe, n'ont cependant pas encouragé les recherches sur la résistance de la tomate 2 la race

3 ; les questions concernant ce pathosystéme sont donc restées en suspens.

Le contexte réunionnais est particuliérement adapté a la mise en ceuvre de ce genre d'études. D'une part, parce

que quatre populations de R sdanaearum (r1bv3pl, ribvipll, r3bv2pll, et rlbvlpIll) y sont endémiques



r1bvipll

Phylotype Ii
Phylotype |
r1bv3pl

— r3bv2pli

rtbviplll
Phylotype Ill

Figure S.15. Diversité génétique et relations phylogénétiques entre les différentes souches du
complexe d’especes R. solanacearum isolées a la Réunion.



Problématique 52

(Figure S.15) et d'autre part, en raison de lexistence dans les 'hauts de Pile’ de climats proches de ceux
observés dans les régions tempérées [281]. Cette situation épidémiologique unique au monde fait de la
Réunion un site privilégié pour conduire des expérimentations sur le pathosystéme tomate-race 3. Ce contexte
d'étude favorable est également renforcé par lisolement naturel de la Réunion limitant au maximum les

événements de dissémination de la maladie.

La recherche de source de résistance et Panalyse génétique de la résistance de la tomate i une souche
réunionnaise de race 3, représentative des souches mondiales de r3bv2pII constituent les objectifs majeurs de
ce travail de thése. L'acquisition de telles données correspond 3 un travail d'anticipation 3 'émergence
potentielle de cette maladie dans les principaux bassins de production de tomate situés en zones tropicales,
tempérées et méditerranéennes. Les connaissances acquises sur la résistance de la tomate i la race 1,
notamment au sujet de la variation de l'expression de la résistance, de la colonisation bactérienne observée
quelque soit le niveau de résistance ou de sensibilité des génotypes, et de la nature génétique de cette

résistance, ont servi de référence a ce travail et ont suscité de nombreuses questions :

e Existe-il des génotypes résistants 3 la race 3 parmi les formes sauvages et cultivées de Lyopersiam sp. ? Les

génotypes résistants sont-ils colonisés de maniére latente comme c'est le cas avec les souches de race 1 ?

e Quels sont les facteurs génétiques impliqués dans cette résistance ? Leur expression varie-t-elle au cours
de linfection et/ou suivant les conditions environnementales? Existe-t-il des QTLs contrSlant

spécifiquement la colonisation bactérienne ?
e Existe-t-il des QTLs de résistance spécifiques de la race, du biovar et/ou du phylotype des souches ?

Nous avons entrepris de répondre i ces questions dans ce travail de thése. Le manuscrit a été construit sur la
base de trois chapitres. Le Chapitre 1 est une présentation synthétique des matériels et méthodes utilisés au
cours de ce travail ; ils sont détaillés dans les chapitres suivants et dans les annexes. Le Chapitre 2 est axé sur
I'évaluation de la sensibilité/résistance vis-a-vis d'une souche de race 3 de R. sdlana@arm d'une collection de
Lyagpersioon sp. Ce travail a été conduit dans le but de trouver une source de résistance pouvant servir de
géniteur pour les travaux de cartographie génétique de la résistance. Le Chapitre 3 est consacré a 'analyse
génétique de la résistance de la tomate au flétrissement bactérien et est divisé en deux parties. La premiére
partie présente la caractérisation de l'architecture génétique de la résistance 4 la race 3 dans une descendance
F; et une analyse comparative avec les QTLs de résistance 2 la race 1 répertoriés dans la bibliographie ; des

relations spécifiques entre certains facteurs génétiques de résistance et la classification intraspecifique de R.
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solanacearum sont proposées. La deuxiéme partie de ce chapitre a pour but de comparer la position des QTLs
de résistance aux souches réunionnaises de rlbv3pl et de r3bv2pll dans une descendance de lignées

recombinantes et de valider la spécificité de certains QTLs.




Chapitre 1 : MATERIEL ET METHODES
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CHAPITRE 1. Matériel et Méthodes

Ce chapitre est une bréve synthése de l'ensemble des matériels et des méthodes utilisés au cours de la thése.
Nous ferons références a ce qui sera détaillé dans les chapitres qui suivront et dans les annexes afin d'éviter

toute redondance.

1.1. TESTS D’INOCULATION

1.1.1. Matériel végétal
Trois types de matériel végétal ont été employés en fonction des objectifs 2 atteindre :

* Pour la recherche d'une source de résistance 4 la race 3 de R. solamacanom, 82 génotypes appartenant 3 six
especes de Lywpersicon (L. dilerse Dun., L. esadentwn Mill,, L. hisutwm Humb. et Bonpl, L. pennellii (Corr.)
D’Arcy, L. peredarum (L) Mill., et L. pimpmellifolisom (Jusl) Mill) ont été testés. Selon le nombre de graines
disponibles et le pourcentage de germination, entre dix et trente plants par génotypes ont été évalués 3 deux

reprises. La liste des génotypes ainsi que leur origine sont détaillées dans le Chapitre 2.

¢ La cartographie des QTLs de résistance 3 la race 3 a été effectuée sur une descendance F; de 189 familles
obtenue de la F issue du croisement entre L. eadentum var. cenmsiforme Hawaii 7996 (Hawaii 7996, résistant) et
L. pimpindljfolium West Virginia 700 (WVa700, sensible). Cette descendance nous a été fournie par N.
Grimsley de 'INRA de Toulouse.

e La comparaison de la position des QTLs de résistance aux souches réunionnaises de rlbv3pl et de
r3bv2pll a été réalisée en travaillant sur 107 familles de lignées recombinantes (LR) Fs dérivées du méme

croisement interspécifique. Cette descendance nous a été fournie par J.-F. Wang de PAVRDC de Taiwan.




CHAPITRE 1 : Matériel et Méthodes 55

1.1.2. Souches bactériennes

La souche JT516 isolée de Solwmm tuberosum 3 La Réunion (CIRAD-Saint-Pierre, la Réunion) a été retenue
pour tous les travaux concernant les études de résistance. Cette souche est représentative des souches
réunionnaises de race 3 [281). Des analyses génétiques (PCR-RFLP de la région des génes b, AFLP, et
séquencage de génes de ménage et de génes du pouvoir pathogéne) incluant des souches appartenant  tous
les biovars et d'origines trés diverses (Amérique du Sud, Afrique, Asie, Australie et Europe) ont montré que
cette souche était représentative des souches mondiales de race 3, biovar 2 et appartenait au phylotype I du
complexe d'espéces R. sdlanacearum[118, 303, 304].

La cartographie des QTLs de résistance 2 la race 1 a été réalisée aprés inoculation avec la souche JT519 isolée
de Peargorism asperwm 3 la Réunion, et appartenant au biovar 3 de R. solamcoarum Cette souche est
représentative des souches de race 1, biovar 3 [303, 304] et fait partie du phylotype I de R. solenacearm[118].

1.1.3. Méthode d'inoculation et dispositifs expérimentaux

Tous les tests d'inoculation ont été réalisés selon la méthode d'immersion du systéme racinaire [411] dans un
inoculum bactérien concentré (107 ufc/ml) durant 30 minutes. La préparation de l'inoculum est présentée
dans le Chapitre 2. Des plants de L. esadenturm var. cenasiforme cv. Roma (Villmorin, France) ont été inclus dans
chaque essai comme témoin sensible. Les conditions expérimentales (stade des plants lors de l'inoculation,

essais en chambre de culture ou en serre, facteurs environnementaux) ont varié selon les travaux engages :

o Pour la recherche d'une source de résistance i la race 3, les plantes inoculées au stade de 2-4 feuilles (3
semaines aprés germination) et transplantées individuellement, ont été placées en chambre de culture
(28+1°C, humidité relative de 95+5% et 14 h/jour d'illumination) (Chapitre 2).

e Les essais pour la cartographie des QTLs de résistance dans la population F; ont été menés en serre sur la
station Ligne Paradis durant les saisons froides et chaudes des années 2001 et 2002. Le nombre de graines
disponibles et leur faible pourcentage de germination mous ont contraint 3 maintenir les plantes Fs par
bouturage d'un essai 3 I'autre. Ceci avait cependant lavantage de limiter la variabilité intrafamille. Les boutures
ont été inoculées au stade de 6-8 feuilles puis placées dans deux serres différentes selon un dispositif aléatoire
(Chapitre 3, Partie 1).




Tableau 1.1- Correspondance entre la concentration bactérienne et la note de colonisation attribuée
visuellement

Note de colonisation attribuée Concentration bactérienne (ufc/ml)
correspondante
0,5 10 4 107
1 10°
1,5 10*
2 10°
2,5 10¢
3 107
3,5 108

4 10°
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e Les essais pour la cartographie des QTLs sur les LR Fs ont été conduits en setre durant l'année 2003, ala
saison chaude pour les tests avec la souche de race 1, et 4 la saison froide pour ceux avec la souche de race 3.
Les plantes issues de graines ont été inoculées au stade de 6-8 feuilles et réparties de maniére aléatoire dans

une serre de la station Ligne Paradis (Chapitre 3, Partie 2).

1.1.4. Evaluation phénotypique

Le développement des symptémes a été noté jusqu'a 28 jours aprés inoculation (jai) deux fois par semaines 2
1%% ymp jusq J % p

partir de I'apparition des premiers symptdmes de flétrissement (z.e. entre 3 et 7 jai).

Pour Ia recherche d'une source de résistance, seul le pourcentage de flétrissement a 28 jai (PFs) a été retenu
alors que pour les travaux de cartographie de QTLs, les pourcentages de flétrissement 2 différentes dates,
I'AUSPC (aire sous la courbe de progression des symptomes) calculée, et la colonisation bactérenne ont été
analysés (Chapitre 3). La colonisation bactérienne dans les racines (CSR), I'nypocotyle (CSH) et I'épicotyle
(CSE) des plantes sans symptdme a été estimée 2 28 jai; un indice de colonisation maximal (note 4) a été
attribué aux plants totalement flétris. La détermination des indices de colonisation est détaillée dans la Partie 1
du Chapite 3. Une correspondance entre les notes de colonisation bactérienne estimées de maniére visuelle et

la concentration bactérienne a par ailleurs été établie (Tableau 1.1).

1.2. MARQUAGE MOLECULAIRE

Pour la construction de la carte F» (et la recherche de QTLs sur les familles F3), les données de 77 marqueurs

dont 76 RFLP et 1 RAPD fournies par N. Grimsley de FINRA de Toulouse ont été utilisées.

L'ADN des 107 LR a été extrait de feuilles fraiches récoltées sur un mélange de 5 plantes par lignée Fs. Deux
types de marqueurs moléculaires ont été utilisés dans cette étude : des RFLP et un RAPD. Les méthodes sont

décrites dans la Partie 2 du Chapitre 3, et les protocoles sont détaillés dans les Annexes 3, 4 et 5.
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1.3. METHODES STATISTIQUES

Les-différentes analyses statistiques (calculs des moyennes, tests de normalité, analyses de variance, analyses
des corrélations phénotypiques et calculs de la variation phénotypique observée) ont été réalisées a I'aide du
logiciel SAS version 82 (SAS Institute, Cary, NC USA). Les différentes procédures employées sont
présentées dans les Chapitres 2 et 3.

La reconstruction de la carte génétique établie sur la population F, du croisement entre Hawaii 7996 et WVa
700 [372, 400] a été réalisée par le logiciel MAPMAKER version 3.0b [220] (Chapitre 3, Partie 1). La
cartographie des QTLs sur la population Fs a été réalisée en utilisant, d’une part, les méthodes d'Trterud
Mapping (IM, [219]) et de Composite Interud Mapping (CIM, [424]) avec le logiciel QTL CARTOGRAPHER [26]
et d’autre part, le test non-paramétrique de Kruskal-Wallis (KW) [231] & l'aide du logiciel MapQTL [391]
(Chapitre 3, Partie 1). Les corrélations entre marqueurs et résistance des LR ont été recherchées par analyse de
variance (ANOVA) en utilisant le logiciel SAS (Chapitre 3, Partie 2).




Chapitre 2 : SOURCE DE RESISTANCE

Recherche d'une source de résistance a la race 3 de
Ralstonia solanacearum chez Lycopersicon sp.
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Figure 2.1. Distribution des génotypes de Lyapersicon sp. testés pour leur comprtement vis-3-vis
de la souche JT516 de r3bv2pll
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CHAPITRE 2. Recherche d'une source de résistance a la race 3

de Ralstonia solanacearum chez Lycopersicon sp.

Ce Chapitre a fait I'objet d'une publication qui a été soumise 4 Plant Pathology : Carmeille, A., Prior, P,
Kodja, H., Chiroleu, F., Luisetti, J., Besse, P. Evaluation of resistance to race 3, biovar 2 of Ralstonia

Solanacearum in tomato germplasm.

Objectifs

L'objectif principal de ce chapitre a été de tester une collection de formes sauvages et cultivées de Lycopersicon
sp. pour leur comportement vis-3-vis d’'une souche réunionnaise de r3bv2pll, en vue de trouver des sources

de résistance exploitables pour la cartographie génétique de la résistance.

Principaux résultats

e Tous les génotypes sauvages et cultivés de Lycopersicon sp. testés dans cette étude présentent différents
niveaux de sensibilité 4 la souche JT516: les pourcentages de flétrissement 4 28 jai varient de 52 a 100%

(Tableau 1 de l'article, Figure 2.1).

e Les génotypes de tomate L. esculentum var. cerasiforme CRAG6 et Hawaii 7996, dont les niveaux de
résistance 4 la race 1 sont trés élevés (moins de 25% de flétrissement), se sont révélés plus sensibles 2 la race 3

(73 et 52% de flétrissement, respectivement).

e Sept génotypes peuvent étre considérés comme partiellement résistants. Deux ont été identifiés chez la
forme cultivée L. esculentum var. cerasiforme : CRAG6 (73%) et Hawaii 7996 (52%) ; quatre ont été trouvés chez
les espéces sauvages: L. hirsutum G1 1560 (72%), L. peruvianum P1 129146 (69%) et LA444 (75%), L
pimpinellifolium 63680 (63%), et le dernier est un hybride L. esculentum x L. peruvianum Tyking (T yking x Caraibo)
(75%). |

o Hawaii 7996 représente la meilleute source de résistance (52% de flétrissement) 2 la race 3.
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ABSTRACT

A. Carmeille; P.-Prior;- H.-Kodja,-E.-ChiroleuJ- Luisetti;-P, Besse.-Evaluation-of resistance to race 3,

biovar 2 of Ralstonia solanacearum in tomato germplasm

Sources of resistance to tropical race 1 strains of Ralstonia solanacearum, the causative agent of bacterial
wilt, have been found in the tomato germplasm. Until now, no experimental data available on
Lycopersicon spp. sources for resistance to temperate race 3, biovar 2 strains. Eighty-two accessions
belonging to different Lycopersicon species were evaluated for resistance to a race 3 strain endemic to
Réunion Island. Evaluation was conducted in growth chambers, and included the L. esculentum cv. Roma
as susceptible control. No immunity or complete resistance was observed in any accession tested.
Therefore, race 3 strain was demonstrated to be highly pathogenic on all the Lycopersicorn accessions
tested. Only partial resistance has been detected in four wild accessions belonging to the species L.
hirsutum, L. peruvianum, and L. pimpinellifolium, one L. esculentum x L. peruvianum hybrid, and two L.
esculentum var. cerasiforme tomato lines. In particular, the Hawaii 7996 line represented the best source
of partial resistance to race 3 with 52% of wilting. It can therefore be used as a starting point for

introducing resistance to bacterial wilt caused by R. solanacearum race 3 in tomato.
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INTRODUCTION

- Bacterial wilt of tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) is a vascular disease caused by soil-borne
Ralstonia solanacearum and is considered one of the most serious plant diseases worldwide, especially
because durable control remains ineffective (5,38). This bacterium is characterized by a wide genetic and
phenotypic diversity and an exceptional ability to survive long-term in free water, soil and the rhizosphere
of non-hosts, or latently symptomless hosts (6,19). Chemical control in the field is environmentally
unacceptable and sanitary measures are still difficult to apply (14). Generally, the use of cultivars that are
resistant or tolerant to the disease remains the most effective control strategy. However, durable
resistance is challenging to achieve due to the variability in resistance levels in different environments
(20,39,51) and to the wide variability of R. solanacearum strains pathogenic on tomato (41,50). R.
solanacearum has been classified into five races based on host range (4,24) and six biovars based on
biochemical properties (21-23). Phylogenetic analysis based on different molecular approaches (8-
10,15,35,36) indicated that R. solanacearum may be regarded as a species complex containing four
different phylotypes related to the geographical origin of the strains. All the race 3, biovar 2 (13 bv2)
strains pathogenic on potato and tomato in cool temperate climates are phylogenetically closely related

within the Americanum phylotype II (15).

Recently, serious potato brown rot disease outbreaks caused by r3 bv2 have been reported from
different European countries (25,49). These strains are now well established there. More recently, 13 bv2
strains of R. solanacearum were accidentally introduced into the mainland United States on infected
geranium materials originating from Kenya and Guatemala (27,53). In Réunion Island, r3 bv2 strains
became established decades ago and are currently considered as endemic on potato in the highlands
(1200-1700 m elevation, temperate), as well on hydroponically cultivated tomato in the lowlands
(tropical) (17,33).

Genetic resistance to numerous race 1 strains has been consistently identified in different
Lycopersicon spp., allowing the development of tomato material resistant to bacterial wilt (1-
3,12,20,40,43). Currently, no experimental data are available on Lycopersicon spp. as genetic resources
for resistance to control bacterial wilt caused by the temperate highland race 3 strains. The present study
was initiated in the environment of Réunion Island to identify sources of resistance among Lycopersicon

Spp. accessions against a strain belonging to r3 bv2.
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MATERIALS AND METHODS

Plant material

Eighty-two tomato genotypes, provided by Institut National de la Recherche Agronomique (INRA-France,
Montfavet, France, and INRA, Guadeloupe, French West Indies), were tested for resistance to r3 bv2 of
R. solanacearum (Table 1). These genotypes included commercial varieties, breeding lines and wild
tomato accessions, belonging to 6 different species: L. chilense Dun., L. esculentum Mill., L. hirsutum
Humb. and Bonpl,, L. pennellii (Corr.) D’ Arcy, L. peruvianum (L.) Mill., and L. pimpinellifolium (Jusl.)
Mill. Depending both on availability and percentage of germination, ten to thirty seedlings per accession
were evaluated twice for reaction to R. solanacearum. Seeds were sown in terrine containing loam-peat
(2:1) before inoculation. The cultivar Roma (Vilmorin, France), which was shown to be 100%

susceptible to a race 3 strain in growth chamber conditions (33) was used as control plant in each test.
Bacterial strain and plant inoculation

R. solanacearum strain JT516 belonging to race 3, biovar 2 and phylotype II isolated from Solanum
tuberosum (L.) in Réunion Island was provided by the Centre de Coopération Internationale en Recherche
Agronomique pour le Développement (CIRAD, Saint-Pierre, Réunion Island) and retained as
representative of worldwide r3 bv2 strains (15,33,36,37). Bacterial suspensions were prepared in 0.01M
Tris/HCI buffer at pH 7.2 (Sigma, St Louis, USA) and spectrophotometrically adjusted to approximately
10°® CFU per ml (ODgoonm= 0.125). The suspensions were further diluted in 0.01M Tris/HCI buffer to
reach the required concentration (10’ CFU/ml).

Tomato plants with 2-4 fully expanded leaves were infected, following preliminary experiments
showing no significant differences with infection of plants with 6-8 true leaves (data not shown).
Inoculations were performed by uprooting the plants and dipping roots for 30 min in the bacterial
suspension (54). This method favours the natural 'mode of entry of R. solanacearum through roots, and is
routinely used (7,33,34). Inoculated plants were iinmediately transplanted into individual pots and placed
in a growth chamber (28+1°C, relative humidity of 95+5% and 14 h/day illumination), as the optimal
incubation temperature for r3 bv2 strain JT516 ranges from 25 to 30°C (33). Negative controls consisting
of five plants of each accession were treated with 0.01M Tris/HCI buffer. Plants were watered regularly

and no fertilizer was applied.
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Disease evaluation

plants were either symptomless or wilted with apex bending over.
Statistical analysis

Analysis of variance was conducted on the percentage of wilted plants at 28 dai using the SAS general
linear model procedure (SAS Institute, Cary, NC). Final percents of wilted plants were compared by the
Ryan-Einot-Gabriel-Weilsch (REGW) multiple range test.

RESULTS AND DISCUSSION

All tomato accessions used in this study were susceptible (Table 1) to strain JT516, a representative strain
of the highlands R. solanacearum 13 bv2 in Réunion Island. Experimental growth chamber conditions
used were favorable to the development of bacterial wilt, resulting in no surviving Roma plants, the
susceptible control. They were also favorable to plant growth as demonstrated by the 100% surviving
negative controls. The final percentages of wilted plants ranged from 52 to 100% among the 82 genotypes
screened. Susceptibility to bacterial wilt observed among genotypes within the six major Lycopersicon
species tested was high. Seventy-six genotypes could be considered fully susceptible with more than 76%
of wilted plants, and only seven of the 82 genotypes could be considered as partially resistant, scoring 52
to 75% diseased plants. These genotypes were L. esculentum var. cerasiforme CRA66 and Hawaii 7996,
L. hirsutum G1 1560, L. peruvianum Pl 129146 and LA444, L. pimpinellifolium 63280 and the L.
esculentum x L. peruvianum hybrid Tyking (Tyking x Caraibo). -These results clearly demonstrate that
the tomato germplasm is highly susceptible to the r3 bv2 strain JT516 under our experimental inoculation

conditions.

Two sources of partial resistance to strain JT516 were identified in L. esculentum var.
cerasiforme CRA66 and Hawaii 7996. Although no immunity or complete resistance was found, the
lowest percentage of wilted plants was detected in Hawaii 7996 (52%). Previous studies also identified
Hawaii 7996 as a promising source of resistance against race 1 strains of the pathogen. It is recognized
that tomato resistance to race 1, which has been widely studied in the past decade, fluctuates both

temporally and geographically (11,12,20,41,51). This instability is probably due to the high variability of
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the pathogen and subtle interactions between bacteria, plant, climate, and/or soil type characteristics
across locations (22,40). Nevertheless, Hawaii 7996 carries a generally high resistance level against
different race 1 strains (51). When Hawaii 7996 was evaluated for resistance to tropical lowland race 1
strains (biovars 1 and 3) in Réunion Island following the same conditions used in our test gave 28 and
22% of wilted plants, respectively (Luisetti, personal communication). Thus, race 3 strain JT516 is
especially pathogenic on tomato germplasm in comparison with race 1 strains. Nevertheless, we did
detect partial resistance in Hawaii 7996 confirming its high potential as a genetic source of resistance to
bacterial wilt. Partial resistance to observed in Hawaii 7996 is probably controlled by recessive genes
with additive effects as suggested by the 100% wilted plants in the F, Hawaii 7996 x WVa700. Hawaii
7996 should further be assessed at different locations to test its partial resistance stability with different
race 3 strains. Particularly, Hawaii 7996 should be evaluated for resistance to strains belonging to biovar
N2 or 2T phylogenetically closely related to the biovar 2 used in this study (10,15). Moreover, it would be
of great interest to assess whether the resistance is associated with resistance to bacterial penetration in
root system or with limitation of the pathogen colonization in the stem like it was observed for resistance
to race 1 strains in Hawaii 7996 (19) Different studies have been conducted to identify the QTLs
governing resistance to race 1 strains (biovars 1, 3 and 4), particularly from Hawaii 7996 (30,44,45,52).
All the QTLs governing race 1 resistance in Hawaii 7996 might not be effective against race 3 strains.
Nevertheless, it is possible that some of them are implicated in race 3 resistance. Studies are currently
underway to further determine the genetic control, and basis of the resistance found against strain JT516

in Hawaii 7996, in comparison to race 1.

Genotypes from wild Lycopersicon species are the main source used by breeders for disease
resistances in tomato. In addition to L. esculentum genotypes, a number of wild relatives were evaluated
in the present study. Only a limited number of L. chilense and L. pennellii accessions, and no genotypes
of L. cheesmanii, L. chmielewskii and L. parviflorum were included in this evaluation, but fewer disease-
resistance genes have been found in these wild Lycopersicon species as compared to the other ones (L.
hirsutum, L. peruvianum, and L. pimpinellifolium). Among the wild species tested, the lowest levels of
susceptibility to the race 3 strain JT516 were found for L. hirsutum G1 1560, L. peruvianum PI 129146
and LA444, and L. pimpinellifolium 63680. Many studies have similarly identified sources of resistance
and resistance genes or QTLs to numerous pathogens from these wild species
(13,26,28,31,32,42,47,48,55). Interestingly, resistance to bacterial wilt caused by rl bvl and rl bvl
strains in Hawaii 7996 supposedly originates from L. pimpinellifolium accession PI 127805A (1),

although in CRA66, resistance to race 1 comes from L. esculentum var. cerasiforme (2). Our data are not
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consistent with the suggested wild origin of resistance genes to race 3 in these accessions, particularly in
Hawaii 7996.

This is the first report of screening of tomato germplasm for resistance to bacterial wilt caused by
a r3 bv 2 strain (JT516) of R. solanacearum. This race 3 strain was highly pathogenic on the tomato
genotypes used in this study; the best resistance source, Hawaii 7996, showing 52% of wilting.
Consequently, there is a need to pursue the search for resistance sources in additional tornato material and
closely related species. In the meantime, crosses involving partly resistant wild accessions (L.
pimpinelifollium 63280 and L. peruvianum PI 129146, for example) could result in accumulating minor-
effect genes and increasing the level of resistance found in Hawaii 7996, as used in eggplant and potato
(16,18,29,46).
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Compléments éﬁj{’grticle

Choix de la souche JT516 de r3bv2pll

Des analyses moléculaires (PCR-RFLP de la région hrp, AFLP, et séquengage de génes de ménages et de génes
du pouvoir pathogéne) ont été effectuées sur de nombreuses souches d'origines variées (Amérique du Sud,
Afrique, Asie, Australie et Europe) appartenant 3 tous les biovars de R. solanacearum [118, 303, 304). Des
souches réunionnaises dont la souche JT516 ont été incluses dans ces travaux. Ces études ont montré que
toutes les souches de biovar 2 sont regroupées dans le méme cluster et ont des profils génétiques similaires,
confirmant I'homogénéité génétique des souches de r3bv2pll [74, 77, 349, 389). Ces données nous ont
amenés 2 retenir la souche JT516, représentative des souches mondiales de r3bv2plIl, pour la recherche d'une
source de résistance 2 la race 3 de R. sdlanaceariem.

Choix des génotypes

Le choix des génotypes a été effectué en fonction des connaissances disponibles sur la résistance 4 d'autres
maladies dont le flétrissement bactérien causé par la race 1. Tout d'abord, le fait que la plupart des sources de
résistance 3 diverses maladies aient été trouvées chez les espéces sauvages de Lyapersiaon sp., et en particulier
chez L. pimpinellifolinm, L. birsutum et L. perwiarum nous a conduit 2 inclure des accessions de ces espéces dans
notre étude. Deuxiémement, étant donné que des résistances 3 la race 1, comme celle de CRA66, ont été

identifiés chez L. esadertum var. erasiforme, de nombreux génotypes de cette variété ont aussi été retenus.

Méthode d'inoculation

Dans le but de trouver une source de résistance élevée, les diverses connaissances acquises sur la résistance de
la tomate a la race 1, telles que la fluctuation de l'expression de la résistance selon les conditions
environnementales [399] ou le contrdle polygénique de la résistance [80, 372, 373, 400, 419] et la complexité
qui en découle, en terme de lutte, nous ont conduits 2 opter pour une méthode d'inoculation sévére et
discriminative. Nous avons donc choisi la méthode d'inoculation par immersion du systéme racinaire de
jeunes plants dans une suspension bactérienne, méthode couramment employée pour la recherche et I'étude
de sources de résistance [243, 276, 351]. Cette méthode a les avantages de mimer le mode de pénétration

nature] de la bactérie tout en procurant une invasion racinaire uniforme chez les plantes sensibles et
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résistantes. Les tests ont été réalisés en chambre climatique 3 28°C car des expériences préliminaires conduites
a la Réunion ont montré que les souches de r3bv2pll sont capables de se multiplier et de causer des

symptOmes entre 20 et 35°C, avec un optimum de température se situant vers 25-30°C[282].

Infection latente chez les plantes résistantes

L'évaluation de la résistance a été basée sur le pourcentage de plantes flétries 2 28 jai, critére de résistance pris
en compte dans la majorité des programmes de sélection. Nous avons voulu voir si les plantes résistantes sont
colonisées de maniére latente par la race 3, comme cela a été observé avec la race 1. Dans ce but, nous avons
noté la présence ou l'absence des souches de race 3 dans les racines et les étages inférieurs de la tige des
plantes résistantes selon le protocole décrit dans la Partie 1 du Chapitre 3. Ces résultats de colonisation ne
sont pas présentés dans l'article. La bactérie a été détectée dans le systéme racinaire et les étages inférieurs de
la tige de toutes les plantes sans symptOmes (considérées comme résistantes). Cette observation montre que la
race 3 peut envahir le systéme racinaire et se propager dans les vaisseaux du xyléme sans induire de
symptomes de flétrissement. Comme dans le cas de la résistance a la race 1, il semble donc que la résistance ne
soit pas associée A la résistance a la pénétration de la bactérie [150]. Il serait trés intéressant de quantifier les
populations bactériennes dans différentes parties des plantes flétries et non-flétries pour évaluer la capacité

des plantes résistantes 2 limiter cette colonisation dans la tige.

Conclusion

L'évaluation du comportement d'une collection de 82 génotypes, incluant six espéces de Lywpersicon sauvages
et cultivées, vis-3-vis d'une souche représentative de r3bv2pll de R sdanaearum a révélé une sensibilité
générale de la tomate i cet agent pathogéne. La comparaison de données de résistance de la tomate 3 la race 1
suggere que la race 3 est plus agressive que la race 1, ze les différents génotypes testés ne sont pas dotés de
facteurs génétiques permettant de lutter spécifiquement contre la race 3. Il est cependant possible que des

facteurs génétiques de résistance 4 la race 1 soient aussi actifs contre la race 3.

Seules des sources de résistance partielle a la race 3 ont été identifiées chez trois espéces sauvages et chez la
forme cultivée de L. esadermwm La présence de la bactérie trouvée dans toutes les plantes résistantes suggére
que la résistance n'est pas associée a la résistance 2 la pénétration mais plutSt A la limitation de la colonisation

bactérienne. Tous ces résultats soulignent la nécessité de poursuivre les travaux de recherche d'une source de
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résistance 3 la race 3 en évaluant un maximum de ressources génétiques de tomate, en particulier celles

appartenant aux especes Sauvages.

A Theure actuelle, le meilleur niveau de résistance a été trouvé chez L. esodentum var. cerasforme cv. Hawaii
7996. Du point de vue génétique, le fait que les hybrides F; du croisement entre Hawaii 7996 (partiellement
résistant) et WVa700 (100% sensible) soient totalement sensibles 4 la race 3 suggére que des génes récessifs a
effer additif contrblent cette résistance. Ce cultivar présente aussi un niveau de résistance trés élevé 3
différentes souches de race 1, et ce niveau apparait stable quelque soit Penvironnement [399] ; les QTLs de
résistance 3 la race 1 ont été identifiés dans ce fonds génétique et le mécanisme de résistance a été étudié.
Hawaii 7996 est donc un candidat trés intéressant pour la recherche des facteurs génétiques impliqués dans la

résistance 3 la race 3.




CHAPITRE 3 : Analyse Génétique 73

CHAPITRE 3. Analyse génétique de la résistance au

flétrissement bactérien

Problématique

Une connaissance approfondie de la génétique de la résistance A R. solanuearum chez la tomate est nécessaire
pour lutter efficacement contre le flétrissement bactérien et anticiper la stabilité de l'expression de cette
résistance en différents sites géographiques caractérisés par des conditions environnementales diverses, et

surtout par la présence de souches de R. solanacarum génétiquement différentes.

Concernant Pinteraction tomate/race 1, les QTLs de résistance 2 différentes souches ont été identifiés dans
deux fonds génétiques différents (L. esadentvn var. cenasiforme Hawaii 7996 et 1.285). Concernant la race 3, nous
avons montré dans le chapitre précédent que la meilleure source de résistance est hébergée par le cultivar
Hawaii 7996, et que les racines et les tiges des génotypes partiellement résistants sont colonisées par les
bactéries. L'acquisition de toutes ces données suscite des interrogations sur les bases génétiques de la

résistance au flétrissement bactérien :

e Combien de facteurs génétiques gouvernent la résistance 3 la race 3? OU sont-ils positionnés sur le

génome ? Quelle part de la variation phénotypique observée expliquent-ils ? Quel est leur effet génétique ?

¢ Les différents critéres de résistance (AUSPC et colonisation bactérienne) sont-ils contrdlés par les mémes
QTLs ? Existe-t-il des QTLs impliqués spécifiquement dans la limitation de la colonisation bactérienne ?
L'expression des QTLs de résistance varie-t-elle dans le temps et en fonction des conditions

environnementales ?

* Existe-t-il des QTLs de résistance spécifiques de la race 3 et/ou communs avec ceux impliqués dans la
résistance aux souches de race 1? Est-il possible de mettre en évidence des QTLs spécifiques de la race, du

biovar et/ ou du phylotype des souches ?

Ce chapitre est composé de deux parties : la Partie 1 est axée sur la détection des QTLs de résistance 1 la race

3 dans une descendance Fs, et la comparaison de la position de ces QTLs avec celle des QTLs de résistance 3
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la race 1; la Partie 2 est basée sur la validation de la spécificité phylotypique des QTLs de résistance, en

testant des lignées recombinantes avec des souches réunionnaises de race 1 et de race 3.
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Partie 1. Analyse genétique de la résistance a la race 3.

Comparaison avec la résistance génétique a la race 1

La Partie 1 a fait I'objet d'une publication qui a été soumise a Theoretical and Applied Genetics : Carmeille,
A., Caranta, C., Dintinger, J., Prior, P., Luisetti, J., Besse P. Identification of QTLs for Raltonia

solanacearum race 3, phylotype II resistance in tomato and evidence for phylotype-specific QTLs.

Les points principaux de cet article et les analyses complémentaires a cet article sont développés ci-dessous.

Objectifs

Les objectifs de ce travail ont été de caractériser 'architecture génétique de la résistance de la tomate a la race
3 de R. solanacearnm en testant la souche JT516 sur la descendance Fs issue du croisement entre Hawaii 7996
(L esculentum var. cerasiforme, résistant) et WVa700 (L. pimpinellifolium, sensible), et de rechercher une éventuelle

relation entre les QTLs de résistance au flétrissement bactérien et la phylogénie des souches de R. solanacearum.

Principaux résultats

Conditions environnementales

e Les niveaux de résistance de Hawaii 7996 (8% et 0% de plantes flétries aux saisons froide et chaude)
observés dans les tests en serre sont apparus trés élevés par rapport aux tests réalisés en chambre climatique

(52% de plantes flétries) [59].

o Les tests réalisés durant la saison froide ont été beaucoup plus sévéres que durant la saison chaude
comme en témoignent les moyennes des familles F3, des parents et des témoins relatives a chaque critére de

résistance (Tableau 1 de l'article).

e L'expression de la résistance 4 la race 3 est donc fortement influencée par le stade phénologique et

physiologique des plantes lors de I'inoculation et par les conditions environnementales (température surtout).

Architecture génétique de la résistance a la souche JT516 (r3bv2pli)
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Architecture génétique de la résistance a la souche JT516 (r3bv2pll)

e La détection de 5 QTLs localisés sur 5 chromosomes confirme la nature polygénique de la résistance 3 la
race 3 de R. solanacearum.

o Tous les alléles de résistance proviennent du parent résistant Hawaii 7996.

o Le QTL ‘généraliste’, Bwr3-6 (pour buderid wilt resistance race 3-dmomosome 6), représente le QTL 2 effet
majeur (12 3 34% de la variation phénotypique observée) quelque soit le critére de résistance employé et la
saison.

e Buw3-3 est spécifique de AUSPC bien qu'il soit putatif avec CSR 4 la saison froide

o bw3-4, bwr3-8 et Bw3-12 sont spécifiques des critéres de colonisation bactérienne et ont été détectés

seulement durant la saison chaude.

Comparaison avec les QTLs de résistance a la race 1

o Les QTLs impliqués dans la résistance 3 la souche Pss4 (r1bv3pl, Taiwan) avec les critéres AUSPC et
pourcentages de flétrissement [400] localisés sur les chromosomes 6, 8 et 12 sont ‘communs’ avec Bwr3-6,
bwr3-8 et Bw3-12. Cependant, les effets individuels des QTLs sont trés différents ; les QTLs a effet majeur

étant respectivement localisés sur les chromosomes 12 et 6 pour les souches Pss4 et JT516 (x3bv2II).

o Les QTLs de résistance a la souche GMI8217 (r1bv1plIl, Guadeloupe) localisés sur les chromosomes 3, 4,
6 et 8 [372, 373] ont été cartographiés, en wtilisant les critéres de pourcentage de flétrissement, dans des
positions identiques et avec des effets similaires aux QTLs de résistance 2 la race 3, Bw3-3, bwr3-4, Bur3-6, et
bwr3-8.
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ABSTRACT

3 strain (phylotype II, biovar 2) was assessed in a

F3 population derived from a cross between L. esculentum cv. Hawaii 7996 (partially resistant) and L.

pimpinellifolium WVa 700 (susceptible). Resistance was evaluated using the percentage of wilted plants

to calculate the AUSPC value, and the colonization s
s at the temperate and hot seasons. Heritability within

Partial resistance against Ralstonia solanacearum race

cores estimated in roots and stem (hypocotyls and

epicotyl) during two independent greenhouse trial
each season ranged from 0.82 to 0.88. A set of 76 molecular markers was used for QTL mapping using
erval mapping (M) methods and Kruskall-Wallis statistic

the composite interval mapping (CIM) and int
was identified.

tests. A total of 5 QTLs, named bwr3- followed by a number indicating their map location,

They explained 14 to 53.5% of the phenotypic variation depending on the resistance crt

season. Among them, the major-effect QTL Bwr3-6 was detected using all resistance criteria and across
d during the

the seasons. The other QTLs were significantly detected using a single resistance criterion an
hot season: Bwr3-3 was specific to AUSPC, whereas bwr3-4, bwr3-8 and Bwr3-12 were specific to

s. The genetic map location of these QTLs was compared with those of BW

cted in previous studies and revealed phylotype-specific QTLs rather than

teria and the

bacterial colonization score
race 1 resistance QTLs dete

race-specific QTLs.
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INTRODUCTION

Bacterial wilt (BW), caused by Ralstonia solanacearum, is one of the most dramatic bacterial plant
disease, affecting over 250 different species, including economically important crops such as tomato,
potato, peanut and banana (Hayward 1991; Hayward 1994; Prior et al. 1998). R. solanacearum is a soil-
borne pathogen that enters the plant at sites of secondary roots emergence (Kelman and Sequeira 1965;
Schmit 1978) or at root tips (Vasse et al. 1995) and spreads rapidly throughout the vascular system.
. Bacterial colonization of the stem results in browning of the xylem, foliar epinasty and lethal generalized
wilt (Buddenhagen and Kelman 1964). This disease is widely distributed in tropical and subtropical
humid countries (Buddenhagen 1986). More recently, introductions and outbreaks were reported in
Europe (Janse 1996; Prior et al. 1998) and the United States (Kim et al. 2003; Williamson et al. 2002).

Traditionally, R. solanacearum has been classified into five races and six biovars according to
host range and biochemical properties, respectively (Buddenhagen et al. 1962; Hayward 1964; Hayward
1991; Hayward 1994; He et al. 1983). Phylogenetic analyses based on different molecular approaches
including RFLP, sequence analysis of the 16S-23S rRNA intergeneric spacer region (ITS),
polygalacturonase and endoglucanase genes, and PCR-RFLP of the Arp genes region, reported that R.
solanacearum may be regarded as a species complex involving four different phylotypes related to the
geographical origin of the strains, namely Asiaticum (phylotype 1), dmericanum (phylotype II), Africanum
(phylotype IIT) and Indonesian (phylotype IV) (Cook and Sequeira 1991; Cook and Sequeira 1994; Cook
et al. 1989; Cook et al. 1991; Fegan and Prior 2004; Fegan et al. 1998; Poussier et al. 2000a; Poussier et
al. 2000b). Most of R. solanacearum strains are pathogenic on a broad range of host plants. However,
some of them are adapted to a particular host and include race 2 lowland tropical strains, transmitted by
insects and highly pathogenic to Musa spp. (Moko disease), and race 3 highland strains adapted to low
temperature and highly pathogenic to potato (Brown rot disease). Race 2 and race 3 strains are

phylogenetically closely related within the Americanum phylotype II (Fegan and Prior 2004).

Tomato crops can be infected by highly diverse race 1 lowland, tropical strains of R.
solanacearum which are distibuted in all four phylotypes. The race 3 highland strains belonging to
phylotype II, while being primarily adapted to potato, are also pathogenic to tomato in natural
environments. Because of the high susceptibility of tomato germplasm to race 3 of R. solanacearum
(Carmeille et al. in press) and the recent epidemiological situation, this pathogen could compromise

tomato production in temperate regions, historically unfavorable to the establishment of tropical strains.
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Among the methods available to control BW, the use of genetic resistance is the most efficient
one, the least expensive for the growers and the most friendly for the environment. In tomato germplasm,
several Lycopersicon esculentum accessions and close wild relatives have been reported to be partially
resistant to R. solanacearum race 1 strains (Acosta et al. 1964; Barnes and Vawdrey 1993; Dénoyés et al.
1989; Prior et al. 1990b; Rajput et al. 1993; Scott et al. 1993; Wang et al. 1998). Resistance levels
fluctuate (Wang et al. 1998) due to a subtle combination between virulence variations among strains
(Prior al. 1990a) and tomato genotype-environment interactions (Hanson et al. 1996; Hayward 1991).
Overall, resistance was shown to be under polygenic control (Acosta et al. 1964; Anais 1986; Anand et al.
1993; Monma and Sakata 1993) and quantitative trait loci (QTLs) controlling resistance to race 1 strains
belonging to phylotypes I and II in tomato progenies arising from different resistance sources, have been
identified (Danesh et al. 1994; Thoquet et al. 1996a; 1996b; Wang et al. 2000). These studies revealed
both shared and strain-specific QTLs. Regarding race 3-phylotype I strains, only partial resistance
sources have been identified in L. hirsutum G1 1560, L. peruvianum Pl 129146, L. pimpinellifolium
63280, L. esculentum x L. peruvianum hybrid Tyking (Tyking x Caraibo) and in two L. esculentum var.
cerasiforme cv. Hawaii 7996 and cv. CRA66 (Carmeille et al. in press). To date, genetic analysis of

resistance to race 3 strains has never been reported.

In the present paper, we report the use of molecular markers in a F; population from a cross
between L. esculentum var. cerasiforme cv. Hawaii 7996 and L. pimpinellifolium cv. West Virginia 700
(WVa 700) to identify QTLs governing partial resistance to a race 3-phylotype I strain of R.
solanacearum using two resistance criteria, based on the symptoms development and bacterial
colonization, respectively. These results are compared with those already obtained for resistance to BW

race 1.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

The 189 F, families were obtained from a cross between L.esculentum var. cerasiforme cv. Hawaii 7996
(partially resistant) and L. pimpinellifolium cv. WVa 700 (susceptible) (Thoquet et al. 1996a). Tomato
plants were transplanted after sowing in individual 11 cm diameter plastic pots and were grown in a loam-

peat (2:1) mixture. Plants were maintained in a gréenhouse and propagated by cuttings. Until production
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of lateral roots, cuttings were placed under temperature- and humidity- controlled greenhouse conditions
(25°C, relative humidity of 95%). Both parental lines and a susceptible tomato line, L.esculentum var.

cerasiforme cv. Roma (Vilmorin, France) were used as controls in each replicate.
Inoculation procedure and resistance assays

R. solanacearum race 3 strain JT516 belonging to phylotype II (biovar 2) was used. JT516 was isolated
from Solanum tuberosum (L.) in Reunion island (Nicole 1995) and considered as representative of
worldwide race 3 strains (Poussier et al. 1999; Poussier et al. 2000b) was used. Inoculum was prepared as
described previously, to obtain a final concentration of 10’ CFU/mI (Carmeille et al. in press). Resistance
tests were conducted in a greenhouse at CIRAD (St Pierre, 21°S, 55.3°E, Réunion island) during the
temperate (15-25°C) and hot seasons (20-30°C). Two replicates were performed per season. Within a
season, only common families between the two replicates were used in the data set, corresponding to 140
and 114 F; families for the temperate and hot seasons, respectively. The number of plants per F; family
varied from 10 to 24 depending on family and replicate. Tomato plants were inoculated at the 6-8 fully
expanded leaves stage. The cuttings were uprooted and dipped for 30 min in 300 ml of inoculum as
described previously (Carmeille et al. in press). Plant roots were not artificially wounded before
inoculation. All plants were numbered and distributed randomly in two distinct greenhouses to minimise

possible environmental effects.

Disease development was assessed twice weekly between the 7" and the 28" days after
inoculation (dai) according to the following disease scale: 0=no symptom, 1=at least one leaf wilted,
2=whole plant wilted with the apex bending over. Individual plants were finally classified at 28 dai as
wilted (scores 1 and 2) or healthy (score 0). Each F; family, together with parental lines, was then scored
using the proportion of wilted plants. In order to take the symptom progression into account, the area
under the symptom progress curve value (AUSPC), was determined: 2i=1[(X + Xi1)/2].t; where X; is the
proportion of wilted plants at date i (i = 1 being the first notation) and t; the number of days between

scoring date i and scoring date i+1. The first interval of time was between 0 and 7 dai.

Colonisation index scores in root system, hypocotyl (lower part of the stem) and epicotyl (upper
part of the stem) from each symptomless plant considered as resistant plant (score 0), were subsequently
assessed at 28 dai, and named CSR, CSH and CSE, respectively. After rinsing roots with tap-water, root,
hypocotyl and epicotyl fragments were separately ground with a pestle in 5 ml of 0.01M Tris/HCI buffer
at pH 7.2 (Sigma, St Louis, USA). Fifty microliters of the resulting suspension were spread onto Granada
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and Sequeira selective medium plates (Granada and Sequeira 1983) using the three sectors technique and
incubated at 28°C for 3-4 days. The bacterial population was assessed based on the number of sectors in
which the bacteria had grown and the quantity of bacteria in each sector. The correspondence between
colonization scores and bacterial concentration was estimated using the same technique for 50 pl of
bacterial suspension at different known serial dilutions (10, 104 10%, 104, 10°, 105, 107, 10® and 10°
CFU/ml). According to these experiments the colonization scale of plants scored 0 based on symptom
evaluation varied from 0 (no bacterium) to 4 (= 10® CFU/ml). A colonization score of 4 was also given to
plants scored 1 and 2 based on the symptom evaluation. For each F; family, the average of the
colonisation scores was calculated for each type of plant fragment, ie. root system, hypocotyl and

epicotyl. The three colonisation scores CSR, CSH and CSE were then separately analyzed.
Statistical analyses

Statistical analyses of phenotypic data were performed using SAS (SAS, v8.2, SAS Institute, Cary, NC,
USA). For both the temperate and hot seasons, two types of resistance criteria were used to carry out QTL
analyses: the mean AUSPC and the mean colonization scores (CSR, CSH, and CSE) of each F; family
estimated by PROC LS MEANS. Skewness and Kurtosis of the phenotypic distribution for each criterion
were tested. Normality of data and residual error distributions were estimated with the W-test (Shapiro
and Wilk 1965) using PROC UNIVARIATE. Original data and residual errors were closed to normally
and then used for analyses (data transformations did not improve normality). Phenotypic variance

components were estimated using analysis of variance (PROC GLM) performed on mean score per F;

family for each criterion. Broad-sense heritability value was then calculated as A’ = 0'; / [0'; + (03 / n)J

with n=number of independent replicates, 0':=genetic variance, and 0': =environmental variance.
Coefficients of phenotypic correlations among the different resistance criteria based on adjusted entry
means of the F, families were computed with PROC CORR using Pearson’s product moments. These
coefficients were also calculated to assess phenotypic correlations between the temperate and the hot

seasons.
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Figure 1 Frequency distribution for the four resistance criteria against race 3 strain JT516 measured in
the temperate (solid bars) and hot seasons (open bars) in the F; population. (F796 Hawai 7996, WVa WVa
700 and H96,, WVa,, and H96,, WVa, indicate the parental mean values during the temperate and the hot
seasons, respectively).
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Linkage map and QTL detection

The genetic map used in this study is based on molecular-data provided from 200 F, plants by Wang et al.
(2000). The MAPMAKER v3.0b program (Lander et al. 1987) was used for map construction with a
minimum LOD score of 3 and a maximum recombination fraction of 0.5. Distances between markers
were calculated using the Haldane mapping function. The map is composed of 76 markers with an
average distance between markers of 12.82 ¢cM for a total length of 950 cM and is estimated to cover

about 75% of the tomato genome.

QTL detection was performed using the non-parametric Kruskal-Wallis (KW) rank-sum test with
the MapQTL software (van Ooijen and Maliepaard 1996), and interval mapping (IM, (Lander and
Botstein 1989)) and composite interval mapping (CIM, (Zeng 1994)) methodologies with the QTL
CARTOGRAPHER software (Basten et al. 2000). CIM was performed with a window size of 10 ¢cM, and
five cofactors corresponding to the markers with the highest P-value (identified by stepwise regression
using the forward/backward option). For each resistance criterion, empirical thresholds corresponding to
a comparison-wise type-I error of P<0.1 were computed by permutation test (1,000 permutations) for IM
and CIM with QTL CARTOGRAPHER. Similar LOD thresholds of 2.8 and 3.1 were obtained for IM and

CIM respectively, for the different resistance criteria at the two seasons.

A QTL was declared present when the LOD exceeded the threshold at least with CIM. To avoid
losing potentially valuable genetic information, QTLs with significance ranging from 'the empirical
threshold —1' to the empirical threshold were reported as putative QTLs. For each QTL a confidence
interval corresponding to a LOD score drop off 1 on either side of the likelihood peaks was calculated.
The proportion of the estimated phenotypic variance explained by an individual QTL was obtained by the
partial coefficient of determination (R® and was estimated in the different models using the QTL
CARTOGRAPHER software. A multiway ANOVA was performed with molecular markers close to the
QTL peaks to estimate the total phenotypic variation explained by all the QTLs for a given criterion using
the SAS software.

The dominance ratio DR=2|d/a| (where a and d are the additive and dominance estimates,
respectively) was estimated from the results of CIM analysis to describe the type of gene action at each
QTL: additive for DR<0.20; partially dominant for 0.21<DR<0.80; dominant for 0.80<DR<1.20;
overdominant for DR>1.20 (Stuber et al. 1987}.



Table 1 Estimates of means, range of variation, variance components and heritabilities for the four
resistance criteria against race 3 strain JT516 of R. solanacearum in the F; population derived from the
cross between Hawaii 7996 and WVa700

Season Criterion  Parents and control* F; population
H96 WVa Roma Mean®  Range 62 ol h
Temperate AUSPC 06 130 153 7.1 (4.6) 0-19 2247 979 0.82
CSR 29 39 4.0 3.7(0.3) 2.74 0.09 0.03 084
CSH 30 39 4.0 3.7(0.3) 2.5-4 0.14 005 084
CSE 24 38 3.9 3.4(0.7) 0.94 0.58 021 0385
Hot AUSPC 00 65 6.4 2727 0-128 855 320 084
CSR 26 3.6 3.8 3.5(04) 244 0.15 006 0.84
CSH 2.5 3.5 3.8 3.4(0.4) 1.44 021 008 0383
CSE 07 29 33 2.8(0.9) 0.34 1.08 029 0.88

*H96, L. esculentum cv. Hawaii 7996; WVa, L. pimpinellifolium cv. WVa 700; Roma, L. esculentum
cv. Roma

® Standard deviation is given in parenthesis

- ~2 . . . . . .
°0'; » O, Estimates of the variances between families and residual, respectively. All variances were
significant at P<0.001

"i:z , Broad-sense heritability at the experimental design level
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RESULTS

Phenotypic evaluation

Resistance of L. esculentum cv. Hawaii 7996 was confirmed in the greenhouse trials at the temperate and
hot seasons with only 8.5 and 0% of wilted plants at 28 dai respectively, and was higher than previously
observed in growth chamber conditions (Carmeille et al. in press). In the susceptible genotypes L.
pimpinellifolium cv. WVa700 and L. esculentum cv. Roma, most of symptoms appeared between 6 to 10
dai and after 10 dai in the temperate and hot seasons, respectively. Wilt progressed rapidly until 15 dai,
and then evolved slowly until stabilization at 22-23 dai. Although the same bacterium inoculum
concentration was used for the two seasons, symptoms were more severe in the temperate season than in
the hot season as indicated by the higher percentage of wilted plants observed at the end of the trial for

both susceptible genotypes (87.0% vs. 49.5%, and 94% vs. 46.3%, respectively).

Figure 1 shows frequency distributions of F; families and parental mean values for the different
resistance criteria including AUSPC, CSR, CSH and CSE. For all criteria, a continuous distribution
between the parents was observed indicating a complex genetic basis for resistance. For the AUSPC
criterion at the temperate season, F; families were normally distributed between the extremes, whereas at
the hot season, the distribution was skewed toward resistance. For the three colonization scores assessed
at the two seasons, the F; families also displayed asymmetric distributions towards the susceptible parent.
Such distributions are often due to the occurrence of several minor-effect resistance loci and epistasis For
all resistance criteria, distributions showed that disease severity during the temperate season was higher
than during the hot season; differences among seasons were also observed with the mean values of
parents and F; families for each resistance criterion (Table 1). Consequently, data from the two seasons
were treated separately for QTL mapping. The broad-sense heritability ranged from 0.82 to 0.88
depending on the criterion and the season (Table 1) indicating that most of the phenotypic variation

observed resulted from genetic factors.
Correlations among resistance criteria

Phenotypic correlations between the four resistance criteria AUSPC, CSR, CSH and CSE assessed during
the temperate and hot seasons were analyzed in the F; population (Table 2). Within a season, all criteria
were significantly correlated with each other (with positive values ranging from 0.67 to 0.94, and

P<0.0001) suggesting several shared genetic factors. Correlation coefficients were stronger among



Table 2 Pearson phenotypic correlation coefficients for the temperate season (plain letters) and the hot
season (italic letters) among resistance criteria, and for a given resistance criterion between seasons
(bold letters) estimated in the F; population. All phenotypic correlation coefficients were significant at
the 0.0001 probability level.

Criteria AUSPC CSR CSH - CSE
AUSPC 0.53 0.74 0.71 0.72
CSR 0.70 0.46 0.94 0.91
CSH 0.67 0.93 0.51 0.94

CSE 0.69 0.88 0.87 0.56
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colonization scores (0.87 to 0.94) than between each colonization score and AUSPC, suggesting that
these two types of resistance criteria might be controlled by some distinct genetic factors. Between the
" two seasons, lower phenotypic correlation coefficients (0.46 to 0.54) appeared across the same resistance

criterion confirming differences in BW resistance expression among seasons.
QTL analyses

Using a previously established genetic linkage map covering about 75% of the Lycopersicon genome
(Thoquet et al. 1996a; Wang et al. 2000), a total of 5 QTLs involved in resistance to race 3 of R.
solanacearum were identified (Fig. 2). They were named bwr3- for 'bacterial wilt resistance to race 3
followed by a number indicating their chromosomal location. For each resistance criterion, results
obtained by interval mapping methods (IM and CIM) and the non-parametric KW rank-sum test were
convergent. The results are presented for CIM and IM and summarized in Table 3. By including cofactors
(Zeng 1994), CIM allowed the detection of two additional QTLs in comparison with IM. This
characteristic has already been demonstrated theoretically (Zeng 1994) and practically (Melchinger et al.
1998). Considering the percentage of phenotypic variation using CIM, individual QTL explained between
9 and 34% of the phenotypic variation observed in the F3 population. For all QTLs, only the alleles from

the resistant parent L. esculentum cv. Hawaii 7996 contributed to the resistance phenotype.
Comparison of QTLs among resistance criteria

Bwr3-6 located in the centromeric region of chromosome 6 in the vicinity of RFLP marker TG73, was
detected for all resistance criteria and with all methods. This QTL displayed the strongest effect with 12
to 34% of the phenotypic variation depending on the resistance criterion. Concerning the type of gene
action, bwr3-6 appeared partially dominant for AUSPC, additive for CSE during the temperate season and
partially recessive for CSR, CSH at the two seasons and for CSE at the hot season. As no confidence
interval is established for the estimates of parameters a and d, we could not determine whether this is due
to a contingent lack of statistical accuracy or a genétic cause. Another QTL located on chromosome 3 and
named Bwr3-3 was significantly detected with AUSPC criterion and was putative for CSR during the
temperate season. This QTL was overdominant and accounted for 9% of the phenotypic variation. For
AUSPC, the total phenotypic variation explained by Bwr3-6 and Bwr3-3 accounted for 20 and 38%, at the

temperate and hot seasons, respectively.



GP226
CT6 bwr3-4|
_ PIT2
- TG515
Bwr3-3
S K4d
| Auspc
AUSPC and CS
[ cs

N

CD49

G464 Bwr3-6
G268

T145

D73

GP165

| 10 cM Haldane

4-CT156

Figure 2 Map location of QTLs involved in resistance to R. solanacearum race 3, phylotype II
strain JT516. QTLs for resistance are represented on the left of linkage groups by black bars
(AUSPC), grey bars (AUSPC and colonization scores, CS) and open boxes (CS).




CHAPITRE 3 : Analyse Génétique 86

Three additional colonization score-specific QTLs with minor-effect were detected. One QTL
located on chromosome 4, bwr3-4, was significantly detected by the 3 methods for all the colonization
scores and explained 9 to 13% of the phenotypic variation. bwr3-4 was additive with CSE and partially
recessive with CSR and CSH. bwr3-8, an overrecessive QTL on chromosome 8 was detected significantly
using CSH and was putative using CSR. Bwr3-12 was identified using CSR and was putative. The total
amount of phenotypic variation explained by QTLs detected using colonization score criteria ranged from

14 to0 53.5%.
Comparison of QTLs between seasons

Among the 5 QTLs involved in BW race 3 resistance, only Bwr3-6 was detected by all methods at both
temperate and hot seasons, with a significant higher effect during the hot season. Bwr3-3 was
significantly detected during the hot season and was declared as putative during the temperate season.
Finally, bwr3-4, bwr3-8 and Bwr3-12 were specific for the hot season. Overall, for all resistance criteria,
the total number of QTLs detected during the hot season (5) was higher than those detected during the
temperate season (2); the percentage of phenotypic variation explained by these sets of QTL varied from

38 to 53.5 during the hot season and from 14 to 20 during the temperate season, respectively.

DISCUSSION

L. esculentum var. cerasiforme Hawaii 7996 was previously identified as the highest resistant accession to
race 3 strain JT516 in growth chamber conditions (Carmeille et al. in press). QTL mapping was then
performed on the available F; population derived from the cross between Hawaii 7996 and WVa700,
using a previously established genetic map (Thoquet et al. 1996a; Wang et al. 2000). In greenhouse trials
conducted for QTL mapping, the resistance level of Hawaii 7996 was surprisingly high (0 to 8.5% of
wilting) in comparison with that observed in growth chamber conditions (52% of wilting) (Carmeille et
al. in press). This increase in resistance could result from the fact that resistance evaluation in greenhouse
trials was performed on plants propagated by cuttings and thus characterised by a physiological stage
different to that of the younger plants used for the growth chamber trials. This is also strengthened by the
fluctuations of resistance level to race 1 strains; young tomato plants being more susceptible than older
plants (Mew and Ho 1976; Nakaho and Takaya 1993).



Table 3 QTLs detected for resistance to race 3 strain JT516 of R. solanacearum based on CIM and IM

analyses in the F5 population derived from the cross between Hawaii7996 and WVa700

Criterion QTL® Ch® Mk Int® CIM M
LOD? R*%)° 2|d/a]’ GA® LOD R%)

Temperate season- - - - C -

AUSPC  Bwr3-3 3 TG515-K4d 2.78 2.26
Bwr3-6 6 TG153-CP18 673 1906 0.75 PD 7.03 22.63
TR2P 20.06

CSR Bwr3-3 3 TG515-K4d 2.51 2.20
Bwr3-6 6 CPI18-TG73 476 1298 055 PR 6.98 2326
TR? 17.70

CSH Bwr3-6 6 CPI18-TG73 504 1622 026 PR 5.04 1622
=R? 15.32

CSE Bwr3-6 6 CPI18-TG73 4.72 1562  0.05 A 4.72  15.62
IR’ 14.44

Hot season

AUSPC  Bwr3-3 3 TG515-K4d 3.38 872 224 OD 2.67
Bwr3-6 6 CP18-TG73 942 3142 028 PD 8.10 3022
R? 38.24

CSR bwr3-4 4 CD49-CD73 3.84 9.21 0.70 PR 4.06 1533
Bwr3-6 6 TG73-TG240 11.92 3134 047 PR 12.58 43.51
bwr3-8 8 CD40-CT135 2.61 0.89
Bwr3-12 12 TG564-K4a 2.59 1.27
SR? 49.22

CSH bwr3-4 CD49-CD73 48 1316 032 PR 4.58 17.04
Bwr3-6 6 CP18-TG73 13.71 3404 057 PR 12.45 42,92
bwr3-8 8 CDA40-CT135 3.61 6.87 224 OR 0.65
=R? 53.50

CSE bwr3-4 4 CD49-CD73 356 11.71  0.11 A 3.62 13.75
Bwr3-6 6 TG73-TG240 1120 3101 032 PR 11.95 38.62
¥R? 46.17

*QTL, the name Bwr3- (for BW resistance to race 3) was given. The number after bwr3- indicates the

chromosome location
bChr, Chromosome number
“Mk int, Marker Interval

4LOD, Maximum value of the log-likelihood in the marker interval (values in bold are superior to the
LOD-threshold)

°R?, Percentage of phenotypic variation explained by the QTL

£|d/a), Dominance ratio with a and d being the additive and the dominance estimates, respectively
8GA, Gene action; PD, partially dominant; PR, partially recessive; A, additive; OD, over-dominant and
OR, over-recessive

byR2, Sum of the effects for a resistance criterion explained by markers linked to QTLs and calculated
with a multiple stepwise regression :
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Genetic architecture of BW race 3-phylotype II resistance

Overall, the polygenic nature of BW resistarice was confirmed by the detection of 5 QTLs. located on 5
chromosomes. For each resistance criterion, the comparison between broad-sense heritability and the total
phenotypic variation (R?) accounted by all QTLs showed that an important part of phenotypic variation
remained unexplained. This can be explained either by the small population size used for QTLs detection
which could have prevented detection of QTLs with weak effect on the resistance, and/or by the
unsaturated linkage map used in this study (75% genome coverage) and thus the possible existence of

QTL in genomic regions not covered by the linkage map.

Bwr3-6, that displayed the strongest effect, was detected using the different resistance criteria and
across the seasons; it could be considered as a generalist QTL. It was also detected significantly in the
different QTL mapping studies on resistance to race 1 strains (Danesh et al. 1994; Thoquet et al. 1996a;
1996b; Wang et al. 2000) and thus could be considered as a broad-spectrum resistance QTL. The other
genomic regions controlling resistance to race 3 were detected with a single resistance criterion: Bwr3-3
was significantly detected only with AUSPC, whereas bwr3-4, bwr3-8 and Bwr3-12 were detected only
with colonization scores. Thus, this study reveals a classical genetic architecture of resistance to race 3of

R. solanacearum with one generalist and broad-spectrum QTL and several specialist QTLs.

Resistance to race 1 strains in tomato being rather associated with the limitation of bacterial
colonization than the bacterial penetration (Grimault and Prior 1993; Grimault et al. 1994), we attempted
to detect QTLs for resistance to colonization. To our knowledge, this study is the first one performed
using this resistance criteria and allowed the detection of 3 colonization-specific QTLs, bwr3-4, bwr3-8
and Bwr3-1. Resistance to colonization was assessed in 3 different parts of the plants i.e., roots, hypocotyl
and epicotyl. bwr3-4 was detected with the 3 colonization scores suggesting that this factor is involved in
the restriction of bacterial colonization in the roots and stem, whereas bwr3-8 and Bwr3-12 were detected
only with CSH and CSE suggesting that they are limited to the control of bacterial colonization of the
stem. Altogether these results underline the relevance of resistance to bacterial colonization as resistance

criterion and the complexity of the genetic architecture of BW race 3 resistance in tomato.

The expression of resistance, and especially when assessed using colonization criteria, differed
markedly between seasons with an increase towards susceptibility at the temperate season. This probably
results from the fact that temperatures at this season were closest to the optimal temperatures of race 3

strains, considered as ‘temperate race’. At the hot season, the lower severity level observed with all



Table 4 Strains used in the different QTL mapping analyses for BW resistance

Strain Race® Biovar’ Phylotype® Geographic origin® Ref*

Pss4 1 3 I Taiwan Wang et al 2000

Uw3ed 1 4 China Danesh et al 1994

GMIB217 1 1 Il Guadeloupe Thoquet et al 1996a, Thoquet et al
1996b

JTS16 3 2 il Reunion Island This study

*Races defined by Buddenhagen et al. (1962) and He et al. (1983)
*Biovars defined by Hayward (1964, 1991 and 1994)

‘Phylotypes defined by Fegan and Prior (2004)

9Geographical origin: region where strain has been isolated
‘Reference indicates the authors who have performed QTL analyses




CHAPITRE 3 : Analyse Génétique 88

resistance criteria resulted in detection of additional QTLs. Thus, either specific QTLs detected at the hot
season might be ineffective under conditions of the temperate season, or bacteria might overcome

resistance under optimal conditions. The lack of stability across- seasons emphasizes that multi-

environment tests have to be performed to accurately evaluate BW resistance in tomato.

Comparison among QTLs controlling BW resistance reveals phylotype-specificity

This is the first QTL study for resistance to a highland race 3 strain belonging to phylotype II of R.
solanacearum in tomato. In order to determine whether QTL specificity can be observed or not according
1o the race or to the phylotype, QTLs detected in this study were compared to those controlling resistance
to race 1 strains belonging to phylotypes I or Il. The strains, their traditional and new classifications used
in the different studies are given in Table 4. Because the QTL map positions are affected by
environmental factors and by imprecision in quantitative evaluation of the phenotypes, QTLs identified in
different studies that differed in their estimated positions by less than 20 cM were declared to be

‘common’ QTL (Groh et al. 1998; Melchinger et al. 1998).

Of the four QTLs involved in resistance of Hawaii 7996 to strain Pss4 (race 1-phylotype I, Wang
et al. 2000), QTLs located on chromosomes 6, 8 and 12 were ‘common’ to those identified in this study.
The individual effect of these QTLs was different as the major-effect QTL were located on chromosomes
12 and 6 for the strains Pss4 and JTS516, respectively. A total of 7 genomic regions were involved in
resistance of Hawaii 7996 to strain GMI8217, belonging to race 1 and phylotype II (Thoquet et al. 1996a;
1996b). The QTLs located on chromosomes 3, 4, 6 and 8 were mapped at the same position and with the
same effect on resistance than Bwr3-3, bwr3-4, Bwr3-6 and bwr3-8 detected in this study. Finally, among
the 3 QTLs for resistance to strain UW364 (race 1, phylotype I) using L. esculentum var. cerasiforme cv.
L1285 as resistant parent (Danesh et al. 1994), only the QTL from chromosome 6 was also detected in this

study.

Altogether these results underline the key role of the QTL localised on tomato chromosome 6 :
this QTL is active against all race 1 and race 3 strains tested in different geographical locations, and is
present in two different genetic backgrounds. This QTL contributed to the largest phenotypic variation in
all studies, except for resistance to strain Pss4 belonging to phylotype I In this case, it can be
hypothesised that the major-effect QTL, once overcome by a strain of the pathogen, conserve some
residual effects as speculated for major genes (Martin and Ellingboe 1976; Nass et al. 1981; Nelson 1978,
Pedersen and Leath 1988).
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In comparison with previous studies on resistance against R. solanacearum race 1 strains, no QTL
specifically involved in resistance to race 3 strain JT516 were detected. Race 3 strains are
phylogenetically closely related to race 1, biovar 1 strains (including GMI8217) and cluster in phylotype
T, which is highly distant to phylotype I containing race 1, biovar 3 strains (including Pss4 and UW364)
(Fegan and Prior 2004). According to this new classification scheme of R. solanacearum strains and
taking into account QTLs detected during at least two independent studies with distinct strains, it is
however possible to distinguish broad-spectrum QTLs from phylotype-specific QTLs: (i) Bwr3-6 was
detected in all studies and bwr3-8 was detected using Pss4 (belonging to phyloptype I) and GMI8217 and
JT516 strains (belonging to phylotype II); they can be considered as broad-spectrum QTLs; (ii) Bwr3-3
and bwr3-4 were shown to be active against GMI8217 and JT516 strains and thus are phylotype II-
specific QTLs; (iii) Finally, the status of Bwr3-12 remains to be elucidated because it was detected as the
major-effect resistance QTL against strain Pss4 (phylotype I) and was declared as putative against strain
JT516 (phylotype II). Overall, these preliminary observations suggest that the genetic architecture of
tomato resistance against R. solanacearum is related to the phylotype of the strain rather than the race,
and provide testable hypothesis regarding the specificity of the QTLs. Further QTL mapping studies using
R. solanacearum strains chosen according to the new classification scheme will be conducted to validate

this hypothesis.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors thank F. Chiroleu (CIRAD Réunion) for statistical analyses, J.-J. Chéron (CIRAD Réunion)
for technical assistance in the greenhouse trials, and SCEA Bassin Plat for maintaining plant cuttings.
We also thank N. Grimsley (INRA Toulouse) and J-F. Wang (AVRDC Taiwan) for providing seeds of the
mapping population and the genotypic molecular data. This work was partially supported by funds from

the Conseil Général of Reunion island.

LITERATURE CITED

Acosta JC, Gilbert JC, Quinon VL (1964) Heritability of bacterial wilt resistance in tomato. P Am Soc
Hortic Sci 84:455-462



CHAPITRE 3 : Analyse Génétique 90

Anais G (1986) Utilisation de la résistance variétale dans la lutte contre le flétrissement bactérien de la
tomate di au Pseudomonas solanacearum E. F. Smith. In: INRA (ed) Bulletin Technique
d’Information. Ministére de I’ Agriculture, Paris, pp 409-411, 449-453

Anand N, Sadashiva AT, Tikoo SK, Ramkishun, Madhavi Reddy K (1993) Resistance to bacterial wilt in
tomato: gene dosage effects. In: Hartman GL and Hayward AC (eds) Bacterial Wilt. ACIAR
Proceedings 45, Kaoshiung, Taiwan, pp 142-148

Barnes JA, Vawdrey L (1993) Breeding for resistance to bacterial wilt of tomato in Queensland,
Australia. In: Hartman GL and Hayward AC (eds) Bacterial Wilt. ACIAR Proceedings, Kaoshiung,
Taiwan, pp 124-125

Basten CJ, Weir BS, Zeng ZB (2000) QTL Cartographer. A reference manual and tutorial for QTL
mapping. Department of Statistics, North Carolina State University, Raleigh, North Carolina

Buddenhagen IW (1986) Bacterial wilt revisited. In: Persley GJ (ed) Bacterial wilt in Asia and the South
Pacific. ACIAR Proceedings, ACIAR, Camberra, pp 126-139

Buddenhagen IW, Kelman A (1964) Biological and physiological aspects of bacterial wilt caused by
Pseudomonas solanacearum. Annu Rev Phytopathol 2:203-230

Buddenhagen I, Sequeira L, Kelman A (1962) Designation of races in Pseudomonas solanacearum.
Phytopathology 52:726

Carmeille A, Prior P, Kodja H, Chiroleu F, Luisetti J, Besse P (in press) Evaluation of resistance to race 3,
biovar 2 of Ralstonia solanacearum in tomato germplasm. Plant Dis

Cook D, Sequeira L (1991) Genetic and biochemical characterization of a Pseudomonas solanacearum
gene cluster required for extracellular polysaccharide production and virulence. J Bacteriol
173:1654-1662

Cook D, Sequeira L (1994) Strain differenciation of Pseudomonas solanacearum by molecular genetics
methods. In: Hayward AC and Hartman GL (eds) Bacterial wilt: the disease and its causative agent,
Pseudomonas solanacearum. CAB International, Wallingford, UK, pp 77-93

Cook D, Barlow E, Sequeira L (1989) Genetic diversity of Pseudomonas solanacearum: detection of
restriction fragment length polymorphism with DNA that specify virulence and the hypersensitive
response. Mol Plant-Microbe Interact 2:113-121

Cook D, Barlow E, Sequeira L (1991) DNA probes as tools for the study of host-pathogen evolution: the
example of Pseudomonas solanacearum. In: Hennecke H and Verma DPS (eds) Advances in
Molecular Genetics of Plant Microbe Interactions, The Netherlands, pp 103-108

Danesh D, Aarons S, McGill GE, Young ND (1994) Genetic dissection of oligogenic resistance to
bacterial wilt in tomato. Mol Plant-Microbe Interact 7:464-471.

Dénoyés B, Cecilie V, Anais G (1989) Varietal resistance to bacterial wilt (Pseudomonas solanacearum)
in Martinique (French West Indies). Tomato Genet Coop Rep 39:1 1-12

Fegan M, Prior P (2004) How complex is the "Ralstonia solanacearum species complex"? In: Allen C,
Prior P and Hayward AC (eds) Bacterial wilt: The disease and Ralstonia solanacearum species
complex. APS Press, St Paul, in press

Fegan M, Taghavi L, Sly LI, Hayward AC (1998) Phylogeny, diversity and molecular diagnostics of
Ralstonia solanacearum. In: Prior P, Allen C and Elphinstone J (eds) Bacterial wilt disease:
molecular and ecological aspects. Springer-Verlag Berlin Heidelberg New York, pp 19-33



CHAPITRE 3 : Analyse Génétique ) 91

3

Granada GA, Sequeira L (1983) Survival of Pseudomonas solanacearum in soil, rhizosphere and plant
roots. Can J Microbiol 29:433-440

Grimault V, Prior P (1993) Bacterial wilt resistance in tomato associated with tolerance of vascular
tissues to Pseudomonas solanacearum. Plant Pathol 42:589-594

Grimault V, Anais G, Prior P (1994) Distribution of Pseudomonas solanacearum in the stem tissues of
tomato plants with different levels of resistance to bacterial wilt. Plant Pathol 43:663-668

Groh S, Gonzalez-de-Leon D, Khairallah MM, Jiang C, Bergvinson D, Bohn M, Hoisington DA,
Melchinger AE (1998) QTL mapping in tropical maize: genomic regions for resistance to Diatraea
spp. and associated traits in two RIL populations. Crop Sci 38:1062-1072

Hanson PM, Wang JF, Licardo O, Hanudin, Ying Mah S, Hartman GL, Lin YC, Chen JT (1996) Variable
reaction of tomato lines to bacterial wilt evaluated at several locations in southeast Asia. Hort Sci
31:143-146

Hayward AC (1964) Characteristics of Pseudomonas solanacearum. J Appl Bacteriol 27:265-277

Hayward AC (1991) Biology and epidemiology of bacterial wilt caused by Pseudomonas solanacearum.
Annu Rev Phytopathol 29:65-87 '

Hayward AC (1994) The hosts of Pseudomonas solanacearum. In: Hayward AC and Hartman GL (eds)
Bacterial wilt: The disease and its causative agent, Pseudomonas solanacearum. CAB International,
Wallingford, UK, pp 9-25

He LY, Sequeira L, Kelman A (1983) Characteristics of strains of Pseudomonas solanacearum from
China. Plant Dis 67:1357-1361

Janse JD (1996) Potato brown rot in Western Europe - history, present occurence and some remarks on
possible origin, epidemiology and control strategies. EPPO Bull 26:679-695

Kelman A, Sequeira L (1965) Root-to-root spread of Pseudomonas solanacearum. Phytopathology
55:304-309

Kim SH, Olson TN, Schaad NW, Moorman GW (2003) Ralstonia solanacearum race 3, biovar 2, the
causal agent of brown rot of potato, identified in geraniums in Pennsylvania, Delaware, and
Connecticut. Plant Dis 87:450

Lander ES, Botstein D (1989) Mapping mendelian factors underlying quantitative trait using RFLP
linkage maps. Genetics 121:185-199

Lander ES, Geen P, Abrahamson J, Barlow A, Daly MJ, Lincoln SE, Newburg L (1987) Mapmaker: An
interactive computer package for constructing primary genetic linkage maps of experimental and
natural populations. Genomics 1:174-181

Martin TJ, Ellingboe AH (1976) Differences between compatible parasite/host genotypes involving the
Pm4 locus of wheat and the corresponding genes in Erysiphe graminis f. sp. tritici. Phytopathology
66:1435-1438

Melchinger AE, Utz HF, Schén CC (1998) QTL mapping using different testers and independant
populations samples in maize reveals low power of QTL detection and large bias in estimates of
QTL effects. Genetics 149:383-403

Mew TW, Ho WC (1976) Varietal resistance to bacterial wilt in tomato. Plant Dis Rep 60:264-268




CHAPITRE 3 : Analyse Génétique ' 92

3

Monma S, Sakata Y (1993) Inheritance of resistance to bacterial wilt in tomato. In: Hartman GL and
Hayward AC (eds) Bacterial Wilt. ACIAR Proceedings, Kaoshiung, Taiwan, pp 149-153

Nakaho K, Takaya S (1993) Resistance of tomato rootsock cultivars to Pseudomonas solanacearum
evaluated by infection rate under different testing conditions. In: Hartman GL and Hayward AC
(eds) Bacterial Wilt. ACIAR Proceedings, Kaoshiung, Taiwan, pp 138-141

Nass HA, Pederson WL, MacKenkie DR, Nelson RR (1981) The residual effects of some "defeated"
powdery mildew resistance genes in isolines of winter wheat. Phytopathology 71:1315-1318

Nelson RR (1978) Genetics of horizontal resistance to plant diseases. Annu Rev Phytopathol 16:359-378

Nicole J-F (1995) Influence de facteurs biotiques ou abiotiques sur la dynamique des populations de
Pseudomonas solanacearum au cours de l'infection et sur le développement de la maladie. PhD
thesis, University of Nantes, France, pp 76

Pedersen WL, Leath S (1988) Pyramiding major genes for resistance to maintain residual effects. Annu
Rev Phytopathol 26:369-378

Poussier S, Vandewalle P, Luisetti J (1999) Genetic diversity of african and world wide strains of
Ralstonia solanacearum as determined by PCR-Restriction fragment length polymorphism analysis
of the hrp gene region. Appl Environ Microbiol 65:2184-2194

Poussier S, Prior P, Luisetti J, Hayward AC, Fegan M (20002) Partial sequencing of the ArpB and
endoglucanase genes confirms and expands the known diversity within the Ralstonia solanacearum
species complex. Syst Appl Microbiol 23:479-486

Poussier S, Trigalet-Demery D, Vandewalle P, Goffinet B, Luisetti J, Trigalet A (2000b) Genetic diversity
of Ralstonia solanacearum as assessed by PCR-RFLP of the hrp gene region, AFLP and 16S rRNA
sequence analysis, and identification of an African subdivision. Microbiol 146:1679-1692

Prior P, Steva H, Cadet P (1990a) Aggressiveness of strains of Pseudomonas solanacearum from the
French West Indies on tomato. Plant Dis 74:962-965

Prior P, Allen C, Elphinstone J (1998) Bacterial Wilt Disease: Molecular and Ecological Aspects.
Springer-Verlag Berlin Heidelberg New York

Prior P, Béramis M, Chillet M, Schmit J (1990b) Preliminary studies for tomato bacterial wilt
(Pseudomonas solanacearum E.F. Smith) resistance mechanisms. Symbiosis 9:393-400

Rajput JC, Furor PA, Gondhalekar CB (1993) Screening of promising tomato genotypes and their
progenies against bacterial wilt. Tomato Genet Coop Rep 43:38

Schmit J (1978) Microscopic study of early stages of infection by Pseudomonas solanacearum EF.S. on
"in vitro"” grown tomato seedlings Proceeding of IVth International Conference on Plant Pathogenic
Bacteria. INRA, Angers, pp 841-856

Scott JW, Somodi GC, Jones JB (1993) Testing tomato genotypes and breeding for resistance to bacterial
wilt in Florida. In: Hartman GL and Hayward AC (eds) Bacterial Wilt. ACIAR Proceedings,
Kaoshiung, Taiwan, pp 126-131 :

Shapiro SS, Wilk MB (1965) An analysis of variance for normality (complete samples). Biometrika
52:591-611

Stuber CW, Edwards MD, Wendel JF (1987) Molecular marker facilitated investigations of quantitative
trait loci in maize. IL Factors influencing yield and its component traits. Crop Sci 27:639-648



CHAPITRE 3 : Analyse Génétique 93

Thoquet P, Olivier J, Sperisen C, Rogowsky P, Laterrot H, Grimsley N (1996a) Quantitative trait loci
determining resistance to bacterial wilt in tomato cultivar Hawaii 7996. Mol Plant-Microbe Interact
9:826-836

Thoquet P, Olivier J, Sperisen C, Rogowsky P, Prior P, Anais G, Mangin B, Bazin B, Nazer R, Grimsley
N (1996b) Polygenic resistance of tomato plants to bacterial wilt in the French West Indies. Mol
Plant-Microbe Interact 9:837-842

van Ooijen JW, Maliepaard C (1996) MapQTL (tm) version 3.0: Software for the calculation of QTL
positions on genetic map. CPRO-DLO, Wageningen

Vasse J, Frey P, Trigalet A (1995) Microscopic studies of intercellular infection and protoxylem invasion
of tomato roots by Pseudomonas solanacearum. Mol Plant-Microbe Interact 8:241-251

Wang J-F, Hanson P, Barnes JA (1998) Worldwide evaluation of an international set of resistance sources
to bacterial wilt in tomato. In: Prior P, Allen C and Elphinstone J (eds) Bacterial wilt disease:
molecular and ecological aspects. Springer-Verlag Berlin Heidelberg New York, pp 269-275

Wang J-F, Olivier J, Thoquet P, Mangin B, Sauviac L, Grimsley NH (2000) Resistance of tomato line
Hawaii7996 to Ralstonia solanacearum Pss4 in Taiwan is controlled mainly by a major strain-
specific locus. Mol Plant-Microbe Interact 13:6-13

Williamson L, Nakaho K, Hudelson B, Allen C (2002) Ralstonia solanacearum Race 3, Biovar 2 strains
isolated from geranium are pathogenic on potato. Plant Dis 86:987-991

Zeng ZB (1994) Precision mapping of quantitative trait loci. Genetics 136:1457-1468



Tableau 3.1. Variation du pourcentage de plants flétris en fonction du nombre de jours
aprés inoculation (PFjai). Les moyennes des lignées parentales (H96=Hawaii 7996.;
WVa=WVa700) et du témoin sensible (Roma) sont détaillées. Les familles F3 dérivées du
croisement entre Hawaii 7996 et Wwva700 sont décrites par la moyenne, la déviation
standard (DS), le rang de variation, et par les composantes de la variance et les héritabilités
calculées parmi les familles.

Critére Parents et témoin sensible Population F3

H96 WVa Roma Moyenne (DS) Rang O 0': K’
Saison froide
PF10 0,0 335 46,1 15,0 (19,6) 0-100 0,30 0,24 0,72
PF14 0,0 65,5 68,0 26,4 (25,0) 0-100 0,44 0,26 0,77
PF16 0,0 71,5 75,9 35,5 (26,6) 0-100 0,48 0,25 0,79
PF21 4,0 - 78,0 88,5 43,9 (27,2) 0-100 0,53 0,21 0,84
PF23 8,5 85,0 92,7 50,8 (27,6) 0-100 0,52 0,20 0,84
PF28 85 87,0 94,0 58,9 (27,7) 0-100 0,61 0,19 0,87
Saison chaude
PF10 0,0 0,0 10,7 1,33,9) 0-28,6 0,02 0,04 0,56
PF14 0,0 28,5 21,3 5,4(9,7) 0-57,1 0,05 0,13 0,42
PF16 0,0 39,5 343 10,9 (14,0) 0-82,4 0,20 0,15 0,73
PF21 0,0 43,0 41,5 18,9 (20,1) 0-90,9 0,43 0,16 0,84
PF23 0,0 46,0 45,0 21,8 (22,3) 0-95,2 0,53 0,17 0,86
PF28 0,0 49,5 46,3 28,3 (26,5) 0-95,5 0,75 0,16 0,90

*él, 67 Estimation de la variance génotypique et de la variance environnementale, respectivement. Toutes
les variances sont significatives 4 P<0,001, sauf les variances pour PF10 et PF14 2 la saison chaude qui sont
significatives 3 P<0,05.

2210 oyt s . ;.
b h” Héritabilité au sens large au niveau du schéma expérimental.
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Compléments a Particle

Critéres de résistance

Nous avons choisi de travailler sur les critéres de résistance suivants :

e les pourcentages de flétrissement 3 différentes dates aprés inoculation (PFio, PFi, PFi, PFay, PFx et
PFy) et 'AUSPC (aire sous la courbe de progression des symptmes) ; critéres aussi utilisés pour la

cartographie de la résistance 2 la race 1.

e l'évaluation quantitative de la colonisation au niveau du systéme racinaire (CSR), dans les étages inférieurs
(CSH) et dans les étages supérieurs (CSE) de la tige. Nous avons retenu ce critére suite 3 la mise en évidence

dans le chapitre précédent d'infection latente par la race 3 dans les plantes résistantes.

Les résultats de cartographie des QTLs en utilisant les critéres de pourcentages de flétrissement aux

différentes dates ne sont pas intégrés dans l'article et sont présentés ci-dessous.

Analyse temporelle des QTLs détectés avec les critéres PF

Les moyennes des familles Fs, des parents et des témoins, relatives 4 chaque pourcentage de flétrissement,
montrent comme cela a été observé avec les critéres AUSPC et CS que les tests réalisés durant la saison froide
ont été beaucoup plus sévéres que ceux durant la saison chaude (Tableau 3.1). Les premiers symptomes de
flétrissement sont apparus beaucoup plus tard 3 la saison chaude (apres 10 jai) qu'a la saison froide (entre 5 et
10 jai) (Figure 3.1). Au début de Vinteraction (10 et 14 jai) durant la saison chaude, les héritabilités au sens
large sont faibles (0,56 et 0,42). Pour toutes les autres dates et durant les deux saisons, ces héritabilités sont
élevées (0,72 4 0,90) suggérant qu'une part importante de la variation phénotypique observée est expliquée par

les facteurs génétiques.

Deux QTLs localisées sur les chromosomes 3 (Bw3-3) et 6 (Bwr3-6) sont impliqués dans la résistance en
étudiant les pourcentages de flétrissement aux différentes dates. Ces QTLs sont détectés dés 10 jai 4 la saison
froide et 3 partir de 14 jai 4 la saison chaude. Les résultats sont présentés pour la CIM et pour I'TM, et sont
résumés dans le Tableau 3.2.
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Figure 3.1. Evolution du pourcentage de flétrissement en fonction du nombre de jours aprés
inoculation de la souche JT516 de r3bv2pll chez les parents résistants (Hawaii 7996) et
sensibles (WVa700) et chez le témoin sensible (Roma) durant les saisons froide et chaude
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Bwr3-6 est le QTL 3 effet majeur aux différentes dates durant les deux saisons. La part de variation
phénotypique expliquée par ce QTL est beaucoup plus importante 3 la saison chaude (23 2 44%) qu'a la saison
froide (7 & 24%). Son effet le plus fort se situe 3 21 et 23 jai 4 a saison froide alors qu'a Ia saison chaude, son
effet sur la résistance ne cesse d'augmenter au cours de l'infection. Durant la saison froide, la position la plus
probable de ce QTL se situe, dans les premilres étapes de Vinfection (10, 14 jai) en haut du chromosome 6
proximité des marqueurs TG232, TG325, TG118 et TG153. A 16 jai, deux pics sont détectés, alors qu'a partir
de 21 jai, la position la plus probable du QTL est décalée & proximité des marqueurs CP18, TG73 et TG240.
Il est donc possible que Bw3-6 corresponde en fait 3 deux QTLs comme cela a été observé avec la souche
GMI8217 de r1bvipIl dans la méme population, en utilisant les critéres de pourcentage de flétrissement 2
différentes dates [247). Son action génétique varie de partiellement récessive 3 partiellement dominante selon

les dates.

Bw3-3 est un QTL puratif 3 toutes les dates et durant les deux saisons. Les pourcentages de variation
phénotypique expliquée par ce QTL sont donnés 3 titre indicatif car les LOD se situent pour la plupart des
dates juste en dessous du LOD seuil. Bw3-3 explique un pourcentage de variation phénotypique relativement
constant de I'ordre de 6-8% 3 la saison froide et de l'ordre de 10-11% 3 la saison chaude. Bw3-3 a une action

super-dominante 3 toutes les dates.

Notons qu'avec tous les pourcentages de flétrissement aux différentes dates, les QTLs bw3-4, bw3-8 et Bw3-

12 n'ont pas été détectés, confirmant leur spécificité pour les critéres de colonisation bactérienne.

QTLs du chromosome 6

Dans toutes les études de cartographie de la résistance au flétrissement bactérien sur les descendances issues
du croisement entre Hawaii 7996 et WVa700, tous les marqueurs du chromosome 6 sont associés a la
résistance. Mangin et 4. [247] ont disséqué cette forte association par un test #uo-QTL mudel’, et ont conclu a
la présence de deux QTLs : le premier est situé au voisinage de GF2 et le second a proximité de TG73. Nous
avons préféré exclure le marqueur GF2 des analyses QTL, bien que ce marqueur soit lié & un QTL de
résistance 3 la race 1 [247] car sa position est ambigug, ze la position donnée par Mangin e &l [247] et
Thoquet e 4. [372) étant différente de celle de la carte de référence de la tomate [367]. Dans notre étude, nous
ne pouvons pas rejeter Phypothése de lexistence de deux QTLs sur le chromosome 6 ; la position de Bw3-6
fluctuant selon les variables. Notamment, avec le critére pourcentage de flétrissement, un petit pic s'observe

parfois 3 proximité des marqueurs CD67 et TG232 localisés 2 l'extrémité du chromosome. Quoiqu'il en soit le




Tableau 3.2. QTLs détectés pour la résistance 2 la souche JT516 de race 3 R. salamacearum 3
l'aide de la CIM et de 1TM dans la population F; en utilisant le critére de pourcentage de
flétrissement en fonction du nombre de jours apres inoculation (PFjai)

Critére QTLa Chrb IntMk® CIM ™M
LOD® R¥%)° 2d/al® AG LOD R*(%)
Saison froide
PF10 Bwr3-3 3 TG515-K4d 2,99 7,60 2,89 SD 2,74 8,59
Bwr3-6 6 TG118-TG153 4,26 11,50 0,75 PD 4,25 13,69
PF14 Bwr3-3 3 TG515-K4d 2,55 6,09 2,92 SD 2,37 7,47
Bwr3-6 6 TG232-TG325 3,64 8,81 0,61 PD 6,91 21,87
PFi6 Bwr3-3 3 TG515-K4d 2,28 5,10 2,85 SD 2,13 6,77
Bwr3-6 6 TG232-TG325 2,86 6,66 0,56 PD 6,42 8,02
Bwr3-6 6 CP18-TG73 2,83 7,28 0,04 A 5,04 16,22
PF21 Bwr3-3 3 TG515-K4d 2,38 6,81 2,37 SD 1,90 6,05
Bwr3-6 6 CP18-TG73 6,81 21,15 0,26 PD 6,86 22,14
PF23 Bwr3-3 3 TG515-K4d 2,42 6,10 2,28 SD 2,01 6,40
Bwr3-6 6 CP18-TG73 7,31 23,74 0,23 PD 7,31 23,74
PF28 Bwr3-3 3 TG515-K4d 1,64 4,50 1,30 SD 2,25 7,48
Bwr3-6 6 TG73-TG240 3,34 8,95 0,16 A 6,95 22,8
Saison chaude
PFi14 Bwr3-3 3 TG515-K4d 2,44 7,16 2,34 SD 2,37 7,47
Bwr3-6 6 TG73-TG240 6,53 21,65 0,36 PR 5,60 18,58
PF16 Bwr3-3 3 TGS515-K4d 2,57 7,79 022 SD 2,47 9,70
Bwr3-6 6 CP18-TG73 6,04 21,56 0,29 PR 6,20 23,26
PF21 Bwr3-3 3 TGS515-K4d 3,26 8,13 1,18 SD 2,90 11,31
Bwr3-6 6 CP18-TG73 11,44 35,82 0,11 A 10,50 36,85
PF23 Bwr3-3 3 TG515-K4d 2,88 7,51 2,46 SD 2,53 9,96
Bwr3-6 6 CP1i8-TG73 9,25 31,82 0,28 .PD 10,85 38,04
PF28 Bwr3-3 3 TG515-K4d 3,68 8,33 1,72 SD 2,50 9,74
Bwr3-6 6 CP18-TG73 12,88 3,93 0,08 A 12,57 43,83

*QTL, le nom Buwr3-x (pour Baderial wilt resistance to race 3 - dnomosame x) a été donné.
bChr, Numéro du chromosome
<Int Mg, Intervalle de marqueur

dLOD, Valeur maximum du Log:likelihood dans l'intervalle de marqueurs (les valeurs supérieures au seuil sont
en gras, les QTLs putatifs sont en italique)

*R?, Pourcentage de variation phénotypique expliquée par le QTL

2{d/a|, Rapport de dominance Rg(D) avec a et d étant respectivement les estimations des effets d'additivité et
de dominance : additif pour <0,20 ; dominant pour 021<RD<0,80; superdominant pour RD21,20.
Lorsque le degré de dominance est en faveur de la résistance, on parle de dominance, ou sinon de récessivité.
AG : action genétique
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QTL 2 proximité de TG73 joue un rdle trés important dans la résistance de Hawaii 7996 a R. solanacearum.
Dans cette région un QTL de résistance 2 la souche UW364 (r1bv4pl), 4 effet majeur, 2 aussi été observé en
employant L. esculentum vat. cerasiforme cv. 1285 comme parent résistant [80, 81, 419)]. Ce QTL est donc actif
contre toutes les souches des races 1 et 3 testées a ce jout, en différents sites géographiques et est présent
dans deux fonds génétiques distincts. Il contribue 2 la plus grande part de variation phénotypique, sauf dans le
cas de la résistance 3 la souche Pss4 de phylotype L Il est alors probable qu'une fois contournée par une
souche de R. solanacearum, ce QTL conserve des effets résiduels comme cela a été spéculé pour des genes
majeurs de résistance 2 d'autres agents pathogénes [254, 279, 280, 295]. Dans le but de lutter mondialement
contre le flétrissement bactérien, le clonage du géne de résistance localisé sur le chromosome 6 dans la région

de TG73 serait trés intéressant.

Regroupement de génes R et QTLs chez les Solanacées

Un QTL de résistance a Phytophtora infestans chez la pomme de terre a été localisé sur le chromosome 3 [234],
dans la région de Bwr3-3. Ces deux QTLs sont liés au marqueur CP6, et sont respectivement impliqués dans la
spécificité vis-a-vis de la race et du phylotype. Cette colocalisation renforce I'hypothése de spécificté

phylotypique de Bwr3-3.

De la méme maniére, d'autres génes et QTLs de résistance aux maladies ont été cartographiés chez différentes
espéces de Solanacées, dans la région de bwr3+4 : le géne R2 pour la résistance a P. infestans chez la pomme de
terre [237), un QTL contrblant la résistance 2 P. infestans chez la pomme de terre [328], et un QTL de
résistance 3 P. capsici chez le piment [228], et le géne Her actif contre Globodera rostochiensis chez la tomate

[129].

La position du large pic de Bwr3-6 englobe des génes majeurs de résistance 4 d'autres maladies chez la tomate :
Cf2 et CF5 conférant la résistance 2 Cladosporium fuloum (25, 97], Mi contr6lant la résistance 2 Meloidogyne sp.
[97, 267), 2 Macrosiphum enphorbiae [197, 320] et & Bemisia tabaci [284], OI-1 responsable de la résistance 2 Oidium
bycopersicon [183, 383], et le géne Am de résistance & I\ Alfalfa mosaic virus [289]. Des QTLs de résistance 2
Clavibaster michiganensis [328], au Tomato Yellow Leaf Curl Virus [62, 422], et 2 O. jyoopersicon [24] ont aussi été

détectés dans cette région chromosomique.

Parmi tous les génes colocalisant avec des QTLs de résistance au flétrisserent bactérien, les génes Cf-2, Cf-5,

Hero et Mi ont été clonés et présentent des similarités de séquence. Hero et M;i codent pour des protéines
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portant des domaines NBS et LRR [110, 409], et les protéines Cf sont caractérisées par des glycoprotéines
membranaires et des domaines LRR [195). Ces colocalisations suggérent que les régions génomiques
impliquées dans la résistance au flétrissement bactérien interviennent dans les mécanismes de reconnaissance.
Le regroupement de génes R et de QTLs de résistance a fait I'objet d'études approfondies chez les Solanacées
[155]. Cette organisation en clusters de résistance est probablement liée i l'évolution 2 partir d'un ancétre
commun, suite 3 des duplications locales et une diversification fonctionnelle. Cette hypothese résulte du fait
que de petites modifications au niveau des génes R peuvent entrainer une résistance 4 des agents pathogénes
trés différents. Des colocalisations entre QTLs et génes codant pour des fonctions variées (génes de
résistance et analogues, génes codant pour des protéines PR, des enzymes du métabolisme) ont été observées
et étudiées chez d'autres espéces végétales [132, 298]. Ces colocalisations ont entrainé les auteurs a faire des
analogies entre QTLs et génes R. Il est ainsi supposé que les différentes formes de résistance sont basées sur
un éventail allélique des génes R et qu'elles jouent les mémes fonctions dans la défense contre les agents
pathogénes [316). Ainsi, il se peut que Buwr3-6 et bwr34 partagent des similarités de séquence avec les génes R

localisés dans le cluster du chromosome 6, et avec le géne Her, respectivement.

Conclusion

Cette étude a permis de confirmer la nature polygénique de la résistance 2 la race 3 de R. solanacearum, avec la
présence dun QTL généraliste (Bwr3-6), d'un QTL spécifique de PAUSPC et des pourcentages de
flétrissement (Bwr3-3), et de trois QTL impliqués spécifiquement dans la limitation de la colonisation
bactérienne (bwr34, bwr3-8 et Bwr3-12). L'évaluation des populations bactériennes dans les différentes parties
des plantes éclaire sur le role individuel des loci de résistance dans la limitation de la colonisation. Ainsi, &wr3-
4, détecté avec les trois indices de colonisation CSR, CSH et CSE, lirniterait la colonisation dans les
différentes parties des plantes résistantes alors que bwr3-8, détecté significativement avec le critére CSH

interviendrait plutét au niveau des étages inférieurs de la tige.

L'instabilité de Pexpression des QTLs et du niveau de résistance observé en fonction de la saison et donc des
conditions eavironnementales souligne la nécessité de conduire des tests en différents environnements pour

étudier la stabilité géographique et climatique de la résistance de Ja tomate 4 la race 3 de R. solanacearnm.

Dans notre travail nous avons été surpris de ne pas mettre en évidence de QTL spécifique de la race 3. Nous

nous attendions 3 trouver une spécificité des QTLs selon la race ou le biovar de R. solanacearum. La
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comparaison des QTLs impliqués dans Ia résistance 2 différentes souches de R. salanacearm nous a cependant
amené 3 émettre des hypothéses relatives 3 la spécificité des QTLs en fonction du phylotype de la souche :

e  Bwr3-6 et bw3-8 sont des QTLs généralistes respectivement 3 effets majeur et mineur;

o Bw3-3 et bw3-4, actifs contre les souches GMI8217 et JT516, sont spécifiques du phylotype I ;

e Bw3-12 est probablement spécifique de la souche Pss4 et donc spécifique du phylotype I, bien que ce
QTL soit putatif avec la souche de r3bv2pIl.

Ainsi, les interactions génétiques tomate/R. solaruearum semblent étre plus proches pour des souches
appartenant 3 un méme phylotype. Le nombre, la localisation et l'effet des QTLs sont probablement plus liés

3 la nouvelle classification phylotypique [118] qu'aux classifications traditionnelles basées sur la race et le

biovar.
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Partie 2. Validation de la spécificité phylotypique des QTLs de
résistance au flétrissement bactérien dans une descendance

Fg testée avec des souches réunionnaises

Objectifs

Les travaux réalisés dans la 1 partie de ce chapitre ont permis de cartographier les QTLs de résistance 3 la
race 3 (r3bv2pll) de R. solanaearvm La comparaison de la position des QTLs de résistance a la souche de
r3bv2pll avec celle des QTLs de résistance aux souches de race 1 (r1bv3pI et r1bvipll) cartographiés sur la
méme population a révélé Pexistence de QTLs 4 large spectre d’action et de QTLs spécifiques de chacun des
phylotypes considérés. Des QTLs impliqués spécifiquement dans la limitation de la colonisation bactérienne
de la race 3 ont également été détectés. Des études similaires utilisant le critére de colonisation bactérienne

n’ayant pas été réalisées avec les souches de race 1, les comparaisons sont impossibles.

Jusqu’3 ce jour, tous les travaux de cartographie des QTLs de résistance au flétrissement bactérien chez la
tomate ont été réalisés sur des descendances F; et Fs. Des lignées recombinantes (LR) issues de 7 générations
d'autofécondation i partir de I'hybride F; du croisement entre Hawaii 7996 x VWa700 sont actuellement
disponibles. L'emploi de LR présente de nombreux avantages pour la cartographie de QTLs (augmentation de
la précision des estimations de la variance génétique dans des essais multi-environnement, population de
cartographie permanente dans laquelle 'homozygotie est souvent atteinte, gain d'efficacité) [55, 141]. Ce
matériel apparalt donc particuliérement intéressant pour poursuivre la recherche de relation entre les
phylotypes de R. solanacearum et les régions génomiques impliquées dans la résistance au flétrissement

bactérien.
Le travail développé dans cette partie a été conduit en vue de répondre a plusieurs questions :

o Les QTLs de résistance i la souche de rlbv3pl originaire de Taiwan s’expriment- ils aussi avec les
souches réunionnaises de rlbv3pl ?

e La spécificité phylotypique de certains QTLs est-elle vérifiée avec les souches réunionnaises de r1bv3pl
et de ribv1pll ?
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o Les QTLs spécifiques de la colonisation bactérienne sont-ils aussi impliqués dans la résistance aux

souches de race 1?

Matériels et méthodes

Evaluations phénotypiques

Matériel végétal

Les 107 familles F; ont été générées i partir de lhybride F entre L. esadentum var. ersiforme cv. Hawail 7996
(partiellement résistant) et L. pinmpinellifolium cv. Wva700 (sensible). Ces familles ont été fabriquées a partir des
familles F; testées dans la 1ée partie de ce chapitre, et ont été fournies par TAVRDC de Taiwan. Les graines
ont été semées en serre dans des plaques de semis 3 godets individuels contenant un mélange tourbe-terreau
(1:2). Les lignées parentales, les hybrides Fi, et le témoin sensible, L. esadertum var. ersiforme cv. Roma

(Vilmorin, France) ont été inclus dans chaque essai (30 plantes par génotype).

Souches bactériennes

Pour les tests de résistance 3 la race 3 de R. salama@arum, la souche JT516 de r3bv2pll [118, 281, 303, 304],
employée pour les tests réalisés sur la descendance Fs, a été choisie. La souche JT519 isolée de Pelargoraum
aspernum, et représentative des souches de r1bv3pl a été utlisée pour les tests de résistance a la race 1 [118,
281, 303, 304]. Les suspensions bactériennes ont été préparées dans un tampon Tris/HO (0,01M) a pH 7,2
(Sigma, St Louis, USA) et ajustées & l'aide d'un spectrophotométre. 4 108 ufc/ml (DOgoonm= 0,210 pour la
souche de race 1 et DOgoonm= 0,125 pour la souche de race 3). Ces suspensions ont ensuite été diluées dans le

méme tampon pour obtenir une concentration de 107 ufc/ml.




Tableau 3.3. Liste des sondes RFLP utilisées dans cette étude

Sonde Chromosome Caractéristiques Enzyme Résultats
GP504 2 ADN génomique de pomme de terre EcoRI Illisible

CP6 3 ADNCc de pomme de terre Taql Monomorphe
TGS515 3 ADN génomique de tomate Bgl2 Polymorphe
CD73 4 ADNCc de cellules de feuilles de tomate Scal Illisible
TG464 4 ADN génomique de tomate Bgl2 Illisible
TG178 6 ADN génomique de tomate EcoRI Polymorphe
TG232 6 ADN génomique de tomate Scal Illisible
TG118 6 ADN génomique de tomate EcoRV Polymorphe
TG153 6 ADN génomique de tomate Bgl2 Polymorphe
CP18 6 ADNCc de pomme de terre EcoRV Monomorphe
TG73 6 ADN génomique de tomate Asp700 Illisible
TG240 6 ADN génomique de tomate Taql Illisible
CD40 8 ADNc de cellules de feuilles de tomate Asp700 Illisible
TG564 12 ADN génomique de tomate BamH1 Polymorphe
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Inoculation

Les tests de résistance ont été conduits durant I'année 2003 en serre sur la station Ligne Paradis du CIRAD de
St Pierre 3 la saison chaude (20-30°C) pour la souche de race 1 et 4 la saison froide (15-25°C) pour la souche
de race 3. Pour chaque souche, deux répétitions indépendantes incluant chacune 10 plantes par famille F; ont
é1é réalisées. Les plantes ont été inoculées au stade de 6-8 feuilles par immersion du systéme racinaire durant
30 minutes dans 300 ml de suspension bactérienne [411]. Les plantes, individuellement numérotées, ont été

transplantées dans des pots en plastique de 8 cm de diamétre et placées en serre selon un dispositif aléatoire.

Notation des symptomes

L'évolution des symptdmes de flétrissement a été notée deux fois par semaine depuis le 7ém jai jusqu'au 28¢me
jai selon Iéchelle suivante : O=pas de symptOme, 1=au moins une feuille flétrie, 2 =plante totalement flétrie.
Chaque plante a été classée flétrie (notes 1 et 2) ou saine (note 0) pour le calcul du pourcentage de
flétrissement de chaque famille aux différentes dates (PFy). Dans le but de prendre en compte l'évolution des
symptSmes, laire sous la courbe de progression des symptomes (AUSPC) a été déterminée selon la méme
formule que précédemment (Partie 1 de ce chapitre). La colonisation bactérienne a été évaluée dans les racines
(CSR) et hypocotyle (CSH) des plantes sans symptome considérées comme résistantes (note 0) a 28 jai, selon

la méme approche que celle décrite dans la 1¢= partie de ce chapitre.

Marquage moléculaire

Les extractions d'ADN, la préparation des Southern blot et des sondes, les hybridations, et le marquage
RAPD ont été réalisés selon le protocole décrit par Lefebvre et al. [229] et son détaillés en Annexes 3 4 et 5.
Les sondes d'ADN génomique et d'ADNc de tomate (nommées TG pour 'ADN génomique, CD et CT pour
'ADNC) et de pomme de terre (nommées GP pour IADN génomique) ont été fournies par S. D. Tanksley et
M. M. Kyle (Cornell University, Ithaca, N'Y). L'amorce RAPD K4 (amorce n°4 du kit 4) nous a été procurée
par Operon Technologies. Pour cette étude, Idéal aurait éwé de cartographier sur la descendance Fs tous les
marqueurs de la carte Fy, mais par manque de temps, nous avons choisi de positionner sur la descendance F,
uniquement les marqueurs liés & chacun des QTLs de résistance au flétrissement  bactérien dans la

descendance F; issue du méme croisement. La liste des sondes est donnée dans le Tableau 3.3.
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Figure 3.2. Evolution du pourcentage de flétrissement en fonction du temps pour les lignées
parentales (Hawaii 7996 et Wva700), les hybrides F1 (F1) et le témoin sensible (Roma)
inoculés avec les souches réunionnaises de race 1 (JT519, r1bv3pl) et de race 3 (JT516,
r3bv2pll)
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Le logiciel MAPMAKER (version 3.0b) [220] a été wtilisé pour rechercher les liaisons entre marqueurs avec
un LOD score minimum de 3 et un maximum de fraction de recombinaison de 0,5. Les distances entre

marqueurs ont été calculées avec la fonction de Haldane.

Analyse statistique des données

Les analyses statistiques des données phénotypiques ont été réalisées avec le logiciel SAS (SAS, v8.2, SAS
Institute, Cary, NG, USA). Pour la résistance 3 la race 1 et 4 la race 3, la détection des QTLs a été conduite sur
trois types de critéres : le pourcentage de flétrissement (PFp), IAUSPC et les notes de colonisation (CSR,
CSH). Les moyennes de chaque critére de résistance ont été estimées pour chaque famille Fs par la procédure
LS MEANS. Les coefficients d'aplatissement et de Kurtosis des distributions phénotypiques de chaque critére
ont &té testés. La normalité a été estimée selon le test-W de Shapiro et Wilk [346], sur les valeurs des critéres
et également sur les résidus, en wtilisant la procédure UNIVARIATE. La normalité des pourcentages de
flétrissement a été améliorée par une transformation du type:y, = arcsinm +100). Les données et
résidus des AUSPC et des notes de colonisation sont proches de la normalité mais les transformations testées
(log, arcsinus, racine) n'augmentent pas la normalité. Les données brutes ont donc été utilisées pour les
différentes analyses. Les composantes de la variance phénotypique ont été estimées en exécutant, pour chaque
critére, une analyse de variance sur la moyenne de chaque critére par famille Fs, en utilisant la procédure
GLM. Lhéritabilité au sens large a ensuite été calculée selon la formule de Hallaver et Miranda [163]:
h =0} / [(0': + (o‘e2 / n)] ol n=nombre de répétitions indépendantes, o} =varance génétique, et
o7 =variance environnementale. Les coefficients de corrélations phénotypiques entre les différents critéres de

résistance ont été déterminés par la procédure CORR en utilisant les coefficients de Pearson.

Détection de QTLs

Pour identifier les marqueurs associés 3 la résistance aux souches de race 1 et de race 3, les marqueurs et les
données phénotypiques de chaque critére de résistance ont été analysés par une ANOVA 2 un facteur, en
utilisant la procédure GLM du logiciel SAS. Un seuil de signification de P < 0,05 a été employe. Les effets des
QTLs ont été estimés par le pourcentage de variation phénotypique expliquée par le QTL, correspondant au
coefficient de détermination donné par 'ANOVA (R?).
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Figure 3.3. Distributions des familles F8 pour les critéres de résistance AUSPC, CSR et CSH

évaluées avec les souches JT519 (r1bv3pll) et JT516 (r3bv2pll). Note: H96 et WVa indiquent les
moyennes des valeurs parentales.
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Résultats et discussion

Evaluations phénotypigues

L'homogénéité entre les deux répétitions pour les tests réalisés avec la race 1 et la race 3 a été testée par une
ANOVA. Avec la race 1, l'effet famille est significatif (o0 =0,05) alors que l'effet répétition est non significatif.
En revanche, pour les inoculations avec la race 3, les effets famille et répétition sont significatifs, avec l'effet
répétition supérieur 3 l'effet famille. Ce résultat est probablement lié au fait qu'un des tests avec la race 3 a été
fortement perturbé par une attaque de mildiou. Les analyses suivantes ont donc été réalisées sur les valeurs

moyennes des deux tests pour la race 1, et sur les valeurs d'un seul test pour la race 3.

La progression des symptdmes de flétrissement sur les lignées parentales, les hybrides F; et le témoin sensible,
est illustrée sur la Figure 3.2. La résistance de L. esadertson cv. Hawaii 7996 aux souches réunionnaises de race
1 et de race 3 est confirmée avec respectivement 0% et 20% de plantes flétries 3 28 jai. Sur les génotypes
sensibles, L. pimpinellifolium cv. WVa700 et L. esadentum cv. Roma, les symptdmes apparaissent avant 8 jai et
entre 12 et 19 jai respectivement avec les souches de race 1 et de race 3. Les symptomes de flétrissement
évoluent trés rapidement puis se stabilisent aprés 20 jai. Les génotypes sensibles WVa700 et Roma sont trés
sensibles aux deux races, comme en témoignent les pourcentages de flétrissement 4 28 jai (respectivement
90% 1. 80% et 100% w. 95%). Les hybrides F; sont beaucoup plus sensibles 2 la race 3 qu'a la race 1 (60% 1.
0%). La comparaison des pourcentages de flétrissement des hybrides F; avec ceux des parents suggeére que la
résistance 3 la race 1 est de type dominant alors que la résistance 3 la race 3 serait plutdt de type dominant

incomplet.

La Figure 3.3 montre les distributions des familles Fs et les valeurs parentales moyennes pour les critéres de
résistance AUSPC, CSR et CSH. Pour tous ces critéres, une distribution continue normale entre les parents a
été observeée, confirmant les bases génétiques complexes de la résistance aux races 1 et 3, sauf pour 'AUSPC
avec la race 1; pour ce critére, de nombreuses familles ont des valeurs proches de celle du parent résistant.
Pour les critéres de colonisation par la souche de race 3, les distributions des familles Fs sont centrées autour
du parent sensible. Les distributions, ainsi que les valeurs moyennes des parents, de la descendance F; de tous
les critéres de résistance (PF, AUSPC, CS) montrent que les tests avec la souche de race 3 sont beaucoup plus
sévéres qu'avec la souche de race 1, suggérant que la race 3 est plus agressive que la race 1 (Tableau 3.4). Pour

les tests avec la race 1, I'héritabilité au sens large varie de 0,88 3 0,95 selon le critére, indiquant que la plupart



Tableau 3.4. Variation du pourcentage de plants flétris en fonction du nombre de jours
apres inoculation (PFjai), valeurs de I'aire sous la courbe de progression des symptOmes
(AUSPQ) et, des indices de colonisation bactérienne évaluée dans les racines (CSR) et
Ihypocotyle (CSH). Les moyennes des lignées parentales (H96=Hawaii 7996.;
WVa=WVa700), des hybrides F1 (F1) et du témoin sensible (Roma) sont detaillées. Les
familles Fs dérivées du croisement entre Hawaii 7996 et WVa700, sont décrites par la
moyenne, la déviation standard (DS), le rang de variation, et par les composantes de la
variance et les héritabilités calculées parmi les familles.

Critére Parents, F1 et témoins Population F8 .
H9% Wva Fl  Roma Moy(DS)  Rang ¢: & kK

Souche JT519. ribv3pl

PF7 0 45 0 75 7(13,29) 0-80 0,29 0,08 0,88

PF10 0 65 0 85 11 (18,04) 0-100 0,51 0,09 0,92

PF14 0 75 0 85 13 (19,56) 0-100 0,57 0,10 0,92

PF17 0 80 0 85 14 (21,26) 0-100 0,64 0,11 0,92

PF21 0 80 0 90 17 (22,59) 0-100 0,73 0,10 0,93

PF28 0 80 0 95 21 (25,93) 0-100 0,96 0,10 0,95

auspc 0,00 17,15 0,00 20,95 3,30 (4,67) 0-22,5 34,71 4,38 0,94

csr 2,80 3,90 3,15 398 3,32(0,43) 2,0-4,7 0,25 0,06 0,89

csh 0,69 3,53 0,55 3,95 1,62 (1,14) 0-4 2,14 0,22 0,95

Souche JT516, r3bv2pll

PF8 0 0 0 30 2(3,92) 0-20

PF12 0 0 20 70 11(11,48) 0-50

PF15 0 30 30 90 26 (17,86) 0-90

PF19 10 70 50 100 50 (20,50) 0-100

PF22 10 80 60 100 62 (19,34) 20-100

PF25 20 90 60 100 70 (19,36) 20-100 s

PF28 20 90 60 100 76 (18,33) 20-100 R

auspc 1,60 10,45 8,60 1885 8,57 (2,88) 2,85-16,85

csr 2,75 4,00 3,90 4,00 3,78 (0,19) 2,95-4,00 .

csh 1,65 4,00 3,75 4,00 3,59(0,37) 2,25-4,00

*6l, 07 = Estimation de la variance génotypique et de la variance environnementale, respectivernent. Toutes
les variances sont significatives 2 P<0,001, sauf les variances pour PF10 et PF14 i la saison chaude qui sont
significatives 4 P<0,05.

b h? = Héritabilité au sens large au niveau du schéma expérimental.
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1

de la variation phénotypique observée résulte de facteurs génétiques. Cette valeur n'a pas été calculée pour

race 3 car un seul test a été pris en compte.

Correlations entre critéres de résistance

Les corrélations phénotypiques entre les différents critéres de résistance PFjai, AUSPC, CSR et CSH évaluées
pour la résistance aux races 1 et 3, ont été analysées dans la population Fy (Tableaux 3.5 et 3.6). Pour la race 1,
tous les critéres de résistance sont significativement corrélés les uns aux autres (avec des valeurs positives
comprises entre 0,50 et 0,98 et P<0.0001) suggérant que de nombreux facteurs génétiques sont communs.
Pour la race 3, les coefficients de corrélation varient de 0,16 4 0,93 ; ils sont trés faibles entre les pourcentages
de flétrissement au début de linfection et les autres critéres, suggérant que les facteurs impliqués dans la

résistance sont différents.

Marquage moléculaire

Nous avons choisi de cartographier sur la population Fs tous les marqueurs délimitant la position la plus
probable de chaque QTL de résistance au flétrissement bactérien dans la population F; issue du méme
croisement [247, 372, 373, 400]. Dans nos conditions expérimentales, certains marqueurs n'ont pas révélé de
polymorphisme entre les parents et 3 lintédeur de la population Fs, et certaines enzymes n'ont permis de
digérer les ADN que de maniére partielle (Tableau 3.3). Les 107 familles Fs ont donc été finalement analysées
sur la base de cinq marqueurs RFLP et un marqueur RAPD. Ces marqueurs sont localisés dans la population
F; sur les chromosomes 3 (TG515), 6 (TG178, TG118, TG153) et 12 (TG564). Le marqueur K4 a été assigné
par MAPMAKER sur le chromosome 6 4 une distance de 34,8 cM de TG153 sur la population Fs. La
position de l'unique marqueur polymorphe révélé avec cette amorce est différente des positions des
marqueurs (chromosomes 3, 4, 12 et bras court du chromosome 6) obtenues pour K4 par Wang ez . [400]
sur la descendance Fa. Ceci confirme la délicate transférabilité des marqueurs RAPD entre différents
laboratoires. Les régions des chromosomes 2, 4, 8, 10 et 11 ot ont été détectés des QTLs de résistance au
flétrissement bactérien sur la descendance Fs ne seront donc pas prises en compte pour la cartographie des

QTLs sur la descendance Fs.



Tableau 3.5. Coefficients de corrélation phénotypique de Pearson estimés dans la
population Fg pour les tests de résistance a la souche JT519 (r1bv3pl). Toutes les
corrélations sont significatives & P <104

PFI0 _ PFI4 PF17 PF21 PF28 AUSPC CSR CSH
PF7 0,89 0,84 0,82 0,80 0,73 0,87 0,50 0,61
PF10 0,97 0,95 0,92 0,86 0,97 0,60 0,73
PF14 0,98 0,95 0,90 0,98 0,63 0,78
PF17 0,97 0,92 0,98 0,65 0,81
PF21 0,96 0,98 0,68 0,84
PF28 0,95 0,71 0,88
AUSPC 0,67 0,83
CSR 0,78

Tableau 3.6. Coefficients de corrélation phénotypique de Pearson estimés dans la population
Fs pour les tests de résistance a la souche JT516 (r3bv2pll). Toutes les corrélations sont
significatives 4 P <104 sauf entre PF8 et toutes les autres dates (P varie de 0,1 4 3.104) et entre
PF12 et CSR et CSH (P=103 et P=2.10+)

PF12 PF15 PF19 PF22 PF25 PF28 AUSPC CSR CSH
PF8 0,40 0,27 0,21 0,22 0,16 0,16 0,34 0,17 0,20
PF12 0,67 0,47 0,44 0,44 0,38 0,67 0,31 0,36
PF15 0,66 0,59 0,52 0,42 0,80 0,41 0,42
PF19 0,84 0,75 0,69 091 0,60 0,63
PF22 0,90 0,80 0,91 0,67 0,73
PF25 0,93 - 0,88 0,76 0,82
PF28 0,80 0,81 0,88
AUSPC 0,69 0,74

CSR 0,88
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Marqueurs associés a la résistance aux souches JT516 et JT519

L'association des marqueurs 4 la résistance aux souches réunionnaises JT519 de r1bv3pl et JT516 de r3bv2pll
a été testée par une ANOVA (Tableau 3.7). Comme 'ANOVA ne permet la détermination de la position
précise du QTL, et par la méme de distinguer la présence d'un ou plusieurs QTLs dans une méme région
génomique, un seul QTL a été déclaré quand différents marqueurs étaient associés au critére de résistance. Le
QTL a été positionné 4 proximité du marqueur qui avait le R? le plus élevé. Les trois régions génomiques
testées sont impliquées dans la résistance au flétrissement bactérien: le QTL sur le chromosome 6 est
commun aux deux souches testées, le QTL sur le chromosome 3 est spécifique de la souche de r3bv2pII alors
que celui sur le chromosome 12 est spécifique de la souche de r1bv3pl. Les alléles favorables des trois QTLs

proviennent du parent résistant.

L'héritabilité au sens large est trés élevée (0,88 4 0,95) par rapport a la part de variation expliquée par la
somme de tous les QTLs de résistance 2 la race 1 (23 2 41%). Une part importante de la variation
phénotypique observée demeure inexpliquée par les facteurs génétiques détectés. Ceci résulte probablement
du fait que seules trois régions génomiques ont été marquées dans la population Fs, empéchant la détection
d'association entre la résistance et les chromosomes 2, 4, 8, 10 et 11 impliqués dans la résistance aux souches
Pss4 (r1bv3pl), GMI8217 (r1bv1pll) et JT516 (:3bv2pll) dans la population Fs du méme croisement. 11 est,
de plus, possible que de nouvelles régions du génome, non marquées, soient aussi impliquées dans la

résistance.

Le QTL a effet le plus important sur la résistance 2 la souche JT519 de rlbv3pl a été détecté sur le
chromosome 6 2 proximité du marqueur TG153 pour PF7, PF10 et CSR, et sur le chromosome 12 pour tous
les autres critéres de résistance. L'analyse en fonction du temps montre que les deux QTLs sont
significativement détectés dés 7 jai et leur effet sur la résistance est au maximum des 10 jai pour le QTL du
chromosome 6, et 14 jai pour celui du chromosome 12. Ces deux QTLs sont impliqués dans la résistance aux

différentes dates.

Le QTL i effet le plus important sur la résistance a la souche JT516 de r3bv2plIl a été détecté sur le
chromosome 3 pour PF15, PF19, PF22 et AUSPC, et sur le chromosome 6 pour PF12, PF25, PF28, CSR et
CSH. La position la plus probable du QTL sur le chromosome 6 varie d'un critére 4 l'autre. Cette observation
n'exclu pas I'hypothése de I'existence de deux QTLs de résistance 2 la souche de r3bv2plIl comme cela a été

observé dans la résistance i une souche de race 1 appartenant au méme phylotype (GMI8217, r1bv1pll,



(%) UOLBUTULIAIZP 3P JUSIDYJS0D) p - MIqBQO1d , * manbrey , ! awosowoy)

(2% ) 8 O B T L6l YT vT'8 01T 819 LO0IL'E S'S LO0I'S S89 L0197 9

€L LO1TT 96°L L0191 OI'8 LOIEl L6€T ,O0I'v €96 OUt'S +0'6 oO1'9°L 8L6 OIS ™ TOESIDL 9

LL'S LOUL'Y 189 01'9CT 80'9 ,0I't LL9 ,Ol'LT 89 ,0I'9C ™ ' 8IIDL 9

£6°S L0196 €L LO1TT 166 LO1I'9F €L°6 OU'l'S 60°01 (OI'TY 6¥S LOlI's 79 019 8LIDL 9

0S'S LOI'F'S 09% OI'6® 6IEL ,OI'L 6v'9 LOUI't 956  OI'L'S PSUT OI'ST LLTT OU'9l. 888 O1'€E'8 [Z'S ,0[€9 SISDL ¢

ol P4 ot t -4 A P 4 o petl o nd >4 -4 P4 ¥ P e | P4 PW 19D
HSD : o) 2dsnyv 874d sTAd wad 614d Stad Tad

00ZEAM 1° 966/ TTEAEL] 11U JUAWISIOID np Insst 8] uonemdod
e suep ([1dzaqes) 91GL[ syonos e ¢ 2duelsIsy 9P sAAUD Xne soosse smanbrew sa] snod senbuigwiorq sangurered °g'¢ neajqey

(%) UOHBUIULIAIPP S JUSIOYS0)) p - AIqEqoid , * Inonbrepy , ¢ swosowoly)

L9'vT »01> €561 »OI>  SL'ST »+OI's  0t'6l ,01> €€'61 yOI>  TT'61 y0I>  1T81 yOI'T TTPE LO1°T'T LLOT OI'1'S +9SDL T
syl +OI'E €5°0T 01> €871 ,0I'S  SEPI yOL'E TEDT yOU'E  TLPL »wOLre  60°St yOI'T 09°ST 0101 8€71 Ol ESIDL 9
Ll SOUT SE01  LOI'V'E  SL'6 OISV #L'YI yOI'T STTL LO1'HT 96Tl +016 STl ¢Ol'T €E°TE (O1'6°1 6L LOI'tV'T 8IIDL 9

819 019 859 LO0I'6T +#I'L ,OI'T 7T0%6 OL'EL 6+'8 0166 8L'8 .0I'F'8 +8°8 ,OI'l'S 669 L01€T “O8LIDL 9
% o (24 od vl od el d 22 £ 2 e 24 A el A 22 A P 1D
HSD uasd 2dsnv 87dd 174d L1ad y1ad 014d Lid

00LEAMN. 3° 966/ TTeAEL] 313U JUAUIISIOND Np ansst 8,] uonemdod
e suep (1dgaqri) 61GLf 9Yyonos e[ & S0UEISISAI 9P SAWLI xne sosse smonbrewr s3] mod ssnbuigwiolq sangurereg /¢ neajqe],




CHAPITRE 3 : Analyse Génétique 106

[247]). Le QTL du chromosome 6 est détecté dés 12 jai, et a l'effet le plus fort sur la résistance & partir de 19
jai jusqu'a 28 jai. Le QTL du chromosome 3 est détecté significativement 2 partir de 15 jai et est a son
maximum i 19 et 22 jai. Comme cela a été observé dans Ia population Fs, ce QTL est seulement putatif avec

les critéres de colonisation.

En considérant uniquement la résistance 2 la souche réunionnaise de r3bv2pll, la variation phénotypique
expliquée par le QTL du chromosome 6 est, d'une maniére générale, beaucoup plus faible dans la population
Fs que dans la population Fs. Par ailleurs, le QTL sur le chromosome 3 a un effet aussi important que celui du
chromosome 6 dans la population Fs, alors que ce dernier représente le QTL 4 effet majeur dans la
population Fs. Dans les populations LR, les estimations du pourcentage de variation phénotypique observée
expliquée par les QTLs incluent seulement les effets additifs, 4 la différence de ceux mesurtés dans les
populations Fs qui prennent aussi en compte les effets non-additifs {141]. Ceci explique certainement les

différences entre les populations F; et Fs notées sur les pourcentages de variation phénotypique expliquée pat

les QTLs.

Etant donné que nous n'avons pas positionné de marqueur sur le chromosome 4 dans la population Fg, ou un
QTL fortement impliqué dans la limitation de la colonisation bactérienne par la souche de r3bv2pll a éwe
détecté sur la descendance Fs (Partie 1 de ce chapitre), il nous a été impossible de voir si ce QTL était ausst
impliqué dans la limitation de la colonisation bactérienne par la souche réunionnaise de ribv3pl. Pour
détecter éventuellement un QTL spécifique de ce critére avec les souches de r1bv3pl, il serait intéressant de
cartographier sur la population Fy tous les marqueurs RFLP et RAPD qui ont été positionnés sur la

population F; issue du méme croisement.

Conclusion

Ces travaux de cartographie des QTLs impliqués dans la résistance aux souches réunionnaises de r1bv3pl et
13bv2pll, bien quils soient encore incomplets, confirment plusieurs hypothéses émises dans le chapitre

précédent :

e le QTL du chromosome 6 est un QTL généraliste de résistance au flétrissement bactérien, impliqué dans

la résistance aux souches de phylotypes I (t1bv3pl) et II (r1bv1pll et r3bv2pll) ;

¢ le QTL du chromosome 3 est spécifique des souches de phylotype II ;
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e le QTL du chromosome 12 est spécifique des souches de phylotype I ;

Par ailleurs, lévaluation de la résistance aux souches réunionnaises JT519 et JT516, respectivement
représentatives des souches de r1bv3pl et r3bv2pll de R. soanucezrum selon la méme méthode d'inoculation,
en utilisant la méme population Fs, a permis de confirmer la forte agressivité de la race 3 sur la tomate par

rapport a la race 1.



DISCUSSION GENERALE

ET PERSPECTIVES
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Discussion générale et perspectives

Des progrés considérables ont été réalisés ces derniéres années en terme de connaissance de la variabilité de
R. solanacearum, d'identification des déterminants de son pouvoir pathogéne et de compréhension des
mécanismes de la pathogenése. Ces études ont montré que l'espéce R. solanacearum présente une trés grande
diversité phénotypique, génétique et de pathogénicité, et que des événements de microévolution, ie
changements génétiques mineurs se produisant pendant une période courte, sont parfois observés. A titre
d'exemple, de nouvelles souches de r2bvipIl connues pour étre uniquement pathogénes du bananier, ont
récemment causé des épidémies sur Cucurbitacées en Martinique [407]. Par ailleurs, l'augmentation des
échanges internationaux a entrainé un accroissement du risque de dissémination de la bactérie au niveau
mondial, et favorisé Pémergence de la maladie dans des régions encore non contaminées. Ce contexte
épidémiologique complexe, associant dissémination facilitée de 'agent pathogéne et capacité de ce dernier 3
évoluer parfois rapidement, nécessite la mise en place d’une lutte intégrée dont les pivots seront le diagnostic
précoce de la bactérie, I'épidémio-surveillance de la maladie, et la lutte génétique. Ce demnier point nécessite
lidentification de sources de résistance et 'amélioration de la connaissance des bases génétiques des

mécanismes de résistance 3 R. sdlanacarum.

Chez la tomate, des génotypes résistants 2 différentes souches de race 1 (r1bv3pl, ribv4pl et r1bvipll) ont
e identifiés et largement exploités dans des programmes de sélection 3 travers le monde. La résistance est de
nature polygénique et des travaux de cartographie de QTLs ont été conduits dans deux fonds génétiques [80,
372, 373, 399). Des QTLs impliqués dans la résistance 4 différentes souches de race 1 ainsi que des QTLs
souche-spécifiques ont été mis en évidence. Cependant, d'importantes fluctuations des niveaux de résistance
ont été observées selon les sites géographiques [167, 399]. Des génotypes présentant des niveaux de résistance
éleves dans certains sites peuvent étre partiellement résistants voire méme sensibles dans d'autres lieux [167,
308]. Si la physiologie de la plante [170, 263] et les conditions agro-pédo-climatiques [52, 170] sont
responsables d'une part de la variation observée, la variabilité de l'agressivité des souches joue également un
rOle critique dans les fluctuations de l'expression de la résistance 3 la race 1 de R solanuearum[126, 214, 243,

309}, et par conséquent, complique la lutte contre le flétrissement bactérien.

Les souches de race 3 (r3bv2pll), capables d’exprimer un pouvoir pathogéne a des températures variant de 15

a 30°C [126, 281] peuvent représenter une menace pour les cultures de pomme de terre et de tomate en
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1

régions tempérées. L'hypothése d’une agressivité des souches de race 3 plus élevée que celle de race 1 a été
proposée pour expliquer la capacité des souches de race 3 3 induire des symptmes de flétrissement bactérien
3 des températures basses (de Pordre de 15°C) [126). Chez la pomme de terre, ces souches de race 3 sont
responsables de la maladie de la pourriture brune [187]. Depuis une quinzaine d'années, les dégits importants
causés en Europe du Nord sur de nombreuses cultures de pomme de tetre ont entrainé la mise en place de
plusieurs programmes de recherche sur le pathosysttme pomme de terre/race 3 et différentes sources de
résistance sont maintenant disponibles et utilisables en sélection [123, 125, 126, 187]. Ces demieres années,
des foyers de flétrissement de la tomate causés par des souches de race 3 (r3bv2pll) ont été observés dans les
hauts' de la Réunion et en Afrique du Sud [107, 281], et pour la premiére fois, des souches de race 3 ont été
accidentellement introduites, 4 deux reprises, dans certains états des Etats-Unis et interceptées [211, 408]. En
dépit du risque potentiel que représente le développement d’épidémies sur tomate, le criblage des ressources
génétiques de tomate pour la recherche d’une source de résistance 2 la race 3, et I'analyse génétique de la
résistance n'ont pas été rapportés A ce jour. Les travaux présentés dans ce manuscrit ont été engagés afin
d’érudier les bases génétiques de la résistance au flétrissement bactérien causé par la race 3 de R. solanaearum

chez la tomate.

Ces travaux ouvrent des perspectives de recherche i court terme et 3 long terme. Dans un proche avenir,
nous pourrions améliorer les méthodes d’inoculation, poursuivre le criblage des ressources génétiques,
augmenter la puissance de détection des QTLs, et approfondir les connaissances concernant la colonisation
bactérienne. A plus long terme, il semble intéressant de mettre en place des travaux de caractérisation
moléculaire et fonctionnelle des QTLs, et de renforcer les connaissances concernant les interactions entre les
QTLs de résistance identifiés et la diversité génétique de l'agent pathogéne. L’ensemble de ces travaux

pourrait contribuer 2 la mise en place d’une stratégie de gestion durable des résistances 3 R. sdanearum
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1. PERSPECTIVES A COURT TERME

1.1. Méthode d’inoculation

Pour tous les tests d'évaluation de la résistance, nous avons choisi, parmi les méthodes d'inoculation
disponibles, la méthode d'inoculation par immersion du systéme racinaire dans une suspension bactérienne,
sans occasionner de blessures autres que celles provenant du dépotage des plantes. A la différence des
inoculations de la tige ou du pétiole, cette méthode a I'avantage de mimer le mode naturel de pénétration
bactérienne et de procurer une inoculation homogene. Cependant, la méthode d'inoculation par immersion du
systéme racinaire présente l'inconvénient d'étre laborieuse et longue. Par ailleurs, la réalisation des tests en
serre ne garantit pas une parfaite protection phytosanitaire contre l'attaque d'autres agents pathogénes de la
tomate. Ainsi, les dégits occasionnés par une épidémie de mildiou apres le passage d'un cyclone, nous a fait
perdre la totalité d'un essai de plus de 3000 plantes. Ces difficultés d’ordre méthodologique soulignent la
nécessité de disposer d'un test d’évaluation phénotypique qui soit fiable, homogéne et plus rapide, afin de
permettre un criblage 2 haut débit des descendances. L'inoculation in wiro serait idéale, étant donné les
avantages potentiels offerts par cette méthode: homogénéité entre les tests, conditions entiérement
controlées, conditions aseptiques, simplicité opérationnelle, espace minimal et frais moindres. Dans cet
objectif, au début de mon travail de thése, j’ai testé les deux méthodes d'inoculation 7# vt couramment
employées pour Pévaluation de la résistance de la pomme de terre 2 R. solanacearum (dépét d'une suspension
bactérienne sur un milieu gélosé incliné, et immersion du systéme racinaire dans la suspension) [123]. Ces
méthodes se sont avérées trop sévéres pour la tomate, et n'ont pas permis de discriminer les génotypes
sensibles des génotypes résistants. Nous avons cherché a apporter des améliorations par différents moyens :
diminution de la concentration de l'inoculum, modifications des milieux de culture, augmentation de l'espace
pour la plante, inoculation par pincement des racines, par dépot d'une goutte de suspension dans la gélose.
Toutes ces méthodes ont entrainé P'apparition rapide de symptomes de flétrissement sur les génotypes de
tomate qu’ils soient sensibles ou résistants. Ces résultats ne sont pas encourageants mais ces travaux méritent
d'étre poursuivis en vue de trouver une méthode d'inoculation iz vifro applicable a tous les travaux de
cartographie et de caractérisation structurelle et fonctionnelle des QTLs de résistance au flétrissement
bactérien chez la tomate. Il faudrait notamment essayer la méthode d’inoculation ## % employée avec succés

pour I'étude microscopique de l'infection de la tomate par des souches de race 1 [335, 393]. Cette méthode
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consiste 3 faire germer les graines désinfectées, dans un tube large (3 cm de diameétre et 20 cm de long), sur
une grille en acier inoxydable, suspendue au dessus d’un milieu nutritif liquide (35 ml) auquel on ajoute une

suspension bactérienne trés concentrée (5 mla 5 x 108 ufc/ml) [393].

1.2. Poursuivre le criblage des ressources génétiques

Le fait que seules des sources de résistance partielles aient été identifiées souligne la nécessité de poursuivre
les travaux de recherche d'une source de résistance i la race 3 en évaluant un maximum de ressources
génétiques de tomate, en particulier celles appartenant aux especes sauvages. Ce travail sera facilité dans un
avenir proche par 'acquisition de la core collection des especes sauvages de Lycopersicon sp. du Tomato Genetic
Resources Center de PUC Davis (TGRC, USA) par le réseau francais Ressources Génétiques Solanacées
(RGS). Les évaluations phénotypiques réalisées avec une souche réunionnaise représentative des souches
mondiales de r3bv2plII doivent aussi étre complétées par des études du comportement d'une collection de
Lycopersicon sp. vis-3-vis d’un échantillon de souches de référence représentatives des phylotypes I (r1bv3pl et
r1bvépl), 11 (¢1bv1pll, r3bv2pll, et de r3bv2Tpll) et III (r1bviplll). Ces travaux permettront daffiner les

connaissances sur les spécificités d’interaction existant au sein du pathosystéme tomate/R. solanacearum.

L'évaluation phénotypique que nous avons conduite sur la population F; dérivée du croisement entre Hawaii
7996 (L. esculentum vas. cerasiforme, résistant) et West Virginia 700 (L. pimpinellifolium, sensible) durant deux
saisons différentes a montré que l'expression du niveau de résistance de la tomate 4 la race 3 varie
considérablement avec I'environnement. Ces résultats sont en accord avec les fluctuations de la résistance de
différents génotypes de tomate aux souches de race 1 observées mondialement [399]. Dans les différents
essais, la souche bactérienne employée (JT516, r3bv2pll) et les conditions d'inoculation ont été identiques,
mais les tests réalisés 4 la saison froide (15-25°C) ont été beaucoup plus sévéres que ceux effectués 4 la saison
chaude (20-30°C). Comme Poptimum de température de multiplication in planta des souches de r3bv2pll se
situe vers 25-30°C [282], il semble donc que l'expression de la résistance 4 la race 3 chez la tomate soit
fortement influencée par la température. En chambre climatique, des évaluations du comportement de la
population F; dérivée du croisement entre Hawaii 7996 et WVa700 vis-a-vis de souches de r1bv1plIl ont aussi
1évélé des différences de sévérité entre les tests. Ces différences observées résulteraient d’une variation de
température de Pordre de 4°C [371]. Toutes ces observations soulignent l'importance de réaliser des tests
multi-environnementaux d’une collection de Lycopersicon sp. pour connaitre les fluctuations de I'expression de

la résistance de la tomate au flétrissement bactérien.
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Pour confirmer ou infirmer, en conditions naturelles, I'aptitude des souches de race 3 2 la colonisation des

plantes sans symptome, et la sensibilité générale des Lycopersicon sp., il serait nécessaire de conduire des tests

“phénotypiques dans des parcelles infestées par différentes souches de race 3 (£3bv2pll et £3bv2Tpll), en
différents sites géographiques ou la présence de souches de race 3 a été rapportée, et ot des cultures de
tomate sont conduites. Les pays réunissant ces deux conditions sont nombreux : Costa Rica, Guadeloupe,
Colombie, Pérou, Philippines, Burundi, Egypte, Ethiopie, Kenya, Libye, Réunion, Rwanda, Afrique du Sud,
Tanzanie, Ouganda, Nigeria, Cameroun, France, Gréce, Italie, Portugal et Espagne [107]. Pour Pévaluation
multi-locale d’une collection de Lyegpersicon sp. et de descendances en ségrégation, la mise en place d’un réseaun
d’instituts de recherche dotés de parcelles d’expérimentation est nécessaire. Ce réseau pourrait idéalement étre
composé, par exemple, de la Guadeloupe (INRA-URPV, D. Lafortune et M. Béramis), du Pérou
(International Potato Center, CIP, S. Priou), des Philippines (University of the Philippines Los Banos, C.
Balatero), de la Réunion (Péle de Protection des Plantes, B. Reynaud et J. Dintinger), de PAfrique du Sud
(University of Pretoria, L. Korsten), du Kenya (International Potato Center, Sub-Saharan Africa Region, Z.M.
Kinuya, O.M. Olanya), de 'Ouganda (Makerere University, B. Lemaga), du Cameroun (Institut de Recherche
Agricole pour le Développement, IRAD de Yaounde, G. Mahbou Somo Toukam), de 'Espagne (Instituto
Valenciano de Investigaciones Agrarias, IVIA, M. L6pez) et de la Turquie (Plant Protection Central Research
Institute, M. Ozakman)

1.3. Recherche de QTLs

Le polymorphisme RFLP (6% des couples enzymes/sondes) et RAPD (3-4%) entre les parents (Hawaii 7996
et WVa 700) des descendances étudiées étant faible [372], la cartographie des QTLs a été réalisée sur une carte
constituée de seulement 77 marqueurs. Ce faible polymorphisme rep.résente une des principales limites de ce
travail de dissection génétique de la résistance au flétrissement bactérien. En effet, dans les régions non
marquées, soit 25% du génome, les QTLs de résistance éventuellement présents n’ont pas pu étre détectés.
Pour optimiser la recherche de QTLs et détecter de nouveaux QTLs, la densification de la carte en marqueurs
s'impose. Pour cela, il serait nécessaire de diversifier les marqueurs moléculaires et de recourir notamment 2
des techniques de marquage 4 haut débit permettant de révéler plus de polymorphisme telles que I'AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) et le génotypage basé sur lanalyse de SNP (Sing Nucleoride
Polymorphism) [314, 375]. Pour palier au faible polymorphisme existant entre L. esowlentum var. cerasiforme et L.

pimpinellifolinm, 1l serait également intéressant de développer de nouvelles descendances issues d’un croisement
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plus polymorphe. Dans le criblage pour la résistance 2 la souche de 13bv2pII que nous avons effectué, Hawaii
7996 représente le génotype dont la résistance est la plus élevée ; Hawaii 7996 est donc un bon candidat a
utiliser comme parent résistant. Il faudrait alors choisir un nouveau parent sensible parmi les espéces sauvages
de Lycopersicon sp. autres que L. pimpinellifolium. De nombreux marqueurs RFLP (1030) ont servi 4 établir la
carte RFLP de référence de la tomate sur un croisement interspécifique entre L. esculentum VE36-Tm2a et L.
pennellii LAT16 [367]. Ce croisement a aussi servi a construire une carte moléculaire constituée de 67 RFLP et
1175 AFLP couvrant 1482 cM du génome de la tomate [161]. Dans le criblage de génotypes de Lycopersicon sp.
pour la résistance 4 la race 3, présenté dans le Chapitre 2, les deux accessions de espéce L. pennelli (Clayberg
et LA716) sont trés sensibles 2 la race 3 (100% de flétrissement). L'utilisation de L. penneliii LA716 comme
parent sensible et de L. esculentum vaz. cerasiforme Hawaii 7996 comme parent résistant, semble trés prometteuse
pour la création de nouvelles descendances en ségrégation pour la résistance au flétrissement bactérien, la

construction de cartes moléculaires saturées et donc pour une cartographie précise des QTLs de résistance.

1.4. Colonisation bactérienne

Le critére de résistance pris en compte dans toutes les études d'évaluation et de caractérisation du niveau de
résistance de la tomate au flétrissement bactérien est le pourcentage de flétrissement. Dans la premiére partie
de ce travail, nous avons mis en évidence que les racines et I’hypocotyle des plantes flétries et des plantes
résistantes sans symptomes sont colonisés par la souche de race 3. Ces observations ont par ailleurs été
confirmées sur L. esculentum cv. Moneymaker avec la souche 1609 de r3bv2pllI [392]. Des infections latentes
ont aussi été démontrées dans des génotypes de tomate trés résistants a différentes souches de race 1, e la
bactérie se maintient sans produire de symptome (Hawaii 7996, CRA66) [306]. Chez des Solanacées sauvages
trés résistantes telles que S. forvum [72), S. phureja et S. stenotomum [123] la colonisation des plantes sans
symptome a aussi €té observée avec des souches des races 1 et 3. Des études chez la tomate ont par ailleurs
montré que plus le niveau de résistance est élevé, plus la colonisation bactérienne est restreinte aux étages
inférieurs de la tige [153]. La résistance aux souches de race 1, tout comme aux souches de race 3, n’est donc
pas associée 4 la résistance 4 la pénétration, puis 4 Pinvasion bactérienne des racines, mais plutot i la capacité

de la plante 4 limiter la colonisation dans les tissus vasculaires [148, 150].

Dans I'objectif d'optimiser la dissection génétique de la résistance, plusieurs critéres de résistance tels que
l'apparition visuelle des symptémes de flétrissement et la colonisation bactérienne doivent étre pris en

compte. Nous avons donc choisi d'effectuer une recherche de QTLs en utilisant un critére de colonisation
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bactérienne évaluée dans trois parties différentes de la plante afin de voir si des facteurs génétiques sont
spécifiquement impliqués dans la limitation de la colonisation bactérienne. Pour cela, nous avons mis au point
une échelle de notation applicable 4 des analyses génétiques. Cette échelle a été validée par I'établissement
d'une relation claire entre chaque note et une concentration bactérienne précise. Cette méthode nous a permis
d’identifier trois QTL impliqués spécifiquement dans la limitation de la colonisation bactérienne (bwr34, bwr3-
8 et Bwr3-12). Le QTL bwr34, détecté avec les trois indices de colonisation CSR, CSH et CSE, limiterait la
colonisation dans les différentes parties des plantes résistantes alots que buwr3-8, détecté significativement avec
le critére CSH interviendrait plut6t au niveau des étages inférieurs de la tige. L'influence de chaque facteur
génétique sur la limitation de la colonisation bactérienne mérite d’étre étudiée plus précisément et nécessiterait
d’une part, le marquage des chromosomes 4 et 8 sur la population Fg, et d’autre part, la mise au point d’'une
méthode permettant de quantifier plus précisément les populations bactériennes présentes 4 chaque étage de

la plante.

Une approche polyphasique combinant des analyses microscopiques, une technique moléculaire (PCR
spécifique quantitative), la technologie des génes rapporteurs (mutants g ou /&x) et les méthodes statistiques
(cartographie des QTLs) semble étre bien adaptée pour répondre i cet objectif de dénombrement et
localisation des bactéries dans les plantes sensibles et résistantes. Les études histologiques au microscope de la
colonisation par les souches de race 3 dans les tissus des racines et des tiges de génotypes sensibles et
résistants seraient particuliérement intéressantes 4 mettre en ceuvre afin d'établir des comparaisons avec la race
1 [148-150, 153, 306). Les techniques de marquage de la bactérie qui n'entrainent pas de destruction du
matériel végétal, 4 I'aide par exemple des genes gh ou kuc [37, 179, 392], permettraient, sur le modéle des
études réalisées avec la race 1 [179], d'observer in planta 'évolution de la colonisation bactérienne au cours du
temps. Complémentées par des analyses en microscopie électronique, ces études offriraient la possibilité de
suivre les mouvements de la bactérie dans les tissus vasculaites et donc d'acquérir des connaissances sur la
limitation de la colonisation par la race 3 dans les plantes résistantes. L’emploi de mutants de R. solanacearnm
marqués par un géne g ou un gene Jx, permettrait de mettre au point une seconde échelle de notation de la
colonisation bactérienne basée sur Panalyse spatiale de la colonisation. Ceci est toutefois difficilement
applicable 4 Iéchelle d’une population de cartographie. Par contre, lutilisation de données de PCR
quantitative représente une perspective de recherche prometteuse pour Panalyse génétique de la colonisation
bactérienne. Ces travaux pourraient étre basés sur l'utilisation des amotces spécifiques des souches de
r3bv2plIl dessinées par Fegan et a/ [119]. Pour quantifier la réaction de PCR, il existe plusieurs méthodes

basées sur la fluorescence et notamment la méthode TaqMan qui a déja été utilisée chez R. solanacearurm [403).
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Ces études pourraient étre conduites au Pdle de Protecton des Plantes du Cirad de la Réunion qui a
récemment acquis un thermocycleur Abi Prism® 7700, excellent pour la quantification des acides nucléiques,

et tout 2 fait adapté aux grandes séries d'échantillons.

2. PERSPECTIVES A LONG TERME

2.1. Caractérisation moléculaire et fonctionnelle des QTLs

La cartographie des QTLs nous renseigne sur la position approximative des génes impliqués dans la variation
des caractéres, mais l'intervalle de confiance autour des QTLs est souvent trés grand et peut contenir plusieurs
millions de paires de bases [104] et donc plusieurs centaines de génes. Bien que des colocalisations entre
QTLs et génes majeurs de résistance ou génes de défense permettent d’émettre des hypothéses sur le role des
QTLs, la cartographie dun QTL n’éclaire pas sur les mécanismes biologiques précis régis par les génes sous-
jacents 4 ce QTL en raison de leur effet individuel partiel sur le phénotype, de la longueur de l'intervalle de
confiance, et du 'bruit de fond' introduit par les autres QTLs et par les effets de l'environnement [87]. La
caractérisation d'un QTL consiste 2 identifier la fonction biologique qu'il controle et par conséquent, identifier
le géne responsable. Pour caractériser la structure moléculaire d'un QTL, deux types d'études sont
généralement envisageables : 'approche 'génes candidat' et le clonage positionnel qui nécessite un travail de

cartographie fine du QTL.

2.1.1. Approche géne candidat

La stratégie gene candidat est une méthode alternative et plus rapide, au clonage positionnel et 2 la
mutagénése d’insertion quand des hypothéses fortes peuvent étre émises sur la fonction biologique du géne
d’intérét [56, 87, 297). L'approche géne candidat consiste 2 rechercher des associations entre un locus d'intérét
et une séquence nucléique particuliére appelée 'géne candidat'. Un géne candidat fait référence 4 un géne de
fonction connue, ou 2 une séquence spécifiquement exprimée mais dont la fonction précise est encore
indéterminée. Une association locus/géne candidat présume d'une action possible du géne candidat dans
l'expression du caractére. Cette approche s'appuie sur I'hypothése qu'un polymorphisme moléculaire du géne

candidat est lié 4 la variation phénotypique. Lorsque les mécanismes biochimiques conduisant au phénotype
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sont connus, les génes clonés impliqués dans ces voies métaboliques constituent des génes candidats
potentiels. Cependant, le nombre de séquences disponibles dans les banques de données limite cette
approche. I est alors possible d'exploiter les informations de séquence disponibles chez d'autres espéces grice
a la synténie, Ze. la conservation de l'organisation du génome entre espéces proches, et aussi de dessiner des
amorces dégénérées a partir de motifs consensus en acides aminés des domaines structuraux conservés chez
les génes de résistance (NBS, LRR et kinase) afin d'amplifier des analogues de génes de résistance [232, 297].
L'approche géne candidat a de cette maniére conduit au clonage de génes majeurs de résistance [322].
Complémentée par des tests d'allélisme, cette approche a aussi permis de révéler qu'un QTL de résistance

peut étre un alléle d'un géne majeur de résistance [321).

L'approche géne candidat pour la caractérisation des génes impliqués dans la résistance au flétrissement
bactérien chez la tomate nous parait inadaptée, notamment en terme de choix des génes candidats, pour
différentes raisons. Premiérement, les métabolismes en relation avec les mécanismes de résistance au
flétrissement bactérien sont peu connus. En effet, des molécules (EPS, enzymes extracellulaires) intervenant
dans le pouvoir pathogene ont été identifiées chez l'agent pathogéne, rnais les molécules végétales impliquées
dans la résistance et la défense restent encore inconnues. Deuxiémement, la synténie chez les Solanacées [155]
est, dans le cas de la résistance au flétrissement bactérien, inexploitable puisqu'a 'heure actuelle, aucun géne de
résistance au flétrissement bactérien n'a été cloné chez la pomme de tetre, le piment, ou l'aubergine.
Troisiémement, une des pistes envisageable serait d'exploiter, comme géne candidat, le géne RRS7-R de
résistance 4 la souche GMIN000 (r1bv3pl) chez Arabidopsis [95). Dans cet objectif, nous avons tenté
d’hybrider la sonde RRS1-R sur des ADN d'une collection de Lycopersicon sp. digérés par différentes enzymes
de restriction. Malgré les conditions d’hybridation peu stringentes, il n’a pas été possible d’hybrider la sonde.
Ce résultat suggére qu’il n’existe pas d’homologue du géne RRS7-R d’Arabidopsis chez la tomate ou que
’homologue est assez différent (moins de 50% d’identité). Pour toutes ces différentes raisons, il nous semble
raisonnable de ne pas recourir 2 la stratégie géne candidat pour la caractérisation des QTLs de résistance au
flétrissement bactérien, d'autant plus qu'aucun QTL de résistance n'a été, & ce jour, caractérisé par cette
approche, malgré le nombre trés important de publications relatant les colocalisations entre QTL et géne

candidat.

2.1.2. Clonage positionnel de QTLs
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Le clonage positionnel permet d'isoler des génes impliqués dans des caractéres dont les bases biologiques et
moléculaires sont inconnues. La technique de 'marche chromosomique' [318] selon laquelle, 4 partir des
événements de recombinaison, on se rapproche progressivement du géne recherché en utilisant des clones
génomiques de grande taille (BAC) se chevauchant partiellement, est couramment employée. Le clonage d'un
QTL requiert d'avoir vérifié sa stabilité dans différents croisements et dans plusieurs fonds génétiques, et
surtout que ce QTL ait un effet fort sur le phénotype. De plus, il ne peut étre envisagé que lorsque le QTL

est précisément localisé dans un intervalle inférieur au centimorgan [87).

Parmi tous les QTLs impliqués dans la résistance au flétrissement bactérien, le QTL du chromosome 6
localisé dans la région centromérique semble étre un bon candidat pour différentes raisons (i) il est commun 2
plusieurs sources de résistance (Hawaii 7996 et 1.285) ; (ii) il est impliqué dans la résistance 4 des souches de
r1bv3pl (Pss4, Taiwan), r1bvdpl (UW364, Chine), rlbvipIl (GMI8217, Guadeloupe), et r3bv2pII (JT516,
Réunion) ; (iif) il explique une part importante de la résistance (jusqu'a plus de 50% selon les souches et les
critéres de résistance étudiés); (iv) il est détecté avec tous les critéres de résistance (pourcentage de
flétrissement, AUSPC, et colonisation bactérienne) ; (v) l'alléle de résistance provient toujours du parent

résistant.

Dans un premier temps, la cartographie fine de la région de ce QTL permettra de répondre aux questions
suivantes : (i) la région génomique conférant l'effet majeur sur la résistance résulte-t-elle de l'action d'un seul

QTL ou de plusieurs QTLs ? (i) les QTLs sont-ils identiques dans les deux sources de résistance ?

Nous avons vu précédemment que le croisement entre Hawaii 7996 et LA716 aura probablement le potentiel
de générer du polymorphisme pour construire une carte saturée et pourra servir i créer des descendances en
ségrégation pour la résistance au flétrissement bactérien. Le développément de techniques de marquage 4 haut
débit telles que I'AFLP et le génotypage basé sur I'analyse de SNP est probablement une voie prometteuse
pour saturer la région génomique de Bwr3-6 [314, 375]. Deux types de descendances sont recommandées pour
la cartographie fine: les lignées quasi-isogéniques et les lignées hautement recombinantes (LHR) [87]. La
constitution des lignées quasi-isogéniques nécessite de disposer de marqueurs flanquant le QTL car le td
phénotypique s'avere impossible. Pour la cartographie fine de Bwr3-6, I'intervalle de confiance du QTL étant
trés grand, il semble plus judicieux de créer des LHR. Le principe des LHR consiste 2 intercaler, entre la F et
le début du processus d'autofécondation, plusieurs générations d'intercroisement, afin d'augmenter la

probabilité de recombinaison entre loci [87]. Le développement d'un tel matétiel prend du temps et impose
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d'augmenter la densité de marqueurs en proportion du taux d'étirement espéré de la carte génétique, mais ce
matériel, reproductible a I'identique, permet de trés nombreuses études. Une fois la cartographie fine de la

région de Bwr3-6 réalisée, le clonage positionnel sera envisageable.

2.2. Complexité de l'interaction tomate/R. solanacearum

La comparaison de la position des QTLs de résistance 4 la souche de £3bv2plI (JT516, Réunion) avec celle
des QTLs impliqués dans la résistance aux souches de r1bv3pl (Pss4, Taiwan et JT519, Réunion) et r1bv1pll
(GMI8217, Guadeloupe) a révélé l'existence de QTLs 4 large spectre d'action et de QTLs spécifiques du
phylotype de la souche. Chaque phylotype étant défini sur la base du séquengage de différents génes dont des
genes du pouvoir pathogéne (h7pB et ¢gl4) [118], la mise en évidence d'une spécificité phylotypique de certains
QTLs suggere que les séquences du géne A7pB et/ou du géne ¢gl4 sont des bons marqueurs pour étudier la
variabilité du pouvoir pathogéne de R. solanacearum. De ce fait, 'outil créé par Fegan et Prior [118] semble bien
adapté a Pétude de la résistance de la tomate au flétrissement bactérien. Il serait donc intéressant de tester un
échantillon de souches représentatives des phylotypes I (r1bv3pl et r1bv4pl) et II (r1bv1plIl, 3bv2pll et
13bv2Tpll), et d'élargir la cartographie des QTLs aux souches de phylotype III africain (r1bv1pIIl). Ce
dernier volet permettrait d’estimer le niveau de spécificité de chaque QTL de résistance au flétrissement
bactérien (spécificité phylotypique ou méme infra-phylotypique ?). Vu les avantages résultant de I'emploi des
lignées recombinantes, particuliérement pour la comparaison des résultats de cartographie de QTLs issus de
tests conduits dans des environnements différents, ou avec des souches différentes {141, 154], tous ces tests
poutraient étre conduits, dans un premier temps, sur la population Fs du croisement entre Hawaii 7996 et
WVa700. Afin de pouvoir détecter de nouveaux QTLs, il faudra évidemment avoir positionné sur cette
population, tous les marqueurs RFLP qui ont servi 4 construite la ‘cane sur la descendance F; issue de ce
méme croisement [372]. Par ailleurs, il faudra confirmer ou infirmer la spécificité phylotypique de certains des
QTLs de résistance au flétrissement bactérien dans d'autres fonds génétiques de Lycopersicon sp. et également
chez d'autres genres de Solanacées. D'ores et déja, ce travail peut étre envisagé chez la tomate sur les
descendances issues du croisement entre L. esoulenturn 1.285 (résistant) et CLN286 (sensible) [80], chez le
piment C. annuum sur la descendance d'haploides doublés dérivée des F; du croisement entre PM 687
(résistant) et Yolo Wonder (sensible) (Palloix, comm. pers.), et chez I'aubergine sur les lignées recombinantes F
issues du croisement entre AG9125 (S. aethiopicum gp Aculeatum x S. melongena cv. P18, résistant) et MM738 (5.

melongena, sensible) (Daunay, comm. pers.).
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Dans un méme fonds génétique, la spécificité des QTLs de résistance au flétrissement bactérien selon
l'appartenance phylotypique des souches suscite des questions sur la nature de l'interaction tomate/R.
solanacearum et sut la fonction des QTLs. La résistance polygénique 4 R. solsnacearum est-elle induite par une
relation de type géne-pour-géne ? Des QTLs de résistance seraient-ils préférentiellement impliqués dans la
reconnaissance et d'autres dans la mise en place des réactions de défense ? Dans notre étude, Hawaii 7996
présente des niveaux de résistance respectivement élevés et faibles aux races 1 et 3. Par ailleurs, les tests
phénotypiques de résistance aux souches réunionnaises des race 1 et 3, réalisés en serre, montrent clairement
que les niveaux de résistance atteints vis-a-vis de la race 3 sont beaucoup plus faibles que ceux vis-a-vis de la
race 1, tous génotypes testés confondus. Des comparaisons de résistance race 1-race 3 effectuées chez
d’autres Solanacées, notamment chez des apparentés sauvages de la pomme de tetre (5 phurgja et S stenotomurm)
[123] et chez l'aubergine sauvage (S. forvum) [72] ont aboutit 4 des résultats similaires. En particulier, I'analyse
de la colonisation bactérienne dans les différentes parties des plantes de . forvum a révélé que les souches de
t3bv2pll se multiplient plus intensément 47 planta que les souches de r1bv3pl et r1bv1plll, et atteignent des
étages de la tige plus élevés que les autres [72]. La race 3 semble donc plus agressive que la race 1, suggérant
que les souches de la race 3 sont capables de se multiplier avant que la plante ne mette en place ses systémes
de défense. Cette situation serait-elle comparable au phénomeéne de contournement des génes R par des

mutants avr dans la résistance monogénique ?

2.3. Diversité génétique de l'agent pathogéne

Daas les études de Fegan et Prior [118], 'ordre des branches de P'arbre phylogénétique construit 4 partir des
séquences des genes étudiés (MuzS, hrpB, ITS, Egld) est globalement conservé ; les groupes de souches sont
donc les mémes quel que soit le géne considéré mats les distances gér;étiques different. Cependant, l'existence
de QTLs spécifiques des phylotypes des souches suggére que la définition des phylotypes est en partie reliée
au pouvoir pathogeéne de R. solanacearum. O, les études phylogénétiques nécessitent que les génes considérés
ne soient pas soumis 2 la sélection. Le schéma phylotypique mis en place par Fegan et Prior [118] mérite donc
d'étre confirmé en incluant de nouveaux génes neutres. Ces études pourraient étre approfondies en utilisant
une approche MLST (Multi Locus Sequence Tagging) sut sept génes de ménage (housekeeping genes) non soumis 2 la
sélection [78, 381]. Pour différencier les génes sous sélection des genes neutres, plusieurs méthodes sont
actuellement disponibles, en particulier les méthodes de coalescence [120, 244]. Les génes sous sélection

pourraient servir a définir des groupes de souches représentatifs de la diversité du pouvoir pathogéne et
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utilisables donc pour les travaux d'amélioration, alors que les génes neutres permettraient entre autres

d'approfondir les connaissances phylogénétique et taxonomique.

3. GESTION EFFICACE DE LA RESISTANCE

L’objectif de durabilité de la résistance a R. solanacearnm implique Pintégration des connaissances relatives 2 la
bactérie, la plante et 4 leurs interactions. Coté bactérie, il est nécessaire d’évaluer la diversité génétique,
d’appréhender les mécanismes évolutifs modelant cette diversité et de détecter le plus rapidement 'émergence
de nouvelles souches liées aux flux commerciaux ou a des phénomeénes de microévolution. C6té plante, il
semble important de répertorier toutes les formes de résistance existant au sein de la biodiversité de
Lycopersicon sp. et des espéces proches (Solanum sp. et Capsicum sp.), et d’obtenir des informations sur la
spécificité des interactions entre les loci de résistance et les souches représentatives de la diversité de Pagent
pathogéne dans différents contextes climatiques, pédologiques et agronomiques. Ces recherches en amont,
associées 2 la mise en place d’un réseau d’épidémio-surveillance de la maladie, devraient aider - de fagon idéale
— 4 raisonner, dans le temps et dans Pespace, la gestion des sources de résistance au flétrissement bactérien
[300]. Ce schéma de lutte intégrée a été suivi avec succés en Australie pour le contréle des rouilles du blé
causées par Puccinia strifformis, P. recondita et P. graminis [258]. Un réseau d’épidémio-surveillance 2 maillage fin
permettait de localiser les nouveaux foyers de rouille et de caractériser finement les souches de l'agent
pathogéne pour déterminer si les foyers étaient associés 4 des souches déja existantes ou bien 4 Papparition
d’une nouvelle race (nouveaux alléles av7). La détection et le typage précoces de ’agent pathogéne donnaient
un léger avantage temporel aux sélectionneurs qui avaient une 2 deux années pour développer une nouvelle
variété caractérisée par une combinaison adéquate de caractéres de résistances avant que 'épidémie ne se soit

généralisée.

Notre travail de recherche et de caractérisation de sources de résistance 4 la race 3 de R. solanacearum peut étre
intégré a ce concept de prévention a 'émergence d’une nouvelle maladie. Comme dans le cas de la lutte contre
la rouille en Australie, ces travaux de cartographie devraient s’intégrer dans un réseau d’épidémio-surveillance
intégrant des outils d’épidémiologie quantitative et qualitative et des compétences professionnelles diverses
(pathologistes, généticiens, sélectionneurs, agriculteurs, personnels de la protection des végétaux et du
controle des frontiéres etc.). Bien entendu, la lutte génétique contre le flétrissement bactérien, qui ne pourra

étre basée que sur la gestion de QTLs de résistance, est plus ardue 4 mettre en ceuvre du fait de la difficulté i
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introgresser les QTLs de résistance. De ce fait, les délais nécessaires 4 la création de nouvelles variétés de
tomates résistantes contre des populations bactériennes ciblées sont plus importants que ceux requis pour la
constitution de variétés de céréales pour lesquelles des génes R sont disponibles. L’acquisition de
connaissances cOté plante et coté bactérie, et la mise au point d’outils de typage des populations et de
caractérisation structurelle et fonctionnelle des QTLs doit étre poursuivie pour produire des données utiles 3

Poptimisation de la lutte contre le flétrissement bactérien.
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Annexe 1. La tomate

Historique et importance économique

Le genre Lyapersicon est originaire d'une zone s'étendant du Sud de la Colombie au Nord du Chili, et de la céte
Pacifique aux contreforts des Andes, [312, 368 , 401 ]. Une seule espéce parmi les neufs que comprend le
genre Lyapersicon n'est pas originaire de cette région: L. dreesmani est endémique des lles Galapagos. Par
ailleurs, toutes les espéces, a exception de L. esadentum, sont restées dans les limites de leur zone d’origine.
Seule L. esadertum a été disséminée vers le sud de I’Amérique du Nord sous sa forme sauvage aerasiforme [299].
Domestiquée au Mexique puis introduite en Europe au XVIime siécle, la tomate, pendant longtemps

considérée avec suspicion, est consommée depuis 200 ans seulement [299].

De nos jours, la culture de la tomate fait partie des cultures légumiéres les plus développées dans le monde. La
production mondiale de tomate est d’environ 113 millions de tonnes (M) [115]. La Chine (28 Mt), premier
pays producteur, est suivie des Etats-Unis (10,4 Mt), de la Turquie (9,8 Mt), de FInde (7,4 Mt) et de nombreux
pays d’Europe. La culture de la tomate est actuellement conduite dans des régions aux climats trés contrastés,
s’étendant des zones tropicales aux régions tempérées ; elle occupe prés du dixieme des surfaces mondiales

consacrées aux légumes [115].

La tomate tient une place considérable dans P'alimentation humaine et constitue le deuxiéme légume, aprés la
pomme de terre, le plus consommé dans le monde [114]. Son niveau de consommation varie selon les pays ; il
existe peu de zones géographiques ou la tomate n’est pas utilisée sous une forme ou une autre. La tomate
représente une source importante de vitamines (vitamines A, B1, B2 et O) et d’éléments minéraux (fer et

calcium) [196].

A la Réunion, la tomate demeure au premier rang des espéces cultivées et consommées. Les variétés aux fruits
allongés de petite taille (par exemple, Roma) et aux fruits larges et ronds (par exemple, St. Pierre) sont les plus
demandées par les consommateurs locaux [136). En saison chaude et humide, le flétrissement bactérien

représente le principal facteur limitant de la production de tomate.




Tableau A.1. Caractéristiques des neuf espéces sauvages du genre Lycopersicon (d'aprés Causse et al.

2000)
Espéces Couleurdu  Nombrede  Compatibilité et  Croisement avec  Répartition géoographique
fruit a feuilles entre mode de L. esculentum
maturité bouquets reproduction (1)

L. esculentum var. Rouge 3 AC,S Facile Ecotypes trés variables ; de I'Equateur

cerasiforme au Pérou

L. pinmpinellifolinm Rouge 3 AC, SF Facile Vallées coOtiéres du Pérou

L. cheesmanit Orange 3 AC,S Facile Archipel des Galdpagos

L. hirsutum Vert 3 AL FO Facile Grande aire de répartition, de 5002 3
300 m d'altitude, en Equateur et au
Pérou

L. parviflorum Vert 2 AC,S Facile Centre du Pérou, mi-altitude

L. chmielewskii Vert 2 AC,F Facile Centre du Pérou, mi-altitude

L. chilense Vert 2 AL O Embryon Fyin Zones séches ou temporairement

vitro ; séches, le long de la cote du Pérou et au
nord du Chili
Fy autostériles
L. peruvianum Vert 2 AL O Embryon Fy it Zones seches ou temprairement séches,
vitro ; le long de la cote du Pérou et au nord
du Chili
F; autostériles
L. pennellii Vert 2 AL O Facile Zones séches de la partie centrale du

Pérou (a mi-hauteur de la fagade ouest

de la cordillére des Andes)

(1) AC : autocompatible ; Al : auto-incompatible ; S : autogame ; O : allogame ; F : facultatif
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—— Position taxonomique

Le nom botanique d’origine de la tomate, Solzraum bapersionn, a été initialement choisi en raison de son étroite
parenté avec la pomme de terre (S. tuberasum) et Paubergine (S. melongena) [368]. Les genres Solarmm et
Lyaopersicon ont été séparés par la suite sur la base du mécanisme de déhiscence des anthéres : déhiscence
latérale pour les espéces du genre Lyapersioon et déhiscence terminale pour celles du genre Soamwm Les
étamines de Lyopersicon spp. ont de plus une morphologie particuliére puisqu'elles sont jointes et forment un
cOne dont la base est constituée des extrémités stériles de chaque anthére [368). Les genres Sdamum et

Lyagpersicon appartiennent 3 la tribu des Solaneze.

Huit des neuf espéces du genre Lympersicon sont strictement sauvages alors que L. esadertum renferme 3 la fois
des formes cultivées et une forme sauvage @rsiforme [368). La tomate cultivée est probablement issue de la
forme L. esadentum var. erasiforme, répandue dans la nature en Equateur et au Pérou. Les neuf espéces de
Lyapersicon se distinguent par la couleur des fruits 2 maturité, le nombre de feulles entre les bouquets floraux
et le mode de reproduction (Tableau 1.6). D’autres critéres floraux complétent la classification. La taille du

fruit ne dépasse jamnais 2-3 cm chez les espéces sauvages.

Biologie et mode de reproduction

La tomate cultivée, L. esadentum est une plante annuelle herbacée. Clest une espéce autocompatible, et
généralement autogame, des taux élevés d'allogamie ont cependant été observés en région tropicale. Les fleurs,
bisexuées, apparaissent six 4 neuf semaines aprés semis. A l'origine, le calice est composé de cinq sépales et la
corolle de cinq pétales soudés, I'ovaire surmonté du style est a l'intérieur d'un c6ne staminal constitué de cing
étamines soudées. Les variétés cultivées possédent souvent plus de cinq sépales, cinq pétales et cinq étamines
(six en général). La pollinisation puis la fécondation interviennent aprés libération du pollen 2 l'intérieur du
cdne staminal. La maturité du fruit intervient sept 4 huit semaines aprés la fécondation et la récolte dure deux

\ . .
a trois mois.
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Espéces sauvages pour I’amélioration

L'amélioration variétale de la tomate a naturellement pour but l'obtention de variétés aux caractéristiques
agronomiques favorables, dotées de résistances aux maladies et de qualités gustatives. Quelques caracteres
importants pour l'amélioration génétique, tels que la grosseur et la fermeté du fruit, ont été trouvés au sein de
lespéce cultivée L. esadentum [223). Cependant, la majorité des génes de résistance aux maladies ont été
identifiés dans les espéces sauvages, tout d'abord chez les descendants domestiqués de la forme sauvage L.
esalertum var. emsiforme jusqu'au milieu du siécle dernier, puis plus récemment chez les autres especes
sauvages du genre Lyupersioon. Les sélectionneurs se sont orientés vers l'exploitation de ces caracteres et ont
réalisé des croisements interspécifiques afin d'obtenir des variétés adaptées & l'agronomie et répondant aux

exigences des consommateurs.

Les espces sauvages sont des plantes herbacées annuelles ou pérennes de courte durée. Elles sont toutes
diploides, avec le méme nombre de chromosomes que la tomate cultivée (2n=2x=24). Si certaines especes
sauvages sont fortement autogames (L. dreesmumi, L. pardflorwm), d’autres sont allogames et, pour certaines
dentre elles (L. dlerse et L. perwuanum, auto-incompatibles [299). L. pimpineliifoliumest 1a seule espece sauvage
3 partir de laquelle une introgression naturelle dans la tomate cultivée a été observée. Des introgressions

génétiques extensives ont par la suite été réalisées 4 partir de cette espece [193, 253 , 266 ],

Dans la pratique, les croisements interspécifiques nécessitent d'utiliser L. esodentsrn comme parent femelle. Les
croisements avec L. pimpinellifolium, L. dweesrmursi, L. dmiclewsks, L. pamﬂom L. penrdllii sont réalisés sans
aucune difficulté. Selon l'origine parentale, certains problémes comme la sub-Jétalité dans les descendances F,
peuvent ére rencontrés. L'obtention d'hybrides interspécifiques de L. esadentumx L. dailerse et L. esadentum x
L. perwuiarsem est beaucoup plus difficile car les embryons avortent dans la graine avant maturation des fruits.
Le recours au sauvetage et 3 la culture # o d’embryons immatures, ou a la pollinisation de L. esadertsm par
un mélange de pollen de I'espéce sauvage et d'autopollen est alors nécessaire [299]. Les hybrides obtenus sont

souvent autostériles et doivent étre rétrocroisés ou intercroisés pour obtenir les générations suivantes.
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Espéces sauvages pour"amélioration (suite)

De nos jours, lutilisation des Ljwpersicon sauvages dans des programmes de sélection est trés répandue,
particuliérement dans le domaine de la résistance aux maladies et de la tolérance aux stress environnementaux.
La culture de la tomate dans des environnements contrastés et les exigences variées en terme de calibre et de
qualité (marché du frais et de la conserve) améne aussi les sélectionneurs 3 rechercher dans les formes
sauvages de nouveaux caractéres morphologiques, physiologiques ou biochimiques, comme par exemple la
forte teneur en matiére séche des fruits, composante essentielle pour l'industrie de transformation des tomates
[223]. Des génes impliqués dans la qualité des fruits (taille et masse, contenu en sucres, pH), dans le
rendement et dans la résistance aux maladies et agresseurs ont été identifiés chez les especes sauvages. L.
pimpirellifolium, L. hirsutumet L. pensianumsont les trois espéces qui ont été les plus employees pour la création

de variétés résistantes a diverses maladies [223].




Annexe 2- Composition des milieux de cultures

et du tampon Tris

Milieu de Granada et Sequeira (1983) [144] modifié par le laboratoire

Eau osmosée 11
Agar 18¢g
Tryptone lg
Pastone i0g
Glycérine 63g
NaOH, I N 2ml
Aprés 15 minutes d’autoclavage a 121°C, rajouter

Cristal violet 2 mg°
Polymixine B sulfate 10 mg*
Tyrothricine 20 mg®
Chloramphénicol S mg°®
Chlorure de triphényl tétrazolium 25 mg*
Pénicilline 20U
pH 7,2

° Dissoudre dans 1 ml d’alcool 70°

* Dissoudre dans 1 ml de tampon Tris (10 mM, pH 7,2)

Milieu sélectif de la souche JT516

Ajouter au milieu précédent les antibiotiques suivants :

Acide nalidixique 50 mg
Streptomycine 65 mg
Novobiocine 10 mg

Tampon Tris

Tris (hydroxyméthyl) amino-méthane (minimum 99%) (Sigma 7.9) 1,211 g/1; pH 7,2 ‘



Annexe 3- Protocole d’extraction d’ADN a partir

de jeunes feuilles de tomate (INRA-Avignon)

Protocole

- Ajouter le bisulfite de sodium dans le tampon d’extraction juste avant le broyage. Garder le tampon dans la glace.

- Broyer dans un mortier froid 1 & 2 g de feuille dans 5 ml de tampon d'extraction froid avec un peu de sable de Fontainebleau
autoclavé (environ 1g).

- Transférer le broyat dans un tube en polypropyléne de 50 mi.

- Nettoyer le mortier avec un pinceau.

- Conserver les tubes dans la glace jusqu’a I’étape suivante.

- Sortir les tubes de la glace.

- Ajouter 5 ml de tampon de lyse des noyaux et 2 ml de Sarcosyl 5%.

- Homogénéiser par inversion.

- Placer les tubes au bain marie a 65 °C, 20 min.

- Mélanger par inversion de temps en temps.

- Ajouter ~ 15 ml de chloroforme / alcool isoamylique (24/1) sous la hotte.
- Mélanger par inversion jusqu’a I’obtention d’un mélange bien homogene.
- Centrifuger a 3600 rpm, 20 °C, 25 min.

- Transférer la phase aqueuse (phase supérieure, ~10ml) dans un nouveau tube en polypropyléne sous la hotte.

- Ajouter doucement le long de la paroi du tube 3 ml d'éthanol absolu & 20°C (0.35 vol d'éthanol absolu pour précipiter les
polysaccharides).

- Mélanger immédiatement et doucement par inversion (sinon I'ADN précipite).

- Incuber 15 min dans la glace.

- Centrifuger 10 min, 3600 rpm, 20 °C. Les polysaccharides font un culot clair et gélatineux au fond du tube.

- Transvaser la phase aqueuse dans un nouveau tube.

- Ajouter 2 volumes d'éthanol absolu 4 4°C. Mélanger par inversion jusqu'a l'apparition des filaments d'ADN.

- Prélever 'ADN au crochet Pasteur et le mettre dans un tube & hémolyse contenant 2 ml Ethanol 76 % / AcNa 0,2 M.
- Laisser 10 min sur la paillasse (maximum 1H).

- Essorer la pelote contre Ie bord du tube et transférer 'ADN dans un tube Eppendorf contenant du TE 10/1 (le volume dépend de
la taille de la pelote d'ADN).

- Laisser reprendre toute la nuit  4°C.

- Estimer la concentration en ADN par dosage de I’ADN natif sur gel d'agarose 1% avec une gamme Lambda (10, 20, 30, 40, 50
ng). Déposer 1 ou 2ul de dilution an 1/100 dans H,O.

- Conserver 'ADN & 4°C (pour une courte durée) ou congelé a -20°C.



Solutions

- Tampon d'extraction
Produits Concentration Pour 100 ml
D-Sorbitol 035M 6,375¢
Tris 0,1M 1,21 ¢g
EDTA 5mM 0,17¢g
NaCl 2M 11,7¢g

Na,S,0s (& rajouter au dernier moment)

Ajuster le pH a 8,25 (avec HCl)

70 mM 133 ¢

Le tampon doit étre conservé a 4°C.

- Tampon de bse
Produits Concentration Quantité pour 100 ml
Tris 200 mM 20 ml Tris HC1 IM pH8
EDTA 50 mM 10 ml EDTA 0,5M pHS8
NaCL 2M 1,7g
CTAB 2% 2g

Le tampon de lyse doit étre conservé & 20°C : le CTAB précipite & 4°C.

CTAB : hexadécyl-triméthyl-ammonium bromide

- TE 10/1 pHS8 (Tris / EDTA)




Annexe 4- Protocole de marquage RFLP

1. Digestion enzymatique et préparation des membranes

2,5 unités (U) enzymatiques sont utilisées pour digérer 1 ug d’ADN

1.1. Milieu réactionnel

Composants Concentration Volume pour 100 pl
ADN 500 ng/p! 8,00 pl

Enzyme 10U/ul 2,00 pl

Spermidine 40mM 10,00 pl

Tampon de l'enzyme 10X 10,00 pl

H,0 qsp 92,00 ul

Incuber une nuit (~20h) & 37°C

1.2. Précipitation des produits de digestion

- Ajouter 1/10 vol de NH,Ac et 2 vol. EtOH absolu froid, vortexer

- Incuber au moins 30 min & —20°C

- Centrifuger 4 3000 g, 30 min & 4°C et éliminer le surnageant

- 1¥ lavage 4 1’alcool : ajouter 300 21 EtOH 70% froid, vortexer. Centrifuger 4 3000 g, 5 min & 4°C. Eliminer le surnageant
- 25™ lavage 4 1’alcool : idem

- Laisser sécher sous la hotte, ajouter 30 pl de TE (10/1) et laisser reprendre au moins 1h a 4°C

1.3. Migration électrophorétique

- Séparer les produits de digestion sur 300 ml de gel d’agarose 1%, NEB 1X, BET 400 pg/mi
- Déposer les 30 ul d'échantillons additionnés de 5 uL de bleu de charge concentré

- Laisser migrer 5 min 4 100V puis ~ 20h &4 27 V avec la pompe de circulation mise en route

1.4.Transfert sur membrane (Southern)

- Tremper le gel dans 1 litre de HC1 0,25N durant 30min sous agitation

- Rincer le gel a I’eau permutée, le disposer sur la membrane placée sur I'appareil de transfert 'Vacuum Blotter' (4ppligéne)
- Verser de la NaOH 0,4 N sur le gel

- Transferer pendant 2 a 3 heures 4 60 millibars

- Placer la membrane dans un bain de SSC 2X pendant 10 & 15 minutes.

- Sécher la membrane a Pair libre sur du papier Wattman ~10min

- Faire cuire deux heures a 80°C




2. Hybridation des membranes

2.1.Préhybridation

- Incuber les tubes d’ADN de sperme de saumon 10 min 4 100°C et 5 min dans la glace
- Tremper les membranes dans un bac contenant du SSC 2X.

- Filtrer le tampon d’hybridation préchauffé.

- Rouler les membranes (face ADN 4 I'intérieur). Les égoutter 1égérement.

- Déposer les rouleaux de membranes dans les tubes.

- Ajouter 20mL de tampon d’hybridation : SSC5X (NaCl 0.75M, Citrate de sodium pH7 0.125M), SDS 0.6%, NaPO4 pH7.5
0.05M, Denhardt 5X, EDTA 2.5mM, Dextran sulfate 5%.

- Ajouter PADN de sperme de saumon.

- Préhybrider les membranes 4 65°C pendant un minimum de 2 heures pour des membranes déja hybridées ou 4 heures pour des
membranes neuves.

2.2. Marquage des sondes RFLP au P*? par PCR :

Milieu réactionnel

Produit Concentration Volume
H,0 25,6 ul
Tampon Appligéne (Promega) 10X 4,0 pl
MgCl, (Promega) 25 mM 2,4l
dNTP (ATG 50uM+dCTP 5uM) 2,0l
Primer P16/P17 10 pmol/pl 1,0 ul
Taq polymérase Promega 20U/l 1,0 pl
«32P-dCTP 10 uCi/pl 3,0ut
Sonde 3 a5 ng/l 1,0 ul

Programme d’amplification

Etapes Durée  Température (°C) Nombre de cycles
Dénaturation initiale 3 94
Dénaturation 307 94

Hybridation 45> 52 30
Elongation 1°'30” 72

Elongation finale 10' 72

2.3.Hybridation

- Dénaturation de la sonde :

- Transférer le produit de PCR dans un tube contenant 160 ul de NaOH 0,8 N



- Incuber 5 min & T° ambiante

- Neutraliser avec 200 pl de Tris 1M.

- Transférer les sondes marquées et dénaturées dans les tubes a hybridation. Hybrider 4 65°C toute la nuit.

2.4. Rincages

Tampon 1 SSC2X /8SDS 0.1%
- Eliminer la sonde
- Déposer les membranes dans la boite contenant du tampon 1 2 65°C
- Transférer les membranes une i une avec une pince dans une nouvelle boite contenant le tampon 1 4 65°C
- Mettre dans 1’étuve a 65°C sur la table agitante pendant 15 8 20 mn.
Tampon 2 SSC1X /SDS 0.05%

- Transférer les membranes avec une pince dans la boite contenant le tampon 2 & 65°C. 11 est possible de vérifier la radioactivité
des membranes en les posant sur un couvercle pour déterminer la durée du ringage 2.

- Sortir la boite de I’étuve et vérifier que la radioactivité de chaque membrane soit inférieure a 20c/s.

2.3. Mise en cassette :

- Déposer les membranes sur du papier absorbant pour les laisser sécher.

- Placer les membranes dans les chemises plastiques souples et compter la radioactivité de chaque membrane. Mettre les
membranes en cassette (2 membranes par cassette). Ne pas oublier d’inscrire le nom de la membrane, date et nombre de cfs.

- Transporter les cassettes en chambre noire, mettre un film (Xomat) de 20x25cm entre les membranes et I’écran sous lumiére
rouge.

- Mettre les cassettes entre deux plaques de plexi serrées par deux pinces.
- Exposer 4 -80°C de 3 4 10 jours en fonction de la quantité de radioactivité émise par la membrane :
2¢/s:102a 12 jours
Sc/s:74a8 jours
10c/s:335 jours
20 c/s:2 a3 jours



Annexe 5- Protocole de marquage RAPD

Mélange réactionnel

H20 distillée stérile gsp 25ul

Tampon de la Taq 1X

MgCI2 de la Taq 2mM

dNTP 200pM chacun
Taq polymerase (Promega) 1U

Amorce 0.2uM ou 0.6ng/ul
ADN doser a Sng/ul 10230ng

Ajouter 2 gouttes d’huile de vaseline pour éviter les problémes d’évaporation.

Programme PCR

Etapes Cycles Température Temps
Dénaturation préliminaire 1 cycle 92°C 3 min
Dénaturation 92°C 1 min
Hybridation 45 cycles 40°C 1 min 30 sec
Elongation 72°C 2 min
Terminaison des 1 cycle 72°C 10 min

élongations incomplétes

- Ajouter 3ul de tampon de charge pour chaque échantillon. Prévoir un marqueur de taille.
- Déposer les amplifiats sur un gel TAE1X, 2% agarose.

- Migrer a 65V puis coloré dans du BET.
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Abstract

A deep knowledge of the genetic basis of tomato resistance against R. soanacearum is required to control
efficiently against bacterial wilt and to anticipate the stability of the resistance under several locations
characterized by the presence of genetically distinct R. sdanaanem strains. The aim of this study was to
identified a resistance source against race 3, biovar 2, phylotype I (r3bv2pll) strain in tomato, and to
characterize the genetic basis of this resistance for comparison with genetic basis of resistance to rlbv3pI

r1bv4pl and rlbvlpII strains.

Eighty-two accessions belonging to different Lyapersicon species were evaluated in growth chamber
conditions for resistance to a r3bv2pll strain. No immunity or complete resistance was observed in any
accession tested. Therefore, race 3 strain was demonstrated to be highly pathogenic on all the Lyapersicon
accessions tested. Only partial resistance has been detected in three wild accessions, in one hybridderived
from two wild species, and in two L. esadentum var. cerastforme tomato lines. In particular, L. esodentum var.
a@nasiforme Hawaii 7996 represented the best source of partial resistance. Bacterium was detected in stems
of all resistant plants, suggesting that resistance was rather associated to limitation of bacterial colonization
than to resistance to root penetration.

QTL mapping for resistance against R. sdanacezem r3bv2pll was performed in a F; population derived
from a cross between Hawaii 7996 and L. pimpinellifolium WVa 700 (susceptible). Resistance was evaluated
using the percentage of wilted plants at different days after root inoculation (PFdai), the area under
symptom progress curve (AUSPC), and the colonization scores estimated in roots (CSR), hypocoty (CSH)
and epicotyl (CSE) during two independent greenhouse trials at the temperate and hot seasons. A total of
5 QTLs, named bw3- followed by a number indicating their map location, was identified. Among them,
the major-effect QTL Bew3-6 was detected using all resistance criteria and across the seasons. The other
QTLs were significantly detected using a single resistance criterion and during the hot season: Bw3-3 was
specific to both AUSPC and PFdai, whereas bwr3-4, bw3-8 and Bw3-12 were specific to bacterial
colonization scores. The genetic map location of these QTLs was compared with those of bacterial wilt
race 1 resistance QTLs detected in previous studies. These comparisons allow us to propose hypothesis

regarding the phylotype-specificity of QTLs: () Bw3-6 and bwr3-8 were generalist QTLs with major and
minor effect, respectively; (i) Bw3-3 and bw3-4 were phylotype II-specific ; (i) Bw3-12 was probably
phylotype I-specific. QTL mapping experiments perfomed on the Fy population derived from the cross

between Hawaii 7996 and WVa700 using ribv3pl and r3bv2pll strains from Reunion island confirmed
that Bwr3-6 is a bacterial wilt generalist QTL, and that QTLs on chromosomes 3 and 12 are specific to
phylotype I and to phylotype I, respectively.

This work allowed to gain knowledge on the genetic basis of the race 3 resistance in tomato and on QTL
specificity of QTLs by revealing that phylotypic classification is well adapted to genetic dissection of
resistance to bacterial wilt. It would be particularly interesting to purchase this work by testing other
strains representative of R. solamacearum genetic diversity, and by confirming phylotype-specificity of QTLs

in other genetic backgrounds.
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Résumeée

Une connaissance approfondie de la génétique de la résistance 2 R. solamaearum chez la tomate est
nécessaire pour lutter efficacement contre le flétrissement bactérien et anticiper la stabilité de l'expression
de cette résistance en différents sites géographiques caractérisés par la présence de souches de R.
sclanacearum génétiquement différentes. Les objectifs de ce travail ont éwé d'identifier une source de
résistance a la race 3, biovar 2, phylotype II (£3bv2pll) chez la tomate, de caractériser les bases génétiques
de cette résistance et de comparer l'architecture génétique de la résistance a celle des souches de ribv3pl,
de ribv4pl et de ribvipIl.

L'évaluation en chambre climatique du comportement d'une collection de 82 genotypes appartenant aux
espéces sauvages et cultivées de Lyagpersicon sp. vis-a-vis d'une souche de r3bv2pll a révélé une sensibilité
générale de la tomate a cet agent pathogene. Seules des sources de résistance partielle ont été identifiées
chez troic espéces sauvages, un hybride sauvage et chez L. sxodentumvar. corasifore. Le niveau de résistance
le plus élevé a été trouvé chez L. esadertum var. @nmsiforme Hawaii 7996. Les tiges des plantes résistantes
sont partiellement colonisées par la bactérie, suggérant que la résistance n'est pas associée 2 la résistance 4
la pénétration mais plutdt 2 la limitation de la colonisation baciérienne.

La caracténisation de 'architecture génétique de la résistance de la tomate 2 la race 3 a été réalisée sur la
descendance F; issue du croisement entre Hawaii 7996 et L. pimpinelifolinam WVa700 (sensible), durant les
saisons froide et chaude, en émudiant trois critéres de résistance : (i) les pourcentages de flétrissement a
différentes dates (PFjai), I'aire sous la courbe de progression des symptomes (AUSPQ) et la colonisation
bactérienne dans les racines (CSR), ’hypocotyle (CSH), et Iépicotyle (CSE). Cette étude a montré la nature
polygénique de la résistance 2 la race 3 de R. sdamaarur, avec la présence d'un QTL généraliste (Buwr3-6),
d’un QTL spécifique de PAUSPC et des PFjai (Bw3-3), et de wois QTL impliqués spécifiquement dans la
limitation de la colonisation bactérienne (bw3-4, bw3-8 et Bur3-12). Bw3-6 représente le QTL i effet
majeur (12 a 34% de la variation phénotypique observée) quelque soit le critére de résistance employé et
durant les deux saisons. En revanche, tous les autres QTLs ont été significativement détectés 2 la saison
chaude seulement. ' ;

La comparaison des positions des QTLs impliqués dans la résistance a différentes souches de R.
sdlanacearum chez Hawaii 7996 nous a amené 2 émettre des hypothéses relatives 4 la spécificité des QTLs
en fonction du phylotype de la souche : (i) Bw3-6 et bwr3-8 sont des QTLs généralistes, respectivement a
effers majeur et mineur; (i) Bw3-3 et bw3-4 sont spécifiques du phylotype IT; (iti) Buwr3-12 est
probablement spécifique du phylotype I. Les travaux de cartographie des QTLs de résistance aux souches
reunionnaises de r1bv3pl et r3bv2pll dans la descendance Fy issue du croisement entre Hawaii 7996 et
WVa700 ont permis de confirmer que le QTL du chromosome 6 est un QTL généraliste de résistance au
fletrissement bactérien, et que les QTLs des chromosomes 3 et 12 sont respectivement spécifiques du
phylotype II et du phylotype L.

Ces travaux de thése ont permis d'apporter des connaissances nouvelles sur les bases génétiques de Ia
résistance 2 la race 3 et sur la spécificité des QTLs de résistance en révélant que le classement phylotypique
des souches apparait bien adapté 2 la dissection génetique de la résistance au flétrissement bactérien. Ce
travail mérite d’étre poursuivi en testant d'autres souches représentatives de la diversité de R. sdlanaceanom
et en vérifiant cette spécificité phylotypique des QTLs dans d’autres fonds génétiques.
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