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DIVERSITE ET COMBINAISON DES EFFETS ET DES MODES D’ACTION
DES QTL DE RESISTANCE A APHANOMYCES EUTEICHES CHEZ LE POIS

La connaissance des effets et modes d’action des QTL (Quantitative Trait Loci) de résistance des
plantes aux maladies est un enjeu majeur pour I'exploitation durable des résistances génétiques en
agriculture. Dans le pathosystéme pois/Aphanomyces euteiches, présentant une importance
économique majeure, I'objectif de la these a consisté a valider les effets de QTL de résistance, seuls
ou en combinaison, et a connaitre leurs modes d’action sur les étapes du cycle de I'agent pathogene.
Un total de 157 NILs (Near Isogenic Lines) de pois issues d’un programme de Back-cross Assisté par
Marqueurs, porteuses d’aucun, un, deux ou trois des sept principaux QTL de résistance
préalablement identifiés, a été génotypé a 'aide d’une puce 15K SNPs et évalué pour la résistance.
Les NILs porteuses de QTL a effets majeurs, seuls ou en combinaison avec des QTL a effets mineurs,
ont présenté des niveaux accrus de résistance partielle en conditions contrélées et au champ par
rapport aux NILs dépourvues de QTL, dans différents fonds génétiques. Certaines NILs comportant
des QTL individuels ou combinés a effets mineurs ont également montré un niveau réduit de sévérité
de la maladie dans l'une ou les deux conditions de test. La plupart des QTL a présenté des effets
significatifs sur le ralentissement de I'infection et/ou de la quantité d’ADN pathogéne ayant colonisé
la racine pendant sept jours aprés inoculation. Cette these fournit des outils et éléments de choix de
QTL a combiner en sélection pour augmenter I'efficacité de la résistance partielle a A. euteiches dans
les futures variétés de pois.

Mots clés: Pisum Sativum L., pourriture racinaire, résistance partielle, QTL, NiLs, BAM

DIVERSITY AND COMBINATION OF EFFECTS AND ACTION MODES OF
APHANOMYCES ROOT ROT RESISTANCE QTL IN PEA

Knowledge of the effects and action modes of resistance QTL to plant diseases is a major challenge
for the durable use of genetic resistances in agriculture. In the pea/Aphanomyces euteiches
pathosystem, which has a major economic importance, the aim of this study was to validate the
single or combined effects of main resistance QTL, and study their action modes on steps of the
pathogen life cycle. A total of 157 pea NILs (Near Isogenic Lines) created by Marker-Assisted Back-
crossing and carrying no, one, two or three of the seven main resistance QTL previously identified,
was genotyped using a 15K SNPs array and evaluated for resistance. The NILs carrying major-effect
QTL, individually or in combination with minor-effect QTL, had increased levels of partial resistance in
controlled conditions and in the field compared to NILs without QTL, in different genetic
backgrounds. Several NILs carrying single or multiple minor-effect QTL also showed reduced levels of
disease severity in one or the two test conditions. Most of the QTL had significant effects on slowing
down infection and/or pathogen DNA quantity which had colonized the root for seven days after
inoculation. This study gives tools and information for the choice of resistance QTL to use in
pyramiding breeding strategies for increasing partial levels of resistance to A. euteiches in future pea
varieties.

Keywords: Pisum sativum L., root rot, partial resistance, QTL, NILs, MAB
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INTRODUCTION GENERALE

Depuis une trentaine d’années, I’amélioration génétique des plantes est de plus en plus étudiée
grace notamment au développement des biotechnologies. L’¢étude génétique des caracteres
agronomiques, comme le rendement, la qualité du fruit ou de la graine, sont des axes
importants de la recherche. Depuis 2007, le Grenelle de I’Environnement prone le
développement d’une agriculture durable, respectueuse de I’environnement et le plan
Ecophyto vise a réduire de 50% 1’utilisation des intrants chimiques dans les prochaines
années. Dans ce contexte, la dissection génétique des résistances quantitatives aux maladies, a
priori plus durables que les résistances monogéniques, a beaucoup progressé depuis une
quinzaine d’années avec le développement des outils moléculaires et de la génomique.
Cependant, méme si de nombreuses études sur la résistance quantitative dans divers
pathosystémes ont permis d’identifier des QTL de résistance, leur exploitation en sélection
reste difficile du fait de la complexité des déterminismes génétiques et de 1’instabilité de leurs

effets, en partie due a leurs interactions avec le fonds génétique.

Par ailleurs, peu de connaissances ont ét¢ acquises sur les modes d’action des QTL de
résistance chez les plantes et spécialement pour les pathogenes racinaires (Richardson et al.
2006). De plus, I’effet du cumul de QTL de résistance agissant sur des étapes différentes du
cycle de développement des populations de pathogenes afin d’augmenter le niveau de
résistance des plantes est relativement peu connu a ce jour (Caranta et al. 1997; St Clair
2010). Une meilleure connaissance des modes d’action des QTL, i.e. I’identification des
étapes du cycle infectieux sur lesquelles ils agissent, permettrait d’optimiser les stratégies de
combinaison et de déploiement des locus de résistance afin d’augmenter les niveaux de
résistance chez les plantes et de préserver I’efficacité de la résistance en limitant 1’adaptation

des populations pathogenes.

La pourriture racinaire précoce, due a I’oomycéte tellurique Aphanomyces euteiches, est 1’un
des principaux facteurs limitant le développement de la culture du pois protéagineux dans de
nombreux pays du monde. En France, depuis le début des années 1990, 1a maladie occasionne
d’importantes pertes de rendements sur pois protéagineux (Pisum sativum), pouvant aller
jusqu’a la perte totale d’une parcelle. Il est aujourd’hui admis que la combinaison de
différentes méthodes de lutte, incluant la lutte génétique comme composante incontournable,

sera a terme le seul moyen de gérer la maladie. Il n’existe aucune variété de pois résistante a



la maladie commercialisée a ce jour. Des lignées de pois américaines ont été identifiées
comme présentant une résistance génétique a A. euteiches efficace en France, de niveau
partiel et contrdlée par un grand nombre de QTL (Hamon et al. 2011; 2013; Pilet-Nayel et al.
2005). Les principaux QTL sont en cours d’intégration dans les schémas de sélection pour
faciliter I’inscription prochaine des premieres variétés de pois partiellement résistantes a A.

euteiches.

Un programme de validation et de cumul de QTL de résistance a A. euteiches et
d’identification de génes candidats sous-jacents aux principaux QTL a été engagé a 'INRA,
en vue de soutenir la création de variétés résistantes. Ce programme s’appuie sur un matériel
quasi-isogénique aux QTL, créé précédemment dans un programme de Back-cross assisté par
marqueurs. Il est adossé au projet Investissement d’avenir ANR-PEAMUST (2012-2019) qui
vise a développer de nouvelles variétés de pois pour stabiliser le rendement et la qualité des
graines, dans le contexte du changement climatique et de la réduction de I’utilisation des
pesticides. Cette thése s’intégre dans ce programme avec, pour objectifs, de déterminer les
effets des principaux QTL de résistance a A. euteiches, seuls ou en combinaison, sur le niveau
de symptomes de la maladie et de connaitre leurs modes d’action sur les étapes du cycle

infectieux de I’agent pathogéne, en vue d’augmenter les niveaux de résistance.

Ce manuscrit de these se compose de cing chapitres. Le chapitre I est une synthese
bibliographique qui dresse un état de 1’art sur le sujet d’étude et replace ce projet dans son
contexte. Le chapitre II présente la création de lignées quasi-isogéniques (NILs) aux QTL de
résistance et leur évaluation pour la résistance a A. euteiches en conditions controlées. Le
chapitre III présente une caractérisation fine du génome des NILs, réalisées a 1’aide d’une
puce 15k SNPs et montre les résultats d’évaluation au champ acquis sur I’ensemble des NILs.
Ces 2 chapitres apportent des réponses sur 1’efficacité des QTL de résistance dans différents
fonds génétiques et permet d’identifier des combinaisons d’intérét pour augmenter les niveaux
de résistance partielle. Dans le chapitre IV, les NILs sont évaluées pour leur résistance a deux
phases principales du cycle infectieux d’A. euteiches afin d’identifier les modes d’action des
chaque QTL, seuls ou en combinaisons sur ces étapes. Enfin, le chapitre V résume et discute

de I’ensemble des résultats apportés par ce travail et présente des perspectives de poursuite.
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CHAPITRE I : INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

1. LA RESISTANCE GENETIQUE DES PLANTES

I.1. LES DIFFERENTS TYPES DE RESISTANCE GENETIQUE
Les plantes sont exposées a un grand nombre d’agents pathogeénes et ravageurs dans leur
environnement, tels que les champignons, les bactéries, les virus ou encore les insectes.
L'utilisation de plantes résistantes a ces agents pathogenes a un effet considérable sur la
dynamique et 1'évolution des populations pathogenes (McDonald and Linde 2002; Mundt
2002). Deux catégories de résistance ont historiquement été distinguées selon les généticiens :

la résistance qualitative et quantitative (Ainsworth 1981; Van der plank 1968).

La résistance qualitative est controlée par un seul ou quelques gene(s) dit(s) « gene(s) R »
(contrdle mono-ou oligo-génique). Elle confere le plus souvent a la plante une résistance
complete vis-a-vis d’un agent pathogene. Celui-ci est bloqué des les étapes précoces de
I’infection et ne provoque alors pas de dégats. Cette résistance est souvent associée a des
symptomes d’hypersensibilit¢ (HR) et déclenchée par des molécules manipulant la structure
ou les fonctions cellulaires de I’hdte appelées effecteurs ou facteurs d’avirulence (Greenberg

and Yao 2004).

La résistance quantitative est controlée par un grand nombre de geénes (résistance
polygénique) associés a des portions de génome ou QTL (Quantitative Trait Loci) contribuant
a I’expression de la résistance. Elle confere le plus souvent a la plante une résistance partielle
vis-a-vis d’un agent pathogéne car les défenses de la plante n’empéchent pas totalement la
progression de la maladie. Celui-ci n’est donc pas bloqué mais seulement ralenti dans sa

progression, ce qui provoque quelques dégats visibles sur les plantes.

Une grande diversité de termes a été utilis€ée pour différencier ces deux types de résistance
comme : horizontal/vertical ; compléte/incomplete ; gene-majeur/gene-mineur ;  spectre
étroit/large spectre ou encore totale/partielle. Cette diversité des termes refleéte I’intérét et les
hypotheses de recherche faites par les auteurs, mais il ajoute également un élément de
confusion a la littérature parce que certains termes sont utilisés de différentes facons par
différents auteurs. Dans ce manuscrit, nous utiliserons les termes résistance « qualitative » et
résistance « quantitative » pour différentier les deux types de résistance selon leur
déterminisme génétique, ainsi que les termes « geénes R » en référence a des génes associés a

la résistance qualitative et « QTL de résistance » en référence a des régions génomiques






associées a la résistance quantitative. La relation entre le niveau d’effet et le déterminisme
génétique de ces deux types de résistance n’est pas toujours claire. Dans certains
pathosystemes, des QTL peuvent avoir un effet fort et, a I’inverse, certains auteurs ont aussi
identifié des genes R a effets partiels (Blein et al. 2009; Peressotti et al. 2010; Poland et al.
2009). Comme proposé par Poland et al. (2009), un continuum existe entre la résistance totale
(sans maladie) et la sensibilité du génotype (mort de la plante), avec les genes R se situant
préférentiellement au niveau de la résistance totale et les QTL étant localisés tout le long du

continuum de résistance.

1.2. DURABILITE DES RESISTANCES GENETIQUES
1.2.1. DEFINITION
L’utilisation des résistances génétiques peut conduire a une « course aux armements » entre
I’agent pathogene et la plante, ce qui a conduit Johnson (1984) a proposer le concept de
durabilité des résistances. Une résistance est durable si elle est efficace pendant une longue
période, sur de grandes surfaces cultivées et dans des conditions favorables au développement
de I’agent pathogene. Cette définition reste relativement confuse car chacun peut avoir une
vision différente de la notion de temps et d’espace qu’elle engendre. Ainsi, on peut considérer
qu’une résistance est durable si elle reste efficace tout au long de sa durée d’exploitation dans

les variétés qui la portent (van den Bosch and Gilligan 2003).

1.2.2. EVOLUTION DES POPULATIONS PATHOGENES

L’¢évolution des populations pathogenes est la principale limite a 1’utilisation des résistances
génétiques. L’introduction d’un ou plusieurs géne(s) de résistance a une maladie va induire
une pression de sélection sur I’agent pathogene ciblé. Or ce dernier, en fonction de son
potentiel adaptatif, va pouvoir contourner les défenses mises en place par la plante. Ainsi, de
bonnes connaissances des caractéristiques des populations parasitaires (mode de reproduction,
structuration de la variabilité génétique, taux de multiplication, mode de dispersion, etc.) sont
indispensables afin de mieux gérer les risques de contournement des résistances de la plante.
Ces populations se caractérisent par leur virulence, c’est-a-dire leur capacité a infecter un
hote, et leur agressivité, c’est-a-dire la quantité de maladie qu’elles produisent sur une plante
hote en situation compatible. L apparition d’une population virulente viable vis-a-vis de la
résistance d’une plante, peut résulter de plusieurs mécanismes possibles, comme la mutation,
la recombinaison, la dérive génétique, la migration ou encore la sélection. La majorité des cas
de contournement peuvent avoir lieu quelques années seulement apres le déploiement des

genes de résistance dans les cultures.
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Figure 1: Changements des fréquences des phénotypes dans les populations de

pathogenes associés au contournement de la résistance qualitative apportée par un gene

R (A et B) et a I’érosion de la résistance quantitative apporté par un QTL (C et D),

d’aprés McDonald et Linde (2002).

A et B montrent le contournement d’une résistance qualitative, caractérisé par 1'évolution rapide de

I’avirulence vers la virulence d’une population pathogéne a 1’égard d’une population végétale porteuse

d’un géne R. C et D montrent 1'érosion de la résistance quantitative, caractérisée par une augmentation

progressive de la pathogénicité de 'agent pathogene a I'€gard d’une population porteuse d’un QTL



1.2.3. LIEN ENTRE DURABILITE ET RESISTANCES GENETIQUES

Les résistances qualitatives reposant sur un seul gene R sont le plus souvent peu durables car
il suffit d’'une mutation de ’allele correspondant au gene d’avirulence chez I’agent pathogene
pour contourner la résistance (Figure 1). Le caractere éphémere de la résistance qualitative a
été mis en évidence par de nombreuses études (Brown et al. 2015). Ainsi, Stokstad (2007) a
identifié une nouvelle souche de la rouille noire du blé, virulente sur les cultivars portant des
genes R. Peressotti et al. (2010) ont également décrit une nouvelle souche de Plasmopara
viticola capable de contourner le gene majeur de résistance Rpv3 chez la vigne. Néanmoins, si
la mutation entraine une diminution suffisamment forte de la fitness de 1’agent pathogéne,
cette résistance peut se révéler durable. Des exemples de résistances qualitatives durables ont
surtout été rapportés pour les virus (Garcia-Arenal and McDonald 2003; Goulden et al. 1993;
Kang et al. 2005) mais aussi chez les champignons, par exemple, pour le gene Rx-/ de
résistance de la pomme de terre au Potato virus X (Lecoq et al. 2004) ou le gene Mlo de

résistance de 1’orge a Blumeria graminis (Jorgensen 1992).

La nature polygénique de la résistance quantitative chez les plantes implique que 1’agent
pathogene puisse accumuler plusieurs mutations pour pouvoir se développer (Mundt 2014).
De plus, I’effet partiel de la résistance quantitative sur la diminution de la sévérité de la
maladie, ainsi que son spectre d’action supposé plus large, imposent une pression de sélection
moins forte sur I’agent pathogéne. Le terme « d’érosion » de la résistance quantitative a donc
été employé a la place du terme «contournement» pour distinguer 1’évolution des
populations pathogenes vis-a-vis de cette résistance en comparaison a la résistance qualitative
[Figure 1, (McDonald and Linde 2002; Poland et al. 2009)]. Toutefois, la vitesse et les
mécanismes d’adaptation d’une population pathogene a une résistance quantitative ne sont pas
connus. En comparaison aux résistances qualitatives, l'observation expérimentale des
populations de pathogenes contournant les résistances quantitatives sont rares, mais aussi plus
difficiles a détecter (McDonald and Linde, 2002). Néanmoins, des expériences de cycles
successifs ont démontré une adaptation de 1’agent pathogene a la résistance quantitative pour
I'oidium de l'orge (Villareal and Lannou 2000), le virus de la jaunisse naissante (BYDV) chez
orge (Chain et al. 2007) et le virus de la pomme de terre (PVY) chez le piment (Montarry et
al. 2012). Malgré cela, les résistances quantitatives n'en restent pas moins considérées a ce
jour comme plus durables que les résistances qualitatives, bien que présentant un effet partiel

(Palloix et al. 2009).
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Figure 2 : Comparaison de trois stratégies de gestion des genes de résistance du piment (Capsicum
annuum) au nématode (Meloidogyne incognita), d’aprés Dijan-Caporalino et al. (2014).

L’indice de la maladie (GI) a été vérifié au 5™ (M5), 17°™ (M17) et 28°™ (M28) mois pour le mélange,
I’alternance et le pyramidage de différents genes R. DLL est le cultivar sensible servant de controle, DH149 et

DH330 sont les 2 cultivars résistant possédant le gene Me3 et Mel, respectivement.



1.2.4. STRATEGIES DE GESTION DES RESISTANCES GENETIQUES

Afin d’augmenter la durabilité des résistances, certains auteurs ont proposé une stratégie
consistant a combiner les résistances quantitative et qualitative, ce qui a permis par exemple
de préserver la durabilité de la résistance qualitative au PVY chez le piment (Palloix et al.
2009). Le méme résultat a été obtenu dans un systeme conduit pendant 8 ans en plein champ
infesté par Leptosphaeria maculans chez le colza (Delourme et al. 2014). D’autres études ont
également montré que le fonds génétique de la plante affectait la durabilit¢é d’un gene R
comme chez la pomme de terre et le piment en réponse aux nématodes (Barbary et al. 2014;

Fournet et al. 2013).

La gestion du déploiement des résistances dans ’espace et dans le temps couplée a une
conduite appropriée des cultures, permettrait également de prolonger la durabilité des
résistances, en diminuant la taille des populations pathogenes (Mundt et al. 2002; 2014;

Sapoukhina et al. 2009).

Il existe quelques résultats expérimentaux de comparaison de différentes stratégies de gestion
des geénes R. Par exemple, dans l’interaction piment/nématodes, il a été montré que le
pyramidage, et dans une certaine mesure ’alternance de différents génes R, présentent une
efficacité pour limiter la maladie, alors que le mélange de cultivars possédant différents genes
R permet a la population de I’agent pathogene de se développer [Figure 2, (Djian-Caporalino

et al. 2014)].

Dans certains pathosystemes, seules des sources de résistance quantitative sont disponibles
pour lutter contre un agent pathogene. Il a alors été suggéré que le spectre d’action des QTL
pouvait étre un déterminant important de la durabilité des résistances quantitatives. Le Van et
al. (2013) ont démontré que les pressions exercées par les QTL pouvaient étre différentes
selon leur spectre d'action. Ils ont alors proposés deux stratégies possibles visant a réduire
I'érosion de la résistance quantitative, qui ont consisté a 1) cumuler des QTL a large spectre
d’action, ou ii) combiner des QTL a spectres d’action différents. D’autres études ont aussi
montré qu’une adaptation a des traits quantitatifs pouvait s'opérer assez rapidement au sein
des populations pathogenes (Chin and Wolfe 1984; Pariaud et al. 2009a; Villareal and Lannou
2000). Cela a conduit a I’hypothese que 1’utilisation de QTL a modes d’action distincts sur
différentes étapes du cycle d’un agent pathogene, telles que la période de latence, la
colonisation ou encore la sporulation, pourrait améliorer la durabilit¢é de la résistance
quantitative et ceci quels que soient les geénes sous-jacents (Azzimonti et al. 2013). La

compréhension des effets individuels ou combinés des QTL de résistance, ainsi que de leurs






mécanismes sous-jacents et modes d’action sur les agents pathogenes, constituent des axes de
recherche primordiaux pour mieux développer des stratégies de gestion durable des

résistances quantitatives.

1.3. DISSECTION GENETIQUE DE LA RESISTANCE QUANTITATIVE
1.3.1. IDENTIFICATION DE QTL DE RESISTANCE
La détection de QTL de résistance met en regard, dans une population végétale, une
variabilité génétique, représentée par les alleles présents a des marqueurs moléculaires ou
morphologiques balisant une carte génétique, et une variabilité phénotypique, observée pour

la résistance a un agent pathogene.
Les marqueurs moléculaires

L’essor des marqueurs moléculaires au cours des 30 dernieres années a permis de détecter du
polymorphisme au niveau de I'ADN, basé sur la présence ou l'absence de sites de restriction
(Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP) et la longueur de fragments amplifiés
(Amplified Fragment Length Polymorphism, AFLP) ou de séquences répétées (Single
Sequence Repeat, SSR). Ces outils ont permis le développement des méthodes de
cartographie de QTL (Paterson et al. 1988). Les progres réalisés, par la suite, dans le
séquencage de I'ADN ont généré l'identification de marqueurs de type SNP (Single-
Nucleotide Polymorphism), révélant un polymorphisme au niveau d’un seul nucléotide. Les
SNPs sont généralement bi-alléliques et sont présents en tres grand nombre dans les génomes
(des milliers a des millions de SNPs sont disponibles pour de nombreuses especes). Les SNPs
sont ainsi devenus rapidement les marqueurs les plus couramment utilisés pour leur grande
quantité disponible et leur révélation automatique. Aujourd’hui, les progres technologiques
dans le séquencage a haut débit du génome (NGS, Next Generation Sequencing) permettent
de produire des millions de séquences a faible colit. Récemment, I’approche de génotypage
par séquengage [GBS, Genotyping By Sequencing, (Elshire et al. 2011)] a été décrite pour la
découverte de SNPs et leur génotypage simultané dans le matériel séquencé. Ainsi, Elshire et
al. (2011) ont rapporté avoir génotypé plus de 25 000 marqueurs SNP dans une population bi-
parentale de lignées de mais. Chez 1‘orge et le blé, plus de 34 000 et 20 000 marqueurs SNP
ont été obtenus par 1‘approche GBS, respectivement (Poland et al. 2012).
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Figure 3 : Principe de la cartographie d’un QTL par I’analyse de liaison génétique et I’analyse

par association, d’aprés Mackay et al. (2009).



Le phénotypage de précision

Le phénotypage de populations végétales pour la résistance aux maladies a été pendant
longtemps essentiellement basé sur des tests pathologiques utilisant des échelles de notation
de la sévérité de symptomes, en conditions controlées ou au champ. Récemment, des
méthodes de phénotypage automatisées ont été développées, permettant une évaluation fine
et/ou haut-débit de différents caracteres chez les plantes, en particulier de symptomes ou de
caracteres indirectement corrélés a une maladie (Fahlgren et al. 2015; Furbank and Tester

2011).

Ainsi, les méthodes de phénotypage haut-débit « a base d'images », telles qu’utilisées par
exemple pour analyser les symptomes de la maladie causée par Z. fritici (Stewart and
McDonald 2014), offrent une large gamme d'avantages pour compléter les données obtenues
par les tests pathologiques. Elles sont non destructives, ce qui signifie que les données
phénotypiques peuvent étre collectées a partir d’une méme plante au cours de
I’expérimentation. Elles se prétent également a 1'automatisation, ce qui rend possible d'étudier
de grandes tailles d'échantillons pour augmenter la puissance statistique des analyses. Elles
permettent de détecter la répartition spatiale de I'hétérogénéité et de visualiser des réponses
localisées, qui peuvent étre particulierement importantes dans 1’étude des interactions plante-
pathogene (Mutka and Bart 2015). Elles permettent de recueillir des données qui ne peuvent
étre visualisées avec 1'ceil humain (Kuska et al. 2015). Ces méthodes permettent aussi de
visualiser I’architecture d’un couvert, d’'une plante ou méme les racines (Prashar et al. 2013;
Topp et al. 2013). Ces méthodes peuvent €tre mises en place dans une serre équipée de
systeémes automatisés ou les plantes sont déplacées par des robots pour étre arrosées, pesées et
prises en photo. Ces systemes permettent d’homogénéiser les mesures et d’augmenter le
nombre de plantes phenotypées. Les photos peuvent étre réalisées a 1’aide de différents
appareils comme les caméras infrarouges, les spectroscopes, la télédétection par laser (Lidar),
I'ITmagerie par Résonance Magnétique (IRM), I’Imagerie Hyper Spectrale (HSI), I’imagerie

3D ou encore I’Imagerie thermique.

Grace a la mise en place des plates-formes de phénotypage haut-débit, un grand nombre de
locus de traits d’intérét pourront ainsi €tre détectés avec précision (Yang et al. 2014). En
France, le projet PHENOME a été récemment élaboré pour permettre le développement de
méthodologies et d’analyse de données de phénotypage haut-débit afin d’acquérir des données
quantitatives précises et reproductibles, au sein d’un réseau de neuf plates-formes de

phénotypages (https://www.phenome-fppn.fr).
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La détection de QTL

Deux grands types d’approches ont été développés pour détecter des QTL a partir de données
de génotypage apportées par les marqueurs et de phénotypage obtenues dans des populations

végétales (Figure 3).

La premiere approche est 1'analyse de liaison génétique qui est fondée sur 1’analyse de la co-
ségrégation entre le phénotype d’intérét et les alleles au locus considéré. Cette analyse, dans
la majorité des cas, a été réalisée a partir de populations biparentales (Figure 4), dont les
parents ont été choisis pour leur divergence pour le caractere étudié. Cependant, des analyses
ont aussi €été réalisées a partir de populations multi-parentales connectées, issues de
croisements présentant des parents communs. Les données de génotypage obtenues sur ces
populations permettent la construction de cartes génétiques, représentant 1’ordonnancement
des marqueurs les uns par rapport aux autres sur des groupes de liaison. Dans ces populations,
I'association non aléatoire entre deux alleles a différents locus (appelée déséquilibre de
liaison, DL) est représentative du taux de recombinaison entre les marqueurs. Les méthodes
statistiques simples telles que 1’analyse de variance (Anova) ont ouvert la voie au
développement de méthodes de détection de QTL plus fines intégrant les informations
disponibles au niveau de chaque marqueur [Interval Mapping : IM, Composite Interval
Mapping : CIM, Multiple Interval Mapping : MIM ; (Doerge 2002)]. La méta-analyse de QTL
a également été développée pour synthétiser les résultats de détection des QTL, sur la base
des marqueurs communs entre les cartes génétiques (Veyrieras et al. 2007). Elle permet
d’obtenir des méta-QTL a intervalles de confiance plus petits, de distinguer la pléiotropie (qui
détermine plusieurs caracteres) de la liaison génétique proche (Li et al. 2014; Shi et al. 2009)
dans les zones de co-localisation de QTL. Différents facteurs peuvent influencer la détection
de QTL, comme la taille et le type de la population, la densité et la couverture en marqueurs
des cartes génétiques, le seuil de détection (LOD seuil) ou le test phénotypique choisi

(Holland 2007; Jannink et al. 2009).

La deuxieme approche est ’analyse par association qui est fondée sur les analyses des
associations préférentielles entre le polymorphisme allélique a un gene ou aux marqueurs en
DL a ce gene et la variabilité phénotypique pour un caractére d’intérét, dans des populations
végétales non apparentées ou « naturelles » (Gupta et al. 2014). Avec le développement de
marqueurs a haute densité, cette approche a été récemment appliquée au génome entier,
faisant I’objet d’études dites « GWAS » (Genome-Wide Association Studies). Cette approche

présente 1’avantage d’étre plus résolutive que I’analyse de liaison, en exploitant des
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Tableau 1: Comparaison des avantages et des limites des populations RIL, MAGIC et

GWAS, d’apres Pascual et al. (2015).

RIL MAGIC GWAS
Temps de développement Intermédiaire Long Court
Précision dans la cartographie
s + ++ +++
dans alleles communs
Précision dans la cartographie
N +++ + -
des alleles rares
Nombre de recombinaisons + ++ +++
Nombre de marqueurs
nécessaire + ++ T+
Structure de la population no no +
Principaux avantages Cartographie d'alleles rares Plusieurs alleles en ségrégation | Précision due a la
P & Analyse facile Fondateur pour la SAM recombinaison historique
. . Grands intervalles de Temps de mise en place de la Haut DL limite la precision
Principales limites . Structure de la population
confiance de QTL population o
responsable de faux positif




recombinaisons historiques dans les populations naturelles ou les collections. Les associations
peuvent étre fictives car basées sur le DL qui dépend non seulement de la liaison entre locus
mais aussi de la structuration et de I’apparentement entre individus de la population. Les
méthodes statistiques développées permettent de prendre en compte ces effets et limiter la
détection de faux-positifs. Par ailleurs, I’analyse d’association n’est souvent pas suffisamment
puissante pour détecter des alleles en fréquence rare. La composition et la taille de la
population peuvent étre choisis, afin de limiter les all¢les rares et d’augmenter la puissance de

détection (Figure 5).

Des approches d’analyse conjointe de liaison et d’association, encore nommées LD-LA
(Linkage Disequilibrium-Linkage Association), ont été développées pour intégrer les
avantages des deux approches, afin d’augmenter la précision de localisation et la puissance de
détection des locus (Yu et al. 2006). Ces approches utilisent des populations de lignées
recombinantes issues de dispositifs multi-parentaux de type NAM [Nested Association
Mapping, (Yu et al. 2008)] ou MAGIC [Multiple Advanced Generation Intercross, (Kover et
al. 2009)] pour lesquelles les parents sont connus. La comparaison des différentes approches

est présentée dans le Tableau 1.

1.3.2.LES QTL DE RESISTANCE AUX MALADIES

Architecture génétique de la résistance quantitative

De nombreux QTL de résistance aux maladies ont été identifiés chez les plantes depuis une
vingtaine d’années, en utilisant différentes approches. Les syntheses recensant les études
d’identification de QTL de résistance sont rares car fastidieuses. Wilfert et Schmid-Hempel
(2008) ont analysés 194 publications décrivant un total de 445 QTL de résistance a divers bio-
agresseurs chez les plantes. Le nombre moyen de QTL identifié dans ces publications est de
3.24 QTL et la variance individuelle de chaque QTL est en moyenne de 16,7%. Cependant,
lorsque les expériences d’identification de QTL sont répétées en utilisant différents génotypes
hote ou bio-agresseurs dans des conditions identiques, 1'architecture génétique sous-jacente a
la résistance peut varier considérablement, impliquant d’autres QTL et des interactions
épistatiques. Ces dernieres années, les études d’identification de QTL ont permis d’apporter
davantage de vision sur leur diversité et organisation génomique intra- et inter-especes par
méta-analyse et cartographie comparée, ainsi que davantage de précisons sur leurs intervalles

par cartographie fine.
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Diversité et organisation génomique des QTL de résistance

La méta-analyse de QTL/genes de résistance a de multiples bio-agresseurs a été réalisée chez
plusieurs especes, montrant que les QTL de résistance pouvaient étre distribués sur tout le
génome. Chez le riz, cette analyse a notamment permis d’identifier des co-localisations de
QTL et de genes R de résistance a Magnaporthe oryzae ainsi qu’un choix de QTL intéressants
pour les programmes de sélection futurs (Ballini et al. 2008). Chez les Solanacées, plusieurs
études de cartographie comparée de QTL de résistance chez la pomme de terre, la tomate et le
piment ont permis de mettre en évidence une conservation de la position des QTL majeurs a
différents bioagresseurs (Grube et al. 2000; Leister et al. 1996; Pan et al. 2000). Dans une
étude récente, Fomeju et al. (2014) ont démontré qu’une forte part des régions génomiques
associées a la résistance quantitative du colza au phoma correspondaient a des régions

homéoloques dupliquées de différents blocs synténiques d’A. thaliana.
Cartographie fine et clonage de QTL

La cartographie fine de QTL de résistance aux maladies a récemment fait 1’objet d’un nombre
croissant d’études ces derniéres années (Balkunde et al. 2013; Brouwer and St Clair 2004;
Ding et al. 2011; Ngu et al. 2014; Zhong et al. 2014) mais un tres faible nombre de ces QTL a
été cloné (Cook et al. 2012; Fukuoka et al. 2012; Hurni et al. 2015; Wang et al. 2014). Elle a
utilisé des approches d’identification et de caractérisation d’individus recombinants au QTL
et/ou de génétique d’association. L’identification d’individus recombinants est réalisée a
partir d’une population « pseudo-F2 » ségrégeant uniquement dans la région du QTL. Les
individus recombinants sont alors génotypés finement et phénotypés, afin d’identifier la zone
réduite du QTL par association marqueur-phénotype. Lorsque la taille de la zone du QTL est
suffisamment réduite, mais le génome de la lignée porteuse du QTL n’est pas séquencé,
I’assemblage de séquences d’ADN clonés (principalement de type BAC) peut permettre de
construire une carte physique de la région afin d’identifier les genes candidats. L’étape ultime
est la validation fonctionnelle de genes candidats, qui permet d’identifier le géne responsable
de la variation quantitative. Cette approche de clonage positionnel est lourde et longue a
mettre en ceuvre du fait des intervalles de QTL parfois tres longs (plusieurs dizaines de cM).
Elle nécessite souvent la densification en marqueurs de la zones de QTL, spécialement grace
aux méthodes GBS et/ou NGS [Figure 6, (Billoud et al. 2015)] mais aussi la cartographie
comparée a des génomes des especes modeles (Pottorff et al. 2014). La génétique
d’association a permis également de réduire I’intervalle de confiance de QTL et d’identifier

des geénes candidats sous-jacents a la résistance partielle (Zhao et al. 2015).
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Figure 7 : Principe de la sélection assistée par marqueur (SAM), d’apres Takeda et
Matsuoka (2008).

A/ Méthode BAM ; Le parent résistant (P1) est croisé avec le parent sensible (P2) afin d’obtenir
la F1. Ensuite plusieurs back-cross sont réalisés entre la F1 et le parent P2 afin d’obtenir des

NILs possédant le QTL. B/ Pyramidage de plusieurs QTL dans une variété Elite.



1.4. UTILISATION DES QTL DE RESISTANCE EN SELECTION
Un grand nombre de QTL a été identifié dans différentes especes végétales, mais tres peu de

publications décrivent leur utilisation dans les programmes de création variétale. St Clair
(2010) a suggéré que ce constat était di principalement a la quantité importante de QTL
identifiés, au temps qu'il fallait pour générer une population améliorée et aussi aux résultats
inattendus d’effets des QTL obtenus dans certains programmes d'introgression (Hospital

2005).

1.4.1. SELECTION ASSISTEE PAR MARQUEURS

Le principe de la sélection assistée par marqueurs (SAM) est basé¢ sur I’exploitation du DL
entre des marqueurs moléculaires et le QTL afin de pouvoir transférer celui-ci dans des
lignées de sélection (dites « élites »). Par rapport a la sélection basée uniquement sur le
phénotype, la SAM est sensée étre plus rapide, fiable (si les marqueurs sont proches du gene
d'intérét), précise (marqueur présent ou absent), souple (besoin de peu de matériel) et peu
onéreuse. Globalement, la SAM présente un réel avantage sur la sélection phénotypique si le
colit du phénotypage est supérieur a celui du génotypage et si la variation expliquée par les
marqueurs est élevée. Il a ét€ montré que la SAM est plus efficace a court terme et moins a
long terme car elle sélectionne davantage les QTL a effet fort que les QTL a effet faible

(Hospital and Charcosset 1997).

Différents schémas de SAM ont été développés pour exploiter et cumuler des QTL de
résistance chez les plantes, incluant la sélection précoce en F2 sur les haplotypes, le BAM
(Back-cross assistée par marqueurs), le pyramidage de QTL ou la SRAM (Sélection
récurrente assistée par marqueurs) (St Clair 2010). Les succes de la SAM déja publiés jusqu’a
présent ont ét€ obtenus essentiellement a partir de la méthode BAM (Hospital 2009),
consistant en une succession de rétrocroisements sur une méme lignée parentale élite dite
«receveuse » pour obtenir des lignées quasi-isogéniques (Near Isogenic Lines, NILs)
(Figure 7). Ainsi, les NILs dérivées d’un schéma de rétrocroisement ne se distinguent les unes
des autres que par leur(s) gene(s) ou segment(s) introgressé(s) issu(s) d’un parent dit
« donneur », et fixé(s) a 1’état homozygote. Elles présentent des génomes identiques en dehors
des zones introgressées. La variabilité observée entre NILs pour un phénotype donné est donc
attribuable au(x) segment(s) introgressé(s). Dans plusieurs études, les NILs ont été utilisées
pour valider les effets de QTL de résistance détectés précédemment, ainsi que pour

caractériser les phénotypes associés au segment génétique introgressé, comme chez la tomate

(Brouwer and St Clair 2004), le blé (Ma et al. 2012), le riz (Zhang et al. 2006), 'orge
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Figure 8 : Principe général de la sélection génomique, d’aprés Heffner et al. (2009).

Une population d’entrainement (ou calibration) est évaluée pour des caracteres d'intérét et
génotypée avec des marqueurs moléculaires. L'analyse d’association marqueurs-phénotypes dans
cette population permet de produire une équation de prédiction utilisée pour prédire la valeur
phénotypique d’individus dans une population de sélection uniquement génotypés avec les

marqueurs moléculaires.



(Schmalenbach et al. 2008), le pois chiche (Castro et al. 2010) et le colza (Delourme et al.
2008). Des NILs comportant un QTL introgressé a I’état hétérozygote ont également été
exploitées pour générer, apres une génération d’auto-fécondation des descendants « pseudo-
F2 » au QTL. Ces populations sont utilisées pour identifier des individus recombinants
permettant de réduire 1’intervalle de confiance du QTL. La réduction de la taille d’un QTL
introgressé permet d’identifier les marqueurs moléculaires plus fortement liés au QTL et de
rompre des liaisons génétiques indésirables associées au QTL, pour optimiser 1’usage du QTL
dans les programmes de création variétale. La SAM peut aussi étre la seule fagon de
sélectionner des combinaisons favorables de QTL a effets épistatiques, tel que démontré par
Ahmadi et al. (2001) pour la résistance au virus de la marbrure du riz jaune. Cependant,
différentes études ont également montré qu’apres la SAM, 1'effet d'un QTL pouvait étre réduit
ou voire méme perdu. La perte des effets de QTL peut se produire lorsque le QTL 1) est un
faux positif, i1) est spécifique a certains environnements, 1ii) comprend plusieurs genes dont
les effets sont modifiés une fois introgressés iv) a un effet épistatique avec un autre QTL ou
avec le fonds génétique ou v) n’est pas étroitement lié aux marqueurs moléculaire et donc est
perdu suite a un évenement de recombinaison (Collard and Mackill 2008; Hospital 2005; St
Clair 2010). En conséquence, la validation des effets des QTL est une étape importante avant

d’utiliser les QTL pour la création de nouvelles variétés résistantes.

1.4.2. LA SELECTION GENOMIQUE

Avec D’essor des technologies de séquencage NGS, la sélection génomique (SG) a été
récemment développée comme une nouvelle approche pour améliorer la sélection d’alleles
d’intérét impliqués dans le contrdle des caractéres complexes chez les plantes (Desta and
Ortiz 2014; Jonas and de Koning 2013; Nakaya and Isobe 2012). Trois différences ont été mis
en évidence entre la SAM et la SG :i) la SAM exploite des QTL précédemment détectés pour
un phénotype d’intérét alors que la SG ne se base pas sur une détection préalable de QTL; ii)
les données génotypiques sur les individus sont uniquement nécessaires pour les régions
ciblées par la SAM, tandis qu’elles sont obtenues sur le génome entier en SG; iii) les
individus favorables sont sélectionnés sur la base de leur génotype aux marqueurs dans la
SAM, alors qu’une prédiction de la valeur génétique des individus a partir de I’information
des marqueurs couvrant tout le génome (dite Genomic Estimated Breeding Value, GEBV) est
utilisée pour la SG. Le but de la SG est donc de prédire la valeur génétique d'un individu non
phénotypé sur la base de son génotype, en se basant sur un panel d’individus de calibration et

d’individus de validation permettant d’établir 1’équation de prédiction (Figure 8). Plusieurs
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Figure 9 : Schématique du systeme immunitaire de la plante, d’aprés Dangl et al. (2013)
Tout d’abord, les différents agents pathogenes expriment des PAMPs/MAMPs au moment de la
colonisation de la plante. Les plantes les percoivent via les PRR extracellulaires et initient une réponse
de défense (PTT; étape 1). Les pathogenes vont émettre des effecteurs de virulence pour bloquer la
perception des PAMPs/MAMPs (étape 2). Ces effecteurs sont adressés a des emplacements
subcellulaires spécifiques ou ils peuvent réprimer la PTI et ainsi faciliter la virulence (étape 3). La
plante possede des récepteurs NLR intracellulaires qui peuvent reconnaitre ces effecteurs de trois
facons : 1) modele de reconnaissance directe (étape 4a); ii) modele « du leurre » ou « Decoy Model »
(étape 4b) et iii) modele d’interaction indirecte (étape 4c). Une fois que la plante a reconnu un

effecteur, elle déclenche une nouvelle immunité I’ETI.



approches statistiques ont été proposées pour la prédiction des estimations GEBV, comme la
méthode BLUP [Best linear unbiased predictor, (Henderson 1975)] ou encore la méthode de

régression Bayésienne (Gianola and Fernando 1986).

L’avantage majeur de la SG est 1’accélération conséquente des schémas de sélection, par
I’affranchissement d'étapes de phénotypage coliteuses et longues. De plus, la SG peut
permettre de détecter des genes a effets faibles qui ne peuvent €tre capturés par la SAM
(Hayes et al. 2009). Ainsi, la SG est particulierement adaptée a I’exploitation de locus a effets
mineurs, qui ne représentent souvent qu’une part du déterminisme des résistances
quantitatives. Cependant, de nombreuses études ont montré que la taille et la composition du
panel de calibration, notamment ’apparentement entre individus en calibration et individus
prédits, ainsi que le DL entre SNPs et QTL, jouaient un rdle essentiel dans la qualité des

prédictions des candidats a la sélection (Habier et al. 2007; 2010).

1.5. MECANISMES ET MODES D’ ACTION ASSOCIES A LA RESISTANCE
Pour faire face aux différents agents pathogenes, les plantes ont développé un systeme

d’immunité qui leur permet de réagir par une grande diversité de réponses inductibles. En
effet, malgré I’existence de barriéres constitutives (paroi végétale, métabolites secondaires
antimicrobiens etc...), I’induction de défenses ciblées suite a 1’infection est mise en place

dans les interactions compatibles hote-pathogene.

1.5.1. MECANISMES ASSOCIES AUX GENES R

La défense des plantes résulte de I’expression de la résistance basale et de la résistance
spécifique (Boyd et al. 2013; Michelmore et al. 2013). Ces deux types de résistance ont été
rassemblés dans un modele multiphasique dit en « Zig-Zag » dans lequel la coévolution entre
I’agent pathogeéne et la plante résulte dans des oscillations entre situation « sensible » et
« résistante » selon que la plante est équipée ou non pour reconnaitre le parasite et/ou que ce
dernier est capable ou non de camoufler ses motifs reconnus ou d’inactiver les défenses de

son hote [Figure 9, (Dangl et al. 2013; Jones and Dangl 2006)].

La résistance basale est déclenchée par des récepteurs présents dans la membrane végétale
(dits PRR, «Pattern Recognition Receptors ») capables de reconnaitre des signaux
moléculaires associés aux microbes ou agents pathogenes (dits MAMPs ou PAMPs « Micro-
organism- ou Pathogen- Associated Molecular Patterns ») et d’induire des réponses de
défense générales de la plante ou « PAMP-triggered immunity » (PTI). La flagelline (motifs
peptidiques du flagelle des bactéries) ou encore la chitine (constituant des parois cellulaire

chez les champignons) sont les PAMPs les plus connus. Afin de contourner cette résistance
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basale, des agents pathogenes ont évolué pour libérer des effecteurs (dits ETS «Effector
Triggered susceptibility »), qui vont supprimer la résistance basale et favoriser le

développement de 1’agent pathogene, résultant en une sensibilité de la plante.

La résistance spécifique est alors déployée, les plantes vont développer des mécanismes de
reconnaissance des protéines effectrices, engendrant des réponses de défense de la plante
appelées I’immunité déclenchée par des effecteurs (ETI, « Effector-Triggered Immunity »)
(Jones and Dangl 2006; Tameling and Takken 2008). Tres souvent, I’immunité ETI est a
I’origine d’une réaction d’Hypersensibilité « HR » qui se caractérise par la mise en place
d’une mort cellulaire au niveau de la zone infectée par 1’agent pathogeéne et bloque sa
progression au sein de la plante (Kombrink and Schmelzer 2001). Cette réponse de défense
est régulée par des protéines codées par des génes R. Depuis une quinzaine d’années, plus de
70 genes R ont été clonés (Liu et al. 2007). La grande majorité de ces génes R code pour ['une
des cinq grandes classes de récepteurs intracellulaires dont la plus connue est représentée par
les récepteurs de type Nucleotide-Binding Leucine-Rich Repeat (NB-LRR ou NLR) (Dangl et
al. 2013; Martin et al. 2003). Les mécanismes de la résistance spécifique répondent a trois
modeles : le modéle d’interaction directe gene-pour-gene (Flor 1971), le modele du Leurre
(van der Hoorn and Kamoun 2008) et le mod¢le d’interaction indirecte (Bomblies and Weigel

2007; Dangl and Jones 2001).

1.5.2. MECANISMES DE RESISTANCE QUANTITATIVE

Les genes sous-jacents aux QTL de résistance sont beaucoup moins connus et caractérisés que
les genes R. Peu de QTL de résistance ont été clonés a ce jour et ont montré une diversité de
fonctions sous-jacentes (Niks et al. 2015). Les principaux QTL clonés par clonage positionnel
sont Lr34, Yr36, Pi2l, Rhgl, Rhg4 et Pi35. Leurs fonctions identifiées sont diverses et
incluent des protéines de transporteur ABC, de Kinase-START, une protéine riche en proline,
une protéine tRNAHS guanylyltransferase, une sérine hydroxymethyltransferase ou encore
des protéines contenant un domaine NBS-LRR (Kou and Wang 2010; Michelmore et al.
2013; Niks et al. 2015). Ces résultats de clonage de QTL alimentent les hypotheses multiples
synthétisées par Poland et al. (2009) sur la fonction des QTL de résistance. Ces hypotheses
sont indépendantes mais il est possible que la résistance quantitative soit la résultante de
plusieurs d’entre elles ainsi que d’autres hypotheses et mécanismes moléculaires non décrits a

ce jour.

15






Hypothese 1 : La résistance quantitative serait conditionnée par des genes liés a la

morphologie et au développement de la plante.

De nombreuses corrélations ont été décrites entre des caracteres ou QTL de résistance et
d’architecture et développement. Ainsi, les génes R contrdlant, par exemple, la densité et/ou
I’ouverture des stomates ont un effet important sur les traits morphologiques de la plante
(Bradley et al. 2003; Melotto et al. 2006). Chez la pomme de terre, des co-localisations ont été
observées entre des QTL de résistance a Phytophthora infestans et de nombreux caracteres
d’architecture ou de floraison (Calonnec et al. 2013 ; Collins et al. 1999). Chez le pois, des
QTL de résistance partielle & Didymella pinodes ont été localisés dans les mémes régions que
des genes contrdlant 1’élongation des entre-nceuds (Le) et la sensibilité a la photopériode pour

I’initiation de la floraison (Hr) (Giorgetti 2013).

Hypothese 2 : Les QTL correspondraient a des mutations ou alleles de genes impliqués dans

la résistance basale de la plante.

Chez Arabidopsis thaliana, il a été mis en évidence que le géne de résistance basale « FLS2 »
était impliqué dans la reconnaissance de la flagelline (un PAMP), protéine essentielle des
bactéries. Des mutations dans ce gene semblent produire des effets quantitatifs sur la sévérité
de la maladie et la colonisation bactérienne, qui sont accrus dans les tests en conditions

naturelles (Zipfel et al. 2004).
Hypothese 3 : Les QTL seraient impliqués dans la production de composés antitoxiques.

Les phytoalexines ont longtemps €ét€é reconnus comme des composé€s importants dans la
protection des plantes aux maladies. Dans le pathosysteme Arabidopsis-Botrytis, des études
biochimiques ont montré que les taux de camalexine étaient corrélés au niveau de résistance
quantitative, i.e. la diminution du taux de camalexine dans la plante provoquait une plus

grande sensibilité vis-a-vis de 1’agent pathogeéne (Denby et al. 2004).

Hypothese 4 : Les QTL seraient impliqués dans la transduction du signal de défense des

plantes

Chez Arabidopsis thaliana des mutants de facteurs de transcription (WRKY) impliqués dans
les voies de signalisation régulées par l'acide salicylique et 1'acide jasmonique, ont permis
d’augmenter la sensibilité au pathogene nécrotrophe Botrytis cinerea (Qiu et al. 2007; Zheng
et al. 2006). A l’inverse, une résistance accrue a Pseudomonas syringe pv tomato et
Peronospora parasitica a été observée chez des mutants d’A. thaliana dans la protéine MAP

kinase 4 (MPK4) (Petersen et al. 2000). Chez A. thaliana, le QTL RKS1 confére une
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résistance a Xanthomonas campestris et correspond a une protéine kinase potentiellement

impliquée dans la transduction de signaux (Huard-Chauveau et al. 2013).

Hypothese 5 : Les QTL seraient des genes R a effet faibles ou des genes R contournés a un

effet résiduel.

Plusieurs études ont mis en évidence des co-localisations entre des QTL et des genes R
contournés chez plusieurs especes (Poland et al. 2009). Chez le riz, des substitutions dans le
domaine LRR du geéne Xa2l ont conféré une résistance partielle a Xanthomonas oryzae pv.
oryzae (Wang et al. 1998). Chez le mais, le QTL RCGI1 a été identifié comme étant un gene
de type NB-LRR impliqué dans la résistance partielle a ’anthracnose (Broglie et al. 2006).
L’effet partiel d’un QTL pourrait donc provenir de la modification des sites de reconnaissance
et/ou des sites effecteurs, conduisant a une faible interaction entre 1’agent pathogene et la
plante et par conséquence, déclencherait des réponses de défense moins importantes et/ou

moins rapides.
Hypothese 6 : Les QTL seraient des genes uniques encore jamais identifiés.

Cette derniere hypothese est confortée par les résultats récents de clonage de QTL, qui ont
permis d’identifier de nouvelles classes de genes. Chez le riz, une étude sur la résistance a
Magnaporthe grisea a permis d’identifi¢é une région de 65 kb sous-jacent au QTL Pi34
contenant 10 phases ouvertes de lecture (en anglais, open reading frames = ORFs) dont la
fonction des genes est inconnus (Zenbayashi-Sawata et al. 2007). Chez le soja, le locus Rhgl
conférant la résistance aux nématodes a kyste comporte 3 genes : un transporteur, une
protéine o-SNAP, et une protéine WI12 et 10 copies de ces 3 genes sont nécessaires pour
conférer la résistance (Cook et al. 2012). Chez le blé, le gene Yr6 conférant une résistance

quantitative a la rouille jaune est impliqué dans le transfert de lipides (Fu et al. 2009).

1.5.3. MODES D’ACTION DES QTL DE RESISTANCE SUR LES AGENTS
PATHOGENES

Peu de connaissances sont également disponibles concernant les modes d’action des QTL sur
les populations et traits de vie des agents pathogenes. L’action de la résistance quantitative se
caractérise par une diminution des performances d’un agent pathogeéne sur les différentes
phases de son cycle infectieux (Parlevliet 1979). Pour la plupart des agents pathogenes, le
cycle infectieux comprend I’infection, la colonisation et la reproduction (Azzimonti et al.

2013). L’¢évaluation de I’efficacit¢ de la résistance quantitative vis-a-vis de ces différentes

17






étapes nécessite la mesure des différentes étapes du développement de I’agent pathogene

(Pariaud et al. 2009b; Parlevliet 1979).
Mesure de composantes du cycle épidémique

L’efficacité d’infection, considérée apres le premier contact entre la cellule hote et 1'agent
pathogéne, mesure le nombre d'infections réussies en termes de l1ésions sporulantes. Elle
inclut les étapes du cycle correspondant a la germination des spores et la pénétration mais
aussi au début de la colonisation des tissus (Parlevliet 1979). La période de latence mesure le
temps nécessaire a 1’apparition des premicres spores et la période d’incubation celui
nécessaire a 1’apparition des premiers symptomes visibles (Parlevliet 1979). Elle reflete la
pénétration mais aussi la vitesse de croissance de 1’agent pathogéne durant les premiers jours
apres inoculation. La taille des lésions, mesure une superficie de la plante effectivement
affectée par l'agent pathogene (Parlevliet 1979). Elle donne des informations sur la
colonisation de I’agent pathogene. La sporulation, mesure la production de spores produites
par I’agent pathogene (Pariaud et al. 2009b). Elle permet d’obtenir des informations sur sa

reproduction apres un cycle infectieux sur la plante hote.

La quantification de ces composantes du cycle épidémique a été réalisée dans plusieurs études
comme sur le blé (Broers 1989), ’orge (Baart et al. 1991), la lentille (Negussie et al. 2005), la
cacahuete (Cantonwine et al. 2008), le sorgho (Resende et al. 2009), la tomate (Rodeva et al.
2009), le tournesol (Sakr 2009) et la banane (Leiva-Mora et al. 2015).

Mode d’action des QTL sur les étapes des cycles infectieux

Différentes études ont identifiés des QTL agissant, soit sur certaines phases du développement
de l’agent pathogene, comme la sporulation (Calenge et al. 2004; Kelm et al. 2012),
I’efficacité¢ d’infection (Jorge et al. 2005), la période de latence (Marcel et al. 2008), soit sur
plusieurs phases du développement (Azzimonti et al. 2013; Chung et al. 2010; Talukder et al.
2004). Cependant, I’effet de la résistance quantitative sur ces étapes du développement
épidémique est influencé par les conditions climatiques, les stades de développement de la
plante et du pathogene, ainsi que le substrat utilisé pour les expérimentations essentiellement
dans le cas des pathogenes racinaires (Denissen 1991; Parlevliet 1979; Rufty and Main 1989).
Dans le pathosysteme orge-rouille, Wang et al. (2010) ont identifié trois QTL agissant sur la
période de latence mais a des stades différents du développement de la plante, un QTL
agissant uniquement au stade plantule, un autre uniquement a partir du stade tallage et le

dernier a tous les stades. De plus, I’effet d’un QTL mis en évidence en conditions controlées
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Figure 10 : Effet du cumul de QTL agissent sur différentes composante de résistance, d’apres

Richardson et al. (2006).

Evaluation de huit NILs contenant différentes combinaisons de zéro a trois QTL de résistance a la rouille
jaune de l'orge vis-a-vis de quatre composantes du développement épidémique a savoir : Période de latence,

I’efficacité d’infection, la taille des lésions et la densité de pustule.



peut étre amplifié, semblable, ou au contraire réduit a I'échelle de I'épidémie au champ
(Chung et al. 2010; Talukder et al. 2004). Cependant, peu d’études se sont intéressées a
¢valuer I’effet sur la résistance du cumul de QTL agissant sur des étapes différentes ou
similaires du cycle de développement des populations pathogenes. Les études publiées
concernent essentiellement les maladies foliaires (Caranta et al. 1997; St Clair 2010), du fait
principalement du caractere destructeur des tests disponibles pour les maladies racinaires.
Richardson et al. (2006) ont montré que le cumul de 3 QTL de résistance dans des NILs
permettait d’augmenter le niveau de résistance a la rouille jaune chez 1’orge et de réduire a la

fois Defficacité d’infection, la taille des 1¢ésions et la densité de pustules (Figure 10).

2. LA RESISTANCE DU POIS A APHANOMYCES EUTEICHES
2.1. LE POIS PROTEAGINEUX
2.1.1. ENJEUX ET INTERETS DE LA CULTURE

Le pois protéagineux, Pisum sativum L., est une culture récente, originaire du Moyen-Orient
(Smykal et al. 2012). Le pois est devenu une grande culture en 1980 suite a I’embargo des
Etats-Unis sur le tourteau de soja qui oblige tous les pays de la Communauté Economique
Européenne (CEE) a rechercher un produit de substitution, riche en protéines. Le pois
protéagineux trouve alors rapidement sa place puisque la graine est riche en protéine [24% ;
(Schneider and Huyghe 2015)]. La France, premier producteur de pois de conserve devient
premier producteur de pois protéagineux dans la CEE. Néanmoins, au sein de 1’Union
Européenne (UE), 67 % des maticres riches en protéines consommées restent aujourd’hui
importées (25 millions de tonnes) dont 60 % sous forme de tourteau de soja en provenance
des Etats-Unis (UNIP 2015). Au final, les matieres riches en protéines constituent un poste

important de déficit.

Par ailleurs, le pois présente de nombreux atouts agro-environnementaux. Sa culture ne
requiert aucun apport en engrais azotés, dii a la capacit¢ de la plante a fixer 1’azote
atmosphérique (Hébrard 2002). De plus, elle est une téte d’assolement favorable dans les
systemes de culture céréaliers (un gain de rendement pour une culture de blé qui suivrait et
une réduction des apports azotés) nécessitant peu d’intrants et d’interventions en culture, et

présentant des besoins hydriques relativement faibles (Carrouée et al. 2012; Sartori 2002).

19



800k 80k

60k

600k

£ 400k

I
o
=

eH/bH

200k 20k

Surface Rendement
cultivée (Hg/Ha)
(Ha) ‘

M = Million, K = Thousand
Figure 11 : Evolution des surfaces cultivées et du rendement de la
culture du pois en France entre 1980 et 2013 (Source : FAOSTAT 2015)

] POIS
Surfaces 2013
124900 ha

|:| Moins de 100 ha
[ ] 10121000ha
| ] 100123000 ha
[ ] 300125000 ha
- Plus de 5 000 ha

Source : SSP (provisoire)

Figure 12 : Surfaces cultivées en pois protéagineux en France en

2013 (Source : UNIP 2015)




2.1.2. PRODUCTION ET RENDEMENT

Apres une phase d’expansion trés rapide de 1981 a 1990, les surfaces de pois protéagineux en
France ont marqué un palier en 1993 (727 000 ha) (Figure 11). La premiere réforme de la
Politique Agricole Commune (PAC) en 1992 puis I’Agenda 2000 défavorables aux prix du
pois a I’hectare, ont contribué au recul de la production et des surfaces cultivées. Puis, le plan
Protéines 2010, octroyant une aide a la culture sur deux ans, a permis d’augmenter
temporairement les surfaces. Néanmoins, pour la campagne francaise 2013/2014, les surfaces
de culture du pois protéagineux en France se sont élevées a 124 900 ha et le rendement a 39.7
quintaux/ha pour une production de I’ordre de 533 000 tonnes (FAOSTAT 2015). Les grandes
régions francaises de production sont la Picardie, le Centre et la Champagne-Ardenne (Figure
12). Malgré la baisse de production depuis plus de 10 ans, la France reste de loin le premier
pays européen producteur de pois protéagineux (54 % de la production de I’UE) et le sixieéme
au niveau mondial apres le Canada, la Chine, la Russie, les Etats-Unis et 1’Inde. Le pois est
cultivé dans 95 pays a travers le monde et représente ainsi une superficie mondiale cultivée de

6.3 millions d'hectares (FAOSTAT 2015).

La diminution de la production de pois protéagineux en France et en Europe depuis 1993 a été
aussi fortement associée a I’instabilité des rendements particulierement observée durant ces
dix dernicres années (Figure 11). La sensibilité des variétés de pois aux maladies, tout
particulierement a la pourriture racinaire précoce due a Aphanomyces euteiches, a été et reste
un facteur majeur d’instabilité des rendements ayant décru jusqu’a 36q/ha en 2007 et 2011
(Figure 11). Le développement de moyens de lutte, notamment de type génétique, contre A.
euteiches est devenu 'une des grandes préoccupations de la filiere pois en France depuis une

quinzaine d’années.

2.1.3. LA GENETIQUE DU POIS

Le pois est une espece appartenant a la famille des Légumineuses ou Fabacées et au genre
Pisum. On distingue deux grands types culturaux de pois, I’un semé au printemps et I’autre en
hiver. Le pois de printemps est le type cultural actuellement prédominant. Le pois d’hiver
peut-étre sem¢ précocement ou non a I’automne, selon qu’il porte ou non l’allele Hr de
sensibilité a I’initiation de la floraison [Highly responsive to photoperiod for floral initiation,
(Lejeune-Henaut et al. 2008)] lui permettant d’échapper aux gels de fin d’hiver. Les deux

types de pois sont récoltés au mois de juillet.

Le pois est une plante diploide (2n = 14) annuelle et autogame par cléistogamie. Les variétés

de pois cultivées sont des lignées pures. L’apex de la tige principale différencie des nceuds
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alternes successifs (Figure 13). Les feuilles normales sont composées a leur base de deux
grandes stipules a forme arrondie, puis de paires de folioles. La morphologie de la feuille est
variable selon que la plante porte ou non 1’allele récessif afila (af) (Mishra et al. 2009) qui
transforme les folioles en vrilles. Depuis les années 1980, cet allele est intégré dans toutes les
variétés de pois protéagineux pour limiter la verse des plantes et favoriser la récolte. Sur ses
racines, le pois présente des nodosités fixatrices de 1’azote de 1’air, développées grace a des
bactéries symbiotiques du genre Rhizobium. Le grain présente une grande variabilité
génétique pour sa couleur, sa forme et sa taille. La forme et la couleur des grains ont été les
premiers caracteres étudiés par G. Mendel, qui lui permirent d'établir les premieres lois de la

génétique (Figure 13).

Des collections de ressources génétiques ex-situ, comprenant 200 a plus de 8000 accessions
de pois sauvages et cultivés, sont réparties dans des banques de génes d’une vingtaine de pays
dans le monde (Warkentin 2015). Des collections de référence ou core-collections ont été
générées a partir de ces ressources, notamment en Grande-Bretagne (Jing et al. 2010; Smykal
et al. 2011), aux Etats-Unis (Kwon et al. 2012), en Chine (Zong et al. 2009) et en France
(Deulvot et al. 2010). Par ailleurs, des collections de mutants naturels ou induits sont
également disponibles, en particulier au John Innes Center, UK [1400 mutants « Fast
Neutron » ; (Domoney et al. 2013)], a ’'USDA, USA (Marx Pisum Genetic Stock collection
extraites de 80,000 accessions ; www.ars.usda.gov) et a ’INRA, France [S000 mutants de
TILLING, Targeting Induced Local Lesions IN Genomes ; www.urgv.evry.inra.fr/UTILLdb ;
(Dalmais et al. 2008)].

Le génome de Pois présente une large taille de 4 450 Mpb (Dolezel and Greilhuber 2010) et
comporte 50 a 60 % d’¢léments répétés, ayant retardé le développement des travaux de
génétique moléculaire et de génomique chez le pois (Smykal et al. 2012). Depuis les années
2000, de nombreuses cartes génétiques ont été construites, a partir principalement de
populations bi-parentales de RILs, comportant chacune quelques centaines de marqueurs
essentiellement RAPD ou SSR (Bordat et al. 2011; Loridon et al. 2005; Tayeh et al. 2015). Ce
n’est que depuis 2010 que des données conséquentes de séquencage du pois ont commencé a
étre mises a disposition (Deulvot et al. 2010; Franssen et al. 2011; Smykal et al. 2012). En
2014, Duarte et al. ont décrit le développement d’une carte composite, alignée sur le génome
de M. truncatula, comportant 1340 marqueurs de type SNP développés a partir du séquencgage
d’ADNc de huit lignées. Plus récemment dans le cadre du projet ANR GENOPEA (2010-

2014), une puce Infinium® BeadChip comportant 13,204 SNPs a été générée, a partir de
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séquences d’ADN génomique de 16 génotypes, alignées sur des contigs d’ADNc du génotype
Caméor représentant le répertoire de genes du génome du pois (Alves-Carvalho et al. 2015).
Une carte génétique consensus intégrée, réalisée a partir d’environ 1440 individus dérivés de
12 populations de RILs, a permis d’ordonner avec précision 12,802 des SNPs de la puce et
d’identifier des régions dupliquées par recherche de paralogie entre les séquences contenant
les SNPs (Tayeh et al. 2015). Par ailleurs, Boutet et al. (2016) ont identifié par GBS et
cartographié génétiquement un total de 63,353 SNPs, a partir d’une population de 48 RILs
issue du croisement « Baccara x PI180693 ». Récemment, un consortium international a €té

créé pour réaliser le séquencage du premier génome du pois (Madoui et al. 2015).

2.2.LA POURRITURE RACINAIRE PRECOCE DU POIS
2.2.1. IMPORTANCE ET SYMPTOMES DE LA MALADIE
La pourriture racinaire précoce du pois, due a 1’agent pathogéne tellurique Aphanomyces
euteiches Drechs., est la maladie la plus dommageable en France parmi celles générées par les
micro-organismes du complexe racinaire du pois (Figure 14). Elle a été décrite pour la
premiere fois aux USA dans les années 1920 par Jones et Drechsler (Papavizas and Ayers
1974). Depuis, elle est présente dans de nombreuses régions du monde, particulierement en
Amérique du Nord, Europe, Australie, Nouvelle-Z€lande et Japon. En France, elle a ét€ mise
en évidence dés 1932 mais n’a pos¢ de problémes significatifs qu’a partir de 1993 dans le
Bassin Parisien et au Nord de la France (Didelot and Chaillet 1995). Elle est aujourd’hui
présente dans toutes les zones de production du pois excepté dans les sols tres calcaires types

craies de Champagne, peu réceptifs a la maladie (Moussart, Comm. pers.).

Les symptomes de la maladie sur pois se manifestent a deux niveaux, dés le stade 3-4 feuilles
sur pois de printemps si les conditions climatiques sont favorables. Sur les parties racinaires,
on observe la présence de 1ésions molles et translucides sur les radicelles des 3-4 jours apres
infection, 1ésions qui évoluent en une pourriture « brun-miel » s’étendant sur tout le systéme
racinaire et sur 1’épicotyle qui présente alors un étranglement caractéristique (Figure 15).
Puis, les racines et les nodosités touchées se dessechent. A partir du stade début floraison, ces
pourritures s’assombrissent du fait de I’attaque secondaire des champignons du complexe
parasitaire des racines (essentiellement Fusarium solani, Phoma medicaginis var. pinodella,
...). Sur les parties aériennes, la maladie entraine un jaunissement et/ou un nanisme puis un
dessechement des plantes. A 1’échelle de la parcelle, les symptomes aériens se manifestent le
plus souvent des zones de végétation vert pale qui tournent rapidement au jaune « ronds

jaune » dans les parcelles (Figure 16). Lorsque 1’attaque est importante, les plantes touchées
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produisent trés peu d’étages de gousses. La maladie peut engendrer des pertes de rendement

de I’ordre de 20 a 50 quintaux/ha, selon I’intensité de 1’attaque.

2.2.2. L’AGENT PATHOGENE ET SON CYCLE INFECTIEUX

A. euteiches est aujourd’hui rangé dans la classe des Oomycetes, I’ordre des Saprolegniales et
la famille des Saprolegniaceae. Le genre Aphanomyces regroupe plusieurs especes de
parasites racinaires. Parmi les plus importants d'un point de vue agronomique, on trouve A.
cochlioides qui infecte la betterave et 1’épinard ainsi qu’A. euteiches qui infecte de
nombreuses especes de légumineuses (pois, haricot, feve, pois chiche, vesce, luzerne, trefle,
lupin,...) (Gaulin et al. 2007; Hughes and Grau 2007; Moussart et al. 2008). A. euteiches est
considéré comme un agent pathogene homothallique se developpant dans des tissus vivants

mais dont les oospores sont observés dans les tissus nécrosés.

La pourriture racinaire précoce est considérée comme une maladie monocyclique, incluant un
seul cycle d'infection par saison (Hughes and Grau 2007). Le cycle infectieux est constitué
d’une phase asexuée et d’une phase sexuée (Figurel7). L’inoculum primaire est constitué¢
essentiellement d’oospores (stade sexué) présentes dans les racines de la culture hote
précédente ou a 1’état libre dans le sol. Ces spores de repos ont une durée de vie
particuliecrement longue (10 a 20 ans dans le sol) et une grande résistance aux conditions
extrémes (Papavizas and Ayers 1974). La phase asexuée débute par la germination de
I’0ospore qui conduit a la production des zoospores, considérées comme 1’unité infectieuse de
I’agent pathogene. Cette germination peut se traduire directement par I’émission d’un tube
germinatif qui se ramifie pour former des hyphes, ou indirectement par la production de
sporanges qui liberent des zoospores. Elle serait dépendante de composés spécifiques présents
dans les exsudats racinaires (Shang et al. 2000). Selon Malvick et Percich (1998), la
germination d’une oospore permet de libérer 300 a 400 zoospores biflagellées a 1’aspect
réniforme (7 a 8um de diametre et 13 pm de long). La phase sexuée du cycle infectieux
démarre une fois les zoospores libérées, qui sont viables pendant environ 5 jours et se
déplacent dans 1’eau libre du sol (Papavizas and Ayers 1974). L’infection est donc favorisée a
la suite de précipitations importantes. Les zoospores sont attirées pres des racines par
chimiotactisme. Au contact des racines elles perdent leurs flagelles, s’enkystent puis émettent
un tube germinatif en utilisant du calcium et des nutriments libérés par la plante (Deacon and
Saxena 1998). Aucune structure de pénétration (appressorium) ou d’invasion (haustorium) au
moment de I’infection n’a été mise en évidence a ce jour (Kjoller and Rosendahl 1998). Le

tube germinatif émis par la zoospore est a ’origine du développement d’hyphes dans les

23



29,31 um

Figure 18 : Coupe de racine de pois présentant des oospores d’A. euteiches.



compartiments intra- et inter-cellulaires de I’hote. Des le 4°™ jour aprés infection, les hyphes
différencient les organes de la reproduction sexuée, les oogones (organes femelles) et les
anthéridies (organes males), avec un rapport de 5 anthéridies pour 1 oogone. L’anthéridie
pénetre 1'oogone avec les tubes de fertilisation, qui fournissent les noyaux males a 1'oogone,
ayant pour résultat la formation d’oospores diploides. Apres cette fécondation, de nombreuses
oospores apparaissent alors dans les tissus corticaux des racines et de 1’épicotyle et serviront
d’inoculum primaire pour l’infection suivante (Figure 18A). Ces oospores sont sphériques
avec une paroi épaisse de 1.5 a 2 um et contient en son centre un globule huileux (Figure
18B). Lorsque les symptomes commencent a s’exprimer au niveau aérien, les hyphes de

I’agent pathogene seraient déja inactifs.

La dissémination de 1’agent pathogéne dans le sol est possible par le contact de racine a
racine. Les distances parcourues sont alors rarement supérieures a 15 cm (Pfender and
Hagedorn 1983; Willocquet et al. 2007). Tous les sols régulierement saturés en eau favorisent
la dissémination du champignon. Il en est de méme pour les parcelles en pente, ou le
ruissellement est important, et les sols sableux. Sur de longues distances, la dissémination a

pour origine principale les transports de terre contaminée par les outils agricoles.

2.2.3. SPECIFICITE D’HOTE ET VARIABILITE D’A. EUTEICHES
La spécificité d’hote d’A. euteiches est difficile a déterminer, puisqu’il est capable d’infecter
en conditions artificielles 19 familles botaniques différentes comprenant les 1égumineuses, les
graminées, les brassicacées et les solanacées (Papavizas and Ayers 1974). Chez les
légumineuses, A. euteiches a été isolé en conditions naturelles a partir de cultures de pois
(Wicker et al. 2001), haricot (Pfender and Hagedorn 1983), luzerne (Delwiche et al. 1987),
trefle (Tofte et al. 1992), lentille (Lamari and Bernier 1985) et féverole (Leur et al. 2008). En
utilisant une souche de référence francaise isolée sur pois, Moussart et al. (2008) ont montré
que la lentille, la luzerne et le haricot étaient sensibles a la maladie et présentaient peu de
variabilit¢ génétique intra-spécifique. En revanche, la féverole, la vesce et le trefle
présentaient une large variation génétique intra-spécifique pour la résistance vs. sensibilité,
avec l’observation de génotypes sensibles et de génotypes présentant des niveaux de
résistance ¢élevés. L’ensemble des génotypes de lupin et de pois chiche testés présentaient un
niveau tres élevé de résistance. A 1’inverse, il a été démontré que des souches d’A. euteiches

isolées sur luzerne cultivée, vesce ou haricot avaient un spectre d’hdte beaucoup plus étroit

(Levenfors et al. 2003; Malvick et al. 1998).
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Figure 19 : Les deux principaux pathotypes d’A. euteiches mis en évidence par I’indice
de nécrose racinaire (INR) sur une gamme différentielle de pois, d’aprés Wicker et
Rouxel (2001).

Cette gamme contient deux génotypes sensibles (Baccara et Capella), 1 génotype partiellement
résistant ou sensible selon le pathotype (MN313) et 3 génotypes partiellement résistants (90-2131,
552 et PI180693).



Sur pois, Wicker et Rouxel (2001) ont mis en évidence 1’existence de deux pathotypes
majeurs au sein de 109 souches (dont 80 % d’origine francaise), caractérisées pour leur
pouvoir pathogene sur une gamme différentielle de six génotypes de pois (Wicker et al.
2003). Le premier, nommé pathotype I, a inclus les 34 des souches testées (dont la totalité des
souches francaises), lesquelles ont présenté néanmoins des différences d’agressivité. Le
deuxieme, nommé pathotype III, a été spécifique de souches américaines et caractérisé par
une avirulence sur le génotype MN313. Les isolats francais se sont distingués par leur
agressivité plus élevée que celle des isolats américains (Figure 19). L'existence de différents
pathotypes d’A. euteiches a aussi été décrite pour les isolats de la luzerne. Ces isolats ont été
classés en deux races (1 et 2) sur la base de leur pouvoir pathogéne sur une gamme

différentielle de trois populations de luzerne (Malvick and Grau 2001).

La diversité génétique d’A. euteiches est encore mal connue et n’a pas été clairement
démontrée comme corrélée a la diversité du pouvoir pathogene. Deux banques de cDNA ont
été créées contenant 7 977 séquences d’unigeénes (Gaulin et al. 2008) et répertoriées dans la
base de données « AphanoDB » (Madoui et al. 2007). Récemment, le génome complet d’une
souche de référence d’A. euteiches (ATCC201684) appartenant au pathotype I a été séquencé
(Gaulin et al. en prép; www.genoscope.cns.fr). Le re-séquencage de deux souches de
référence pour les pathotypes I et III (RB84 et Ael(09, respectivement) est en cours, afin
notamment d’identifier les polymorphismes génétiques distinguant les deux pathotypes.
L’ensemble de ces ressources génomiques pourront étre utiles pour analyser la diversité

génétique et I’évolution des populations d’A. euteiches.

Du fait de son caractere tellurique et homothallique, un faible potentiel d’évolution des
souches d’A. euteiches peut étre imaginé. Néanmoins, Grunwald et Hoheisel (2006) a suggéré
que la structure génétique des populations d’A. euteiches était faconnée par un systeme de
reproduction mixte, incluant de 1’autofécondation réguliere et, occasionnellement, des
migrations de nouveaux génotypes ou intercroisements. Ces caractéristiques classeraient A.
euteiches comme un agent pathogene a risque d’évolution moyen a modérément haut (échelle
5-7) d’apres la classification proposée par McDonald et Linde (2002). Ainsi, chez la luzerne,
des souches d’A. euteiches appartenant a la race 2 ont été décrites comme contournant la

résistance a la race 1 dans des variétés cultivées aux Etats-Unis (Malvick and Grau 2001).
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2.2.4. METHODES DE LUTTE

Actuellement, il n’existe aucune méthode de lutte efficace pour gérer la maladie. La gestion
du risque repose sur un test biologique, qui permet de connaitre le potentiel infectieux (PI) du
sol et ainsi de conseiller 1’agriculteur sur I’implantation en vue de sécuriser les rendements.
La réponse a ce test est donnée selon une échelle de PI de 0 a 5. Si le PI est inférieure a 1, la
culture du pois est possible, si le PI est comprise entre 1 et 2.5, seule la culture du pois
d’hiver, qui échappe partiellement a la maladie, peut €tre envisagée et s’il est supérieur a 2.5,
la culture du pois est déconseillée (Crosson and Moussart 2011). La féverole ou le lupin,
résistant a A. euteiches, peuvent se substituer au pois dans les parcelles a risque. Un test PCR
a été également développé pour quantifier 1’agent pathogene dans le sol (Gangneux et al.

2014; Sauvage et al. 2007; Vandemark et al. 2002; 2000).

La lutte culturale offre aussi des possibilités. Une fréquence de retour du pois de 5-6 ans
minimum est indispensable et il est conseillé, lorsque cela est possible, d’alterner pois et
féverole ou lupin. L’amélioration de la structure du sol par I’amendement de maticre
organique fraiche améliorerait le drainage et créerait des conditions moins favorables a
I’infection du pois par A. euteiches (Allmaras et al. 2003). Les précédents culturaux, tels que
les Brassicacées, pourraient exercer un effet suppressif sur la maladie en libérant des
composés volatils (COV) dans le sol qui réduiraient la mobilité des zoospores (Hossain et al.

2012; Smolinska et al. 1997).

Il n’existe actuellement aucun moyen de lutte chimique. Le Tachigaren® (traitement de
semence) aurait un effet réducteur sur la maladie, mais a des doses trop élevées pour étre
envisageables sur le plan économique et environnemental. L’ Aliette® (traitement de semence)
aurait un effet inhibiteur sur les nécroses racinaires par rapport au Wakil XL® utilisé
actuellement, mais il n’est pas homologué sur les cultures pois. Certains travaux antérieurs
évoquent également 1’impact des herbicides (trifluraline, dinoseb) sur le potentiel infectieux

(Jacobsen and Hopen 1981).

Des méthodes de lutte biologique ont été étudiées. L utilisation de bactéries ou champignons
antagonistes (Burholderia cepacia, Pseudomonas fluorescens, etc) ou mycorrhizes (Glomus

spp) auraient un effet néanmoins faible sur I’agent pathogene A. euteiches (Wicker 2001).

La lutte génétique est la plus encourageante méme si, a ce jour, aucune variété résistante a A.
euteiches n’est encore commercialisée. En effet, des sources de résistance partielle ont été
mises en évidence aux Etats-Unis et des lignées de type agronomique améliorées pour la

résistance ont été développées en France. La lutte génétique, couplée a des moyens de lutte

26






prophylactiques et culturaux, est aujourd’hui la piste la plus prometteuse pour contrdler la

pourriture racinaire du pois.

2.3. LA RESISTANCE A APHANOMYCES EUTEICHES CHEZ LE POIS
2.3.1. SOURCES DE RESISTANCE ET SELECTION
Les travaux de recherche de génotypes résistants a A. euteiches ont débuté des les années
1930 dans le Nord des Etats-Unis et se sont intensifiés vers 1950 par la mise en évidence des
lignées PI166159 et PI180693 partiellement résistantes a A. euteiches (Lockwood and Ballard
1960). A la fin XXeéme siecle, les travaux de sélection pour la résistance a A. euteiches ont
essentiellement été publiés par trois équipes américaines (Davis et al. 1995; Gritton 1990;
Kraft 1992), ce qui a permis d’identifier des lignées partiellement résistantes comme : 79-
2022, MN313 et MN314 ; 200 et 552 ; 90-2079 et 90-2131, respectivement (Hamon 2010).
Un large programme de criblage de ressources génétiques conduit par Malvick et Percich
(1998) a également permis l’identification de sources de résistance efficaces vis-a-vis de

souches américaines.

En France, en 2003, I'INRA et I’'UNIP ont mis en place un large programme de criblage de
ressources génétiques (environ 1900 accessions) pour la résistance vis-a-vis de souches
francaises d’A. euteiches, puis au champ. Ce programme a permis de sélectionner un total de
20 accessions présentant un niveau de résistance partielle. L’ensemble des travaux de
recherche de sources de résistance a A. euteiches menés aux Etats-Unis et en France ont ainsi
montré qu’il existait un faible nombre de sources de résistance dans la variabilité¢ naturelle
étudiée au sein du genre Pisum. De 1995 a 2005, le Groupement des Sélectionneurs de
Protéagineux (GSP, France) a développé un programme de sélection récurrente pour la
création de géniteurs partiellement résistants, a partir de sources de résistance américaines
(Roux-Duparque et al. 2004). Ce programme a permis de créer des géniteurs, tels que les
lignées AeD990SW-45-8-7, AeD990OSW-50-2-5 et AeD99QU-04-9-10-1, présentant des
niveaux accrus de résistance par rapport a ceux des meilleurs témoins partiellement résistants

utilisés en France (P1180693, 552 et 90-2131), (Desgroux et al. 2016).

Malgré ces travaux, la sélection lignées de pois résistantes a A. euteiches est restée difficile du
fait du niveau partiel et du déterminisme polygénique de la résistance (Morrison et al. 1971;
Shehata et al. 1983), de la variabilité de 1’agent pathogene (Wicker et al. 2001), et des
interactions avec d’autres pathogeénes du complexe parasitaire du sol (Papavizas and Ayers
1974). Depuis les années 2000, des études de détection de QTL de résistance a A. euteiches

ont été développées en vue notamment d’identifier des marqueurs pour assister la sélection.
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2.3.2. GENETIQUE DE LA RESISTANCE

Chez le pois, la dissection de la résistance quantitative a A. euteiches, par 1’identification de
QTL de résistance a démarré dans les années 2000 aux Etats-Unis. Tout d’abord, a partir
d’une population de 45 lignées recombinantes (RIL) issues du croisement « OSU1026
(sensible « S ») x MN313 (partiellement résistant « PR ») », Weeden et al. (2000) ont mis en
évidence une région génomique, sur le groupe de liaison (LG) IV, associée a la résistance au

champ en 1999 sur le site de LeSueur (USA).

Parall¢lement, a partir d’une population de 127 RILs issues du croisement « Puget (S) x 90-
2079 (PR) », Pilet-Nayel et al. (2002) ont identifié¢ 7 QTL associés a la résistance partielle au
champ sur deux lieux, LeSueur (MN, USA) et Pullman (WA, USA), et sur deux années
(1996, 1998). L’un des QTL détectés, nommé Aphl, a été caractéris€ comme un QTL
«majeur » car il expliquait jusqu’a 47% de la variation observée pour la résistance a LeSueur.
Deux autres QTL, Aph2 et Aph3, ont été révélés de maniere stable sur plusieurs
environnements ou a partir de plusieurs variables de résistance au niveau racinaire ou aérien
dans un méme environnement. Des tests en conditions controlées ont également permis
d’identifier notamment les trois QTL a partir de données de test sur plantule vis-a-vis de deux
souches d’A. euteiches, I’une d’origine américaine (SP7), ’autre d’origine francaise (Ael06)
(Pilet-Nayel et al. 2005). Par la suite, le QTL Aphl a été détecté comme un géne majeur de
résistance (R2=89%) spécifique du pathotype III (souche américaine Ael09), jusqu’a présent
absent en France (Pilet-Nayel et al. non publié). Ces données ont expliqué la sensibilité du
génotype 90-2079 confirmée au champ en France alors qu’il avait été sélectionné comme
source de résistance aux Etats-Unis dans des environnements comportant des souches du

pathotype III.

De 2002 a 2011, des travaux collaboratifs entre I’INRA et ’'USDA ont ensuite été menés pour
identifier des QTL dans trois autres sources de résistance partielle, dont I’efficacité avait été
confirmée en France, i.e. 90-2131, PI180693 et 552. Une analyse QTL a ainsi été réalisée a
partir de trois populations de RILs (111 RILs « DSP (S) x 90-2131 (PR) »; 178 RILs
« Baccara (S) x PI180693 (PR) » ; 178 RILs « Baccara (S) x 552 (PR) »), génotypées a 1’aide
de marqueurs SSR, RAPD et PCR spécifiques pour construire des cartes génétiques (126 a
168 marqueurs par carte individuelle) et phénotypées pour la résistance en conditions
controlées (2 a 6 souches par population) et au champ sur un réseau multi-local franco-
américain (4 a 11 environnements par population de RILs). A partir des résultats de détection

de QTL obtenus sur chacune des trois populations ainsi que sur la population « Puget x 90-
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Figure 20 : Sept principaux QTL de résistance a A. euteiches identifiés chez le pois a partir
des quatre populations de RILs issues de croisements impliquant les sources de résistance
90-2079, 90-2131, PI1180693 et 552, d’apres Hamon et al. 2011, 2013.

La longueur de chaque QTL représente I’intervalle de confiance approximatif du QTL. Sa largueur est
proportionnelle au nombre de variables ayant permis sa détection, donc représente sa stabilité. Les
pourcentages de variation expliqués par chaque QTL (Min-Max) selon les variables, sont indiqués en
dessous des noms des QTL.



2079 » (au total, 29 environnements au champ en France et aux USA et 12 essais en
conditions contrdlées), une méta-analyse de QTL a permis d’identifier 27 méta-QTL de
résistance, par clusterisation de 115 QTL initiaux. Les 27 méta-QTL incluaient 7 régions
génomiques principales [dont les QTL Aphl, Aph2 et Aph3 ; (Pilet-Nayel et al. 2002)], ayant
chacune été détectée de maniere trés consistante dans 2 a 4 populations de RILs a partir d’au
moins 12 variables initiales (Hamon et al. 2011; 2013). Ces 7 principaux QTL de résistance
ont été nommés « Ae-Psx.x ». Deux d’entre eux, Ae-Ps7.6 sur le LGVII et Ae-Ps4.5 (ou Aphl)
sur le LGIV, ont été caractérisés comme des QTL a effets majeurs vis-a-vis de souches du
pathotypes I et III, respectivement [Figure 20, (Hamon et al. 2011; 2013)]. L’ensemble des
résultats a permis de souligner les points marquants suivants : (i) Une relativement faible
diversité de QTL de résistance non spécifiques des sources de résistance étudiées a été
observée, suggérant I’existence de bases génétiques communes entre les lignées parentales
partiellement résistantes étudiées. La quasi-totalité des méta-QTL regroupant au moins deux
QTL initiaux ont en effet été détectés a partir d’au moins deux populations de RILs, chacun
comportant entre 2 a 5 alleles contribuant a la résistance. (ii) Une faible spécificité des QTL
de résistance a également été mise en évidence en fonction des deux principaux pathotypes
d’A. euteiches décrits. En effet, les cinq régions génomiques détectées pour la résistance au
pathotype III ont été également associées a la résistance au pathotype I présent en France. La
faible spécificité des QTL a également été observée vis-a-vis de différents criteres de
notations (racinaire, aérien) et conditions de test (chambre climatique, champ) réalisés a
différents stades de développement de la plante. Une grande stabilit¢ d’expression de la
plupart des QTL vis-a-vis de différents environnements a été observée, seuls 5 des 27 méta-
QTL identifiés ayant été détectés spécifiquement a partir d’environnements frangais ou
américains. (iii) Des associations négatives entre alleles de résistance et alleles de traits
morphologiques/phénologiques favorables a la sélection du pois protéagineux ont €été
identifiées, spécialement dans la source de résistance PI180693 & trois principaux QTL
(associations résistance/feuilles normales (af), production d’anthocyanes (A) et tardiveté). Des
associations alléliques positives ont également ét€é mises en évidence, particulierement a un
QTL principal Ae-Ps5.1 (associations résistance/ graines lisses (R)). (iv) Une diversité de
genes candidats sous-jacents aux principaux QTL a été identifiée, incluant des analogues de
geénes de résistance ou génes impliqués dans la reconnaissance plante-pathogene de type LRR
(sous-jacents notamment au QTL a effet majeur Ae-Ps7.6), des genes impliqués dans des
mécanismes de défense ou de transduction de signaux (kinases, F-Box, enzymes de synthese

de la cellulose, de stress oxydatif, PR protéines...).
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Figure 21 : Schéma de back-cross assisté par marqueurs développé dans le cadre du projet
SAMAPH chez le pois.

Programme incluant 5 schémas paralléles d’introgression d’alléles aux 7 principaux QTL, a partir de 5
lignées dites « donneuses » dans plusieurs lignées dites « receveuses ». Les lignées « donneuses » choisies,
qui sont les parents porteurs d’alleles de résistance aux QTL (en rouge), sont : le géniteur 552 (Gritton, 1990)
et 4 RILs (831.08, 847.50, BAP8.195 et BAPS8.70. Les lignées « receveuses », qui sont des parents sensibles,
incluent, d’une part les lignées dites « de référence » (Puget, DSP ou Baccara) qui sont les lignées parentales
sensibles des RIL « donneuses », d’autre part les variétés de pois élites Eden (pois de printemps, inscription
Nickerson, 2004), Isard (pois d’hiver, inscription Agri-Obtentions, 2005) et Enduro* (pois d’hiver,
inscription Florimond-Desprez, 2007). *Enduro n’a été utilisé en croisement qu’avec la lignée donneuse
RIL847.50.



Depuis 2008, une étude de génétique d’association pour la résistance a A. euteiches a été
conduite a ’INRA, a partir d’une collection dite « Aphanomyces » enrichie en sources de
résistance, afin de valider les principaux QTL détectés précédemment et tracer les alleles de
résistance dans les lignées de la collection. La collection établie a consisté en 175 lignées,
incluant i) environ *3 de lignées issues du programme de création de géniteurs
« Aphanomyces » du GSP, ayant utilisé les génotypes 90-2131, 552 et PI180693 comme
principales sources de résistance, ainsi que ii) environ l/3 de lignées issues des travaux INRA
de génétique (meilleures RILs, meilleures sources de résistance) et de variétés de pois
sensibles. La collection a été génotypée a I’aide des 13,204 SNPs de la puce Infinium®
BeadChip récemment développée (Tayeh et al. 2015) et phénotypés pour la résistance en
conditions controlées (2 souches) et au champ (9 environnements). L’analyse a permis
d’identifier un total de 52 QTL d’intervalles inférieurs a 5 cM, couvrant les zones de 6 des 7
principaux QTL détectés par analyse de liaison (Desgroux et al. 2016). Elle a permis de
mettre en évidence 14 régions de QTL consistants, ainsi que [’accumulation de « best
haplotypes » a ces régions dans les lignées les plus résistantes directement issues de
croisement entre les témoins partiellement résistants PI180693, 90-2131 et 552 (Desgroux et

al. 2016).

De 2008 a 2013, un programme de Back-cross Assisté par Marqueurs (BAM) a été
développé a I'INRA en collaboration avec I’'UNIP et le GSP (projet SAMAPH) pour la
création de NILs a un ou plusieurs des 7 principaux QTL de résistance. Les alleles de
résistance présentant les effets les plus élevés et consistants aux 7 QTL ont été ciblés. Cinq
schémas paralleles ont été développés pour I’introgression simultanée d’all¢les de résistance a
un, deux ou trois des 7 principaux QTL de résistance, a partir de cinq lignées dites
« donneuses » dans trois lignées dites «receveuses » (Figure 21). Les NILs obtenues
permettront de valider les effets et d’identifier les meilleures combinaisons de QTL
permettant d’augmenter les niveaux de résistance mais aussi de caractériser les modes

d’action et fonctions des principaux QTL.

2.3.3. MECANISMES DE RESISTANCE

Peu d’études ont ét¢ développées dans le monde pour mieux connaitre les mécanismes

biologiques ou moléculaires associés a la résistance a A. euteiches.

Les mécanismes d’action de la résistance sur le cycle de I’agent pathogéne a fait I’objet de
quelques études. Morrison (1971) a tout d’abord montré que la résistance quantitative chez le

pois se traduisait essentiellement par la réduction du nombre d’oospores produites dans les
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racines. Kraft et Boge (1994, 1996) ont développé diverses méthodologies pour évaluer la
résistance a différentes phases du cycle, incluant le comptage d’oospores dans les racines,
I’évaluation de la vitesse d’apparition et de progression des symptomes et de la vitesse de
germination des zoospores dans les exsudats racinaires et la quantification d’antigenes de
I’agent pathogene par ELISA. IIs ont ainsi montré que la résistance des lignées P1180693, 90-
2131 et/ou 79-2022 était liée a une diminution de la multiplication d’A. euteiches dans les
racines, a une moindre production d’oospores et a une moindre germination des zoospores
dans les exsudats racinaires. Cette moindre germination serait due a la présence
d’anthocyanes dans les exsudats de la lignée PI180693. Plus récemment, Vandemark et
Griinwald (2005) ont utilis¢ une méthode de quantification par PCR de ’ADN de 1’agent
pathogene, pour suivre son développement dans la plante. Chez la lignée P1180693, une
quantit¢é modérée d’ADN d’A. euteiches a été détectée dans les racines sans conférer de
symptomes. Les auteurs suggerent que le développement de symptOmes observés chez
PI180693 serait en partie inhibé par des mécanismes qui conferent une tolérance aux effets de

la colonisation.

Les mécanismes moléculaires associés a la résistance a A. euteiches sont tres mal connus chez
le pois. En conditions contrdlées, Pueppke et VanEtten (1974) ont montré que le pois, infecté
par A. euteiches, serait capable de produire une phytoalexine en grande quantité, la pisatine, et
que la sensibilité du pois serait due a la capacité d’A. euteiches a tolérer cette molécule en la
détoxifiant. Morin et al. (2008) ont identifié par SSH (Suppression Substractive
Hybridization) un total de 372 genes différentiellement exprimées chez les génotypes 552
(partiellement résistant) et Baccara (sensible) en conditions d’inoculation ou non par A.
euteiches. La validation de 92 d’entre eux par RT-PCR quantitative et par cartographie
génétique en comparaison aux QTL identifiés, a permis d’identifier des génes candidats
d’intérét. Plus récemment, Hosseini et al. (2015) ont identifié, par analyse transcriptomique
un total de 574 et 817 genes exprimés différemment en réponse a A. euteiches a 6 et 20 heures
apres I’inoculation (hpi), respectivement. Ils suggerent que plusieurs voies de signalisation
sont déclenchées chez le pois a un stade précoce de I’infection, conduisant a des mécanismes
immunitaires tels que le renforcement de la paroi cellulaire, la régulation des voies de 1’acide
jasmonique et de I’éthylene et surtout une induction de la synthese de chalcone a 20 hpi qui
inhibent le transport de l'auxine. Chez la Iégumineuse modele Medicago truncatula, Djebali et
al. (2009) et Badis et al. (2015) ont montré par des analyses cytologiques que la résistance

était liée a (1) une accumulation de composés phénoliques solubles et une accélération de la

31






fréquence de divisions dans les cellules du péricycle et (ii) a un dépot de lignine sur les parois
cellulaires du péricycle, protégeant ainsi le cylindre central racinaire de 1’invasion par A.
euteiches. Par ailleurs, des approches transcriptomiques et protéomiques ont également été
menées chez I’espece modele afin d’identifier les geénes et protéines régulés chez M.
truncatula suivant ’infection par A. euteiches (Colditz and Braun 2010; Nyamsuren et al.
2003). Récemment, Badis et al. (2015) ont identifié plus de 700 genes sur-exprimés dans une
NIL porteuse de 1’allele de résistance a A. euteiches au locus majeur prAel (Djebali et al.
2009) par rapport a la NIL sensible correspondante. Le role de genes impliqués dans les voies
de biosyntheése des flavonoides a été particulierement validé par qRT-PCR et dosage de

métabolites.

3. OBJECTIFS ET STRATEGIES DU TRAVAIL DE THESE

La compréhension des bases génétiques et moléculaires de la résistance est nécessaire afin de
pouvoir créer des variétés comportant des résistances efficaces et durables. Une meilleure
connaissance des modes d’action de la résistance quantitative sur les agents pathogeénes est a
ce jour nécessaire afin d’optimiser les stratégies de combinaison et de déploiement des QTL
de résistance, qui permettront de préserver et d’augmenter les niveaux de résistance chez les
plantes. Le pathosysteme Pisum sativum/A. euteiches présente un enjeu économique majeur.
Le re-développement de la culture du pois passera par la disponibilité de variétés résistantes a
la pourriture racinaire. La sélection de variétés résistantes nécessite 1’apport de connaissances
pour mieux exploiter la résistance quantitative et orienter le choix des combinaisons de QTL a

considérer.

Dans ce contexte, cette these a visé a déterminer les effets des principaux QTL de
résistance a A. euteiches, seuls ou en combinaison, sur le niveau de symptomes de la maladie
et a connaitre leurs modes d’action sur certaines étapes du cycle infectieux de I’agent
pathogene, en vue de leur gestion durable. Ces objectifs s’appuient sur trois questions de
recherche : 1) Quelle est la diversité des effets et modes d’action des principaux QTL de
résistance a A. euteiches ? ii) Les effets des QTL sont-ils conservés en fonction du fonds
génétique de la plante ? iii) La combinaison de QTL de résistance présentant des modes

d’action variés et/ou similaires permet-elle d’augmenter I’efficacité de la résistance. ?

Afin de répondre a ces questions, la thése s’est appuyée sur un panel de matériel végétal

innovant de type NILs et a décliné une démarche d’étude en trois étapes pour I’étude de la
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variabilité des effets et modes d’action des QTL qui correspondent aux trois chapitres de

résultats de cette these. Ces trois étapes ont consisté a :

v Valider les effets des QTL, seul ou en combinaison, dans différents fonds génétiques
sur la résistance a A. euteiches en conditions contrdlées.

v' Identifier les combinaisons de QTL permettant d’augmenter la résistance au champ
dans les NILs, au regard de leurs effets selon 1’environnement et de la composition
génomique des NILs.

v Etudier la diversit¢ des modes d’action des QTL, seuls ou en combinaison, sur

certaines étapes du cycle infectieux en conditions contrdlées.

Les résultats obtenus dans chacune des étapes sont présentés et discutés sous forme
d’articles scientifiques. Puis dans le dernier chapitre, une discussion générale est

présentée, ainsi que des perspectives pour la recherche et la sélection.
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CHAPITRE Il

Variabilité des effets des QTL de
résistance a Apharnomyces eutesches
dans différents fonds génétiques en

conditions controlées






CHAPITRE 1II: VARIABILITE DES EFFETS DES QTL DE
RESISTANCE A APHANOMYCES EUTEICHES DANS DIFFERENTS
FONDS GENETIQUES EN CONDITIONS CONTROLEES

1. INTRODUCTION DU CHAPITRE

La validation des QTL associés a la résistance aux maladies dans différents fonds génétiques
est une étape importante et souvent négligée avant leur utilisation dans les programmes de
sélection assistée par marqueurs et la recherche des mécanismes sous-jacents aux QTL. La
validation des QTL controlant la résistance partielle a A. euteiches est d'un intérét majeur pour

le développement futur de variétés résistantes.

Les objectifs de ce chapitre de these ont donc été 1) de décrire la création de NILs aux
principaux QTL de résistance a A. euteiches, réalisée dans le programme de BAM développé
a I’'INRA (Projet SAMAPH), et ii) d’évaluer dans les NILs I’effet des QTL de résistance a A.
euteiches, seuls ou en combinaison, en fonction de différents fonds génétique et de la

variabilité du pathogene.

Les résultats obtenus dans ce chapitre ont permis 1) d’évaluer la faisabilité du programme de
sélection assistée par marqueurs pour introgresser un, deux ou trois QTL dans trois ou quatre
fonds génétiques différents, ii) de confirmer la variabilité des effets des QTL observée
précédemment dans les mémes conditions (Hamon et al. 2013) et iii) d’évaluer la stabilité des
effets des QTL, seuls ou en combinaison, une fois transférés dans de nouveaux fonds

génétiques.

Ce chapitre de theése est présenté sous la forme d’un article publié dans la revue TAG

(Theoretical and Applied Genetics).

2. ARTICLE PUBLIE
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Abstract

Key message Marker-assisted backcrossing was used
to generate pea NILs carrying individual or combined
resistance alleles at main Aphanomyces resistance QTL.
The effects of several QTL were successfully validated
depending on genetic backgrounds.

Abstract Quantitative trait loci (QTL) validation is an
important and often overlooked step before subsequent
research in QTL cloning or marker-assisted breeding for
disease resistance in plants. Validation of QTL controlling
partial resistance to Aphanomyces root rot, one of the most
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damaging diseases of pea worldwide, is of major interest
for the future development of resistant varieties. The aim
of this study was to validate, in different genetic back-
grounds, the effects of various resistance alleles at seven
main resistance QTL recently identified. Five backcross-
assisted selection programs were developed. In each, resist-
ance alleles at one to three of the seven main Aphanomyces
resistance QTL were transferred into three genetic back-
grounds, including two agronomically important spring
(Eden) and winter (Isard) pea cultivars. The subsequent
near-isogenic lines (NILs) were evaluated for resistance to
two reference strains of the main A. euteiches pathotypes
under controlled conditions. The NILs carrying resistance
alleles at the major-effect QTL Ae-Ps4.5 and Ae-Ps7.6,
either individually or in combination with resistance alleles
at other QTL, showed significantly reduced disease sever-
ity compared to NILs without resistance alleles. Resistance
alleles at some minor-effect QTL, especially Ae-Ps2.2 and
Ae-Ps5.1, were also validated for their individual or com-
bined effects on resistance. QTL x genetic background
interactions were observed, mainly for QTL Ae-Ps7.6,
the effect of which increased in the winter cultivar Isard.
The pea NILs are a novel and valuable resource for further
understanding the mechanisms underlying QTL and their
integration in breeding programs.

Introduction

A large number of Quantitative trait loci (QTL) have
been identified in different plant species, but very few
have been utilized in plant breeding programs. Difficul-
ties integrating QTL information into breeding strate-
gies have been due to the large number of QTL identi-
fied, the time it takes to generate improved populations
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(St Clair 2010), but also to unexpected results obtained
in QTL introgression programs (Hospital 2005). Thus,
a very important step is to validate QTL effects before
further research is pursued into QTL cloning, genom-
ics studies, or Marker-Assisted Selection (MAS) to
introgress QTL into new genetic backgrounds. Marker-
Assisted Backcrossing (MAB) has been frequently used
for QTL introgression (Collard and Mackill 2008; Hos-
pital 2009). The goal of MAB is to incorporate a major
gene or QTL from an agronomically inferior source (the
donor parent) into an elite cultivar or breeding line (the
recurrent or recipient parent). The desired outcome is a
near-isogenic line (NIL) to the recurrent parent, contain-
ing the major allele at the gene or QTL from the donor
parent, with the recurrent parent genotype present every-
where else in the genome (Hospital 2003; Kaeppler et al.
1993). NILs have been used advantageously to identify
and validate QTL, as well as to produce fine maps, espe-
cially in tomato (Brouwer and St Clair 2004), wheat (Ma
et al. 2011), maize (Koester et al. 1993), rice (Yu et al.
1991), barley (Schmalenbach et al. 2008), chickpea (Cas-
tro et al. 2010) and rapeseed (Delourme et al. 2008). In
many studies, NILs allowed the QTL effect associated
with introgressed segments to be confirmed. However, in
some cases, after MAS the effect of a QTL was reduced
or nullified. The loss of QTL effects can occur when
the QTL (1) is a false positive, (2) is specific to some
environments, (3) includes several genes and recom-
bination between those genes modifies the effect of the
introgressed segments or (4) has an epistatic effect with
another QTL or with the genetic background (Collard
and Mackill 2008; Hospital 2005). For example, Ahmadi
et al. (2001) reported that MAS was particularly use-
ful for validating epistatic effects between two QTL for
resistance to rice yellow mottle virus, in introgression
lines carrying both QTL compared to lines hosting only
one of the two QTL which displayed no effects. The rate
of unexpected results in MAS was reported to increase
when QTL are used rather than known genes, when the
number of QTL increases and when manipulating genetic
components of more complex traits [complexity comes
from the large number of genes controlling the trait,
interactions between genes due to linkage and epistasis,
low heritability and interaction between genes and envi-
ronment (Hospital 2005)]. Disease resistances have often
been reported to be inherited as simple traits or complex
traits with major-effect QTL (St Clair 2010). There are
many examples of successful validation of major resist-
ance QTL effects in introgression or pyramiding lines
(St Clair 2010). Subsequently, an increasing number
of fine mapping studies of major-effect resistance QTL
have been recently described (Keller et al. 2015). Sev-
eral less successful attempts were also reported, such as

@ Springer

36

QTL detected with minor effects in specific environments
(Delourme et al. 2008; Li et al. 2003).

Aphanomyces root rot of pea, caused by the soil-borne
oomycete Aphanomyces euteiches (Jones and Drechsler
1925), is one of the most devastating diseases of peas
worldwide. In Europe, the disease has spread since the
1990s due to the intensification of pea production (Wicker
and Rouxel 2001) and can lead to total devastation of the
crop in infested fields (Didelot and Chaillet 1995). Symp-
toms of the disease are translucent lesions on the rootlets,
which evolve into brown rot affecting the entire root system
up to the epicotyl (Moussart et al. 2008). Above ground, the
disease causes stunted seedlings, yellow leaves and even
dead plants. Two main A. euteiches pathotypes have been
reported in pea (Wicker and Rouxel 2001) based on their
differential reactions on a set of six genotypes (Wicker
et al. 2003). Pathotype I is predominant in Europe and was
observed in the United States. Pathotype III was observed
at some locations in the United States [Onfroy et al. (2015)
submitted]. The use of partial polygenic resistance to A.
euteiches has been considered as a key component of dis-
ease management for forty years (Papavizas and Ayers
1974). Breeding of pea lines resistant to A. euteiches was
first developed in the United States. Genetic resources and
agronomic lines with partial levels of resistance were iden-
tified, including the breeding lines 90-2079 and 90-2131
(Kraft 1992), 552 (Gritton 1990) and the landrace P1180693
(Lockwood and Ballard 1960). The latter three lines were
then confirmed among the highest partially resistant lines
in France (Pilet-Nayel, unpublished data). Using Recom-
binant Inbred Line (RIL) populations derived from crosses
involving the four sources of resistance, a comprehensive
meta-QTL mapping program identified seven QTL out of
27 meta-QTL associated with resistance to A. euteiches
(Hamon et al. 2011, 2013; Pilet-Nayel et al. 2002, 2005).
Each of the seven QTL was detected consistently in two to
four RIL populations from at least 12 initial variables out
of the total 29 field environment and 12 controlled condi-
tion variables studied. In particular, one major-effect QTL,
Ae-Ps7.6 located on Linkage Group VII (LGVII), was con-
sistently identified and explained up to 60 % of the phe-
notypic variation, depending on environments and isolates.
The other QTL contributed up to 15-44 % of the variation
depending on the QTL (Hamon et al. 2013). A quite low
diversity of non-specific QTL to sources of resistance was
observed, suggesting a common genetic origin between
the partially resistant parental lines studied. A low speci-
ficity of resistance QTL was also shown according to the
strains, environments and scoring criteria studied. Nega-
tive associations between resistance and undesirable mor-
phological alleles (normal leaves and flower color) for dry
pea breeding, especially alleles originating from PI180693,
were found. Epistatic interactions contributing to increased
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resistance were also identified, especially between the two
main QTL Ae-Ps7.6 and Ae-Ps2.2. SSR markers linked to
the seven main QTL identified have been made available
for use in MAS (Hamon et al. 2013). However, although
the main QTL were detected over different RIL popula-
tions, their effect remains to be validated when introgressed
into new genetic backgrounds as no knowledge is available
about Aphanomyces resistance QTL x genetic background
interactions.

The aims of this study were to validate individual or
multiple Aphanomyces resistance QTL effects in differ-
ent genetic backgrounds using introgression lines. First, an
extensive backcross-assisted selection program was con-
ducted to generate NILs carrying resistance alleles at one
to three of the seven main resistance QTL in three genetic
backgrounds. Second, the generated NILs were pheno-
typed for resistance to two reference strains of the main A.
euteiches pea pathotypes, for validating QTL effects, indi-
vidually or in combination, in the different genetic back-
grounds under controlled conditions. This study provides
unprecedented pea resources and knowledge for QTL vali-
dation, future QTL genomic studies and demonstrates the
potential of MAS for creating resistant agronomic germ-
plasm for release.

Materials and methods
Plant material for MAB

Five parallel MAB schemes were developed, each scheme
aiming to simultaneously introgress resistance alleles at one
to three QTL from one donor line into three recipient lines.
The five donor lines used in the MAB schemes included
four RILs (RIL 831.08, RIL 847.50, RIL BAPS.70 and
RIL BAPS8.195) from previously studied mapping popula-
tions (Hamon et al. 2013) and the partially resistant garden
pea breeding line 552 also analyzed in Hamon et al. (2011)
(Table 1). Each donor RIL was chosen to carry allele(s)

Table 1 Donor lines used for MAB

from its resistant parent at the one to three target QTL and
alleles from its susceptible parent at a maximum number
of markers outside the target QTL (Supplementary data
file 1). Eleven of the 16 resistance alleles identified at the
seven main resistance QTL (Table 3 in Hamon et al. 2013)
were targeted for introgression from the five donor lines,
based on their level and/or consistency of effects on resist-
ance previously identified. These included three resistance
alleles (90-2131, PI180693 and 552) at the major-effect
QTL Ae-Ps7.6, two resistance alleles (P1180693 and 552)
at QTL Ae-Ps2.2 and Ae-Ps3.1 and one resistance allele
(90-2079, 90-2131 or PI180693) at each of the four other
main QTL.

The three recipient parents used in each MAB scheme
included (1) a reference line, which was the susceptible
parent of the RIL population in which QTL were detected,
i.e., Baccara (Hamon et al. 2011), DSP (Hamon et al. 2013)
or Puget (Pilet-Nayel et al. 2002) and (2) two dry pea agro-
nomic lines of different sowing types, i.e., the spring cul-
tivar Eden and the winter cultivar Isard. A fourth recipient
parent, the winter dry pea cultivar Enduro, was also used in
one of the five MAB schemes (donor line RIL 847.50), due
to its higher agronomic value (Table 2).

NIL production

The breeding scheme for introgression of the target QTL is
shown in Fig. 1. Sixteen bi-parental crosses between donor
(as male) and recipient (as female) lines were carried out.
Plant progenies from each cross were repeatedly back-
crossed with the recipient parent in greenhouse conditions,
with two generations per year.

At each backcross generation, 45-91 15-day-old plants
were genotyped using microsatellite markers, to select
plants carrying one, two or three QTL introgressions,
respectively. During genotyping, growth of the young
plants was slowed down in a growth chamber at 5 °C and
8-h photoperiod for about 1 month. Plants carrying the
donor introgressions at all the target QTL (heterozygous at

Donor line Donor RIL cross of origin ~ Target QTL for MAB Resistance enhancing References
(Hamon et al. 2013) alleles at target QTL
RIL 831.08 USDA, USA Puget * 90-2079 Ae-Ps4.5 90-2079 Pilet-Nayel et al. (2002,
2005)
RIL 847.50 USDA, USA DSP * 90-2131 Ae-Ps5.1, Ae-Ps7.6 90-2131 Hamon et al. (2013);
McGee et al. (2012)
RIL BAP8.70 INRA, France Baccara * PI1180693 Ae-Ps4.1, Ae-Ps7.6 PI180693 Hamon et al. (2011)
RIL BAP8.195 INRA, France Baccara * PI180693 Ae-Psl.2, Ae-Ps2.2, Ae- PI180693 Hamon et al. (2011)
Ps3.1
552 University of Wisconsin, Ae-Ps2.2, Ae-Ps3.1, Ae- 552 Gritton (1990)
USA Ps7.6
ringer
2 Spring
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Table 2 Recipient lines used for MAB

Recipient parent Parents type for MAB Cultivar type Registration year Breeder

Puget Reference Spring garden pea 1967 Brotherton Seed Company, UK
Dark Skin Perfection (DSP) Reference Spring garden pea 1960 Unilever limited, UK

Baccara Reference Spring dry pea 1992 Florimond-Desprez, France
Eden Agronomic Spring dry pea 2004 Nickerson, France

Enduro Agronomic Winter dry pea 2007 Florimond-Desprez, France
Isard Agronomic Winter dry pea 2005 Agri-Obtentions, France

Recipient Lines Donor Lines Years
RIL 831.08, RIL 847.50,
Isard « Agronomic » X RIL BAP8.195, 2008 —|
Eden « Agronomic » l RIL BAP8.70 and 552
T T 2000
Imas1
I N N x  BeiFt
IMmas 2
I X ecor 2010-
{MAs3
T e
lMAS 4
BC4F1 2011
1 | P TR
i MAS 5 homozygous and
heterozygous
MAS to select I X  BC5F1 o lines at QTL
homozygous and t/
heterozygous i MAS 6 l
T\ @ @ o oz @ 2012
vy - +
@ @ scor2 BCS5F3
vy ¥
BC6F3 2013
vy ¥

Fig. 1 The marker-assisted backcrossing scheme used to construct NILs at the main Aphanomyces resistance QTL. A fourth recipient parent
(not presented), the winter cultivar Enduro, was also used in one of the five MAB schemes (donor line RIL 847.50)

markers linked to QTL) and the highest level of recipient
genome outside the target QTL were selected and trans-
planted in greenhouse conditions. One to five selected
plants were used for producing the next backcross progeny,
by manual outcrossing with the recipient parent.

Five backcrossed generations were produced from four
crosses (Puget x RIL 831.08, DSP x RIL 847.50, Bac-
cara x RIL BAPS8.70 and Baccara x RIL BAP8.195),
in which the donor lines initially carried portions of the
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reference recipient line genomes. Six backcrossing gener-
ations were performed from the other crosses to improve
recovery of genomes of the recipient lines, except for the
Isard x RIL BAP8.70 and Enduro x RIL 847.50 crosses
for which only five generations of backcrosses could be
carried out (Table 3).

BC5/6F1 progenies were then self-pollinated to select,
in subsequent QTL pseudo-F2 populations, homozygous
plants carrying resistance alleles at zero, one, two or three
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QTL. A total of 91-273 BC5/6F2 plants were screened,
depending on the number of segregating QTL. In some
crosses, a second generation of self-pollination was neces-
sary to select BC5/6F3 homozygous lines carrying resist-
ance alleles at three QTL. In each cross, two of the selected
homozygous plants per allelic combination at target QTL,
named “sister” lines, were self-pollinated to increase seed
and the BC5/6F3/4 seeds were used for pathological tests.

Marker-assisted selection

Over all the backcross and selfing generations during NIL
production, 152 microsatellite markers were used for MAS,
including 99 SSR markers (Simple Sequence Repeats) from
Loridon et al. (2005) and 53 EST-SSR markers (Expressed
Sequence Tags-Simple Sequence Repeats, named “eSSRs”;
Mohamadi, unpublished data).

A total of 37 markers (32 SSRs and 5 eSSRs) previ-
ously associated with the seven main resistance QTL
to A. euteiches (Hamon et al. 2013) were used to control
introgressions at each MAS generation (Fig. 2). One to
five markers, depending on their level of polymorphism
between the donor and recipient lines, were used for tracing
each QTL, the size of which was estimated at 9-37.5 cM
when projected onto the consensus genetic map of Duarte
et al. (2014). Most of the QTL were controlled with at least
three markers (Supplementary data file 1).

A total of 115 markers (67 SSRs and 48 eSSRs), regu-
larly distributed on the genome (Supplementary data file 1;
Fig. 2), was used over all the MAS generations to control
that the genome had returned to the recipient type. One to
three markers per QTL carrier- or non-carrier linkage group
were used at each generation from BC1F1 to BC4F1. All
the remaining polymorphic markers were used to check
the recipient genome in BC5F2 and BC6F2/3. A Recipi-
ent Genome Content (RGC) value was calculated for each
homozygous NIL as the percentage of markers among all
those tested outside the target QTL, which revealed alleles
from the recipient parent.

SSR genotyping

At each MAS generation, foliar tissues were harvested
from each plant at the four-leaf stage and freeze-dried.
Total DNA was extracted from freeze-dried leaf material
using a NucleoSpin 96 Plant II Core Kit (Macherey—Nagel
GmbH & Co. KG, Germany), following the manufacturer’s
instructions. PCRs were carried out in a total volume of
7 nL, containing 20 ng genomic DNA template, 1X PCR
Polymerization Buffer, 0.2 mM of dNTPs, 2 mM of MgCl,,
0.13 pM of the forward primer coupled to a 19-base M13
tail in 5/, 0.26 pM of the reverse primer and 0.5 Units of
Tag DNA polymerase (reagents from Promega, USA). PCR
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Fig. 2 Genetic map positions of the seven main Aphanomyces P
resistance QTL and markers used in the Marker-assisted backcross-
ing scheme for NIL production. Positions (in ¢cM Haldane) of mark-
ers indicated in black on each Linkage Group (LG) were determined
from the consensus genetic map reported in Duarte et al. (2014).
Positions of markers indicated in red, purple, and orange were esti-
mated from Hamon et al. (2013), Loridon et al. (2005) and Moham-
adi (unpublished data), respectively. Positions of target fragments at
the seven main QTL, named “Ae-Ps-.-“, are indicated by green bars
and were estimated from Hamon et al. (2013)

products were labeled by adding a universal M13 oligonu-
cleotide labeled with the fluorescent dye, 6-FAM, to the
PCR reaction. Thermocycling was carried out as follows:
denaturation at 94 °C for 4 min; followed by 10 cycles at
94 °C for 30 s, annealing at the required temperature for
45 s and extension at 72 °C for 1 min; then, 30 cycles at
94 °C for 30 s, annealing at 51 °C for 45 s and extension at
72 °C for 1 min; followed by a final extension step at 72 °C
for 10 min. The annealing temperature (7,) was optimized
for each locus (Supplementary data file 1). PCR products
were sent to the GENTYANE genotyping platform (INRA
Clermont-Ferrand, France) to be loaded on an ABI3730 XL
DNA Analyzer (Applied Biosystems®, USA). PCR amplifi-
cation results were analyzed using GeneMapper® Software
v.4.0 (Applied Biosystems®, USA).

Evaluation of NILs for resistance

Two single spore strains of A. euteiches were used to assess
NIL disease resistance in tests under controlled conditions.
The RB84 strain was isolated from a French infested soil
(Riec-sur-Belon, Finistere) (Moussart et al. 2007) and is
the reference for pathotype I. The Ae109 strain was isolated
from American soil (Wisconsin) (Malvick et al. 1998) and
is the reference for pathotype III. Fourteen pea control lines
were used in the disease test, including the five donor and
six recipient parents of the MAB scheme and three par-
tially resistant parental lines of RIL populations (P1180693,
90-2131 and 90-2079).

Disease resistance tests were performed in a growth
chamber, using a modified version of the standardized test
developed for evaluating pea resistance to A. euteiches
(Moussart et al. 2001). For each strain, all the lines were
evaluated within two tests, in a randomized complete block
design with two blocks as replicates per test. In each block,
five seeds of a single genotype were sowed in one pot con-
taining unsterilized vermiculite. Plants were grown under
constant conditions at 25 °C for 16 h of day and 23 °C
for 8 h of night. Seven days after sowing, seedlings were
inoculated with 5 ml per plant of a suspension of zoospores
concentrated at 200 spores per ml, from a pure culture of
the French or American strain. Zoospores were produced
as previously described by Moussart et al. (2001). The
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vermiculite was saturated by capillary watering after inoc-
ulation to favor disease development and avoid zoospores
leaching. Seven days after inoculation, disease severity
(DS) on each uprooted and washed plant was assessed
according to a 0 to 5 scoring scale (Moussart et al. 2008)
(0 = no symptoms; 1 = traces of discoloration on the
roots (<25 %); 2 = discoloration of 25-50 % of the roots;
3 = discoloration of 50-75 % of the roots; 4 = discolora-
tion of >75 % of the roots; 5 = plant dead).

Data analysis

Statistical analyses of phenotypic data were performed
using R software (R Development Core Team 2014). For
each strain, the absence of genotype x test interactions was
checked with a linear model, using the ‘Anova’ function of
the ‘car’ package (John and Sanford 2011). Then, the DS
scoring data obtained for all the NILs, or each NIL set per
cross or donor line, were analyzed using a linear mixed
model [LMM; ‘Imer’ function, ‘lme4’ package (Bates et al.
2014)], considering the DS scoring data as explanatory
variables, the genotype as fixed factor and the replicate as
random factor. A Wald F test was applied for evaluating
genotypic effect (@ = 5 %). Broad sense heritability (/%)
was estimated from an analysis of deviance table using
the formula h* = o?g/[o°g + (ce/n)] [‘pbkrtest’ package
(Halekoh and Hgjsgaard 2013)], where o°g is the genetic
variance, o2e is the residual variance and n is the number
of replicates per line. Least square means (LSMeans) were
estimated for each line using the ‘Ismeans’ function of the
‘Ismeans’ package (Lenth and Herve 2015). LSMeans val-
ues were compared between each other with the pairwise
contrast or multiple comparison Tukey HSD or Tukey test
(o =5 %), using the ‘pairs’ or ‘cld’ functions of the ‘Mult-
compView’ package (Graves et al. 2012). Pearson corre-
lation coefficients were calculated between the two strain
LSMeans data (¢ = 5 %).

Results

Construction of NILs at the main Aphanomyces
resistance QTL

A total of 157 NILs were selected from the 16 MAB cross-
ing programs conducted over 6 years (2008-2013) (Fig. 1).
These were homozygous at zero to three of the seven main
target resistance QTL (Table 3). Two homozygous NILs
per allelic combination at the target QTL, known as sister
NILs, could usually be selected in each cross. However,
only one or no NIL was found for six allelic combinations
at two to three QTL in four different crosses. Five combi-
nations in two crosses were each represented by more than
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two NILs (Table 3). All the sister NILs diverged from each
other in later generations (BC4F1 to BC6F1), except those
from Baccara x RIL BAPS8.195 which was divided into
two bi-QTL introgression schemes from BC2 because no
plants were selected carrying introgressions at the three
QTL initially targeted.

The 157 homozygous NILs at QTL were coded as fol-
lows: NIL“NIL set number”’-“0 for zero QTL or QTL
number(s)” “sister NIL letter (a or b)” (Supplementary
data file 1). They were characterized for two morphologi-
cal traits, i.e., type of leaves and flower color (Supple-
mentary data file 1). NILs carrying resistance alleles from
RIL BAP8.195 at QTL Ae-Psl.2 and Ae-Ps2.2 had normal
leaves and purple flowers, respectively.

The size of the genome fragment containing the QTL
which was introgressed in NILs could not be estimated
precisely due to the low density of available SSR markers.
In some cases, the introgression was larger than the ini-
tial target fragment since the recipient genome in the QTL
flanking regions was not recovered (Supplementary data
file 1). In contrast, some portions of target fragments, not
controlled by markers, may have been lost in several NILs,
e.g., the QTL Ae-Ps3.1 in three NIL sets (13, 14 and 15).
Variations in introgression size resulted from differences
in the number of polymorphic markers, between the donor
and recipient parents, available for controlling introgres-
sions at the target QTL and return to recipient genomes in
QTL flanking region.

In each final selected NIL, a total of 29-74 SSR mark-
ers tested outside the target QTL, depending on their level
of polymorphism between donor and recipient lines, were
used to examine the return to the recipient genome (Table 3,
Supplementary data file 1). Each QTL homozygous NIL
selected carried the recipient type allele at 94-100 % of
the markers tested outside the target QTL. Out of all the
QTL homozygous NILs, only six NILs (NIL1-4.5b, NIL7-
4.1/7.6b, NIL12-2.2a-b, NIL12-1.2/2.2a and NIL12-
1.2/2.2/3.1a) have a fragment of the donor line outside the
target QTL according to the SSR markers tested.

Based on all the SSR markers tested in or outside the
QTL regions, the genomic composition of sister NILs was
identical, except in two NIL sets (11 and 15), which com-
prised five pairs of sister NILs carrying different introgres-
sion sizes at QTL Ae-Ps2.2 or Ae-Ps7.6.

Evaluation of NILs for Aphanomyces resistance
under controlled conditions

For both strains, genotype x test interactions were not sig-
nificant (P = 0.30 and 0.99, for RB84 and Ael09 strain,
respectively). LMM analysis of DS scoring data for all
the NILs showed a highly significant genotypic effect
(P <0.001) for each strain test. Heritability estimates of the
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trait observed in the tests were high, i.e., 0.93 for the RB84
strain and 0.91 for Ael09. LSMeans of DS scores and
standard errors obtained for each NIL with the two strains
are detailed in Supplementary data file 2, and averaged
3.24 £ 0.14 for RB84 and 2.93 £ 0.13 for Ael09 for all
the NILs tested. Frequency distributions of DS LSMeans
values for all the NILs tended to fit normal curves with
both strains (Fig. 3). However, a group of 12 highly resist-
ant NILs to the Ae109 strain was separated from the other
lines. This group contains (1) all the NILs carrying QTL
Ae-Ps4.5 from RIL 831.08 and (2) six NILs carrying QTL
Ae-Ps7.6, individually and/or in combination with other
QTL, from three donor parents (RIL 847.50, RIL BAPS.70
and 552) in the recipient line Isard. The control lines tested
ranked as expected for DS LSMeans with the two strains.
In particular, the donor parents RIL 847.50, RIL BAPS.70
and RIL BAPS.195 were the most partially resistant con-
trols to the RB84 strain with scores between 1.7 and 2.7
and RIL 831.08 was the most resistant to the Ael109 strain
with a score of 0.6 (Fig. 3). Levels of susceptibility of the
recipient parents were similar for the RB84 strain (scores
of 3.56-3.87), while they were more variable for the Ae109
strain (score of 2.85-3.4). The Pearson correlation coeffi-
cient between RB84 and Ae109 LSMeans data for all NILs
was 0.28 (P < 0.001).

Histograms of DS LSMeans scores obtained for each of
the 16 NIL sets with the two strains are shown in Fig. 4 and
Supplementary data file 3, in comparison to parental line
values. LSMeans of NILs without introgressions were not
significantly different from those of the recipient parents,
except for the NIL14-0b.

Three NIL sets showed significant LSMeans dif-
ferences between NILs and their parental lines in the
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Fig. 3 Frequency distribution of disease severity (DS) of the 157
NILs produced by MAB, for resistance to two strains of A. euteiches,
A RB84 strain, B Ae109 strain. DS LSMeans values of the donor lines
are shown in white: 1-RIL 847.50, 2-RIL BAP8.195, 3-RIL BAPS8.70,
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reference genetic backgrounds (Fig. 4). In two of the three
NILs sets, the effects of 90-2131 and PI1180693 resistance
alleles at QTL Ae-Ps7.6, individually and/or in combina-
tion with the 90-2131 allele at QTL Ae-Ps5.1 or P1180693
allele at QTL Ae-Ps4.1, were validated for resistance
to the RB84 strain in the reference recipient lines. The
DSP x RIL 847.50 NILs carrying the single QTL Ae-
Ps5.1 or Ae-Ps7.6 were significantly more resistant to
RB84 than the recipient parent (Fig. 4A). The combina-
tion of the two QTL had a significantly increased effect
compared to the two single QTL effects in the NILs tested
(Figs. 4, 5). The Baccara x RIL BAPS8.70 NILs carrying
the single QTL Ae-Ps7.6 were also significantly more
resistant to RB84 than the recipient parent, whereas NILs
carrying QTL Ae-Ps4.1 were not significantly different
from the recipient parent. The combination of QTL Ae-
Ps7.6 and Ae-Ps4.1 had a greater effect than the single
Ae-Ps7.6 QTL effect (Fig. 4B). In the third NIL set, the
effect of the 90-2079 allele from RIL 831.08 at QTL Ae-
Ps4.5 was also validated for resistance to Ael109, but not
to the RB84 strain, in the reference recipient line (Fig. 4C,
Supplementary data file 3).

In two other NIL sets, significant but smaller LSMeans
differences were observed between NILs carrying either
the QTL Ae-Ps2.2 from RIL BAP8.195 or the QTL Ae-
Ps7.6 (combined or not with Ae-Ps2.2 and/or Ae-Ps3.1)
from 552, and the reference recipient line Baccara with the
RB84 strain.

Analysis of QTL x genetic background interactions

The main QTL effects observed in the reference recipient
lines with each strain were confirmed in the other recipient
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4-552 and 5-RIL 831.08, respectively. The values of the recipient
lines are shown in black: 6-Eden, 7-Isard, 8-DSP, 9-Puget, 10-Bac-
cara and 11-Enduro, respectively. n total number of NILs assessed, m
mean = standard error of the total NILs, /42 heritability estimate
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Fig. 4 Comparison of disease severity (DS) between NILs and
parental lines, in three NIL sets, produced in reference genetic back-
grounds A DSP x RIL 847.50, B Baccara x RIL BAP8.70 and C
Puget x RIL 831.08. White, black, and gray bars indicate DS

lines. QTL x genetic background interactions were identi-
fied mainly for QTL Ae-Ps7.6 and to a lesser extent for QTL
Ae-Ps4.1, Ae-Ps4.5 and Ae-Ps5.1, by analyzing the data in
the NIL sets showing the highest effects, from the three donor
lines RIL 847.50, RIL BAP8.70 (RB84 strain) and RIL 831.08
(Ael09 strain) (Fig. 6). QTL x genetic background interac-
tions were also noted for QTL Ae-Ps2.2 from RIL BAP8.195
and QTL Ae-Ps7.6 from 552, depending on the strain (Sup-
plementary data file 3). The three alleles (P1180693, 90-2131
and 552) introgressed at QTL Ae-Ps7.6 conferred significantly
different levels of effects in each agronomic recipient line.

Introgressions of the 90-2131 resistance alleles at QTL
Ae-Ps5.1 and Ae-Ps7.6 from RIL 847.50 had different
effects on resistance to RB84, depending on the recipient
line (Fig. 6A). The effect of QTL Ae-Ps7.6 alone was sig-
nificantly higher in Isard than in DSP and Eden, with differ-
ences in the DS LSMeans values between the NILs carrying
and not carrying the QTL at 1.3, 0.7 and 0.8, respectively.
The QTL Ae-Ps5.1 only had an effect in DSP. The effect of
the two combined QTL was similar in Isard and DSP, and
significantly higher than in Eden (LSMeans differences of
1.2, 1.5 and 0.7, respectively, between NILs with and with-
out the two QTL). However, the two QTL in DSP provided
the same level of resistance as the single QTL Ae-Ps7.6 in
Isard.

Interactions between the PI180693 resistance allele at
QTL Ae-Ps7.6 from RIL BAP8.70 and recipient lines were
also observed for RB84, with a significantly greater effect
in Isard than in Baccara and Eden (LSMeans differences
between NILs with or without the QTL were 1.0, 1.0 and 0.4,
respectively) (Fig. 6B). The P1180693 allele at QTL Ae-Ps4.1
did not confer resistance when introgressed individually into
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LSMeans values with the RB84 strain (A, B) or Ael09 strain (C) of
the donor parent, the recipient parent and the NIL set, respectively.
Bars standard errors. LSMeans labeled with different letters differ
significantly (P < 0.05, Tukey HSD)

Q4
L4-5.1/7g£1 i

Fig. 5 Comparison of Root Rot symptoms between two NILs from
the DSP x RIL 847.50 NIL set, either carrying donor introgressions
or not at the two QTL Ae-Ps7.6 and Ae-Ps5.1. Symptoms are shown
at seven days after inoculation with the RB84 strain

w®

the three recipient lines. When used in combination with
QTL Ae-Ps7.6, QTL Ae-Ps4.1 increased significantly the
level of resistance in the spring recipient lines Baccara and
Eden whereas it decreased resistance in Isard, compared with
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Fig. 6 Effects of individual or a combination of Aphanomyces resist-
ance QTL, in NILs carrying introgressions from the donor lines, A
RIL 847.50, B RIL BAPS.70 and C RIL 831.08, in different recipi-
ent lines. Each value is the average of DS LSMeans obtained for
the two sister lines of each NIL type, with the RB84 strain (A, B) or
Ael09 strain (C). Bars standard errors. LSMeans differences between

the effect of the single QTL Ae-Ps7.6 (LSMeans differences
between NILs with the single QTL Ae-Ps7.6 and NILs with
the two QTL are 0.2 in Isard, 0.5 in Baccara and 0.3 in Eden).

Introgressions of the 90-2079 resistance allele at QTL
Ae-Ps4.5 from RIL 831.08 had a strong effect in the three
genetic backgrounds on resistance to the Ae109 strain, with
a slightly but significantly higher effect in Puget than in
Eden and Isard (Fig. 6C).

Discussion

Validation of QTL for resistance to A. euteiches in differ-
ent pea genetic backgrounds is essential for further genetic
research and integration of QTL in MAS. We used MAB
to generate a unique plant resource of sixteen pea NIL sets
carrying resistance alleles at one to three of the seven main
Aphanomyces resistance QTL, in different genetic back-
grounds including two elite agronomic cultivars (Eden and
Isard). NILs allow individual or combinations of QTL to
be isolated in a given genetic background. Consequently,
phenotypic differences between the recipient parent and the
NILs are most likely attributable to the targeted QTL. We
evaluated the NIL sets for resistance to two strains of A.
euteiches under controlled conditions. The effects of sev-
eral QTL were validated, depending on the genetic back-
ground, and agronomically important NILs, with improved
resistance to A. euteiches compared to recipient parents,
were identified. Our findings validate previous QTL map-
ping studies (Hamon et al. 2011, 2013; Pilet-Nayel et al.
2002, 2005), and also show the feasibility of using MAS
for improving resistance to A. euteiches in pea.
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NILs with or without QTL that are labeled with different letters dif-
fer significantly in the three recipient lines (P < 0.05, Tukey). Black,
green, and pink lines indicate the reference parents (DSP or Baccara
or Puget) and the agronomic recipient parents Isard and Eden, respec-
tively

A unique plant resource of pea NILs at Aphanomyces
resistance QTL

Our MAB approach produced a total of 157 NILs homozy-
gous for resistance alleles at one to three main resistance
QTL from five introgression schemes into three recipient
lines. We conducted an extensive program for NIL creation,
which generated more than 28,000 SSR genotyping data
points and 1300 manual flower inter-crosses per generation.
Some examples of extensive MAS programs have been
reported in the literature (Fujita et al. 2010; Thabuis et al.
2004; Yi et al. 2009; Zhou et al. 2005).

The introgression fragments were chosen based on their
level and consistency of effect on resistance in previous
QTL detection programs (Hamon et al. 2013). Resistance
alleles from 552 at QTL Ae-Psl.2 and Ae-Ps4.1 were not
targeted in the present introgression program despite their
interest (Hamon et al. 2013) but are being considered in
an ongoing additional MAB program (Pilet-Nayel Pers.
Comm.). Resistance alleles from several donors at identi-
cal QTL, specifically QTL Ae-Ps7.6, were targeted in the
MAB program, since there was no information on whether
common or different linked genes underlie the different
alleles at this QTL. Common genes may be expected to
confer resistance from the PI180693 and 90-2131 alleles
at QTL Ae-Ps7.6 since these two resistant germplasms are
related (Kraft 1992).

The strategy developed in the MAB program successfully
allowed 93 % of the target introgressions to be obtained in
NILs comprising more than 98 % of the recipient genome.
However, several factors may have influenced MAS effi-
ciency. First, the number of plants screened at each BC and
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first selfing generation (45-91 and 91-273, respectively) was
adapted to the number of simultaneously introgressed QTL
and to technical constraints (entire or half of a 96-well DNA
plate). The plant number was usually adequate or overesti-
mated for introgressing one or two QTL or for selecting dif-
ferent allelic combinations at target QTL in BC5/6F2/3. It
could have been underestimated in some crosses for simul-
taneous introgression of three QTL (91 lines per BC genera-
tion), according to theoretical estimates (Hospital and Char-
cosset 1997), leading to no or low plant selection outside
QTL regions. Second, the number of markers to control intro-
gressions (>3 for 84 % of the introgressed fragments) was
mostly adequate to prevent QTL loss from double recombi-
nation events in the moderate to large sized QTL fragments
(9-37.5 cM), even though marker positions were not always
optimized due to the lack of polymorphic markers available.
Undesirable alleles (normal leaves, colored flowers), which
were previously reported to be linked to PI180693 resist-
ance alleles at Ae-Psl.2 and Ae-Ps2.2 (Hamon et al. 2013),
were introduced into the NILs, as a result of unreduced intro-
gression sizes (Supplementary data file 1). Such negative
associations between resistance and morphological alleles
were frequently reported (St Clair 2010; Tanksley and Nel-
son 1996). Third, the number of markers for controlling the
return to the recipient genome was reasonable on each QTL
non-carrier linkage group (one to three markers), since 50 %
of the recipient genome is returned without markers at each
BC generation. On QTL carrier linkage groups, few flanking
markers to control and reduce introgression sizes were avail-
able, sometimes resulting in larger introgressed fragments
than initially targeted. Five or six BC generations were con-
ducted to ensure a higher level of return to recipient genome
and overcome the overall low number of markers for MAS.
Recently, massive numbers of SNP markers were developed
from next-generation sequencing programs in pea (Boutet
et al. (2015) submitted; Duarte et al. 2014; Sindhu et al.
2014), which will be a valuable tool for improved optimiza-
tion of future MAB programs.

Major- and some minor-effect QTL validated in NILs
for resistance to A. euteiches under controlled
conditions

In the NIL sets which showed the highest QTL effects, indi-
vidual QTL effects observed in reference recipient back-
grounds were detected with similar levels as previously
described for RIL populations, i.e., high for QTL Ae-Ps7.6
and Ae-Ps4.5, low for QTL Ae-Ps5.1 and null for QTL Ae-
Ps4.1 under controlled conditions. Bi-QTL combinations
increased resistance compared to individual QTL, suggest-
ing additive or epistatic QTL effects when combined.

The QTL Ae-Ps7.6 had a major effect on resistance in
most of the NILs evaluated with the RB84 strain. Effects
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of introgressions from the different donor lines at QTL
Ae-Ps7.6 were different in the NILs produced, either
high or null for resistance alleles derived from 90-2131
or PI180693 and from 552, respectively, in accordance
with previous QTL results. The QTL Ae-Ps7.6 was not
detected previously in the Baccara x 552 RIL population
with the RB84 strain but it was found with other strains,
while the 90-2131 and P1180693 alleles at QTL Ae-Ps7.6
were detected and explained up to 60 and 14 % of the
phenotypic variation (R?) in the DSP x 90-2131 and Bac-
cara x PI180693 RIL populations, respectively (Hamon
et al. 2011, 2013). Differences in effects were previously
reported between the 90-2131 and PI180693 alleles at
QTL Ae-Ps7.6 which were not detected in the same genetic
background.

QTL Ae-Ps4.5 showed a highly significant effect on
resistance to the Ael09 strain in all NIL sets from the RIL
831.08 donor line. This result validates those obtained in
the Puget x 90-2079 RIL population (Pilet-Nayel et al.
2002, 2005), which showed a contribution of QTL Ae-Ps4.5
to the resistance up to 44 % depending on the environments
tested. Furthermore, the QTL were recently detected in this
population with a very strong effect on resistance to Ae109
and a lower effect on resistance to RB84 (Pilet-Nayel,
unpublished data). These results explained the high and
low levels of resistance to Ae109 and RB84, respectively,
of the subsequent selected RIL 831.08, used as donor par-
ent in this study.

Other QTL with significantly smaller individual effects
on resistance in the NILs (Ae-Ps5.1 from RIL 847.50, Ae-
Ps2.2 from RIL BAP8.195) were also previously detected
in RIL populations with lower effects than QTL Ae-Ps7.6
and Ae-Ps4.5 (Hamon et al. 2013), and not consistently
with the RB84 and Ael09 strains. Alleles from 552 at QTL
Ae-Ps2.2 and Ae-Ps3.1, which did not have any significant
individual effects in NILs, were previously detected in
RILs with low R? (<10 %) for resistance to the RB84 and
Ael09 strains. Minor-effect QTL are difficult to demon-
strate in pathological tests using semi-quantitative scoring
scales, all the more so when transferred into new genetic
backgrounds in NILs (Falke and Frisch 2011). The scoring
scale used for partial resistance evaluation did not allow
very large variation to be revealed between donor and
recipient lines, limiting the detection of minor differences
between NILs. Finer phenotyping methodologies will be
required to validate minor-effect QTL.

The effects of several of the QTL could not be validated
in the NIL sets produced. In most cases, these QTL were
not previously detected in RIL populations with the RB84
or Ael09 strain data under controlled conditions (Hamon
et al. 2013). In particular, the effects of PI180693 alleles at
QTL Ae-Psl.2, Ae-Ps3.1 and Ae-Ps4.1, not detected in the
NILs, were previously only identified for field resistance.
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Little variability in the effects of the QTL between sis-
ter NILs was observed, as suggested by the highly similar
genome composition of each sister NIL pair revealed by
the SSR markers tested. Nevertheless, some phenotypic
differences were sometimes observed between sister NILs,
which were either consistent with their genomic differences
(introgression sizes, NIL15-2.2/7.6a-b; residual donor
fragments outside target QTL, NIL12-1.2/2.2/3.1a-b) or
unrelated to their apparent identical genomic composition
(NIL5-7.6a-b; NIL14-7.6a-b). High-density SNP finger-
printing of NILs is of high interest to confirm their genome
content (Pea et al. 2013) and is in progress for all the NILs
produced in this study (Tayeh et al. 2015).

QTL effects on resistance to A. euteiches depending
on pea genetic backgrounds

Different QTL x genetic background interactions were
observed for validated QTL in reference genetic back-
grounds. The interactions could be attributed to remain-
ing donor fragments in unlinked or flanking QTL regions
during the NILs construction which biased the real QTL
effect. They also could be due to removed or new epistatic
interactions when QTL were transferred into other genetic
backgrounds.

In the agronomic genetic backgrounds, the QTL had
three different types of effects, when compared to refer-
ence backgrounds. No or few QTL x recipient line inter-
actions were identified for QTL Ae-Ps4.5, which may be
related to its pronounced effect on resistance to Ael09,
as previously observed (Pilet-Nayel Pers. Comm.). Posi-
tive QTL x recipient line interactions were found for
QTL Ae-Ps7.6 from RIL 847.50 or RIL BAPS.70, result-
ing in an increased effect on resistance in the winter pea
cultivar Isard compared to the spring pea cultivars Eden,
Baccara or DSP. QTL Ae-Ps5.1 and Ae-Ps4.1 showed
negative QTL x recipient line interactions, and displayed,
individually or in combination with QTL Ae-Ps7.6, no
effect on resistance (QTL Ae-Ps5.1) or an even increased
effect on susceptibility (QTL Ae-Ps4.1) in both the winter
Isard and spring Eden cultivars compared to the reference
backgrounds.

Possible variations in genome content between the dif-
ferent recipient lines introgressed with the same fragments
could explain the QTL x genetic background interactions
observed. Particularly, slightly shorter introgression sizes
for QTL Ae-Ps5.1 in Isard and Eden compared to DSP
were observed, which is consistent with the absence of
an effect of QTL Ae-Ps5.1 individually or in combination
with QTL Ae-Ps7.6. In contrast, a larger introgression size
for QTL Ae-Ps4.5 was identified in Isard and Eden than
in Puget, which may cause the slightly lower effect of this
QTL in the agronomic lines.
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Epistatic interactions between the target QTL and other
QTL or genomic regions, as identified in Hamon et al.
(2011), could also explain the QTL x genetic background
interactions observed. During the generation of the NILs,
the loss of parental donor or reference recipient alleles all
over the genome, which may interact with the target QTL,
would result in a decrease or loss of the QTL effect when
transferred into other genetic backgrounds. In our study,
QTL Ae-Ps5.1 lost its effect when introgressed into either
Eden or Isard genetic backgrounds. Effect of the PI180693
resistance allele at QTL Ae-Ps7.6, which was previously
reported to interact with the Baccara allele at QTL Ae-
Ps2.2 for increasing resistance to RB84 strain [Ae-PsES,
R =10.6 % (Hamon et al. 2013)], was confirmed in the
Baccara reference recipient line and was stronger than in
Eden. Similar examples of lost QTL effects in introgression
lines were reported (Reyna and Sneller 2001; Xue et al.
2009). On the other hand, during NIL construction, new
epistatic interactions can also be created between the intro-
gressed QTL fragment and the new genetic background,
which may result in higher QTL effects. In our study, the
effect of 90-2131 and PI180693 resistance alleles at QTL
Ae-Ps7.6 was enhanced in the winter pea cultivar Isard and
confirmed in the winter cultivar Enduro, compared to the
spring pea genetic backgrounds. In wheat, Salameh et al.
(2011) found that two QTL controlling fusarium head
blight resistance had variable effects when transferred into
different European winter varieties. Winter plants most
likely contain genes involved in tolerance to abiotic stress
such as winter frost (Yadav 2010), which may interact with
and/or be the same as resistance loci to pathogens. Several
studies reported positive interactions between frost and
pathogens at the phenotypic level, involving mechanisms
based on modification of photosynthetic activity and sugar
content (Pociecha et al. 2010) and induction of PR proteins
with antifreeze activity (Yu et al. 2001). In pea, common
loci were identified between partial resistance to ascochyta
and frost tolerance (Giorgetti, unpublished data). Analyz-
ing genetic relationships between Aphanomyces resistance
and frost tolerance loci in winter pea genetic backgrounds
would lead to an understanding of the QTL x winter vs.
spring genetic background interactions observed.

Conclusion

In this study, a novel and valuable plant material resource
was developed for further research on QTL mechanisms
and their application in breeding programs. We validated
the effects of two major and several minor QTL and dem-
onstrated interaction effects between QTL and recipient
lines in the NILs created. QTL effects in the NILs will
be validated for field resistance in infested conditions,
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regarding finer genomic characterization. The NILs will be
particularly useful for studying the effect of the QTL on the
pathogen life cycle (Chung et al. 2010; Richardson et al.
2006). They will be also valuable for fine mapping of QTL
(Balkunde et al. 2013; Ding et al. 2011; Zhong et al. 2014)
from heterozygous NILs at each individual QTL that were
also produced in this study. NILs will also be used to iden-
tify the best QTL combinations for increasing resistance in
pyramided lines carrying more than three resistance QTL
from different donor lines (Fujita et al. 2010).
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CHAPITRE III : VARIABILITE DES EFFETS DES QTL DE
RESISTANCE A APHANOMYCES EUTEICHES DANS DIFFERENTS
ENVIRONNEMENTS AU CHAMP

1. INTRODUCTION DU CHAPITRE

Les objectifs de cette partie de thése ont été d’étudier la stabilité¢ des effets des QTL de
résistance vis-a-vis de différents environnements au champ et d’identifier des combinaisons
de QTL permettant d’augmenter les niveaux de résistance partielle chez le pois. Les travaux
ont été réalisés sur le panel de NILs créé et évalué précédemment en conditions controlées.
Les NILs ont été phénotypées pour la résistance au champ sur deux années au sein d’un
réseau multi-local et génotypées finement a I’aide d’une puce SNP afin de pour mieux
interpréter les phénotypes observés au regard de la composition génomique des NILs. Cette
étude a permis de valider les effets des QTL précédemment identifiés en conditions
contrélées, d’identifier des QTL présentant un effet au champ a un stade plus avancé de
développement de la plante que celui observé en conditions contrOlées, mais également
d’invalider I’effet d’un QTL dont I’introgression a été perdue dans les NILs étudiées. Les
résultats ont permis d’identifier et discuter de combinaisons de QTL d’intérét pour augmenter

la résistance partielle sur racines.

Dans ce chapitre, seule des données de phénotypage au champ obtenues sur parties racinaires
sur deux lieux et deux années ont été analysées, car les données sur les parties aériennes pour
I’année 2015 n’étaient pas disponibles lors de I’écriture de ce manuscrit. Ces dernicres
obtenus sur deux années (2014, 2015), seront néanmoins intégrées dans la publication qui sera

réalisée apres la these sur ce chapitre.

Ce chapitre de these est présenté sous la forme d’un article qui sera complété et soumis dans

la revue TAG (Theoretical and Applied Genetics).

2. ARTICLE EN PREPARATION
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RESUME DE L’ARTICLE
L’étude des interactions QTL x environnement et 1’identification de combinaisons de QTL a

effets stables dans les régions cultivées est une étape importante et souvent négligée avant
’utilisation des QTL en sélection assistée par marqueurs pour la résistance aux maladies chez
les plantes. La pourriture racinaire dues a Aphanomyces euteiches est 1'une des maladies les
plus dommageables sur le pois a travers le monde et présente un intérét majeur pour le
développement futur de variétés résistantes. Le but de cette étude est de valider dans
différents environnements au champ, les effets individuels ou combinés de différents alleles
de résistance a sept principaux QTL de résistance récemment identifiés. Un total de 157
lignées quasi-isogéniques (NILs) de pois, porteuses d’aucun, un, deux ou trois QTL de
résistance a A. euteiches, a été évaluée pour la résistance sur parties racinaires au champ sur
deux années en 2014 et 2015 et deux lieux a Riec-sur-Belon et a Dijon-Epoisses, France. Les
NILs ont aussi été génotypées a 1’aide de 10.494 marqueurs SNP, ce qui a permis de
confirmer la part de variation phénotypique observée due au génotype. Les NILs portant le
QTL a effet majeur Ae-Ps7.6, seul ou en combinaison avec le QTL Ae-Ps4.1 ou Ae-Ps5.1, ont
montré une réduction significative de la sévérité de la maladie au niveau racinaire par rapport
aux NILs sans QTL et/ou parents sensibles des NILs, dans différents environnements et fonds
génétiques. Les NILs porteuses de la combinaison des trois QTL Ae-Psl.2, Ae-Ps2.2 et Ae-
Ps3.1 ont montré un effet significatif dans le fond Elite Eden, non identifié¢ précédemment en
conditions controlées. L’acquisition de données de symptomes aériens (jaunissements) au
champ, obtenues sur les NILs au sein d’un réseau multi-local de parcelles infestées en France
et aux Etats-Unis, va permettre d’approfondir les résultats de spécificité des QTL vis-a-vis des
environnements et variables racinaires et aériennes. L’ensemble des résultats permettra
d’identifier des combinaisons de QTL associées a des niveaux accrus de résistance, selon leur
spectre large ou étroit d’effets vis-a-vis des environnements et organes de la plante, et de

proposer des stratégies de choix de QTL pour la sélection.
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INTRODUCTION
Dans 1’agriculture d’aujourd’hui, les résistances polygéniques contrdlées par de nombreuses

régions du génome ou QTL (Quantitative Trait Loci) conferent le plus souvent des niveaux
de résistance partiels et a priori durables aux maladies chez les especes cultivées (Kou and
Wang 2010; Palloix et al. 2009). Pourtant, les mécanismes sous-jacents a la résistance
quantitative restent peu connus (Niks et al. 2015) malgré les nombreuses études
d’identification de QTL (Quantitative Trait Locus) de résistance publiées chez les plantes (St
Clair 2010). Par ailleurs, I’exploitation des QTL en sélection reste difficile, du fait du niveau
partiel et de I'instabilit¢ de leurs effets, en partic due a leurs interactions avec le fonds
génétique et avec I’environnement (Kou and Wang 2010). La sélection assistée par marqueurs
(SAM) a donc été développée pour exploiter et cumuler ces QTL de résistance chez les
plantes (St Clair 2010). Les succes de la SAM publiés jusqu’a présent ont été souvent obtenus
a partir de la méthode de BAM [Back-cross Assisté par Marqueurs ; (Hospital 2009)],
consistant en une succession de rétrocroisements avec une méme lignée parentale dite
«receveuse » pour réaliser des introgressions de fragments issus d’une lignée dite
« donneuse » afin d’obtenir des lignées quasi-isogéniques (NILs). Les NILs se caractérisent
donc et ne different entre elles que par la présence d’un ou plusieurs gene(s) ou QTL(s) a
I’état homozygote du parent dit « donneur ». Dans plusieurs études, les NILs ont été utilisées
pour valider les QTL et associer I’effet du QTL au segment génétique introgressés, comme
chez la tomate (Brouwer and St Clair 2004), le blé (Ma et al. 2012), le riz (Zhang et al. 2006),
de l'orge (Schmalenbach et al. 2008), le pois chiche (Castro et al. 2010) et le colza (Delourme
et al. 2008). Les NILs sont aussi un matériel intéressant pour 1'étude des interactions entre les
QTL et l'environnement (Delourme et al. 2014; Steele et al. 2007) ou le fonds génétique
«receveur » (Lavaud et al. 2015; Lecomte et al. 2004). Les NILs ont été également utilisées
pour démontrer ’action du cumul de QTL multiples pour augmenter I’efficacité de la
résistance partielle (Richardson et al. 2006; Wilde et al. 2008). Néanmoins, ces études n’ont
pas permis de faire émerger des stratégies générales pour choix de QTL a combiner selon leur
spectre d’effets sur les environnements, stades de la plante ou organes affectés. Par ailleurs, le
génome des NILs étudiées n’a souvent pas été caractérisé de maniére fine, afin d’identifier si
les phénotypes attribués aux combinaisons de QTL pouvaient aussi résulter de résidus

génomiques donneurs flanquants ou indépendants 1(d)es QTL introgressés.

La pourriture racinaire du pois, causée par un oomycete tellurique Aphanomyces euteiches, a
été décrite pour la premiere fois dans les années 1920 (Jones and Drechsler 1925). A partir

des années 90, cette maladie est devenue 1’une des plus nuisibles sur pois dans le monde,
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causant des pertes de rendement de 20 a 50 quintaux/ha, allant jusqu’a la perte totale d’une
parcelle (Pfender et al. 2001). La maladie s’exprime a un stade trés précoce (des 3 ou 4
feuilles) par des 1ésions molles et translucides sur les radicelles, qui évoluent en pourriture
brun-miel affectant tout le systéme racinaire jusqu'a 1’épicotyle. Elle entraine un
jaunissement, puis un nanisme et enfin un desséchement des plantes sur les parties aériennes.
Deux principaux pathotypes d’A. euteiches ont été rapportés chez le pois sur la base de leurs
réactions différentielles sur un ensemble de six génotypes (Wicker et al. 2003; Wicker and
Rouxel 2001). Le pathotype I est prédominant en Europe et a été observée aux USA, en
revanche le pathotype III a été observée seulement dans certaines régions aux USA (Onfroy et
al. 2015, soumis). Aucune méthode de lutte chimique n’est disponible pour controler la
maladie. La lutte génétique, en combinaison avec 1’'usage de méthodes prophylactiques et
culturales, est actuellement la solution la plus prometteuse pour gérer la maladie. Chez le pois,
la résistance a A. euteiches a été montrée comme présentant un niveau partiel a déterminisme
polygénique (Pilet-Nayel et al. 2002). Au cours de la derniere décennie, la dissection
génétique de la résistance polygénique a A. euteiches a été réalisée chez le pois, a partir de
quatre populations de lignées recombinantes (RILs) dérivées de croisements bi-parentaux
impliquant les quelques meilleures sources de résistance identifiées dans la variabilité
naturelle de I’espece (Hamon et al. 2013). Parmi plus d’une vingtaine de régions du génome
ou QTL (Quantitative Trait Loci) associées a la résistance, sept ont été détectées de maniere
tres consistante dans plusieurs populations, plusieurs environnements, et/ou avec différentes
souches d’A. euteiches (Hamon et al. 2011; 2013; Pilet-Nayel et al. 2005). Récemment, un
programme de BAM a été mis en place pour I’introgression simultanée d’alleles de résistance
a un, deux ou trois des sept principaux QTL de résistance, a partir de cinq lignées dites «
donneuses » dans trois ou quatre lignées dites « receveuses », a I’aide de marqueurs SSR
(Simple Sequence Repeats). Ce programme a permis de développer une ressource de 157
lignées quasi-isogéniques (NILs) de pois, porteuses d’aucun, un, deux ou trois QTL de
résistance dans différents fonds génétiques (Lavaud et al. 2015). L’évaluation de ces NILs en
conditions contrdlées vis-a-vis de deux souches d’A. euteiches des pathotypes I et Il a permis
notamment de valider I’effet de QTL majeurs (Ae-Ps7.6 et Ae-Ps4.5) vis-a-vis de chaque
pathotype. Elle a également mis en évidence I’existence d’interactions QTL x fonds
génétiques, notamment au QTL majeur Ae-Ps7.6. Cependant, I’absence de validation des
effets des QTL dans les NILs au champ dans différents environnements infestés, ainsi que
I’absence de caractérisation fine du génome des NILs créées, n’ont pas permis 1’apport de

connaissances suffisantes pour pouvoir élaborer des stratégies de choix de QTL multiples a
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combiner pour augmenter le niveau de résistance partielle. Les objectifs de ce chapitre est (i)
de valider les effets des QTL au champ dans les NILs précédemment créées (Lavaud et al.
2015) au regard de leur composition génomique fine et (ii) de déterminer les combinaisons de
QTL et stratégies de choix de QTL a cumuler pour limiter la sévérité de la maladie au champ.
Les NILs ont été phénotypées pour leur niveau de résistance sur parties racinaires et aériennes
dans plusieurs environnements pendant deux années, afin de valider les effets des QTL seuls
ou en combinaison. Elles ont été génotypées a I’aide d’une puce Illumina Infinium® BeadChip
(Tayeh et al. 2015), afin de caractériser finement les zones génomiques a I’intérieur et a
I’extérieur des zones introgressées et d’identifier la part du génotype dans la variation des
phénotypes observés. L’analyse des résultats a permis de caractériser les QTL pour leur
consistance d’effets vs. spécificité vis-a-vis des environnements et organes affectés par la
maladie et d’identifier les combinaisons de QTL les plus efficaces pour limiter la sévérité de

la maladie.

MATERIEL ET METHODES
L’ensemble des 157 NILs de pois (Pisum sativum L.) porteuses d’alleéles de résistance a

aucun, un, deux ou trois QTL de résistance a A. euteiches, décrites dans Lavaud et al. (2015),
a été utilisé dans cette étude. Les NILs se sont réparties en 16 sets, chaque set comprenant des
NILs sceurs avec ou sans QTL issus de croisement entre une lignée « donneuse » (RIL 831.08,
RIL 847.50, RIL BAP 8.70, RIL BAP8.195 ou 552) et une lignée « receveuse » (lignée de
« référence », i.e. Baccara ou DSP ou Puget ; variété de pois de printemps Eden, variété de
pois d’hiver Isard ou Enduro) (Lavaud et al. 2015). Les alleles de résistance aux QTL
apportés par les lignées donneuses sont originaires des génotypes 90-2079, 90-2131 (Kraft
1992), PI180693 (Lockwood and Ballard 1960) et 552 (Gritton 1990), utilisés comme parents
résistants des populations de cartographie de QTL précédemment analysées (Hamon et al.
2013; Lavaud et al. 2015). Les lignées receveuses de référence sont les parents sensibles des
populations de cartographie de QTL précédentes. Les génotypage et phénotypage au champ
des NILs ont été réalisés a partir de plantes en générations BC5/6F2/3 et BC5/6F3/4/5,

respectivement.

Un total de 14 lignées « Témoins » a été€ utilisé dans les tests de résistance au champ, incluant
les 11 lignées parentales des NILs testées et trois lignées présentant des niveaux €levés de
résistance produites dans un programme précédent de sélection phénotypique récurrente pour
la résistance conduit par le GSP (Groupement des Sélectionneurs de Protéagineux) entre 1995

et 2005 (Desgroux et al. 2016; Roux-Duparque et al. 2004). Parmi les trois lignées,
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AeD990SW-45-8-7 et AeD990OSW-50-2-5 ont été obtenues a partir de croisement entre trois
des quatre lignées parentales résistantes des populations de cartographie de QTL [(90-
2131xPI180693) x 552] et AeD99QU-04-9-10-1 a été obtenu a partir du croisement entre 4
lignées [(Baccara x PI180693) x (Capella x MN314)] (Desgroux et al. 2016).

CARACTERISATION MOLECULAIRE DES NILS
L’ADN de I’ensemble des NILs a été extrait a 1’aide d’un kit d’extraction NucleoSpin Plant II

(Macherey Nagel GmbH & Co., Allemagne), puis quantifié par fluorescence (PicoGreen) au
PheraStar et enfin normalisé a 100ng/ul. Le génotypage des NILs a été effectué a 1’aide de la
puce GenoPea Infinium® BeadChip (projet ANR-GenoPea), comportant 13,204 SNPs
localisés dans des séquences de génes et associés a des transcrits distincts (Tayeh et al. 2015).
Les SNPs ont ét¢ analysés individuellement pour chacun des 16 sets de NIL a I’aide du
module v1.94 du logiciel Ilumina GenomeStudio®. Une carte consensus de 15,079
marqueurs, incluant 12 802 SNPs issus de la puce GenoPea, a été récemment construite a
partir de 12 populations de RILs différentes (Tayeh et al. 2015). L’ordonnancement des
marqueurs de cette carte consensus et les données de génotypage des NILs ont été utilisés
pour réaliser les génotypes graphiques des NILs. Pour chaque NIL, les pourcentages de
génome donneur dans les zones a QTL (DGC, Donor Genome Content) et de retour au
génome receveur en dehors des zones a QTL (RGC, Recipient Genome Content) ont été

calculés d’apres leurs génotypes a 1I’ensemble des marqueurs ordonnés.

EVALUATION PHENOTYPIQUE DES NILS

Les 16 sets de NILs ainsi que les lignées témoins ont été évalués pour la résistance a A.
euteiches au champ sur un réseau multi-local de sept parcelles infestées. Ce réseau a inclus 1)
trois pépinieres infestées du réseau Aphanomyces international France-USA, décrits par
Hamon et al. (2011), localisées sur deux sites en France (Riec-sur-Belon, Finistere; Dijon-
Epoisses, Cote d'Or) et un site aux Etats-Unis (Pullman, Washington) et ii) quatre pépiniéres
infestées du réseau Aphanomyces francais du GSP, localisées sur quatre sites (Froissy, Mons
en Pévele, Louville la chenard et Chartainvilliers), gérés par les sociétés Unisigma, KWS
Momont, RAGT2n et Limagrain Europe, respectivement. Les lignées ont été évaluées
pendant deux années (2014 et 2015) sur I’ensemble des sites, sauf a Pullman, WA ou

I’évaluation n’a été réalisée qu’en 2015.

Les expérimentations au champ ont été effectuées en utilisant un dispositif a trois blocs
complets randomisés dans les pépinieres du réseau international et a deux blocs complets

randomisés dans les pépinieres du réseau GSP. Chaque parcelle dans chaque bloc a été
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constituée d’une double ligne de deux metres de long pour les sites en France et une simple
ligne de deux metres pour les sites aux Etats-Unis, chaque ligne contenant 30 graines. Le
dispositif a inclus un témoin adjacent sensible (variété Solara) toutes les quatre parcelles, afin

de contrdler I’hétérogénéité du potentiel infectieux du sol au sein de la pépiniere.

Trois types de notations ont été utilisés pour évaluer la résistance, comme décrit dans Hamon

etal. (2011; 2013).

1. La sévérité de la maladie sur racines (root Disease Severity, DS) est mesurée a partir du
stade quatre feuilles, sur dix plantes par parcelle. Chaque plante est arrachée en gardant les
racines intactes, puis lavée dans I’eau et enfin notée en utilisant une échelle de 0 a 5 (adaptée
de (Moussart et al. 2001)); avec O pour une plante saine, 1 pour des traces translucides a
beiges sur les radicelles, 2 pour des zones beiges a brunatres, molles, couvrant le quart du
systéme racinaire et I’épicotyle est sain, 3 pour des zones beiges a brunatres, molles, couvrant
au moins la moitié du systéme racinaire et I’épicotyle peut tourner au beige mais reste ferme,
4 pour un systéme racinaire attaqué aux trois quart et 1’épicotyle de couleur brune est mou et
parait étranglé, et 5 pour une plante morte. Cette échelle est similaire a celle utilisée

précédemment par Lavaud et al. (2015) pour I’évaluation des NILs en conditions controlées.

2. L’indice de dépérissement aérien (Aerial Decline Index, ADI) a été évalué sur chaque
parcelle une, deux voire trois fois tous les 10-15 jours a partir du stade de fin floraison. Une
échelle de notation de 1 a 5 décrite par Pilet-Nayel et al. (2002) a été utilisée pour évaluer les
NILs dans la pépiniere américaine. Une échelle de notation de 1 a 8, décrite dans Hamon et al.
(2011) et adaptée de Duparque et Boitel (2001), a été€ appliquée dans les pépinieres frangaises.

Cette notation prend en compte que le jaunissement de la plante.

3. Le nanisme (Dwarfism, DW) a été représenté pour chaque génotype par un pourcentage de
diminution de la taille moyenne dans les parcelles infestés par rapport a la taille dans une
parcelle non infestées, comme suivante: DWij = (HNi - Hlij) / HNi, avec HIij représentant la
hauteur moyenne des plantes dans les trois parcelles infestées et HNi représentant la hauteur

moyenne de cinq plantes dans la parcelle non infestée.

Pour I’ensemble des NILs, la DS n’a été évaluée que dans les pépinieres frangaises du réseau
international (Riec-sur-Belon et Dijon-Epoisses). En revanche, I’ADI a été mesuré dans toutes
les pépinieres en France et aux Etats-Unis (Annexe III.1) et le DW a été mesuré dans toutes
les pépinieres du réseau Aphanomyces frangais, ainsi qu’une pépiniere au Rheu (Ille-et-

Vilaine) représentant le site sain de la pépiniere située a Riec-sur-Belon.
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ANALYSE STATISTIQUE

Les analyses statistiques des données phénotypiques de maladie (DS, ADI) et de
morphologie/développement (DW) ont été réalisées avec le logiciel R (R Development Core
Team 2014). Les analyses ont pris en compte les notes plante-a-plante recueillies pour la
variable DS et les notes globales collectées pour les autres variables (ADI, hauteur). Pour
chaque variable, deux types d’analyses (analyse globale multi-environnements et analyse
individuelle par environnement) ont été¢ réalisés, d’une part sur I’ensemble des lignées
évaluées, d’autre part, sur chaque set de NILs. Les deux types d’analyse ont été réalisées avec
un modele linéaire mixte [LMM; Fonction « lmer », package «Ilme4 » (Bates et al. 2014)]
pour chaque variable phénotypique a expliquer (DS, ADI et DW), en utilisant une analyse de
déviance (test de Wald, a=5%) pour estimer les effets de variables explicatives (génotype,

lieu, année et bloc) avec la fonction « Anova » du package « car » (John and Sanford 2011).

- L’analyse globale effectuée sur I’ensemble des NILs, a pris en compte les génotypes,
lieux et années comme des facteurs fixes et les blocs comme un facteur aléatoire, afin
d’estimer I’effet d'interaction Génotype x Lieu x Année sur les variations de notation
observées. L’analyse globale effectuée sur chaque set de NILs, a uniquement pris en compte
les génotypes comme facteur fixe et les lieux, années et blocs en facteurs aléatoires. Pour
chaque NIL et chaque variable, elle a permis d’estimer une moyenne ajustée (LSMean) des
effets lieux, années et blocs, en utilisant la fonction «Ismeans » du package «lsmeans »
(Lenth and Herve 2015). Les valeurs de LSMeans obtenues sur les NILs de chaque set ont été
comparées entre elles avec un test de comparaison multiple de Tukey (0=5%), en utilisant la
fonction « cld » du package « MultcompView » (Graves et al. 2012).

L’analyse individuelle par environnement, effectuée sur I’ensemble des NILs ou sur
chaque set de NILs, a pris en compte les génotypes en facteur fixe et les blocs en facteur
aléatoire. Les moyennes des NILs ajustées des effets blocs (LSMeans) ont été estimées. Dans
chaque set de NILs, elles ont été comparées entre elles avec la fonction « cld » (test Tukey,
0=5%). L’héritabilité au sens large (h?) a été calculée selon la formule h? = 6%g / [o*g + (c%e /
n)] avec o°g la variance génétique, o’e la variance résiduelle et n est le nombre de répétitions,
a partir d’un test de Wald F prenant en compte I’ensemble des NILs [package « pbkrtest »
(Halekoh and Hgjsgaard 2013)].
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RESULTATS

CONSTRUCTION DES GENOTYPES GRAPHIQUES DES NILS

Parmi les 12,802 marqueurs SNPs de la puce GenoPea cartographiés par Tayeh et al. (2015),
10,494 ont été polymorphes dans au moins 1’un des 16 sets de NILs étudiés et/ou des quatre
couples de lignées parentales des populations de RILs utilisées précédemment pour la

détection des QTL (Hamon et al. 2013).

Entre 1,040 a 3,181 marqueurs SNPs polymorphes entre les lignées parentales des RILs ont
permis de localiser les régions présentant le méme génome que celui des lignées receveuses
de référence, dans les RILs donneuses du programme de BAM et les NILs obtenues sur fonds

de référence (Figure 1).

Entre 1,726 a 4,795 marqueurs SNP polymorphes entre les lignées parentales de chaque set de
NILs ont permis de caractériser le génome des NILs, en dehors des zones de type
«receveuses » apportées par les lignées parentales donneuses pour les NILs obtenues sur
fonds de référence (Figure 1). Un nombre moins élevé de 200 a 1000 SNPs polymorphes,
selon les croisements, a été observé entre les lignées parentales donneuses et la lignée
receveuse Eden par rapport a la lignée receveuse Isard. Pour la NIL12-1.2b, aucun résultat de
génotypage n’a été obtenu di a un probléme d’ADN. 0,6% des points de génotypage utilisés
pour construire les génotypes graphiques des NILs ont révélé des génotypes hétérozygotes, la
plupart étant localisés dans les zones flanquant les QTL ou en dehors des zones a QTL

(Figure 1).

Génome des NILs dans les zones a QTL

Sur les groupes de liaison porteurs de QTL, les génotypes graphiques révelent des tailles
d’introgression variables des fragments donneurs, dues soit au niveau de retour variable au
génome «receveur » dans les régions flanquant les QTL, soit a la perte de segments

« donneurs » dans les zones des QTL ciblés (Figure 1).

Figure 1 : Génotypes graphiques des 157 NILs a zéro, un, deux ou trois des sept principaux QTL
de résistance a A. euteiches, sélectionnés dans le programme de BAM (Lavaud et al. 2015).

Les couleurs blanc, gris foncé, gris clair, rouge et orange indiquent, respectivement, pour chaque NIL : les marqueurs non
polymorphes ; les marqueurs polymorphes entre les parents des RIL donneuses et révélant la présence du génome receveur
de référence (Baccara, Puget ou DSP) dans les RIL donneuses ; les marqueurs polymorphes entre les parents des NILs
montrant un retour au génome receveur ; et les marqueurs polymorphes entre les parents des NILs et révélant un fragment
donneur a I’état homozygote ou hétérozygote. Les encadrés bleus montrent les intervalles de confiance des QTL de
résistance ciblés pour les introgressions. NA : Donnée manquante.

a- Pour chaque NIL le pourcentage de retour au génome receveur (RGC, Recipient Genome Content) en dehors des QTL
cibles, est calculé par le rapport entre le nombre de marqueurs révélant un génotype homozygote receveur et le nombre
total de marqueurs testés sur la NIL, en dehors des zones a QTL.

b- Pour chaque NIL, le pourcentage de génome donneur (DGC, Donor Genome Content) dans le(s) QTL cible(s) est
calculé par le rapport entre le nombre de marqueurs révélant un génotype homozygote donneur et le nombre total de
marqueurs testés, dans 1’(es) intervalle(s) de confiance du(es) QTL ciblé(s) pour la NIL.
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Ainsi, on constate que la quasi-totalit¢ des sets de NILs posseéde des introgressions
supérieures aux intervalles de confiance (IC) des QTL ciblés. Par exemple, pour le set de NIL
4, les introgressions des deux QTL Ae-Ps4.5 et Ae-Ps7.6 sont deux fois plus grandes que I’IC
des QTL (Figure 1). A Dl'inverse, seuls trois sets de NILs (NIL10, 12 et 13) sur les six
possedent réellement le QTL Ae-Ps3.1. Les sets de NILs 11, 14 et 15 ont perdu I’introgression
en partie centrale du QTL Ae-Ps3.1 et ont conservé des parties de segments donneurs dans
I’une et/ou I’autre des régions flanquant le QTL. Les pourcentages de génome donneur (DGC)
des NILs sélectionnées pour ne porter que ce QTL sont de 15.2%, 0% et 6.4%, respectivement

(Figure 1).

De la méme maniere, le segment donneur n’est pas présent au niveau de la partie supérieure
du QTL Ae-Ps7.6, dans les lignées du set de NIL 14 et dans les NILs (a) du set de NIL 13
(Figure 1). Le DGC de la NIL du set de NIL 14 sélectionnée pour comporter les deux QTL
Ae-Ps3.1 et Ae-Ps7.6 est faible (27.5%).

Enfin, quelques NILs [NIL12-1.2/2.2/3.1(a et b) et NIL13-3.1/7.6a] présentent des marqueurs
hétérozygotes dans les zones a QTL ciblés. Plusieurs NILs sont également hétérozygotes dans
les zones flanquant les QTL ciblés (par exemple, les NILs du set 4 au QTL Ae-Ps5.1, du set
12 au QTL Ae-Psl.2 et du set 13 au QTL Ae-Ps3.1) ou dans les zones a QTL des NILs
n’ayant pas été sélectionnée pour le QTL ciblée (par exemple, NIL5-5.1(a et b), NIL15-0b et
NIL15-2.2b au QTL Ae-Ps7.6).

Génome des NILs en dehors des QTL

Les génotypes graphiques des NILs obtenus montrent un niveau de retour du génome au
fonds « receveur » en dehors des zones a QTL (Recipient Genome Content, RGC) supérieur a
90 % pour I’ensemble des NILs, pouvant atteindre 100% pour 20 NILs. Certains fragments
donneurs, a 1’état homozygote ou hétérozygote, restent présents en dehors des zones a QTL,
spécialement dans les sets de NILs issus de schémas visant a introgresser simultanément trois
QTL. Ainsi, des résidus de fragments donneurs sont présents sur des groupes de liaison (LG,
Linkage Group) non porteurs de QTL dans les sets de NIL 14 et 15 sur le LGI et dans le set de
NIL 11 sur le LGVII. Le méme constat est réalisé€ sur des LG porteurs de QTL dans des zones
voisines ou non des QTL cibles, i.e. dans le set de NIL 16 sur le LGVII, le set 10 sur le LGIII
et le set 12 sur les LGI, II et III (Figure 1).

Malgré le génotypage dense des NILs, toutes les zones du génome n’ont pas été couvertes par
les marqueurs polymorphes (Figure 1). L’absence de polymorphisme entre parents de NILs

dans ces zones, de tailles parfois assez larges (65 cM sur LGII, 52 cM sur LGV), se trouve le
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plus souvent dans des régions ou la lignée parentale donneuse a acquis le génome du parent
receveur de référence, ce dernier comportant des alleles souvent similaires a ceux des variétés

receveusces.

EVALUATION DES NILS POUR LA RESISTANCE A A. EUTEICHES AU CHAMP

Dans cette partie, seuls les résultats d’analyse des données disponibles de sévérité de la
maladie sur racines (DS), collectées sur deux lieux (Riec-sur-Belon, Dijon-Epoisses) et deux

années (2014, 2015), sont présentés.

L’analyse réalisée sur le témoin adjacent Solara, n’a pas révélé d’hétérogénéité de potentiel
infectieux du sol au sein des pépinieres dans les quatre expérimentations (Annexe II1.2).
L’ensemble des analyses a donc été réalisé sur les notes individuelles de pourriture racinaire
(DS), non pondérées par rapport a celles des témoins adjacents. L’analyse de déviance,
réalisée sur les données de I’ensemble des NILs des quatre expérimentations (sans les
témoins), montre une interaction hautement significative entre les génotypes, lieux et années
(Tableau 1). L’analyse a donc été poursuivie pour chaque expérimentation, menée sur chaque
lieu et chaque année.

Tableau I : Analyse de déviance réalisée sur I’ensemble des 157 NILs et des quatre essais
pour la variable DS

Chisq Df P

Génotype 2553.0231 156 <22e-16  ***
Lieu 102.9598 1 <22e-16  ***
Année 2.3825 1 0.1226987

Lieu x Année 14.3840 1 0.0001491
Génotype x Lieu 612.0050 156 <22e-16  ***E
Génotype x Année 564.8976 156 <2.2e-16  ***
Génotype x Lieu x Année 638.4024 153 <22e-16  ***

P ##* <0.001 ; ** <0.01 ; * <0.05
Distribution des fréquences de I’ensemble des NILs pour la résistance au champ (DS)

L’analyse LMM des données DS obtenues sur I’ensemble des NILs a montré un effet
génotypique hautement significative (P <0.001), dans chacune des quatre expérimentations.
L’ héritabilité du caractére observé dans les tests a €t€ €levée, soit 0.87 et 0.90 a Riec-sur
Belon et 0.85 et 0.77 a Dijon-Epoisses, en 2014 et 2015, respectivement. Les valeurs de
LSMeans des DS et les erreurs standards obtenues pour chaque NIL dans les différentes

expérimentations sont détaillées dans I’ Annexe I11.3.
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Figure 2 : Distribution de fréquence des notes de sévérité de la pourriture racinaire a A.
euteiches (DS, moyennes ajustées) obtenues sur I’ensemble des 157 NILs de pois sur deux
lieux et deux années.

Les valeurs (LSMeans) de DS (root Disease Severity) des lignées parentales « donneuses » et « receveuses » des
NILs, ainsi que celles des témoins résistants issus du programme GSP, sont représentées, respectivement, en blanc,
noir et gris : 1-RIL 847.50, 2-RIL BAP8.195, 3-RIL BAPS8.70, 4-552 et 5-RIL 831.08 ; 6-Eden, 7-Isard, 8-DSP, 9-
Puget, 10 et 11 Baccara-Enduro ; 12-AeD990SW-45-8-7, 13- AeD99QU-04-9-10-1 et 14- AeD990OSW- 50-2-5. n:
nombre total de NILs évaluées, m: moyenne + écart-type de 1'ensemble des NILs, h?: héritabilité.

Tableau II : Bilan des deux types d’analyse LMM (par environnement ou globale) des
données de sévérité de la pourriture racinaire a A. euteiches obtenues sur deux lieux et deux
années, effectués sur chaque set de NILs

Dans chaque set, les valeurs de DS (LSMeans) des NILs porteuses de QTL ont été comparées par rapport a trois
témoins, i.e. les 2 NIL sceurs dépourvues de QTL (NILOa, NILOb) et le parent receveur (Tem.S). La différence
significative de DS (Tukey, P<0.05) d’une NIL par rapport a chaque témoin, a été¢ noté par une étoile (*) et indiquée
en orange clair, orange foncé ou vert selon qu’elle a été a révélée d’apres, respectivement, les analyses individuelles
dans chaque environnement, I’analyse globale multi-environnements ou |’analyse précédemment réalisée en
conditions contrdlées avec la souche RB84 (Lavaud et al. 2015). Le nombre d’environnements dans lesquels une NIL
a révélé une différence significative de DS par rapport a au moins 1’un des trois témoins est indiqué en rouge lorsque
ce nombre est supérieur ou égal a deux. NA : Donnée manquante.
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Analyse détaillé par Lieu et Année Analyse globale Résultats RB84
Lignée Lignée Riec 2014 Riec 2015 | Dijon 2014 | Dijon 2015 | Nbre _en_vi_ronyemems avec (Lieu + Année) Lavaud et al. 2015
Code NIL QTL effet significatif par rapport a
Donneuse Receveuse gl 8lel&l8lelelg]el el g2l s un des frois (émoins K] 38 © 8 8 ©
:! d 5 d d E d d g d d g au moms un des trois temoms d d E d d E
zlz|lelz|lz|elZz|lz|e|lZ]|Zz]| = z| z| &= z| z| =
Puget NILI-4.52 Ae-Ps4.5 « 1
NILI-4.5b Ae-Ps4.5
Isard NIL2-4.50 Ae-Psd.5
RIL 83108 NIL2-4.5b Ae-Ps4.5
Eden NIL3-4.5a Ae-Psd.5
NIL3-4.5b Ae-Psd.5
DSP NILA-5.1a Ae-Ps5.1 o 1 o g
NILA-5.1b Ae-Ps5.1 * 1 *
NILA-7.6a Ae-Ps7.6 * 1 * *
NILA-7.6b Ae-Ps7.6 L * 2 * * *
NILA-5.1/7.6a Ae-Ps5.1 +Ae-Ps7.6 oo oo * 3 * * *
NILA-5.1/7.6b Ae-Ps5.1 +Ae-Ps7.6 *oox * R * 3 * * *
Isard NILS-5.1a Ae-Ps5.1
NILS5-5.1b Ae-Ps5.1
NIL5-7.6a Ae-Ps7.6 * * *
NIL5-7.6b Ae-Ps7.6 * o &
NILS-5.1/7.6a Ae-Ps5.1 + Ae-Ps7.6 * * *
RIL847.50 NILS-5.1/7.6b Ae-Ps5.1 + Ae-Ps7.6 * * 1 * * *
Eden NIL6-5.1a Ae-Ps5.1
NIL6-5.1b Ae-Ps5.1
NIL6-7.6a Ae-Ps7.6 L 1 * * *
NIL6-7.6b Ae-Ps7.6 *oow * 2 * * *
NIL6-5.1/7.62 Ae-Ps5.1 +Ae-Ps7.6 * e * 3 * * *
NIL6-5.1/7.6b Ae-Ps5.1 +Ae-Ps7.6 L 2 * * *
Enduro NILI6-5.1a Ae-Ps5.1 * 1 NA
NILIG-5.1b Ae-Ps5.1 NA
NIL16-7.6a Ae-Ps7.6 * 1 * * NA
NILI6-7.6b Ae-Ps7.6 * 1 * * NA
NIL16-5.1/7.6a Ae-Ps5.1 +Ae-Ps7.6 * 1 * * NA
NIL16-5.1/7.6b Ac-Ps5.1_+Ae-Ps7.6 * 1 * NA
Baccara NIL7-4.1a Ae-Psd.1 I I 2
NIL7-4.1b Ae-Ps4.1
NIL7-7.6a Ae-Ps7.6 oo 1 * * *
NIL7-7.6b Ae-Ps7.6 L * 2 * * *
NIL7-4.1/7.6 Ae-Ps4.1 +Ae-Ps7.6 * ok * * ook 3 * * *
NIL7-4.1/7.6b Ae-Psd.1_+Ae-Ps7.6 X = L 3 * X *
Isard NIL8-4.1a Ae-Psd.1 ERE 1
NIL8-4.1b Ae-Psd.1 * 1
NILS-7.6a Ae-Ps7.6 * oo 1 * * *
RILBAPS.70 NIL8-7.6b Ae-Ps7.6 3 (3 *
NIL8-4.1/7.6a Ae-Ps4.1 + Ae-Ps7.6 *oox ok 1 * * *
NIL8-4.1/7.6b Ae-Ps4.1 + Ae-Ps7.6 * 1 * * *
Eden NIL9-4.1a Ae-Psd.1 * 1
NIL9-4.1b Ae-Psd.1
NIL9-7.6a Ae-Ps7.6 * * * 3
NIL9-7.6b Ae-Ps7.6 * * * *oox ok 3
NIL9-4.1/7.6 Ae-Psd.1 +Ae-Ps7.6 % 1 * * *
NIL9-4.1/7.6b Ae-Ps4.1 +Ae-Ps7.6 * * % 2 * * *
Baccara NILI0-1.2a Ae-Psi.2 * * 1
NILI0-1.2b Ae-Psi.2
NILI0-2.2a Ae-Ps2.2
NIL10-2.2b Ae-Ps2.2
NIL10-2.2¢ Ae-Ps2.2 E %
NIL10-2.2d Ae-Ps2.2
NILI0-3.1a Ae-Ps3.1
NIL10-3.1b Ae-Ps3.1
NILIO-1.2/2.2a [Ac-Psi2 +AePs22 * * 1 | |
NILI0-1.2/2.2b Ae-Ps1.2 +Ae-Ps2.2
Isard NILI1-1.2a Ae-Psi.2 NA
NILI1-1.2b Ae-Psi.2 NA
NILI1-2.2a Ae-Ps2.2 ok NA NA NA 1 | |
NIL11-2.2b Ae-Ps2.2 * NA 1
NILI1-3.1a Ae-Ps3.1 NA
NILI1-3.1b Ae-Ps3.1 Na
NILI1-1.2/2.2a Ae-Ps1.2 +Ae-Ps2.2 NA *
NIL11-1.2/2.2b Ae-Ps12 +Ae-Ps2.2 * *oNa | w 2 | = *
RIL BAP8.195 NILI1-1.2/3.1a Ae-Ps1.2 +Ae-Ps3.1 Na
NIL11-1.2/3.1b Ae-Ps1.2 +Ae-Ps3.1 NA
NILI1-2.2/3.1a Ae-Ps2.2 +Ae-Ps3.1 Na *
NIL11-2.2/3.1b Ae-Ps2.2 +Ae-Ps3.1 NA
NILII-1.2/2.2/3.1a___|Ae-Ps].2 +Ae-Ps2.2 +Ae-Ps3.1 NA NA NAafNA NA NA|NA NA NA[NA NA L Na NA NA L Na
NILI11-1.2/2.2/3.1b_|Ae-Ps].2 +Ae-Ps2.2 +Ae-Ps3.1 Na *
NILI1-1.2/2.2/3.1c___|Ae-PsI.2 +Ae-Ps2.2 +Ae-Ps3.1 NA
Eden NILI2-1.2a Ae-Psi.2
NILI2-1.2b Ac-Psi.2 * % s 2 | |
NILI12-2.2a Ae-Ps2.2
NILI2-2.2b Ae-Ps2.2 * 1
NILI2-3.1a Ae-Ps3.1 * 1
NILI2-3.1b Ae-Ps3.1
NILI2-1.2/2.2a Ae-Ps1.2 +Ae-Ps2.2 * 1
NILI2-1.2/2.2b Ae-Ps1.2 +Ae-Ps2.2 * 1
NILI2-1.2/3.1a Ae-Ps1.2 +Ae-Ps3.1 3 1
NILI12-2.2/3.1a Ae-Ps2.2 +Ae-Ps3.1 ok ox 1
NILI12-1.2/2.2/3.1a__|Ae-Ps].2 +Ae-Ps2.2 +Ae-Ps3.1 * * * 2
NILI2-1.2/2.2/3.1b___|Ae-Psl.2 +Ae-Ps2.2 +Ae-Ps3.1 % * x * 3
Baccara NILI3-2.2a Ae-Ps2.2
NILI3-2.2b Ae-Ps2.2
NILI3-3.1a Ae-Ps3.1
(Ae-Ps3.1 * NA NA NA 1
Ae-Ps7.6
NILI3-7.6b Ae-Ps7.6 g
NILI3-2.2/7.6a Ae-Ps2.2 +Ae-Ps7.6 *
NILI3-2.2/7.6b Ae-Ps2.2 +Ae-Ps7.6
NILI3-3.1/7.6a Ae-Ps3.1 +Ae-Ps7.6 * 1
NILI3-3.1/7.6b Ae-Ps3.1 +Ae-Ps7.6
NILI13-2.2/3.1/7.6a__|Ae-Ps2.2 +Ae-Ps3.1 +Ae-Ps7.6
NILI3-2.2/3.1/7.6b__ |Ae-Ps2.2 + Ae-Ps3.1_+Ae-Ps7.6 * 1 *
Isard NIL14-2.2a Ae-Ps2.2
NIL14-2.2b Ae-Ps2.2 *ox 1
NIL14-3.1a Ae-Ps3.1
NIL14-3.1b Ae-Ps3.1
NIL14-7.6a Ae-Ps7.6
NIL14-7.6b Ae-Ps7.6
s NIL14-2.2/3.1a Ae-Ps2.2 +Ae-Ps3.1
NIL14-2.2/3.1b Ae-Ps2.2 +Ae-Ps3.1
NIL14-2.2/7.6a Ae-Ps2.2 +Ae-Ps7.6
NIL14-2.2/7.6b Ae-Ps2.2 +Ae-Ps7.6
NIL14-3.1/7.6a Ae-Ps3.1 +Ae-Ps7.6
NILI4-2.2/3.1/7.6a__ |Ae-Ps2.2 +Ae-Ps3.]_+Ae-Ps7.6 O 1 *
Eden NILI5-2.2a Ae-Ps2.2
NILI5-2.2b Ae-Ps2.2
NILI5-3.1a Ae-Ps3.1
NILI5-3.1b Ae-Ps3.1
NILI5-7.6a Ae-Ps7.6
NILI5-7.6b Ae-Ps7.6
NILI5-2.2/3.1a Ae-Ps2.2 +Ae-Ps3.1
NILI5-2.2/3.1b Ae-Ps2.2 +Ae-Ps3.1
NILI5-2.2/7.6a Ae-Ps2.2 +Ae-Ps7.6
NILI5-2.2/7.6b Ae-Ps2.2 +Ae-Ps7.6
NILI5-3.1/7.6a Ae-Ps3.1 +Ae-Ps7.6
NILI5-3.1/7.6b Ae-Ps3.1 +Ae-Ps7.6
NILI5-2.2/3.1/7.6a__|Ae-Ps2.2 +Ae-Ps3.1 +Ae-Ps7.6
NILI5-2.2/3.1/7.6b__|Ae-Ps2.2 +Ae-Ps3.1 +Ae-Ps7.6 % 1 L« = =«
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La distribution de fréquence des DS (LSMeans) obtenues sur 1I’ensemble des NILs dans
chaque expérimentation a présenté une allure continue et gaussienne (Figure 2). Le niveau
moyen de sévérité de la maladie sur racines a été plus élevé a Riec-sur-Belon qu’a Dijon, sur
les deux années. Le classement des témoins a été conforme a celui attendu, avec les lignées
parentales « donneuses » des NILs présentant des niveaux moyens a €levés de résistance
partielle et les témoins (Roux-Duparque et al. 2004) présentant les meilleurs niveaux de
résistance partielle. La lignée « donneuse » RIL831.08, résistante aux souches du pathotype
III non identifié a ce jour en France, a présenté un niveau de résistance élevé a Dijon en 2015.
Des NILs transgressives, i.e. plus sensibles ou plus résistantes que les lignées parentales, ont
¢été identifiées dans les différentes expérimentations. Néanmoins, aucune NIL ne s’est avérée

plus résistante que le t¢émoin AeD990OSW-45-8-7.

Effet des QTL, seul ou en combinaison, sur la résistance au champ dans chaque set de

NILs

Le test de comparaison multiple des valeurs de DS (LSMeans) effectué par set de NILs dans
chaque environnement (analyse détaillée) ou sur les quatre environnements (analyse globale),
a permis de mettre en évidence des différences significatives consistantes entre NILs avec et
sans QTL, dans les sets ayant introgressé¢ des alleles de résistance d’origine « 90-2131 »
(lignée « donneuse » RIL 847.50) ou « PI180693 » (lignées « donneuses » RIL. BAP8-70 et
RIL BAPS8-195) (Tableau II).

Dans les sets de NILs dérivés de la lignée parentale « donneuse » RIL 847.50, un effet
variable du QTL Ae-Ps7.6, seul ou en combinaison avec le QTL Ae-Ps5.1, a été observé selon
le fonds génétique « receveur », dans les deux types d’analyse. Dans les fonds « printemps »
(DSP et Eden), les NILs porteuses du QTL Ae-Ps7.6 ont montré des différences hautement
significatives par rapport aux témoins dépourvus du QTL. Dans les fonds « hiver » (Isard et
Enduro), ces différences ont ét¢ moins fréquemment observées et spécifiques de Riec-sur-
Belon 2015, a I'inverse des observations réalisées en conditions controlées (Lavaud et al.
2015). Les NIL possédant la combinaison des deux QTL Ae-Ps7.6 et Ae-Ps5.1 ont eu un effet
sur la résistance plus élevée dans le fonds « référence » et plus fréquemment observé dans les
fonds « Elite » supérieur par rapport a celui du QTL Ae-Ps7.6 seul, malgré 1’absence d’effet
significatif du QTL Ae-Ps5.1 seul par rapport aux témoins (sauf a Riec-sur-Belon 2014 et
2015 dans les fonds, respectivement, DSP et Enduro).

Dans les sets de NILs dérivés de la lignée « donneuse » RIL BAP8.70, I’effet significatif du

QTL Ae-Ps7.6 seul a été de nouveau observé dans les trois fonds génétiques, et sur plusieurs
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environnements dans les fonds « printemps » (Baccara et Eden). Un effet significatif d’une
NIL porteuse du QTL individuel Ae-Ps4.1 a également été identifié dans les trois fonds,
spécifiquement d’un ou deux environnements. Cet effet du QTL Ae-Ps4.1 n’avait pas été
observé en conditions controlées (Lavaud et al. 2015). L’effet de la combinaison des QTL Ae-
Ps7.6 et Ae-Ps4.1 a été significatif dans les trois fonds, notamment sur plusieurs

environnements dans le fonds Baccara.

Dans les sets de NILs dérivés de la lignée « donneuse » RIL BAP8.195, les QTL Ae-Psl.2 et
Ae-Ps2.2, seuls ou en combinaison, ont présenté des effets significatifs dans un ou deux
environnements et au moins deux fonds receveurs. L’effet du QTL Ae-Ps2.2, seul ou en
combinaison avec le QTL Ae-Psl.2, avaient été observés de maniére mineure en conditions
controlées dans les fonds Baccara et Isard (Lavaud et al. 2015). La combinaison des trois QTL
Ae-Psl.2, Ae-Ps2.2 et Ae-Ps3.1 a présenté un effet significatif consistant spécifiquement dans

le fonds Eden, qui n’avait pas été précédemment observé en conditions contrdlées.

Dans les sets de NILs possédant les alleles du donneur 552, les trois QTL Ae-Ps2.2, Ae-Ps3.1
et Ae-Ps7.6 en combinaison ont présenté un effet significatif de maniere environnement-
spécifique dans chacun des trois fonds. Néanmoins, leurs effets individuels ou en
combinaisons deux a deux n’ont pas été significatifs, sauf dans quelques exceptions (NIL14-
2.2b, NIL13-3.1b et NIL13-3.1/7.6a). La combinaison des trois QTL avait également été
identifiée pour son effet mineur en conditions contrélées (Lavaud et al. 2015), dans les fonds

Baccara et Isard.

Les NILs issus de la lignée donneuse RIL 831.08 n’ont pas permis de mettre en évidence
d’effet significatif du QTL Ae-Ps4.5 sur la résistance au champ, sauf a Dijon en 2014, ce qui
est cohérent avec les résultats en condition controlée d’effet de ce QTL sur les souches du

pathotype III non identifié en France.

En résumé, sur I’ensemble des résultats obtenus, les NILs présentant des niveaux de résistance
sur racines au champ significativement supérieures aux autres NILs et témoins sensibles ont

242

ete:

- Avec des effets consistants, les NILs porteuses des alleles de résistance PI180693 ou 90-
2131 au QTL Ae-Ps7.6, seul ou en combinaison avec le QTL Ae-Ps4.1 ou Ae-Ps5.1,
respectivement.

- Avec des effets moins consistants, (i) les NILs porteuses des alleles de résistance

PI180693 au QTL Ae-Ps2.2 ou Ae-Psl.2, seuls ou en combinaison entre elles ou avec le
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QTL Ae-Ps3.1 et (ii) les NILs porteuses des alleles de résistance 552 a la combinaison

des trois QTL Ae-Ps2.2, Ae-Ps3.1 et Ae-Ps7.6.

L’ensemble de ces effets observés des QTL sur le DS au champ 1’ont été également en
conditions contrdlées avec la souche RB84 (Lavaud et al. 2015), sauf pour les QTL AePsl.2,
Ae-Ps3.1 et Ae-Ps4.1 (alleles PI1180693) qui n’avaient pas présenté d’effets seuls et/ou en
combinaison. Les NILs possédant les mémes introgressions ont pu présenter des niveaux de

résistance différents, selon les fonds d’introgression de type hiver ou printemps.

DISCUSSION
Les objectifs du chapitre présenté ont consisté a valider les effets des principaux QTL de

résistance a A. euteiches au champ et identifier les combinaisons de QTL permettant de
limiter la sévérité de la maladie. Des NILs porteuses ou non d’alléles de résistance un, deux
ou trois QTL, issues du programme de BAM précédemment décrit par Lavaud et al. (2015),
ont été¢ génotypées a I’aide d’une puce SNP Illumina Infinium et phénotypées en pépinieres
infestées sur un réseau multi-local pour la résistance sur parties racinaires et aériennes. Dans
ce chapitre, seules les données de phénotypage obtenues sur parties racinaires sur deux lieux
(Riec-sur-Belon, Dijon-Epoisses) et deux années (2014, 2015) ont été exploitées, par manque
de disponibilit¢ des données complétes sur parties aériennes au moment de I’écriture du
manuscrit. Dans cette partie, les principaux résultats obtenus sont rappelés et discutés au

regard des objectifs visés.

CARACTERISATION GENOMIQUE DES NILS
Le génotypage des 157 NILs a ’aide de 10,494 SNPs, dont 27 a 48% a été exploité pour

caractériser chaque NIL, a permis (i) de confirmer la présence des segments introgressés, avec
des tailles variables selon les NILs, sauf aux QTL Ae-Ps3.1 (alleles 552 et P1180693) et Ae-
Ps7.6 (allele P1180693), respectivement, dans trois et deux sets de NILs et (i1) d’identifier des
zones génomiques en dehors des QTL qui présentent des résidus de fragments donneurs,
spécialement dans les zones flanquant les QTL, ou qui restent non assignées aux génomes
parentaux par manque de marqueurs polymorphes. Par rapport a la description précédente du
génome des NILs (Lavaud et al.2015), ce génotypage dense a permis d’apporter davantage de
précision pour confirmer le contenu génomique des NILs et pour révéler de nouvelles
informations (taille des introgressions, perte de fragments introgressés, résidus de fragments

donneurs en dehors des zones a QTL).

Dans la majorité des NILs, la taille des fragments introgressés a été estimée plus élevée que

celle de I’IC des QTL précédemment détectés (Hamon et al. 2011; 2013; Pilet-Nayel et al.
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2002, 2005). D’une part, le faible nombre de marqueurs disponibles (SSRs) au moment de la
construction des NILs a conduit a une sélection moins stringente et moins précise d’individus
aux QTL ainsi que dans les zones flanquantes. D’autre part, les effectifs de plantes utilisés a
chaque génération de SAM lors de la production des NILs [45 a 91 plantes, selon le nombre
d’introgressions simultanées, (Lavaud et al. 2015)] n’a pas permis d’exercer une pression de
sélection forte sur les zones flanquant les QTL, comme discuté dans Lavaud et al. (2015).
Ainsi, dans le schéma ayant visé la seule introgression du QTL Ae-Ps4.5 dans les fonds
« receveurs » Puget et Eden, les effectifs de plantes (45) et le nombre de marqueurs aux QTL
et aux zones flanquantes (3 et 5, respectivement) ont permis d’obtenir des introgressions de
tailles proches de celle de I’IC du QTL initialement ciblé [NIL1-4.5(a et b) ; NIL3-4.5(a et
b)]. Les larges tailles de fragments introgressés ont résulté de la validation des alleles

donneurs dans les IC des QTL (DGC>94%) dans 12 des 16 sets de NILs.

Des pertes de fragments donneurs dans les zones des QTL ont été observées dans quatre sets
de NILs. Ainsi, les valeurs de DGC ont varié de 6.4% a 84.2% dans les NILs ayant perdu
un(des) segment(s) du parent « donneur » a un, deux ou trois QTL. L’introgression du parent
« donneur » a été perdue au QTL Ae-Ps3.1 comme suggéré par Lavaud et al. (2015), ainsi
qu’une partie d’introgression au QTL Ae-Ps7.6. Ces fragments perdus sont essentiellement dii
au manque de marqueurs polymorphes qui ont été disponibles pour tracer les introgressions
sur toutes leurs longueurs. Ainsi, un seul marqueur SSR polymorphe a pu étre utilisé pour
tracer I’introgression «552 » au QTL Ae-Ps3.1 dans la construction des sets de NILs 14 et 15,
ayant résulté en la seule introgression de la région flanquante inférieure du QTL. Trois
marqueurs SSR flanquant I'IC du QTL ont été utilisés pour tracer I’introgression
« PI1108693 » au QTL Ae-Ps3.1, résultant en la perte du fragment « donneur » central par
double recombinaison dans le set de NILs 11. La perte du fragment « donneur » au QTL Ae-
Ps3.1 peut expliquer ’absence d’effet du QTL Ae-Ps3.1, seul ou en combinaison avec les
QTL Ae-Psl.2 et/ou Ae-Ps2.2, dans les sets de NILs 11, 14 et 15 dépourvus de
I’introgression, alors que cet effet a été détecté dans les sets de NILs 12 et 13 porteuses de
I’introgression. Au total, 23 NILs dépourvues de I’introgression au QTL Ae-Ps3.1, sont donc
non éligibles a la validation de QTL, seuls ou en combinaison. Au QTL Ae-Ps7.6, une partie
de I’introgression a été perdue dans les sets de NIL 13, 14 et 15, mais ne semble pas avoir
conduit a ’observation de différences d’effet phénotypique par rapport a certaines NILs

porteuses de I’introgression complete dans le set de NILs 13. Hospital et al. (2005) a
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préconisé I'usage d’au moins trois marqueurs par IC d’un QTL (deux flanquants et un au

milieu) pour pouvoir introgresser le QTL avec succes lors de la SAM.

Le niveau de retour au fonds génétique « receveur » hors des zones d’introgression peut
biaiser I’estimation de I’effet des QTL introgressés, dans le cas ou des fragments donneurs a
effet sur la résistance subsisteraient en dehors des zones d’introgression. Dans cette étude,
nous avons montré un tres bon retour au parent « receveur » (RGC > 90%) apres cing ou six
générations de Backcross pour les fonds « Reference » ou «Elite », respectivement.
Néanmoins, quelques résidus de fragments de génome « donneur » ont été identifiés sur les
LGI II, III en dehors des zones a QTL et de leurs régions flanquantes, spécialement dans les
sets de NILs issus de schémas d’introgression simultanée de trois QTL. Dans ces schémas, les
effectifs de plante testées a chaque génération (91) n’ont en effet pas permis d’exercer un taux
de sélection fort en dehors des zones a QTL. Les zones présentant des résidus de génome
« donneur » ne sont pas localisées dans les régions de QTL de résistance non ciblés pour les
introgressions, sauf au QTL Ae-Ps7.6 dans certaines NILs du set 11. Dans ce set de NIL 11, la
NIL11-2.2a ne présent pas de résidu « donneur », alors que la NIL sceur NIL11-2.2b présent
un résidu « hétérozygote » au QTL Ae-Ps7.6, néanmoins, les deux NILs sceurs ont présenté
des effets significatifs au champ a Riec-sur-Belon en 2015. De plus, la RIL BAPS.195,
possédent 1’alleéle « Baccara » a ce QTL Ae-Ps7.6, dont I’effet n’a pas été validé, seul I’effet

des alleles « P1180693, 552 et 90-2131 » a été validé au champ ou en conditions contrdlées.

Dans la littérature, peu d’études ont caractérisé finement le génome de NILs produites pour
valider I’effet de QTL ou analyser leurs mécanismes sous-jacents (Ando et al. 2008; Badis et
al. 2015; Ding et al. 2011; Navara and Smith 2014; Schmalenbach et al. 2008). Pourtant, dans
un couple de NILs dont les génomes ne différent théoriquement que par un QTL, les
phénotypes sont censés étre directement attribués au QTL. La qualité du processus de BAM
pour la construction des NILs est donc primordiale afin d’obtenir des lignées épurées du fonds
génétique « donneur » en dehors du QTL introgressé. L’utilisation de lignées HIF
(Heterogeneous Inbred Families) est également une autre méthode d’obtention de NILs, qui a
été plus largement utilisée chez les especes modeles et de grande culture (Chung et al. 2011;
Djebali et al. 2009; Gravot et al. 2011; Lemarié et al. 2015; Liu et al. 2011; Loudet et al.
2005). Elle présente 1’avantage de permettre 1’obtention, en une génération d’autofécondation,
de lignées ne différant que par la région cible, si celles-ci dérivent effectivement d’une RIL ne

présentant pas de résidus d’hétérozygotie dans d’autres zones que celle ciblée. Les NILs

71



dérivées de lignées HIF présentent néanmoins un fonds génétique hétérogene, hérité des deux

parents de la lignée HIF utilisée.

EFFETS INDIVIDUELS DES QTL DANS DIFFERENTS ENVIRONNEMENTS

Les données de phénotypage des NILs obtenues sur parties racinaires dans quatre
environnements au champ (deux lieux en France, deux années) ont permis de valider, dans
plusieurs fonds «receveurs » et/ou environnements, 1’effet individuel (i) de I’un des deux
QTL a effets majeurs décrits précédemment, le QTL Ae-Ps7.6 et (ii) de deux nouveaux QTL a
effets non validés en conditions controlée, les QTL Ae-Psl.2 et Ae-Ps4.1. Les résultats ont
¢galement permis de confirmer I’effet individuel des QTL Ae-Ps2.2 et Ae-Ps5.1,
précédemment observés dans les NILs en conditions controlées, plus spécifiquement dans

quelques fonds « receveurs » et environnements.

Le QTL Ae-Ps7.6 qui a été détecté en conditions contrdlées avec un fort effet sur la résistance
au niveau racinaire, a aussi ét€¢ détecté au champ avec cependant une tendance de spécificité
selon ’allele introgressé. L’effet de I’allele 90-2131, a été plus détecté significativement a
partir des données de Riec-sur-Belon alors que celui de 1’allele PI180693 a été
significativement mis en évidence dans les deux lieux, pour les deux années
d’expérimentation. L’effet de l'alléle 552 au QTL Ae-Ps7.6 n’as pas été significatif pour
réduire la sévérit¢ de la maladie sur racines, alors qu’il avait été relevé en conditions
controlées. Ces observations au champ sont en accord avec les données précédentes de
détection de QTL (Hamon et al. 2011), qui avait qualifi¢ I’effet du QTL Ae-Ps7.6 de
généraliste sur les différents sols et années d’expérimentation. Néanmoins, I’effet de 1’alléle
90-2131 sur la résistance au niveau racinaire [variable RRI dans, Hamon et al. (2013)],
détecté dans trois environnements, avait été plus élevé a Riec-sur-Belon (R?=25.6%) ; celui de
I’allele PI180693, observé dans cinq environnements, a été le plus ¢levé a Dijon (R>=13.7%)).
Par ailleurs, on peut noter que 1’effet du QTL Ae-Ps7.6 a été plus consistant dans les fonds
« receveurs » de printemps que dans les fonds hiver, a I’inverse des observations réalisées en

conditions contrdlées par Lavaud et al. (2015).

Le QTL Ae-Ps4.5, dont I’effet majeur avait été détecté en conditions controlées par Lavaud et
al. (2015) avec la souche Ael09 (représentative de pathotype III - USA), a présenté un effet
significatif a Dijon en 2014. Ce constat n’était pas attendu car aucune souche du pathotype I1I
n’a été identifiée en France a ce jour. Onfroy et al. (2015, soumis) ont caractérisé le pouvoir
pathogeéne de 10 souches isolées de pois sur les parcelles infestées de Dijon et ont montré

qu’elles appartenaient toutes au pathotype 1. Les auteurs ont effectué la méme observation sur
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des souches isolées dans les pépinicres de Riec-sur-Belon et de Pullman (WA, USA). Pilet-
Nayel et al. (2002) ont détecté ce QTL a partir de notations réalisées a Pullman sur la
population de RIL Puget x 90-2079, suggérant que le QTL n’est pas spécifique du pathotype
II1.

Les alleles de résistance PI180693 aux QTL Ae-Psl.2 et Ae-Ps4.1 ont montré des effets
significatifs dans les deux lieux d’expérimentation, alors que ceux-ci n’avaient pas été
identifiés précédemment en conditions controlées. Hamon et al. (2011) n’ont également
détecté ces QTL qu’a partir de données de notations racinaires et aériennes au champ dans la
population de RILs « Baccara x PI180693 ». A I'inverse, 1’effet significatif du QTL Ae-Ps5.1
n’a été détecté que dans un environnement (Riec-sur-Belon) alors qu’il avait été identifié en
conditions contr6lées dans le fonds DSP. Hamon et al. (2013) ont également identifiés le QTL
Ae-Ps5.1, mais essentiellement dans la population de RILs « DSP x 90-2131 » a partir de
notations en conditions contrOlées et avec plusieurs souches des deux pathotypes.
L’hypothese de I’expression du QTL Ae-Ps5.1 a un stade précoce de développement de la
plante (2 semaines en conditions controlées) et de celle des QTL Ae-Psl.2 et Ae-Ps4.1 a un
stade plus avancé (6-8 semaines au champ) peut €tre suggérée. Wang et al. (2010) ont
déterminé trois QTL, dans le cas du pathosystéme rouille brune/orge, I'un agissant au stade
plantule, un autre uniquement a partir du stade tallage et le troisieme a tous les stades de

développement de la plante.

L’effet du QTL Ae-Ps3.1 a été difficile a confirmer ou infirmer dans les NILs, du fait des
introgressions perdues a ce QTL dans différents sets de NILs, sauf dans le set de NILs 13 qui

a montré un effet de 1’allele P1180693 au QTL dans un environnement.

L’analyse des données de jaunissement et de nanisme sur parties aériennes pourra ainsi
confirmer ou non I’effet des QTL observé sur le compartiment racinaire et leur spécificité ou
non vis-a-vis de stades, d’organes et d’environnements. Afin de mieux caractériser les
environnements, une analyse plus précise de la diversité (pouvoir pathogene, génétique) d’A.
euteiches et des complexes d’agents pathogenes dans les pépini¢res infestées devraient
contribuer a2 une meilleure compréhension de la stabilité de l'expression des QTL dans les

différents environnements.

COMBINAISON DE QTL LIMITANT LA SEVERITE DE LA POURRITURE SUR RACINES

Un total de quatre combinaisons d’alléles de résistance a deux ou trois QTL a été validé dans

plusieurs environnements et/ou fonds « receveurs ». Ces combinaisons sont: (i) QTL Ae-
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Ps7.6 + Ae-Ps5.1 (alleles 90-2131), (i) QTL Ae-Ps7.6 + Ae-Ps4.1 (alleles P1180693), (iii)
QTL Ae-Ps7.6 + Ae-Ps2.2 + Ae-Ps3.1 (alleles 552), et (iv) QTL Ae-Psl.2 + Ae-Ps2.2 + Ae-
Ps3.1 (alleles PI180693). Les trois premieres ont été identifiées précédemment en conditions
contrdlées (Lavaud et al. 2015). La combinaison des deux alleles 90-2131 aux QTL Ae-Ps5.1
et Ae-Ps7.6 a présenté un effet significatif plus important a Riec-sur-Belon quelle que soit
I’année d’expérimentation ou le fonds génétique. Celle des alleles PI180693 aux QTL Ae-
Ps4.1 et Ae-Ps7.6, a présenté un effet moins spécifique d’un lieu ou d’une année. La
combinaison des alleles 552 aux QTL Ae-Ps7.6, Ae-Ps2.2 et Ae-Ps3.1 a montré un effet
significatif spécifique de Dijon dans les trois fonds «receveurs », malgré 1’absence de
I’introgression au QTL Ae-Ps3.1 dans les fonds Isard et Eden. La combinaison des alleles
PI180693 a deux ou trois des QTL (Ae-Psl.2, Ae-Ps2.2 et/ou Ae-Ps3.1) non identifiée
précédemment, a présenté un effet significatif dans plusieurs environnements et dans le seul
fonds «receveurs » Eden portant effectivement les introgressions. Les effets individuels de
ces trois QTL ont tous été identifiés significativement dans au moins 1’'un des trois fonds
receveurs et des quatre environnements. Néanmoins, Hamon et al. (2013) ont identifié des
alleles de tardiveté associés aux alleles de résistance aux QTL Ae-Ps2.2 et Ae-Ps3.1 dans la
lignée PI180693. L’effet de la tardiveté sur la résistance apporté par ces alléles sera a

approfondir a partir des notations de jaunissement et nanisme sur parties aériennes.

L’ensemble de ces résultats montrent que le cumul de QTL a effets fort et faibles, ainsi que
celui de différents QTL a effets faibles s’exprimant a différents stades de développement de la
plante, peuvent constituer des stratégies d’intérét pour limiter la sévérité de la pourriture sur
racines. Ces résultats montrent également que les stratégies de choix des QTL peuvent étre
orientées par la région de culture du génotype a développer. Ainsi, pour un effet du cumul de
QTL souhaité dans des régions aussi variées que les deux sites étudiés dans cette étude (Riec-
sur-Belon et Dijon), les combinaisons des QTL (Ae-Ps7.6 et Ae-Ps4.1) et/ou (Ae-Psl.2, Ae-
Ps2.2 et Ae-Ps3.1) pourrait étre pertinentes. Néanmoins, [’association d’alleles de
morphologie/développement défavorables a la résistance sera a valider et si possible a rompre,

avant d’exploiter ces combinaisons en sélection.

L’ensemble de cette étude a permis d’identifier des combinaisons de QTL a effets validés au
champ pour limiter la maladie au niveau racinaire, dans des NILs caractérisées pour leurs
introgressions et leur génome en dehors des QTL. La validation de ces effets sur la maladie
sera nécessaire au niveau du compartiment aérien et dans des environnements élargis, pour

confirmer un choix de QTL pertinents et une stratégie de cumul de QTL en sélection.
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CHAPITRE IV : MODE D’ACTION DES QTL DE RESISTANCE
SUR LES ETAPES DU CYCLE D’APHANOMYCES EUTEICHES EN
CONDITIONS CONTROLEES.

1. INTRODUCTION DU CHAPITRE

Les résultats présentés dans le chapitre II, ont indiqué que deux QTL (Ae-Ps4.5 et Ae-Ps7.6)
présentaient des effets majeurs sur la résistance et deux autres QTL (Ae-Ps2.2, Ae-Ps5.1)
étaient associés a des effets mineurs. Le chapitre III a montré que les effets des QTL identifiés

vis-a-vis du pathotype I d’A. euteiches, présent en France, avaient été confirmés au champ.

Dans ce chapitre de these, nous avons étudié les modes d’action des QTL de résistance sur
certaines étapes du cycle d’A. euteiches en conditions contrdlées, a partir d’une sélection de
NILs créées précédemment. Deux étapes ont principalement €té observées dans ce chapitre,
incluant I’infection et la colonisation des racines. Les NILs ont été évaluées dans un test
pathologique destructeur couplé a 1'usage de la Q-PCR, mis au point pour permettre
d’observer la cinétique de progression des symptomes et de I’agent pathogéne dans les
racines. Une comparaison des effets des QTL individuels et de combinaisons de QTL a été
effectuée, afin d’évaluer I’effet du cumul de QTL a modes d’action différents ou similaires

sur le niveau de résistance.

Les résultats, obtenus dans ce chapitre, ont permis de démontrer que des QTL individuels
pouvaient agir sur I’une ou les deux étapes du cycle étudiées et que la combinaison de QTL
agissant individuellement sur des étapes similaires pouvait augmenter le niveau de résistance

partielle.

Ce chapitre est présenté sous la forme d’un article soumis le 21 Décembre 2015 dans la revue

BMC Plant Biology.

2. ARTICLE ASSOCIE
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ABSTRACT

Background

Understanding the effects of resistance QTL on pathogen life history traits or cycle steps is an
important issue for the development of QTL combination strategies to durably increase
disease resistance in plants. The oomycete pathogen Aphanomyces euteiches, causing root rot
disease, is one of the major factors limiting the pea crop in the main producing countries. No
resistant varieties are currently available. Resistance alleles at seven main QTL were recently
identified and introgressed into pea agronomic lines, resulting in the creation of Near Isogenic
Lines (NILs) at the QTL. This study aimed to determine the effect of main A. euteiches

resistance QTL in NILs on different steps of the pathogen life cycle.

Results

NILs carrying resistance alleles at zero, one, two or three QTL in susceptible genetic
backgrounds were evaluated in a destructive test under controlled conditions. The evolution of
root rot disease severity and pathogen DNA levels in the roots was measured during ten days
after inoculation. Significant effects of several resistance alleles at the two major QTL Ae-
Ps7.6 and Ae-Ps4.5 were observed on the A. euteiches infection and colonization in the roots.
Some resistance alleles at three other minor-effect QTL (Ae-Ps2.2, Ae-Ps3.1 and Ae-Ps5.1)
significantly decreased root colonization. The combination of resistance alleles at two or three
QTL including the major QTL Ae-Ps7.6 (Ae-Ps5.1/Ae-Ps7.6 or Ae-Ps2.2/Ae-Ps3.1/Ae-Ps7.6)
had an increased effect on slowing down root infection and/or colonization by A. euteiches
and on plant resistance levels, compared to the effects of individual or no resistance alleles.
Conclusions

This study demonstrated the effects of single or multiple resistance QTL on reducing A.
euteiches infection and/or colonization in pea roots, using original plant material and a precise
pathogen quantification method. Our findings suggest that single resistance QTL can act on
multiple or specific steps of the pathogen life cycle and that their actions could be pyramided
to increase partial resistance in future pea varieties. Further studies are needed to investigate
QTL effects on other steps of the pathogen life cycle, as well as the efficiency and durability
of pyramiding strategies using QTL which appear to act on the same stage of the pathogen

cycle.
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BACKGROUND

Genetic resistance is a major approach for sustainable plant disease management. Although
polygenic partial resistance is considered more durable than monogenic complete resistance,
little is known about the mechanisms involved in this type of resistance [1, 2]. Only a few
studies identified genes underlying resistance quantitative trait loci (QTL) [2-4]. These studies
suggested that a large diversity of gene functions is involved in polygenic plant resistance [5].
This diversity in resistance QTL mechanisms suggests that resistance QTL target various
steps in the pathogen life cycle, and, indeed, partial resistance has been reported to act on
different stages of pathogen development. Pyramiding of resistance QTL targeting different
steps in the pathogen life cycle would have a better chance of blocking disease development
and should increase resistance levels. It may also make it more difficult for pathogens to adapt
and thus be a way to improve the potential for resistance durability [6-8]. Few studies have
identified the pathogen life history traits or life cycle steps that resistance QTL target, which
is all the more complicated since QTL are difficult to mendelize and individually attribute to a
phenotype. The approaches used in previous studies included QTL detection in bi-parental
populations for plant resistance at specific steps of the pathogen life cycle and evaluation of
Near-Isogenic Lines (NILs) differing from each other for resistance QTL introgressed into
susceptible genetic backgrounds [9, 10]. Using NILs, two QTL were shown to act specifically
on different stages of Setosphaeria turcica infection (leaf penetration and colonization) in
maize [7]. In contrast, in the Puccinia striiformis/barley interaction, three QTL were reported
to act individually on several components of resistance (latent period, infection efficiency,

lesion size and pustule density; [11]).

Aphanomyces root rot, caused by the soilborne oomycete Aphanomyces euteiches Drechs.
[12], is a major limitation of pea, cultivated for its protein content and ability to fix
atmospheric nitrogen. The disease causes translucent lesions on the rootlets, which evolve
into brown rot affecting the entire root system and epicotyl [13]. Above ground, the disease
causes yellow leaves and even death. Two main A. euteiches pathotypes have been reported in
pea [14]. Pathotype I is dominant in Europe and was observed in the United States. Pathotype
III is specific to some locations in the United States [15]. The primary inoculum consists of
oospores that can persist for up to 10 years in the soil [16]. Epidemics spread primarily from
the rapid dispersal of bi-flagellate mobile zoospores released by germinated oospores in the
soil. When host root or root exudates are detected, zoospores germinate and penetrate into the

roots. The roots are then colonized by mycelium which differentiates into haploid antheridia
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and oogonia. After sexual reproduction, new diploid oospores are produced. Long-distance
dissemination of oospores is mediated by transportation of contaminated soil or materials, or
infected plants. In pea plots, crop losses can reach 100% in disease favorable conditions [17].
Currently the only method of disease management is a soil inoculum potential test to avoid

highly infested fields [18].

The generation of A. euteiches resistant pea varieties is thus a key factor in integrated
strategies for root rot management. However, pea sources of resistance are scarce [19],
polygenically inherited and provide only partial resistance levels [20, 21]. Recombinant
inbred lines (RILs) populations, obtained from four partially resistant lines, were used for the
detection of resistance QTL [22-25]. Meta-QTL analysis identified 23 genomic regions
associated with pea resistance to A. euteiches, including seven main resistance QTL among
which two were major-effect QTL [20]. These QTL were detected consistently across various
environments (years, localizations), A. euteiches strains and for different scoring criteria. Each
of the seven QTL was detected in at least two RIL populations, suggesting a common genetic
basis between partial resistance sources. A Marker-Assisted Backcrossing (MAB) program
was then conducted to obtain NILs carrying resistance alleles at zero, one, two or three of the
seven QTL in several pea lines [26]. Evaluation of the NILs for resistance to A. euteiches in
controlled conditions allowed major-effect and some minor-effect QTL to be validated, based
on a routinely used disease severity test [13, 26, 27]. However, no knowledge is available
about the effect of the main resistance QTL on the A. euteiches life cycle, which could be
used to support recommendations in QTL pyramiding strategies to durably increase partial
resistance. Kraft and Boge [28] reported that partial resistance to A. euteiches in pea breeding
lines and germplasm was associated with reduced oospore production, pathogen
multiplication, zoospore germination and slower lesion development. The genetic components
of partial resistance targeting these pathogen life cycle steps were not identified. Precise A.
euteiches quantification methods were developed for finer evaluation of pea resistance during
pathogen development, including enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA;[28, 29]),
specific fatty acids analysis [30] or, more recently, A. euteiches DNA quantification using
quantitative PCR (Q-PCR; [31, 32]). Due to its high sensitivity, specificity and
reproducibility, Q-PCR is an ideal method for detecting minor changes in host resistance [33]

and commonly used for resistance evaluation in different pathosystems [1, 7].

The aim of this study was to identify the effect of the main resistance QTL, individually or in

combination, on two major steps of the A. euteiches life cycle, including infection and root
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colonization. A selection of previously developed NILs [26], carrying individual or selected
combinations of resistance QTL, were evaluated over time in destructive kinetic assays. The
root rot disease severity and quantity of A. euteiches DNA in the plant were assessed in
inoculated plants under controlled conditions. The effects of each QTL in limiting A.
euteiches development were attributed to one or two of the steps in its life cycle. Effects of
combined compared to individual QTL were analyzed and used to determine whether
pyramided QTL with similar or different individual effects could enhance partial resistance

levels.

METHODS

PLANT AND PATHOGEN MATERIAL

Among the 157 NILs described by Lavaud et al. [26], a total of 23 NILs was used in this
study, each carrying resistance allele at zero, one, two or three of the seven main A. euteiches
resistance QTL in the susceptible reference genetic backgrounds used for QTL detection
(Table 1). The lines included were: i) Three NILs carrying no resistance alleles, i.e. with
similar genomes to the recipient lines, as susceptible controls. ii) Twelve NILs, each carrying
a resistance allele at one QTL, for testing individual QTL effects. The twelve NILs
represented all the introgressions targeted in the previous MAB scheme. iii) Eight NILs
carrying resistance alleles at two or three QTL for testing effects of selected QTL
combinations, depending on individual QTL results. Based on genotyping data, each NIL with
zero or one QTL was chosen among sister NILs [26] as that with a better return to the
recipient genome outside the QTL and a smaller heterozygosity level (data not shown). All
available sister NILs with the chosen combinations of two or three QTL were kept in this

study.

Five parental lines of NILs and/or RILs previously used for QTL detection were included as
partial resistance controls in the experiments [26] (Table 1). Resistance conferred by the NIL
parental lines RIL 831.08, RIL 847.50, as well as RIL BAP8.70 and RIL BAPS8.195, was
derived from the breeding or germplasm lines 90-2079, 90-2131 and P1180693, respectively,
used as parents of the RIL populations previously studied [20]. Pathogen material included
the A. euteiches strains RB84 and Ael09, belonging to pea pathotypes I and III, respectively.
The two strains were both previously used for NILs resistance evaluation in Lavaud et al.

[26].
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Table 1: Description of the NILs and controls used.

NILs carrying resistance alleles at zero, one, two or three of the seven A. euteiches resistance QTL in pea [26].

NIL? Donor line” Recipient line® Generation Introgressed QTLd Experiment
0-QTL

NIL1-0b RIL831.08 Puget BC;F; - 2
NIL4-0b RIL847.50 DSP BC;F; - 1.3
NIL7-0b RIL BAPS8.70 Baccara BC;sF; - 1,4
Single-QTL

NIL1-4.5b RIL831.08 Puget BC;sF; Ae-Ps4.5 2
NIL4-5.1a RIL847.50 DSP BC;sF; Ae-Ps5.1 3
NIL4-5.1b RIL847.50 DSP BC;sF; Ae-Ps5.1 1
NIL4-7.6a RIL847.50 DSP BC;sF; Ae-Ps7.6 1.3
NIL7-4.1a RIL BAP8.70 Baccara BC;sF; Ae-Ps4.1 1
NIL7-7.6a RIL BAP8.70 Baccara BC;sF; Ae-Ps7.6 1
NIL10-1.2a RIL BAP8.195 Baccara BCsFsy, Ae-Psl.2 1
NIL10-2.2¢ RIL BAPS8.195 Baccara BCsEF, Ae-Ps2.2 1
NIL10-3.1b RIL BAPS8.195 Baccara BCsEF, Ae-Ps3.1 1
NIL13-2.2a 552 Baccara BC4F, Ae-Ps2.2 1.4
NIL13-3.1a 552 Baccara BCyF;4 Ae-Ps3.1 1.4
NIL13-7.6b 552 Baccara BC4F, Ae-Ps7.6 14
QTL combination

NIL4-5.1/7.6a RIL847.50 DSP BC;sF; Ae-Ps5.1 + Ae-Ps7.6 3
NIL4-5.1/7.6b RIL847.50 DSP BCsFs, Ae-Ps5.1 + Ae-Ps7.6 3
NIL13-2.2/7.6a 552 Baccara BCyF; Ae-Ps2.2 + Ae-Ps7.6 4
NIL13-2.2/7.6b 552 Baccara BCyF; Ae-Ps2.2 + Ae-Ps7.6 4
NIL13-3.1/7.6a 552 Baccara BC4F, Ae-Ps3.1 + Ae-Ps7.6 4
NIL13-3.1/7.6b 552 Baccara BCgF, Ae-Ps3.1 + Ae-Ps7.6 4
NIL13-2.2/3.1/7.6a 552 Baccara BCgFs Ae-Ps2.2 + Ae-Ps3.1 + Ae-Ps7.6 4
NIL13-2.2/3.1/7.6b 552 Baccara BC4F, Ae-Ps2.2 + Ae-Ps3.1 + Ae-Ps7.6 4
Control lines

90-2131 - - - - 1,3
P1180693 - - - - 1
552 - - - - 1,4
RIL831.08 - - - - 2
RIL847.50 - - - - 3

* NILs are coded as follow: NIL“NIL set number”-“0 for zero QTL or QTL number(s)” “sister NIL letter (a or b)” [26]. > Lines used as
donors of resistance alleles at one to three QTL in the Marker-Assisted Backcrossing (MAB) scheme [26]. ¢ Susceptible parents of the RIL

populations in which the QTL were detected, used as reference recipient parents in the MAB scheme [20]. = QTL introgressed from the
donor lines in the MAB scheme [26].



DISEASE EXPERIMENTS UNDER CONTROLLED CONDITIONS

Two experiments were performed under controlled conditions to study the effects of
individual QTL on resistance to each of the two strains, respectively. Experiment #1 included
two and ten NILs carrying zero and one resistance QTL, respectively, as well as three
resistant controls (Table 1) and was inoculated with the RB84 strain. Experiment #2 included
the NIL pair with or without the major-effect resistance allele to pathotype III at QTL Ae-
Ps4.5 [26] as well as the resistant control RIL 831.08 (Table 1), and was inoculated with the
Ael09 strain. Two other experiments were conducted to evaluate the effects of a selection of
QTL combinations on resistance to the RB84 strain. Experiment #3 and #4 included two NILs
carrying two resistance QTL from the DSP x RIL 847.50 cross and six NILs carrying two or
three resistance QTL from the Baccara x 552 cross, respectively. Both experiments also
included the corresponding zero and single QTL NILs and resistance allele donors, as controls

(Table 1).

In each experiment, all the lines were evaluated in a randomized complete block design with
four blocks and five plants per line per block. The plants were harvested at each of the seven
time points studied after inoculation in a destructive test. Each experiment was repeated twice.
Disease resistance tests were carried out in a growth chamber on seven-day old seedlings
grown in vermiculite and inoculated with a 200 zoospores per ml inoculum of pure culture
strain, as described in Lavaud et al. [26]. The tests were performed at 20°C for 16 h of day
and 18°C for 8 h of night. The Disease Severity (DS) was scored on each seedling at two,
three, four, five, six, seven and ten days after inoculation, on the different plants of each line
at each scoring day, using a 0 (no symptoms) to 5 (dead plant) scoring scale as in Lavaud et
al. [26]. After scoring, all the vermiculite was removed from plant roots. Two tissue samples
from bulked five plant roots from two blocks were retained for DNA extraction and A.
euteiches DNA quantification. At each scoring day, roots were harvested by cutting at the
seed level. Roots from five plants were then pooled per pot in 50 ml Sarstedt conical tubes
containing 5 ml of 3 mm glass beads for grinding later and placed at -80°C for at least 24 h.
Roots were then lyophilized (3 days, -24°C) and ground (9 min). Ten mg of powdered roots
was placed in each well of a 96-well plate. Each plate also included two empty wells as
negative controls. DNA was extracted with an automated DNA extraction robot oKtopure®

(LGC Genomics, Germany) and DNA concentrations were normalized at 20 ng/ul.
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Figure 1: Standard curve and associated linear regression equation for one example Q-

PCR reaction.

The curve was constructed using known quantities (102, 10°, 10%, 10°, 10°, 10" and 10®copies) of the

76-bp fragment of A. euteiches RB84 strain purified DNA [31]. Three replicated polymerase chain

reactions were performed for each quantity.




QUANTITATIVE PCR (Q-PCR) FOR A. EUtEICHES DNA QUANTIFICATION

Q-PCR reactions were performed using the primer/probe set 136F-161T-211R amplifying a
76-bp fragment specific to A. euteiches, developed by Vandemark et al. [32]. Primers were
synthesized by Sigma Life Science (USA). The probe was labeled with 6-FAM (6-
carboxyfluorescein) at its 5° -terminus and with MGB-NFQ (Minor Groove Binder - Non
Fluorescent Quencher) at its 3’ -terminus (Applied Biosystems®, USA). Optimal primer/probe
concentrations and amplification cycling conditions were determined in optimization tests.
For each DNA sample, triplicate reactions were run in 20ul reactions containing 40ng of
DNA, 400nM primer 136F, 400nM primer 211R, 200nM probe 161T, 2ul of ddH,O and 10ul
of 2X TaqMan® Universal Master Mix II (Applied Biosystems®, USA). Amplification and
detection of fluorescence were carried out on a LightCycler® 480 Instrument II real-time PCR
system (Roche Life Science, Germany). PCR reactions consisted of a cycle at 95°C for
10 min, followed by 50 cycles at 95°C for 15 s and 60°C for 45 s. Each analysis also included
three control reactions, in which DNA was substituted for ddH,O. The amount of A. euteiches
DNA was estimated using a calibration scale (102, 103, 104, 10° , 106, 10" and 10® copies of the
76-bp fragment of A. euteiches RB84 strain purified DNA; 3 replicates). Q-PCR data were
analyzed with LightCycler® 480 software 1.5 (Roche Life Science, Germany) using the same
parameters for all reactions. For each Q-PCR reaction, the threshold cycle number (CT),
which corresponds to the PCR cycle number at which the fluorescence signal exceeds the
detection threshold, was plotted against each of the log10 for the 76-bp fragment copy number
(Figure 1). The reaction efficiency (E) was calculated as follow: E=(10’(-1/b))-1 with b
corresponding to the slope of the linear regression equation of standard curves (Figure 1).
Samples with CT standard deviation values between replicates exceeding 0.5 were removed

from the analysis.

DATA ANALYSIS

Statistical analyses were performed using R software version 3.1.2 [34].

For each experiment and scoring day, correlations between replicate or block data, were
assessed on genotype means of DS scores and DNA quantification values, using Pearson
coefficients (a=5%). Correlations between different experimental data were also estimated
from genotype mean values over all the blocks in the two replicates, based on common lines.
Statistical analysis of DS scores and DNA quantification data was performed for each
experiment and scoring day. Analysis was also performed for three variables derived from DS

and DNA amount values, including (i) the infection probability corresponding to the
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Table 2: Disease Severity Ismeans scores in single-QTL NIL experiments.

Experiment Day after inoculation ©
' Cross * Genotype QTL —
(Strain) 2 3 4 5 6 7 10
1 DSP * NIL4-0b - NA NA 2,0 -1,6 2,3 -4,1 -3,3
(RB84) RIL847.50  NIL4-5.1b Ae-Ps5.1 NA NA 3,9% -0,5 -1,0 -3,7 24
NIL4-7.6a Ae-Ps7.6 NA NA 4,1% 1,755k 0,47 -0,8%#% -(,6%**
90-2131 - NA NA 3.1 -1,3 -1,1 -4.2 -2.9
Baccara*  NIL7-Ob - NA NA 2,6 -2,5 -3,7 -1,0 -1,9
RIL BAP8.70 NIL7-4.1a Ae-Ps4.1 NA NA 2,0 -2,6 -3,7 -0,7 2,2
NIL7-7.6a Ae-Ps7.6 NA NA 4,0 1,6%#% -0, ]1%%* 1 4%%  (,2%%*
PI180693 - NA NA 4,5 1,47%%* 0,9%%* 3,0%%% 2 3wk*
Baccara*  NIL7-Ob - NA NA 0,8 2,4 23,2 -1,0 -2,3
RIL BAP8.195 NIL10-1.2a  Ae-Psl.2 NA NA 1,3 -1,4 -2,8 -1,6 -3,2
NIL10-2.2c  Ae-Ps2.2 NA NA 0,7 -2,6 -2,5 -0,5 -1,9
NIL10-3.1b  Ae-Ps3.1 NA NA 1,1 2.4 -3,0 -0,8 -2,3
PI180693 - NA NA 2,6 1,3%5%% 0,77%%* 2,8%H% D Sk
Baccara*  NIL7-Ob - NA NA 0,8 -1,9 -3,9 -1,7 -2,9
552 NIL13-2.2a  Ae-Ps2.2 NA NA 0,5 -1,2 2,7 -1,9 -3.4
NIL13-3.1a  Ae-Ps3.1 NA NA 2,6 -1,1 2,8 -1,1 -1,9
NIL13-7.6b  Ae-Ps7.6 NA NA 1,9 0,1°%* -0,3%#% -0,3 2,2
552 - NA NA 2,6 1, 2%k 0,47%%* 0,6%*  0,0%*
2 Puget * NIL1-0b - NA NA 1,6 1,6 -0,9 -2,2 2,7
(Ael09) RIL831.08 NILI1-4.5b Ae-Ps4.5 NA NA 3,6 2,5 2, 1%k [ 4k ] Dskek
RIL831.08 - NA NA 3,7 4,8 2,6%%* 1,6 1,6%%*

 “Recipient x donor” cross lines from which each NIL was produced in the previous MAB scheme [26]. b QTL introgressed in each NIL

from the previous MAB scheme [26]. ¢ LSMeans disease severity (DS) scores between the single-QTL NILs or the resistant control, and the
control-NIL without QTL, obtained on each genotype and scoring day from the CLMM analysis of each NIL set in experiments #1 and #2.
Significant differences between LSMeans values are indicated by *(0.01<P<0.05), **(0.001<P<0.01) and ***(P<0.001). Lsmeans scores
were obtained from the DS score probabilities for each genotype and scoring day represented in Additional File 1. 4 At two and three days
after inoculation, LSMeans DS scores could not be estimated from CLMM since some lines did not have symptoms.



percentage of plants with symptoms at each scoring day, (ii) the root colonization speed,
corresponding to the slope of the curve of the changing amount of DNA from the scoring day
at which more than 10,000 copies of pathogen DNA were detected and (iii) the area under the
curve progression of the disease (AUDPC), calculated from the DNA quantification values of
the pathogen, according to the formula proposed by Shaner and Finney [35]. The pea line
values for these three variables were calculated in each block and experiment.

DS scores, as ordinal qualitative data, were analyzed using a cumulative linked mixed model
[CLMM; ‘clmm’ function, ‘ordinal’ package [36, 37]]. DNA quantification values, root
colonization speed and AUDPC, as quantitative data, were analyzed using a linear mixed
model [LMM; ‘Imer’ function, ‘lme4’ package [38]]. Probability of infection values were
analyzed using a Generalized Linear Mixed Model (GLMM; ‘glmer’ function, ‘lme4’
package [38]).

For each model, we considered the genotype as fixed factor, the blocks of the two replicates
and/or the pot as random factors. A Likelihood Ratio test (LR) (a=5%) and a Wald test
(a=5%) were applied for evaluating the genotypic effect in the CLMM model and in the
GLMM or LMM model, respectively.

Least Square Means (LSMeans) were estimated for all the variables on each genotype, using
the ‘Ismeans’ function of the ‘lsmeans’ package [39]. For the DS variable, LSMeans were
calculated on the scale of the latent variable implied by the CLMM, for each genotype and
day [40, 41]. For each variable, multiple comparisons of LSMeans between genotypes of each
NIL set were performed with the Tukey test (a=5%), using the ‘cld’ function of the ‘Ismeans’

package.

RESULTS

EFFECT OF SINGLE RESISTANCE QTL ON A. EUTEICHES DEVELOPMENT

Disease severity scores

DS scores for all the lines were significantly correlated between the two replicates at each
scoring date in experiments #1 and #2 (r>0.82, P<0.05 and r>0.90 P<0.05, respectively),
except for one replicate on the fourth day in experiment #2, which was removed from the

analysis.

A total of five NILs carrying single QTL showed significant differences in LSMeans scores
compared to their control NIL without the QTL, for at least one scoring day (Table 2,
Additional file 1A). In experiment #1, the level of partial resistance to the RB84 strain

83



Table 3: A. euteiches DNA amounts in roots in single-QTL NIL experiments.

All data are presented in thousands (10A3).

Day after inoculation °

E’ig:::i?sm Cross * Genotype QTL" > ; . ; . . "
1 DSP * NIL4-0b - NA 3,005 449443 201,8 +21,7 387,0+35,0 576,8 +46,8 1110,8 69,2
(RB84) RIL847.50 NIL4-5.1b Ae-Ps51  NA 25205 11,2443 ##%  [17,84217 *#% 32543335 * 4257 %457 839,4£69,2 ik
NIL4-7.6a Ae-Ps7.6  NA 2,020,5 15,5443 ks 81,6422,6 % 15544350 #%  35],94453 sk 699,5£70,6 ek
90-2131 - NA 53404 31,6443 162,0 21,7 * 297,7 +34,8 348,5 4453 858,8£69,2
Baccara * RIL  NIL7-0b - NA 53403 43,9440 294.9 16,6 5232#17,1 679,7 29,1 1721,5 +80,9
BAPS.70 NIL7-4.1a Ae-Ps4.1  NA 6,003 67.4 +4,0 260,0 £16,6 4219 17,1 ** 650,2 +29,1 1478,2 80,9
NIL7-7.6a Ae-Ps7.6  NA  1,620,6 *5F  17,0#4,0 #* 58,8 16,6 *k  2510417,1 *F%  4374426,] #E 882,4 80,9 ik
PI180693 - NA 2,005 *% 173240 kx 53,7£16,6 81,64264 k% 167,526,1 401,7+80,9
Baccara * RIL  NIL7-0b - NA 5,3+0,8 4394123 294,9 22,5 523,2+23,8 652,1 73,9 1721,5 +127,2
BAPS.195 NIL10-1.2a  Ae-Psi.2 NA 44208 433 %123 180,9422,5 *#  362,0423,8 *#k  827,9+67,0 1450,7 #1272
NIL10-2.2c  Ae-Ps2.2  NA 33209 * 48,1 %123 22944225 4077238 527,7+73.9 1360,2 £127,2 *
NIL10-3.1b  Ae-Ps3.1 NA 5,608 47,8 +123 177,5422,5 #%%  3772427,6 %  6525+739 1478,4 +127,2
P1180693 - NA  0,9+1,0 *#%  173£123 #k* 53,7422,5 ok 88,1£33,8 *k%  167,5+67,0 401,7£127,2
Baccara * 552 NIL7-0b - NA 53406 43,9 47,0 2949 +19,6 52324214 694,8 +36.6 1721,5£116,2
NIL13-2.2a  Ae-Ps2.2 NA 6,0+0,6 77,5 +7,0 186,8+21,5 *#% 34494214 #5492 4329 1117,6 £143,0 **
NIL13-3.1a  Ae-Ps3.]  NA 5,1+0,6 43,7+7,0 168,4£19,6 *%% 24774214 *%%  45] 54329 *kx 991,5+116,2
NIL13-7.6b  Ae-Ps7.6 ~ NA 1,7#0,6 =% 199470 * 76,9+19,6 *#x 17894297 k% 34154381 ok 681,7+116,2
552 - NA NA 42483 ik 14,0 £19,6 82,8421,4 *kx 17704329 kx 428,6+116,2
2 Puget * NIL1-0b - NA 2,604 32,6 +7,7 91,8+26,3 293,5+7.9 535,0+35,0 1349,9 +158,7
(Ae109) RIL831.08 NIL1-4.5b Ae-Ps4.5  NA NA NA NA 7347,6 27,8 35,0 ik 88,2+158,7 ki
RIL831.08 - NA NA NA 30,6 27,1 ** 26,449,1 ok 92,1 £39,6 304,5£166,6

N “Recipient x donor” cross lines from which each NIL was produced in the previous MAB scheme [26]. b QTL introgressed in each NIL from the previous MAB scheme [26]. ¢ Pathogen DNA amount obtained on each
genotype and scoring day, from the LMM analysis of each NILs set in experiments #1 and #2. In each set of lines, significant differences of LSMeans DNA amount between the single-QTL NILs or the resistant control,

and the control- NIL without QTL are indicated by * (0.01<P<0.05), ** (0.001<P<0.01) and *** (P<0.001). NA: Not Available data due to copy number <10°.



increased significantly (P<0.001) in all the NILs carrying the single QTL AePs7.6 from the
different donors (NIL4-7.6a, NIL7-7.6a and NIL13-7.6b), compared to their corresponding
control NILs without the QTL (NIL4-Ob or NIL7-0b). NIL4-5.1b, carrying the single QTL
Ae-Ps5.1, showed a significantly smaller effect only at the fourth day after inoculation
(P<0.05). In experiment #2, significantly lower (P<0.001) DS scores were obtained for the
NILs carrying the major QTL Ae-Ps4.5 (NIL1-4.5b) compared to the control NIL, from the
sixth to tenth day, for the Ael109 strain (Table 2, Additional file 1A). Higher levels of partial
resistance in the resistant donor lines were confirmed to be significant between five and ten
days after inoculation in each NIL set compared to each susceptible control NIL (P<0.001),
except for 90-2131 (Table 2).

Quantification of A. euteiches DNA

The efficiency of the Q-PCR reactions ranged from 93.6% to 100.1% for the 16 plates (e.g. in
Figure 1; E=99.3% for plate 12). These results are in agreement with Schena et al. [42] who
recommended efficiencies as close as possible to 100%. Two days after inoculation, DNA
amount values could not be considered for all the lines due to the small amount of pathogen
DNA in the roots and the limit of detection for less than 1,000 DNA copies. Similarly, the
amount of DNA could not be quantified for 552, RIL 831.08 and NIL1-4.5b before four, five
and six days after inoculation, respectively (Table 3). Six percent of the block data for DNA
quantity was removed from the analysis because of CT standard deviations exceeding 0.5
between technical triplicates for more than two plants per block. The amount of pathogen
DNA in all the lines correlated significantly between the two biological replicates at each
scoring date in experiments #1 and #2 (r>0.95, P<0.05 and r>0.73 P<0.06, respectively),
except at the fourth day in experiments #1 and #2, for which one replicate was removed from

the analysis.

All the NILs carrying single QTL showed a significant decrease in pathogen DNA in the roots
at the sixth day after inoculation (P<0.05), compared to the NIL controls without QTL (Table
3). In experiment #1, all the NILs carrying resistance alleles at the single major QTL AePs7.6,
regardless of the resistance donor of origin (NIL4-7.6a, NIL7-7.6a and NIL13-7.6b), had the
highest and most consistently significant effects over five or six scoring days (P<0.05). The
NIL carrying the 90-2131 resistance allele at Ae-Ps5.1, had a smaller but still significant
effect on the amount of pathogen DNA over five time points (P<0.05). NILs with resistance
alleles from 552 at AePs2.2 and AePs3.1 significantly reduced (P<0.01) the amount of A.
euteiches DNA over four days. The four remaining NILs (NIL7-4.1b, NIL10-1.2a, NIL10-
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Figure 2: Effects of NILs carrying single or combined resistance QTL Ae-Ps5.1 and Ae-Ps7.6 on variables of the A. euteiches life cycle.

A/ Single QTL NIL experiment #1; B/ Combined and single QTL NIL experiment #3. The first graph represents the evolution of the probability of infection for seven days after inoculation, for
each line. It corresponds to the percentage of plants with symptoms per block for each scoring day. The second graph shows for each line the root colonization speed, corresponding to the slope
of the curve of pathogen DNA amounts per block, until 10 days after inoculation, from 10* DNA copies detected. In the third graph the AUDPC was calculated from the pathogen DNA
quantification data over the ten days after inoculation. Bars represent standard errors. Attribution of each line to LSMeans group(s) is indicated by letter(s), according to the Tukey test (P<0.05).

Blue and red lines indicate the NIL without QTL and the donor or resistant control lines, respectively.



2.2c and NIL10-3.1b) had smaller and/or less consistently significant effects at one to four
scoring days (P<0.05). In experiment #2, the NIL carrying the major resistance QTL Ae-Ps4.5
(NIL1-4.5b) had a very small quantity of A. euteiches in its roots until ten days after
inoculation, which was significantly different from the high DNA quantity observed in the

NIL control free of the QTL (P<0.001) (Table 3).

Pathogen life cycle variables
The probability that A. euteiches could infect the NILs was calculated from DS scores data
over time, to estimate the effects of resistance QTL in the early stages of root infection
(pathogen penetration into the roots and development until symptoms appeared). The
infection probability curves obtained for each set of NILs in both experiments (Figure 2A,
Additional file 2) showed that symptoms appeared significantly later for NILs carrying the
major resistance QTL Ae-Ps7.6 (NIL4-7.6a, NIL7-7.6a) or Ae-Ps4.5 (NIL1-4.5b) than for
their corresponding NILs without QTL. The same effect was observed for the donor lines

P1180693, 552 and RIL 831.08 compared to the susceptible control NILs.

Two traits were used to measure NIL root colonization by A. euteiches: colonization speed
and the quantity of pathogen having colonized the roots. The two traits were estimated from
the slope and the AUDPC of the pathogen DNA progression curve over ten days after
inoculation, respectively. In the two experiments, curves for all the NILs, except three ones
(NIL7-4.1a, NIL10-1.2a and NIL10-3.1b), and the four donor lines (90-2131, PI1180693, 552
and RIL 831.08), had significantly lower slopes and AUDPC values than control NILs (Figure
2A and Additional file 2). In particular, the four NILs carrying the single major QTL Ae-
Ps7.6 or Ae-Ps4.5 had the lowest AUDPC values among all the NILs. Significantly more
gentle slopes were observed for NILs with significantly lower DNA levels at more than two

scoring days, compared to susceptible control NILs.

Overall, two NIL sets (n°4 and n°13) carrying combinations of QTL which all showed
significant individual effects on the infection and/or colonization (speed and quantity), were
selected for studying multiple QTL effects. In these two NIL sets, combinations of resistance
alleles from 90-2131 at Ae-Ps5.1 and Ae-Ps7.6, and from 552 at Ae-Ps2.2, Ae-Ps3.1 and Ae-
Ps7.6, were tested with the RB84 strain in experiments #3 and #4.

EFFECTS OF MULTIPLE RESISTANCE QTL ON A. EUTEICHES DEVELOPMENT

Symptoms developed faster in experiments #3 and #4 than in experiment #1, mainly due to

temperature variation between experiments in the growth chamber. A more rapid disease
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Table 4: Disease severity Ismeans scores and A. euteiches DNA amounts in roots, in multiple-QTL NIL experiments.
A/ NILset from the DSP x RIL 847-50 cross, including lines carrying single or combined QTL Ae-Ps5.1 and Ae-Ps7.6; B/ NIL set from the Baccara x 552 cross, including lines carrying single or combined QTL Ae-
Ps2.2, Ae-Ps3.1and Ae-Ps7.6. All data for A. euteiches DNA quantities are presented in thousands (1073).

S ymptom scoring * A. euteiches DNA amount ¢
Genotype Day after inoculation Day after inoculation |
2 3 4 5 6 7 10 2 3 4 5 6 7 10

A NIL4-0b NA NA -16 29 ) 4.6 55,0 NA 238+ 25 226,5+ 14,1 522,6 + 23,8 696,1 + 36,8 817,6 + 41,7 11429 £ 59.4 |
NILA-5.1a NA NA -0,7 -1,5 -0,1 2,4 ¥R 46 NA 18,1+ 2,5 131,8 £ 14,1 368 £ 21,3 ##* 5584+ 33,8 ** 668,1 £ 35,1 * 871,7+ 594  #**
NILA-7.6a NA NA 0,5 °* 0,0 *** 1,0 ** -1,5 38 NA 11,9+ 3,1 ** 98,1+ 17,2 *¥* 3393+ 28,1 ***  56],8+42 * 633,1+ 41,7 * 855,8 + 71,8 H**
NIL4-5.1/7.6a NA NA 1,9 #* 0,9 ok 3,5 e 0,5 *#k  (,] *E NA T+ 25 ik 738+ 152 *¥* 1557+ 21,3 ek 2979+ 33,8 k% 4779+ 31,5 826,2+ 594  H*x
NILA-5.1/7.6b NA NA 12 #** 0,8 *** 3,4 wE 1,3 ##F 14 NA 9,1+ 2,5 ¥ 71,1+ 14,1 ***  210,6 + 21,3 ***  363,3+ 36,7 *** 4951+ 31,5 ik 739,1 £ 59,4 ik
90-2131 NA NA -03 -1,7 -0,8 33 -43 NA 153+£25 * 101,5+ 14,1 #+x 2794+ 21,3 ##*+ 5338+ 338 *** 6752+ 354 911+ 594 ks
RIL847.50 NA NA ]2 *** 1,0 2,5 k0 kD ¥ NA 7,6+ 2,5 #* 454 + 14,1 ***  170,1 + 21,3 NA 380 + 354 E 7583 £ 59,4 ek |

B NIL7-0b NA NA 0,6 2,0 2,8 5,0 2,7 13+ 03 6,9+ 09 70,5+ 7,9 2953 + 38,3 634,7+ 52,9 806,1 + 56,1 1948 + 156,1 |
NIL13-2.2a NA NA -09 0,9 23 4,5 2,0 1,6+ 0,2 123+ 09 86,7+ 7,7 309 + 36 798,5 £ 50,3 970,4 + 64,3 2095,5 + 156,1
NIL13-3.1a NA NA -13* 0,1 * 1,0 3,2 1,7 36+ 0,6 6+ 1,1 425+77 * 270 + 35,5 455,6 £ 43,8 761,6 £ 56,1 1384,5 £ 167,9
NIL13-7.6b NA NA -2,0 ##% Q4 *** 1,4 2,9 * 3,1 NA 33+ 1,3 #*x 289+ 7,7 #ek 2391+ 355 476,2 £ 53 709,9 £ 56,1 1544,2 + 156,1
NIL13-2.2/7.6a NA NA -1,2 ** 0,6 1.4 3,1 3,0 NA 47+ 0,9 55,8+ 79 314,6 + 35,5 566,9 + 45,5 805,5 + 64,3 1573,8 £ 156,1
NIL13-2.2/7.6b NA NA -1.1 0,7 1,8 3,5 2,0 NA 6,8+ 09 66,3+ 79 346,7+ 37,4 651,1 + 43,8 901,2 + 58,3 1416,7 + 167,9
NIL13-3.1/7.6a NA NA -1,8 ##* .08 *** 0,8 2,3 ** 1,5 L1+ 0,7 3+ ] wEE 357+ 179 k% 166,5+ 36 ** 431,1 + 455 694,5 + 56,1 1254,7 £ 156,1 **
NIL13-3.1/7.6b NA NA 2,1 * Q4 ** 0,9 2,4 ** 2,5 L1+ 0,6 34+ 09 46,7+ 79 * 2593 + 35,5 494 + 438 680 + 56,1 1522 + 156,1
NIL13-2.2/3.1/7.6a NA NA -2,0 ** .08 *** 0,9 2,8 * 0,9 L1+ 0,7 3,1+ 1,1 ** 309+ 7,7 ¥+ 181,8+ 36 % 4284 + 43,8 * 5762+ 64,3 * 1231 + 156,1 **
NIL13-2.2/3.1/7.6b  NA NA -12 ** -0,1 * 0,6 3,0 2,9 NA 38+ 09 ** 423+77 * 2214 + 36 403,7 £ 43,8 ** 646,9 £ 64,3 12588 £ 161,6 *
552 NA NA 2,0 *#k g #®kk g5 dks ]9 #&* 0,3 * NA IL1£ 1,5 #%* 37+£85 weE 414 + 35,5 ***  127,5+ 43,8 *# 286,7 £ 56,1 F¥* 703,7 £ 156,1

?LSMeans disease severity (DS) scores between the single-QTL NILs or the resistant control, and the control-NIL without QTL, obtained on each genotype and scoring day from the CLMM analysis of each NIL set in experiments #3 and #4. Significant differences betweenI
LSMeans values are indicated by *(0.01<P<0.05), **(0.001<P<0.01) and ***(P<0.001). Lsmeans scores were obtained from the DS score probabilities for each genotype and scoring day represented in Additional File 1B. b At two and three days after inoculation,
LSMeans DS scores could not be estimated from CLMM since some lines did not have symptoms. ¢ Pathogen DNAamount obtained on each genotype and scoring day, from the LMM analysis of each NiLs set in experiments #3 and #4. In each set of lines, significant
differences of LSMeans DNA amount between the single-QTL NILs or the resistant control, and the control- NIL without QTL are indicated by * (0.01<P<0.05), ** (0.001<P<0.01) and *** (P<0.001). NA: Not Available data due to copy number <103. In bold, significant
differences of LSMeans DS scores or DNAamounts between the multiple-QTL NILs and the single-QTL NIL NIL4-7.6a for experiment #3 or NIL13-7.6b for experiment #4 (P<0.05).



initiation and less discrimination between genotypes was thus observed, especially in
experiment #4. However, based on common genotypes, DS scores and A. euteiches DNA
quantification data were highly correlated between experiments #3 and #1 (r>0.98, P<0.001)
as well as #4 and #1 (r>0.84, P<0.001). In both experiments #3 and #4, DS scores and
pathogen DNA data were highly correlated between the two replicates at each scoring date
(r>0.95 P<0.05), except at the fourth day in experiments #3 and #4 for DS scores as well as at
the tenth day in experiment #3 and the seventh day in experiment #4 for the amount of
pathogen DNA, for which data from one replicate were removed from the analysis. In
addition, pathogen DNA data from one and the two replicates were removed from the analysis
for NIL4-7.6a at all days and RIL 847.50 at the 6" day, respectively, due to incoherence in

data between replicates or days.

In experiment #3, the significant effects of the two single QTL NILs and the RIL 847.50
parental line were confirmed for both DS scores and Q-PCR data, at a later scoring day than
in experiment #1 for the NIL with QTL Ae-Ps5.1 (Table 4A, Additional file 1B). The effect of
single QTL to decrease the infection probability (Ae-Ps7.6) and root colonization (Ae-Ps7.6
and Ae-Ps5.1) was also confirmed. DS scores and the amount of A. euteiches DNA for the
two sister NIL carrying both Ae-Ps5.1 and Ae-Ps7.6, and for the RIL 847.50 resistant parental
line, were highly significantly different (P<0.001) from the control NIL at all the scoring days
(Table 4A). These lines were even significantly different from NILs carrying the single QTL
Ae-Ps7.6 at several scoring days (Table 4A). The three lines also had significantly increased
effects for reducing the early infection probability and the AUDPC compared to the single
and/or free QTL NILs and for slowing down root colonization speed compared to the control

NIL without QTL (Figure 2B).

In experiment #4, the significant effect (P<0.001) of the single QTL NIL carrying QTL Ae-
Ps7.6 was confirmed at earlier scoring days than in experiment #1 for both DS scores and
DNA amount, compared to the control NIL without QTL (Table 4B, Additional file 1B and
2). The significant effect of the 552 resistant parental line was also confirmed for both
variables at almost all scoring dates (P<0.001) and for the three pathogen life cycle variables,
compared to both NILs with the single QTL Ae-Ps7.6 and without QTL. However in contrast
to experiment #1, (i) the single resistance QTL NIL with Ae-Ps3.1 had a low but significant
effect (P<0.05) on DS scores and pathogen DNA amount at only early time points; (ii) the
NIL with resistance QTL Ae-Ps2.2 had more DNA in its roots than the control NIL without

QTL from the fifth scoring stage, and thus did not show any significant effect; (iii) the three
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single QTL NILs did not show significant differences compared to the control NIL for root
colonization speed and AUDPC and (iv) the NIL carrying QTL Ae-Ps7.6 significantly
reduced the infection probability. The two sister NILs carrying the two QTL Ae-Ps2.2 and Ae-
Ps7.6 showed no effect on DS scores and A. euteiches DNA levels compared to the control
NIL without QTL, except the NIL13-2.2/7.6a for DS scores at the fourth day after
inoculation. The sister NILs carrying either the two QTL Ae-Ps3.1 and Ae-Ps7.6 or the three
QTL Ae-Ps2.2, Ae-Ps3.1 and Ae-Ps7.6, showed significant effects (P<0.05) on DS scores and
pathogen DNA levels at several time points, compared to the NIL without QTL but not
compared to the single QTL NIL carrying Ae-Ps7.6. Consistently, these bi- or tri-QTL NILs
had significantly delayed curves of infection probability compared to the control NIL without
QTL. No bi- or tri-QTL NILs significantly decreased the root colonisation speed. Only the
two tri-QTL NILs had lower AUDPC values than the NIL without QTL but not from the NILs
carrying single QTL.

DISCUSSION

This study used NILs as original plant material and Q-PCR as a precise quantification method
to study the effects of single and multiple resistance QTL on A. euteiches infection and
colonization in pea roots. Our results demonstrated significant single effects of resistance
alleles at two major QTL (Ae-Ps7.6 and Ae-Ps4.5) on two steps of the pathogen life cycle and
at several minor QTL (Ae-Ps2.2, Ae-Ps3.1 and Ae-Ps5.1) on A. euteiches colonization speed
and quantity. Selected combinations of two or three of the most significant single effect-QTL,
including QTL Ae-Ps7.6, were subsequently tested. The NILs carrying QTL combinations
showed significantly increased or similar effects on pathogen infection delay and colonization
compared to single QTL NILs, depending on the experiment. Our findings validate previous
QTL effects [26] and also point out the relevance of Q-PCR for accurately quantifying A.

euteiches in pea roots at distinct stages of fungal pathogenesis.

DISEASE SEVERITY KINETICS AND A. EUTEICHES DNA QUANTIFICATION ALLOWED
TWO OF THE COMPONENTS OF THE PATHOGEN LIFE CYCLE TO BE EVALUATED

In this study, we used a kinetic pathology test to measure Aphanomyces root rot development
in young pea roots for ten days after inoculation. This test was destructive, as plants were
uprooted at each scoring day to evaluate disease severity and to sample roots for pathogen
DNA quantification. However, for each pea line, scores obtained for different plants at the
different scoring days were assumed to be comparable since the NILs were self-pollinated for

three or four generations (BC5/6F3/4) and individuals from each NIL were expected to have
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identical genomes. Non-destructive methods have been reported for measuring Aphanomyces
root rot development over time. Although pathogen DNA could not be quantified using these
methods, they had the advantage that symptom evolution could be observed on the same
plant. The “Rolled Towel assay” developed by Malvick et al. [43] used pre-germinated plants
in paper towels placed at 20°C to measure the evolution of root rot symptoms on the same
plants for 21 days. However, secondary disease infections developed in the towels with this
method [44]. An in vitro test was also designed to evaluate the development of Aphanomyces
root rot symptoms on M. truncatula roots at three, 15 and/or 21 days after inoculation [45,

46].

Quantitative-PCR is a development of the original PCR technique that allows accurate
quantification of a target amplicon based on dye fluorescence included in the reaction. This
assay has been commonly used as a rapid and efficient tool for the accurate and specific
detection and quantification of pathogens in plants, such as Sclerospora graminicola [47] in
pear millet, Fusarium solani in soybean [48] or Thielaviopsis basicola in cotton [49]. It was
used by Vandemark et al. [32] to specifically quantify A. euteiches DNA, based on a 76 bp
amplicon, and successfully applied for pathogen quantification in pea roots even if the

quantity of pathogen DNA was not always correlated with disease severity.

In our study, two of the pathogen life cycle phases, infection and root colonization, were
observed using kinetic pathology test and Q-PCR. Infection is one of the early steps in the
pathogen life cycle. When non-destructive tests are used, it is usually measured by the latent
or incubation periods, especially for aerial pathogens. Here, the date at which the first
symptoms appeared on the roots, corresponding to the incubation period, was difficult to
measure. We would have needed to increase the number of time points observed in the first
days after inoculation to, for example, every six hours. We could have also slown down
disease development by reducing the test temperature to 15-18°C for example, to better
discriminate between genotypes. Instead, we calculated a probability of infection based on DS
symptoms detected in the roots at different time points, which allowed NILs carrying major
effect-QTL to be significantly differentiated at the early steps of the interaction. The
probability of infection was not estimated from pathogen DNA levels since Q-PCR did not
reliably detect less than 1,000 copies of the amplified DNA fragment. Pathogen colonization
of the plant roots could be accurately measured by quantifying pathogen DNA at the different

time points, which was successful in discriminating the genotypes. In other root pathosystems,
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such as barley/Verticillium chlamydosporium, the use of low temperature scanning electron

microscopy (LTSEM) revealed details of the colonization process [50].

Other steps of the pathogen life cycle would have been important to evaluate but could not be
observed in this study due to a lack of adapted methodologies. Sporulation, measurable as
oospore number, is a key life history trait, essential for pathogen multiplication. Kraft and
Boge [28] measured sporulation by counting oospores on a Hawksley nematode-counting
slide, from samples previously macerated in a Sorval microblender. Kjgller and Rosendahl
[51] used stained roots with trypan blue and a microscope to evaluate oospore quantity in the
roots. In our study, we attempted to extract oospores from the roots at seven and ten days after
inoculation, for all the NILs in two blocks of experiment #3 (data not shown). Roots from five
plants per pot were ground in a blender containing enzymes [52], then after maceration
overnight, the suspension was vacuum filtrated and finally the oospores were counted on a
Malassey blade. The results showed a low efficiency of oospore extraction. However, a
positive relationship was found between the number of oospores extracted and the quantity of
pathogen DNA and DS scores. Thus further optimisation is required to improve the oospore
extraction yield. Oospores viability, using a germination test, [53] or zoospores attraction to
root exudates [28] are also key pathogen life history traits that would be interesting to

measure.

SINGLE QTL CAN ACT ON ONE OR BOTH STEPS OF THE A. EUTEICHES LIFE CYCLE
STUDIED

To our knowledge, this is the first report of the effect of single resistance QTL on the life
cycle of a root pathogen using NILs. Previously QTL effects were only described on aerial
pathogen development [7, 9, 54]. In our study, significant effects of single major QTL on
disease severity were consistent with those reported previously for controlled conditions using
the same NILs and strains [26]. Significantly smaller QTL effects were also revealed using A.
euteiches DNA quantification by Q-PCR. (i) The major-effect QTL Ae-Ps7.6 (with PI1180693
and 90-2131 resistance alleles) and Ae-Ps4.5 (with 90-2079 resistance allele) significantly
delayed infection and reduced root colonization from the early stages even before symptoms
appeared. The QTL Ae-Ps7.6 (with 90-2131 resistance allele) also limited the number of
oospores formed in the plant at the seventh and tenth scoring date, as a result of its effect on
reducing root colonization (data not shown). The resistance allele originating from 552 at
QTL Ae-Ps7.6 only had a significant effect on root colonization. Effects of resistance alleles

at the two major QTL observed in the NILs were mostly consistent with their level of
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contribution to resistance as previously reported in RIL populations [20, 22]. (ii)) The minor
effect QTL Ae-Ps2.2 (with PI180693 and 552 resistance alleles), Ae-Ps3.1 (with 552
resistance allele) and Ae-Ps5.1 (with 90-2131 resistance allele) significantly slowed down
root colonization by A. euteiches, especially at later stages for QTL Ae-Ps2.2 and Ae-Ps3.1.
Resistance alleles from 552 at QTL Ae-Ps2.2 and AePs3.1, as well as from 90-2131 at QTL
Ae-Ps5.1, were previously detected with low effects for resistance to RB84 in RIL
populations (R2=6.4-9.4%; [20, 22]). In our study, infection delay and colonization speed
were expected to be independent, i.e. partial resistance could delay infection but not decrease
colonization speed or inversely, as previously observed [55]. However, we did not observe
any pea lines that had an impact on delaying infection without decreasing colonization. In
some pathosystems, specific QTL with high effects on a single step of pathogen cycle, like the
latency period [6, 9] or sporulation [10], were identified. However, several examples of
individual QTL acting on several steps of pathogen life cycles [7, 8, 54, 56] have also been

reported.

COMBINATIONS OF RESISTANCE QTL ACTING INDIVIDUALLY ON SIMILAR STEPS
OF THE PATHOGEN LIFE CYCLE CAN INCREASE LEVELS OF PARTIAL RESISTANCE

Results from this study suggest that resistance QTL acting on similar steps of the pathogen
life cycle could be pyramided to increase partial resistance efficiency. NILs carrying
resistance alleles from 90-2131 at QTL Ae-Ps5.1 and Ae-Ps7.6, both of which acted
individually to limit A. euteiches root colonization, showed a significantly increased effect on
limiting the pathogen levels in roots and the disease severity, compared to NILs carrying each
single QTL, particularly the major QTL Ae-Ps7.6. Cumulative QTL effects on limiting
colonization could also be observed for NILs carrying combinations of 552 resistance alleles
at Ae-Ps2.2, Ae-Ps3.1 and Ae-Ps7.6, but with a lower and non-significant level compared to
single QTL effects. The resistant control lines, RIL 847.50 and 552, had significantly higher
effects on reducing infection, colonization and disease severity compared to single QTL NILs.
Similarly, a highly resistant pea line recently identified [21], AeD990SW45-8-7, was also
evaluated and expressed much stronger effects than the multiple QTL NILs tested (P<0.001;
data not shown). Desgroux et al. [21] showed that the three lines AeD990SW45-8-7, 552 and
RIL 847-50, cumulated 12, nine and five of the best haplotypes, respectively, at 14 consistent
Aphanomyces resistance loci detected by association genetics, including loci co-localizing
with QTL Ae-Psl.2, Ae-Ps2.2, Ae-Ps3.1 and Ae-Ps7.6 (Additional File 14 and Figure 2 in
[21]). In our study, these four QTL all individually contributed to reduce the amount of
pathogen DNA at one or more of the scoring dates. We thus hypothetize that pyramiding
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resistance alleles at these four QTL, which appear to act especially by reducing A. euteiches

root colonization, could lead to increased partial resistance levels.

However, this hypothesis does not exclude the possibility that the involvement of these QTL
in other steps of the pathogen life cycle also contributes to increase resistance efficiency.
Indeed, Kraft and Boge [28] showed that partial resistance to A. euteiches in the resistant
germplasm PI180693 was associated with a slower development of symptoms and
multiplication of the pathogen as revealed by ELISA. The authors also found reduced
numbers of oospores and germinated zoospores in exudates from roots of PI180693. Thus,
resistance QTL apparently acting on similar steps of the pathogen life cycle could be involved
in different steps or molecular mechanisms controlling pathogenesis. Chung et al. [7] showed
that a QTL controlling resistance to Setosphaeria turcica in maize enhanced the accumulation
of callose and phenolics surrounding infection sites, reduced hyphal growth into the vascular

bundle and impaired the subsequent necrotrophic colonization in the leaves.
CONCLUSION

This study used NILs and Q-PCR-based pathogen DNA quantification to demonstrate that
previously identified individual and combined resistance QTL delay infection and reduce
colonization of pea roots by A. euteiches. Further method development is required to
investigate QTL effects on other steps of the pathogen life cycle, such as sporulation. Further
work will also be necessary to validate whether the QTL effects observed on the pathogen life
cycle under controlled conditions are also observed in infested fields. The durability of QTL
combinations acting on similar steps of the pathogen life cycle will also have to be validated,
as the pressure exerted by several QTL on a same pathogen life trait may induce the

appearance and/or the selection of isolates developing alternative infectious strategies [57,
58].
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CHAPITRE V : DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

La compréhension des bases génétiques et des mécanismes des résistances partielles sous
contrdle polygénique aux maladies chez les plantes, représentent un enjeu scientifique majeur
pour mieux gérer a terme les locus de résistance de manicre efficace et durable en
amélioration des plantes. C’est particulierement le cas pour le pathosysteme Aphanomyces
euteiches/Pois. L’amélioration génétique de la résistance partielle polygénique a A. euteiches
est un objectif prioritaire dans les programmes de sélection du pois. En effet, I’utilisation de
variétés présentant une résistance efficace, associée a des pratiques culturales limitant
I’extension de ’agent pathogéne, s’avere indispensable pour lutter contre la maladie et

contribuer a re-développer la culture du pois en France mais aussi en Europe.

Dans ce double contexte scientifique et socio-économique, I’acquisition de connaissances plus
approfondies dans le pathosysteme pois/A. euteiches sur 1) les effets des locus de résistance
partielle polygénique (QTL) a A. euteiches dans différents fonds génétiques et
environnements, ii) leurs modes d’actions vis-a-vis de différentes étapes du cycle infectieux
ainsi que iii) les combinaisons de QTL qui permettent d’augmenter les niveaux de résistance

partielle, représente un enjeu de recherche majeur.

Dans le cadre de ce travail de thése, j’ai contribué a cet enjeu de recherche en tentant de
répondre aux deux questions de recherche suivante : i) quelle est la diversité des effets et
modes d’action des principaux QTL de résistance a A. euteiches chez le pois, et ii) quelles
combinaisons d’effets et modes d’action des QTL permettent d’augmenter ’efficacité de la

résistance a A. euteiches?

Ce chapitre résume tout d’abord les principaux résultats acquis au cours de ma thése qui ont
permis de répondre ou apporter des éléments de réponse aux questions de recherche posées.
Puis, il discute les applications en recherche et sélection, des connaissances acquises sur
I’identification des modes d’action des QTL de résistance et la compréhension de leurs effets
dans différent(e)s conditions et fonds génétiques ainsi que I’identification de stratégies de
combinaison de QTL afin de créer des variétés de pois résistantes a A. euteiches. Enfin, il
propose des perspectives et nouvelles pistes de recherche pour progresser dans la
connaissance des effets et combinaisons efficaces de QTL, et des mécanismes sous-jacents en

vue de leur exploitation pour I’amélioration génétique de la résistance a A. euteiches du pois.
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Tableau 1: Synthése des résultats acquis durant la these

Génotypage SNP (DGC % - Min / Max) * Validation des effets des QTL " Mode d'action des QTL
1L Allele de Reference (R) Elite Conditions contrdlées Champ Probabilité d'infection Colonisation ©
résistance Puget/DSP/ Isard () | Eden (E) Enduro Souche Souche | Riec-sur- Dijon Exp. #1|Exp. #3|Exp. #1|Exp. #3
Baccara (En) RB84 Ael09 Belon et #2 et #4 et #2 et #4

Ae-Ps].2 P1180693 100 100 100 - R E E - -
Ae-Ps2.2 PI180693 100 100 100 - R R I E - R -
Ae-Ps2.2 552 100 100 100 - I R
Ae-Ps3.1 PI180693 100 15,2 100 - E - -
Ae-Ps3.1 552 100 0 6,4 - R
Ae-Ps4.1 PT180693 100 100 100 - R I R I E - R -
Ae-Ps4.5 90-2079 100 100 100 - R IE R R - R -
Ae-Ps5. 1 00-2131 100 100 100 100 R R R R
Ae-Ps7.6 PT180693 98,6 100 100 - R I I I E R E R - R -
Ae-Ps7.6 00-2131 100 100 100 100 R I E En R E E R IR R IR
Ae-Ps7.6 552 59,2/98,1 64,9 90,5 - 1N R
Ae-Ps].2 + Ae-Ps2.2 P1180693 100 100 100 - R I E - - - -
Ae-Psl.2 + Ae-Ps3.1 P1180693 - 41,8 100 - E - - - -
Ae-Ps2.2 + Ae-Ps3.1 PI180693 - 37 100 - E - - - -
Ae-Psl.2 + Ae-Ps2.2 + Ae-Ps3.1 [P1180693 - 52,9/53,1 | 81,1/94,3 - E E - - - -
Ae-Ps2.2 + Ae-Ps3.1 552 - 11,2 19,5 - - - - -
Ae-Ps2.2 + Ae-Ps7.6 552 66,7/98,4 69,9 91,7 - - -
Ae-Ps3.1 + Ae-Ps7.6 552 57,2/99,2 27,5 52,3 - - IR -
Ae-Ps2.2 + Ae-Ps3.1 + Ae-Ps7.6 552 84,2/99,2 32,7 55,6 - I R I E - R - R
Ae-Ps4.1 + Ae-Ps7.6 P1180693 98,9 100 100 - R I E R I ER E - - - -
Ae-Ps5.1 + Ae-Ps7.6 90-2131 100 100 100 100 R I E En R I E E - R - R

a

b

: Pourcentages minimum et maximum de retour au génome donneur (DGC) obtenus pour chaque set de NILs sceurs.

: Effet significatif pour au moins 1’'une des NIL sceur possédant un ou plusieurs QTL, par rapport a au moins I’'une des NIL sans QTL du méme set, pour au moins une année dans chaque lieu au
champ. R, I, E et En : fonds «receveur » de Reference (DSP/Puget/Baccara), Isard, Eden et Enduro. En Gris : QTL détecté par Hamon et al. (2011 et 2013) dans au moins 1’une des quatre
populations de RILs.

: La colonisation prend en compte les données de quantification totale (AUDPC) et de pente d’augmentation d’ADN d’A. euteiches dans la plante.

- : NIL non testée pour les modes d’action ou non créée pendant la SAM.



1. SYNTHESE DES RESULTATS OBTENUS

1.1. DIVERSITE DES EFFETS ET MODES D’ACTION DES QTL DE
RESISTANCE

Afin de valider la stabilité des déterminants génétiques de la résistance a A. euteiches chez le
pois en terme de positions génomiques et effets alléliques, dans différents fonds génétiques,
des NILs contenant aucun, un, deux ou trois alleles de résistance au sept principaux QTL

(Hamon et al. 2011; 2013), ont été créés par BAM dans trois fonds génétiques « receveurs ».

L’approche de BAM conduite précédemment et pendant cette thése a permis de créer un total
de 157 NILs jusqu’a la génération BC5 ou BC6, selon le fonds génétique « Reference » ou
« Agronomique », respectivement. Le génotypage de I’ensemble de ces NILs avec 10,494
marqueurs SNP a permis de montrer un trés bon retour au génome receveur mais aussi la
perte du QTL Ae-Ps3.1 dans trois sets de NILs et I’introgression réduite de ’allele « 552 » au
QTL Ae-Ps7.6 dans les trois fonds génétiques (Tableau 1). A la suite de ce génotypage
« SNPs », des tests pathologiques sur les 157 NILs, ont été réalisés en conditions controlées et

au champ, au cours de la these.

Le phénotypage des NILs en conditions controlées avec deux souches (RB84, pathotype I et
Ael09, pathotype III) et au champ sur deux lieux en France (Riec-sur-Belon, Bretagne ;
Dijon-Epoisses, Cotes d’Or) et deux années, a permis de confirmer les effets individuels de
deux QTL a effets majeurs, Ae-Ps7.6 et Ae-Ps4.5, mais également de QTL a effets mineurs

sur la limitation des symptdmes au niveau racinaire.

» Les alleles PI180693 et 90-2131 au QTL Ae-Ps7.6 ont présenté de forts effets individuels
sur la sévérité de la maladie, tels qu’identifiés par Hamon et al. (2011; 2013), a la fois en
conditions contrdlées plus spécialement vis-a-vis de la souche du pathotype I, et au
champ dans les différents environnements testés. Ces effets n’ont pas été spécifiques des
fonds d’introgression, mais ont été plus accrus dans le fonds génétique «hiver », en
conditions controlées et moins accrus au champ. Dans le fonds de référence, ces QTLs
agissent sur le ralentissement de 1’infection et de la colonisation de la plante par 1’agent
pathogene. L’allele 552 au QTL Ae-Ps7.6 a présenté de tels effets, uniquement dans la
NIL possédant la quasi-intégralité du segment donneur sur fonds de référence utilisée
pour I’é¢tude des modes d’action des QTL. Ce constat peut étre expliqué par
I’introgression partielle de I’allele 552 dans la plupart des NILs utilisées et/ou la plus
faible contribution attendue de cet allele a la résistance (R2<20%, contre R2< 59.8%

respectivement, pour 1’allele 90-2131; Hamon et al. (2011; 2013). La question de
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I’identité ou non des trois alléles de résistance identifiés au QTL Ae-Ps-7.6 reste entiere
depuis leur identification par Hamon et al. (2011; 2013). L’hypothése d’identité des
alleles PI180693 et 90-2131, suggérée par leur lien d’apparentement direct (Kraft 1992),
et de non identité de 1’alleéle 552 aux deux autres, est confortée dans cette étude par la
différence d’effets observés de 1’alléle 552 par rapport aux deux autres.

L’allele 90-2079 au QTL Ae-Ps4.5 a présenté un effet individuel tres élevé sur la sévérité
de la maladie en conditions contrélées quel que soit le fonds génétique et nous avons
montré qu’il agit a la fois sur le ralentissement de I’infection et de la colonisation par A.
euteiches dans le fonds de référence. Cet effet a été tres spécifique de la souche Ael09
(pathotype III) puisque toutes les NILs porteuses de ce QTL ont été sensibles a la souche
RB84, en accord avec les résultats de détection de QTL précédents. Compte-tenu de
I’absence de souches du pathotype III révélée au champ et dans les pépinieres infestées
utilisées en France a ce jour, I’effet observé d’une NIL porteuse du QTL a Dijon en 2014
interroge sur la diversité des souches d’A. euteiches présentes dans la pépiniere infestée
de Dijon. Une étude récente du pouvoir pathogene de 10 souches isolées dans la pépiniere
utilisée a Dijon a montré que I’ensemble des souches appartenait au pathotype I (Onfroy
et al. 2015, soumis). Cependant, des données en cours d’acquisition sur la diversité
génétique des populations d’A. euteiches présentes en France ont identifié des souches
isolées de la pépiniere de Dijon présentant des profils de génotypage différents de ceux
des souches du pathotype I (Quillévéré-Hamard et al. 2014).

Les QTL a effets mineurs Ae-Ps2.2 (essentiellement allele P1180693) et Ae-Ps5.1 (allele
90-2131) ont présenté des effets significatifs sur la sévérité de la maladie en conditions
contrdlées, essentiellement dans les fonds « receveurs » de référence. Ils agissent sur la
limitation de la colonisation par 1’agent pathogene. L’effet sur la sévérité de la maladie
ont également été observés sur racines au champ, a I’inverse des observations précédentes
(Hamon et al. 2013), plus spécifiquement a Riec-sur-Belon mais de maniere peu
consistante selon les différents fonds « receveurs ». L’effet du QTL Ae-Ps5.1, qui semble
plus spécifique du fonds génétique de détection de QTL et de stades de développement
précoces de la plante, en accord avec les résultats précédents (Hamon et al. 2013), sera a
confirmer avec les notations sur parties aériennes au champ.

Les alleles PI1180693 aux QTL a effets mineurs Ae-Psl.2 et Ae-Ps4.1 ont montré des
effets significatifs sur la sévérité de la maladie au champ dans divers environnements et
fonds génétiques. Ces effets n’ont pas été observés en conditions controlées sur plantules,

sauf pour le QTL Ae-Ps4.1 qui a révélé un petit effet sur la limitation de la quantité
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d’agent pathogeéne ayant colonisé la racine grace a la précision de la méthode Q-PCR.
Ces QTL semblent agir a des stades plus tardifs de développement de la plante, tel que
suggéré par Hamon et al. (2013) qui n’ont pas détecté ces QTL pour des variables de
résistance en conditions controlées.

» Les alleles de résistance PI180693 et 552 au QTL a effet mineur Ae-Ps3.1 n’ont pas
montré d’effet dans les NILs testées, sauf, respectivement, au champ dans un fonds
génétique et un environnement et en conditions contrdlées sur la vitesse et la quantité
d’ADN d’A. euteiches ayant colonisé la plante. Trois des six sets de NILs porteurs du
QTL n’ont pas permis de valider son effet, du fait de la perte de I’introgression a ce QTL
dans ces sets. Ce QTL avait été détecté essentiellement a partir de notations au champ
dans Hamon et al. (2013). L’effet des all¢les de résistance au QTL Ae-Ps3.1 sera a
confirmer dans les trois sets de NILs restants, dont deux sur fonds de référence, a partir

des données supplémentaires acquises sur parties aériennes au champ.

1.2. EFFICACITE DES COMBINAISONS DE QTL DE RESISTANCE
Le phénotypage des NILs en conditions controlées et au champ a également permis de tester

I’effet de combinaisons de QTL par rapport aux NILs sans QTL et aux NILs porteuses de
QTL individuels. Trois types de combinaisons de QTL ont présenté des effets significatifs et
sont présentées ci-dessous par ordre décroissant de niveau d’effets et de consistance dans les

différentes conditions et environnements de test étudiés.

Un effet accru des combinaisons du QTL Ae-Ps7.6 avec les QTL Ae-Ps4.1 ou Ae-Ps5.1 a été
mis en évidence par rapport aux NILs sans QTL dans les différents fonds « receveurs » a la
fois en conditions controlées vis-a-vis de la souche RB84 et au champ dans plusieurs
environnements. L’effet de QTL mineurs en combinaison avec des QTL majeurs n’est pas
toujours évident a révéler, da a ’effet « masquant » des QTL majeurs. Dans notre étude, nous
avons mis en évidence dans certaines NILs que I’effet des combinaisons de QTL n’était pas
seulement dii a celui du QTL Ae-Ps7.6. Ainsi, dans les NILs sur fonds de référence, 1’effet de
la combinaison « QTL Ae-Ps-7.6 + Ae-Ps5.1 » (alleles 90-2131) sur la limitation des
symptomes racinaires, de I’infection et de la colonisation par A. euteiches a été accru par
rapport a celui du QTL Ae-Ps7.6 seul en conditions controlées. De méme, la combinaison
« QTL Ae-Ps-7.6 + Ae-Ps4.1 » (alleles PI180693) a présenté un effet au champ plus

consistant selon les environnements et fonds « receveurs ».

L’effet significatif du QTL Ae-Psi.2, en combinaison avec les QTL Ae-Ps2.2 et/ou Ae-Ps3.1

(alleles PI180693), a également été démontré uniquement au champ et plus spécialement a
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Riec-sur-Belon. La comparaison de cette combinaison trois QTL avec les effets individuels de
chaque QTL, a permis de montrer un effet significatif de la combinaison par rapport aux
effets individuels, spécifiquement dans le fonds « Eden » qui possedent réellement les trois
QTL. Dans le fonds « Isard », I’effet de la combinaison des deux QTL Ae-Psl.2 et Ae-Ps2.2 a
surtout été apporté par le QTL Ae-Ps2.2 et dans une moindre mesure le QTL Ae-Psl.2.

Un effet significatif de la combinaison d’all¢les de résistance issus de « 552 » aux trois QTL
Ae-Ps2.2, Ae-Ps3.1 et Ae-Ps7.6 a été mis en évidence, d’une part, en conditions controlées,
vis-a-vis de la souche RB84 dans le fonds de référence pour limiter I’infection et la
colonisation par A. euteiches et de la souche Ael09 dans le fonds « Isard », et d’autre part, au
champ spécifiquement a Dijon dans les trois fonds « receveurs ». Comparativement aux effets
individuels des trois QTL, il a été suggéré dans le chapitre précédent que les QTL Ae-Ps3.1 et
Ae-Ps7.6 semblaient contribuer davantage a ’effet de la combinaison tri-QTL sur la
résistance a la souche RB84 dans le fonds de référence. Cette hypothése n’a pas pu étre
vérifiée dans les fonds « Isard » et « Eden » qui ont perdu I’introgression au QTL Ae-Ps3.1.
Dans ces fonds, le comportement de la combinaison peut étre davantage di aux QTL Ae-
Ps7.6 et Ae-Ps2.2, dont les effets individuels ont été notés, respectivement, en conditions

controlées vis-a-vis de la souche Ael09 et au champ a Dijon.

2. DISCUSSION GENERALE DES RESULTATS ; RETOMBEES EN
RECHERCHE ET SELECTION

Ce travail de these a confirmé I’architecture génétique de la résistance partielle du pois a A.
euteiches, qui inclut des composantes génétiques ou QTL a effets majeurs et d’autres a effets
mineurs, tel que souvent observé pour les résistances polygéniques chez les plantes (Calenge
et al. 2004; Delourme et al. 2014; Ding et al. 2011; Li et al. 2003; Richardson et al. 2006;
Wang et al. 1999; 2010). Cette étude a approfondi les effets et modes d’action des QTL de
résistance dans différents fonds génétiques, environnements et sur différentes étapes du cycle
de I’agent pathogene, pour 1’identification de stratégies de combinaison des QTL contribuant

a augmenter les niveaux de résistance.
Les résultats obtenus permettent d’apporter des connaissances sur :

» L’effet des QTL de résistance dans différents fonds génétiques.

» L’effet des QTL de résistance a différents stades de développement de la plante et
dans différentes conditions environnementales

» Les modes d’action des QTL sur différentes étapes du cycle de I’agent pathogéne

» Les combinaisons de QTL permettant d’augmenter les niveaux de résistance partielle
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Ces connaissances sont primordiales pour 1’exploitation des QTL en sélection, puisque peu de
références sont disponibles sur ce sujet concernant les résistances polygéniques (St Clair
2010). Les résultats apportent également des éléments de discussion sur les fonctions sous-

jacentes aux QTL de résistance.

2.1. VALIDATION DES EFFETS DES QTL DE RESISTANCE DANS
DIFFERENTS FONDS GENETIQUES

Dans notre étude, les effets de I’ensemble des QTL de résistance apportés par les lignées
PI180693 et 90-2079 ont été re-détectés dans les NILs sur fonds de référence dans les mémes
conditions ou ils avaient précédemment été identifiés (Hamon et al. 2013). Ce constat a été
effectué pour les QTL dont les alleles de résistance étaient apportés par 90-2131, sauf avec la
souche Ael09 en conditions contrdlées. Néanmoins, il n’a pas été confirmé pour les QTL
¢tudiés dont 1’allele de résistance était apporté par 552. Outre le fait que I’introgression soit
partielle a ’'un des trois QTL étudiés (Ae-Ps7.6), I’absence d’effet de ’allele 552 aux deux
autres QTL (Ae-Ps2.2, Ae-Ps3.1) dans les NILs sur fonds de référence peut étre di a leurs
effets mineurs [R2<15%, Hamon et al. (2011)].

Dans les NILs sur fonds génétiques agronomiques, les effets des QTL majeurs Ae-Ps7.6 et
Ae-Ps4.5 ont été validés dans les différents fonds en conditions contrdlées et concernant Ae-
Ps7.6, dans au moins I’un des fonds agronomiques au champ. L’effet du QTL Ae-Ps7.6 a été
accru dans le fonds « Isard » en conditions contrélées, potentiellement di a la base génétique
des fonds « hiver » plus adaptée a la réponse aux stress que celle des fonds « printemps ». En
effet, les lignées sur fonds « hiver » contiennent des genes impliqués dans la tolérance aux
stress abiotiques, tels que le gel (Yadav 2010). Plusieurs études ont rapporté des interactions
positives entre le gel et les agents pathogenes au niveau phénotypique, impliquant des
mécanismes basés sur la modification de l'activité photosynthétique (Pociecha et al. 2010) et
l'induction de protéines PR (Yu et al. 2001). A D’inverse, cet effet a été réduit au champ ot les
fonds « hiver » expriment habituellement une moindre sensibilité et ou le positionnement de

la notation est souvent réalisé a un stade moins discriminant qu’en conditions contrdlées.

Les effets des QTL mineurs Ae-Psl.2 et Ae-Ps4.1 [R?><12% et 25%, respectivement, Hamon
et al. (2011)] ont également été validés dans au moins un des deux fonds génétiques
agronomiques dans chaque environnement testé au champ. Ceux du QTL Ae-Ps2.2 (R2<27%,
Hamon et al. 2011) n’ont été validés dans ces fonds que dans certains environnements. L’effet
du QTL Ae-Ps5.1 [R?<27%, Hamon et al. (2011)] a été spécifique du fonds de référence. La

perte d’effet des QTL de résistance une fois transférés dans les autres fonds génétiques a pu
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étre due 1) a une surestimation de 1’effet lors de la détection de QTL dans les populations de
RIL (Hospital 2009; St Clair 2010), ii) a des interactions épistatiques avec le fonds génétique
qui ne sont plus présentes dans les NILs (Eshed and Zamir 1995), iii) a la précision du test
pathologique pour permettre de re-détecter les effets plus faibles des QTL de résistance, et
enfin iv) la pureté génétique des lignées donneuses, notamment 552 dans notre étude, car le
génotypage SNP a permis de mettre en évidence des zones d’hétérozygotie dans cette lignée
« donneuse » qui ont pu biaiser la détection de QTL dans la population de RILs précédente.

2.2. VALIDATION DES EFFETS DES QTL DE RESISTANCE DANS
DIFFERENTES CONDITIONS

Nos résultats, nous ont aussi permis d’observer que le QTL majeur Ae-Ps7.6, ainsi que
certains QTL mineurs (notamment Ae-Ps2.2) présentaient des effets des le stade plantule en
conditions contrOlées, et restaient efficaces au stade 8/10 feuilles de la plante au champ. En
revanche, certains QTL (Ae-Psi.2 et Ae-Ps4.1) ont présenté des effets seulement au champ et
non en conditions controlées. Ces QTL contribueraient a la mise en place d’une résistance
exprimée a un age plus tardif des racines, dite résistance ontogénique. Sur le pois semé en
hiver, un plus faible impact de la maladie sur le rendement a été observé. Il serait en partie da
a la moindre sensibilité de la plante au moment des premieres attaques, ce qui permettrait au
pois d’hiver d’échapper partiellement a la maladie (Carrouée and Moussart 2011). Dans un
systtme de test en serre développé récemment pour évaluer la nuisibilité de la maladie a
différents stades d’infection de la plante, Moussart et al. (2014) ont montré que la nuisibilité
de la pourriture racinaire due a A. euteiches était d’autant plus importante que la plante était
attaquée a un stade jeune. Une attaque tres tardive, aux stades 12 feuilles et début floraison, ne
semblaient avoir aucune conséquence sur la croissance et le développement végétatif des
plantes. Les auteurs ont suggéré 1’hypothése d’une moindre réceptivité des tissus racinaires
liée a leur age et/ou au fait que le systéme racinaire était plus développé au moment de
I’inoculation. Dans notre test en conditions contrdlées, les plantes étaient agées de 14 jours et
ont subi la présence d’A. euteiches pendant seulement 7 jours en conditions favorables a son
développement (humidité, T°=23-25°C). A I’inverse, au champ les plantes ont été notées a un
stade minimum de 6 semaines (8/10 feuilles) en présence constante de 1’agent pathogene,
dans des conditions naturelles plus ou moins favorables a la maladie. Afin de confirmer la
contribution des QTL Ae-Psl.2 et Ae-Ps4.1, il serait intéressant d’évaluer les couples de NILs
porteuses ou non de ces QTL individuels dans le systeme de test de nuisibilité de la maladie
développé en serre. Le role du stade de développement de la plante sur la résistance a

également ét¢ montré dans d’autres pathosystémes, avec un effet parfois inverse [tissus agés
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plus sensibles, (Giorgetti 2013)]. Dans 1’é¢tude des pathogénes aériennes, des QTL spécifiques
du stade de développement de la plante ont été également mis en évidence chez I’orge (Wang

et al. 2010) et le blé (Mallard et al. 2008).

Au champ, peu de spécificités des QTL de résistance ont été mises en évidence, confirmant
les observations précédentes (Hamon et al. 2013). Les effets des QTL Ae-Ps7.6 (alleles
PI180693 et 90-2131), Ae-Psl.2 et Ae-Ps4.1 (alleles P1180693) ont été consistants dans les
différents environnements testés. L’effet du QTL Ae-Ps5.1 semble avoir été davantage
spécifique de Riec-sur-Belon, celui du QTL Ae-Ps4.5 de Dijon et celui du QTL Ae-Ps2.2 de
Riec-sur-Belon ou de Dijon selon 1’all¢le de résistance (respectivement, PI180693 ou 552).
Les différences d’effet des QTL de résistance a A. euteiches dans les différents
environnements peuvent €tre dus au climat différent entre années et lieux (température,
pluviométrie), mais également beaucoup aux lieux d’expérimentation, notamment aux sols.
Les deux pépinieres de Riec-sur-Belon et de Dijon different par leurs compositions de sol
(sablo-limoneux a Riec-sur-Belon et argilo-limoneux a Dijon), pouvant influencer
I"attractivité et les déplacements des zoospores. De plus, peu de données sont disponibles sur
leur composition en souches d’A. euteiches, qui ont été caractérisées comme appartenant au
pathotype I dans les deux lieux (Onfroy et al. 2015, soumis), et sur I’existence d’autres agents
du complexe racinaire (Fusarium spp., Phoma medicaginis) qui peuvent interagir avec
Aphanomyces. Les résultats d’effets des QTL sur partie racinaires obtenus au champ seront a
confirmer avec les données de jaunissement sur parties aériennes, qui pourraient
éventuellement révéler également des spécificités d’expression des QTL sur les différentes

parties de la plante.

2.3. MODE D’ACTION DES QTL DE RESISTANCE
Au cours de cette these, I'utilisation d’un test, destructeur mais reproductible, de suivi en

cinétique du développement des symptomes a permis d’évaluer D’effet des QTL sur les
premieres étapes du cycle d’A. euteiches (infection, colonisation des tissus). Les travaux de
mise au point du test de PCR quantitative pour quantifier ’ADN d’A. euteiches dans la plante,
ont permis de mettre en évidence avec précision les effets des QTL sur I’étape de la
colonisation de la plante par I’agent pathogene. Pour les agents pathogenes racinaires, il existe
tres peu de références sur les méthodes permettant de mesurer les étapes des cycles
pathogenes car elles sont difficiles a mettre en ceuvre (Azzimonti et al. 2013; Broers 1997,
Chung et al. 2010; Diaz-Lago et al. 2003; Herrera-Foessel et al. 2007; Leiva-Mora et al. 2015;
Negussie et al. 2005; Rufty and Main 1989; Viljanen-Rollinson et al. 1998).
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Dans notre étude, nous avons réussi a mettre en évidence que les QTL a effets majeurs, Ae-
Ps7.6 (alleles PI180693, 90-2131 et 552) et Ae-Ps4.5 (allele 90-2079) agissaient
indépendamment sur les deux étapes étudiées alors que les QTL a effets mineurs Ae-Ps2.2
(alleles PI180693 et 552), Ae-Ps3.1 (allele 552) et Ae-Ps5.1 (allele 90-2131) n’agissaient que
sur la colonisation. Ces effets ont été confirmés sur le niveau de symptdomes racinaires au
champ, dans les NILs sur fonds de référence porteuses (i) d’alléles de résistance individuels a
effets majeurs (QTL Ae-Ps7.6), (i) de combinaisons d’all¢les a effets majeurs et mineurs
validés individuellement (QTL Ae-Ps7.6 + Ae-Ps5.1) ou (iii) de combinaisons d’all¢les a
effets mineurs (QTL Ae-Ps2.2 + Ae-Ps3.1 + Ae-Ps7.6) non validés individuellement au
champ. L’efficacité de combinaisons de QTL sur la résistance partielle peut donc étre due a
des QTL a effets majeurs agissant individuellement sur différentes étapes du cycle de I’agent
pathogene mais aussi a des QTL a effets mineurs agissant individuellement sur les mémes
étapes du cycle. Néanmoins, il est possible que les QTL agissent également sur d’autres
étapes du cycle non évaluées dans cette étude (la germination des spores et la sporulation).
Avec 1'usage de NILs, Richardson et al. (2006) ont également mis en évidence un effet
« pleiotrope », plutdt que des fonctions spécialisées, de plusieurs QTL individuels sur la
période de latence, I’efficacité d’infection, la taille des 1ésions et la densité de pustules pour la
rouille de I’orge. A I’inverse, Chung et al. (2010) ont révélé des modes d’action distincts de
deux QTL sur deux étapes, la pénétration et la colonisation, du cycle de Setosphaeria turcica
chez le mais. Mundt (2014) a suggéré que si l'usage en sélection de QTL a effets
« pléiotropes » sur plusieurs étapes du cycle pathogene étaient plus aisé, il risquait également
de réduire le nombre de mutations requises chez I’agent pathogeéne pour contourner ou éroder

la résistance, donc cela impose une pression de sélection moins forte sur 1’agent pathogene.

2.4. SELECTION ASSISTEE PAR MARQUEURS ET COMBINAISONS DE QTL
POUR LA RESISTANCE

Cette these a permis d’apporter des données expérimentales sur la mise en ceuvre de la SAM,
implémentée dans un schéma de BAM. Relativement peu d’exemples expérimentaux
d’implémentation de la SAM pour les résistances quantitatives sont disponibles dans la
littérature (St Clair 2010), méme si la méthodologie de BAM est couramment utilisée dans le

secteur privé de I’amélioration des plantes.

L’expérience de la SAM dans cette étude a permis de soulever deux points majeurs pour sa
réussite, qui ont fait 1’objet d’études théoriques (Hospital 2005; Hospital and Charcosset

1997). Afin de réussir au mieux un programme de SAM, il faut une :
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» Quantité suffisante de marqueurs afin de (i) tracer des introgressions (au moins trois
marqueurs par introgression), de taille souvent larges et éviter la perte des
introgressions par doubles crossing-overs (tel qu’observé pour le QTL Ae-Ps3.1), (ii)
sélectionner des les leéres générations dans les zones flanquant les QTL, ou le retour
au fonds receveur est le plus difficile a obtenir, afin de limiter les tailles
d’introgression et (iii) controler le bon retour au fonds receveur en dehors des zones
d’introgressions. Dans notre étude, nous disposions que d’un faible nombre de
marqueurs SSR associés aux QTL et globalement sur le génome (Hamon et al. 2013;
Loridon et al. 2005). Pour pallier au manque de contrdle du génome par les marqueurs,
davantage de générations de BC ont été réalisées (5-6) par rapport au nombre supposé
suffisant (3-4) dans un schéma de BAM.

» Quantité suffisante d’individus triés a chaque génération, pour augmenter la puissance
de sélection des individus ayant a la fois introgressé plusieurs fragments cibles et
optimisé€ leur retour au fonds receveur, en particulier dans les zones flanquant les
QTL. Dans notre étude, I’effectif de 91 individus triés a chaque génération n’a pas été
suffisant pour optimiser les chances d’introgresser trois QTL simultanément, tout en
s’assurant d’un bon retour au fonds receveur en dehors des zones introgressées.
Néanmoins, le nombre de croisements manuels de fleurs de pois réalisable a été
limitant pour produire de larges descendances a chaque génération (obtention de 2-3
graines par gousse croisée). Des schémas d’introgression mono- ou bi-QTL restent le

plus réaliste sur le plan pratique.

Les résultats apportés au cours de la these permettent d’apporter des éléments de choix de
QTL d’intérét pour augmenter le niveau de résistance en France, sur la base de leur
consistance d’effets et modes d’actions dans différent(e)s conditions, environnements et fonds
génétiques. Le QTL a effet majeur Ae-Ps7.6 (alleles PI180693 ou 90-2131), en combinaison
avec les QTL a effets mineurs Ae-Ps5.1 et/ou Ae-Ps4.1, exercerait un effet trés précocement
et dans différents environnements au champ et fonds génétiques, qui se traduit en fin de cycle
par une diminution importante de la sévérité de la maladie. Les alleles de résistance issus de
PI180693 aux QTL Ae-Psl.2, Ae-Ps2.2 et Ae-Ps3.1 auraient, en combinaison, un effet au
champ peu spécifique d’environnements et fonds génétiques. Néanmoins, Hamon et al. (2013)
ont montré que ces alleles de résistance étaient associés a des alleles de morphologie et
développement de la plante défavorables a la sélection du pois protéagineux (feuilles non

afila/Ae-Ps1.2 ; anthocyanes-tardiveté/Ae-Ps2.2 ; tardiveté/Ae-Ps3.1). Enfin, les alleles de
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résistance apportés par 552 a la combinaison des trois QTL Ae-Ps2.2+Ae-Ps3.1+Ae-Ps7.6
exercerait un effet plus spécifique de I’environnement (identifi¢ a Dijon uniquement), mais
non spécifique des fonds génétiques. Dans cette étude, des combinaisons de plus de trois
alleles provenant de plusieurs sources de résistance n’ont pas pu étre testées, mais seraient
probablement pertinentes pour augmenter significativement les niveaux de résistance
partielle.

2.5. HYPOTHESES SUR LES FONCTIONS SOUS-JACENTES AUX QTL DE
RESISTANCE

Les résultats obtenus sur 1’évaluation des NILs permettent de discuter de différentes

hypotheses quant aux mécanismes et fonctions sous-jacents aux QTL de résistance.

Une hypothese avancée par Poland et al. (2009) est que des genes impliqués dans la
morphologie ou le développement de la plante auraient un effet pléiotrope sur la résistance
aux maladies. Plusieurs co-localisations de QTL de résistance avec des genes/QTL controlant
des caracteres morphologiques ou phénologiques ont été détectées et introgréssées dans les
NILs évaluées. Ainsi, les NILs porteuses de 1’allele PI180693 au QTL Ae-Psl.2 associé a
I’allele Af (feuilles non afila), ont présenté des feuilles normales et une résistance au niveau
racinaire au champ. Cette co-localisation a €été récemment confirmée par génétique
d’association (Desgroux et al. 2016). Des QTL de plusieurs autres caractéres d’intérét chez le
pois (Burstin et al. 2007), notamment Bourion et al. (2010) ont identifiés au niveau racinaire,

des QTL d’architecture et de nutrition azoté localisés dans la région du gene Af.

La spécificité de spectre d’action des QTL de résistance a effets majeurs chez les plantes
(Ballini et al. 2008; Le Van et al. 2013) a souvent suggéré I’hypotheése de genes majeurs
contournés a effets résiduels, codant des protéines de type NB-LRR, sous-jacents a ces QTL
(Broglie et al. 2006; Calenge et al. 2005; Poland et al. 2009). Chez le riz, des substitutions
dans le domaine LRR du gene Xa2l ont conféré une résistance partielle a Xanthomonas
oryzae pv. oryzae (Wang et al. 1998). Néanmoins, les quelques exemples de QTL de
résistance clonés chez le plantes montrent que d’autres fonctions peuvent sous-tendre les QTL
majeurs (Cook et al. 2012; Kou and Wang 2010; Michelmore et al. 2013; Niks et al. 2015).
Chez M. truncatula, Bonhomme et al. (2014) ont identifiés deux genes codant pour une
protéine F-box et un facteur de transcription de type MYB, comme candidats sous-jacent au
locus prAel/AERI de résistance a A. euteiches. Néanmoins, le locus prAel/AERI semblerait
ne pas se situer en position synténique par rapport aux QTL étudiés dans cette these (Pilet-

Nayel et al. 2014). Cependant, Desgroux et al. (2016) ont identifi€ un gene codant pour une
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protéine F-Box dans la région du QTL Ae-Ps7.6 et un domaine LRR dans la région du QTL
Ae-Ps4.5, permettant ainsi de faire I’hypothése que le QTL Ae-Ps4.5 serait un géne majeur
contourné a effet résiduels par la souche RB84 du pathotype I. La disponibilité récente de
larges ressources génomiques chez le pois (Duarte et al. 2014; Tayeh et al. 2015) permettra de
confirmer les positions des QTL et ainsi mieux identifié les genes candidats sous-jacent

chaque régions.

3. PERSPECTIVES DE RECHERCHE

Ce travail de these a posé des bases pour la poursuite de travaux sur (i) la validation des effets
des QTL a différents stades de la plante et sur la nuisibilité de la maladie, (i1) la densification
en marqueurs des zones a QTL et I'utilisation de combinaisons de QTL en sélection, (iii) la
cartographie fine des QTL, (iv) I’étude des modes d’action des QTL sur le cycle de 1’agent
pathogene et des mécanismes moléculaires associés aux QTL en réponse a I’infection, et (v)

I’é¢tude de la durabilité des QTL de résistance.

3.1. EFFETS DES QTL DE RESISTANCE SUR LA NUISIBILITE DE LA
MALADIE

Dans cette these, nous avons évalué le matériel NILs pour la résistance intrinseque a A.
euteiches, d’une part en conditions controlées via un indice de nécrose racinaire mesuré a un
stade plantule, d’autre part au champ en pépini¢re fortement infestée en utilisant le méme
indice de notation sur racines ainsi qu’un indice de jaunissement des parties aériennes.
Néanmoins, ces évaluations n’ont pas permis d’estimer les effets des QTL sur la préservation

du rendement et de ses composantes de rendement en conditions fortement infestées.

Au sein du projet « PeaMUST » (Adaptation MUIti-STress et Régulations biologiques pour
I’amélioration du rendement et de la stabilit¢ du Pois protéagineux, 2012-2019), les
meilleures NILs identifiées dans cette these pour la résistance, vont étre évaluées a partir de
2016, pour leur rendement au champ sur un réseau multi-local INRA-GSP de parcelles
infestées vs. saines. Ces évaluations permettront de mesurer 1’effet de combinaisons de QTL
sur le rendement dans des fonds génétiques agronomiques en conditions de semis d’hiver ou
de printemps, et d’estimer le colt potentiel pour la plante de posséder les QTL de résistance.
Les NILs seront aussi évaluées, dans le cadre du projet « ARMEN » (Aphanomyces :
Résistance, M¢éthodologie d’Evaluation et Nuisibilit¢, CASDAR, 2016-2018) dans un
systeme de test développé en serre (Moussart 2014). Ce test permettra de mesurer I’effet des
QTL a différents stades de la plante au moment de I’infection pour limiter la nuisibilité de la

pourriture racinaire. En permettant ainsi de montrer I’impact de la résistance partielle et de ses
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composantes génétiques sur le rendement final, ce test sera proposé pour 1’évaluation a
I’inscription des futures variétés résistantes.

3.2. UTILISATION DES MARQUEURS ET COMBINAISONS DE QTL EN
SELECTION

Les résultats obtenus au cours de cette thése ont permis de montrer qu’un grand nombre de
marqueurs SNPs récemment développés (Duarte et al. 2014; Tayeh et al. 2015) couvraient les
IC précédemment définis des QTL de résistance. La validation de 1’association de ces SNPs
au phénotype de résistance et la re-précision des IC des QTL est un travail indispensable
avant ’'usage de ces marqueurs SNP en sélection. Des travaux de génotypage complémentaire
des populations de RILs a partir desquelles les QTL avaient été détectés sur des cartes de
quelques 100aines de marqueurs SSR, sont en cours a 1’aide de 2000 SNPs issus des projets
récents de séquengage d’ADNc/g et découverte de SNPs chez le pois (Boutet et al. 2016;
Duarte et al. 2014; Tayeh et al. 2015). Les cartes génétiques seront mises a jour, les QTL
seront re-détectés et leurs positions génomiques seront comparées a celles de marqueurs SNP
associés a la résistance par génétique d’association dans une étude paralléle (Desgroux et al.
2016). Un large set de marqueurs SNP sera défini pour tracer les meilleures combinaisons de
QTL en sélection. Ce set sera utilisé dans un schéma de sélection qui sera élaboré pour
améliorer la résistance aux principaux stress du pois (Aphanomyces, Ascochytose et gel). Ces
travaux d’intégration des SNPs en sélection pour la résistance feront 1’objet du projet
« PeaMAS » (Pea Marker Assisted Selection, 2016-2018 ; financé par le Fonds d’Action
Stratégique des Oléoprotéagineux « FASO »), qui sera initi€é en 2016 et qui rassemblera
I’INRA ainsi que les six sélectionneurs de pois membres du GSP. Le projet permettra aux
différents obtenteurs d’acquérir un set de marqueurs SNP associés a la résistance aux
principaux stress et de valider ces marqueurs dans leurs programmes de sélection de pois
protéagineux. Ce projet permettra aussi de délivrer les différentes NILs présentant des
combinaisons de QTL d’intérét pour leur utilisation en tant que géniteurs dans les

programmes de SAM.

3.3. CARTOGRAPHIE FINE DE QTL DE RESISTANCE
En vue de réduire les IC de certains QTL pour faciliter leur usage en sélection (rupture de

liaisons défavorables) et identifier des genes candidats sous-jacents aux QTL, des NILs
hétérozygotes a chaque QTL ont été conservées dans les fonds de référence au cours de la
fixation du matériel. Au cours de cette these et dans le cadre du projet PeaMUST, nous avons
commenceé a réduire ’IC du QTL Ae-Ps7.6 par criblage moléculaire et fixation d’individus

recombinants dans cet IC, a partir d’une descendance dite « peudo-F2 » de 645 plantes issues
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de NILs hétérozygotes au QTL seul. Les individus recombinants identifiés ont été ensuite
phénotypés en conditions controlées. Trois vagues de génotypage des recombinants
phénotypés, a I’aide de 4SSRs, 6 SNPs (Duarte et al. 2014) puis 21 SNPs (Tayeh et al. 2015),
ont permis de réduire I’IC du QTL, respectivement, a 12 ¢cM, 7 cM puis 1,4 cM (Annexe V.1).
Actuellement, des individus recombinants fixés sélectionnés dans I’IC de 1.4 cM par criblage
d’une deuxiéme descendance « pseudo-F2 » de 2081 plantes, sont en cours de phénotypage et
seront génotypés plus densément dans I’IC réduit a 1’aide de nouveaux marqueurs SNPs
(Boutet et al. 2016). Lorsque I’intervalle sera suffisamment réduit, une banque de grands
fragments d’ADN (BAC) sera construite et criblée a I’aide des marqueurs flanquant 1’IC, pour

identifier la région physique et les genes candidats sous-jacents au QTL.

3.4. MODE D’ACTION DES QTL SUR LE CYCLE D’A. EUTEICHES
Afin d’approfondir I’étude des modes d’action des QTL de résistance sur les étapes du cycle

de ’agent pathogene et ses traits d’histoire de vie, il sera nécessaire de développer de

nouvelles méthodologies.

Au cours de cette these, nous avons essayé de quantifier la sporulation, trait de vie clé d’un
agent pathogene permettant sa multiplication. Une méthode de broyage des racines, puis
utilisation de pectinases et cellulases, nous a permis de détruire les parois cellulaires
racinaires de la plante et libérer les oospores, qui ont été filtrées, puis comptées au microscope
(Billard 2014). Cette méthode a permis d’identifier un nombre plus important d’oospores dans
les NILs ne possédant pas de QTL, mais la perte importante d’oospores a chaque étape de la
méthode, a fait perdre quasiment 80% des oospores initiales. Une amélioration de cette

méthodologie sera donc nécessaire afin de tester I’effet des QTL sur la sporulation.

L’action des QTL sur la limitation de la germination des oospores serait ¢galement d’un
intérét majeur pour limiter 1’infection par A. euteiches. Elle permettrait de limiter le nombre
de zoospores libérées et donc le potentiel d’inoculum dans les racines. Pour cela, le
développement d’une méthodologie d’extraction d’oospores viables et de mise en germination
est nécessaire. L attractivité des zoospores libérées, due aux exsudats racinaires de la plante,
est également une autre étape du cycle qui pourrait également é&tre évaluée. Des
méthodologies d’extraction des exsudats racinaires ont été développées (Billard 2014; Kraft
and Boge 1996) et resteraient a appliquer sur les NILs créées, afin d’identifier si les QTL sont
impliqués dans le contrdle d’une production d’exsudats racinaires plus ou moins attractifs

pour les zoospores.
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3.5. MECANISMES ASSOCIES AUX QTL DE RESISTANCE EN REPONSE A
L’ INFECTION

La connaissance plus précise des mécanismes cellulaires et moléculaires contrdlés par les
QTL de résistance permettrait également de mieux orienter les stratégies de choix de
combinaison de QTL favorisant la mise en place de mécanismes multiples. Notamment, il
serait intéressant de savoir si les QTL agissant sur la méme étape de colonisation de la plante
par I’agent pathogene sous-tendent des mécanismes différents. Chez M. truncatula, des études
cytologiques et histologiques ont montré que la résistance partielle conférée par le QTL prAel
de résistance a A. euteiches se traduisait par la mise en place de mécanismes de protection du
cylindre central, a travers la formation de couches supplémentaires au niveau du péricycle
ainsi que 1’accumulation de lignine et de composés phénoliques dans le cortex puis dans le
cylindre central (Djebali et al. 2009). Le role important des genes impliqués dans les voies de
biosynthese des flavonoides a également été mis en évidence dans les mécanismes de défense
associés au QTL en réponse a l’infection (Badis et al. 2015). Ainsi, il serait intéressant
d’observer si ces mécanismes sont mis en place dans les NILs de pois étudiées. Avec les
ressources génomiques récemment développées chez le pois (Alves-Carvalho et al. 2015;
Tayeh et al. 2015), I’identification de geénes ou métabolites différentiellement exprimés en
réponse a I’infection pourra étre réalisée dans des couples de NILs porteuses ou non de QTL a

IC réduits, afin d’identifier les voies métaboliques régulées par les QTL de résistance.

3.6. DURABILITE DES QTL DE RESISTANCE
En vue de la gestion durable des QTL de résistance en sélection et dans les stratégies

intégrées de lutte contre A. euteiches, il sera indispensable d’évaluer si les effets des QTL ne
se seraient pas €rodés apres plusieurs cultures de pois, tel qu’observé pour la résistance
quantitative dans d’autres pathosytémes (Andrivon et al. 2007; Chain et al. 2007; Montarry et
al. 2012; Villareal and Lannou 2000). La capacité d’adaptation des populations d’A. euteiches
sous pression de sélection due aux locus de résistance est totalement inconnue, puisqu’aucune
variété résistante n’a ¢été cultivée a ce jour. L’agent pathogeéne étant homothallique et
tellurique, I’hypothése de son adaptation par mutation peut étre avancée. L’hypothése de son
évolution par adaptation a des hotes alternatifs chez les légumineuses a été également
suggérée, suite a ’identification de souches du pathotype III dans des parcelles de pois
américaines présentant un historique de culture de luzerne qui est hote d’A. euteiches (Onfroy
et al. 2015, soumis). Il sera donc nécessaire de pouvoir anticiper les risques de contournement

de QTL en simulant, en conditions controlées ou au champ, une forte pression de I’agent

pathogene sur des génotypes porteurs de QTL de résistance, pendant plusieurs cycles de
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culture de pois, en alternance ou non avec d’autres légumineuses hotes. Dans le cadre du
projet Inter-régional « PROGRAILIVE » (Production Protein Grain For Livestock, 2016-
2019), des essais de cycle accélérés de culture successifs simulés en conditions contrdlées
sont en cours de mise au point sur des NILs, afin d’observer 1’évolution de la sévérité¢ de la
maladie, et potentiellement celle des souches d’A. euteiches, sur dix cycles. Ces cycles seront
également réalisés en conditions de culture au champ en parcelles infestées sur quatre années.
Ce projet permettra aussi d’évaluer la durabilité de combinaisons de QTL en rotation ou non
avec la féverole, deuxieme légumineuse hote cultivée en France dont les variétés sont a ce

jour résistantes.

4. CONCLUSION GENERALE

Au cours de cette these, nous avons exploité un matériel unique de type NILs pour
caractériser la diversité des effets et les modes d’action des principaux QTL de résistance a A.
euteiches chez le pois. Nous avons montré que les effets de ces QTL pouvaient étre majeurs
ou mineurs et pouvaient dépendre du fonds génétique, du stade de la plante et des conditions
environnementales. Nous avons montré que ces QTL, seuls ou en combinaison, pouvaient agir
sur une ou plusieurs étape(s) du cycle de 1’agent pathogeéne. Nous avons identifié¢ des
combinaisons de QTL d’intérét permettant d’augmenter le niveau de résistance partielle du
pois. Ces résultats apportent des connaissances supplémentaires sur les bases génétiques des
résistances quantitatives aux maladies chez les plantes, ainsi que du matériel végétal (NIL),
des outils et des éléments de choix de QTL a utiliser en SAM. IIs ouvrent de nouvelles pistes
de recherche vers I’approfondissement des modes d’action des QTL de résistance sur le cycle
et les populations pathogenes, la compréhension des fonctions sous-jacentes et mécanismes
associés aux QTL et I’identification de stratégies de gestion des QTL pour améliorer

durablement ’efficacité des résistances.
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ANNEXE II.1

Supplementary data file 1: Description of 157 NILs homozygous at zero to three of the seven main Aphanomyces
resistance QTL, selected in the MAB program : NIL codes, pedigrees, morphological traits, QTL introgressions and
genotyping data in and outside QTL regions.
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ANNEXE II.2

Supplementary data file 2: Disease Severity (DS) LSMeans and standard deviations obtained for each NIL
with the RB84 and Ael09 strains

NIL Code LSMeans DS RB84 sd RB84 LSMeans DS Ael09 sd Ael09
NIL1-0a 3,75 0,140 3,20 0,178
NIL1-0b 3,69 0,143 3,36 0,202
NIL1-4.5a 3,33 0,146 1,11 0,178
NIL1-4.5b 3,74 0,143 1,16 0,208
NIL2-0a 3,30 0,140 3,05 0,176
NIL2-0b 3,15 0,140 2,85 0,176
NIL2-4.5a 3,30 0,140 1,33 0,180
NIL2-4.5b 3,31 0,143 1,81 0,180
NIL3-0a 3,46 0,143 3,30 0,176
NIL3-0b 3,85 0,140 3,35 0,176
NIL3-4.5a 3,70 0,140 1,75 0,176
NIL3-4.5b 3,55 0,140 1,60 0,176
NIL4-0a 3,30 0,140 3,50 0,180
NIL4-0b 3,50 0,140 2,85 0,176
NIL4-5.1a 2,78 0,146 2,95 0,180
NIL4-5.1b 2,95 0,143 3,02 0,180
NIL4-7.6a 2,85 0,140 3,15 0,176
NIL4-7.6b 2,55 0,140 3,35 0,176
NIL4-5.1/7.6a 1,95 0,143 3,05 0,178
NILA4-5.1/7.6b 1,84 0,146 2,99 0,180
NIL5-0b 3,30 0,140 2,65 0,176
NIL5-0a 3,25 0,140 2,70 0,176
NIL5-5.1b 3,37 0,143 2,94 0,180
NIL5-5.1a 3,01 0,153 3,10 0,178
NIL5-7.6b 1,95 0,140 2,10 0,176
NIL5-7.6a 2,05 0,143 3,05 0,176
NIL5-5.1/7.6b 2,00 0,143 2,20 0,176
NIL5-5.1/7.6a 2,16 0,143 2,46 0,180
NIL6-0a 3,65 0,140 325 0,176
NIL6-0b 3,65 0,140 3,05 0,176
NIL6-5.1a 3,77 0,146 333 0,180
NIL6-5.1b 3,43 0,143 327 0,178
NIL6-7.6a 2,95 0,140 2,70 0,176
NIL6-7.6b 2,68 0,143 3,10 0,176
NIL6-5.1/7.6a 3,04 0,143 3,15 0,176
NIL6-5.1/7.6b 2,95 0,140 3,30 0,176
NIL16-0a 3,30 0,140 2,90 0,176
NIL16-0b 3,55 0,140 2,85 0,176
NIL16-5.1a 3,35 0,140 2,85 0,176
NIL16-5.1b 332 0,143 2,70 0,176
NIL16-7.6a 245 0,140 3,15 0,176
NIL16-7.6b 2,60 0,140 2,55 0,176
NIL16-5.1/7.6a 2,20 0,140 2,95 0,176
NIL16-5.1/7.6b 2,83 0,143 2,65 0,176
NIL7-0a 3,75 0,140 347 0,178
NIL7-0b 3,73 0,143 335 0,176
NIL7-4.1a 3,72 0,146 3,30 0,176
NIL7-4.1b 3,74 0,143 3,16 0,180
NIL7-7.6a 2,99 0,149 3,00 0,176
NIL7-7.6b 2,56 0,146 3,01 0,180
NIL7-4.1/7.6a 2,07 0,153 3,29 0,205
NIL7-4.1/7.6b 2,38 0,153 324 0,182
NILS-0b 3,11 0,143 2,89 0,182
NIL8-0a 3,05 0,140 3,00 0,176
NIL8-4.1b 3,45 0,140 2,95 0,176
NIL8-4.1a 3,25 0,140 2,72 0,182
NIL8-7.6b 1,95 0,140 1,95 0,176
NIL8-7.6a 225 0,140 1,90 0,176
NIL8-4.1/7.6b 2,35 0,140 2,95 0,176
NIL8-4.1/7.6a 2,35 0,140 2,70 0,176
NIL9-0a 345 0,140 3,05 0,176
NIL9-0b 3,53 0,143 325 0,176
NIL9-4.1a 3,70 0,140 3,41 0,178
NIL9-4.1b 3,65 0,140 3,25 0,176
NIL9-7.6a 3,05 0,140 3,30 0,176
NIL9-7.6b 3,05 0,140 3,10 0,176
NIL9-4.1/7.6a 2,65 0,140 3,05 0,176
NIL9-4.1/7.6b 2,80 0,140 325 0,176
NIL10-0a 3,95 0,140 3,45 0,176
NIL10-0b 3,63 0,143 3,31 0,178
NIL10-0c 3,53 0,143 3,17 0,182
NIL10-0d 3,94 0,149 3,20 0,178
NIL10-1.2a 3,74 0,157 3,31 0,182
NIL10-1.2b 3,94 0,143 3,58 0,182
NIL10-2.2a 3,49 0,149 2,74 0,178
NIL10-2.2b 3,75 0,140 3,00 0,178
NIL10-2.2¢ 3,35 0,140 3,20 0,176
NIL10-2.2d 3,64 0,153 327 0,186
NIL10-3.1a 3,85 0,140 3,50 0,176
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ANNEXE 11.2 (suite)

NIL Code LSMeans DS RB84 sd RB84 LSMeans DS Ael09 sd Ael09
NIL10-3.1b 3,80 0,143 3,30 0,176
NIL10-1.2/2.2a 3,70 0,146 3,12 0,202
NIL10-1.2/2.2b 3,55 0,140 291 0,205
NIL11-0a 3,05 0,140 245 0,176
NIL11-0b 325 0,140 2,65 0,176
NIL11-1.2a 3,26 0,143 2,50 0,182
NIL11-1.2b 3,31 0,146 2,90 0,176
NIL11-2.2a 3,20 0,143 2,68 0,205
NIL11-2.2b 3,16 0,146 2,78 0,178
NIL11-3.1a 3,50 0,140 2,99 0,178
NIL11-3.1b 327 0,143 2,77 0,205
NIL11-1.2/2.2a 2,81 0,146 2,67 0,180
NIL11-1.2/2.2b 2,90 0,153 247 0,187
NIL11-1.2/3.1a 325 0,140 2,89 0,182
NIL11-1.2/3.1b 345 0,140 3,00 0,176
NIL11-2.2/3.1a 2,95 0,143 2,79 0,202
NIL11-2.2/3.1b 3,23 0,146 2,51 0,182
NIL11-1.2/2.2/3.1a 3,10 0,140 2,69 0,178
NIL11-1.2/2.2/3.1b 2,89 0,143 245 0,176
NIL11-1.2/2.2/3.1c 3,15 0,140 2,61 0,180
NIL12-0a 3,46 0,143 3,10 0,176
NIL12-0b 3,50 0,140 325 0,178
NIL12-1.2a 3,83 0,146 3,36 0,185
NIL12-1.2b 3,61 0,161 322 0,180
NIL12-2.2a 3,50 0,140 3,20 0,178
NIL12-2.2b 3,41 0,143 3,10 0,184
NIL12-3.1a 3,50 0,140 3,10 0,176
NIL12-3.1b 3,48 0,143 3,31 0,208
NIL12-1.2/2.2a 321 0,143 3,16 0,180
NIL12-1.2/2.2b 3,60 0,140 3,10 0,176
NIL12-1.2/3.1a 3,56 0,146 3,06 0,178
NIL12-2.2/3.1a 3,55 0,140 3,00 0,178
NIL12-1.2/2.2/3.1a 321 0,143 3,05 0,178
NIL12-1.2/2.2/3.1b 3,39 0,146 3,07 0,187
NIL13-0a 3,51 0,157 3,15 0,182
NIL13-0b 3,37 0,143 2,96 0,182
NIL13-2.2a 3,69 0,149 3,18 0,180
NIL13-2.2 b 3,52 0,146 3,32 0,178
NIL13-3.1a 3,30 0,149 2,67 0,188
NIL13-3.1b 3,52 0,143 3,11 0,178
NIL13-7.6a 3,40 0,149 2,88 0,178
NIL13-7.6b 3,12 0,146 3,26 0,189
NIL13-2.2/7.6a 3,17 0,149 2,96 0,202
NIL13-2.2/7.6b 3,55 0,140 3,11 0,178
NIL13-3.1/7.6a 3,34 0,149 3,13 0,205
NIL13-3.1/7.6b 3,38 0,157 3,16 0,180
NIL13-2.2/3.1/7.6a 3,43 0,162 3,16 0,180
NIL13-2.2/3.1/7.6b 3,20 0,153 3,05 0,178
NIL14-0a 3,00 0,143 2,63 0,182
NIL14-0b 2,76 0,146 291 0,247
NIL14-2.2a 3,20 0,140 2,95 0,178
NIL14-2.2 b 3,27 0,143 3,00 0,178
NIL14-3.1a 3,25 0,140 2,85 0,176
NIL14-3.1b 3,00 0,143 2,70 0,176
NIL14-7.6a 3,49 0,146 2,19 0,184
NIL14-7.6b 3,05 0,140 3,00 0,176
NIL14-2.2/3.1a 3,05 0,140 2,60 0,176
NIL14-2.2/3.1b 3,34 0,146 321 0,178
NIL14-2.2/7.6a 3,52 0,143 2,70 0,180
NIL14-2.2/7.6b 3,06 0,157 2,71 0,210
NIL14-3.1/7.6a 2,95 0,143 3,04 0,178
NIL14-2.2/3.1/7.6a 2,89 0,143 2,00 0,176
NIL15-0a 3,60 0,140 3,10 0,176
NIL15-0b 3,60 0,140 3,20 0,176
NIL15-2.2a 3,75 0,140 325 0,176
NIL15-2.2 b 3,79 0,143 3,15 0,176
NIL15-3.1a 3,40 0,140 3,25 0,176
NIL15-3.1b 3,65 0,140 3,10 0,176
NIL15-7.6a 3,51 0,153 325 0,176
NIL15-7.6b 3,36 0,143 3,25 0,176
NIL15-2.2/3.1a 3,50 0,140 3,05 0,184
NIL15-2.2/3.1b 3,50 0,140 2,95 0,178
NIL15-2.2/7.6a 325 0,140 2,90 0,176
NIL15-2.2/7.6b 3,79 0,143 3,10 0,176
NIL15-3.1/7.6a 3,11 0,143 2,95 0,176
NIL15-3.1/7.6b 3,33 0,146 3,16 0,178
NIL15-2.2/3.1/7.6a 3,60 0,140 3,20 0,176
NIL15-2.2/3.1/7.6b 3,17 0,143 2,76 0,178
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.70 and Puget x RIL 831.08 are shown in Fig.3. White, black,
NA: Not Available data.

ty (DS) between NILs and parental 1
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the reipient parent and the NIL set, respectively. Bars represent standard errors.
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LSMeans labeled with different letters differ significantly (P < 0.05, Tukey-HSD).

the RB84 (blue boxes) and Ael09 (red boxes) strains.
and gray bars indicate DS LSMeans values of the donor parent

Histograms for the three NIL sets from DSP x RIL 847.50,
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ANNEXE I1.3 (suite)
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ANNEXE III.1

Liste des NILs évaluées pour la résistance a A. euteiches au champ sur un réseau multi-local de

parcelles infestées.
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ANNEXE III.1 (suite)
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ANNEXE III.2

Cartographie du potentiel infectieux du sol dans chaque expérimentation a partir des notations de
sévérité de la maladie (DS) obtenues sur les racines du témoin adjacent Solara présent toutes les
quatre lignées.

Riec-sur-Belon 2014 Riec-sur-Belon 2015

Dijon-Epoisses 2014

Dijon-Epoisses 2015

Rep 1

Rep 2

Rep3

0 5
Plante Echelle de notation des symptomes (LsMeans DS) sur les racines de pois Plante
Saine morte
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ANNEXE IIL.3

Sévérité de la maladie sur racines (DS LSMeans) et écarts types (sd) obtenus pour chaque NIL dans
chacune et sur I’ensemble des quatre expérimentations conduites sur deux lieux et deux années.

NIL Code DS LSMeans |sd Riec | DS LSMeans | sd Riec | DS LSMeans [sd Dijon| DS LSMeans (sd Dijon DS LSMeans sd
Riec 2014 2014 Riec 2015 2015 Dijon 2014 2014 Dijon 2015 2015 Generale |Generale

INIL1-0a 4,1 0,1 4,3 0,2 3,7 0,2 33 0,2 3.8 04
INIL.1-0b 44 0,1 4,1 0,2 3,5 0,2 3,7 0,2 4,0 0,4
INIL1-4.5a 4,2 0,1 4,5 0,2 2,8 0,2 3,7 0,2 3.8 0.4
INIL.1-4.5b 4,2 0,1 4,1 0,2 3,6 0,2 3,8 0,2 39 0.4
INIL2-0a 4,3 0,1 3,7 0,3 3,1 0,2 35 0,2 3,7 0.4
INIL2-0b 4,2 0,1 3,5 0,3 3,1 0,2 34 0,2 3,5 0.4
INIL2-4.5a 4,1 0,1 3,8 0,3 3,1 0,2 34 0,2 3,6 0.4
INIL2-4.5b 4,3 0,1 3,7 0,3 2,9 0,2 33 0,2 3,6 0.4
INIL3-0a 4,7 0,1 4,6 0,2 2,9 0,2 3,8 0,2 4,0 0,6
INIL3-0b 4,8 0,1 4,6 0,2 32 0,2 3,7 0,2 4,1 0,6
INIL3-4.5a 4,7 0,1 44 0,2 3,6 0,2 34 0,2 4,0 0,6
INIL3-4.5b 4,8 0,1 4.4 0,2 34 0,2 3,7 0,2 4,1 0,6
INIL4-0a 4,5 0,1 3,7 0,2 2,5 0,2 32 0,2 3,5 0,5
INIL4-0b 43 0,1 44 0,2 2,5 0,2 34 0,2 3,7 0,5
INIL4-5.1a 3,7 0,1 3.8 0,2 2,7 0,2 35 0,2 34 0,5
INILA-5.1b 3,8 0,1 3,8 0,2 2,3 0,2 3,6 0,2 34 0,5
INIL4-7.6a 4,1 0,1 3,7 0,2 2,2 0,2 32 0,2 3,3 0,5
INILA4-7.6b 32 0,1 4,0 0,2 2,3 0,2 2,8 0,2 3,1 0,5
INILA-5.1/7.6a 34 0,1 34 0,2 2,1 0,2 3,1 0,2 3,0 0,5
INIL4-5.1/7.6b 2,8 0,1 34 0,2 2,2 0,2 29 0,2 2,9 0,5
INIL5-0b 4,0 0,1 39 0,3 2,9 0,2 3,6 0,2 3,6 0.4
INIL5-0a 4,0 0,1 3,6 0,3 3.1 0,2 34 0,2 3,5 0.4
INIL5-5.1b 4,0 0,1 3,7 0,3 2,8 0,2 3,1 0,2 34 0,4
INIL5-5.1a 4,1 0,1 3,8 0,3 2,7 0,2 34 0,2 3,5 0.4
INIL5-7.6b 4,1 0,1 34 0,3 2,6 0,2 33 0,2 34 0.4
INIL5-7.6a 39 0,1 34 0,3 2,5 0,2 3,0 0,2 32 04
INIL5-5.1/7.6b 4,2 0,1 3,6 0,3 2,6 0,2 33 0,2 34 0.4
INIL5-5.1/7.6a 43 0,1 32 0,3 2,5 0,2 3,1 0,2 33 04
INIL6-0a 4,8 0,1 4,6 0,2 33 0,2 3,7 0,1 4,1 0,6
INIL6-0b 4,9 0,1 4,6 0,2 3,5 0,2 3,6 0,1 4,2 0,6
INIL6-5.1a 4,7 0,1 4,5 0,2 3,5 0,2 4,0 0,1 4,2 0,6
INIL6-5.1b 4,8 0,1 4,8 0,2 3.1 0,2 35 0,1 4,1 0,6
INIL6-7.6a 4,7 0,1 42 0,2 2,3 0,2 33 0,1 3,6 0,6
INIL6-7.6b 4.4 0,1 4,2 0,2 2,6 0,2 34 0,1 3,7 0,6
INIL6-5.1/7.6a 4.4 0,1 39 0,2 35 0,2 32 0,1 3,8 0,6
INIL6-5.1/7.6b 4,5 0,1 4,0 0,2 2,3 0,2 3,6 0,1 3,6 0,6
INIL16-0a 4,2 0,1 3,6 0,3 2,7 0,2 3,7 0,1 3,6 0.4
INIL16-0b 44 0,1 3,8 0,3 24 0,2 3,8 0,1 3,6 04
INIL16-5.1a 4,6 0,1 3,6 0,3 32 0,2 39 0,1 3.8 0.4
INIL16-5.1b 4.4 0,1 4,1 0,3 3,1 0,2 3,5 0,1 3,8 0.4
INIL16-7.6a 4.4 0,1 3,6 0,3 2,6 0,2 39 0,1 3,6 04
INIL16-7.6b 4.4 0,1 3,6 0,3 3,0 0,2 35 0,1 3,6 0.4
INIL16-5.1/7.6a 44 0,1 39 0,3 32 0,2 3,7 0,1 3,8 04
INIL16-5.1/7.6b 4.4 0,1 3,7 0,3 3.1 0,2 34 0,1 3,7 0.4
INIL7-0a 43 0,1 39 0,2 3,6 0,2 3,7 0,1 39 0,5
INIL7-0b 4,7 0,1 44 0,2 3,0 0,2 3,6 0,1 39 0,5
INIL7-4.1a 4,2 0,1 4,1 0,2 2,6 0,2 34 0,1 3,6 0,5
INIL7-4.1b 4,6 0,1 42 0,2 3,1 0,2 3,6 0,1 39 0,5
INIL7-7.6a 4,3 0,1 4,2 0,2 2,6 0,2 33 0,1 3,6 0,5
INIL7-7.6b 43 0,1 39 0,2 2,6 0,2 3,1 0,1 3,5 0,5
INIL7-4.1/7.6a 4,1 0,1 3,8 0,2 2,6 0,2 33 0,1 35 0,5
INIL7-4.1/7.6b 43 0,1 3,8 0,2 2,8 0,2 2,9 0,1 3,5 0,5
INIL8-0b 4.4 0,2 4,0 0,2 2,9 0,2 33 0,2 3,7 0,5
INIL8-0a 4.4 0,2 3,8 0,2 2,8 0,2 34 0,2 3,6 0,5
INIL8-4.1b 3,8 0,2 39 0,2 24 0,2 32 0,2 3,3 0,5
INIL8-4.1a 4,3 0,2 4,0 0,2 2,8 0,2 2,8 0,2 35 0,5
INIL8-7.6b 3,7 0,2 39 0,2 2,5 0,2 32 0,2 3,3 0,5
INIL8-7.6a 4,1 0,2 3,7 0,2 3.1 0,2 33 0,2 3,6 0,5
INIL8-4.1/7.6b 4,1 0,2 3,1 0,2 2,7 0,2 34 0,2 33 0,5
INIL8-4.1/7.6a 3,9 0,2 34 0,2 2,5 0,2 32 0,2 33 0,5
INIL9-0a 4.8 0,1 4,6 0,1 3,5 0,2 3,6 0,1 4,1 0,6
INIL9-0b 4,7 0,1 43 0,1 2,8 0,2 3,7 0,1 39 0,6
INIL9-4.1a 4.8 0,1 4,6 0,1 2,8 0,2 38 0,1 4,0 0,6
INIL9-4.1b 4,6 0,1 4,3 0,1 3,5 0,2 3,7 0,1 4,0 0,6
INIL9-7.6a 4,6 0,1 4,1 0,1 2,6 0,2 3,1 0,1 3,6 0,6
INIL9-7.6b 4,3 0,1 39 0,1 32 0,2 2,9 0,1 3,6 0,6
INIL9-4.1/7.6a 4,2 0,1 44 0,1 29 0,2 3,7 0,1 3,8 0,6
INIL9-4.1/7.6b 4,6 0,1 43 0,1 2,7 0,2 3,1 0,1 3,7 0,6
INIL10-0a 4,7 0,1 4,5 0,1 3,3 0,2 3,5 0,1 4,0 0,5
INIL10-0b 4,3 0,1 4,0 0,1 2,6 0,2 3,6 0,1 3,6 0,5
INIL10-Oc 4,5 0,1 4,0 0,1 3,6 0,2 3,6 0,1 39 0,5
INIL10-0d 43 0,1 4,5 0,1 3,0 0,2 4,0 0,1 39 0,5
INIL10-1.2a 4,1 0,1 4,5 0,1 3,0 0,2 3,5 0,1 3.8 0,5
INIL10-1.2b 4,2 0,1 4,2 0,1 3,1 0,2 3,2 0,1 3,7 0,5
INIL10-2.2a 4.4 0,1 4,0 0,1 34 0,2 3,6 0,1 39 0,5
INIL10-2.2b 43 0,1 4,0 0,1 3,5 0,2 34 0,1 3,8 0,5
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ANNEXE II1.3 (suite)

INIL10-2.2¢ 4,5 0,1 4,2 0,1 35 0,2 3,5 0,1 39 0,5
INIL10-2.2d 4.4 0,1 4,5 0,1 34 0,2 35 0,1 4,0 0,5
INIL10-3.1a 4.4 0,1 43 0,1 32 0,2 3,6 0,1 39 0,5
INIL10-3.1b 4,6 0,1 4,7 0,1 3,0 0,2 3,6 0,1 4,0 0,5
INIL10-1.2/2.2a 4,1 0,1 4,2 0,1 3,1 0,2 3,0 0,1 3,6 0,5
INIL10-1.2/2.2b 43 0,1 4,5 0,1 33 0,2 3,7 0,1 39 0,5
INIL11-0a 43 0,1 4,1 0,1 2,8 0,2 33 0,2 3,6 0,5
INIL11-0b 4,1 0,1 4.4 0,1 NA NA 3,2 0,2 3,6 0,5
INIL11-1.2a 3,9 0,1 4,0 0,1 2,8 0,2 3,1 0,2 34 0,5
INIL11-1.2b 4,1 0,1 4,0 0,1 3,1 0,2 3,5 0,2 3,7 0,5
INIL11-2.2a 3,8 0,1 33 0,1 NA NA 33 0,2 32 0,5
INIL11-2.2b 4,2 0,1 38 0,1 2,6 0,2 3,5 0,2 3,5 0,5
INIL11-3.1a 4,6 0,1 3.8 0,1 3,1 0,2 3,6 0,2 3,8 0,5
INIL11-3.1b 43 0,1 4,0 0,1 33 0,2 34 0,2 38 0,5
INIL11-1.2/2.2a 4,0 0,1 4,0 0,1 2,4 0,2 3,1 0,2 34 0,5
INIL11-1.2/2.2b 4,1 0,1 3,6 0,1 2,0 0,2 33 0,2 33 0,5
INIL11-1.2/3.1a 4,2 0,1 4,0 0,1 2,6 0,2 33 0,2 3,5 0,5
INIL11-1.2/3.1b 4,0 0,1 39 0,1 24 0,2 3,6 0,2 3,5 0,5
INIL11-2.2/3.1a 42 0,1 39 0,1 2,5 0,2 34 0,2 3,5 0,5
INIL11-2.2/3.1b 4.4 0,1 4,2 0,1 2,8 0,2 3,5 0,2 3,7 0,5
INIL11-1.2/2.2/3.1a NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
INIL11-1.2/2.2/3.1b 39 0,1 4,0 0,1 24 0,2 3,1 0,2 34 0,5
INIL11-1.2/2.2/3.1¢c 4,0 0,1 3,8 0,1 2,6 0,2 3,0 0,2 33 0,5
INIL12-0a 4,5 0,1 4,5 0,1 32 0,2 4,0 0,1 4,0 0,6
INIL12-0b 4,6 0,1 4,9 0,1 32 0,2 3,7 0,1 4,1 0,6
INIL12-1.2a 4.4 0,1 4,6 0,1 32 0,2 3.8 0,1 4,0 0,6
INIL12-1.2b 4,3 0,1 4.4 0,1 2,2 0,2 3,6 0,1 3,7 0,6
INIL12-2.2a 4,6 0,1 4,5 0,1 32 0,2 3,5 0,1 4,0 0,6
INIL12-2.2b 4,6 0,1 44 0,1 3,0 0,2 3,7 0,1 39 0,6
INIL12-3.1a 4.4 0,1 4,2 0,1 3,0 0,2 3,6 0,1 3,8 0,6
INIL12-3.1b 4,5 0,1 4,6 0,1 32 0,2 3.8 0,1 4,1 0,6
INIL12-1.2/2.2a 4,2 0,1 4,2 0,1 33 0,2 3,7 0,1 3,8 0,6
INIL12-1.2/2.2b 4.4 0,1 4,3 0,1 2,9 0,2 3,5 0,1 3,8 0,6
INIL12-1.2/3.1a 4,6 0,1 44 0,1 2,6 0,2 3,5 0,1 3,8 0,6
INIL12-2.2/3.1a 4.8 0,1 4.4 0,1 2,3 0,2 3,6 0,1 3,8 0,6
INIL12-1.2/2.2/3.1a 43 0,1 4,3 0,1 2,7 0,2 32 0,1 3,6 0,6
INIL12-1.2/2.2/3.1b 38 0,1 4,0 0,1 33 0,2 3,3 0,1 3,6 0,6
INIL13-0a 4,5 0,1 42 0,1 34 0,2 3,6 0,2 4,0 0,5
INIL13-0b 4,3 0,1 44 0,1 2,9 0,2 3,7 0,2 3,8 0,5
INIL13-2.2a 4,6 0,1 4,6 0,1 3,7 0,2 3.8 0,2 42 0,5
INIL13-2.2 b 4,6 0,1 42 0,1 3,8 0,2 3.8 0,2 4,1 0,5
INIL13-3.1a 4.4 0,1 43 0,1 2,9 0,2 3,5 0,2 3,8 0,5
INIL13-3.1b 4,0 0,1 4.4 0,1 NA NA 34 0,2 3,7 0,5
INIL13-7.6a 4,5 0,1 43 0,1 34 0,2 3,5 0,2 39 0,5
INIL13-7.6b 4,6 0,1 42 0,1 32 0,2 3,7 0,2 39 0,5
INIL13-2.2/7.6a 4,2 0,1 44 0,1 35 0,2 3,5 0,2 39 0,5
INIL13-2.2/7.6b 4.4 0,1 4,1 0,1 3,0 0,2 3,7 0,2 3,8 0,5
INIL13-3.1/7.6a 4,1 0,1 4,1 0,1 3,1 0,2 3,3 0,2 3,7 0,5
INIL13-3.1/7.6b 4.4 0,1 4.4 0,1 32 0,2 3,2 0,2 3,8 0,5
INIL13-2.2/3.1/7.6a 4,2 0,1 4,5 0,1 2,8 0,2 3,1 0,2 3,7 0,5
INIL13-2.2/3.1/7.6b 4,3 0,1 43 0,1 3,0 0,2 3,0 0,2 3,7 0,5
INIL14-0a 4,5 0,1 4,0 0,2 2,8 0,2 3,6 0,2 3,7 0,5
INIL14-0b 4,3 0,1 39 0,2 3,1 0,2 34 0,2 3,7 0,5
INIL14-2.2a 4,2 0,1 4,1 0,2 34 0,2 3,2 0,2 3,7 0,5
INIL14-2.2 b 44 0,1 4,1 0,2 2,3 0,2 3,5 0,2 3,6 0,5
INIL14-3.1a 4,3 0,1 39 0,2 3,0 0,2 34 0,2 3,7 0,5
INIL14-3.1b 4,4 0,1 39 0,2 2,7 0,2 3,6 0,2 3,6 0,5
INIL14-7.6a 4,3 0,1 38 0,2 2,6 0,2 34 0,2 3,5 0,5
INIL14-7.6b 4,2 0,1 38 0,2 32 0,2 3,5 0,2 3,7 0,5
INIL14-2.2/3.1a 4,2 0,1 43 0,2 3,5 0,2 3,5 0,2 39 0,5
INIL14-2.2/3.1b 4,5 0,1 3,7 0,2 3,1 0,2 3,2 0,2 3,6 0,5
INIL14-2.2/7.6a 4,0 0,1 4,1 0,2 3,0 0,2 3,1 0,2 3,5 0,5
INIL14-2.2/7.6b 4,1 0,1 4,1 0,2 2,8 0,2 3,5 0,2 3,6 0,5
INIL14-3.1/7.6a 4,3 0,1 39 0,2 3,0 0,2 33 0,2 3,6 0,5
INIL14-2.2/3.1/7.6a 4,1 0,1 4,1 0,2 2,2 0,2 3,3 0,2 34 0,5
INIL15-0a 4,8 0,1 4,6 0,1 32 0,2 3.8 0,1 4,1 0,6
INIL15-0b 4,5 0,1 4,5 0,1 34 0,2 3.8 0,1 4,0 0,6
INIL15-2.2a 4,7 0,1 4,7 0,1 3,0 0,2 3.8 0,1 4,0 0,6
INIL15-2.2 b 4,6 0,1 4,5 0,1 3,1 0,2 39 0,1 4,0 0,6
INIL15-3.1a 4,6 0,1 4,5 0,1 2,8 0,2 4,0 0,1 4,0 0,6
INIL15-3.1b 4,6 0,1 4,7 0,1 3,1 0,2 3.8 0,1 4,1 0,6
INIL15-7.6a 4,5 0,1 4,8 0,1 3,6 0,2 34 0,1 4,1 0,6
INIL15-7.6b 4,8 0,1 4,7 0,1 32 0,2 3.8 0,1 4,2 0,6
INIL15-2.2/3.1a 4,7 0,1 4,6 0,1 3,7 0,2 3.8 0,1 4,2 0,6
INIL15-2.2/3.1b 4,6 0,1 44 0,1 2,6 0,2 39 0,1 39 0,6
INIL15-2.2/7.6a 4,5 0,1 43 0,1 32 0,2 3,8 0,1 39 0,6
INIL15-2.2/7.6b 4.8 0,1 4,1 0,1 35 0,2 3,6 0,1 4,0 0,6
INIL15-3.1/7.6a 4,6 0,1 4,2 0,1 3,1 0,2 3,7 0,1 39 0,6
INIL15-3.1/7.6b 4,6 0,1 4,5 0,1 2,8 0,2 4,0 0,1 4,0 0,6
INIL15-2.2/3.1/7.6a 4,7 0,1 4,6 0,1 2,8 0,2 3.8 0,1 4,0 0,6
INIL15-2.2/3.1/7.6b 4,6 0,1 43 0,1 2,4 0,2 3,6 0,1 3,7 0,6
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ANNEXE IV.1

Additional file 1: DS scores probability in each NIL set at each scoring day

A Experiments #1 and #2. The colors in each bar represent the probabilities of scores “0” (healthy plant) to “5”
(dead plant), according to the DS rating scale used [26]. At two and three days after inoculation, no DS scores
probability could be calculated from the CLMM model because some lines did not have symptoms.
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ANNEXE IV.1 (suite 1)

Experiment 1 (Strain RB84) | Experiment 2 (Strain Ae109)
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ANNEXE IV.1 (suite 2)

B Experiments #3 and #4. The colors in each bar represent the probabilities of scores “0” (healthy plant) to “5”
(dead plant), according to the DS rating scale used [26]. At two and three days after inoculation, no DS scores
probability could be calculated from the CLMM model because some lines did not have symptoms.
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ANNEXE IV.2

Additional file 2: Effects of NILs carrying single or combined resistance QTL on variables of A. euteiches
life cycle.

A-C/ Single QTL NIL experiment #1; D/ Single QTL NIL experiment #2; E/ Combined and single QTL NIL experiment #4. The first
graph represents, the probability of infection, corresponding to the percentage of plants with symptoms per block for each scoring day.
The second graph represents, the root colonization speed, corresponding to the slope of the DNA amount evolution curve per block for

4
10 days after inoculation, from 10 DNA copies detected. The third graph correspond to the AUDPC calculated from the pathogen
DNA quantification data. Bars represent standard errors. Attribution of each line to LSMeans group(s) is indicated by letter(s),
according to the Tukey test (P<0.05). Blue and red lines indicate the NIL without QTL and the donor line (RIL 847.50), respectively.
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ANNEXE 1IV.2 (suite)
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Effectifs

ANNEXE V.1

Démarche de réduction de I’Intervalle de Confiance (IC) du QTL Ae-Ps7.6 de
résistance a A. euteiches chez le pois

QTL Ae-Ps7.6 (Allele 90-2131, R? < 60%, en condition controlée avec la souche RB84)
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