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CHAPITRE 1  
INTRODUCTION GÉNÉRALE 

 

 

Les associations hôte-pathog e o stitue t u  od le i t essa t pou  l tude de 
l adaptatio , du fait de la d a i ue de o olutio  da s les os st es atu els  ou 
d olutio  s ue tielle da s les ag o os st es  ui git es s st es et ui pe et de 

ai te i  ha ue p otago iste da s l tat le plus adapt  à l aut e. L i t t ui leu  est po t  
est d auta t plus i po ta t lo s ue l adaptatio  apide des pathog es e a e la sa t  
hu ai e ou la s u it  ali e tai e o diale. L appo t de o aissances sur les causes et les 
o s ue es de es adaptatio s s a e a utile au d eloppe e t de thodes de gestio  

durable des populations pathogènes (Aguileta et al. 2009). Les organismes pathogènes de 
plantes sont en particulier responsables de dommages conséquents en agriculture. Ils 
génèrent des pertes économiques importantes, estimées à 45% du potentiel mondial de 
production agricole (Agrios 2005). En effet, les schémas de production agricole intensive 
développés au cours du XXème siècle, privilégiant ota e t l aug e tatio  de la taille des 
pa elles, l utilisatio  de pla tes g ti ue e t ho og es et la du tio  de la di e sit  e  
espèces cultivées, ont favorisé le développement des épidémies (Stukenbrock & McDonald 
2008). “i l utilisatio  assi e de ol ules hi i ues es de i es d e ies s est a e 
être une solution de lutte efficace contre les agents phytopathogènes (Aktar et al. 2009), leur 
usage est d o es et d jà et de ie d a de plus e  plus li it  à l a e i , pou  de ultiples aiso s. 
Leur nocivité pour la santé humaine et leurs impacts sur les écosystèmes, par la pollution des 
sols et des nappes phréatiques, la réduction de la biodiversité et la destruction des ennemis 
naturels des bioagresseurs, ont été mis en évidence à de nombreuses reprises (Savary & Teng 
1994; Colosio et al. 2013). Les pesticides représentent également un poids économique 
important, lié à leur coût direct mais aussi aux coûts externes de gestion, comme ceux liés à 
la dépollution par exemple. Enfin, leur efficacité est parfois remise en cause pa  l e ge e 
de populations de pathogènes résistantes.  

Fa e à e o stat, les politi ues pu li ues s o ie te t e s u e li itatio  de leu  
utilisatio , o e est le as e  F a e a e  la ise e  pla e du Pla  É oph to isant à 

dui e de a i e d asti ue l usage de p oduits ph tosa itai es E gage e t °  du 
G e elle de l e i o e e t, ; Pla  É oph to de du tio  des usages de pesti ides, 
2008). La nécessité de développer et de disposer de moyens de protection des cultures plus 
espe tueu  des essou es atu elles s i pose do  u  peu plus ha ue jou . L utilisatio  de 

la résistance variétale se présente comme une alternative efficace, à faible coût et 
espe tueuse de l e i o e e t. Cepe da t, l a se e de st at gies de déploiement 

raisonnées à des échelles spatiales suffisamment larges (correspondant aux capacités de 
migration du pathogène) et sur des pas de temps suffisamment longs favorise le 
contournement des résistances par les agents pathogènes (Castagnone-Sereno 2002; 
McDonald & Linde 2002; Parlevliet 2002; Brown 2015), remettant en cause les efforts 
su sta tiels de e he he et d i estisse e t alis s pa  les ta lisse e ts pu li s de 
e he he et les e t ep ises p i es de s le tio . Ce i est d auta t plus problématique que le 

temps nécessaire à la création de nouvelles variétés résistantes est souvent très long, de 
l o d e de  a s pou  les ales et de  a s pou  la po e de te e pa  e e ple 
(Rousselle-Bourgeois & Rousselle 1996). En conséquence, la ise e  œu e de st at gies de 
gestio  des sista es a i tales s a e i dispe sa le afi  d e  opti ise  la du a ilit  
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(Cheatham et al. 2009; Mundt 2014). Une résistance est considérée comme durable si elle a 
conservé son efficacité après avoir été utilisée de manière prolongée sur de grandes surfaces 
et e  p se e de l age t pathog e i l  da s u  e i o e e t fa o a le au 
développement de la maladie (Johnson 1984). La du a ilit  d u e sista e d pe d do  de 
la itesse d adaptatio  des populatio s pathog es à la s le tio  u elle e e e. Plusieurs 
pa a t es peu e t odule  ette itesse d adaptatio , tels ue le pote tiel olutif des 
populations pathog es, les o s ue es de l adaptatio  su  les t aits d histoi e de ie du 
pathog e, ou e o e le o e et la atu e des utatio s i pli u es da s l adaptatio  
(Leach et al. 2001; McDonald & Linde 2002; Fabre et al. 2009). Caractériser ces différents 
paramètres représente une étape clé da s l a ti ipatio  du contournement des résistances.  

L u  des ioag esseu s ajeu s de la de po e de te e, i ui e p odu tio  
agricole mondiale, est le nématode à kyste Globodera pallida. Classé sur la liste des espèces 
de quarantaine dans de nombreux pays (Hockland et al. , il fait l o jet d u e lutte 
o ligatoi e e  Eu ope d ap s la di e ti e eu op e e / /CE, ui e o a de 
fo te e t l utilisatio  de la sista e a i tale da s les zo es où es atodes de 
quarantaine sont détectés. Le développement de résistances efficaces contre ce nématode 
représente donc un enjeu majeur. Un facteur de résistance prometteur a été identifié dans 
une accession sauvage de Solanum vernei et introduit dans plusieurs fonds génétiques de 
po e de te e, a outissa t, e  F a e, à l i s iptio  au atalogue de la p e i e variété de 
consommation résistante à G. pallida, Iledher. Solanum vernei est aujou d hui la sou e de 
résistance la plus largement répandue dans les schémas de sélection et, au niveau européen, 
la seule source exploitée dans les variétés commerciales, de consommation comme féculières. 
Cependant, une évolution expérimentale menée en laboratoire a montré que des populations 
françaises de G. pallida étaient capables de contourner cette résistance en quelques 
générations (Fournet et al. 2013).  

Da s l o je tif d a lio e  la du a ilit  de ette sou e de sista e, es t a au  de 
th se se so t i t ess s à l tude du d te i is e ol ulai e de l adaptatio  de G. pallida 
aux résistances de sa plante hôte, via l utilisatio  d app o hes o at i es de g o i ue des 
populatio s, ai si u au  o s ue es de ette adaptatio  su  les t aits d histoi e de ie du 
nématode.  

Ce t a ail de th se s est positio  à l i terface entre pathologie végétale et 
génomique des populations et a donc mobilisé différents concepts et outils référant à ces 
domaines de recherche, que nous exposerons dans ce premier chapitre. Celui-ci se divise en 
trois synthèses bibliographiques. La p e i e a o de l app o he de g o i ue des 
populations employée dans le cadre de notre étude pour identifier les déterminants 
g ti ues de l adaptatio , la seconde développe les contextes évolutifs et agronomiques des 
interactions plante-pathogène et de la durabilité des résistances, tandis que la troisième 
présente le pathosystème Globodera pallida – pomme de terre, modèle de notre étude. Ce 
premier chapitre introductif se conclut par la présentation des objectifs de ce travail de thèse 
et présente les ressources génomiques produites au cours de ce projet.  
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1.1 Identification des loci responsables de l’adaptatio  
 

L u  des o je tifs ajeu s de la iologie oluti e est d ide tifie  les ases g ti ues 
et ol ulai es de l adaptatio , da s le ut de mieux appréhender les liens entre génotypes 
et ph ot pes et d lu ide  les a ismes des changements évolutifs. Malgré de 
o sid a les a a es pou  te te  d attei d e et o je tif, il e iste e o e aujou d hui peu 

de systèmes chez lesquels les gènes i pli u s da s les adaptatio s o t t  ide tifi s. Jus u à 
récemment, répondre à cet objectif restait méthodologiquement limité pour la majorité des 
organismes. Cependant, le développement récent d outils et de thodes adapt s permet 

ai te a t d e isage  de relever ce défi. Les progrès récents des outils de biologie 
ol ulai e et de g o i ue pe ette t aujou d hui d a oi  a s à la a iatio  g ti ue à 

l helle du g o e,  o p is hez des esp es o -modèles. À partir de ces données et 
grâce à des approches de génomique des populations, un champ disciplinaire émergeant à 
l i te fa e e t e g ti ue des populatio s et g o i ue, il est possi le d ide tifie  les 
régions du génome soumises à la s le tio  da s le ad e d e e ts adaptatifs. Dans cette 
p e i e pa tie, ous e ie d o s su  le o ept d adaptatio , a a t de d fi i  les thodes 
pe etta t d e  d te te  les ases ol ulai es, e  d eloppa t pa ti uli e e t elles ue 
nous avons employées à travers notre étude. Enfin, nous nous i t esse o s à l utilisatio  
d app o hes d olutio  e p i e tale da s e o te te, puis ue est la d a he o igi ale 

ue ous a o s hoisi d adopte  au ou s de ette th se.  
 
 

1.1.1 L’adaptatio  : o epts et a is es 
 

Da s u  o te te de iologie oluti e, l adaptatio  o espo d à l ajuste e t 
fo tio el des o ga is es d u e populatio  afin de mieux répondre aux contraintes de leur 
environnement local. Cet ajuste e t se t aduit pa  l a uisitio  pa  la populatio  d un 
e se le de a a t isti ues, d te i es g ti ue e t, g â e à l a tio  de la s le tio  
naturelle, ui fa o ise la t a s issio  des a ia ts a a tageu  d u e g atio  à l aut e. Cela 
a pour conséquence une modification des fréquences alléliques au cours des générations dans 
la population. On parle alors ici de microévolution, par opposition à la macroévolution qui 
s i t esse au  ha ge e ts da s les f ue es all li ues à des helles de te ps eau oup 
plus importantes, pendant lesquelles se manifesteront des successions ou émergences 
d esp es li es au  ph o es de sp iatio  et d e ti tio .  

La s le tio  atu elle pe et d augmenter la représentation des individus porteurs 
des a iatio s a a tageuses au sei  d u e populatio  da s u  e i o e e t donné, 
autrement dit leur valeur sélective. La valeur sélective, ou fitness, d u  i di idu se esu e pa  
le nombre de descendants viables et fertiles produits à la génération suivante. Elle est ainsi 
dépendante de sa survie jusqu'au stade adulte et de sa fertilité. Une définition simple de la 
fitness est donc la capacité des organismes à survivre et à se reproduire. Afi  d aug e te  
su ie et ep odu tio  de l o ga is e da s le ilieu, l ajuste e t fo tio el o u  plus 
haut doit s effe tue  su  des t aits liés au succès de ces deux éléments, autrement appelés 
t aits d histoi e de ie. Chez les agents phytopathogènes, plusieurs traits, comme le taux de 
ep odu tio , le tau  de ultipli atio  ou l effi a it  de l i fe tio , so t classiquement utilisés 

pour mesurer la fitness du pathogène (Nelson 1979; Leonard & Czochor 1980; Antonivics & 
Alexander 1989).  



   Chapitre 1 - Introduction générale 

5 
 

On distingue trois types de sélection : directionnelle, divergente et stabilisante (Fig. 
1.1). La sélection directionnelle favorise les individus présentant un même phénotype 
extrême. Elle peut être négative (ou purifiante), quand elle élimine un variant conférant un 
d sa a tage s le tif, ou au o t ai e positi e, ua d elle aug e te la f ue e d u  a ia t 
avantageux qui peut à terme se fixer dans la population. La sélection divergente (ou 
disruptive) est un cas particulier de sélection positive qui favorise les phénotypes des deux 
extrêmes au détriment des phénotypes intermédiaires. Finalement, la sélection stabilisante 
maintient le polymorphisme au i eau d u  lo us, e a t à u  e s de a ia ts au  
f ue es i te diai es da s la populatio  et à l li i atio  des ph ot pes e t es. Elle 
peut être due à un avantage sélectif aux hétérozygotes (on parle dans ce cas de sélection 
balancée), à de la sélection fréquence-dépendante négative, situation dans laquelle les allèles 
a es so t a a tag s, ou e o e à de la s le tio  do t l i te sit  a ie da s le te ps et/ou 

l espa e, a a tagea t alo s diff e ts g ot pes da s diff e ts e i o e e ts.  
 
 

 
Figure 1.1 Les trois types de sélection naturelle. Une population de souris présentant une variation quantitative 
de la coloration du pelage peut être affectée par trois types de sélection : (A) directionnelle, (B) divergente, (C) 
stabilisante. Les flèches blanches représentent les pressions de sélection exercées contre certains phénotypes.  

 
 

Quatre autres forces évolutives sont impliquées dans la variation des fréquences 
alléliques dans les populations.  

La mutation correspond à une modification héritable et aléatoire de la molécule 
d ADN, ui peut t e fi ue, eut e ou faste pou  l o ga is e po teu . C est la sou e 
ultime de la variation génétique observée dans les génomes, sur laquelle va agir la sélection. 
Les taux de mutation varient d u e esp e à l aut e et d u  lo us à l aut e. Celui du atode 
modèle Caenorhabditis elegans est par exemple estimé à 3,1 (± 1,9) x 10-9 
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mutations/site/génération (Denver et al. 2009), ce qui est très faible par rapport aux taux de 
mutation d aut es age ts pathog es, de l o d e de -5 par exemple chez les virus à ARN 
D ake & Holla d . La p o a ilit  d appa itio  d u e utatio  est do  elati e e t 

rare, mais elle peut devenir un évènement important dans de grandes populations.  
La recombinaison est une seconde source de variation génétique et est associée à la 

ep odu tio  se u e. Elle e e  effet de ou elles o i aiso s d all les plut t ue de 
nouveaux allèles) qui génèrent à leur tour de nouveaux phénotypes pouvant présenter des 
valeurs sélectives variables et sur lesquels la sélection peut agir. La probabilité de 
recombinaison dans un génome est inversement corrélée à la distance séparant les 
polymorphismes.  

La dérive génétique représente la fluctuation aléatoire des fréquences alléliques au 
sei  d u e populatio , phénomène i duit pa  l ha tillo age au hasa d de ga tes destinés 
à former la génération suivante. L importance de la dérive est liée à la taille des populations : 
plus une population présente un effectif faible, plus la probabilité que la dérive mène à la 
fi atio  ou la dispa itio  d u  all le est le e (Fig. 1.2). Ce phénomène tend ainsi à éroder la 
a iatio  g ti ue, u elle soit eut e, fa o a le ou d fa o a le, au sei  d u e populatio , 

et peut ainsi favoriser la divergence génétique entre populations.  
 
 

 
Figure 1.2 Illustration du phénomène de dérive génétique. Évolution au cours de 20 générations de 20 allèles à 
20 locus indépendants, dont les fréquences initiales sont de 50% dans (A) une population de 9 individus et (B) 
une population de 50 individus. La force de la dérive est inversement proportionnelle à la taille de la population 
(N), ce qui a conduit à la fixation et la disparition de plusieurs allèles dans la plus petite population.  

 
 

La migration correspond aux flux de gènes réalisés entre populations indépendantes, 
pa  d pla e e t d i di idus ou de ga tes. Les ig a ts peu e t i t odui e da s les 
populations des allèles initialement absents, et ainsi y faire augmenter la variation génétique. 
Ce p o essus te d à ho og ise  les populatio s et s oppose do  à l effet a tagoniste de 
la dérive génétique. Dans beaucoup de systèmes biologiques, les taux de migration dépassent 
de plusieurs ordres de grandeur les taux de mutation et de recombinaison, ce qui en fait la 
source première de modifications de fréquences alléliques sur de courtes échelles de temps, 
et leur confère une importance prépondérante dans le contournement des résistances. Un 
cas particulier de migration est la colonisation d u  ou el habitat. Lorsque des individus 

ig e t pou  fo de  u e ou elle populatio  à dista e de la populatio  d o igi e, il est 
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p o a le u ils e po te t u u e pa tie des all les e ista t da s leu  populatio  d o igi e. 
Cet « effet fondateur » entraîne des conséquences similaires à celles provoquées par un 
goulot d t a gle e t g ti ue ou « bottleneck effect » , ui su ie t lo s u u e 
proportion substantielle de la population disparaît ou est empêchée de se reproduire, à savoir 
une diminution de la diversité dans la nouvelle population (Fig. 1.3).  

 
 

 
Figure 1.3 Illust atio  de l’effet bottleneck. Fai e to e  uel ues illes à t a e s le goulot d u e outeille est 
analogue à une réduction drastique de la taille de la population. Par le biais du hasard, les allèles bleus sont 
surreprésentés dans la nouvelle population, tandis que les allèles jaunes ont été perdus.  

 
 
La g o i ue des populatio s pe et d a o de  des uestio s esse tielles e  iologie 

évolutive O  ; “ti h o e & Hoekst a  : Quelle est l o igi e des a ia ts 
adaptatifs sélectionnés dans un nouvel environnement ? Préexistent-ils dans la population 
a a t le ha ge e t d e i o e e t standing variation) ou émergent-ils après celui-ci 
(new mutation) ? Quels sont le nombre et les effets des mutations impliquées dans 
l adaptatio  ? Celle-ci repose-t-elle su  la s le tio  d u e seule mutation à large effet ou 
provient-elle au o t ai e de o euses utatio s à effet fai le ? L olutio  de t aits 
similaires dans différentes lignées est-elle le p oduit de la s le tio  d u e e utatio  ? 
Existe-t-il des régions du génome plus i pli u es ue d aut es da s le ph o e adaptatif, 
autrement dit quelle est la nature du mécanisme adaptatif ? Les mutations affectent-elles 
p i ipale e t des gio s i t ag i ues ou d aut es gio s, telles ue les gio s 
avoisinantes impliquées dans la régulation de la transcription ?  

Autant de questions centrales dans le contexte de notre étude, et que les outils de 
génomique des populations récemment développés et décrits dans la section suivante 
pe ette t d a o de .  
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1.1.2 D te te  l’adaptation dans les génomes 
 

O  disti gue glo ale e t t ois g a ds t pes d app o hes pou  ide tifie  les lo i 
espo sa les de l adaptatio  Stinchcombe & Hoekstra 2008; Nadeau & Jiggins 2010; Pardo-

Diaz et al. 2015) :  
 

 Les approches de forward genetics : Ces approches cherchent de manière générale à 
ide tifie  les g es o t la t u  t ait adaptatif o u, pa  l utilisatio  de thodes de 
g ti ue d asso iatio  QTL mapping, association mapping ou Genome-wide association 
study) (Stinchcombe & Hoekstra 2008; Nadeau & Jiggins 2010; Stapley et al. 2010). Le principe 
est ici de génotyper à un grand nombre de marqueurs répartis sur le génome des individus 
s g gea t pou  le t ait d i t t, afi  d ide tifie  u e g essio  positi e e t e les g ot pes 
des indi idus au i eau d u  a ueu  et la aleu  de leu  ph ot pe. Il est alo s possi le de 
conclure que le marqueur identifié se trouve à proximité du locus ou QTL (Quantitative Trait 
Locus  i pli u  da s l e p essio  du ph ot pe e  uestio . Ces app o hes sont parfois 

o es s a s g o i ues d asso iatio .  
 

 Les approches de reverse genetics : Elles se réfèrent aux approches de scans 
génomiques de sélection, que nous nommerons simplement dans la suite de ce manuscrit 
scans génomiques. Ces approches cherchent à détecter les signatures laissées par la sélection 
dans le génome. Contrairement aux approches de forward genetics, elles ne requièrent pas 
de connaissance a priori sur le phénotype associé (Luikart et al. 2003; Storz 2005; Bonin 2008; 
Ellegren & Sheldon 2008; Stinchcombe & Hoekstra 2008; Stapley et al. 2010). Le génotypage 
d i di idus à u  g a d o e de a ueu s est i i aussi la gle. “a s do es 
phénotypiques, la détection des loci sous sélection repose uniquement sur des analyses 
statisti ues des f ue es all li ues au i eau des a ueu s. Ces app o hes so t au œu  
d u  ha p de e he he a a t e g  e e t : la génomique des populations.  

 

 Les approches gènes candidats : Cette méthode repose sur une connaissance a priori 
de gènes impliqués dans la formation de phénotypes adaptatifs chez des organismes proches 
de l o ga is e d i t t, ui se o t ai si e plo s hez e de ie .  

 
Dans notre cas, des limites techniques, concernant le matériel biologique, et 

théoriques, sur la connaissance de gènes ou régions génomiques pouvant potentiellement 
i te e i  da s l adaptatio , ous pe ettaie t diffi ile e t d utilise  les app o hes de 
g ti ue d asso iatio  et de g es a didats. Nous a o s do  hoisi de ous tou e  e s 
une approche sans a priori de scan génomique, explicitée plus en détail dans la suite de ce 
chapitre.  

 
 

 Génomique des populations et signature moléculaire de la sélection 
 

Les avancées récentes dans les champs de la bioinformatique et des techniques de 
biologie moléculaire (et en particulier les techniques de séquençage haut-débit, ou NGS pour 
Next-Generation Sequencing) o t o duit à l e ge e de la génomique des populations. 
Cette discipline consiste à appliquer les concepts développés en génétique des populations à 
des jeux de données génomiques. En effet, alors que la génétique des populations se base sur 
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le g ot page d i di idus à uel ues lo i pol o phes, la g o i ue pe et aujou d hui 
d a oi  a s à l i fo atio  su  la a ia ilit  g ti ue à l helle du g o e e tie . Ai si, la 
g o i ue des populatio s peut se d fi i  au se s la ge o e l tude si ulta e de 

o eu  lo i de plusieu s dizai es à plusieu s illio s  da s le ut d app he de  le le 
des différentes forces évolutives sur les variations observées au sein des génomes et des 
populations, pour une meilleure compréhension de leur microévolution (Luikart et al. 2003). 
Selon une définition plus restrictive, cette discipline vise à identifier et différencier les effets 
locus-spécifiques (i.e. adaptatifs  des effets i pa ta t l e se le du g o e i.e. 
démographiques) (Black et al. 2001; Luikart et al. . C est da s e o te te ue la 

alisatio  de s a s g o i ues p e d tout so  se s, puis u ils pe ette t de po d e au 
principal objectif de la génomique des populations, en identifiant les régions du génome 
impactées par la sélection naturelle.  

Cette d a he s a e u iale, pou  deu  aiso s. D u e pa t, o e ous l a o s 
d jà o u , a  est l aspe t ui ous i t esse ici, elle permet de cibler les gènes impliqués 
da s les adaptatio s. D aut e pa t, elle est aussi d u  i t t ajeu  pou  l a lio atio  des 
i f e es su  l histoi e d og aphi ue et oluti e des populatio s. E  effet, e t pe d tude 
nécessite le retrait des loci sous sélection dans les jeux de données, puisque seuls les 
processus impactant le génome dans sa globalité informent de manière fiable sur la 
d og aphie et l histoi e ph log ti ue des populatio s. La p se e de lo i sous s le tio  
dans les jeu  de do es peut i dui e u  iais da s l esti atio  des pa a t es des 
populations, tels que les FST, les taux de migration, les tailles des populations et la phylogénie 
(Luikart et al. 2003). Ainsi, historiquement, les recherches de traces de sélection dans les 
génomes ont avant tout été réalisées dans le but de supprimer les loci non neutres des études 
Beau o t . Aujou d hui, leu  i t t pour l ide tifi atio  des g es espo sa les de 

l adaptatio  est la ge e t e o u et e ploit .  
E  plus de po d e au  e jeu  th o i ues de o p he sio  de l olutio , ette 

ou elle dis ipli e a d i po ta tes appli atio s da s de o eu  do ai es de e he he. 
Un sujet de prédilection de la génomique des populations est l'espèce humaine et en 
particulier les recherches en pharmacogénomique, ce qui explique que dans les années 2000, 
p s des t ois ua ts des tudes de s a  g o i ue po taie t su  l esp e hu ai e (Haasl & 
Pa seu  . L u  des objectifs de ces études est la recherche de gènes de résistance aux 
maladies ou associés à la prédisposition à certaines maladies (Kimura et al. 2007). La 
génomique des populations intervient également dans le domaine de la conservation des 
espèces (Bonin et al. 2007; Russelo et al. , da s l tude de l adaptatio  des pathog es 
aux traitements chimiques (Bonin et al.  et da s l tude de la do esti atio  ‘u i  et al. 
2010, 2012). Les méthodes employées en génomique des populations pe ette t d étudier 
u  la ge pa el d o ga is es, et les tudes e se est eig e t aujou d hui plus u i ue e t à 
quelques espèces modèles. Ceci se vérifie par le fait que depuis 2010, ce sont désormais moins 
de la moitié des études de sca s g o i ues ui o e e t l Homme (Haasl & Payseur 2016).  

La génomique des populations repose sur deux principes fondamentaux. D u e pa t, 
ous l a o s u, le g o e est affe t  da s so  e se le pa  la d og aphie et l histoi e 

évolutive des populations, tandis que la sélection affe te u u e pa tie des lo i, ui 
présentent alors des patrons de variations différents du reste du génome. D aut e pa t, la 
s le tio  d u  lo us a a tageu  affe te gale e t les lo i a oisi a ts. L aug e tatio  e  
fréque e de l all le s le tio  au locus concerné entraîne en effet une augmentation de la 
fréquence des allèles des loci auxquels il est lié (i.e. avec lesquels il est en déséquilibre de 
liaiso , pa  u  effet d autostop ol ulai e, ou hitchhiking effect (Maynard-Smith & Haigh 
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1974) (Fig. 1.4). Cet effet se traduit par une baisse, voire une élimination de la diversité dans 
ces régions génomiques, un processus appelé balayage sélectif (selective sweep). Le 
d s uili e de liaiso  ui e iste e t e le lo us i pli u  da s l adaptatio  et les loci proches 
fait que ces derniers renverront un signal similaire au premier. Ce phénomène crée ainsi un 
îlot de diff e iatio  g ti ue autou  du lo us i pli u  da s l adaptatio , ita le 
sig atu e de la s le tio  da s le g o e. Pa  l a tio  de la e o i aiso  g ti ue, ette 
sig atu e s esto pe p og essi e e t le lo g du h o oso e et au ours du temps.  

 
 

 
Figure 1.4 Illust atio  de l’autostop ol ulai e ou hitchhiking effect (d ap s “to z . Les lignes 
horizontales représentent des chromosomes homologues échantillonnés dans une population et les ronds noirs 
correspondent à des mutations neutres. Le rond blanc correspond à une mutation avantageuse qui apparaît puis 
se fi e apide e t da s la populatio  sous l effet de la s le tio  positi e, e t aî a t a e  elle u e po tio  de 
l haplot pe a est al, ep se t  e  ouge. Les variants neutres initialement liés à la mutation avantageuse 
augmentent alors en fréquence.  

 
 

La sig atu e de la s le tio  est pas la e si elle o e e u e ou elle mutation 
ou une mutation prée ista te da s la populatio . Da s le as d u e ou elle utatio  ui se 
fixe rapidement dans la population, la diversité sera éliminée ou très fortement réduite sur 
une large région génomique, car la recombinaison ne peut pas avoir lieu dans un court 
intervalle de temps. On parle alors de hard sweep. Da s le as d u e adaptatio  à pa ti  d u  
polymorphisme préexistant, ce variant favorable plus ancien a déjà pu recombiner avec les 
sites proches. La diversité est donc moins érodée dans cette région génomique et le balayage 
sélectif est localisé sur une région plus restreinte. On parle ici de soft sweep.  

La détection précise du locus sous sélection par le scan génomique est pas 
o ligatoi e, puis u il e fait pas fo e t pa tie du pa el de a ueu s utilis s. E  e a he, 
il est p o a le u u  des a ueu s soit e  d s uilibre de liaison avec le locus sous sélection, 
et u il soit do  d te t  lo s du s a  g o i ue. La d te tio  d u  sig al de s le tio  est 
ai si a i is e pa  l te due du d s uili e de liaiso  et la de sit  des a ueu s da s le 
génome. 

 
 
 

Sélection positive
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La signature de la sélection dans le génome se retrouve au niveau de quatre éléments :  
 

 la diversité génétique, qui se trouve diminuée dans la région impactée (Fig. 1.5) ;  
 

 le d s uili e de liaiso , ui aug e te o e ous l a o s u autou  du lo us sous 
sélection ;  

 

 le spectre de fréquences de sites polymorphes (SFS, pour Site Frequency Spectrum). 
Celui-ci indique pour chaque fréquence possible la proportion de sites polymorphes où l'allèle 
est trouvé à cette même fréquence. Cette relation est inversement proportionnelle en 
absence de sélection. La sélection induit une déviation de ce SFS : lo s u elle est gati e, le 

o e d all les p se ts à fai le f ue e aug e te, au d t i e t de eu  p se ts à des 
fréquences intermédiaires ou fortes. Un balayage sélectif a globalement les mêmes effets sur 
le “F“, a e  e  plus u  e s d all les à fo tes f ue es. Au o traire, en cas de sélection 
positi e, le o e d all les p se ts en fortes fréquences augmente ;  

 

 la différenciation génétique entre populations, qui augmente dans la région sous 
sélection (Fig. 1.5). En effet, un locus impacté par la sélection dans une population présente 
une variation génétique différente du même locus non impacté par la sélection dans une autre 
population. Les deux populations sont donc génétiquement plus différenciées au niveau de ce 
lo us et au  pol o phis es li s  u au i eau d autres loci non impactés par la sélection 
dans les deux populations.  
 
 
 Les outils de la génomique des populations 
 

Les épisodes adaptatifs laissent des signatures spécifiques dans les génomes. Les 
stratégies utilisées pour les identifier reposent sur le même point fondamental : la vaste 
majorité des loci génotypés suit le même modèle de neutralité, où la a iatio  s uili e à 
une valeur moyenne dépendant du taux de mutation et de la taille de la population. Il est ainsi 
possible de prédire les caractéristiques attendues du patron de polymorphisme sous une 
h poth se de eut alit  l h poth se ulle au se s statisti ue , et de ifie  la o fo it  des 
do es o se es le lo g du g o e. Les a ueu s alida t l h poth se alte ati e so t 
appelés « outliers » et sont indicatifs de régions génomiques potentiellement impactées par 
la sélection. 

À l helle i t a-populationnelle, les méthodes utilisées se basent notamment sur la 
distribution du polymorphisme (SFS) et/ou la mesure de la diversité génétique. Les tests les 
plus pa dus so t le test d E e s-Watterson (Ewens 1972; Watterson 1978), le test HKA 
(Hudson et al. 1987), le test du D de Tajima (Tajima 1989) ainsi que ses extensions (Fu & Li 

; Fa  & Wu . D aut es tests de eut alit  so t as s su  l aluatio  du d s uili e 
de liaiso  et l a al se des haplot pes, tels que le test proposé par Kim & Nielsen (2004), une 
extension du test de Kim & Stephan (2002) initialement basé sur la distribution spatiale des 
sites polymorphes et le SFS, auquel les auteu s o t i o po  l i fo atio  su  la esu e du 
déséquilibre de liaison. Sabeti et al. (2002) ont également proposé un test basé sur la mesure 
de l ho oz gotie haplot pi ue te due EHH, pou  Extended Haplotype Homozygosity) 
pe etta t d ide tifie  les haplotypes caractérisés par de nombreux sites homozygotes (dus 
à la perte de diversité génétique) et présents en fortes fréquences dans la population. 



   Chapitre 1 - Introduction générale 

12 
 

 
Figure 1.5 Co s ue es d’u  ala age s le tif su  la di e sit  u l otidi ue au  sites eut es liés (d ap s 
Storz 2005). Le locus 3 a subi un balayage sélectif dans la population B. Par rapport aux autres loci non liés (1, 2 
et 4), ce locus est caractérisé par une réduction de diversité nucléotidique intra-population (πS) et une 
augmentation de diversité nucléotidique inter-populations (FST) (i.e. augmentation de la différenciation 
génétique entre les deux populations).  

 
 

À l helle i te -populationnelle, la gamme des méthodes se divise en trois catégories, 
ue ous a o s hoisi d e ploite  au ours de notre étude.  

La première catégorie, et la plus ancienne, est composée de tests basés sur le calcul du 
FST (ou de statistiques proches) afin de déterminer si des loci sont sous sélection différentielle 
e t e populatio s ou plus p is e t, si es lo i so t plus diff e i s ue e l est le este 
du génome, supposé neutre). Le FST, ou indice de fixation de Wright, peut se définir comme le 
rapport de la variabilité des fréquences alléliques entre sous-populations sur la variabilité des 
fréquences alléliques au niveau de la population totale. Cet indice varie de zéro à un. Plus sa 
valeur est proche de zéro, plus les populations sont génétiquement proches et plus sa valeur 
est proche de un, plus les populations sont génétiquement différenciées. En pratique, la 
différenciation génétique des populations est considérée comme importante dès que FST > 

Population A

Population B

Proportion de variation 
intra-population

Proportion de variation 
inter-populations
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. . L app o he asée sur le calcul du FST a été initiée par Lewontin & Krakauer dès 1973, sur 
une idée proposée par Cavalli-Sforza (1966). Le test proposé par Lewontin & Krakauer (1973) 
vise à comparer les valeurs des FST estimées à plusieurs loci à une distribution théorique de 
ces valeurs sous un modèle neutre. Ce modèle a cependant été remis en question (Nei & 
Maruyama 1975; Robertson 1975 , ta t pas assez o uste et g alisa le. La d iatio  au 
modèle neutre a de grandes chances de mener à la détection de faux positifs, or le modèle 
neutre sous-ja e t à e test e pe et pas de od lise  l e se le de la di e sit  des 
histoires démographiques et des caractéristiques génétiques des populations. Suite à ce 
dis dit, l app o he e gag e pa  Le o ti  & K akaue   a été abandonnée pendant une 
longue période. À pa ti  des a es , u  egai  d i t t pou  ette app o he s est t aduit 
par le développement de nombreuses méthodes basées sur celle-ci. Ces méthodes présentent 
différentes approches statistiques ou modèles d esti atio  de la dist i utio  eut e, ais 
sont de manière générale basées sur le développement de modèles de génétique des 
populations suffisamment robustes pour servir de modèle neutre, dans le but de diminuer le 
nombre de faux positifs. Une des premières méthodes fut ainsi proposée par Beaumont & 
Nichols (1996) à travers le test FDIST. Parce que de nombreuses espèces montrent une 
structuration complexe de leurs populations, Excoffier et al. (2009) ont étendu FDIST de 
manière à prendre en compte la hiérarchie dans les populations. Bonhomme et al. (2010) ont 
adapté sur la même idée le test de Lewontin & Krakauer (1973). Vitalis et al. (2001) ont 

gale e t p opos  le test Det“el, o sista t à est ei d e l a al se à des s a ios si ples, 
mais réalistes, et à des paires de populations, pour ainsi éviter de devoir émettre des 
hypothèses sur la structure des populations et leur histoire. Plusieurs méthodes basées sur 
des modèles de vraisemblance, généralement dans un cadre hiérarchique bayésien, ont aussi 
vu le jour. Une des premières fut proposée par Beaumont & Balding (2004) et a ensuite permis 
l e ge e de o euses aut es thodes Riebler et al. 2008; Guo et al. 2009; Gompert 
& Buerkle 2011), notamment BayeScan (Foll & Gaggiotti 2008) ou SelEstim (Vitalis et al. 2014). 
Dernièrement, certaines méthodes ont abandonné les FST et leurs p f e t l utilisatio  de 
l a al se e  o posa te principale, telles que PCAdapt (Duforet-Frebourg et al. 2014). 

La deuxième catégorie de méthodes a été initiée par Schlötterer (2002) et se base cette 
fois sur la diminution de la variabilité génétique au sein des populations. Au lieu d utilise  des 
simulations pour générer la distribution attendue sous l h poth se de neutralité comme 
p de e t, l app o he e pi i ue de “ hlötte e  ise à o pa e  la di e sit  g ti ue 
entre deux échantillons en calculant la variance (V) dans la taille des allèles (ce test ayant été 
initialement développé pour les microsatellites) (Schlötte e  , ou l h t oz gotie 
attendue (H) (Kauer et al. 2003; Schlötterer & Dieringer 2005). Il a en effet été montré que les 
logarithmes naturels des ratios V et R sont normalement distribués sous différents scénarios 
démographiques. De la même manière que précédemment, les outliers sont les marqueurs 
sortant des intervalles de confiance.  

Le t oisi e t pe d app o he epose su  la o latio  e t e fréquences alléliques et 
variables environnementales, et se rapprochent en cela des tudes de g ti ue d asso iatio  
génotype-ph ot pe, où le ph ot pe ep se te i i les a ia les de l e i o e e t E ke t 
et al. 2010; Bradbury et al. 2013). Ces approches sont basées sur un modèle développé par 
Nicholson et al. (2002) calculant le patron de covariance des fréquences alléliques entre 
populations, qui permet in fine de teste  l effet li ai e de a ia les e i o e e tales su  
les fréquences alléliques. Une relation significative traduirait alors une sélection différentielle 
entre populations. Coop et al. (2010) ont développé le test BayEnv, basé sur ce modèle. 
Plusieurs auteurs ont étendu cette approche, la plus récente étant BayPass (Gautier 2015). 
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Des méthodes telles que LFMM (Frichot et al. 2013) et gINLAnd (Guillot et al. 2014) ne font 
pas appel à des od les d olutio  eut e, ais o ige t statisti ue e t pou  la st u tu e 
de population.  

Trois types de marqueurs moléculaires sont particulièrement employés dans les scans 
génomiques (Luikart et al. 2003) : les AFLPs (Amplified Fragment-Length Polymorphisms), les 
microsatellites et les SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms). Lors du développement des 
premières méthodes de scans génomiques, seuls les deux premiers types de marqueurs 
étaient accessibles pour caractériser la variation génétique dans les génomes. Cependant, leur 
nombre restreint (quelques centaines) ne permettaient que de couvrir peu densément les 
génomes, rendant ardue la détection des régions impactées par la sélection. En effet, la 
p isio  des a al ses g o i ues est d auta t plus g a de ue le o e de a ueu s est 
important. Le développement des techniques de séquençage haut-débit, la chute de leur coût 
et de la durée de la procédure pe et aujou d hui de cribler beaucoup plus densément le 
génome, et apporte donc des résultats plus précis, en do a t l a s au  pol o phismes 
les plus fréquents au sein des génomes, les SNPs, qui so t aujou d hui des a ueu s de 
référence.  
 

 
 Limites des approches de scan génomique 
 

L a essi ilit  à u  o e oissa t de do es g o i ues et le développement de 
di e ses thodes d a al ses pe etta t d  d te te  les sig au  de la s le tio  o t a outi 
ces dernières années à de nombreuses applications empiriques, pour une large gamme 
d o ga is es, pe etta t de o e e  à le e  le oile su  les ases g ti ues de 
l adaptatio . Cepe da t, es études ont dans le même temps mis en évidence les limites de 
ces approches.  

Plusieurs effets confondants peuvent produire au sein de régions génomiques un 
patron de variation semblable à ce qui est observable lors de balayages sélectifs, affectant 
alors le résultat des scans génomiques en augmentant le nombre de faux positifs. Un des 
effets à p se t ie  o u est l e iste e possi le d u e st u tu atio  a h e da s les 
populatio s ui, si elle est pas p ise e  o pte da s les a al ses, du fait de l utilisation de 

od les t op si plifi s, peut iaise  l esti atio  des FST et ainsi aboutir à une augmentation 
du nombre de faux positifs détectés (Excoffier et al. 2009; Bierne et al. 2013). L histoi e 
démographique des populations est également un élément à prendre en compte dans des 
approches de scan génomique, puisque des changements dans les tailles des populations 
peuvent aboutir à de faux positifs (Teshima et al. 2006; Hermisson 2009). Par exemple, la 
su e ue d u  bottleneck peut se traduire par une augmentation de la variance dans 
l esti atio  des aleu s des FST, mimant alors un évènement de sélection. Pour des 
populatio s e  e pa sio , il peut e iste  u e diff e e de taille effi a e e t e le œu  de la 
population et le front de migration, où celle-ci est réduite. Ainsi, par dérive génétique, un 
allèle rare peut plus facilement augmenter en fréquence et se fixer au niveau du front de 
migration. Ce processus appelé surfing induit une structuration géographique du 
pol o phis e g ti ue, i a t l effet d u e s le tio  asso i e à l adaptatio  à de 
nouvelles conditions environnementales (Klopfstein et al. 2006; Excoffier & Ray 2008). Le 
mode de reproduction est aussi un param t e à o sid e , puis u il d te i e l i po ta e 
du déséquilibre de liaison dans les génomes. En effet, la reproduction sexuée permet la 
recombinaison génétique qui réduit le déséquilibre de liaison, restreignant ainsi le signal de 
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sélection dans une portion relativement faible du génome (de plus en plus faible au fil des 
recombinaisons), tandis que la reproduction asexuée induit un déséquilibre de liaison très fort 

ui peut se p opage  au g o e e tie , et ai si e d e diffi ile l ide tifi atio  de la égion 
g o i ue i pa t e pa  la s le tio . D aut e pa t, la o sa gui it  et so  as e trême, 
l autof o datio , e t aînent un déficit en hétérozygotes dans les populations, conduisant à 
l aug e tatio  du tau  de fau  positifs De Mita et al. 2013). Un autre effet confondant peut 

t e l e iste e de a i es d i o pati ilit  g ti ue e t e populatio s. En effet, des 
incompatibilités génétiques intrinsèques, pré- ou post-zygotiques, et donc indépendantes de 
l e i o e e t, peu e t e  des a i es e dogènes aux flux de gènes qui peuvent co-
lo alise  da s l espa e a e  des a i es e og es dues à la s le tio  ologi ue. Cette 
hypothèse de couplage des barrières (Bierne et al. 2011) peut aboutir à la détection d outliers 
qui ne sont pas impliqués dans l adaptatio  à l e i o e e t, ais ui d oule aie t 
d i o pati ilit s i t i s ues pou a t p -date  l appa itio  de diff e es ologi ues 
entre populations.  

D aut es fa teu s oi s f ue e t it s da s la litt atu e peu e t 
potentiellement réduire la puissance de détection des tests et mener à de faux négatifs (Haasl 
& Payseur 2016), et doivent donc être considérés. La sélection cible des variants qui 
apparaissent dans le génome par divers processus mutationnels (substitution, insertion, 
délétion, transposition, inversion), mais ceux-ci affectent différemment la signature de la 
sélection. Il est par exemple connu que des scans génomiques employant des marqueurs 
microsatellites ont une puissance de détection réduite (Haasl et al. 2014). De plus, il existe 
également une hétérogénéité dans le taux de mutation des différents variants : hez l ho e 
pa  e e ple, le tau  de utatio  des “NPs est de l o d e de −8–10−9 

mutations/site/génération (Nachman & Crowell 2000), tandis que celui des microsatellites 
varie de 10−2 à 10−6 mutations/site/génération, et est en moyenne de 
10−4 mutations/site/génération (Selkoe & Toonen 2006). Comme les mutations, les taux de 
recombinaison sont hétérogènes au sein des génomes. On définit ainsi des régions à fort taux 
de recombinaison, ou hotspots, et des régions dans lesquelles les taux de recombinaison sont 
beaucoup plus faibles, les coldspots. L ide tifi atio  de gio s sous s le tio  eposa t le plus 
souvent sur la détection de loci outlier liés à la mutation sélectionnée et entraînés par 
hitchhiking, celle-ci sera rendu plus facile si elle a lieu dans une région à faible taux de 
e o i aiso , ta dis u u e gio  à fo te e o i aiso  effa e a plus apide e t le sig al 

de sélection aux loci avoisinant la utatio  s le tio e. Cepe da t, l hétérogénéité des taux 
de e o i aiso  peut aussi a outi  à de fau  positifs, pa  l a tio  de la s le tio  pu ifia te. 
En effet, les régions recombinant peu, telles que les régions centromériques, favorisent la 
sélection purifiante et présentent ainsi une diversité réduite. Ceci peut alors induire 
l aug e tatio  e  f ue e d all les diff e ts da s des populatio s disti tes, et do  
l aug e tatio  de la diff e iatio  g ti ue e t e les deu  populatio s da s la gio  
génomique concernée, de façon semblable à une signature de sélection divergente 
(Charlesworth et al. ; Noo  & Be ett ; Tu e  & Hah  . Aujou d hui, les tudes 
permettant de comprendre comment varie le taux de recombinaison le long du génome et 
dans les régions candidates à l adaptatio  et la sp iatio  a ue t e o e. E fi , 
l a hite tu e g ti ue du t ait i flue gale e t su  la puissa e de d te tio . Qua d la 
s le tio  i le des ph ot pes o ple es, est-à-di e do t la a iatio  d pe d de l a tio  de 
plusieurs loci, les tests sont peu puissants pour les détecter. En effet, plus le nombre de 

utatio s i pli u es aug e te, plus l i te sit  de la s le tio  appli u e à ha u e des 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/mec.13339/full#mec13339-bib-0126
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utatio s di i ue, et la sig atu e de s le tio  s e  et ou e att u e P it ha d & Di ‘ie zo 
2010; Le Corre & Kremer 2012).  

Les tests de neutralité utilisés peuvent également être responsables de biais dans les 
résultats. Il a été mis en é ide e ue l utilisatio  de esu es elati es de d te tio  des 
outliers, tels les FST, peut biaiser les résultats des scans génomiques. En effet, le calcul du FST 
étant basé sur le ratio entre diversité intra-population et diversité globale, la diminution du 
premier terme via certains mécanismes (diff e ts de l adaptatio  e t aî e l aug e tatio  
de la valeur du FST et aboutit à la détection de faux positifs (Noor & Bennet 2009; Nachman & 
Payseur 2012; Cruickshank & Hahn 2014). Il a donc été suggéré que des mesures absolues de 
la divergence génétique, indépendantes des niveaux de diversité des populations - comme la 
distance Dxy - seraient préférables, néanmoins celles-ci ne se montrent globalement pas 
performantes pour détecter les régions sous sélection (Cruickshank & Hahn 2014).  

La puissance des différentes approches de scan génomique dépend également de la 
fo e de la s le tio . Les thodes as es su  l esti atio  des FST échouent globalement à 
détecter des vrais positifs quand la sélection est faible, tandis que les méthodes basées sur la 
corrélation entre fréquences alléliques et variables environnementales sont robustes aux 
différentes forces de sélection. En revanche, elles sont sensibles aux corrélations génétiques 
entre populations si celles-ci ne sont pas corrigées (De Mita et al. 2013). Les résultats obtenus 
avec les méthodes as es su  l esti atio  des FST sont également très dépendants des 
modèles démographiques implémentés (De Mita et al. 2013; Lotterhos & Whitlock 2014). 
Comme aucun des modèles démographiques ne correspond jamais parfaitement à la situation 
du jeu de do  test , il est e o a d  d utilise  plusieu s tests de d te tio  d outliers, qui 
permettront de donner plus de poids aux outliers détectés dans les différents tests (Luikart et 
al. 2003; Vasemägi & Primmer 2005; Barret & Hoekstra 2011). Il est ainsi possible de combiner 
plusieu s tests d u e e « famille », tels que plusieurs tests basés sur des comparaisons 
inter-populationnelles, mais aussi d asso ie  des tests i te -populationnels et des tests intra-
populatio els, ou e o e d asso ie  des app o hes de forward genomics et de reverse 
genomics (Stinchcombe & Hoekstra 2008; Butlin 2010; Hohenlohe et al. 2010). Cette dernière 
proposition a par exemple été menée hez des populatio s d pi o he Gasterosteus 
aculeatus, hez les uelles l ide tifi atio  du g e Eda comme responsable de la réduction 
adaptative, hez les fo es d eau dou e, des pla ues osseuses au i eau de l a u e u e 
protection contre la prédation par les vertébrés, moindre en eau douce) a été réalisée en 
combinant notamment une approche de QTL mapping et une étude du déséquilibre de liaison 
dans la région candidate, avec marqueurs microsatellites (Colosimo et al. 2005).  

Des problèmes techniques liés aux NGS peuvent également mener à la détection de 
fau  positifs. L e se le des te h i ues NG“ p se te t des tau  d e eu s lo s de la le tu e 
des bases. Elles peuvent notamment créer des SNPs artificiels en remplaçant une base par une 
autre, ou effectuer des insertions-délétions. Les approches basées sur le séquençage de 
représentations réduites du génome, telles que le RADseq (Restriction site Associated DNA 
sequencing) ou le GBS (Genotyping-By-Sequencing), présentent également des erreurs 
p op es. L u  des iais ajeu s de ces approches est la génération d all les uls, ou allele 
dropout (Arnold et al. 2013; Gautier et al. 2013), causée par une mutation sur le site de 
rest i tio , ui e p he alo s l a tio  de l e z e. “i ette utatio  su  le site de est i tio  
est spécifiquement associée à un allèle d u  pol o phis e p o he, alors ce dernier sera 
absent du jeu de données final, ce qui iaise a l esti atio  des fréquences alléliques en 
simulant une différenciation génétique virtuellement élevée entre populations. Plusieurs 
méthodes existent pour corriger les biais liés à ces problèmes techniques.  
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Une remarque générale souvent soulevée concernant les perspectives des scans 
g o i ues est le fait ue alg  les e tai es d tudes alis es jus u à aujou d hui et a a t 

e  à l ide tifi atio  de gio s a didates à l adaptatio , t s peu a outisse t à 
l ta lisse e t d u  lie  e t e g ot pe, ph ot pe et fitness de l i di idu. La plupa t des 

tudes p oduise t de lo gues listes de g es a didats ui e so t pas sui ies d u e alidatio  
fonctionnelle. Cette dernière étape reste en effet délicate. Les outliers mis en évidence dans 
les tudes e so t pas da s la plupa t des as la utatio  espo sa le de l adaptatio , ais 
simplement des loci liés. L te due du d s uili e de liaiso  peut e d e diffi ile la 
localisation de la mutation responsable. De plus, l app o he de s a  g o i ue ta t u e 
approche sans a priori, elle est souvent réalisée sans aucune connaissance du phénotype. Il 
est donc difficile de mettre en évidence les traits phénotypiques qui diffèrent entre 
populations, qui pourraient en outre donner des indices sur les potentiels gènes sous-jacents.  

 
 

1.1.3 L’app o he d’ volutio  e p i e tale pou  tudie  l’adaptatio  
 

U e ajo it  des tudes de g o i ue des populatio s est aujou d hui alis e su  
des populations naturelles. Cependant, les études basées sur des évolutions expérimentales 
peu e t gale e t t e d u  g a d i t t pou  lu ide  les ases ol ulai es de 
l adaptatio , et fo t de e fait l o jet d u  i térêt croissant (Bank et al. 2014).  

U e tude lassi ue d olutio  expérimentale consiste à exposer, pendant un certain 
o e de g atio s, u e sou he d o ga is e t pi ue e t i us, a t ie et aut es 

microorganismes, ou encore mouche, i.e. Drosophile) à un nouvel environnement, 
pote tielle e t o t aig a t, puis d en évaluer les conséquences sur sa fitness (Bank et al. 
2014). La petite taille de ces organismes permet de réaliser un grand nombre de cultures en 
pa all le et leu  ep odu tio  g ale e t apide pe et de sui e l olutio  sig ifi ati e 
des populations su  u  g a d o e de g atio s. U  e e ple l e est l e p ie e 
la e pa  ‘i ha d Le ski e   su  u e sou he d Escherichia coli (e.g. Lenski et al. 1991), 
ayant abouti après plus de 25 ans à plus de 50 000 générations. Les expériences sont 
cepe da t g ale e t loi  d tre aussi longues, et des expérimentations à plus courts 
termes s i t esse t à des p iodes d adaptatio  plus courtes, dans le but de caractériser les 
effets de la microévolution.  

L i t t de ette app o he est de pou oi  o t le  e p i e tale e t l histoi e 
démographique et les pressions de sélection subies par les populations expérimentales. Elles 
permettent ainsi de pouvoir tester les théories adaptatives qui auraient pu être difficiles voire 
impossibles à tester en populations naturelles, pour des raisons logistiques et 

thodologi ues, ota e t à ause d effets o fo da ts ou de la o ple it  de 
potentielles pressions de sélection en jeu.  

Appliquées à un contexte de génomique des populations, les évolutions 
expérimentales présentent de nouveaux intérêts. Elles ne se restreignent plus à évaluer les 
o s ue es de l adaptatio  à l e i o e e t su  la fitness, elles permettent également de 

fa ilite  l tude des ases ol ulaires (autrement dit, cette fois, des « causes ») de 
l adaptatio . Elles pe ette t do  de fai e le lie  e t e la s le tio  i pos e pa  u  
environnement donné et les changements génotypiques et phénotypiques observés dans la 
population (Martins et al. 2014). Les intérêts relevés précédemment sont toujours vrais ici, et 
permettent de diminuer le risque de faux positifs par le contrôle des divers effets confondants.  
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Les li ites glo ales soule es à p opos de ette app o he se f e t à l i possi ilit  
de rep odui e l ologie d u  e i o e ent naturel (Bailey & Bataillon 2016), et également 
au fait u elles e se est eig e t u à uel ues o ga is es, majoritairement de petites 
espèces asexuées qui se multiplient rapidement. Ces espèces sont le plus souvent facilement 
s ue ça les et l a s à la utatio  i pli u e da s l adaptatio  est direct, ne nécessitant 
pas d app o he de s a  g o i ue. Ma ti s et al.  i di ue t ue peu d e e ples 
d tudes a a t o i  olutio  e p i e tale et es ue çage o plet de génome pour 
la e he he des ases ol ulai es de l adaptatio  e iste t hez des o ga is es 
pluricellulaires sexués, chez lesquels les adaptations proviennent plutôt de mutations 
préexistantes que de nouvelles mutations. 

Au cours de ce projet de th se, ous a o s hoisi d appli ue  ette app o he i o a te 
combinant évolution expérimentale et scan génomique sur des données de 
génotypage/s ue çage. Cette app o he ep se te u  halle ge a  ot e od le d tude 
est un organisme pluricellulaire sexu  e p oduisa t u u e g atio  pa  a . De plus, 
l olutio  e p i e tale a du  « seulement » huit ans, soit huit générations, mais a 
cependant suffi pour mettre en évidence une adaptation phénotypique.  
 
 

1. 2 Interactions plante-pathogène et durabilité des résistances 
 
Les systèmes plante-pathog e ep se te t u  ad e i t essa t pou  l tude de 

l adaptatio . Dans les agros st es, les sultats de e t pe d tude t ou e t e  out e des 
applications concrètes pour une meilleure gestion des résistances. Nous présenterons dans 
un premier temps la dynamique coévolutive qui régit les interactions plante-pathogène. Nous 
expliciterons ensuite ces interactions en présentant les stratégies de résistance mises en place 
dans le règne végétal et le mécanisme de contournement de ces résistances par les 
pathog es. E fi , ous o ue o s les possi les le ie s d a tio s pou  u e essai e 
gestion durable des résistances variétales.  

 
 
1.2.1 La coévolution plante-pathogène 

 
Les pla tes su isse t les atta ues d u e la ge ga e de pathog es i us, i oïdes, 

oomycètes, champignons, bactéries, insectes, nématodes), qui provoquent parfois le 
développement de maladies graves pouvant entraîner des pertes économiques considérables. 
Cependant, malgré une apparente immobilité et passivité face aux agresseurs, les plantes ont 
d elopp  au ou s de l olutio  des s st es de d fe se effi a es o t e ces agents 
pathog es, faisa t de la aladie u e e eptio  plut t u u e gle da s le o de g tal. 
En réponse, les pathogènes ont évolué pour tenter de contourner les défenses de la plante. 
Les systèmes hôte-pathogène sont ainsi basés sur la mise en pla e d u e elatio  étroite entre 
les deu  p otago istes, où ha u  i flue e l olutio  de l aut e : est le ph o e de 
coévolution, principe explicitement formulé pour la première fois par Ehrlich & Raven en 1964. 
Le pathogène possède des gènes qui lui permettent de parasiter la plante, tandis que celle-ci 
possède des g es de sista e pou  lutte  o t e les atta ues d u  spe t e la ge de 
pathogènes. Ces gènes coévoluent au gré des interactions par les pressions de sélection 

u e e e ha ue pa te ai e su  les g es de l aut e. Le ad e o eptuel de ette o olutio  
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a t  d it au t a e s de od les th o i ues. O  se f e p i ipale e t à deu  d e t e 
eux : le modèle de course aux armements et le modèle de guerre des tranchées (Fig. 1.6).  

Le modèle de guerre des tranchées repose su  l e iste e d u  pol o phis e sta le 
dans les populations hôtes et pathogènes, pa  l a tio  de la s le tio  ala e. Chez l age t 
pathog e, l all le o t i ua t le plus à sa fitness va augmenter en fréquence dans la 
populatio , a t u e p essio  de s le tio  su  la populatio  h te. E  po se, l all le le plus 
a a tageu  de l h te a gale e t aug e te  e  f ue e, te da t à dui e la fitness du 
pathog e et do  la f ue e de l all le o espo da t. “ e  sui a u e di i utio  de 
fréquence de l all le de l h te, a a t ue le le e ep e e. “u  le lo g te e, e od le 
o espo d à u e situatio  de sta ilit , où l olutio  epose su  la a iatio  da s le te ps 

des f ue es d all les p e ista ts a ie s, plut t ue su  l appa itio  de ou eau  all les 
(Stahl et al. 1999).  

Le modèle de course aux armements repose de a i e alte ati e su  l appa ition et 
la fixation répétée de nouveaux allèles dans les populations hôtes et pathogènes, conduisant 
da s le e te ps au e pla e e t des all les alte atifs. L all le off a t la eilleu e 
fitness au pathogène va augmenter en fréquence dans la population, au détriment des allèles 

oi s adapt s. Fa e à ette p essio  de s le tio , u  ou el all le de l h te va lui aussi 
augmenter en fréquence et se fixer. En réponse à la diminution de fitness imposée par la 
p essio  de l h te, u  ou el all le a a tageu  appa u dans la population du pathogène sera 
positivement sélectionné, pour que le cycle se répète à nouveau. Ce modèle instable 
o espo d do  à l a uisitio  pe p tuelle de ou elles a es et d fe ses Da ki s & Krebs 

1979).  
Noto s u u  t oisi e od le o ilia t les deu  p de ts, le modèle mixte, a 

gale e t t  p opos , pe etta t ota e t d auto ise  l appa itio  de ou eau  all les 
dans un modèle de type guerre de tranchées.  

Dans les écosystèmes naturels, la dynamique de la coévolution plante-pathogène 
semble suivre largement le modèle de la guerre de tranchées (Brown & Tellier 2011). En 
revanche, dans les agrosystèmes, le déploiement de gènes de résistance sur de grandes 
étendues en monocultu e e t aî e la s le tio  d i di idus pathog es ui s  so t adapt s, 
o ligea t l utilisatio  d u e ou elle sista e, ui s le tio e a à so  tou  de nouveaux 
individus adaptés. Ce processus est une forme de « course aux armements » (Brown & Tellier 

, e s il se ait e o  de pa le  i i de o olutio , l ag i ultu e ode e i te e a t 
directement sur les caractéristiques de l h te, e  hoisissant et en renouvelant elle-même les 
génotypes des plantes cultivées. De plus, face à la forte pression de sélection imposée par la 
résistance de la plante hôte, les populations pathogènes évoluent, mais la population hôte ne 
peut pas répondre naturellement aux changements de fréquence des allèles de virulence 
(terme utilisé ici pour désigner la capacité du pathogène à se multiplier sur un hôte résistant), 
puis u elle se a e pla e. O  pa le i i plut t d olutio  s ue tielle, lo s ue l olutio  
d u e espèce en influence une autre, sans que la réciproque soit vraie (Ridley 1996).  

 
 
1.2.2 Les résistances des plantes 

 
Les plantes présentent deux grandes stratégies de défense : la résistance, qui consiste 

à interdire ou limiter le développement du pathogène et la tolérance, qui consiste à limiter 
l i pa t gatif du d eloppe e t du pathog e su  les pe fo a es de la pla te (Schafer 
1971; Parlevliet 1979), et ui est do  pas u e fo e de résistance (Simms & Triplett 1994). 
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Figure 1.6 Course aux armements et guerre des tranchées : les deu  s a ios de l’ olutio  des i te a tio s 
hôte-pathogène d ap s Te au hi & Yoshida . A. Mod les de l olutio  des f ue es all li ues au ou s 
du temps. Ligne continue : f ue e de l all le du pathogène. Ligne pointillée : f ue e de l all le de l h te. 
B. G alogie d u  lo us i pli u  da s l i te a tio . Lig e o ti ue : g alogie au sei  d u e esp e. Lig e 
pointillée : généalogie chez une espèce proche. Dans le scénario de la course aux armements, un seul allèle 
(indiqué par « A ») est sélectionné quand il confère une fitness plus i po ta te à l o ga is e ui le po te. Les 
autres allèles (indiqués par « x ») sont éliminés de la population. Dans le scénario de la guerre des tranchées, 
deux allèles (indiqués par « A1 » et « A2 ») ou plus sont maintenus au cours du temps. 
 
 

Les plantes disposent de deux types de barrières de résistance. En premier lieu, des 
bar i es o stituti es p e iste t à l ag essio . Cette p e i e lig e de d fe se o t e les 
agents pathogènes est constituée de barrières physiques et/ou chimiques comprenant la 
cuticule, les parois cellulaires, les enzymes antimicrobiennes ou les métabolites secondaires 
(Nürnberger & Lipka 2005). Cependant, certains pathogènes peuvent parvenir à passer ces 
premières défenses en infectant la plante par des ouvertures naturelles telles que les 
stomates, par des blessures ou encore via l a tio  d e z es h d olytiques, qui dégradent la 
cuticule ou la paroi cellulaire ou neutralisent les molécules toxiques en les métabolisant. En 
as d ag essio  i te ie t alo s le deu i e t pe de a i es g tales, les barrières induites. 

En effet, les plantes ont développé un système, gouverné par des facteurs génétiques, qui 
pe et à la fois de d te te  l i t usio  de pathog es et d a ti e  des s st es de d fe se 
faisant intervenir des évènements cellulaires complexes. Ce système est composé de plusieurs 
niveaux qui reflètent la coévolution des interactions hôte-pathogène, et a été formalisé par 
Jones & Dangl (2006) dans le modèle dit « en zig-zag » (Fig. 1.7).  

Guerre des tranchées
Sélection balancée

Course aux armements
Sélection directionnelle récurrente

Fréquence 
allélique
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Figure 1.7 Modèle en zig-zag illustrant les différents niveaux du système immunitaire des plantes d ap s 
Jones & Dangl 2006). 1. La plante détecte les molécules caractéristiques des agents pathogènes (PAMPs, losanges 
rouges) par les epteu s P‘‘s, d le ha t la p e i e a i e de l i u it  PTI . . La s le tio  fa o ise les 
individus pathogènes virulents qui produisent des effecteurs (ronds rouges) interférant avec la PTI, rendant la 
plante sensible (ETS). 3. La sélection favorise les plantes qui possèdent des gènes de résistance dont les produits 
reconnaissent les effecteurs du pathogène (Avr-R , d le ha t la deu i e a i e de l i u it  ETI , e sio  
a plifi e d u e PTI ui f a hit le seuil d i du tio  de la H‘. . La s le tio  fa o ise les i di idus pathog es 
i ule ts a a t pe du l effe teu  ouge ou p se ta t u  ou el effe teu  ond bleu), permettant de supprimer 

l ETI. . La s le tio  fa o ise l appa itio  de ou eau  all les de sista e hez la pla te e a t à de ou elles 
protéines Avr qui reconnaissent les nouveaux effecteurs du pathogène. 

 
 
Un premier niveau de résistance basale, la résistance non-h te, est d a o d is e  

place par la plante. Elle est déclenchée par la reconnaissance de motifs moléculaires 
caractéristiques et conservés entre les différents agents pathogènes (PAMPs, pour Pathogen-
Associated Molecular Patterns). Ces éléments, aussi nommés éliciteurs de réactions de 
défense, peuvent être de nature chimique variée : peptides, protéines, composés lipidiques 
ou encore polymères de sucres (Chisholm et al. 2006; Ingle et al. 2006). La perception de ces 
motifs par la plante, grâce à des récepteurs membranaires appelés Pattern Recognition 
Receptors (PRRs), peut initier une réponse immunitaire de base, la PAMP-Triggered Immunity 
(PTI), qui consiste en une cascade de signaux aboutissant à la mise en place des voies de 
défense a e  p odu tio  d esp es a ti es de l o g e ‘O“, pou  Reactive Oxygene 
Species), dépôt de callose au niveau de la zone infectée ou encore production de protéines de 
type Pathogenesis Related (PR) aux propriétés antimicrobiennes (Jones & Dangl 2006). Malgré 
leu  le da s le d le he e t de la PTI, les PAMPs o t t  o se s lo s de l olutio  des 
agents pathogènes, ce qui suggère un rôle important dans le parasitisme de la plante 
(Chisholm et al. 2006). Cette première composante du système immunitaire végétal est peu 
sp ifi ue, elle peut e  effet t e effi a e o t e l e se le des e es d u e esp e, d u  
ge e ou d u e fa ille d age ts pathog es, ais elle p se te gale e t u e sista e 
modérée, certains pathogènes ayant appris à masquer leur présence en interférant avec les 
oies de d fe se de la pla te g â e à la s tio  d effe teu s, la e da t se si le Effector-
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Triggered Susceptiblity, ETS). Dans ce dernier cas de figure, la plante peut faire intervenir un 
deuxième type de résistance, la résistance hôte. Celle-ci peut être de deux types, qualitative 
ou quantitative, avec des déterminismes différents.  

La résistance qualitative est une résistance mono- ou oligogénique, induite par un ou 
quelques gènes de la plante (ou QTL, pour Quantitative Trait Loci, lo s ue le g e a pas t  
identifié), dits gènes ou QTL majeurs de résistance, qui codent des protéines R impliquées 
dans la reconnaissance spécifique des effecteurs sécrétés par le pathogène. Cette interaction 
spécifique déclenche la deuxième composante du système immunitaire de la plante : l  « 
Effector-Triggered Immunity » (ETI), qui induit u e po se d h pe se si ilit  HR), se 
traduisant par une mort programmée des cellules au niveau des tissus infectés pour isoler et 
i hi e  le d eloppe e t de l age t pathog e Jo es & Dangl 2006). Cette reconnaissance 
spécifique des effecteurs par des gènes majeurs de résistance a été mise en évidence pour la 
pre i e fois pa  Flo  e  , suite à ses t a au  su  l i te a tio  e t e le li  Linum 
usitatissimum) et la rouille du lin (Melampsora lini) (Flor 1971), et formalisée dans le modèle 
« gène-pour-gène ». Ce modèle prédit une réponse de la plante de type « tout ou rien » : 
lo s u u e p ot i e od e pa  u  g e de sista e ‘ d u e pla te i te agit a e  la p ot i e 
od e pa  le g e d a i ule e A  o espo da t de l age t pathog e, l i te a tio  ‘-Avr 

est « incompatible » et conduit à une résistance totale (R et Avr sont des traits dominants). En 
l a se e du g e ‘ et/ou du g e A  o espo da t, l i te a tio  se a dite « o pati le » 
et mènera à la sensibilité de la plante (Fig. 1.8). La plupart des protéines R identifiées à ce jour 
appartiennent à la famille des NBS-LRR (Nucleotide Binding Site - Leucine Rich Repeat) (McHale 
et al. . Les ol ules d a i ule e so t g ale e t i pli u es da s u e fo tio  
p op e de l age t pathog e (Vera Cruz et al. 2000). Ce modèle sous-entend une interaction 
directe de type récepteur-ligand entre la protéine R et la protéine Avr, cependant il est à noter 
que des interactions plus complexes et indirectes peuvent aussi exister. Celles-ci impliquent 
un cofacteur de la plante qui se positionne comme « intermédiaire » da s l i te a tio  : 
l effe teu  agirait sur ce cofacteur, entraînant une modification structurale qui serait ensuite 
détectée par la protéine de résistance (Jones & Dangl 2006; van der Hoorn & Kamoun 2008). 
La résistance qualitative a été très étudiée et est la plus utilis e aujou d hui e  lutte a i tale. 
E  effet, la a tio  d h pe se si ilit  i duite e p o o ue ue de fai les d gâts su  les 
plantes et la forte pression de sélection imposée aux pathogènes rend cette résistance très 
efficace. Cependant, elle est aussi peu durable, à cause du faible nombre de gènes de 

sista e i pli u s da s l i te a tio , et o duit à des o tou e e ts, o e elui 
observé dans les années 1950-1960 aux États-Unis, où chacune des variétés résistantes de blé 
utilisées contre la rouille a été contournée (Browning & Frey 1969).  

La sista e ua titati e est e  e a he i duite pa  l a tio  o i e de plusieu s 
gènes à effets partiels et cumulatifs, appelés gènes ou QTL mineurs de résistance. On parle 
donc de résistance polygénique (Schiff et al. 2001). Elle se traduit par une gamme continue de 
niveaux de résistance chez la plante, qui fonctionne vis-à- is de l e se le des g ot pes de 
l age t pathog e. Il  a pas d i te a tio  sp ifi ue e t e les g ot pes de l h te et de 
l age t pathog e. Ai si, ette sista e e p ot ge pas o pl te e t la pla te de l age t 
pathogène car elle ne permet pas de bloquer entièrement le cycle de développement du 
pa asite, ais ale tit le d eloppe e t de l pid ie da s la ultu e. O  pa le do  
également de résistance partielle (Vanderplank 1968; Parlevliet 1979). Les mécanismes 
moléculaires sous-jacents à ces réponses immunitaires restent cependant peu connus. On 
admet généralement que ce type de résistance est plus durable, de par son déterminisme 
polygénique, qui serait plus long à contourner, et aux pressions de sélection plus faibles 
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exercées sur les populations de pathogènes (Parlevliet & Vanommeren 1988; Palloix et al. 
2009; Delourme et al. 2014). Des études ont cependant déjà mis en évidence de tels 
contournements (Montarry et al. 2012; Caffier et al. 2014).  

 
 

 
Figure 1.8 Schéma des différents scénarios possibles du modèle gène-pour-gène (Flor 1971). L i te a tio  
incompatible, ou résistance de la plante, survient quand le produit de gène de résistance de la plante (R) 
e o aît sp ifi ue e t le p oduit du g e d a i ule e du pathogène (Avr). E  l a se e du g e ‘ et/ou du 

g e A  o espo da t, l i te a tio  est compatible et mène à la sensibilité de la plante.  
 
 

1.2.3 Contournement des résistances 
 

La lutte a i tale s appuie su  l i t odu tio  de sista es da s des variétés cultivées 
par croisements successifs avec des espèces apparentées issues du milieu sauvage. 
Cependant, plusieurs observations ont déjà démontré l e ge e de ou elles populatio s 
de pathogènes virulentes aux résistances déployées, causant en retou  leu  pe te d effi a it  
(McDonald & Linde 2002 . Les d lais de o tou e e t so t a ia les d u  pathog e à 
l aut e et peu e t su e i  à l issue de uel ues ois ou de plusieurs décennies (e.g. Johnson 
1981; Parlevliet 2002; Kang et al. 2005).  
 
 
 Les étapes du contournement 

 
On distingue trois étapes lors du contournement des résistances (Gómez et al. 2009). 

La première étape est l appa itio  d individus virulents dans les populations avirulentes. Elle 
suppose l appa itio  d u e a iatio  g ti ue au i eau du g e d a i ule e o e , 
conférant une perte de reconnaissance par la plante hôte et générant donc une interaction 
compatible. Le mécanisme évolutif principalement en jeu est évidemment la mutation. Outre 
la taille du génome des organismes, la taille de la population est un facteur central dans la 
p o a ilit  d appa itio  de ou eau  uta ts, elle-ci étant plus importante dans de grandes 
populations, ce qui est souvent le cas chez les agents pathogènes (McDonald & Linde 2002). 
La recombinaison peut aussi permettre le brassage génétique et mener à la création de 
o i aiso s d all les pou a t a outi  à la i ule e. C est pa  e e ple le as da s 
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l i te a tio  elo -MNSV (Melon Necrotic Spot Virus , où l a uisitio  de la i ule e est 
pas le fait de su stitutio s u l otidi ues ais d u  ou plusieu s  e e t de 
recombinaison (Diaz et al. 2004). Des individus virulents peuvent néanmoins préexister dans 
la populatio  au o e t du d ploie e t d u e ou elle a i t  sista te, so  
contournement ne nécessitant alors que le franchissement des deux étapes suivantes.  

La deuxième étape est la multiplication des individus virulents dans la population, alors 
en compétition avec les individus avirulents. La taille de la population a également une 
importance majeure ici car elle influence la dérive génétique, pouvant mener à la perte 
al atoi e d u  allèle de virulence dans de petites populations. Des pratiques agricoles comme 
l utilisatio  de pesti ides peu e t t e o sid es o e des e e ts ui i duise t u e 
réduction drastique de la taille des populations. La sélection est la force évolutive la plus 
importante concernant le contournement des résistances et la principale mise en jeu dans 
cette seconde étape. La sélection directionnelle exercée par les nouvelles résistances sur les 
populatio s d age ts pathog es est e  effet ette e t sup ieu e à toutes les autres forces 

oluti es. E  li i a t les i di idus a i ule ts, elles fa o ise t le d eloppe e t d i di idus 
virulents dans la population.  

L tape fi ale du o tou e e t des sista es est la dispe sio  des i di idus 
i ule ts à l helle de la parcelle puis, au-delà, à l e se le des pla tes h tes de 

l ag o os st e. La p i ipale fo e à l œu e i i est la ig atio , ui pe et les flu  de 
gènes dans la métapopulation. Une fois encore, la taille des populations joue un rôle majeur, 
puis ue l a pleu  du ph o e d pe d du o e de ig a ts et do  de la taille de la 
population source - plus une population sera grande, plus la probabilité de migration sera 
importante - ai si ue de la taille de la populatio  d a i e - une petite population sera plus 
fo te e t i pa t e u u e g a de populatio . Les ha ges à g a de helle 
(intercontinentaux) ou à plus petite (pratiques agricoles) provoqués par les activités humaines 
jouent ici un rôle majeur en accentuant considérablement les flux de gènes (McDonald & Linde 
2002).  

 
 
 Contournement et érosion des résistances 

 
Les p o essus de o tou e e t des sista es e so t pas les es s ils 

concernent les résistances dues à des gènes majeurs (résistances qualitatives) ou à des gènes 
mineurs (résistances quantitatives). 

Dans le cas de résistances qualitatives, le contournement des résistances suit 
généralement un cycle dit de « boom and bust » (Figs 1.9A et 1.9B). Dans un premier temps, 
une nouvelle résistance est déployée à large échelle dans l ag os st e, est le boom. La 
résistance provoque une pression de sélection très forte sur la population de pathogènes, qui 
o duit da s u  p e ie  te ps à des du tio s d asti ues des effe tifs des populatio s. “ e  

suit une augmentation de la fréque e des i di idus i ule ts, ui a outit à l e ge e d u e 
ou elle populatio  i ule te apa le de o tou e  la sista e de e ue alo s i utile, est 

le bust. Lo s u u e aut e sista e ajeu e est d plo e, le le e o e e. Ce t pe de 
contournement a été mis en évidence à de nombreuses reprises (McDonald & Linde 2002; 
Rouxel et al. 2003). Les populations de pathogènes pouvant conserver longtemps les allèles 
de virulence adaptés aux gènes R utilisés dans des cultures précédentes, le déploiement 
ult ieu  de ou elles a i t s o te a t u  ou plusieu s de es g es ‘ peut s e  t ou e  
compliqué (Mundt 2014). 
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Da s le as de sista es ua titati es, l tude des o tou e e ts s a e plus 
difficile à réaliser. La réponse des populations pathogènes est en effet beaucoup plus variable 
d u e a e à l aut e e  fo tio  des o ditio s e i o e e tales, et le ph o e est 

gale e t plus le t ue lo s d u  o tou e e t de sista e ajeu . Il a epe da t t  
montré que le contournement de ces résistances était lié à des décalages de phénotypes (Figs 
1.9C et 1.9D  sou e t asso i s à u e aug e tatio  p og essi e de l ag essi it  des 
pathogènes. On parle alors plutôt ici d osio  que de contournement de résistance.  
 
 

 
Figure 1.9 Cha ge e t da s les populatio s de pathog es lo s du o tou e e t d’u e sista e totale A 
et B  et lo s de l’ osio  d’u e sista e pa tielle C et D  d ap s M Do ald & Linde 2002). Lors du 
o tou e e t d u  g e ajeu  de sista e A et B , le passage de l a i ule e à la i ule e est apide et les 

différences de pathogénicité entre individus virulents et avirulents sont claires, le contournement est donc facile 
à détecter. p et  ep se te t les f ue es des all les d a i ule e et de i ule e, espe ti e e t, dans la 
populatio  pathog e. Lo s de l osio  d u e sista e ua titati e, l aug e tatio  de la pathog i it  se fait 
de manière graduelle et les individus présente t u e la ge ga e de pathog i it , l osio  est do  plus 
difficile à détecter.  

 
 
 Coût de l’adaptatio  au  sista es 

 
Les g es d a i ule e so t a a t tout i pli u s da s di e ses fo tio s hez l age t 

pathogène (Vera Cruz et al. 2000). Une mutation au niveau de ce gène peut certes rendre 
l i di idu i ule t et ai si lui pe ett e de o tou e  la sista ce de la plante hôte, mais elle 
peut se produire aux dépens de la perte ou de la modification de la fonction assurée 
initialement par ce gène : c est le oût de la i ule e. Celui-ci peut être plus au moins 
i po ta t selo  la fo tio  p e i e du g e d a i ule e, e  pa ticulier si celui-ci était 
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impliqué dans la fitness de l i di idu Lea h et al. 2001). Bronson & Ellingboe (1986) ont par 
exemple o t  lo s d u e e p ie e de o p titio  su  h te se si le u u e a e i ule te 
d Erysiphe graminis, un champignon du blé, était approximativement 24% moins vigoureuse 

u u e a e a i ule te. D aut es e e ples concernent des oomycètes (e.g. Montarry et al. 
2010), des virus (e.g. Janzac et al. 2010), des bactéries (e.g. Leach et al. 2001) ou des 
nématodes (e.g. Castagnone-Sereno et al. 2007). Confrontés à une plante résistante, les 
individus virulents resteront avantagés face aux individus a i ule ts, puis u ils se o t les seuls 
à voir leur cycle de développement aboutir, si tant est que la diminution de fitness est nulle 
ou faible. En revanche, si la résista e est pas d plo e et si le coût est fort, les individus 
virulents seront contre-sélectionnés et disparaitront de la population (Vanderplank 1968). 
C est su  e p i ipe ue se ase u e ou elle st at gie de s le tio  de sista es, explorée 

ota e t pa  plusieu s uipes f a çaises de e he he s i t essa t à Venturia inaequalis, 
responsable la tavelure du pommier (INRA Angers) et à Phytophthora infestans et P. capsici, 
responsables respectivement du mildiou de la tomate et du piment (INRA Avignon). Plusieurs 
résistances majeures ciblant ces agents pathogènes ont été déployées, mais ont 
systématiquement été contournées. La stratégie étudiée repose sur une première étape 
d ide tifi atio  hez le pathog e d u e p ot i e d a i ule e i dispe sa le à sa su ie et 
pour laquelle une mutation lui serait fatale, puis sur une deuxième tape d ide tifi atio  chez 
l h te du gène de résistance correspondant, qui devrait alors assurer une résistance durable. 
Ce a is e de oût de i ule e est pas pou  auta t g alisa le, il e iste pas pou  
tous les g es d a i ule e Lea h et al. 2001). 

Les coûts de fitness associés au contournement des résistances qualitatives ont été 
eau oup plus tudi s ue eu  asso i s à l osio  des sista es ua titati es. Cepe da t 

l adaptatio  à u e sista e ua titati e peut gale e t a oi  o e onséquence un coût 
de fitness (exemple de l i teraction entre le PVY et le piment, Montarry et al. 2012).  

 
 

1.2.4 Gestion durable des résistances 
 

Une résistance durable se définit comme une résistance qui conserve son efficacité 
après avoir été utilisée de manière prolongée sur de grandes surfaces et en présence de 
l age t pathog e dans un environnement favorable au développement de la maladie 
(Johnson 1984). La conception de stratégies efficaces de gestion des résistances variétales 
s a e i dispe sa le afi  d e  opti ise  la du a ilit . Ce i suppose à la fois d agi  su  les 
st at gies de d ploie e t des sista es, ais gale e t d i t g e  des o aissa es su  
le potentiel évolutif des agents pathogènes (McDonald & Linde 2002).  

 
 

 Du côté de la plante : utiliser des stratégies de déploiement raisonnées 
 
Diverses stratégies de déploiement des résistances peuvent être mises en place afin 

de les rendre plus durables :  
 

 La diversification dans le temps : Elle peut s effe tue  de plusieu s a i es :  
 

 Introgresser différents gènes majeurs de résistance dans différentes variétés et 
remplacer une variété par une autre à chaque contournement. Cependant, le délai de 
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contournement d u e sista e, de l o d e de uel ues a es, est eau oup plus apide 
que le délai de création de nouvelles variétés résistantes, de l o d e de la dizai e oi e la 
i gtai e d a es (Rousselle-Bourgeois & Rousselle 1996).  

 
 Il est aussi possi le d alte e  d u e saiso  à l aut e des a i t s portant des gènes 

de résistance différents, permettant ainsi de freiner considérablement l adaptatio  des 
pathogènes (Turner & Fleming 2002).  

 
 U e aut e solutio  est d alte e  l utilisation de variétés résistantes et sensibles. En 

effet, nous avons vu que la multiplication des individus virulents dans la population est 
permise par la pression de sélection imposée par la résistance sur les individus avirulents. 
L utilisatio  alte ative de plantes sensibles permettrait ainsi de diminuer cette pression de 
s le tio  et li ite ait l aug e tatio  e  f ue e des i di idus i ule ts. Cette stratégie 
s a e ait d auta t plus effi a e si la i ule e est asso i e à u  oût de fitness, aboutissant 
alors à une contre-sélection des virulents sur les plantes sensibles.  

 

 La di e sifi atio  da s l espa e : De la même façon, il est possible de déployer des 
la ges de a i t s se si les et sista tes, à l helle de la pa elle – par rangs alternés ou 

par mélanges au hasard - ou de l os st e. Ce i pe et de dui e la dispe sio  et do  de 
ale ti  l pid ie Pink 2002; Brown 2015 . L effi a it  de ette te h i ue a d jà t  

démontrée lors de la réduction de la propagation épidémique de maladies fongiques, en 
pa ti ulie  da s le as des age ts de ouilles et d oïdiu  des ultu es ali es Wolfe ; 
Smithson & Lenné 1996). Cependant de tels mélanges variétaux peuvent aboutir à des 
difficultés techniques lors de la récolte ou de la transformation. Une deuxième solution est 
alo s l utilisatio  de ultilig es, la ges de se e es de plusieu s lig es ui e diff e t 
que par leurs gènes de résistance (Jensen 1952). 

 

 Le pyramidage de gène : Cette technique consiste à intégrer plusieurs gènes majeurs 
de résistance dans une même plante. Ceci nécessiterait un plus grand nombre de mutations 
chez le pathogène, ce qui, statistiquement, aurait peu de chances de survenir (McDonald & 
Linde 2002). Cette méthode présente toutefois le risque de voir apparaitre un individu 
multivirulent qui rendrait alors tous les gènes de résistance inexploitables (Brown 2015).  
 

 L asso iatio  a e  d aut es thodes de lutte : Cette te h i ue est ota e t ise 
e  œu e da s le as de l utilisatio  de sista es ua titati es pa tielles. Les e e ples les 
plus courants montrent leur association avec des traitements pesticides (Ellissèche et al. 
1999), qui peuvent également parfois être associés à des résistances majeures (Pink 2002).  

 

 La combinaison des deux types de résistance : Cette technique consiste à introduire 
dans des variétés présentant un niveau de résistance partielle satisfaisant des gènes majeurs 
de résistance. Des associations entre QTL et gènes majeurs ont déjà été mises en évidence 
dans des pathosystèmes sauvages (Ericson & Burdon 2009), et ce type de combinaison est 
aujou d hui e ploit  pou  ale ti  le o tou e e t des résistances dans des variétés 
cultivées. Effectivement, la plus grande durabilité de gènes majeurs de résistance lors u ils 
sont associés à des QTL de résistance partielle a été démontrée pour le virus Y de la pomme 
de terre (Palloix et al. 2009), pour le champignon Leptospheria maculans (Brun et al. 2010) et 
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pour deux espèces de nématodes, Globodera pallida (Fournet et al. 2013) et Meloidogyne 
incognita (Barbary et al. 2014). 
 
 
 Du côté du pathogène : une meilleure connaissance du potentiel évolutif et des 
déterminants génétiques de la virulence 

 
Nous avons vu précédemment que les différentes forces évolutives intervenaient dans 

les trois étapes du contournement, et que leur i eau d action était conditionné par des 
caractéristiques propres au pathogène, comme la taille de ses populations par exemple. Ces 
caractéristiques incluent également le spectre d h te, les apa it s de dispersion active ou 
passive, le mode de reproduction ou encore l histoi e de l esp e au cours des derniers 

ill ai es, et d fi isse t ai si so  pote tiel olutif M Do ald & Li de . L histoi e 
oluti e, ui sulte de l a tio  o i e des diff e tes fo es oluti es au ou s du 

temps, déterminera notamment la composition génétique de la population au moment du 
déploiement de la résistance, et ainsi la prée iste e e tuelle da s la populatio  d i di idus 
virulents. La composition initiale et le potentiel évolutif de la population du pathogène sont 
do  des d te i a ts de la du a ilit  d u e sista e. Des tudes su  la iologie et 
l ologie de l esp e et la g ti ue de ses populatio s peu e t pe ett e de d i e les 
a a t isti ues de l esp e it es i-dessus, et ai si d app he de  so  pote tiel évolutif. 

Connaître la composition génétique de la population revient à quantifier la présence 
d i dividus virulents et avirulents dans la population. Pour cela, une étape préliminaire 

essai e est l ide tifi atio  des ases g ti ues et moléculaires de la virulence.  
 
 

1.3 Mod le d’ tude : le pathosystème Globodera pallida / Pomme de terre 
 
Dans cette troisième partie, nous nous attacherons à présenter chacun des membres 

du pathosystème qui nous a servi de modèle pour étudier par une approche de scan 
g o i ue le d te i is e ol ulai e de l adaptatio  d u  pathog e à sa pla te h te. 
Nous ett o s e suite e  a a t les i te a tio s ui i te ie e t au œu  du pathosystème. 
Da s u  de ie  te ps, ous p se te o s e  d tail l olutio  e p i e tale et les résultats 
phénotypiques auxquels elle a permis d a outi , ui o t e  à l e ge e de ce projet de 
th se et fou i le at iel iologi ue essai e à l tude.  
 
 

1.3.1 Le nématode à kyste Globodera pallida 
 
 Le phylum Nemata : Généralités  
 
Morphologie et anatomie 

Les nématodes (du grec nêmatos, « fil », et eidos, « apparence ») sont des organismes 
vermiformes ronds, fins et non segmentés, à symétrie bilatérale (Fig. 1.10). Transparents pour 
la plupart, ils présentent des tailles très variables, pouvant aller de quelques centaines de 
micromètres à plusieurs mètres (Blumenthal & Davis 2004), bien que la grande majorité des 
esp es e d passe pas  à  . Le o ps des atodes est e ou e t d u e uti ule de 
collagène continue et souple, mais très résistante et percée de pores permettant les transferts 
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gazeu . La uti ule est s t e pa  l pide e s itial, sous le uel se t ou e u e paisse 
ou he de us les, e lusi e e t lo gitudi au  il e iste pas de us les i ulai es 

transversaux), qui entourent le tube digestif – o plet et e tilig e, s ou a t pa  la ou he 
et se te i a t pa  l a us – et les glandes génitales (Fig. 1.11). Ces us les auto ise t ai si 
aux nématodes que des mouvements ondulatoires. Les nématodes sont des animaux 
t iplo lasti ues t ois feuillets e o ai es  do t la a it  g ale est u  pseudo œlo e. 
La pression du liquide dans cette cavité joue le rôle de squelette hydrostatique. Les nématodes 
dispose t d u  s st e e eu  o pos  d u  a eau e tou a t le pha  et de deu  e fs 
longitudinaux (ventral et dorsal), mais ne présentent pas de système respiratoire ni 
circulatoire. Les nématodes possèdent des organes sensoriels, les amphides, situées à 
l'extrémité antérieure, et les phasmides, à l'extrémité postérieure. Les sexes sont en général 
séparés. Le mâle est souvent plus petit que la femelle et possède des spicules copulateurs, 
permettant une fécondatio  i te e. L a phi i ie est la st at gie de ep odu tio  la plus 

pa due, ais d aut es st at gies o e la pa th og se et l he aph odis e e iste t. 
La apa it  de ep odu tio  est i po ta te hez eau oup d esp es.  

 
 
 
 

 
Figure 1.10 Structure interne d’u  atode âle et d’u  atode femelle.  
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Figure 1.11 Coupe transversale de nématode. Le pseudo œlo e est pas tapiss  d pith liu  : les organes 
baignent directement dans la cavité générale.  

 
 

Les nématodes ont longtemps été considérés comme un groupe « primitif » du fait de 
leur morphologie très simple. Ils étaient auparavant classés dans le groupe des 
pseudo œlo ates, est-à-di e les o ga is es do t la a it  i te e est pas tapiss e 
d pith liu  sode i ue Fig. 1.12A). Ce groupe était lui-même considéré comme plus 
« primitif » ue les ita les œlo ates e.g. a th opodes, ho d s… , ette disti tio  
s a a t e  alit  a tifi ielle, le œlo e pou a t olue  d u  aspe t « œlo e ai » vers 
un aspect « pseudo œlo e » (le te e pseudo œlo ate a aujou d hui plus de alidit  e  
classification phylogénétique). Sur la base de la phylogénie moléculaire de la séquence 18S de 
l A‘N i oso al, les atodes so t aujou d hui eg oup s a e  les a th opodes do t le plan 
d o ga isatio  est o ple e  au sei  des E d sozoai es, est à di e l e se le des 
Protostomiens possédant un exosquelette et effectuant donc leur croissance par mues 
(Aguinaldo et al. 1997; Adoutte et al. 1999) (Fig. 1.12B). Les nématodes passent en effet par 
quat e ues su essi es a a t d attei d e la fo e adulte, au ou s d u  d eloppe e t 
di e t. Le pla  d o ga isatio  se ait do  o  pas p i iti e e t si ple ais si plifi  à pa ti  
d u  pla  plus o ple e.  

 

 
Figure 1.12 Arbre phylogénétique des Métazoaires (Adoutte et al. 1999). A. Phylogénie « traditionnelle ». B. 
Ph log ie as e su  les s ue es “ de l A‘N i oso al.  

A B
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Diversité spécifique et écologique 
Le phylum Nemata se caractérise par une grande homogénéité des organismes qui le 

composent, sur les plans morphologique et anatomique, qui contraste avec leur importante 
diversité spécifique et écologique. On estime entre 40 000 et 10 millions le nombre total 
d esp es da s le ph lu  Ne ata Bla te  et al. 1998; Dorris et al. 1999; Blumenthal & Davis 
2004), ce qui place ce clade au deuxième rang dans le règne animal, derrière les insectes. Plus 
de 26 000 espèces de nématodes ont été décrites à ce jour (Hugot et al. 2001) et réparties en 
deu  lades et i gt o d es. E  te es d i di idus, ils so t les organismes du sol les plus 
a o da ts pa i les tazoai es, a e  u e de sit  d e viron 1 million par m² (Bernard 1992). 
Leu  le da s le ai tie  de l uili e atu el des sols est p i o dial : ils participent à la 
décomposition de la matière organi ue, à l a atio  des sols et à la i ulatio  des ati es 
minérales et organiques. Cependant, de par leur petite taille, ils ne représentent souvent 

u u e fai le p opo tio  de la io asse a i ale totale des sols, soit oi s de % Fie e  et 
al. 2009).  

Cette di e sit  d esp es o upe des i hes ologi ues a i es su  la pla te. ‘esta t 
inféodés aux milieux humides (leur cuticule percée de pores ne leur permettant pas de retenir 
l eau , les atodes e ploite t a oi s u e di e sit  de ilieu  tels que les océans, les 
eau  dou es, les fluides o po els, les fil s d eau da s le sol ou su  les g tau . Ils se 
répartissent sur toute la surface du globe, sous tous les climats, à toutes les profondeurs et 
altitudes. En cas de conditions environnementales défavorables, ils peuvent entrer en état de 
vie ralentie ou produire des formes de résistance qui peuvent persister plusieurs années. Les 

atodes p se te t des fo es de ie li e te est e ou a i e  ou pa asitai e d a i au  
ou de végétaux). Parmi les espèces décrites, 40% mènent un mode de vie libre, alors que 45% 
sont zooparasites et 15% sont phytoparasites. Une diversité de régimes alimentaires est 
également présente au sein de ce clade. On peut en effet observer des espèces 
bactériophages (e.g. Caenorhabditis elegans), entomopathogènes (e.g. Steinernema spp., 
Heterorhabditis spp.), zooparasites spécialisées dans divers organes (e.g. Ascaris spp., Brugia 
spp.), prédatrices (e.g. Mononchus spp.), phytoparasites des tissus foliaires (e.g. 
Aphelenchoides spp.), des tiges et des bulbes (e.g. Ditylenchus spp.), des graines (e.g. Anguina 
spp.) ou des racines (e.g. Globodera spp.). Les relations hôte-parasite et les cycles biologiques 
sont extrêmement diversifiés. On trouve par exemple des juvéniles zooparasites et des adultes 
libres, des juvéniles phytoparasites et des adultes zooparasites, ou encore des zooparasites à 
plusieurs hôtes successifs. Une majorité des espèces animales et végétales a généralement 
une voire plusieurs espèces de nématodes parasites qui leurs sont associées (Gilabert & 
Wasmuth 2013). Ce tai es esp es pa asite t l Homme, causant des pathologies parfois très 
graves, o e l o ho ose causée par Onchocerca volvulus, ou encore la filariose 
lymphatique causée notamment par Wuchereria bancrofti.  

 
Histoire évolutive 

Les nématodes présentant un corps mou, très peu ont pu être fossilisés, ce qui limite 
la fiabilité des estimations temporelles et du ali age d u e ho loge ol ulai e da s le 
ph lu . O  esti e ait leu  appa itio  au d ut du Ca ie , il  a  illio s d a es 
(Ayala et al. 1998), dans le milieu marin. Les premiers nématodes étaient probablement des 
organismes libres qui se nourrissaient dans le compartiment microbien, et ils auraient dans un 
second temps exploité de nouvelles ressources, apparues plus tardivement, comme des hôtes 
animaux et végétaux (Wang et al. 1999; “a de so  . L appa itio  du pa asitis e 
reste néanmoins difficile à dater. Des traces de nématodes zooparasites ont été identifiées 
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dans les fèces fossilisées de dinosaures data t de  illio s d a es Poi a  & Boucot 
2006; Hugot et al. 2014) et des spécimens de nématodes entomopathogènes ont été 
découverts pi g s da s de l a e data t d au oi s  illio s d a es (Poinar & Poinar 
2003). Ce t pe de fossile a epe da t pas e o e t  d ou e t hez les atodes 
phytoparasites.  

La ajeu e pa tie des o aissa es o e a t l olutio  des nématodes provient 
d tudes po ta t su  l a ato ie o pa e de atodes a tuels, leu s régimes trophiques et 
plus récemment la comparaison de séquences ADN (Powers & Harris 1993; Thomas et al. 
1997). Sur la base des séquences de la petite sous-u it  de l ARN ribosomal, le phylum Nemata 
a été divisé en cinq clades majeurs (Blaxter et al. 1998) (Fig. 1.13), contenant tous des espèces 
aux modes de vies divers. Il apparaît également que la capacité des nématodes à parasiter des 
animaux et des plantes est apparue plusieu s fois au ou s de l olutio . 

 
 

 
Figure 1.13 Arbre phylogénétique du phylum Nemata basé sur les séquences de la petite sous-u it  de l’ADN 
ribosomal d ap s Bla te  et al. 1998). L a e ep se te les i  lades ajeu s u ot s de I à V  ai si ue 
le groupe paraphylétique Chromadorida (C), dont la relation avec les Secernentea (clades III, IV et V) reste 
i e tai e. L ologie t ophi ue i di u e pa  u  s ole  ai si ue des e e ples d esp es so t e seig s 
pour chaque groupe taxonomique. Photos de haut en bas : Meloidogyne incognita, Steinernema masoodi, 
Phasmarhabditis hermaphrodita et Dracunculus medinensis. 
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 Les nématodes phytoparasites  
 
Le parasitisme des végétaux serait apparu à au moins trois reprises au cours de 

l olutio , da s diff e ts o d es : les Dorylaimida, les Triplonchida, les Aphelenchida et les 
Tylenchida (Blaxter et al. 1998) (Fig. 1.13). Bie  u a a t di e g  les u s des autres très 
p o e e t au ou s de l olutio  du ph lu , les atodes ph topa asites poss de t u  
caractère dérivé commun, le stylet (Fig. 1.14). Il s agit d u e aiguille creuse et protractile située 
dans la partie antérieure des nématodes, leur permettant à la fois de perforer la paroi des 
ellules g tales de leu  h te, d i je te  des su sta es, ota e t pou  i dui e le 

développement de structures spécifiques appelées sites nourriciers, et e fi  d aspi e  le 
contenu de ces cellules afin de se nourrir des composés cellulaires des plantes hôtes. Le stylet 
est ai si i dispe sa le pou  l ta lisse e t de la ie pa asitai e. L œsophage joue gale e t 
un rôle important dans ce processus. Celui-ci comprend une partie musculaire et une partie 
glandulaire. La partie musculaire, véritable pompe aspirante et foulante, injecte le produit des 
glandes salivaires dans les cellules, à travers le stylet (Fig. 1.14).  

Du point de vue de leur comportement vis-à-vis des plantes, les nématodes 
phytoparasites peuvent être s pa s e  deu  at go ies d i po ta e i gale : d u e pa t, les 
pa asites des pa ties a ie es, ui s atta ue t au  ul es, au  tiges et au  feuilles. D aut e 
pa t, les atodes tellu i ues, ui effe tue t tout leu  le da s le sol et e s atta ue t 

u au  a i es. Ce so t les plus o eu . Pa i ette at go ie de atodes, o  disti gue 
les ectoparasites, qui ne pénètrent jamais les racines, mais se contentent de les piquer plus 
ou moins profondément en fonction de la taille de leur stylet, et les endoparasites, qui 
pénètrent partiellement ou entièrement dans la racine. Dans ce dernier groupe, on différencie 
les endoparasites migrateurs, qui creusent des cavités à travers les cellules du cortex 
racinaires, et les endoparasites sédentaires, qui sélectionnent un site nourricier et y restent 
fixés tout au long de leur développement. 

Aujou d hui, plus de   esp es de atodes ph topa asites o t t  d ites 
(Decraemer & Hunt 2006). Les dégâts causés par ces nématodes sont estimés à 80 milliards 
de dollars par an (Nicol et al. 2011). Les Dorylaimida et les Triplonchida sont plus 
problématiques par leur rôle de vecteur de virus que pour les dégâts directs qu'ils provoquent 
sur les plantes. Les Tylenchida constituent l'ordre le plus important des nématodes 
phytoparasites, tant en termes de nombre d'esp es u e  te es de dégâts causés aux 
plantes qu'ils parasitent. Cet ordre regroupe neuf familles de nématodes dont les 
Heteroderidae (Ferraz & Brown 2002), responsables des dégâts les plus importants sur les 
plantes. Cette famille comporte une vingtaine de genres dont les nématodes à galles du genre 
Meloidogyne et les nématodes à kyste des genres Heterodera et Globodera (Fig. 1.15). Les 
nématodes à galles et les nématodes à kyste ont été respectivement classés numéros un et 
deux dans le top 10 des nématodes phytoparasites, de par leur importance scientifique et 
économique (Jones et al. 2013). Ces nématodes ont des caractéristiques biologiques très 
proches : e so t des e dopa asites s de tai es iot ophes ui i duise t la ise e  pla e d u  
site nourricier complexe et qui produisent des femelles renflées. Bien que longtemps 
regroupés dans la classification sur la base de leurs caractères morphologiques, de récentes 
études de phylogénie moléculaire ont démontré que les nématodes à kyste et les nématodes 
à galles e pa tageaie t pas d a t e o u  p o he Holterman et al. 2009). Leurs 
caractéristiques communes ne seraient donc que des convergences évolutives apparues 
i d pe da e t au ou s de l olutio . 
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Figure 1.14 Structure de la partie antérieure des nématodes phytoparasites. A. Schéma de la st u tu e d ap s 
Hussey 1989). B. Photo de la partie antérieure de Hemicycliophora sp., faisant apparaître le stylet (photo : Sylvain 
Fournet).  

 
 
 
 

 
Figure 1.15 Synthèse schématique des rangs taxonomiques conduisant au genre Globodera et relations 
phylogénétiques entre certaines espèces du genre Globodera d ap s “u oti  et al. 2006). Les ai es d o igi es 
et les familles des plantes hôtes des espèces sont indiquées.  
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 Le nématode à kyste de la pomme de terre, Globodera pallida  
 
Le nématode à kyste sur lequel est centrée cette étude est le nématode à kyste de la 

pomme de terre Globodera pallida. Il a été décrit pour la première fois par Stone en 1973, qui 
le nomma Heterodera pallida (Stone 1973). Cette espèce était auparavant regroupée avec G. 
rostochiensis, qui attaque également la pomme de terre, sous le nom « Heterodera 
rostochiensis sensu lato ». Skarbilovich (1959) a par la suite décrit le sous-genre « Globodera » 
regroupant les nématodes à kyste rond, ce sous-genre ayant ensuite été élevé au rang de 
genre (Behrens 1975; Mulvey & Stone 1976). La couleur des femelles immatures permet de 
différencier G. pallida et G. rostochiensis : à maturité, les deux espèces deviennent marron, 
mais G. rostochiensis passe par un stade doré alors que G. pallida passe par un stade blanc, 
d où l aut e o  de « nématode blanc de la pomme de terre » donné à G. pallida (« nématode 
doré de la pomme de terre » pour G. rostochiensis). D aut es diff e es epose t su  la taille 
du stylet et la position des boutons basaux.  

Dans le genre Globodera, G. pallida est génétiquement plus proche de G. mexicana 
(Fig. 1.15), ais les deu  esp es se disti gue t pa  leu  ga e d hôte : G. pallida se 
développe sur pomme de terre tandis que G. mexicana se développe sur morelle noire, les 
deux étant également capables de se développer sur tomate. G. pallida présente par contre 
la e ga e d h te ue G. rostochiensis, enfin G. tabacum se développe sur morelle 
noire, tabac et tomate, mais pas sur pomme de terre.  

Globodera pallida est un parasite biotrophe obligatoire spécifique des Solanacées. Il 
parasite en particulier la po e de te e, ai si ue d aut es esp es de Solanum sauvages et 
leurs hybrides, et gale e t la to ate, l au e gi e et uel ues pla tes spo ta es o e la 
douce-amère et la jusquiame noire. 

 
Origine, distribution géographique et structure génétique 

Le genre Globodera o p e d des esp es d o igi es g og aphi ues di e ses : G. 
millefolii et G. artemisiae ati es de l est de l Eu ope et G. tabacum, G. rostochiensis, G. 
mexicana et G. pallida originaires des continents nord et sud-américains (Fig. 1.15). La 
population ancêtre des Globodera sud-a i ai s p o ie d ait d u e dispe sio  depuis 
l A i ue du No d à u e p iode  à  illio s d a es  où l'A i ue du No d et du 
Sud étaient encore connectées. En se basant sur cette hypothèse, on esti e ue l esp e G. 
pallida a divergé des autres Globodera il  a  à  illio s d a es Pi a d et al. 2008). Une 
étude phylogéographique menée le long de la Cordillère des Andes au Pérou a mis en évidence 
une structuration des populations de G. pallida de type sud/nord avec cinq clades distincts 
(Picard et al. 2007) (Fig. 1.16). Cette structuration suggère une évolution des populations de 
G. pallida depuis le sud P ou e s le o d P ou o l e a e  l o og se des A des : 
l olutio  de G. pallida a ai si sui i l olutio  de so  h te p i ipal, la po e de te e 
sauvage (voir partie 1.3.2). La colonisation du nord du Pérou par G. pallida est estimée à 3 à 4 

illio s d a es. Aujou d hui, G. pallida est présent sur tous les continents, aussi bien en 
zo es te p es, au i eau de la e , u e  zo es t opi ales ou sud-tropicales, à des 
altitudes plus élevées (Fig. 1.17).  

Globodera pallida aurait été introduit en Europe au milieu du XIXème siècle, 
p o a le e t pa  l i po t de tu e ules de po e de te e desti s à l a lio atio  de la 
résistance au mildiou. Les individus introduits provenaient de populations de nématodes 
aaaaa  
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Figure 1.16 Phylogénie de populations péruviennes de G. pallida basée sur la séquence partielle du cytochrome 
b et sur 8 marqueurs microsatellites d ap s Pi a d et al. 2007). Cette phylogénie met en évidence une 
structuration de type sud/nord le long de la cordillère des Andes, avec cinq clades distincts (numérotés de 1 à 5).  

 
 

 
Figure 1.17 Carte de répartition du nématode à kyste de la pomme de terre Globodera pallida, au 01/07/2016, 
d’ap s l’O ga isatio  Eu op e e et M dite a e e pou  la P ote tio  des Pla tes OEPP .  
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issues du clade I au sud du Pérou (Plantard et al. 2008). Les populations européennes de 
G. pallida o t do  olu  à pa ti  d u e petite f a tio  des atodes o igi ai es du Pérou : 
elles ne représentent u u e fai le pa tie de la di e sit  au sei  de l esp e G. pallida. En 
utilisant des marqueurs microsatellites et en comparant les populations de G. pallida 
introduites en Europe et les populations du sud du Pérou, Plantard et al. (2008) ont estimé à 
un tiers la réduction de la diversité allélique en Europe par rapport à la diversité native. 

G. rostochiensis a pendant longtemps été le principal nématode ravageur de la pomme 
de te e e  zo es te p es et f oides. L ide tifi atio  d u  g e de sista e actif contre 
G. rostochiensis, et son introgression dans de nombreuses variétés de pommes de terre 
cultivées, a entraîné une pression de sélection sur le terrain en faveur du remplacement de 
cette espèce par G. pallida.  

O  disti gue au sei  de l esp e G. pallida, mais aussi chez G. rostochiensis, des « races 
biologiques », appelées pathotypes, qui regroupent différentes populations présentant les 
mêmes capacités à se multiplier sur un ensemble de génotypes résistants et sensibles de 
Solanum spp. Deux pathotypes différents se comportent donc différemment face à la gamme 
d h te, du point de vue de leur succès parasitaire (voir Encadré 1).  

 
Cycle biologique (Fig. 1.18) 

Le cycle biologique de G. pallida est un cycle biologique typique de nématode à kyste. 
Les exsudats radiculaires de la pomme de terre ont la capacité de faire éclore massivement 
les œufs o te us da s les kystes présents dans le sol. Une humidité suffisante est également 
u  fa teu  i po ta t pou  l losio . Celle-ci est ja ais totale, u e pa tie des œufs esta t 
à l tat de ie late te. Les k stes li e t des formes juvéniles de stade 2 (J2, Fig. 1.19A), la 
p e i e ue pe etta t de passe  du stade J  à J  a a t lieu di e te e t da s l œuf. Grâce 
à leur st let pe fo a t, les J  p t e t pa  la zo e d lo gatio  a i ai e et p og esse t e s 
le cylindre central (Fig. 1.19B), détruisant les cellules corticales situées sur leur passage, grâce 
au stylet et à leu s s tio s gla dulai es. A i s à p o i it  de l e dode e, ils teste t, 
avec leur stylet, les cellules qui les entourent avant de choisir celle qui servira de point de 
d pa t à l i du tio  d u  site ou i ie  (Rice et al. 1985). Les critères qui déterminent ces 
hoi  e so t pas e o e o us. Le st let pe e la pa oi de la ellule hoisie et s e fonce de 

quelques microns sans abîmer la membrane plasmique. Une sécrétion fluide, provenant des 
glandes salivaires ou des amphides, est p ojet e à l i t ieu  de la ellule, i duisa t 
d i po ta ts ha ge e ts ellulai es. Les pa ois lat ales s paississe t alo s ue la pa oi 
distale s a i it. Des plas odesmes se forment entre cette cellule et les cellules adjacentes, 
situ es à l oppos  du st let du atode. Celles-ci se modifient également et la lyse des parois 
situées entre ces cellules entraî e la fo atio  d u e ellule g a te ulti u l ée, à 
cytoplasme dense, le syncytium. Il représente une source nutritive essentielle pour le 
nématode qui est dans l'incapacité d'achever son cycle parasitaire s'il n'est pas fonctionnel. 
L e pa sio  du s tiu  est p i ipale e t lo gitudi ale et se pou suit jus u au quatrième 
stade larvaire (Smant et al. 1998). Il peut être constitué de plus de 200 cellules fusionnées 
(Gheysen & Fenoll 2002). Les nématodes se nourrissent du cytoplasme du syncytium par 
l i te diai e d u  tu e ali e tai e, e s tiu  estant fonctionnel tout au long du 
développement du nématode. Des études montrent que les changements cellulaires ayant 
lieu chez la plante et conduisant à la création du syncytium sont plutôt dus à une manipulation 
du génome des cellules végétales par le nématode, favorisant la surexpression de certains 
gènes, via ses s tio s p o a le e t, plut t u à u e a tio  di e te de es s tio s su  la 
cellule (Goellner et al. 2001; Vercauteren et al. 2002). D'autres gènes sont au contraire sous- 
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Encadré 1 Classification des nématodes à kyste en pathotypes.  
 

Kort et al. (1977) ont tenté d'établir une classification des populations européennes 
de G. pallida et de G. rostochiensis, d ap s leu s taux de multiplication sur une gamme de 
plusieurs génotypes de pommes de terre présentant des résistances contrastées (Tableau 
1.1). Le taux de multiplication est défini par le ratio entre le nombre final (Pf) et le nombre 
initial (Pi) de kystes. On détermine le succès à produire une descendance lorsque Pf/Pi > 

.  alo s ue l he  est d fi i pa  u  atio Pf/Pi < . .  
 
 
Tableau 1.1 Classification des pathotypes de Globodera selon Kort et al. (1977) d ap s Nij oe  & Pa le liet 
1990). + : plante sensible (Pf/Pi > 1.0), - : plante résistante (Pf/Pi < 1.0).  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Ainsi, on distingue trois pathotypes chez G. pallida (Pa1 à Pa3) et cinq chez G. 

rostochiensis (Ro1 à Ro5). Toutefois, le concept de pathotype suppose que l'on connaisse 

les gènes impliqués dans la résistance chez tous les hôtes différentiels, que la résistance 

soit monogénique, et que tous les individus appartenant à un même pathotype aient tous 

les mêmes gènes de virulence. Ces conditions ne sont pas toujours remplies ou sont 

difficiles à vérifier, le schéma proposé par les auteurs reste donc très imprécis. Les seules 

interactions clairement définies concernent les gènes H1 et H2. Le gène H1 originaire d u  
clone de la sous-espèce Solanum tuberosum ssp. andigena permet de différencier les 

pathotypes Ro1 et Ro4 avirulents, des pathotypes Ro2, Ro3 et Ro5 virulents. De la même 

façon, les populations de G. pallida qui ne se développent pas sur les plantes possédant le 

gène H2, originaire d'un clone de S. multidissectum, sont identifiées comme faisant partie 

du pathotype Pa1 (avirulent). Comme la différenciation entre chacun des autres 

pathot pes est pas ette (les taux de développement représentant en fait un continuum 

entre Pa2 et Pa3), on parle de plus en plus de groupes de virulence, comme par exemple 

le groupe de virulence Pa2/3 (virulent sur H2 . À e jou , il est pas possi le de disti gue  
les pathotypes sur la base de tests moléculaires.  

Les populations concernées par notre étude appartiennent au pathotype (ou 

groupe de virulence) Pa2/3.  
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régulés, notamment les gènes impliqués dans les mécanismes de défense des plantes 
(Gheysen & Fenoll 2002). Le nématode est ainsi capable de manipuler le génome des cellules 
nourricières de manière à former, mais aussi à maintenir son site nourricier. Les J2 subiront 
deu  ues su essi es, do a t les ju iles J  puis J , a a t de se t a sfo e  lo s d u e 
dernière mue en adultes sexués. Le syncytium a un rôle essentiel dans la détermination du 
sexe, qui est sous influence purement environnementale : la production de mâles est 
fortement accentuée lorsque le nématode rencontre des conditions adverses (compétition 
intra- ou interspécifique trop importante, mauvais état physiologique de la plante attaquée, 
présence de certains gènes de résistance) et que le fonctionnement du syncytium ne permet 
pas de subvenir aux importants besoins en nutriments du stade femelle (Mugniéry & Fayet 
1981, 1984; Grundler et al. 1991). Les femelles g ossisse t jus u à passe  à travers la surface 
de la racine, mais y restent accrochées par la tête. Elles sont fécondées par les mâles mobiles, 
sortis des racines, qui meurent après la copulation (la reproduction est strictement 
amphimictique). Les mâles sont attirés par les femelles grâce à des phéromones sexuelles, 
sécrétées par la cuticule. La copulation déclenche la ponte des ovocytes. La fécondation et 
l e og se o t lieu da s les oviductes de la femelle, généralement fécondée par 
plusieurs mâles (Green et al. 1970; Triantaphyllou & Esbenshade 1990). Les œufs se 
d eloppe t à l i t ieu  de la fe elle f o d e, p o o ua t le go fle e t de so  o ps (Fig. 
1.19C). Sa cuticule se transforme en une enveloppe de protection : le kyste. Un kyste contient 
plusieu s e tai es d œufs, contenant chacun un juvénile. À maturité, la femelle meurt et le 
kyste se détache de la racine. Il constitue un excellent moyen de dissémination et de 
conservation. Après la première mue, les J2 entrent en diapause. Les juvéniles peuvent, en 
zone tempérée, rester viables pendant 10 à 20 ans (Trudgill et al. 2003). Globodera pallida 

effectue o ale e t u une seule génération par an en zone tempérée, car la diapause 
des J  est le e ue pa  l effet de températures hivernales. Néanmoins, en France, dans des 
situations géographiques favorables à la culture précoce de la pomme de terre, G. pallida peut 
p se te  u e diapause peu p o o e et u  deu i e le peut s i itie  e  auto e su  
repousses de pomme de terre. Le cycle complet dure de 50 à 70 jours, en fonction de la 
te p atu e du sol. Les œufs lose t de faço  helo e d s ue la te p ature atteint 
12°C. Les premiers kystes apparaissent en petit nombre en juin, puis en très grand nombre en 
juillet-août. Leu  fo atio  s a te e  o to e. E  l a se e de la pla te-hôte, la population 
ne décroit que d environ 30% par an et, en cas de forte infestation, celle-ci peut mettre 20 à 
30 ans à disparaître. Les J2 et les mâles so t e ifo es, d u e lo gueu  d e i o   µm 
et 1200 µm respectivement, tandis que les femelles fécondées se transforment en une poche 
sphérique d e i o   µ . 
 
Moyens de mouvement et dispersion 

Globodera pallida a pas de o e  actif de dispersion à large échelle, les mouvements 
se font uniquement sur de courtes distances par les J2 attirées vers les racines de la plante 
hôte et par les mâles. Cette faible capacité de dispersion provoque un déficit en hétérozygotes 
dans les populations de G. pallida (Picard et al.  o e da s les populatio s d aut es 
nématodes à kyste, tels Heterodera schachtii qui attaque la betterave (Plantard & Porte 2004) 
ou G. tabacum qui attaque le tabac (Alenda et al. 2014). Ce déficit en hétérozygotes est 
directement dû aux faibles capacités de dispersion active des larves aboutissant à une 
fréquence élevée de croisements entre apparentés (consanguinité) chez les espèces 
monovoltines comme G. pallida et à l appa itio  d u e sous-structuration à une échelle 
aaaaaa  
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Figure 1.18 Cycle biologique de Globodera pallida (dessin : Pauline Casters-Picard).  

 
 

 
Figure 1.19 Nématode à kyste Globodera pallida et dégâts occasionnés. A. Juvénile de stade 2 (photo : 
University of Nebraska-Lincoln, USA). B. Juvénile dans une racine de pomme de terre, coloré à la fuchsine acide 
(photo : University of Idaho, USA). C. Femelles faisant saillie à la surface de racines de pomme de terre (photo : 
Central Science Laboratory, York, GB). D. Champ de pommes de terre infesté de nématodes à kyste de la pomme 
de terre (photo : Agriculture and Food Science in Northern Ireland).  
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inférieure à celle de la plante (effet Wahlund) chez les espèces polyvoltines comme H. 
schachtii et G. tabacum (Montarry et al. 2015). 

Globodera pallida est disséminé dans de nouvelles aires sous forme de kystes présents 
su  diff e tes sou es d inoculum, telles que pa  o d e d i po ta e  plants de pomme de 
terre, sol, bulbes de fleurs, pommes de terre destinées à la consommation ou à la 
t a sfo atio . Ces de ie s as e so t p o l ati ues ue s il e iste u  is ue de plantation 
ou si au u e p autio  est p ise o e a t le t aite e t des sidus de te e. L eau et le 
vent peuvent également propager les kystes sur de longues distances. Picard & Plantard 
(2006) o t o t  u u e populatio  de G. pallida se d fi issait à l helle d u  assi  de 
p odu tio  de po es de te e, soulig a t ai si l i flue e ajeu e des p ati ues ag i oles 
dans la structuration des populations du nématode. Une étude récente montre que les 
populations de G. tabacum du sud-ouest de la France sont structurées en deux groupes 
génétiques qui correspondent aux limites de deux coopératives tabacoles, ce qui illustre bien 
l i pa t des a ti it s hu ai es su  la dispe sio  des populatio s de ématodes à kyste 
(Alenda et al. 2014). Picard et al. (2004) ont en outre montré chez G. pallida que le maximum 
de variabilité génétique entre individus était retrouvé à l'échelle d'une parcelle et non d'un 
champ ou d'une région, puis Plantard et al. (2008) ont affiné cette observation en concluant 
que la variabilité génétique d u e populatio  se et ou ait à l helle d u e pla te.  

 
Ressources moléculaires 

Thi  et Mug i   o t d elopp  u  p oto ole pe etta t d ide tifie  l esp e 
G. pallida par PCR-RFLP de la séquence ITS (Internal Transcribed Spacers). Un set de 202 
marqueurs microsatellites a été développé au sein de notre équipe de recherche et a été 
utilisé dans le cadre de cette thèse. Le protocole de développement de ces marqueurs est 
renseigné à la partie 3.4.2. Le génome de G. pallida, diploïde et réparti sur 2x9 chromosomes, 
a récemment été séquencé (version Gp.v1.0; Cotton et al. 2014) et est actuellement 
disponible sous la forme de 6873 scaffolds. La taille de cet assemblage est de 124,7 Mb, tandis 
que la taille estimée est de 100 Mb. La N50 est de 122 kb et le contenu en GC est de 36,7 %. 
L a otatio  a hi e de e g o e a a outi à la p di tio  de  419 gènes, avec un score 
CEGMA (Core Eukaryotic Genes Mapping Approach) de 81/85 prédictions de gènes identifiées. 
Les marqueurs microsatellites ont été développés sur une précédente version du génome, 
composée de 17 095 supercontigs (version gpal.201011.supercontigs.fasta, 
http://sanger.ac.uk). Enfin, 9 214 séquences ESTs (Expressed Sequence Tags) sont disponibles 
dans la base de données du NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/).  

Quel ues do es ol ulai es o e a t so  esp e sœu  G. rostochiensis peuvent 
également être exploitées. Une carte génétique a notamment été construite à partir de 
marqueurs AFLPs (Rouppe van der Voort et al. 1999). Elle indique un ratio global distance 
physique/distance génétique de 120 kb/cM. Le génome de G. rostochiensis a également été 
récemment séquencé, pour lequel une annotation experte est disponible (version nGr.v1.0; 
Eves-van den Akker et al. 2016).  
 
Dégâts, impacts économiques et facteurs influençant la nocivité des nématodes 

Globodera pallida cause des dégâts conséquents sur ses hôtes. Le développement et 
le maintien du syncytium rivalise avec la croissance de la plante, et entrave la circulation de la 
sève, entraînant une déficience hydrique et un dérèglement du métabolisme nutritionnel. Les 
racines brunissent, se ramifient et prennent un aspect buissonnant. La croissance de la 
pomme de terre est ralentie, les feuilles inférieures se fanent et meurent. Les feuilles 
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supérieures se décolorent et présentent des tâches brunes en bordure de folioles. La plante 
reste chétive et peu productive. Dans les champs, les attaques se manifestent sous forme 
d îlots i ulai es ou ellipti ues, où les pla tes appa aisse t plus petites ue la o ale et le 
feuillage ne se touche pas entre les rangs (Fig. 1.19D). Néanmoins, les lésions causées au 
système racinaire peuvent aussi ne laisser transparaître aucun symptôme particulier au niveau 
des pa ties a ie es e  d ut d i festatio , et il est ai si diffi ile de de i e  la p se e de 
nématodes sans une analyse précise du sol. De plus, même en cas de forte infestation, les 
symptômes d atta ues su  les pa ties a ie es ne sont pas spécifiques. Ils sont par exemple 
si ilai es à eu  i duits e  as de st ess h d i ue, de a e e i ale ou d e s de 
désherbant. La preuve de la présence de G. pallida s o tie t donc forcément par une 
observation directe de kystes dans le sol, ou de femelles ou kystes sur les racines hôtes, 
isi les à l œil u. L ide tifi atio  sp ifi ue est possi le pa  o se atio  de la ouleu  de la 

femelle au stade approprié, mais une identification précise doit être faite au microscope. 
L esp e peut t e d te i e su  la ase de a a t es o phologi ues, biométriques ou 
moléculaires.  

E  te es d i pa t o o i ue, o  esti e ue les atodes à k ste so t 
responsables de la perte de 9% de la production totale de pomme de terre à travers le monde 
(Turner & Rowe 2006). Jus u à % de la ultu e peut t e pe due ua d les populatio s de 
nématodes atteignent des niveaux importants, par culture répétée de pomme de terre. En 
conditions de forte infestation, le rendement peut même être inférieur à la quantité de 
tubercules plantés (Oerke et al. 1994). Aujou d hui, la situatio  est pa ti uli e e t s ieuse 
concernant G. pallida, en raison du manque de cultivars résistants disponibles dans le 
commerce. Le montant des dégâts est lié au nombre de larves de nématodes par unité de sol 
à la plantation. La détermination de la densité des populations de nématodes peut être 
réalisée par deux méthodes : l a al se du sol et l o se atio  des a i es. Globodera pallida 
provoque des dégâts quantitatifs mais aussi qualitatifs : les piqûres sur tubercule peuvent en 
effet rendre le produit non commercialisable. Des coûts additionnels engendrés par les 
atta ues de atodes so t i puta les à l aug e tatio  de l i igation nécessaire pour 
pallier les perturbations subies par le système radiculaire des plantes parasitées, aux 
i te di tio s d e po tatio  du fait du statut de pa asite de ua a tai e de l esp e, et au  
traitements nématicides coûteux. Les pertes peuvent êt e agg a es a e  d aut es fa teu s 
influençant la plante, tels que la sensibilité variétale, des carences hydriques ou minérales, la 
compétition avec les mauvaises herbes ou encore la p se e d aut es pa asites. L li i atio  
de es atodes s a e difficile en raison de la grande viabilité des J2 dans les kystes.  

Les nématodes étant des animaux édaphiques, les principaux facteurs influençant les 
conditions du sol agissent directement ou indirectement sur leur nocivité. La température est 
par exemple u  fa teu  i po ta t i flue ça t l losio  des œufs, la ep odu tio , la 

oissa e et la su ie. Co e d jà o u , l hu idit  est également un facteur essentiel 
i flue ça t la d a i ue des populatio s. U  e tai  tau  d hu idit  est essai e à 
l losio  des œufs et d aut e pa t, u e hu idit  t op le e e t aî e a u  a ue d o g e 
dans le sol et ainsi une augmentation des toxines produites par des microorganismes 
a a o ies, alo s u u e hu idit  t op fai le o dui a à u  dess he e t a outissa t à 
l i a ti it  ou la o t des i di idus. Les k stes este t epe da t sista ts à la dessi atio . 
D aut es fa teu s environnementaux rentrent aussi en compte : la texture du sol influence le 
d eloppe e t des a i es et l a ti it  et les ou e e ts des ématodes, une mauvaise 
aération entraîne une diminution de la survie et de la densité de la population, et les 
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propriétés chimiques du sol telles que la salinité, le pH, la teneur en matière organique, 
e g ais et pesti ides agisse t su  l losio  et l a ti it  des atodes.  

Du fait des d gâts o sid a les u il e ge d e et de son statut non endémique, G. 
pallida fait partie des organismes nuisibles de quarantaine selon la définition de la FAO 
(1995) : « organisme nuisible qui a une importance potentielle pour l'économie de la zone 
menacée et qui n'est pas encore présent dans cette zone ou bien qui y est présent mais n'y 
est pas largement disséminé et fait l'objet d'une lutte officielle ».  
 
Méthodes de lutte 

De pa  so  statut d o ga is e de ua a tai e, des esu es de lutte o ligatoi e o t e 
G. pallida e iste t à l helle i te atio ale, do t l appli atio  est gie pa  des te tes 
réglementaires. La législation actuellement en vigueur en Europe réfère à la Directive 
européenne 2007/33/CE du 11 juin 2007, transcrite en droit français dans l arrêté du 28 juin 
2010 relatif à la lutte contre G. pallida et G. rostochiensis (voir Encadré 2). Cet arrêté stipule 
que toute parcelle détectée comme contaminée est soumise à des mesures de lutte 
obligatoire et met en particulier en place un dispositif national de surveillance portant sur au 
moins 0.5% des surfaces de production de pommes de terre (hors production de plants).  

Plusieurs stratégies peuvent être employées, de préférence en association, pour lutter 
contre G. pallida :  

  

 La lutte prophylactique : Il convient de prendre toutes les mesures permettant de 
garantir la culture de tubercules, plants et bulbes non porteurs de kystes dans la parcelle et 
l utilisatio  de at iel ag i ole gale e t o  po teu  de k stes.  

 

 La lutte culturale : Une rotation culturale de 5 à 18 ans selon les sols et la quantité 
initiale de nématodes dans le sol (Trudgill et al. 2003) peut être mise en place, afin de 
maintenir ou réduire les populations de nématodes et à condition de contrôler les repousses 
de pommes de terre. Les inconvénients de cette méthode reposent sur sa lenteur, basée sur 
la mortalité naturelle des larves dans les kystes (climat dépendante), et sur le maintien 
pe da t plusieu s a es d u  fo e  de o ta i atio  da s u e zo e se si le, a e  des 
risques de dispersion (eau, vent, instruments agricoles). Une accélération de la 
décontamination peut être réalisée par la mise en place de cultures pièges de pomme de terre. 
Ces cultures sont ensuite détruites mécaniquement ou chimiquement cinq semaines après la 
plantatio . Cette thode e t aî e do  pas de fo atio  de tu e ules fils i de epousse 
estivale, et permet de réduire de 70 à 80% la population. En conditions climatiques favorables 
à la culture précoce de pomme de terre, il est possible de jouer sur le différentiel entre vitesse 
de tu isatio  et itesse de d eloppe e t des atodes. L utilisatio  de ultures pièges 
de contre saison, détruites quelques semaines plus tard, peut ici aussi être préconisée. 
 

 La lutte physique : Deux moyens sont possibles, la solarisation, processus utilisant la 
radiation solaire capturée sous film plastique pour chauffer le sol en surface (50-55°C à 5 cm 
de profondeur et 40-42°C à 20-   de p ofo deu , et l i o datio , pe etta t de tue  les 
nématodes par asphyxie. Cependant, ces techniques présentent des désavantages qui les 
rendent très peu utilisées: l effi a it  de la sola isatio  d pe d du li at lo al Chau i  et al. 
2008) et son application est possible uniquement sur petites surfaces, en station 
e p i e tale ou e  se e, ta dis ue l i o datio  doit t e ai te ue plus de  ois pou  
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être réellement efficace (National Research Council (U.S.) – Committee on plant and animal 
pests , et l exploitation des parcelles après traitement peut être difficile.  
 

 La lutte biologique : L utilisatio  d e e is atu els de G. pallida est possible, tels que 
les champignons Arthrobotrys irregularis et Paecilomyces lilacinus, ou les bactéries des genres 
Bacillus et Pasteuria (Schenck et al. 1977; Sosamma & Koshy 1997). Cependant, ce type de 
lutte est bien trop aléatoire en termes de résultats pour constituer une alternative 
économiquement fiable.  

 

 La lutte chimique : La lutte hi i ue pa  l utilisatio  de nématicides est actuellement 
la méthode la plus efficace. Son utilisation est cependant progressivement abandonnée en 
raison des problèmes environnementaux que posent les produits nématicides. En effet, ces 
produits sont non sélectifs, alors que nous avons u p de e t u u e g a de pa tie des 

atodes du sol joue t u  le i po ta t da s l uili e de elui-ci. Leur coût est 
également conséquent et certains ont été interdits à cause de leur toxicité pour 
l e i o e e t et la sa t  hu ai e, ota e t les fumigants tels que le 1,3-
Dichloropropène. Les non-fumigants nématostatiques (carbamates et organophosphorés) tels 
que le Vydate® ou le Nemathorin® restent autorisés, mais présentent une efficacité moindre.  

 

 La lutte variétale : L utilisatio  de variétés résistantes est une alternative récente, la 
plus intéressante et la moins onéreuse. La culture de variétés résistantes conduit à faire éclore 
les juvéniles dans le sol, puis à les piéger dans les racines, en bloquant leur développement ou 
leur multiplication par le développement massif de mâles (phénomène de masculinisation). 
Après culture, le sol se retrouve ainsi assaini dans une proportion équivalente à celle de 
l losio  des k stes, soit e i o  %. Co pa e à u  t aite e t ati ide, so  efficacité 
est équivalente, voire supérieure, et elle e  o po te pas les i o ie ts 
e i o e e tau . Pa  o s ue t, ette thode de lutte est aujou d hui p i il gi e et la 
création de variétés résistantes est davantage prise en compte dans les programmes de 
sélection. Les résistances génétiques contre les nématodes identifiées à ce jour se sont 
globalement révélées plus durables que celles utilisées contre les champignons ou les 
bactéries pathogènes (Castagnone-Sereno 2002; Molinari 2011). Par exemple, le gène H1 chez 
la pomme de terre a été utilisé pendant plus de 30 ans contre G. rostochiensis (Fleming 1998), 
tandis que le gène Mi-1 a contrôlé pendant plus de 20 ans les nématodes à galles de la tomate 
a a t l appa itio  de uel ues i di idus i ule ts en Californie (Kaloshian et al. 1996). 
Néanmoins, des cas de contournement de gènes majeurs ont déjà été documentés pour 
différentes espèces de nématodes à kyste telles que Heterodera glycines, H. avenae, H. 
schachtii, G. rostochiensis (Huijsman & Lamberts 1972; Lange et al. 1993; Lasserre et al. 1996; 
Dong & Opperman 1997) et récemment pour G. pallida (Mugniéry et al. 2007; Fournet et al. 
2013).  
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Encadré 2 Extrait de la législation européenne relative à la lutte contre les nématodes à 
kyste de la pomme de terre.  
 

Des mesures législatives sont indiquées dans la Directive européenne 2007/33/CE 
du Co seil du  jui  , ui a pou  ut d e p he  la diss i atio  des atodes à 
k ste au sei  de l U io  européenne, sans vouloir les éradiquer car ils sont présents dans 
bon nombre de régions. Cette Di e ti e a t  t a s ite e  d oit f a çais da s l a t  du 
28 juin 2010 relatif à la lutte contre Globodera pallida (Stone) et Globodera rostochiensis 
Wolle e e , atodes à k ste de la po e de te e Mi ist e de l Ali e tatio , de 

l Ag i ultu e et de la P he . Ci-dessous figurent les principaux éléments de cette 
Directive :  
 
● La lutte o t e Globodera pallida (Stone) et Globodera rostochiensis (Wollenweber) est 
obligatoire en tous lieux et de façon permanente sur tout le territoire national (article 1). 
 
● Co e a t les po es de te e de se e e, l a al se de sol pa  le se i e gio al 
chargé de la protection des végétaux (SRPV) est obligatoire avant plantation (article 7). 
L e a e  de d te tio  est effe tu  da s la p iode alla t de la olte de la de i e 
ultu e da s le ha p à la pla tatio  ou à l e t eposage des g tau  a ti le .  

 
● Co e a t les po es de te e desti es à la onsommation ou à la transformation, 
0.5% des surfaces sont analysées chaque année par le SRPV (article 9).  
 
● “i u e pa elle est d la e o ta i e, la pla tatio  de po e de te e est i te dite, 
les repousses doivent être éliminées mécaniquement ou chimiquement et le matériel 
sortant de la parcelle doit être nettoyé (article 11).  
 
● Des d ogatio s à l a ti le  peu e t epe da t t e a o d es : des po es de te e 
sauf po es de te e de se e e  peu e t t e pla t es a e  l a o d du “‘PV et à 

conditio  d utilise  des a i t s sista tes dot es du i eau a i al de sista e 
dispo i le et à i i a d u  deg  de sista e de , ou de olte  a a t l a i e à 

atu it  des fe elles de atode, ou d a oi  d si fe t  la pa elle sous la supe isio  
du SRPV (article 12) . 
 
● Les esu es de l a ti le  so t à appli ue  pou  u e du e i itiale de  a s. Cette du e 
est duite à  a s da s le as de l utilisatio  d u e a i t  sista te ou de la 
d si festatio  du ha p. À l issue de ette p iode i itiale, un examen de détection est à 

ou eau effe tu  et les esu es so t le es si l a al se est gati e. L e se le de la 
procédure est reconduit par périodes de trois ans tant que les nématodes à kyste de la 
pomme de terre sont détectés (article 15).  
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1.3.2 La pomme de terre : hôte principal de Globodera pallida 
 
 Importance socio-économique de la pomme de terre 

 
La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) est une plante à multiplication végétative, 

cultivée pour ses tubercules de manière annuelle. Elle appartient à la famille des Solanacées, 
ui o p e d d aut es esp es l gu i es d i po ta e o o i ue o e la to ate (S. 

lycopersicon), le piment (Capsicum annuum) et l au e gi e (S. melongena). C est la ° 
production agricole mondiale, après la canne à sucre, le maïs, le riz et le blé, et donc la 
première denrée alimentaire non céréalière, avec près de 374 millions de tonnes produites en 
2013 (Fig. 1.20A, données FAOSTAT 2013). L U io  européenne est à la deuxième place des 
régions productrices derrière la Chine et devant l I de et la Russie. Au sei  de l Union 
européenne, la France arrive au troisième rang des pays produ teu s, de i e l Alle ag e et 
la Pologne (Fig. 1.20B, données FAOSTAT 2013). Cultivée dans plus de 150 pays, la pomme de 
terre est un aliment de base pour de nombreux habitants de la planète et joue un rôle clé dans 
le système alimentaire mondial. Elle est facile à cultiver et sa teneur énergétique est élevée. 
Les tu e ules so t u e sou e i po ta te d a ido , de p ot i es, d antioxydants et de 
vitamines (Burlingame et al. 2009). D i i à , il est esti  ue plus de deu  illia ds de 
personnes dans le monde dépendront de la pomme de terre en tant que source 
d ali e tatio  humaine, animale ou de revenus.  
 
 

 
Figure 1.20 Production mondiale de pomme de terre (données FAOSTAT 2013). A. Les dix premières 
productions agricoles mondiales en 2013, en millions de tonnes. B. Production, en millions de tonnes, des dix 
premiers pays producteurs de pomme de terre en 2013.  

 
 
 Taxinomie et origine 

 
L a t e de la pomme de terre sauvage serait apparu à la fin du Crétacé (65 à 80 

illio s d a es  e  A i ue du No d ou A i ue Ce t ale, a a t de se pa d e e  
Amérique du Sud à l Éo e  illio s d a es . Il au ait e suite colonisé des milieux 
favorables vers le nord du Pérou au fur et à mesure de la formation des Andes il y a 20 millions 
d a es, a a t de olo ise  à ou eau l A i ue du No d au Plio e, il y 5 millions 
d années (Hawkes 1990; Rodríguez & Spooner 2009) (voir Encadré 3). 

Pays producteurs de 
pomme de terre

Production 
(millions de tonnes)

Chine 95,99

Inde 45,34

Fédération de Russie 30,20

Ukraine 22,26

États-U is d A i ue 19,72

Allemagne 9,67

Bangladesh 8,60

Pologne 7,29

France 6,95

Pays-Bas 6,58

A B
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  Encadré 3 La petite histoire de la pomme de terre.  
 
● La po e de te e aît il  a   a s, da s la Co dill e des 
A des, da s la gio  du la  Titi a a, où elle pousse à l tat sau age.  
 
 
 

● Les I as o e e t à la ulti e  vers 900 av. JC, et la nomment 
« papa ».  
 
 
 

● Ve s , la po e de te e t a e se l'Atla ti ue a e  les 
conquistadores espagnols de retour des Amériques. Introduite 
d a o d e  Espag e sous le o  de « patata », elle se diffuse 
timidement vers l'Italie et les états pontificaux qui la prénomment 
« taratouffli » (petite truffe).  

 
 
 

● Elle fait une seconde entrée en Europe au milieu du XVIème siècle, cette fois-ci par l'Angleterre où 
l'a ramené l'aventurier Raleigh. Et c'est d'Angleterre qu'elle partira coloniser l'Amérique du Nord. 
“a o u te du te itoi e eu op e  s a l e, pouss e da s les a pag es pa  les fa i es et les 
guerres.  
 
 
 

● E  , elle est e fi  i t oduite e  F a e, ais este a lo gte ps se e à l ali e tatio  
animale. 
 
 
 

● Au XVIIIème siècle, Antoine Augustin Parmentier, pharmacien aux armées, 
découvre ses vertus nutritives pendant son emprisonnement en Prusse. À 
son retour, il la recommande donc pour résoudre le problème des famines 
endémiques qui ravagent encore la France à cette époque. Afin de la faire 
adopte , il a l id e de fai e pla te  des ha ps de po es de te e au  
alentours de Paris et de les faire garder le jour seulement par des soldats. La 
nuit, attirés, les habitants dérobent les précieux tubercules et en assurent 
ainsi la publicité. Le couronnement de l'action promotionnelle de Parmentier 
est le dîner qu'il offre au roi et à la reine en 1785 et au cours duquel ne sont 
servis que des plats comportant des pommes de terre. 
 
 
 

● Au XIXème siècle, d'un légume de jardin, la pomme de terre devient une grande culture. Sa 
production passe de 1,5 million de tonnes en 1803 à 11,8 millions en 1865. Son importance est 
de e ue telle ue, e s , e  I la de, u e atta ue de ildiou et l attitude des Anglais) 
provoqua la mort d'un million de personnes et l'émigration en Amérique d'un million d'autres.  
 
 
 

● Aujou d hui, la po e de te e est de e ue la cinquième 
production agricole mondiale et c est u  ali e t de ase pou  
de nombreux habitants de la planète. Il en existe des milliers de 
variétés et des spécialités régionales dans le monde entier. Elle 
est gale e t utilis e pou  l ali e tatio  a i ale, l e t a tio  
industrielle de la fécule et la production de plants. O  peut s e  
servir pour la distillation, en cosmétique et même pour la 
p odu tio  d le t i it  et la patatog a u e ! 

Photos : Wikipédia (1, 2, 3) et International Potato Center (4). 
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Le genre Solanum comprend environ 1 400 espèces parmi lesquelles 235 sont 
tubéreuses et considérées comme apparentées à la pomme de terre. Celles-ci sont largement 
distribuées sur le continent américain, du sud-ouest des États-U is jus u au sud du Chili et de 
l A ge ti e, du i eau de la e  jus u au  hauts plateau  a di s. Les zo es d o igi e et de 
diversification des esp es tu euses s te de t du ord du Chili au nord du Mexique 
(Rousselle-Bourgeois & Rousselle 1996). Le centre des Andes (Pérou, Bolivie, Équateur) et le 
centre du Mexique sont les régions les plus riches en espèces (Hijman & Spooner 2001). Au 
sein du genre Solanum, la pomme de terre appartient à la section Petota, qui regroupe 
l e se le des po es de te e sau ages et ulti es. L'u e des lassifi atio s les plus 
répandues reconnaît sept espèces de pomme de terre cultivées. L'espèce S. tuberosum est 
divisée en deux sous-espèces : tuberosum et andigena. Parmi ces huit espèces et sous-
espèces, seule Solanum tuberosum ssp. tuberosum est cultivée dans le monde entier, tandis 
que les autres sont circonscrites aux pays andins, où ont été trouvés des milliers de cultivars 
p i itifs. Les o u aut s d ag i ulteu s des A des e ploite t plus de  a i t s de 
pommes de terre locales. On reconnaît généralement environ 150 espèces de pomme de terre 
sauvages, toutes circonscrites au continent américain.  

La sous-espèce Solanum tuberosum ssp. tuberosum est issue de l adaptatio  à la 
tubérisation en jours longs de la sous-espèce andine Solanum tuberosum ssp. andigena, et sa 
variabilité génétique est relativement restreinte. Les clones de la sous-espèce S. tuberosum 
ssp. andigena tu ise t e  jou s ou ts da s leu  zo e d o igi e, et seuls les lo es 
s le tio s i itiale e t pou  leu  aptitude à tu ise  e  jou s lo gs fo e t aujou d hui la 
base génétique des variétés commerciales européennes et nord-américaines de pommes de 
terre (Spire & Rousselle 1996). Cette base génétique restreinte ne couvre donc pas tous les 
besoins des sélectionneurs, surtout en ce qui concerne les gènes de résistance aux ravageurs 
et aux maladies. En revanche, de telles sources de résistances sont présentes dans de 
nombreuses espèces apparentées à S. tuberosum (Ross 1986; Hawkes 1990). Il est ainsi 
possi le d e ploite  pa  oise e t se u  la a ia ilit  g ti ue p se te hez ces espèces, 
qui est particulièrement importante pour la résistance à des stress abiotiques et pour la 
résistance aux bioagresseurs. Des caractères de résistance à de nombreux bioagresseurs ont 
ainsi été introduits dans le génome de S. tuberosum (Caromel 2004).  
 
 
 Principaux bioagresseurs 

 
La pomme de terre est attaquée par un grand nombre de bioagresseurs : des 

oomycètes, des virus, des champignons, des bactéries, des insectes, des nématodes (voir 
Encadré 4), qui se manifestent pendant la culture ou lors du stockage. Ils sont responsables 
de 32% des pertes mondiales de rendement en pommes de terre (Oerke et al. 1994). 
L i po ta e elati e des diff e ts ioag esseu s est a ia le selo  les o ditio s 
li ati ues, les o ditio s de o se atio  et la possi ilit  d utilise  ou o  des p oduits 

phytosanitaires efficaces. Pour éviter leur introduction dans une zone géographique qui en est 
indemne, certains de ces bioagresseurs figurent sur les listes de quarantaine. Comme nous 
l a o s u pou  le as des atodes à k ste, des esu es d asti ues de ifi atio  du 
matériel végétal et de lutte sont mises en place, mais celles-ci peuvent avoir un poids 

o o i ue i po ta t. Les atodes à k ste ai si ue l age t du mildiou Phytophthora 
infestans sont les bioagresseurs les plus dommageables pour la pomme de terre, dans les 
zones de culture à climat tempéré.  
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  Encadré 4 Principaux bioagresseurs de la pomme de terre.  
 
L'agent du mildiou Phytophthora infestans 
Considéré comme le parasite majeur de la pomme de terre, l'oomycète P. 
infestans cause des dégâts pouvant atteindre 90 % de la culture en 
conditions favorables. Il se développe sur les organes aériens de la plante, 
mais peut aussi contaminer les tubercules et les rendre impropres à la 
consommation.  
 
Les nématodes 
Ils engendrent des pertes estimées à 12,2 % de la production mondiale (Barker 1998). Les 
endoparasites provoquent les dégâts les plus importants, en particulier ceux des genres 
Meloidogyne (nématodes à galles) et Globodera (nématodes à kyste). Nacobus aberrans, présent 
dans les pays andins, Pratylenchus spp. aux États-Unis, et Ditylenchus destructor, très répandu dans 
le monde et sur liste de quarantaine en Europe, causent également des dégâts notables. De 
nombreuses espèces ectoparasites se nourrissent sans causer de dégâts apparents. Seules 
quelques espèces des genres Trichodorus et Paratrichodorus sont considérées comme 
dangereuses de par leur transmission du virus du Rattle.  
 

Les virus 
Le virus de l'enroulement de la pomme de terre (PLRV) et le virus Y de la 
pomme de terre (PVY, photo) sont les virus les plus répandus et les plus 
dommageables, mais plus de 20 autres virus ont également été décrits 
(Kerlan 1996). Certains virus peuvent entraîner des pertes de rendement 
supérieures à 50 %.  

 
Les champignons 
Le rhizoctone brun, la gale argentée (photo), la gangrène, les verticillioses 
et les fusarioses sont les maladies fongiques les plus répandues sur les 
cultures de pomme de terre. D'autres champignons tels qu'Alternaria solani 
et Synchytrium endobioticum peuvent provoquer de graves dégâts, mais ne 
sont présents ou importants que dans des zones géographiques restreintes. 
 

Les bactéries 
Les maladies bactériennes les plus importantes sont causées par des 
organismes des genres Erwinia, qui provoquent la maladie de la jambe noire 
et entraînent la pourriture molle, Streptomyces, qui sont les agents de la 
gale commune de la pomme de terre (photo), et Ralstonia, qui entraînent 
un flétrissement des plantes en culture.  

 
Les insectes 
Les insectes qui causent le plus de dégâts sont les pucerons, le doryphore, 
la teigne et le taupin. Les pucerons causent principalement des dégâts 
indirects en tant que vecteurs de nombreux virus, comme Myzus persicae 
qui transmet le plus de virus sur pomme de terre. Les larves et adultes de 
doryphore peuvent provoquer une défoliation quasi complète des plantes. 
Les larves de teigne creusent des galeries dans les feuilles, les tiges ou les 
tubercules (photo).  

 
Photos : Wikipedia (1), Sutton Bridge CSR (2), www.potato-tuber-blemishes.com (3, 4, 5). 
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 Ressources génétiques et génomiques 
 
Depuis les années 1980, les ressources génétiques et génomiques de la pomme de 

terre e esse t de s a lio e . Les cartes génétiques disponibles pour la pomme de terre ont 
sui i l a lio atio  des te h i ues de a tog aphie g ti ue, ui o t pe is de passe  des 
premières cartes génétiques de marqueurs RFLP (Bonierbale et al. 1988; Gebhardt et al. 1989) 
à des cartes de marqueurs PCR (AFLP, microsatellites, CAPS et SCAR), puis à une carte à Ultra 
Haute Densité (Isidore et al. 2003) pour aboutir récemment à une cartographie physique (de 
Boer et al. 2011). En 2003, Rickert et al. ont permis de mettre en évidence 1498 SNPs et 127 
polymorphismes d'insertion/délétion (Indels). Plus de 250 000 ESTs sont disponibles dans les 
bases de données publiques. Le génome de la pomme de terre a été séquencé en 2011 (The 
Potato Genome Sequencing Consortium 2011), ce qui en fit la première espèce du clade des 
Astérides à être séquencée. Son génome mesure 840 Mb, ce qui représente une taille 
moyenne pour un génome de plante, et 39 000 gènes y sont prédits. Le nombre 
h o oso i ue de ase de l e se le des esp es de Solanum tubéreuses est 12. La pomme 

de terre est une espèce tétraploïde.  
En outre, une bonne conservation de la synténie entre les différentes espèces de 

“ola a es, ise e  ide e pa  g ti ue o pa ati e, pe et gale e t d e ploite  les 
travaux réalisés sur ces espèces (Bonierbale et al. 1988; Livingstone et al. 1999; Doganlar et 
al. 2002). C est le as ota e t pour la tomate, espèce modèle des Solanacées, dont le 
génome a récemment été séquencé (The Tomato Genome Consortium 2012). 

 
 
1.3.3 Interactions plante-nématode 

 
 Le pouvoir pathogène de G. pallida  
 

Le pouvoir pathogè e d u  atode ph topa asite se d fi it pa  sa apa it  à se 
reproduire sur une plante. La stratégie mise en place par G. pallida pour parvenir à infecter 
son hôte fait intervenir plusieurs processus tels que la dégradation des parois des cellules 

g tales, la supp essio  ou l ite e t des d fe ses de la pla te et la a ipulatio  des oies 
de signalisation de son hôte pour générer un site nourricier complexe. Ces différentes étapes 
mobilisent les gènes du pouvoir pathogène, qui correspondent aux gènes permettant au 

atode de pa asite  la pla te, de se d eloppe  jus u au stade adulte et de se ultiplie . 
Une partie de ces gènes code des protéines produites au niveau de divers organes de 
sécrétion, tels que les glandes salivaires, les amphides ou la cuticule (Haegeman et al. 2012), 
et ui se o t d e s es da s les tissus de l h te. Ces p ot i es s t es so t appel es 
« effecteurs » et poss de t toutes u  peptide sig al, est-à-dire un chainon de 15 à 20 acides 
a i s situ  à l e t it  N-terminale de la forme traduite de la protéine destinée à être 
sécrétée. Un effecteur est plus précisément défini comme toute protéine ou petite molécule 
du pathogène qui modifie la st u tu e et la fo tio  des ellules de l h te, entraînant ainsi le 
déclenchement des différents niveaux de réponse de défense de la plante (PAMPs, facteurs 
d a i ule e  ou facilitant l i fe tio  fa teu s de virulence) (Hogenhout et al. 2009). Alors que 
les effecteurs ont été très étudiés chez les bactéries et les champignons (Pritchard & Birch 

, eu  des atodes e l o t t  ue ta di e e t. Plusieu s tudes se so t e  
particulier intéressées aux sécrétions des nématodes produites au niveau des glandes 
salivaires et sécrétées via le stylet et ont ainsi permis de mieux comprendre leur rôle dans les 
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différentes étapes du parasitisme. Globodera pallida et plus largement les Tylenchida et les 
Aphelenchida possèdent deux glandes salivaires subventrales et une glande salivaire dorsale.  

 
Pénétration, migration et dégradation des tissus végétaux 

Les tapes de p t atio  da s la pla te et de ig atio  jus u au li d e e t al fo t 
i te e i , e  plus de l a tio  a i ue du st let, des e z es pe etta t de d g ade  les 
parois des cellules végétales, telles que des β-1,4-endoglucanases (cellulases) qui dégradent 
la cellulose, des pectate lyases et polygalacturonases qui dégradent les pectines ou des 

la ases ui d g ade t l h micellulose, dont les transcrits ont tous été localisés dans les 
glandes ventrales du nématode (Grenier et al. 2002; Jasmer et al. 2003; Jones et al. 2009). 
D aut es p ot i es, o e des glycoprotéines (Duncan et al. 1997), des métalloprotéases 
(Robertson et al. 1999) ou des protéines assimilées à des protéines de venin d'hyménoptère 
(Gao et al. 2002), ont été identifiées dans les glandes ventrales de nématodes à kyste, 
suggérant leur implication potentielle dans ces premières phases du parasitisme, même si leur 
fonction est encore inconnue. Ces protéines montrent de très fortes similarités avec des 
homologues de bactéries ou de champignons, ce qui suggère que les gènes du nématode 
codant ces protéines pourraient avoir été acquis par transfert horizontal (Haegeman et al. 
2011; Danchin et al. 2010). D aut es p ot i es, des e pa si es et des p otéines avec domaine 
de liaison à la cellulose, agissent également sur les parois cellulaires, non pas directement par 
u e a tio  de l se ais e  fa ilita t l a tio  des enzymes de dégradation, en rendant les parois 
plus accessibles (Qin et al. 2004; Kudla et al. 2005; Jones et al. 2009; Danchin et al. 2010; 
Haegeman et al. 2010, 2011). Enfin, les nématodes sécrètent des protéases qui peuvent 
d g ade  les p ot i es de l h te faisant partie des parois cellulaires, ou les protéines qui 
agissent dans les défenses de la plante.  
 
P ote tio  du atode et supp essio  des d fe ses de l h te 

Tout au long du parasitisme, le nématode est exposé aux réactions de défense mises 
en place par la plante, dont il doit se protéger. La plante sécrète par exemple des toxines à 
large spectre anti-pathogène, telles que des phytoalexines, des isoflavonoides ou des 
terpénoides, dont certaines sont nématicides (Jasmer et al. 2003; Wuyts et al. 2006, 2007). 
Les nématodes zooparasites utilisent des glutathione-S-transférases (GSTs) pour détoxifier ces 
composés, et il se pourrait u il e  soit de e pou  les atodes ph topa asites. Plusieu s 
GSTs ont en effet été identifiés chez le nématode à galles Meloidogyne incognita, dont une au 
moins est exprimée dans les glandes salivaires. L aut e g a de lasse de o pos s de d fe se 
produits par les plantes réunit les espè es a ti es de l o g e ‘O“), que les nématodes 
o tou e t e  p oduisa t u e atte ie d a tio da ts.  

Co e a t le o tou e e t des d fe ses asales de l h te, aucun éliciteur de la PTI 
a à e jou  t  ide tifi  hez les matodes à kyste, même si les symptômes typiques de son 

déclenchement en présence des nématodes sont observés (Waetzig et al. 1999). L i po ta e 
du rôle de la camalexine et du glucosinolate dans le déclenchement de la PTI a néanmoins été 
montrée récemment chez les nématodes à galles (Texeira et al. 2016). Concernant la 
résistance hôte spécifique, même si de nombreux gènes de résistance aux nématodes ont été 
clonés et cartographiés (voir section sui a te , la g a de ajo it  des g es d avirulence 
correspondants reste à identifier (Smant & Jones 2011). Le seul effecteur connu comme 
d le heu  de l ETI d le he e t d u e a tio  d h pe se si ilit  e  p se e du g e 
de résistance Gpa2) est la protéine Gp-RBP-1 chez G. pallida qui appartient à la famille 
multigénique des SPRYSECs (secreted SPRY domain-containing proteins). Chez G. pallida et 
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plus largement chez les nématodes à kyste, des protéines appartenant à la famille 
multigénique des SPRYSECs sont spécifiquement exprimées au niveau de la glande dorsale du 
nématode durant les phases précoces du parasitisme (Blanchard et al. 2005; Rehman et al. 

. E  plus d u  peptide sig al a a t isti ue des p ot i es s t es ho s des ellules, 
ces protéines possèdent un domaine B30.2 connu pour être impliqué dans des interactions de 
type protéine/protéine (Woo et al. 2006). Ces protéines ciblent différents compartiments 
i f a ellulai es de l h te : une majorité est exprimée au niveau du noyau, mais d aut es so t 
retrouvées dans le cytoplasme, comme Gp-RBP-1 par exemple (Jones et al. 2009). Ceci suggère 
que les protéines de type SPRYSEC auraient des cibles cellulaires variées et pourraient aussi 
agi  e  ta t ue supp esseu s des d fe ses de l h te (Jones et al. 2009; Rehman et al. 2009).  

E  out e, u  aut e o e  de supp i e  les a tio s de d fe se de l h te o siste ait 
e  l e ploitatio  du s st e u i uiti e-protéasome des plantes, ce qui a déjà été observé 
da s d aut es pathos st es (e.g. Birch et al. 2009). Ce système, découvert récemment, a un 
rôle central dans la dégradation contrôlée des protéines, et consiste en la fixation 
d u i uiti es su  u e p ot i e à d g ade , puis e  la d g adatio  de ette p ot i e 
spécifiquement marquée par le protéasome 26S. Les nématodes pourraient interférer avec ce 
s st e e  s ta t des effe teu s i te e a t da s l u i uiti atio , ui pou aie t 
notamment cibler des protéines responsables du déclenchement de la PTI. De telles protéines 
ont été identifi es da s les gla des do sales d Heterodera glycines, H. schachtii et G. pallida 
(Gao et al. 2003; Tytgat et al. 2004 ; Jones et al. 2009).  

Si les sécrétions produites au niveau des glandes salivaires et injectées par le stylet 
sont les principaux composés impliqués dans le parasitisme, et sur lesquels se sont donc 

ajo itai e e t o e t es les e he hes, des s tio s p oduites au i eau d aut es 
organes jouent également un rôle dans la protection du nématode et la suppression des 
d fe ses de l h te. Chez G. pallida par exemple, une protéine sécrétée au niveau de la 
cuticule, Gp-FAR-1, jouerait un rôle dans la suppression de la synthèse des jasmonates, des 
phytohormones qui interviennent normalement en tant que médiateurs cellulaires de la 
résistance végétale (Prior et al. 2001). Des sécrétions produites par les deux sensilles 
antérieures, les amphides, mais aussi les postérieures, les phasmides, interviendraient 
également dans le parasitisme. Ainsi, la protéine MAP-1 produite au niveau des amphides chez 
M. incognita est supposée être impliquée dans la réaction incompatible avec la résistance de 
la tomate (Semblat et al. 2001). 
 
Induction et maintien du site nourricier  

Une fois parvenu au cylindre central, le nématode doit induire un site nourricier et le 
maintenir tout au long de son développement pour assurer sa nutrition. Ces étapes impliquent 
la sécrétion de protéines qui modifient localement le développement et le métabolisme de 
l h te, et do t les t a s its o t t  lo alis s à la fois da s les glandes ventrales et dans la 
gla de do sale. L i itiatio  du site ou i ie  i pli ue u e a ti atio  du le ellulai e sui i 
d u  p o essus de diff e iatio , des a ismes qui sont habituellement régulés par des 
ph toho o es, e  pa ti ulie  l au i e. Le atode doit donc manipuler localement les 

ala es ho o ales pou  s ta li  da s l h te G u e ald et al. 2009). Des chorismate 
mutases ont été identifiées comme des effecteurs du nématode impliqués dans la 

a ipulatio  de l au i e. Ils i te f e t lo ale e t a e  la voie de biosynthèse de cette 
ho o e et e  ajuste gale e t la dist i utio  da s les ellules, da s le ut d e  aug e te  
la concentration au voisinage du site nourricier, permettant ainsi son initiation et son 
développement (Gheysen & Fe oll . D aut es effe teu s tels ue les G“Ts et les TTLs 



   Chapitre 1 - Introduction générale 

53 
 

(Transthyretin-like proteins) pourraient théoriquement jouer un rôle dans la régulation de 
l au i e, ais leur implication réelle reste à déterminer.  

En plus de cette action indirecte sur la régulation du cycle cellulaire par une 
manipulation des mécanismes hormonaux, des protéines du nématode pourraient également 
intervenir de manière directe, selon un fonctionnement intéressant : ces protéines seraient 
en fait des homologues fonctionnels de protéines de plantes impliquées dans les processus de 
régulation cellulaire, et pourraient donc agir directement en déclenchant la voie de 
signalisation correspondante au sei  de la pla te h te, afi  d i itie  le site ou i ie . C est le 
cas par exemple des peptides CLE (Clavata-like Element) mis en évidence dans la glande 
dorsale de G. rostochiensis (Lu et al. 2009).  

E fi , l ali e tatio  du atode au i eau du s tiu  fait intervenir des protéases 
qui permettent une digestion extracorporelle des composés cellulaires des cellules hôtes, les 
nématodes ne possédant pas de système de digestion.  
 
 
 Les facteurs de résistance aux nématodes à kyste de la pomme de terre  
 

Seulement deux résistances aux nématodes à kyste ont été identifiées au sein de la 
sous-espèce S. tuberosum ssp. tuberosum. Il s agit des QTL GpaVIIItbr et GpaXIl

tbr, cartographiés 
respectivement sur les chromosomes VIII et XI, et actifs contre le pathotype Pa2/3 de G. 
pallida (Caromel 2004). Cependant, leur effet est relativement faible.  

En revanche, plusieurs espèces apparentées, telles que Solanum tuberosum ssp. 
andigena ainsi que des Solanum sauvages, présentent des niveaux de résistance aux 
nématodes à kyste plus intéressants, ce qui a poussé les sélectionneurs à initier des 
p og a es d i t og essio  des sista es ide tifi es hez es esp es appa e t es g es 
majeurs ou QTL) au sein de S. tuberosum ssp. tuberosum (Turner 1989; Rousselle-Bourgeois & 
Mugniéry 1995). Cependant, ces sources de résistance présentent souvent une grande 
spécificité et ne sont efficaces que contre une espèce voire une ou quelques populations. Les 
gènes H2 et Gpa2 sont pour le moment les seuls gènes majeurs de résistance à G. pallida mis 
en évidence. Le gène H2 est o igi ai e d u  lo e de S. multidissectum et est efficace contre 
le pathotype Pa1 (Dunnett 1961). Le gène Gpa2 a été identifié sur le clone CPC1673 de la sous-
espèce S. tuberosum ssp. andigena et cartographié sur le chromosome XII (Rouppe van der 
Voort et al. 1997), néanmoins ce gène n'est actif que contre deux populations hollandaises du 
nématode (D383 et D372), appartenant au pathotype Pa2/3. Il est également physiquement 
lié à Rx (Rouppe van der Voort et al. 1999), gène de résistance au virus X de la pomme de terre 
(Ritter et al. 1991; Bendahmane et al. 1997), et a ainsi été introduit fortuitement dans des 
variétés commerciales suite à la sélection pour la résistance au virus X. Mis à part H2 et Gpa2, 
les autres résistances à G. pallida ide tifi es jus u à p se t hez des esp es appa e t es 
ont un déterminisme polygénique. Ces QTL sont au nombre de neuf. Deux QTL ont été 
identifiés sur les chromosomes V et IX chez S. vernei (Rouppe van der Voort et al. 2000), deux 
QTL sur les chromosomes V et XI chez S. sparsipilum (Caromel et al. 2005), trois QTL sur les 
chromosomes V, VI et XII chez S. spegazzinii (Caromel et al. 2003), un QTL sur le chromosome 
XI de S. tarijense (Gpa3, Wolters et al. 1999) et un QTL sur le chromosome IV de S. tuberosum 
ssp. andigena (Bradshaw et al. 1998). Les trois QTL identifiés sur les chromosomes V de S. 
vernei, S. sparsipilum et S. spegazzinii sont en position colinéaire. Ces trois QTL ainsi que le 
QTL présent sur le chromosome XI de S. tarijense montrent un effet fort, tandis que les autres 
QTL montrent un effet moindre. La sélection de plantes porteuses de ces différents facteurs 
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de résistance suppose le développement de marqueurs permettant de suivre les résistances. 
Pour le moment, des marqueurs permettant de suivre les facteurs de résistance situés sur le 
chromosome V des  esp es o t t  d elopp s, ais e est pas e o e le as pour les 
autres QTL. Suite à ces travaux de sélection, la variété Iledher, portant le QTL majeur de 
résistance GpaVvrn, issu de S. vernei, a été inscrite en 2009 au catalogue français comme 
première variété de pomme de terre de consommation résistante à G. pallida. Au niveau 
eu op e , d aut es ultivars résistants basés sur ces même QTL, tels u I o ato  ou A se al, 
ont été développés.  

Des sista es à l esp e sœu  de G. pallida, G. rostochiensis, ont également été 
identifiées. Le gène majeur H1 a été identifié sur le même clone de S. tuberosum ssp. andigena 
qui a fourni le gène majeur Gpa2 résistant à G. pallida. Le gène H1, cartographié sur le 
chromosome V, induit une résistance totale contre les pathotypes Ro1 et Ro4 (Gebhardt et al. 
1993; Pineda et al. 1993). Il est présent dans la variété Maris Piper inscrite au catalogue anglais 
en 1967 (Rice et al. 1985; Mugniéry & Balandras 1986) et aujou d hui gale e t da s de 
nombreuses variétés européennes. Un gène dominant induisant une résistance partielle aux 
pathotypes Ro1 et Ro4, GroVl, a également été cartographié sur le chromosome V de S. vernei 
(Jacobs et al. 1996). Un QTL de résistance à G. rostochiensis, Grp1, qui confère également une 
résistance partielle à G. pallida, a aussi été cartographié sur le chromosome V (Rouppe van 
der Voort et al. 1998). Le clone tétraploïde duquel est issu le parent résistant utilisé par les 
auteurs a dans son pedigree de nombreux clones d'espèces sauvages, en particulier trois 
clones de S. vernei, un clone de S. oplocense, et le clone de S. tuberosum ssp. andigena 
CPC1673. L esp e S. spegazzinii fournit également plusieurs résistances à G. rostochiensis : le 
gène majeur de résistance Gro1, actif contre le pathotype Gro1 et identifié sur le chromosome 
VII (Barone et al. 1990; Paal et al. 2004), ainsi que les QTL Gro1.4, Gro1.2 et Gro1.3 
cartographiés respectivement sur les chromosomes III, X et XI (Kreike et al. 1993; Kreike et al. 
1996). 

L i po ta e o o i ue des d gâts aus s pa  les atodes à k ste su  la to ate 
est moindre, ce qui explique que la résistance à ces nématodes ait été moins étudiée chez 
cette espèce. Néanmoins, des a essio s d espèces apparentées à la tomate, Lycopersicum 
pimpinellifolium et L. peruvianum, présentent de bons niveaux de résistance (Ellis 1968). Un 
gène majeur, Hero, conférant une résistance totale à plusieurs pathotypes de G. rostochiensis 
et de G. pallida, cartographié sur le chromosome IV (Ganal et al. 1995), a été introgressé à 
partir de L. pimpinellifolium dans l'espèce cultivée L. esculentum.  

Les résistances présentées précédemment peuvent agir à différentes étapes du cycle 
de vie du nématode. Certaines agissent à des étapes précoces en bloquant la larve dès sa 
pénétration ou lors de sa ig atio  da s la a i e. C est ota e t e u il peut se p odui e 
lorsque les deux QTL originaires de S. sparsipilum sont présents ensemble dans un même 
génotype. Les résistances peuvent aussi agir à des étapes plus tardives. Lors de l'induction du 
site nourricier, u e a tio  d h pe se si ilit  peut se p odui e, pe tu a t oi e lo ua t le 
développement du nématode. Cette réaction est notamment observée avec les résistances 
monogéniques H1, H2 et Hero, et se traduit par une réaction rapide de nécrose accompagnée 
d u  d p t de lig i e autou  du s tiu , qui devient défavorable à la formation des 
femelles (Rice et al. 1985; Mugniéry & Balandras 1986). Enfin, les résistances peuvent agir 
encore plus tardivement, lors du développement larvaire et de la différenciation sexuelle. Le 
mauvais fonctionnement du site nourricier ou la mauvaise qualité de la plante hôte peuvent 
entraîner la masculinisation des juvéniles, réduisant ainsi le taux de multiplication du parasite. 
En effet, la différenciation sexuelle des nématodes à kyste étant strictement épigénétique, 
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l'expression de la résistance se manifeste fréquemment par une inversion de la sex-ratio 
habituellement observée sur plantes sensibles. Lorsqu'une résistance se manifeste par une 
perturbation du développement des syncytia, et donc par une moins bonne alimentation des 
nématodes, ceux-ci restent bloqués à un stade larvaire ou évoluent préférentiellement en 
mâles (Mugniéry & Fayet 1981, 1984; Rice et al. 1985, 1987). Ceci est notamment observé 
da s le as de l utilisatio  de sista es pol g i ues issues de S. vernei, S. sparsipilum, S. 
spegazzinii, ainsi que pour le gène Gpa2, où le développement du syncytium est freiné sans 

u o  o se e de a tio  de ose autou  de elui-ci. Ce syncytium atrophié ne permet pas 
aux nématodes de se nourrir suffisamment, ce qui entraîne leur différenciation en mâles. 

La structure et la fonction des protéines codées par les QTL sont souvent méconnues. 
Cependant, les gènes Hero (Ernst et al. 2002) chez la tomate, et Gpa2 (Van der Vossen et al. 
2000) et Gro1 (Paal et al. 2004) chez la pomme de terre ont pu être clonés et leur structure 
ainsi étudiée. Les trois gènes codent des protéines de type NBS-LRR (Jones 2001), qui 
possèdent un domaine de liaison aux nucléotides (Nucleotide Binding Site, NBS) impliqué dans 
la transduction du signal, et un domaine riche en répétitions de leucines (Leucine-Rich 
Repeats, LRR), impliqué dans la spécificité de reconnaissance du pathogène. La classification 
des NBS-L‘‘ se fait su  la p se e ou l a se e d aut es do ai es. Les protéines de la 
première sous-famille (TIR-NBS-LRR) possèdent un domaine TIR (Toll-Interleukin-like 
Receptor), et est ota e t le as de Gro1. La seconde sous famille (non-TIR-NBS-LRR) 
eg oupe l e se le des aut es NB“-LRR présentant d aut es do ai es, do t les CC-NB-LRR 

qui possèdent un domaine CC (Coiled Coil ou faisceau d h li es , est le as de Gpa2 et Hero.  
 
 

1.3.4 Évolution expérimentale et résultats phénotypiques 
 

L e se le de ette th se epose su  l e ploitatio  d u  at iel iologi ue o te u 
au ou s d u e olutio  e p i e tale. Celle- i a p ala le e t pe is d o te i  des 
résultats phénotypiques (Fournet et al. 2013) ui o t oti  l la o atio  de e p ojet de 
thèse. Nous allons ici détailler l olutio  e p i e tale et revenir sur les principaux résultats 

u elle a pe is d o te i , afi  de ieu  appréhender la présente étude.  
Nous avons vu précédemment que S. vernei était une source de résistance 

prometteuse face à G. pallida. Plusieurs sélectionneurs privés et l IN‘A o t alis  des 
croisements entre S. vernei et des variétés cultivées afin de créer de nouvelles variétés de 
pomme de terre commercialisables résistantes à G. pallida, ce qui a notamment abouti à 
l i s iptio  d Iledher au catalogue français. Le d eloppe e t d u  at iel g tal sista t 
doit id ale e t passe  pa  l tude de la du a ilit  de ette sista e. Fou et et al. (2013) 
ont ainsi suivi la virulence de deux populations de G. pallida au ou s d u e olutio  
e p i e tale da s le ut d tudie  la a ia ilit  de la du a ilit  de la sista e o f e pa  
le QTL GpaVvrn dans différents fonds génétiques.  
 
 
 Évolution expérimentale  
 

Quatre génot pes sista ts o t t  utilis s au ou s de l olutio  e p i e tale, e  
plus de la a i t  se si le D si e se a t de t oi  à l tude, et p se te t tous da s leu  
généalogie le parent S. vernei. L u  d eu , . . , est la a i t  Iledhe  i s ite au catalogue 
français. La présence dans les génotypes résistants du QTL majeur GpaVvrn, qui explique 61% 
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de la résistance, a été vérifiée par méthode CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence, 
décrit dans Caromel et al. 2011). En revanche, la présence du QTL mineur expliquant 24% de 
la résistance a pas t  ifi e.  

L olutio  e p i e tale a t  o duite su  deu  populatio s i d pe da tes de G. 
pallida (FST ≈ 0.2, voir Chapitre 3), provenant de deux sites distants et hautement infestés : la 
populatio  “M, p o e a t d u  ha p p o he de “ai t-Malo comptant 3 J2 par gramme de 
sol, et la population N, p o e a t d u e pa elle su  l île de Noirmoutier et présentant 82 J2 
par gramme de sol. Ces deux populations ont été exposées pendant huit générations 
successives (soit huit années) aux différents génotypes de pomme de terre résistants et à la 
variété sensible Désirée, selon le schéma suivant :  
 

 Les trois premières générations (1x, 2x, 3x) ont été réalisées directement dans les 
parcelles de provenance des deux populations. En effet, à cause du fort niveau de résistance 
des g ot pes de po e de te e utilis s da s l tude, l o te tio  d u  i i u  d i di idus 

essai es à i itie  la g atio  sui a te tait d pe da te d une exposition à un grand 
nombre de plants. Chaque champ a été divisé en cinq microparcelles au sein desquelles un 
des cinq génotypes de pomme de terre a été planté pendant trois années consécutives. 
Chaque microparcelle correspondait ainsi à une lignée de nématode.  
 

 Les deux générations suivantes de chaque lignée (4x, 5x) ont été obtenues en prélevant 
dans chaque microparcelle de chaque champ 20 L de sol, placés ensuite dans des bacs sous 
serre et plantés avec les mêmes génotypes pendant deux années consécutives.  
 

 Après ces cinq premières générations, les kystes du sol de chaque bac (i.e. chaque 
lignée) ont été extraits avec un élutriateur Kort. Les trois dernières générations de chaque 
lignée (6x, 7x, 8x) ont été réalisées en pot. À chaque génération et pour chaque lignée, 10 
kystes (soit environ 1500 J2) de la génération précédente ont été échantillonnés et placés dans 
un sac de tulle disposé ensuite dans un pot de 13 cm rempli d u  la ge de sol :  
sable:terre tamisée) non contaminé en kystes. Les génotypes de pomme de terre 
correspondant à chaque lignée ont ensuite été plantés et recouverts du mélange de sol. Ce 
procédé a été répété quatre fois à chaque génération (i.e. quatre pots de 10 kystes ont été 
préparés pour chaque lignée à chaque génération). Les pommes de terre ont ensuite été mises 
à pousser sous serre, en conditions contrôlées, pendant 120 jours. Les nouveaux kystes formés 
au sein des quatre réplicas ont été extraits, poolés et conservés à 4 °C pendant un minimum 
de quatre mois (correspondant au temps de diapause). Les quatre échantillons de 10 kystes 
requis pour la génération suivante ont ensuite été prélevés aléatoirement au sein des pools.  
 

La Figure 1.21 apitula t l olutio  e p i e tale i di ue la d o i atio  des 
lignées obtenues, qui sera utilisée tout au long de ce manuscrit (excepté dans le Chapitre 2, 

ui utilise u e d o i atio  si ilai e à elle et ou e da s l tude de Fou et et al. (2013)). 
Celle- i ep e d le o  de la populatio  d o igi e sui i du g ot pe de po e de te e su  
le uel a t  alis e l olutio  expérimentale. Un suffixe peut ensuite compléter ce nom 
lo s ue l o  s i t esse à u e g atio  p ise de la lig e, pa  e e ple « 8x » pour la 
huitième génération.  

Plusieu s lig es issues de la populatio  N o t t  pe dues au ou s de l olutio  
e p i e tale, l effi a it  de la sista e e pe etta t pas de up e  suffisa e t de 
kystes pour initier la génération suivante.  
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Figure 1.21 S h a de l’ olutio  e p i e tale. Les lignées de nématode ont été obtenues à partir de deux 
populations naturelles, SM et N, provenant respectivement de Saint-Malo et Noirmoutier, exposées 
expérimentalement pendant huit générations successives à quatre génotypes de pomme de terre résistants, 
portant tous le QTL de résistance GpaVvrn mais différant par leur fond génétique, et à la variété sensible Désirée. 
Les trois premières générations (1x, 2x, 3x) ont été réalisées au champ, les deux suivantes (4x, 5x) en bacs sous 
serre et les trois dernières (6x, 7x, 8x) en pots. Les flèches se décrochant à la septième génération correspondent 
à du matériel biologique utilis  da s le ad e de la th se ais e faisa t pas pa tie de l tude de Fou et et al. 
(2013). Les lignées utilisées dans la thèse sont soulignées.  

 
 
 

 
Figure 1.22 Illustration du phénotypage. Les flèches orange indiquent la position des individus sur la racine de 
pomme de terre (photos : Delphine Eoche-Bosy).   
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 R sultats de l’ tude ph ot pi ue 
 

L aluatio  de la sista e d u e pla te se asa t su  so  effi a it  à dui e le 
nombre de femelles produites par rapport à un témoin non résistant, l tude ph ot pi ue a 
consisté à évaluer et comparer le nombre de femelles obtenues sur les différents génotypes. 
Le phénotypage (Fig. 1.22) a été réalisé sur les cinquième et huitième générations de chaque 
lignée (i.e.  et , d ap s le p oto ole d eloppé par Mugniéry & Person (1976), consistant 
à inoculer en boîte de Pétri des larves de stade J2 sur racines de pomme de terre, et à compter 
15 jours plus tard le nombre de femelles obtenues. Les résultats ont mis en évidence que 
toutes les lignées ayant évolué sur génotype résistant ont contourné la résistance de leur 
plante hôte (Fig. 1.23). Il a également été montré que le fond génétique de la plante hôte a 
une influence sur la durabilité de la résistance. En effet, alors que le pourcentage de femelles 
obtenues sur Iledher dans les deux populations au bout de huit générations est devenu 
équivalent à celui obtenu sur hôte sensible, indiquant donc que la résistance a été totalement 
o tou e, e est pas e o e le as des aut es lig es ui e o t e t u u  

contournement partiel de la résistance.  
 
 

 
Figure 1.23 Effet de la sélection et durabilité des résistances d ap s Fou et et al. 2013). Pourcentage de 
femelles produites (valeurs moyennes + écarts-types) par les lignées témoins non sélectionnées et par les lignées 
sélectionnées après cinq (5x) et huit (8x) générations sur chaque génotype de pomme de terre. A. Population SM 
de Saint-Malo. B. Population N de Noirmoutier. Les lettres représentent les groupes homogènes identifiés par le 
test de Tukey au seuil de 5% pour chaque génotype de pomme de terre.   
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 E ploitatio  du at iel iologi ue issu de l’ olutio  e p i e tale da s le ad e de 
la thèse  
 

Le at iel iologi ue p oduit lo s de l olutio  expérimentale représente une 
ita le essou e pou  e plo e  plus e  d tails les auses et o s ue es de l adaptatio  

ise e  ide e pa  l tude ph ot pi ue, ue ous a o s e ploit e lors de ce travail de 
thèse. 

La grande majorité du matériel précéda t la huiti e g atio  de l olutio  
e p i e tale est plus dispo i le, est pou uoi la plupa t des e p ie es e es au 
ou s de e p ojet po te t su  ette huiti e g atio . Le p oto ole d olutio  

expérimentale prévoyait également de remultiplier une partie du matériel virulent sur la 
a i t  se si le D si e. C est ota e t e ui a t  fait pou  les lig es NI et “MI, do t u e 

partie a été multipliée pendant sept générations sur Iledher, puis sur Désirée en huitième 
génération. Ce matériel a également été inclus à notre étude. Enfin, les lignées SM96F et 
SM94T ne présentaient pas suffisamment de matériel en huitième génération pour pouvoir 

t e e ploit es. Ce i s e pli ue a  es deu  lig es o t t  o f o t es au  deu  sista es 
les plus durables (Fig. 1.23 , ui o t pe is la p odu tio  que d u  o e restreint de 
k stes, ui o t tous t  utilis s pou  l tude ph ot pi ue. Cepe da t, “M T a a t elle aussi 
su i u e e ultipli atio  su  D si e, ous a o s hoisi d i t g e  à ot e étude le matériel 
SM94T-7xD (i.e. sept générations sur 94T.146.52 et une huitième génération sur Désirée). La 
lig e “M F a ua t à elle t  supp i e de l tude. Toutes les lig es utilis es au ou s de 
notre étude sont soulignées dans la Figure 1.21.  

Du matériel antérieur à la huitième génération est encore disponible pour les lignées 
“MD et “MI. De plus, l olutio  e p i e tale s est pou sui ie pou  es lig es au-delà de la 
huitième génération. Ainsi, les sixième et dixième générations de ces lignées sont également 
considérées dans une partie de ce manuscrit.  
 
 

1.4 Objectifs et plan de la thèse  
 
L utilisatio  de la sista e a i tale s i pose aujou d hui o e u e thode de 

lutte à développer et à privilégier. Néanmoins, o e d tudes ette t en évidence la 
capacité des organismes ciblés à contourner ces résistances. La création variétale étant un 
p o essus lo g et les sou es de sista es ta t pas i fi ies, il est nécessaire de mettre en 
place des stratégies de gestion durable de ces résistances. Pour être efficaces, celles-ci doivent 
i lu e des l e ts p di teu s de la itesse d adaptatio  des pathog es. Le pote tiel 

olutif est u  p e ie  esti ateu  ui e seig e de a i e g ale su  les apa it s d u  
o ga is e à s adapte  a priori. Cependant, il reste inadapté pour travailler à des échelles plus 
fines : il ne tient pas compte de la diversité génétique qui peut exister entre les populations 
d u e e esp e, i de la taille de es populatio s. Ces deu  a ia les peu e t i flue  su  
la f ue e i itiale des i ule ts da s les populatio s, do  su  l effi a it  de la sista e et 
su  la d a i ue de l adaptatio , do  su  la du a ilit  de l utilisatio  de elle-ci. De même, 
il ne tient pas compte du déterminisme moléculaire de la virulence (nombre et type de 

utatio s essai es à l a uisitio  de la i ule e , diff e t is-à-vis de chaque résistance 
et i flue ça t gale e t fo te e t la du a ilit  d u e sista e. èt e apa le d ide tifie  les 
déterminismes de la virulence et a fortiori de quantifier les virulents dans chaque population 
pe ett ait do  d alue , de a i e eau oup plus fi e, l effi a it  i itiale de la a i t  
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sista te et le pote tiel de la populatio  pathog e à s adapte . Pou  gag e  e  p isio  
dans cette esti atio , e  pa ti ulie  su  la d a i ue de l adaptatio  i.e. la durabilité), la 
connaissance des coûts et bénéfices associés à la sélection pour la virulence est également 
indispensable.  

Identifier les déterminants génétiques de l adaptatio  et les conséquences de cette 
adaptation sur la fitness du pathogène sont des étapes majeures vers une meilleure 
compréhension et prédiction du phénomène de contournement.  

Il e iste aujou d hui ue peu de a i t s de po e de te e o e ialisa les 
présentant un fort niveau de résistance face à Globodera pallida. Un des défis actuels est donc 
de i i ise  la pe te pote tielle d effi a it  due à l utilisatio  p t e d u e e a i t  
résistante. Le QTL GpaVvrn est un facteur de résistance efficace qui contrôle la quasi-totalité 
des populations européennes de G. pallida. Néanmoins, l e p ie e o t e ue les 
populations du nématode sont capables de contourner cette résistance. Pour en améliorer la 
du a ilit , il est essai e de o p e d e et d a ti ipe  les réponses évolutives des 
populations de G. pallida face à son déploiement. 

Dans cet objectif, ce projet de thèse visait à améliorer les connaissances sur les 
d te i a ts g ti ues et les o s ue es ph ot pi ues de l adaptatio  de G. pallida aux 
résistances de sa plante hôte. Ce travail a été réalisé sur des lignées expérimentales de G. 
pallida a a t t  o f o t es à des a i t s se si les et sista tes de po e de te e. Il s est 
scindé en deux axes principaux : (i) dans le premier axe, nous a o s tudi  les t aits d histoi e 
de vie de G. pallida i pa t s pa  l adaptatio  à la sista e de so  h te afi  de teste  
l e iste e e tuelle d u  oût de i ule e ; (ii) dans le second axe, nous avons cherché à 
identifier les régions génomiques i pli u es da s l adaptatio , pa  u e app o he de s a  
génomique en utilisant différentes densités de marqueurs.  

Le manuscrit se structure en trois chapitres qui contiennent chacun un article 
scientifique et qui correspondent aux objectifs spécifiques de la thèse : 
 

1. Ca a t ise  les t aits d histoi e de ie i pa t s pa  l adaptatio  à la sista e issue 
de S. vernei et déterminer si celle-ci est associée à un coût de fitness pour le nématode.  
 

2. Vérifier, en utilisant des marqueurs microsatellites, la faisa ilit  d u e app o he de 
s a  g o i ue su  u  at iel p o e a t d u e olutio  e p i e tale et a a t 
subi un processus court de divergence.  
 

3. Ide tifie  les gio s g o i ues i pli u es da s l adaptatio  de G. pallida à la 
résistance issue de S. vernei en utilisant des marqueurs SNPs issus du reséquençage de 
g o e o plet de pools d i di idus. Da s e hapit e, ous a o s gale e t test  
la possi ilit  d utilise  u e plus fai le de sit  de “NPs o te us pa  GB“  pou  alise  
les scans génomiques. 

 
 

1.5 Ressources génomiques acquises  
 

Dans l o je tif d ide tifie  les d te i a ts g ti ues de l adaptatio  de G. pallida à 
la résistance de son hôte, différentes ressources génomiques ont été produites à partir du 
même matériel biologique de départ, issu de l olutio  e p i e tale p se t e 
précédemment. Elles ont été reprises dans le tableau ci-dessous (Tableau 1.2), da s l o d e 
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dans lequel elles ont été acquises. Ce tableau reflète le cheminement de notre raisonnement 
et les opportunités qui se sont offertes à nous au long du projet. Le o te te d a uisitio  de 
ces données sera rappelé au début de chaque chapitre.  

 
 

Tableau 1.2 Ressources génomiques acquises au cours de la thèse. Les croix grisées dans la colonne du 
génotypage avec marqueurs microsatellites correspondent aux lignées qui ont fait partie du matériel de départ 

ais do t l a al se des do es de g ot page a pas pu a outi .  
 

Lignées 
Génotypage avec 202 

marqueurs microsatellites 
 Pool-Seq (génome 

complet) 
GBS 

≈  i di idus  Pools de 300 J2 x2  Pools de 300 J2 x2  Pools de 40 kystes 

        
SMD-8x X  X  X  X 

SMI-8x X  X  X  X 

SM360-8x X  -  -  X 

SM94T-7xD X  -  -  X 

SMI-7xD X  -  -  X 

ND-8x X  X  X  X 

NI-8x X  X  X  X 

NI-7xD X  -  -  X 
        

Résultats Chapitre 3  Chapitre 4  Chapitre 4 
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CHAPITRE 2 
CONSÉQUENCES PHÉNOTYPIQUES DE L’ADAPTATION 

DE GLOBODERA PALLIDA AUX RÉSISTANCES DE SA 

PLANTE HÔTE 
 
 

Le contournement rapide de la résistance issue de S. vernei constaté en évolution 
expérimentale prédit une faible durabilité de cette résistance au champ. Cependant, certains 
pa a t es peu e t ale ti  la d a i ue de l adaptatio , o e la taille des populatio s, 
les flux de gènes ais aussi l e iste e de oûts de fitness asso i s à l a uisitio  de la 
virulence. Leurs actions peuvent allonger substantiellement la durabilité des résistances au 
ha p, o pa ati e e t au  o ditio s utilis es e  la o atoi e pou  l valuer. Il est donc 

important de tenir compte de ces paramètres lo s de l la o atio  de st at gies isa t à 
améliorer la durabilité des résistances.  

Da s e hapit e, ous a o s ai si he h  à a a t ise  les t aits d histoi e de ie du 
nématode i pa t s pa  l adaptatio  à la sista e issue de S. vernei et à d dui e l e iste e 
ou o  d u  oût de i ule e asso i  au o tou e e t de la sista e. Pour répondre à cet 
objectif, nous avons mesuré et comparé plusieu s t aits d histoi e de ie exprimés sur hôte 
sensible par des individus virulents et avirulents, obtenus par évolution expérimentale d u e 
même population naturelle de G. pallida sur génotypes de pomme de terre résistant (cv. 
Iledher) et sensible (cv. Désirée). Ces t a au  p se te t l o igi alit  de teste , au e 
moment et donc dans les mêmes conditions, des individus issus de 6 à 10 cycles de sélection 
sur ce matériel végétal.  

Les résultats de ces travaux fo t l o jet d u  article intitulé « Adaptation to resistant 
hosts increases fitness on susceptible hosts in the plant parasitic nematode Globodera 
pallida » publié dans la revue Ecology and Evolution.  
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ADAPTATION TO RESISTANT HOSTS INCREASES FITNESS ON SUSCEPTIBLE HOSTS IN 
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Running title: A fitness benefit to be virulent in G. pallida 
 
Trade-offs between virulence (defined as the ability to infect a resistant host) and life-history 
traits are of particular interest in plant pathogens for durable management of plant 
resistances. Adaptation to plant resistances (i.e., virulence acquisition) is indeed expected to 
be associated with a fitness cost on susceptible hosts. Here, we investigated whether life-
history traits involved in the fitness of the potato cyst nematode Globodera pallida are 
affected in a virulent lineage compared to an avirulent one. Both lineages were obtained from 
the same natural population through experimental evolution on resistant and susceptible 
hosts, respectively. Unexpectedly, we found that virulent lineages were more fit than avirulent 
lineages on susceptible hosts: they produced bigger cysts, containing more larvae and 
hatching faster. We thus discuss possible reasons explaining why virulence did not spread into 
natural G. pallida populations.  
 
Keywords: experimental evolution, fitness benefit, life-history traits, selection, trade-off, 
unnecessary virulence. 
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2.1 Introduction 
 
The existence of trade-offs between life-history traits is a central concept in 

evolutionary biology and ecology because they may result in the wide range of species 
diversity that can be observed in nature. The trade-off concept is based on a differential 
allocation of a limited resource to two different traits: maximizing one leads to reduced 
performance in the other (Stearns 1989). This concept provides an intuitive framework to 
explain why adaptation of populations to a new environment may be costly: selection of a 
highly beneficial trait in a new environment will be coupled to a cost in other trait(s).  

Host–parasite interactions are particularly well suited to address experimentally the 
research questions relative to adaptation to a new environment, that is the host. Indeed, the 
increasing restrictions on pesticide use lead to the use of crop cultivars resistant to pathogens 
which represent an efficient, specific and environment friendly alternative strategy to control 
crop diseases. In this context, the overcoming of host specific resistance and the acquisition 
by the parasite of virulence, that is the ability to infect and multiply in host genotypes resistant 
to other parasite genotypes (Vanderplank 1963; Gandon & Michalakis 2002; Tellier & Brown 
2007, 2009), represents an interesting case of host adaptation. Developing a sustainable use 
of plant resistances therefore requires exploring in detail the consequences of this adaptation 
on life-history traits strongly involved in parasite fitness that can be in trade-off with virulence.  

Plant–parasite interactions often fit the widely accepted gene-for-gene model, which 
predicts that successful disease resistance is triggered only if a resistance gene product in the 
host recognizes, directly or indirectly, a specific avirulence gene product from the pathogen 
(Flor 1956, 1971; Jones & Dangl 2006; Brown & Tellier 2011). In such systems, a mutation from 
avirulence to virulence will increase pathogen fitness if the host resistant gene is present; 
many recorded examples of such directional selection, leading to the invasion of pathogen 
populations by virulent isolates, and consequently to resistance breakdown, have been 
reported (e.g., Vanderplank 1963; Wolfe 1993; Castagnone-Sereno 2002; Molinari 2011; 
Brown 2015). Conversely, mutation to virulence can also involve strong fitness penalties in the 
absence of resistant hosts, and theoretical analyses of coevolution in gene-for-gene systems 
have shown that costs of virulence are necessary to maintain stable resistance-avirulence 
polymorphisms (Brown & Tellier 2011).  

Many efforts have been devoted to the experimental detection and quantification of 
virulence costs, and results are broadly in accordance with the predictions of a tradeoff model. 
Definitive evidence for resistance-breaking costs has been reported, either in single infection 
or in competition, for several plant-virus systems (Ayme et al. 2006; Sacristan & Ga ıa-Arenal 
2008; Fraile & Ga ıa-Arenal 2010; Janzac et al. 2010; Poulicard et al. 2010, 2012; Fraile et al. 
2011; Ishibashi et al. 2012; Montarry et al. 2012), bacteria (Leach et al. 2001) and fungi or 
oomycetes (Thrall & Burdon 2003; Abang et al. 2006; Huang et al. 2006; Bahri et al. 2009; 
Montarry et al. 2010). Plant parasitic nematodes are no exception to this rule. A reproductive 
fitness cost associated with virulence against the tomato Mi-1 resistance gene and against the 
pepper Me3 and Me7 resistance genes has been detected in the root-knot nematode 
Meloidogyne incognita (Castagnone- Sereno et al. 2007; Djian-Caporalino et al. 2011), but 
there are no data regarding plant parasitic cyst nematodes. However, the overcoming of the 
resistance of potato cultivar Iledher, the first potato cultivar resistant to the cyst nematode 
Globodera pallida registered in the French catalogue, has been recently observed in an 
experimental evolution study (Fournet et al. 2013). The aim of the present work was to 
determine whether fitness costs of virulence are associated with this resistance breakdown, 
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by studying life-history traits on a susceptible host in a virulent/avirulent pair of lineages from 
a single G. pallida population. Both lineages were obtained through recurrent selection on a 
susceptible potato (cv. Désirée) for the avirulent one, and on a resistant potato (cv. Iledher) 
for the virulent one. To account for the adaptation dynamics, life-history traits were studied 
in both lineages at the same time, from the sixth to the tenth generations.  

 
 

2.2 Methods 
 

2.2.1 Biology of Globodera pallida 
 
Globodera pallida is a cyst nematode performing one generation for a vegetation 

season (Subbotin et al. 2010), that is only one generation per year in European climatic 
conditions. As other cyst nematodes, it enters plant roots as second-stage juveniles (J2) and 
establishes a specialized feeding structure, the syncytium (Jones & Northcote 1972), which is 
a severe nutrient sink for the plant. Larvae mature and adult males then exit the roots in order 
to mate with females. After mating, the females continue to feed from the syncytium. When 
egg development is completed, and after an early moult of the first-stage juveniles (J1) within 
eggs, females die and form a cyst, which protects the eggs until infective J2 hatch. The cyst, 
that is the body of the female, is the only structure which was transmitted from one season 
to the next, males acting only as gamete-like propagules which do not survive.  

 
 
2.2.2 Selection of virulent and avirulent Globodera pallida lineages 
 
Virulent and avirulent nematode lineages were established, as described by Fournet et 

al. (2013), starting from cysts of a French natural G. pallida population collected from an 
infested field (3 J2 per gram of soil) located near Saint-Malo (Brittany, north-western France), 
which has never been cultivated with any potato cultivar resistant to G. pallida. The lineages 
were obtained by rearing the nematode population during ten successive generations on 
either the resistant potato cultivar Iledher or the susceptible cultivar Desiree. Briefly, the first 
three generations were made directly into the field, the next two generations were made into 
20 L tanks under greenhouse conditions and the five last generations into pots inoculated with 
10 cysts coming from the previous cycle (see Fournet et al. 2013). The resistance of cv. Iledher 
depends on a major QTL, introgressed from Solanum vernei, explaining a large part (at least 
61% – Rouppe van der Voort et al. 2000) of the genetic variance of segregating progenies and 
responsible for the development of most nematodes into adult males. This QTL was mapped 
on potato chromosome V and is designated as the GpaVvrn locus. The nematode lineages used 
here were Gp-Désirée-6x, Gp-Désirée-8x, Gp-Désirée-10x and Gp-Iledher-6x, Gp-Iledher-8x, 
Gp-Iledher-10x (x being the number of successive generations on the corresponding potato 
cultivar).  
 
 

2.2.3 Virulence assessment 
 
Response to selection was measured by estimating the virulence level, defined as the 

probability for a larva to produce a female, in each lineage. The virulence of a given lineage 
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was estimated as described by Fournet et al. (2013). Briefly, pieces of germinated tubers were 
allowed to emit roots in a petri dish containing 20 g.L-1 water agar, and one root was 
inoculated with ten newly hatched larvae coming from a pool of ten cysts placed into potato 
root exudates. After inoculation, petri dishes were kept in total darkness, under controlled 
conditions (20 ± 1°C), for 15 days. Every inoculated root was then dissected in water under a 
transillumination unit for brightfield/darkfield contrasts, and the number of developed 
females was counted. Virulence level was then calculated for each lineage as the ratio 
between the number of females and inoculated larvae. Virulence level of each nematode 
lineage was assessed in this way on the resistant potato cultivar Iledher and compared for 
each generation to the corresponding percentage of females produced by the avirulent 
lineages (Gp-Désirée-6x, Gp-Désirée-8x, Gp-Désirée-10x) on the susceptible potato cultivar 
Désirée. This comparison allowed us to define the virulence status of ea h li eage i  fo  
i ule t o  a i  fo  a i ule t; see Fig. 2.1). For each lineage, from 12 to 29 roots (i.e., 

replicates) were inoculated independently. 
 
 

2.2.4 Life-history traits assessment 
 
Life-history traits were evaluated on new cysts produced on the susceptible potato 

cultivar Désirée, under controlled conditions, using larvae issued from the lineages Gp-
Désirée-6x, Gp-Iledher-6x, Gp-Désirée-10x and Gp-Iledher-10x. To this end, germinated tubers 
of the cultivar Désirée were buried in a moistened mixture of sand and soil (1:3) contained in 
a 150-mL clear plastic screw cup (C.E.B., Angers, France). Capped cups were then stored in the 
dark at 20°C (± 1) and 70% relative humidity in a climatic chamber until roots were clearly 
visible through the cup wall. Thereafter, for each lineage, six cups (i.e., six independent 
replicates) were inoculated with 2 mL of a suspension containing around 150 second-stage 
juveniles.mL-1. This inoculum suspension was obtained by pooling together the larvae 
collected every 4 days during a maximum of 12 days from 80 different cysts soaked in potato 
exudates (cv. Désirée). Freshly hatched larvae were stored at 4°C until the proper inoculum 
concentration was reached. The final concentration was adjusted by adding the corresponding 
amount of water and controlled five times by counting all the larvae in 1 mL just before 
inoculation. Cups were then capped again and stored for 80 days in the climatic chamber, 
under the same climatic conditions, to allow the complete development and maturation of 
newly formed cysts.  

For each replicate, newly formed cysts were manually collected and numbered (#Cyst) 
after extraction with a Kort elutriator. The size of each collected cyst (Size_cysts) was 
evaluated through the surface area using a magnifying stereomicroscope coupled with an 
image analysis software (Microvision Instruments, Histolab v8.1.0, Evry, France). To evaluate 
the sts  o te ts, te  sts e e a do l  pi ked f o  ea h epli ate, pooled a d ushed 
in water, and the eggs and larvae were counted (#Larvae) using a magnifying 
stereomicroscope. For each replicate, that is for each pool of ten cysts, the arc length of ten 
randomly chosen larvae was measured (Length_larvae) using a magnifying stereomicroscope 
coupled with an image analysis software (Microvision Instruments, Histolab v8.1.0, Evry, 
France). To estimate the hatching dynamics, ten other cysts, randomly picked from each 
replicate, were soaked in potato exudates (cultivar Désirée) in a small plastic cup and then 
stored in the dark at 20°C (± 1). Every 5 days, the potato exudate was removed and the 
hatched larvae were counted using a magnifying stereomicroscope. Seventy days after the 
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start of the experiment, cysts were crushed in water to assess the number of unhatched 
larvae, so as to calculate the final hatching rate (a proportion) of each replicate. Assuming that 
the time-tohatching is Weibull-distributed, a simple model (Data S1) was adjusted to the 
hatching curves and two parameters, the hatching probability (P) and the mean hatching time 
(HT), were estimated for each replicate, through a maximum likelihood approach.  

 
 

2.2.5 Statistical analysis 
  
All statistical analyses were performed using the R software version 3.1.1 (R Core 

Team, 2014). Normality and homogeneity of variances were checked using the Shapiro–Wilk 
and the Leven tests, respectively.  

The levels of virulence of each lineage (Gp-Désirée-6x, Gp-Désirée-8x, Gp-Désirée-10x 
and Gp-Iledher-6x, Gp-Iledher-8x, Gp-Iledher-10x) and of the positive controls (corresponding 
to the percentage of females produced by the three avirulent lineages, Gp-Désirée-6x, Gp-
Désirée- 8x, Gp-Désirée-10x, on the susceptible potato cultivar Désirée) were compared with 
a one-way ANOVA on the percentage of females produced and multiple comparisons of means 
with the Tukey contrasts test (α = 0.05).  

The pairwise relationships between the different life-history traits measured (#Cyst, 
Size_cysts, #Larvae, Length_larvae, P and HT) were separately tested on the virulent and 
a i ule t li eages ith the Pea so s p odu t– moment correlation. Significance of the 
correlations was corrected for multiple comparisons using the p.adjust R function and the false 
discovery rate (FDR) method developed by Benjamini & Hochberg (1995).  

For each life-history trait (#Cyst, Size_cysts, #Larvae, Length_larvae, P and HT), the 
generation effect, the vir/ avir effect (i.e., the virulent/avirulent status of lineages) and the 
corresponding two-way interaction effect were tested through an ANOVA. Moreover, for each 
generation (6x and 10x), the vir/avir effect was tested for the six life-history traits using a one-
way ANOVA.  

 
 

2.3 Results 
 

2.3.1 Virulence level of the different Globodera pallida lineages 
 

The ANOVA model showed a significant lineage effect on the percentage of females 
produced (F8,161 = 69.56; P < 0.0001). Globodera pallida lineages having evolved on the 
susceptible potato cultivar Désirée, during either six, eight or ten generations, showed a very 
low virulence level on the resistant potato cultivar Iledher (from 0.5% to 3.5% of females 
produced – Fig. 2.1). That result highlighted the high efficacy of that resistance, conferred to 
Iledher by the GpaVvrn QTL, and confirmed the avirulent status of those lineages, named 
hereafter avir(6x), avir(8x) and avir(10x). Conversely, G. pallida lineages having evolved on 
cultivar Iledher showed a high virulence level on that cultivar, confirming the virulent status 
of those lineages, named hereafter vir(6x), vir(8x) and vir(10x). While after six generations, 
the virulence level reached 38.9% of females produced, indicating that the breakdown of 
resistance was incomplete (i.e., significantly different from the corresponding control – Fig. 
2.1), it reached 62.5% and 58.1% of females produced after eight and ten generations, 
respectively, indicating that the breakdown was total (i.e., not significantly different from their 
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controls – Fig. 2.1). Because virulence levels from avir(8x) and vir(8x) on the one hand and 
avir(10x) and vir(10x) on the other hand were not significantly different; the comparisons of 
life-history traits between virulent and avirulent lineages were made only using 6x and 10x G. 
pallida lineages in order to perform the fitness cost test.  

 
 

 
Figure 2.1 Percentage of females produced for each Globodera pallida lineage on the resistant potato cultivar 
Iledher and for the positive controls on the susceptible potato cultivar Désirée. Lineages having evolved on 
Désirée (Gp-Désirée-6x, Gp-Désirée-8x, Gp-Désirée-10x) and on Iledher (Gp-Iledher-6x, Gp-Iledher-8x, Gp-
Iledher-10x) are indicated in grey and black, respectively. White bars correspond to the percentage of females 
produced by the three avirulent lineages (Gp-Désirée-6x, Gp-Désirée-8x and Gp-Désirée-10x) on Désirée. Letters 
represent the homogenous groups identified by the Tukey contrasts test at the 5% threshold.  

 
 
2.3.2 Life-history traits measurements in virulent and avirulent lineages 
 
There was no significant correlation between the different life-history traits measured 

here, that is number of cysts, size of cysts, number of larvae per cyst, length of larvae, hatching 
probability and mean hatching time, whatever the status of the G. pallida lineages (Table 2.1A 
for the virulent and Table 2.1B for the avirulent lineages, respectively). Note that there was 
also no significant correlation between the different life-history traits when the test was done 
separately for each lineage (data not shown). Consequently, there was no trade-off between 
the different life-history traits measured here, and because there was no redundant 
information, comparisons between virulent and avirulent lineages were relevant for all six life-
history traits.  

The two-way ANOVAs revealed (1) a small generation effect for the number of cysts 
(with more cysts produced at the sixth generation than at the tenth generation), (2) a vir/avir 
effect for the size of cysts and the mean hatching time and (3) no significant interaction effect 
(Table 2.2). The number of cysts produced on the susceptible cultivar potato Desiree did not 
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differ significantly between the virulent and the avirulent G. pallida lineages (Fig. 2.2A). 
However, cysts were significantly larger for the virulent than for the avirulent lineages, 
regardless of the generation considered (Fig. 2.2B). The virulent lineage produced more larvae 
per cyst than the avirulent lineage at the tenth generation, and there was no effect on that 
lifehistory trait at the sixth generation (Fig. 2.2C). Those larvae were of similar length in the 
virulent and the avirulent lineages (Fig. 2.2D). Finally, the mean hatching time was significantly 
longer in the avirulent than in the virulent lineages (Fig. 2.2F and Data S2), whereas there was 
no significant difference for the hatching probability, whatever the generation considered 
(Fig. 2.2E and Data S2).  

 
 

Table 2.1 Pea so ’s o elatio  oeffi ie ts elo  the diago al  a d asso iated adjusted P-values (above the 
diagonal) between the different life-history traits (#Cyst, Size_cysts, #Larvae, Length_larvae, P and HT) for (A) 
the virulent and (B) the avirulent Globodera pallida lineages. 
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Figure 2.2 Means (± standard error) of (A) the number of cysts (#Cysts), (B) the size of cysts (Size_cysts), (C) the 
number of larvae (#Larvae), (D) the length of larvae (Length_larvae), (E) the hatching probability (P) and (F) 
the mean hatching time (HT) for the virulent and the avirulent Globodera pallida lineages at each generation 
(6x and 10x). F and P are indicated for each comparison and significant vir/avir effects are highlighted in bold.  

 
 

2.4 Discussion 
 

Evaluating life-history trade-offs associated with unnecessary virulence in plant 
pathogens is the classical method to demonstrate that selection for virulence could be costly. 
This point is central to understand the ecology and evolution of plant diseases, and thus to 
better manage plant resistances on the long run. According to the trade-off concept, 
resistance-breaking isolates are expected to undergo a fitness cost in susceptible hosts, 
compared to avirulent isolates. This is true for many plant pathogens such as viruses, 
oomycetes and fungi (see Laine & Barrès 2013 for a review), but also in the case of rootknot 
nematodes (Castagnone-Sereno et al. 2007; Djian-Caporalino et al. 2011). Unexpectedly, in 
our experimental conditions, we found an apparent fitness benefit for virulent lineages in G. 
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pallida, even on the susceptible host: the virulent lineages produced bigger cysts, containing 
more larvae (at least for the tenth generation) and hatching more quickly. Generalization of 
that result could be reinforced using other pairs of virulent and avirulent lineages coming from 
other natural cyst nematode populations.  

The lack of apparent cost related to virulence is a result which might bear several 
explanations. First, the resistance conferred by GpaVvrn basically alters the quality of the 
feeding site, and thus acts on a late step of the nematode development cycle (Fournet et al. 
2013). Therefore, the traits involved in the early stages of parasitism could be less affected by 
selection against unnecessary virulence. This seems to be true as the same number of cysts 
for both lineages was observed, suggesting that virulent larvae exhibit the same abilities as 
avirulent ones to localize and then penetrate inside the roots, to move within the roots, to 
build their feeding site and to develop into adult males and females. Accordingly, Castagnone-
Sereno et al. (2015) recorded no cost related to unnecessary virulence in life-history traits 
directly linked to the establishment of the parasitic interaction between tomato and M. 
incognita. Another possible explanation is that virulence costs were compensated before our 
first measurement of a potential cost, that is before the sixth generation. For example, 
Schoustra et al. (2006) showed that fludioxonil-resistant isolates of the ascomycete 
Aspergillus nidulans suffered a severe fitness cost in the absence of the drug, but that this cost 
was afterwards waived without loss of the resistance. In the contrary, Janzac et al. (2010) 
performed a serial passage experiment with potato virus Y in pepper and observed no 
compensatory mutation showing that the only possibility to compensate a high virulence cost 
was through the reversion from virulence to avirulence. Because no G. pallida cyst was 
sampled before the sixth generation, we cannot actually test the hypothesis of an early cost 
compensation.  

Finding that a reproductive fitness benefit (i.e., an increase in the ability of virulent 
individuals to produce a progeny) is associated with unnecessary virulence is much more 
surprising than the apparent absence of a cost only. To our knowledge, such an unexpected 
result has been previously recorded only twice, in the wheat pathogen Puccinia striiformis f. 
sp. tritici, for which the vir9 virulence factor conferred a competitive advantage in the absence 
of the corresponding resistance gene (Bahri et al. 2009), and for one life-history trait of the 
potato late blight pathogen, Phytopththora infestans, where virulent isolates had a shorter 
latency period than avirulent ones (Montarry et al. 2010). However, for the former, this was 
not true for two other virulence factors (vir4 and vir6), and for the latter this advantage was 
counterbalanced by costs for other life-history traits leading to an overall fitness lower for 
virulent isolates compared to avirulent ones on susceptible hosts.  

The positive relationship between female body size and fecundity is a well-known 
correlation, particularly in ectotherms: larger females will produce more eggs (e.g., Reiss 
1989; Roff 1992), and this has already been highlighted in nematodes (Morand 1996). In our 
study, virulent females had a larger body size at the sixth and tenth generations (compared to 
the avirulent lineage). This may be the consequence of an adaptation to the difficulty to build 
high-quality feeding sites in the resistant cultivar during the experimental evolution. This may 
o espo d to the th ift  phe ot pe  h pothesis de eloped  Hales & Baker (2001) which 

asserts that nutrient stress during early development leads to an adapted physiological state 
that increases fitness in conditions of food scarcity. Such theory was recently confirmed in the 
free-living nematode Caenorhabditis elegans where the progeny and grand progeny of starved 
larvae are more resistant to starvation (Jobson et al. 2015). Accordingly, one can imagine that 
this adaptation may lead to a more efficient use of the amount of available resources in 
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susceptible host plants by virulent females, leading to larger body sizes and offspring number, 
which represents an obvious fitness gain.  

The offspring of virulent females moreover hatches faster than the offspring of 
avirulent females. Here, it is less easy to determine whether it can give a fitness advantage or 
not as G. pallida achieves only one generation per year. Nevertheless, one can imagine that 
hatching more quickly allows the larvae to penetrate in better quality roots (i.e., not 
parasitized by a large number of competitive larvae), and should enhance their development 
success. Moreover, in the case of mixed populations where virulent and avirulent larvae 
compete, such hatching differences could promote mating between virulent females and 
virulent males.  

If the present work attested that the adaptation to the GpaVvrn QTL involves no cost of 
virulence but rather provides a fitness advantage, it remains unclear why that virulence 
mutation did not spread into natural G. pallida populations. This question is particularly 
relevant as the most parsimonious hypothesis is that the mutation has to be already present 
in the population to allow adaptation to resistance. Indeed, the fact that some nematode 
lineages were lost during the experimental evolution study performed by Fournet et al. (2013) 
constitutes an argument that few individuals carrying the virulence alleles are present in 
natural populations. Even if the virulence seems to be present in some populations and 
advantageous, the system is probably more complex in natural conditions than in our 
laboratory experiments. Indeed, gene flow, which was zero during our experimental evolution 
experiment but often strong in agro-ecosystems due to passive transport of cysts through 
human activities (Picard et al. 2004; Plantard & Porte 2004; Alenda et al. 2014), and small 
effective population size (Jan et al. 2016), which favours the random action of genetic drift, 
can both strongly reduce the frequency of virulence alleles in natural populations. Another 
possible explanation could be that trade-offs between virulence and fitness traits exist in the 
field situation but were overshadowed in our experimental situation. Moreover, the 
competition between virulent and avirulent individuals which takes place in natural 
populations could lead to the emergence of virulence costs on traits that have not been 
studied here (e.g., survival abilities when the host is absent). Several experiments on fungi and 
viruses have studied such a competitiveness cost by performing competition experiments 
involving infections with mixture of virulent and avirulent isolates (Abang et al. 2006; Bahri et 
al. 2009; Janzac et al. 2010) and highlighted in most cases a competitiveness cost leading to 
the counter-selection of virulent individuals on the susceptible host.  

To complement our results, further competition experiments should be performed by 
studying the evolution of frequencies of G. pallida virulent and avirulent variants on a 
susceptible potato cultivar. However, this kind of experiment requires genetic markers to 
follow the virulent/ avirulent alleles. Such markers are not yet available for G. pallida, but 
studies are currently performed to develop them. Elucidating the genetic determinism of 
virulence will also allow insight into whether the gene(s) involved is(are) present in multicopy, 
which could explain the absence of cost, as a mutated copy (virulent) could be associated with 
a nonmutated copy (avirulent) which could assure the initial function of the gene. Obviously, 
the use of different G. pallida populations, selected on different genotypes carrying the 
GpaVvrn QTL, should allow our conclusions to be extended and is of a crucial importance to 
address sustainable management of resistance.  
 

Additional Supporting Information may be found in the Annexes section at the end of 
the thesis manuscript.  
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CHAPITRE 3  
APPROCHE DE SCAN GÉNOMIQUE SUR DES LIGNÉES 

DE GLOBODERA PALLIDA ISSUES D’ÉVOLUTION 

EXPÉRIMENTALE 
 
 

L adaptation de G. pallida à la résistance issue de S. vernei a été caractérisée au niveau 
phénotypique dans le chapitre précédent. L olutio  e p i e tale a pe is de ett e e  
évidence la capacité des populations de G. pallida à contourner rapidement la résistance sans 
pour autant subir de coût de fitness. Au contraire, nous avons montré que le contournement 
de la résistance était associé à un gain de fitness des individus virulents sur hôte sensible. Ces 
individus produisent des kystes plus gros, contenant plus de larves qui éclosent plus 
rapidement, que les individus avirulents. Ce constat renforce l h poth se d u e fai le 
durabilité de cette source de résistance au champ. Cependant, la fitness a ici été seulement 
mesurée en inoculation simple. Il est pourtant pas i p o a le u u  oût de o p titi ité 
puisse s e p i er chez les individus virulents s ils so t e  o p titio  a e  des i di idus 
avirulents sur une plante hôte sensible. Tester l e iste e de ce coût de compétitivité 
nécessite l utilisation de marqueurs moléculaires pe etta t de sui e l olutio  des all les 
de i ule e et d a i ule e dans la population. Ces marqueurs moléculaires ne sont 
actuellement pas disponibles. Ces résultats appellent donc à franchir un nouveau cap dans 
l tude du o tou e e t de la sista e e  ous i t essa t aux bases génétiques de 
l adaptatio . Outre une meilleure description du coût potentiel associé au contournement 
d u e sista e, identifier les déterminants génétiques de la virulence permettrait une 
meilleure compréhension et anticipation du processus de contournement, en caractérisant le 
nombre et le t pe de g es et utatio s i pli u s da s l adaptatio , pa a t es joua t u  
rôle clé dans la dura ilit  d u e sista e, et en accédant à des marqueurs moléculaires 
permettant d esti e  et de suivre l olutio  des fréquences des allèles de virulence au 
champ. L esti atio  du pote tiel de o tou e e t de ha ue populatio  is-à-vis de la 
source de résistance étudiée serait alors rendue possible par simple génotypage. 

Jus u à p se t, t s peu de do es o e a t les g es d a i ule e de atode 
existe t. Da s le ut d ide tifie  les ases g ti ues de l adaptatio  à la sista e issue de 
S. vernei, ous a o s do  ete u l utilisatio  d une approche sans a priori de scan génomique 
sur les lignées de G. pallida issues d olutio  e p i e tale. N a oi s, ous tio s pas 
en mesure de savoir si le matériel biologique disponible, issu de quelques générations 
d évolution expérimentale, a ait fi i  d u  assage génétique suffisant pour aboutir à 
un scan génomique précis, est-à-dire permettant l ide tifi atio  de uel ues régions 
génomiques de taille restreinte uniquement. Dans ce chapitre, nous avons donc exploré cette 
question en réalisant un premier scan génomique qualifié de faible densité, en génotypant à 
l aide de 53 marqueurs microsatellites, polymorphes et distribués dans le génome, des 
individus issus des lignées expérimentales virulentes et avirulentes à la résistance issue de S. 
vernei, provenant de deux populations indépendantes, et en utilisant trois tests permettant 
d'identifier des régions génomiques potentiellement soumises à l'action de la sélection. Les 
données de génotypage nous ont également permis de caractériser notre matériel biologique, 
pa  l tude de la diversité génétique au sein des lignées et de la divergence entre lignées et 
entre populations, auta t d i fo atio s i po ta tes à o aît e da s le ad e de la 
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alisatio  d u  s a  g o i ue et da s l o je tif d u e i te p tatio  opti ale des sultats 
de ce scan.  

Les r sultats de es t a au  fo t l o jet d u  a ti le i titul  « Experimentally evolved 
populations of the potato cyst nematode Globodera pallida allow the targeting of genomic 
footprints of selection due to host adaptation » publié dans la revue Plant Pathology.  
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In the current agronomical context of pesticide use reduction, deciphering the genetic bases 
of pathogen adaptation to plant defences is of major importance to improve durability of 
resistance. Indeed, knowledge of virulence gene frequencies in pathogen populations could 
allow the prediction of resistance durability before deployment. Globodera pallida is a major 
pest of potato crops for which a promising resistance QTL, GpaVvrn, has been identified in 
Solanum vernei. An experimental evolution study, in which G. pallida lineages evolved on 
resistant or susceptible potato genotypes for up to eight generations, previously showed that 
G. pallida was able to rapidly overcome GpaVvrn resistance. However, it was not known if 
enough genetic mixing occurred in these lineages to be able to detect islands of differentiation 
in a genome scan approach. Here, this question was investigated using 53 polymorphic 
microsatellite markers distributed along the genome and three different tests based on 
genetic differentiation and heterozygosity. Eight outlier loci were identified, indicative of 
genomic regions putatively involved in host adaptation. Several loci were identified by 
multiple detection methods and/or in two independent adapted lineages. Some candidate 
genomic regions identified also seemed to be involved in overcoming resistance to nematodes 
in a plant genotype harbouring the same resistance QTL in a different genetic background. 
These results validate the feasibility of a genome scan approach on biological material coming 
from short experimental evolution, and encourage the use of a high coverage genome scan 
by whole genome resequencing.  
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3.1 Introduction 
 

Host-parasite interactions constitute an interesting system in which biological 
adaptation to a new environment, i.e. the host, can be studied. The identification of the 
molecular basis of host adaptation in parasites has become a central challenge for human and 
environmental health (Aguileta et al. 2009); this is also true for plant parasites, responsible for 
severe damage in agricultural crops worldwide.  

A comprehensive approach to analyse the molecular bases of adaptation encompasses 
identification of genomic regions showing footprints of selection, followed by more precise 
investigation of these regions by searching for candidate genes potentially involved in the 
adaptation. To this end, population genomics has developed methods based on genome-wide 
variation, called genome scans, to separate locus-specific effects from genomewide effects 
(Luikart et al. 2003; Storz 2005). Demographic processes affect the genome in its entirety, 
whereas selection effects are expected to be locus-specific. Therefore, loci potentially 
involved in selection show a non-neutral pattern of variation, by exhibiting significantly more 
differentiation among populations and lower diversity within populations (Luikart et al. 2003; 
Storz 2005). Due to the process of genetic hitchhiking (Maynard-Smith & Haigh 1974), markers 
linked to the selected loci will also be influenced by selection, leaving a genomic signature that 
can be detected by genotyping markers distributed along the genome (Luikart et al. 2003). 
The comparison between the distributions of summary statistics estimated from simulations 
under the null hypothesis of neutrality and from the dataset allows the detection of outlier 
loci (i.e. loci departing significantly from the neutral distribution). In natural populations, 
confounding environmental effects could lead to false positive outliers. Coupling genome 
scans and experimental evolution is therefore a promising approach, as it allows the control 
of selection pressure imposed on populations so that a direct link can be established between 
this selection pressure and the phenotypic and genetic changes observed (Turner et al. 2011). 
Repeating the search for outliers in different populations allows the strengthening of the 
presumed involvement in adaptation of outliers found several times (Nosil et al. 2008). 
Compared to the genome scan approach conducted on natural populations, fewer 
independent replicates should be necessary when using experimental lineages to target the 
genomic regions impacted by selection pressure; however, sufficient genetic mixing should 
also occur during the experimental evolution process (Storz 2005).  

Plant-parasitic nematodes are major agricultural pathogens causing severe damage to 
crops leading to considerable economic losses (Nicol et al. 2011). The cyst nematode 
Globodera pallida is an important pathogen of potato and is classified as a quarantine pest on 
both EPPO and USDA quarantine lists. Globodera pallida is a diploid organism with obligate 
sexual reproduction, which achieves one generation per year in European climatic conditions 
(Jones 1950). The use of nematicides has enabled the control of these pathogens for decades. 
However, their use is now strictly limited or even prohibited, as they constitute a threat to 
environmental and human health (Clayton et al. 2008). The currently favoured alternative for 
control of G. pallida populations is the use of resistant potato cultivars. Because the breeding 
of resistant potato genotypes is a long process, only a few registered cultivars show a high 
level of resistance to G. pallida. A promising resistance factor, the QTL GpaVvrn, stimulates the 
development of most nematodes into adult males, which do not cause symptoms by 
themselves. This QTL has been introgressed from Solanum vernei (a wild species close to the 
cultivated potato S. tuberosum) into several potato genotypes with different genetic 
backgrounds. The resistant parents all harboured QTL GpaVvrn, which mapped onto potato 
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chromosome V and explained 61% of the resistance in biparental segregating populations 
(Rouppe van der Voort et al. 2000); in addition, they possibly carried a minor QTL, mapped 
onto chromosome IX and explaining 24% of the resistance (Rouppe van der Voort et al. 2000) 
but the presence of this QTL was not confirmed (Fournet et al. 2013). One of the resistant 
genotypes, cultivar Iledher, was registered, in 2009 in the French official catalogue 
(plantdepommedeterre.org), as the first cultivar showing a high level of resistance to G. 
pallida. In an experimental evolution study, Fournet et al. (2013) exposed two independent 
French G. pallida populations to several potato genotypes, harbouring GpaVvrn but differing 
by their genetic background, over eight parasite generations. They demonstrated that the 
resistance from S. vernei could be overcome by both G. pallida populations, and thus 
generated lineages adapted to each resistant potato genotype. Moreover, they showed that 
the plant genetic background impacts the durability of resistance.  

In order to design strategies for the sustainable management of plant resistance, it is 
necessary to study the evolutionary potential of pathogen populations, including the genetic 
basis of their adaptation to resistant cultivars. However, an important limitation lies in the 
scarcity of molecular data available about the response of G. pallida to selective pressures 
imposed by host genotypes. Only one virulence/avirulence gene has been described in G. 
pallida, and it is specific to a particular nematode population (Sacco et al. 2009). Recently, a 
study, based on a whole genome allelic imbalance analysis of single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) in populations of Heterodera glycines grown on resistant and susceptible soybean 
plants, revealed two new candidate virulence genes (Bekal et al. 2015); this has opened the 
way for a population genomic approach to analyse cyst nematodes. Bekal et al. (2015) carried 
out controlled matings between H. glycines inbred lines that had been maintained in the 
laboratory for over 30 generations.  

The aim of the present study was to validate the feasibility of a genome scan approach 
on biological material coming from short experimental evolution. Thus, a genome scan was 
performed on G. pallida lineages, virulent and avirulent to Iledher, coming from two different 
populations, using 53 polymorphic microsatellite markers distributed along the genome. 
Three different methods were applied to identify outlier loci. In addition, candidate genomic 
regions identified using lineages adapted to Iledher were compared to another potato 
genotype harbouring the same resistance QTL in a different genetic background.  
 

 

3.2 Materials and methods 
 

3.2.1 Selection of virulent and avirulent lineages of G. pallida 
 

Nematode lineages were established from cysts of two natural French populations of 
G. pallida, SM (from near Saint-Malo, Brittany, northwestern France) and N (from the island 
of Noirmoutier, western France), coming from infested fields (3 and 82 J2 per gram of soil for 
SM and N, respectively). All details about the experimental evolution protocol are given in 
Fournet et al. (2013). The lineages used here had been obtained in the previous study by 
rearing both populations for eight successive cycles on the susceptible potato cultivar Désirée 
(D) and on two resistant cultivars: Iledher (I) and the potato genotype 360.96.21 (360), both 
possessing the resistance QTL GpaVvrn. Because of the high level of resistance of the potato 
genotypes used during the experimental evolution, the first three generations were grown 
directly in the fields, the next two generations were grown in tanks under greenhouse 
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conditions, and the three last generations in pots. Unfortunately, the intermediate 
generations as well as several lineages, including the lineage from the N population evolving 
on the potato genotype 360.96.21, were no longer available. Thus, the present study was 
conducted with the eighth generation of the five remaining available lineages, named SMD, 
SMI, ND, NI and SM360. As a consequence, the comparison for adaptation to the same 
resistance QTL in different genetic backgrounds (Iledher and genotype 360.96.21) could only 
be performed with lineages from the SM population.  
 
 

3.2.2 DNA extraction and microsatellite genotyping 
 
For each lineage, 50 cysts from the eighth generation of the experimental evolution 

protocol were randomly sampled and individualized. As the amount of DNA in a single larva 
was not sufficient to perform genotyping with the whole set of microsatellites markers, three 
J2 (siblings) per cyst were used and each one was genotyped with a subset of markers (i.e. the 
DNA from the three siblings was not pooled). Extraction of genomic DNA of each J2 was 
performed following Boucher et al. (2013). Presence of DNA and species identity of these 
samples were checked by PCR-RFLP of the ITS region as previously described (Boucher et al. 
2013). Samples were genotyped using 202 microsatellite markers. The majority of these 
markers were developed directly from one of the first versions of the G. pallida genome, 
composed of 17 095 supercontigs (version gpal.201011.supercontigs.fasta; Sanger Institute, 
http://sanger.ac. uk). The QDD software (Meglécz et al. 2010) was used to select sequences 
and design primer pairs for sequences containing perfect microsatellite motifs with at least 
four repeats and flanking regions without tandem repetition. Among those markers, small PCR 
products (<100 nucleotides) were discarded, and only one marker per supercontig was 
retained. Eight supercontig sequences containing pathogenicity genes, i.e. genes involved in 
the production of molecules interacting with the host plant (PL1, PL2, ExpB1, ExpB2 and four 
paralogues of RBP1; Haegeman et al. 2012) and 3446 ESTs sequences (available on 
NEMBASE4: http://www.nematodes.org/nembase4/) were also screened for microsatellite 
content using the software MSATCOMMANDER v. 0.8.2 (Faircloth 2008), which was also used to 
design primers. Eleven microsatellite markers developed for G. rostochiensis, which cross-
hybridizes with G. pallida (Boucher et al. 2013), were also selected. To avoid unexpected 
hybridization, selected primers were tested on the whole G. pallida genome by e-PCR 
(Rotmistrovsky et al. 2004), and only primer pairs that cannot hybridize on another part of the 
genome (allowing up to three mismatches) were retained. Overall, a total of 191 microsatellite 
markers were selected, to which were added 11 markers previously developed by Montarry 
et al. (2015).  

The 202 microsatellite markers were each amplified in a 5 µL reaction mix containing 
2 µL of genomic DNA, previously diluted 1 in 3, 0.125 U Taq DNA polymerase, PCR buffer at 1 
x final concentration, 2 mM MgCl2, 0.2 mM each dNTP (all products from Promega), 0.25 µM of 
forward and reverse primers for each marker, and 0.25 µM of a universal primer (M13) labelled 
with either 6-FAM, VIC, NED, or PET fluorescent dyes -dye-GTGCTGCAACATTTTGCTG- ; 
Applied Biosystems). Amplification steps were an initial denaturation at 94 °C for 5 min; 20 
cycles consisting of a denaturation step at 94 °C for 30 s, an annealing step at 57 °C for 90 s 
and an elongation step at 72 °C for 30 s; then 20 cycles of 94 °C for 20 s, 53 °C for 30 s and 72 
°C for 30 s; and a final elongation at 60 °C for 30 min. Amplifications were conducted on C1000 
thermal cyclers (Bio-Rad). After amplification, the PCR products from eight loci were each 



Chapitre 3 – Approche de scan génomique sur des lignées de G. pallida issues d’évolution expérimentale 

84 
 

added to 5 µL H2O (2 µL of PCR products with 6-FAM, VIC and NED fluorescent dyes and 4 µL 
of PCR products with PET fluorescent dyes); four pairs of loci were each labelled with a 
different dye and loci of the same pair (labelled with the same dye) had nonoverlapping 
amplicon sizes. Two microlitres of this dilution were then added to 4.95 µL HiDi formamide 
(Applied Biosystems) and 0.05 µL GeneScan 500 LIZ size standard (Applied Biosystems). 
Electrophoresis of amplified fragments was carried out in a capillary sequencer ABI PRISM 
3130xl (Applied Biosystems). For each marker, peaks of the different runs were automatically 
binned using GENEMAPPER v. 4.1 (Applied Biosystems) and the allele assignation was additionally 
proofread manually.  

After genotyping, all monomorphic microsatellite markers and those with too many 
missing data were removed. The final dataset consisted of 53 polymorphic markers (13 di-, 14 
tri-, 21 tetra-, two penta- and three hexanucleotide motifs; Table S1) successfully amplified 
f o   i di iduals  i  “M ,  i di iduals  i  NI a d ND a d  i di iduals  i  “MI a d 
SMD (as e tio ed a o e, data fo  ea h i di idual  a tuall  o e f o  three larvae of a 
single cyst) and contained, on average, less than 10% missing data. Despite the fact that the 
markers were identified on a previous version of the genome, the 53 polymorphic markers 
were distributed on 47 different scaffolds of the last genome version (Cotton et al. 2014).  
 
 

3.2.3 Detection of outlier loci 
 
Two complementary FST outlier tests of selection were performed: DETSEL v. 1.0.2 

(Vitalis 2012) and the FDIST approach (Beaumont & Nichols 1996) implemented in ARLEQUIN v. 
3.5.2, which presents a few differences from the original version (Excoffier & Lischer 2010). 
Both methods rely on the estimation of the joint distribution of summary statistics, by means 
of stochastic simulations of neutral gene genealogies in a simple population model. FDIST and 
DETSEL differ by the underlying demographic model: while FDIST considers an island model of 
population structure, i.e. a set of populations with constant and equal deme size that are 
connected by gene flow, DETSEL considers a pure divergence model, in which an ancestral 
population splits into two daughter populations. Analyses were run separately for each 
lineage pair SMI/SMD, NI/ND and SM360/ SMD. In ARLEQUIN, for each analysis, 100 000 
coalescent simulations in 100 demes were performed. In DETSEL, 1 000 000 simulations were 
performed for each pairwise comparison, assuming no bottleneck before the split and using 
the following parameters: maximum allele frequency = 0.99; mutation rate µ = 10-4 
(corresponding to the average mutation rate for microsatellite markers; Selkoe & Toonen 
(2006)); time since population split t = 8 generations; ancestral population size Ne = 104, 105 
and 106 (as recommended by Vitalis 2012; because of the uncertainty in actual Ne, data have 
to be analysed using a wide range of values for this parameter). The stepwise mutation model 
(SMM) was used for all simulations. However, additional simulations were performed using 
the infinite allele model (IAM), a mutation rate µ = 10-5 and/or assuming a bottleneck, and 
provided the same outlier list (data not shown). For both FST outlier tests, a locus was classified 
as a significant outlier if it lay outside the 95% and 99% confidence envelopes and, as the focus 
was on the loci putatively involved in divergence between adapted and non-adapted lineages, 
only the loci falling above the upper confidence limits were considered.  

In addition, a third test based on the reduction in heterozygosity was used: the lnRH 
test (Kauer et al. 2003; Schlötterer & Dieringer 2005), specifically designed for microsatellite 
loci. This test is based on the assumption that microsatellites linked to loci under selection will 
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show reduced levels of diversity between populations (Schlötterer & Dieringer 2005). The 
lnRH statistic was computed for each locus in each lineage pair SMI/ SMD, NI/ND and 
SM360/SMD by calculating the natural logarithm l  of the ge e di e sit  atio [ ⁄  - 
Hlineage1))2 - ] ⁄ [ ⁄  - Hlineage2))2 - 1], where H is the expected heterozygosity. For lineages 
with monomorphic loci, one different allele was added to one individual, as null values of 
heterozygosities prevent the estimation of lnRH due to division by zero (Kauer et al. 2003). 
LnRH estimates were standardized to obtain a mean of 0 and a standard deviation of 1. As the 
lnRH is approximately normally distributed under the null hypothesis of neutrality (Schlötterer 
& Dieringer 2005), loci with lnRH values lower than -1.96 (or greater than 1.96) and -2.58 (or 
greater than 2.58) were considered outliers at the 0.05 and 0.01 threshold, respectively, 
indicating reduced variability in the numerator lineage as compared to the denominator one 
(or in the denominator lineage compared to the numerator one).  
 

 
3.2.4 Genic environment of outlier loci 
 
There is no available data on the extent of recombination and linkage disequilibrium 

in the G. pallida genome. However, a genetic linkage map constructed with AFLP exists for the 
species G. rostochiensis (Rouppe van der Voort et al. 1999) and indicates an overall 
physical:genetic distance ratio of 120 kb cM-1. Thus, a search was made for predicted genes 
located in a window of 240 kb around outlier loci (120 kb either side) in the annotated G. 
pallida genome (version nGp.v1.0; Cotton et al. 2014), available as an assembly of 125 Mb in 
6873 scaffolds with a N50 of 122 kb. Combining transcriptomic data with manual curation, a 
total of 16 419 genes were predicted. As the majority of virulence factors identified in plant 
parasitic nematodes are effectors (Haegeman et al. 2012), genes coding for secreted proteins 
were prioritized in the search. Therefore, predicted proteins were examined for the presence 
of N-terminal signal peptides using SIGNALP v. 4.1 (Petersen et al. 2011). A BLAST search was also 
performed of the predicted genes against the annotated G. rostochiensis genome (version 
nGr.v1.0; Eves-van den Akker et al. 2016), for which an expert annotation has been performed 
(in contrast to the G. pallida genome which has only an automated annotation), in order to 
obtain more precise information on their functional annotation.  

 
 

3.2.5 Genetic diversity and differentiation 
 
The genetic characteristics of the main lineages of this study (SMD, SMI, NI and ND) 

were estimated using three datasets: one dataset containing all 53 microsatellite markers 
retained, one containing the putatively neutral markers (i.e. without the outlier loci detected) 
and one containing only the outlier loci (combining results of SMI/SMD and NI/ND 
comparisons). Genetic diversity was estimated through allelic richness (AR) and unbiased gene 
diversity (H). Allelic richness AR corresponds to the mean number of alleles per locus, and was 
estimated on a reduced sample of 20 individuals using the rarefaction method implemented 
in POPULATIONS v. 1.2.32 (Langella 2000). Gene diversity H corresponds to the average 
probability across loci to draw at random different alleles in the same population, and was 
computed using GENETIX v. 4.05.2 (Belkhir et al. 1996–2004). The fixation index FIS was also 
computed using GENETIX, and the statistical significance of FIS values for each lineage was tested 
using the allelic permutation method (10 000 permutations). Genetic differentiation among 
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all lineage pairs was estimated by calculating pairwise FST values using GENEPOP v. 4.0 (Rousset 
2008).  

 
 

3.3 Results 

 
3.3.1 Detection of outlier loci 

 
A genome scan was performed on the eighth generation of five lineages coming from 

two independent G. pallida populations (SM and N); two of them were virulent to Iledher (SMI 
and NI), one was virulent to another resistant genotype harbouring GpaVvrn in a different 
genetic background (SM360) and two were avirulent (SMD and ND). Each lineage was 
genotyped with 202 microsatellite markers. Fifty-three polymorphic markers were finally kept 
to perform the genome scan with three different methods: FDIST, DETSEL and lnRH. Analyses 
were run separately for each lineage pair SMI/SMD, NI/ND and SM360/SMD. A locus was 
considered to be putatively under positive selection if at least two outlier tests were significant 
for that particular locus or if that locus was found to be an outlier in at least two pairwise 
comparisons.  

Eight outlier loci were found across the three pairwise comparisons and using the three 
outlier detection tests (Table 3.1). Most of them were found with the three methods and at 
the 0.01 threshold. Gp249 in SMI/SMD and Gp235 in SM360/SMD were only detected with 
FDIST and DETSEL, and Gp121 in NI/ND and Gp235 in SMI/ SMD, were found only with DETSEL 
(Table 3.1). In order to lower the bias on the mean neutral FST estimation induced by outlier 
loci present in the dataset, and subsequently the simulation of the expected distribution under 
the null hypothesis, it is advocated to run the analysis a second time after removing outlier 
loci (e.g. Antao et al. 2008). This procedure is particularly justified for the NI/ ND comparison, 
where a locus shows a very high FST value (Gp101 with FST = 0.75; Fig. 3.1b). Therefore each 
analysis was run a second time after removing the outlier loci at the 0.01 threshold and it was 
found that Gp121 in NI/ND and Gp235 in SMI/SMD were outliers at the 0.05 threshold in FDIST.  

In the comparisons between lineages virulent and avirulent to Iledher (i.e. SMI/SMD 
and NI/ND), seven outlier loci were detected (Figs 3.1 & 3.2; Table 3.1); among them, one 
outlier, Gp121, was shared by both populations (Fig. 3.3). Among the six other outliers, found 
in only one population, one of them, Gp101 (found with the three outlier tests in NI/ND 
comparison) was also detected as an outlier at the 0.05 threshold in both FST -based tests in 
the SMI/SMD comparison after the second run, and can therefore be considered as a second 
outlier shared by both populations (Fig. 3.3).  

In the comparison SM360/SMD, four outliers were found (Table 3.1). Three of them 
(Gp121, Gp235 and Gr69) were shared with the SMI/SMD pair (Fig. 3.3). Gp121 was also 
shared, as seen above, with the NI/ND pair.  

LnRH indicates in which lineage the reduction of variability – and therefore the 
potential positive selection – happened. In the SMI/SMD comparison, a reduction of variability 
was observed in the SMD lineage at the Gp121 locus, while this diversity loss happened in the 
SMI lineage at the Gp124 and Gr69 loci (Fig. 3.2a). In the NI/ND comparison, reduction of 
variability happened in ND for Gp101 and NI for Gp153 (Fig. 3.2b) and in the SM360/SMD 
comparison, it happened in SMD for Gp121 and Gp135, and in SM360 for Gr69.  
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Table 3.1 Microsatellite markers identified by three outlier detection methods (DETSEL, FDIST and lnRH) in 
comparisons between pairs of potato cyst nematode lineages NI/ND, SMI/SMD and SM360/SMD. DETSEL v. 
1.0.2, Vitalis (2012); FDIST, Beaumont & Nichols (1996) implemented in ARLEQUIN v. 3.5.2; lnRH, Kauer et al. (2003), 
Schlötterer & Dieringer (2005).* P < 0. 05. ** P < 0.01. 

 

 
 
 

 
Figure 3.1 Distribution of genetic differentiation (FST values) among potato cyst nematode lineage pairs as a 
function of heterozygosity for each of 53 microsatellite loci in (a) comparison of lineages SMI and SMD and (b) 
comparison of lineages NI and ND. Upper and lower dotted lines: 99th and 1st quantiles of the neutral envelope; 
upper and lower dashed lines: 95th and 5th quantiles of the neutral envelope; black and grey dots: outlier loci at 
0.01 and 0.05 thresholds. 
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Figure 3.2 Standardized values of the natural logarithm of the gene diversity ratio (lnRH) for each of 53 
microsatellite loci in a comparison between potato cyst nematode lineages (a) SMI and SMD, and (b) NI and 
ND. Upper and lower dotted lines: 99% confidence interval (-2.58, +2.58); upper and lower dashed lines: 95% 
confidence interval (-1.96, +1.96); black dots: outlier loci at 0.01 threshold. 

 
 
 

 
Figure 3.3 Venn diagram showing the microsatellite markers identified as outlier loci in one, two or three 
pairwise comparisons of potato cyst nematode lineages (NI/ND, SMI/SMD and SM360/SMD). Gp101 is on the 
line because it was detected in the first analysis in the NI/ND comparison and in the second analysis (after 
removing outlier loci) in the SMI/SMD comparison. 

 
 

3.3.2 Genic environment of outlier loci 
 

The predicted genes located in a window of 240 kb around outlier loci (120 kb on either 
side) were investigated. As a priority, genes coding for secreted proteins (i.e. harbouring a 
signal peptide) were searched for. Predicted genes were also checked using BLAST against the 
expert-annotated G. rostochiensis genome.  
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Microsatellite markers were developed on a previous version of the G. pallida genome. 
However, when a BLAST search of outlier loci against the annotated genome version was 
performed, Gp249 was not found and must, therefore, have been discarded from the new 
genome version. The scaffold where locus Gp135 was localized did not contain any predicted 
genes. Overall, 187 predicted genes were identified around the six remaining outlier loci 
(Table S2). About 44% of these corresponded to genes with unknown functions in G. pallida, 
but 10 harboured a signal peptide, indicating that they potentially encode secreted proteins. 
Nine others were orthologues of predicted genes in G. rostochiensis that harbour a signal 
peptide. Although their function is unknown, three genes, one localized near Gp153 and two 
localized near Gr69, were identified as potential novel effectors by Cotton et al. (2014). Among 
the identified genes with known functions, five harboured a signal peptide. One of them is 
described as SPRYSEC, which is well known to be involved in the pathogenicity of nematodes 
of the genus Globodera (e.g. Sacco et al. 2009). Another gene is also described as SPRYSEC but 
does not harbour a signal peptide. Interestingly, both genes are localized near Gp101, which 
was identified as an outlier in both NI/ND and SMI/SMD comparisons. Two genes described 
as calcium-binding proteins, a protein family also potentially involved in pathogenicity, were 
also found near Gp124 and Gr69.  

 
 
3.3.3 Genetic diversity and differentiation 
 
Allelic richness (AR), unbiased gene diversity (H), fixation index (FIS) of the main lineages 

of this study (SMD, SMI, NI and ND) and genetic differentiation (FST) among all these lineage 
pairs were estimated for three datasets: one dataset containing all retained 53 microsatellite 
markers, one containing the putatively neutral markers and one containing only the outlier 
loci (combining results of SMI/SMD and NI/ND comparisons).  

Genetic diversity was higher for the G. pallida lineages coming from the population of 
Saint-Malo (SMD and SMI) than for the lineages from the population of Noirmoutier (ND and 
NI), both for AR and H (Table 3.2). The comparison between the three datasets showed clearly 
that genetic diversity (AR and H) was lower for the seven outliers than for the 46 neutral 
markers, and intermediate for the combined dataset (Table 3.2).  

A highly significant heterozygote deficit relative to Hardy-Weinberg equilibrium was 
observed in all lineages: in the dataset with the 46 neutral markers, FIS values ranged from 
0.085 to 0.165 (Table 3.2). For all lineages, the FIS was higher for the outlier than for the neutral 
loci, and this was mainly due to the Gp101 locus, as revealed by a jackknife resampling 
performed on the outlier dataset (data not shown).  

The highest FST values were found between lineages coming from the two distinct G. 
pallida populations (Saint-Malo and Noirmoutier), except for the dataset containing only the 
outlier loci, and was on average 0.16 and 0.17 for datasets containing only neutral markers 
and all markers, respectively. Regarding each pair of virulent and avirulent populations, FST 
values were higher for the outlier than for the neutral markers, and intermediate for the 
combined dataset (FST SMD/SMI = 0.105, 0.002 and 0.014 for outlier, neutral and combined 
dataset, respectively; FST ND/NI = 0.308, 0.009 and 0.049 for outlier, neutral and combined 
dataset, respectively).  
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Table 3.2 Genetic characteristics of the main Globodera pallida lineages studied. n, number of sampled 
individuals; AR, allelic richness; H, Nei s  e pe ted u iased hete oz gosit ; FIS, fixation index (**P < 
0.01).aMM, estimate with data from 53 microsatellite markers. bNM, estimate with data from 46 putatively 
neutral markers. cOM, estimate with data from 7 outlier markers. 

 

 
 
 

3.4 Discussion  

 
In this study, a genome scan approach was used on potato cyst nematode, G. pallida, 

after a short experimental evolution to test whether this is an efficient method to target 
genomic footprints of selection due to host adaptation. The genome scan performed on G. 
pallida lineages virulent and avirulent to potato cultivar Iledher, and coming from two 
independent populations, highlighted seven different outlier loci, which constitute candidate 
genomic regions putatively linked to host adaptation.  

As previously recorded in natural populations of several plant parasitic nematode 
species (Montarry et al. 2015), all the lineages showed a heterozygote deficit. It is known that 
heterozygote deficit is likely to increase the rate of false positive outliers (De Mita et al. 2013) 
and so it is possible that some of the outlier loci identified in the present study could be false 
positives. Nevertheless, there are several ways to determine whether outlier loci, and, by 
extension, the linked genomic regions, are good candidates for being involved in adaptation. 
First, it has been recommended that false positives can be avoided by performing more than 
one type of outlier test and only considering those detected by at least two methods as true 
positives (Luikart et al. 2003). In the present study, most of the outliers were found in two or 
three of the tests. Secondly, a good candidate should be identified in both independent 
populations. In the present study, the strong bottleneck imposed on lineages exposed to the 
resistant potato genotypes could have induced genetic drift and, therefore, a risk of detecting 
loci fixed only by drift. However, the use of two independent populations as repeated samples 
provided stronger support to outlier loci found in both populations, as the probability that the 
same loci were fixed by chance in two independent populations is very small (here P = 1/53 x 
1/53 = 0.00036). This particularly applies to the Gp121 locus, which was also found in the third 
comparison, i.e. SM360/SMD, and to some extent, to the Gp101 locus (Fig. 3.3). When 
studying natural populations, this strategy is also useful to avoid the detection of outlier loci 
selected by local environmental variables other than adaptation to the host in some 
populations, such as climate or pedology. Here, this pitfall was avoided by using lineages 
coming from an experimental evolution, which allowed control of the environment for at least 
the last five generations that reproduced under glasshouse conditions (Fournet et al. 2013). 
Thus, any outlier loci identified were likely to be linked to the resistant or susceptible status 
of the host plants.  

Even though 16 genes were found in a 240 kb window around the outlier locus Gp121, 
none of them was known as an effector and none of them harboured the recently identified 
DOG-Box that may be a predictor of secretion (Eves-van den Akker et al. 2016); nevertheless, 
four of the genes may be candidates for playing a role in pathogenicity. Among the 21 genes 
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found close to locus Gp101, five harbour a signal peptide and two are known as SPRYSEC, 
which are effectors responsible for the suppression of plant defences and for nematode 
virulence.  

Results obtained with lnRH indicated that, in the case of loci Gp121 and Gp101, the 
reduction of variability, and therefore the potential positive selection, could correspond to 
adaptation to the cultivar Désirée rather than to Iledher. This is not surprising as, before the 
experiment, none of the potato genotypes was cultivated in either of the population source 
fields. However, lnRH also supported the results obtained for three outlier loci, Gp124, Gr69 
and Gp153, that the decrease of diversity occurred in the lineages virulent to Iledher. The 
Gp153 locus could be an interesting candidate, as it was identified as an outlier in the NI/ND 
pair with all three tests, and a gene close to this locus was described as a potential novel 
effector by Cotton et al. (2014). Two genes described as calcium-binding proteins were found 
near Gp124 and Gr69; these could also represent good candidates for adaptation to plant 
resistance as they are homologous to annexins and calreticulins, which are effectors for 
suppression of plant defence, as well as calcium-binding proteins (Lee et al. 2004). It should 
be emphasized that, at this stage and with the genome coverage used in this study, the 
genomic regions involved in the adaptation to the QTL GpaVvrn cannot be precisely identified.  

The results of the present study have also provided clues for solving the question of 
whether the genetic architecture of G. pallida virulence is the same or differs between 
nematodes on potatoes of different genetic backgrounds. Indeed, it is now well established 
that the plant genetic background can influence the durability of plant resistances to virus, 
fungi and nematodes (Palloix et al. 2009; Brun et al. 2010; Fournet et al. 2013). Here, three 
outlier loci were found in both SMI/SMD and SM360/SMD pairs. This result supports the 
hypothesis that the same genomic regions could be involved in adaptation to Iledher and to a 
potato genotype harbouring the same resistance QTL in another genetic background. 
However, further research is needed to test this hypothesis, as the present study lacks 
independent replicates regarding the potato genotype showing the same resistant QTL in a 
different genetic background.  

This work shows that genome scans on experimentally evolved lineages are efficient 
for the detection of genomic regions impacted by selection and putatively involved in host 
adaptation. It is important that this approach has been confirmed to be feasible in nonmodel 
organisms with a generation time much longer than those of model organisms such as 
Caenorhabditis elegans. In fact, because G. pallida completes only one generation per year, 
the experimental evolution performed here involved a short process of divergence, i.e. only 
eight generations. If adaptation was clearly shown at the phenotypic level (Fournet et al. 
2013), there could be a risk that the indicators of selection would be too widespread along the 
genome, preventing the detection of the genetic bases of this adaptation. Indeed, eight 
generations may have been insufficient to allow enough recombination events in the genome 
and could have led to the detection of an excessive number of outlier loci. However, in the 
present study, only 6% of microsatellite loci on average were detected as outliers, showing 
that the nematode lineages used had undergone sufficient genetic mixing in only eight 
generations. This result is consistent with the findings in the majority of genome scan studies, 
where 2–10% of markers were typically reported as departing from the neutral expectation 
(Nosil et al. 2008). Moreover, if the mutation(s) preexisted in the populations, i.e. there was 
standing variation, it could be predicted that the selective sweep would be restricted enough 
to allow the detection of a small number of outliers. Several facts support the hypothesis that 
the individuals virulent to GpaVvrn were already present in the wild populations before the 
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start of the experiment. Bakker (2002) observed that the introduction of many resistant 
cultivars into Europe has been unsuccessful because G. pallida and G. rostochiensis 
populations show high levels of virulence, without ever being exposed to these resistance 
genes in Europe; this suggests that the virulence genes were already present in the initial 
populations introduced from the Andean region of South America. This is in line with the fact 
that some native G. pallida populations from South America are also virulent to S. vernei 
(Hockland et al. 2012). The lineages used in the present study support this hypothesis as, in a 
previous study, both independent populations were shown to overcome several resistant 
genotypes in less than eight generations (Fournet et al. 2013). It is more probable that such a 
result would be caused by a shared pre-existing mutation than by the independent 
appearance of a new mutation in both populations in a small time interval. In a situation where 
a novel mutation is selected and rapidly fixed in the population, the diversity is strongly 
reduced over a large region of the genome because recombination cannot occur in a short 
period. In contrast, if adaptation occurs from a pre-existing polymorphism, as is proposed for 
the populations used in the present study, the favourable variant is ancient and has been able 
to recombine, so the selective sweep is located in a restricted region (Przeworski et al. 2005).  

The results of this study are encouraging as they have given a first insight into the 
possibilities that a genome scan approach offers for investigation of the genetic bases of host 
adaptation in nematodes and other sexually reproducing plant parasites. The coupled 
approach used i  this stud  is lose to the e ol e a d ese ue i g  (E&R) studies that 
combine experimental evolution and genome resequencing to identify loci involved in 
adaptation and analyse the trajectories of these loci during adaptation (e.g. Turner et al. 
2011). However, E&R studies use time series data, which was not possible for the present 
investigation as the parental material of the lineages was no longer available. Such studies 
seem to be mostly performed on model species such as Drosophila melanogaster. More 
generally, the methods of population genomics are still underused in phytopathological 
research for determination of the adaptive potential of pathogen populations.  

In the present study, only 53 microsatellite loci were genotyped in a 100 Mb genome. 
Even if some candidate genes were highlighted, they remain very hypothetical and it is still 
not possible to identify precisely the molecular bases of the adaptation. It is now necessary to 
use a more refined approach, using markers more densely distributed along the genome, i.e. 
single nucleotide polymorphisms obtained by whole genome resequencing. With the recent 
publication of the G. pallida genome (Cotton et al. 2014), a Pool-Seq approach has begun on 
the lineages studied here. Such an improved coverage will allow the identification of outliers 
that cluster physically close to each other, leading to more accurate determination of the 
genomic regions impacted by selection; some of these outliers may be close to those revealed 
in the present study. These improved results could be used to develop efficient strategies of 
deployment of plant resistance even before pinpointing the mutation involved in overcoming 
the resistance. Indeed, a proper characterization of the nematode populations, including their 
genetic variability and particularly virulence gene frequencies, could enable the prediction of 
the efficiency and durability of a plant resistance before its deployment. Thus, SNPs linked to 
virulence genes could be used to follow the evolution of virulence allele frequencies in 
populations from the field or from experimental evolution studies, to assist different 
resistance management strategies.  

 
Additional Supporting Information may be found in the Annexes section at the end of 

the thesis manuscript.  
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CHAPITRE 4  
IDENTIFICATION DES RÉGIONS GÉNOMIQUES 

IMPLIQUÉES DANS L’ADAPTATION À LA RÉSISTANCE 

DE LA PLANTE HÔTE 
 
 

Dans le chapitre précédent, nous avons mis en évide e la faisa ilit  d u e app o he 
de scan génomique sur des lignées de G. pallida issues d u  p o essus ou t de di e ge e e  

olutio  e p i e tale. Nous a o s e  effet ide tifi  u  o e est ei t d outliers, dont 
deux notamment sont communs aux deux populations indépendantes. Cependant, le faible 
nombre de marqueurs utilisés ne permet pas de couvrir suffisamment le génome pour cibler 
des régions génomiques précises. La caractérisation du matériel biologique a notamment 
permis de confirmer la différenciation génétique marquée entre les populations SM et N et 
donc leur statut de réplicas i d pe da ts, situatio  id ale pou  la alisatio  d u  s a  
génomique performant.  

Dans ce chapitre, nous avo s pou  o je tif d ide tifie  les gio s génomiques 
a didates à l adaptatio  à la sista e issue de S. vernei en affinant notre approche par la 
alisatio  d u  s a  g o i ue ualifi  de haute de sit . Nous avons donc à nouveau utilisé 

les lignées de G. pallida issues d évolution expérimentale, en nous concentrant sur celles 
provenant des deux populations indépendantes et ayant évolué sur les variétés résistante 
Iledher et sensible Désirée. L o te tio  de a ueu s ol ulai es pa tis plus de s e t 
le long du génome a été rendue possible pa  la alisatio  d u  es ue çage de g o e 
complet de pools d individus a a t pe is d a outir à l ide tifi atio  d .  illio  de “NPs. 
Les comptages alléliques aux SNPs identifiés ont été utilisés pour réaliser le scan génomique 
à l aide d u  od le e t testa t à la fois la diff e iatio  g ti ue et l asso iatio  à u e 
covariable.  

Même si les prix de séquençage tendent à diminuer drastiquement, le oût d u  
reséquençage complet de génome reste relativement prohibitif pour pouvoir utiliser cette 
approche en routine da s l objectif d u e ide tifi atio  apide des ases g ti ues de 
l adaptatio  à de ou elles sista es. Forts des résultats précédemment obtenus, nous 
avons souhaité comparer les performances d u  s a  g o i ue haute de sit , alisé à 
pa ti  de do es issues d u  es ue çage o plet de g o e, à celles d u  scan 
génomique moyenne densité, réalisé à partir de données provenant d u  s ue çage d u e 
représentation réduite du génome. Pour cela, nous avons mené une approche de génotypage 
par séquençage (GBS) sur les mêmes lignées que celles utilisées précédemment. Dans le 

e te ps, u e telle app o he a t  alis e su  l e se le du at iel iologi ue issu de 
l olutio  e p i e tale. E  effet, si l utilisatio  de do es GB“ pou  la alisatio  d u  s a  
g o i ue s a e o lua te, l tude de lig es a a t olué sur différents génotypes 
portant GpaVvrn permettrait d affi e  os o lusio s. Enfin, cette étude GBS représentait 
également une stratégie alternative d o te tio  de marqueurs moléculaires et de régions 
génomiques candidates, pouvant servir à filtrer les candidats identifiés dans la précédente 
étude.  

Les résultats des travaux portant sur le scan génomique haute densité fo t l o jet d u  
article intitulé « Genome scans on experimentally evolved populations reveal candidate 
regions for adaptation to plant resistance in the potato cyst nematode Globodera pallida » 
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accepté pour publication dans la revue Molecular Ecology. Les travaux portant sur le scan 
g o i ue o e e de sit  fe o t gale e t l o jet d une publication, cependant l tat 
d a a e e t des analyses e pe et pas e o e d e  p pa e  l au he. Les premiers 
résultats sont néanmoins présentés et brièvement discutés.  
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Running title: Molecular signatures of adaptation to resistance 
 

Improving resistance durability involves to be able to predict the adaptation speed of 
pathogen populations. Identifying the genetic bases of pathogen adaptation to plant 
resistances is a useful step to better understand and anticipate this phenomenon. Globodera 
pallida is a major pest of potato crop for which a resistance QTL, GpaVvrn, has been identified 
in Solanum vernei. However, its durability is threatened as G. pallida populations are able to 
adapt to the resistance in few generations. The aim of the present study was to investigate 
the genomic regions involved in the resistance breakdown by coupling experimental evolution 
and high-density genome scan. We performed a whole genome resequencing of pools of 
individuals (Pool-Seq) belonging to G. pallida lineages derived from two independent 
populations having experimentally evolved on susceptible and resistant potato cultivars. 
About 1.6 million SNPs were used to perform the genome scan using a recent model testing 
for adaptive differentiation and association to population-specific covariables. We identified 
275 outliers and 31 of them, which also showed a significant reduction of diversity in adapted 
lineages, were investigated for their genic environment. Some candidate genomic regions 
contained genes putatively encoding effectors and were enriched in SPRYSECs, known in cyst 
nematodes to be involved in pathogenicity and in (a)virulence. Validated candidate SNPs will 
provide a useful molecular tool to follow frequencies of virulence alleles in natural G. pallida 
populations and define efficient strategies of use of potato resistances maximizing their 
durability. 
 

Keywords: evolve and resequence, experimental evolution, Pool-Seq, population genomics, 
selection, virulence.  
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4.1 Introduction 
 

Because of the threat caused by crop pathogens to global food security, control 
methods to limit yield losses and maintain sustainable productions are needed. If pesticides 
have been successfully employed for years, the current societal and political demand for a 
reduction of their use is strong. In most cases, resistant cultivars are now the chosen 
alternative, as they can be highly effective, organism-specific, economically and 
environmentally sustainable. However, this control method can be limited by evolutionary 
capacities of targeted pathogens, which can adapt to plant resistances (McDonald & Linde 
2002). Resistance breakdowns have been documented in a wide range of crop pathogens, 
such as virus, bacteria, nematodes, fungi or oomycetes (e.g., Castagnone-Sereno 2002; 
McDonald & Linde 2002; Janzac et al. 2009), whereas the development of resistant cultivars 
is a long process, in the order of decades, i.e. usually longer than the time needed for pathogen 
populations to overcome resistances. Consequently, the design of strategies allowing an 
increase in resistance durability has been a major goal in plant pathology research over the 
last 50 years, especially as resistance genes or QTLs remain a scarce resource. To be efficient, 
such strategies have to integrate knowledge on the adaptation of pathogen populations to 
the selective pressure imposed by the resistant plant. Consequently, a significant step towards 
a better management of resistance durability could be taken by identifying the genetic 
determinants of adaptation to plant resistances, which would represent direct predictors 
allowing to link dynamics and genetics of resistance breakdown.  

Plant-parasitic nematodes are major agricultural pathogens causing severe damages in 
crops worldwide (Nicol et al. 2011), but sources of resistance against them remain scarce. 
Several studies have been conducted to optimize the management of these resistances (Djian-
Caporalino et al. 2014; Barbary et al. 2015). Cyst nematodes are among the most economically 
damaging plant-parasitic nematodes. Over the last few years, increased knowledge about 
characteristics of cyst nematode populations allowed to better predict the global evolutionary 
potential of these populations. In particular it was showed that cyst nematode populations 
represent a real threat to the durability of plant resistances due to an important passive 
dispersion (Picard et al. 2004; Plantard & Porte 2004; Alenda et al. 2014) and favored 
expression of recessives virulence genes due to inbreeding (Montarry et al. 2015). The 
adaptation speed of nematode populations would also be modulated by the number and the 
nature of genetic mutations required to overcome the plant resistance, and by the presence 
and, if any, the frequency, of virulent individuals in fields.  

The cyst nematode Globodera pallida (Stone) is a major pest of potato crop (Oerke et 
al. 1994; van Riel & Mulder 1998) and Solanum vernei, a wild potato species, is an interesting 
source of resistance against G. pallida as it is highly effective. The resistance, which leads to 
the development of most nematodes into adult males, is explained at 61% by the major QTL 
GpaVvrn mapped on the potato chromosome V (Rouppe van der Voort et al. 2000). This source 
of resistance is to date the only one exploited in commercial potato cultivars at the European 
level. The resistant cultivar Iledher, carrying GpaVvrn, has been registered in 2009 in the French 
catalogue as the first cultivar showing a high level of resistance to G. pallida. However, Fournet 
et al. (2013) highlighted that G. pallida populations were able to completely overcome the 
resistance of Iledher in only few generations in experimental evolution. Identifying the 
determinants of virulence thus appears to be crucial to better anticipate the speed of 
adaptation of G. pallida populations. 
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In organisms with relatively small genomes, such as RNA viruses with 10-15 kb 
genomes, it is possible since several years to sequence the entire genome and to directly 
compare sequences of virulent and avirulent strains in order to find the mutation responsible 
for resistance adaptation (Meshi et al. 1988; Díaz et al. 2004; Ayme et al. 2006; Mardis 2008; 
Janzac et al. 2010). However, this approach cannot be considered in eukaryotic organisms 
whose genomes range from one to hundreds of thousands megabases. Genome scans 
represent an efficient alternative to target genomic regions involved in adaptation in such 
organisms, as they analyze genome-wide variations at the light of theoretical predictions 
about the effects of selection, in order to detect locus specific signatures of positive directional 
selection (Luikart et al. 2003; Storz 2005). Despite their strong potential to elucidate the 
genetic bases of adaptation, genome scans have never been used to identify the determinants 
of virulence in nematodes. However, Bekal et al. (2015) recently opened the way for 
population genomic approach in cyst nematodes. They performed a whole genome allelic 
imbalance analysis of SNPs in Heterodera glycines inbred lines grown in the laboratory for over 
30 generations on resistant and susceptible soybean plants.  

The cyst nematode effectors secreted during the interaction allow the maintenance of 
the biotrophic interaction for several weeks and the induction of a permanent feeding site. 
Numerous candidate effectors have been isolated from nematodes to date (see Haegeman et 
al. 2012; Hewezi & Baum 2012 for reviews) that have roles in the invasion of host tissues, 
evasion of plant defences, suppression of plant defences or manipulation of plant cell fate. 
Since any compound secreted by the parasite can potentially be perceived as nonself by the 
plant, nematode effectors are prime candidates for acting also as avirulence factors when 
recognized by the host guarding or resistance proteins. In Globodera rostochiensis, the sister 
species of G. pallida which also attacks potato, the venom allergen Gr-VAP1 effector was 
identified as an avirulence gene product triggering a cell death response in tomato 
(Lycopersicon esculentum) plants containing the Cf-2 and Rcr3pim resistant genes (Lozano-
Torres et al. 2012, 2014). In G. pallida, the avirulence gene Gp-RBP-1, coding for a SPRYSEC 
effector - acting as a versatile protein-binding platform to disrupt plant innate immunity (Diaz-
Granados et al. 2016) - interacts with the GPA2 resistant protein in potato (Sacco et al. 2009). 
In this case, virulence is due to a single amino-acid polymorphism, however this mutation is 
widely distributed in European populations (Carpentier et al. 2012) and therefore potato 
carrying Gpa2 resistance gene is of very limited interest for control of G. pallida. On the 
contrary, the resistant cultivar Iledher shows a high level of resistance to a wide range of 
European G. pallida populations.  

The aim of the present study was to investigate the G. pallida genomic regions involved 
in the breakdown of the resistance of potato cultivar Iledher. By analyzing microsatellite data, 
Eoche-Bosy et al. (2017) showed that a genome scan on the G. pallida lineages coming from 
the experimental evolution performed by Fournet et al. (2013) was feasible. Here, we took 
advantage of the same biological material to perform a high density genome scan using data 
from a whole genome resequencing of pools of individuals (Pool-Seq, Futschik & Schlötterer 
2010; Zhu et al. 2012; Ferretti et al. 2013; Gautier et al. 2013; Schlötterer et al. 2014) and a 
recent model testing for adaptive differentiation and association to population-specific 
covariables (BayPass, Gautier 2015). 

 
 
 
 



Chapitre 4 – Régions génomiques impliquées dans l’adaptation à la résistance de la plante hôte 

101 
 

4.2 Materials and methods 
 

4.2.1 Study system: Globodera pallida 
 

Globodera pallida is a gonochoristic diploid organism with obligate sexual 
reproduction, which achieves one generation per year in European climatic conditions (Jones 
1950). This obligate parasite enters the plant roots as second-stage juveniles (J2) and 
establishes a specialized feeding structure, the syncytium (Jones & Northcote 1972), which is 
a severe nutrient sink for the plant. In this species, sex is environmentally determined and 
depends on the size and efficiency of the syncytium (Sobczak & Golinowski 2011). Adult males 
leave the root to mate females, which can be fertilized by several males (Green et al. 1970; 
Triantaphyllou & Esbenshade 1990). After mating, the females continue to feed from the 
syncytium and when egg development is completed, they die and form a cyst, enclosing 
hundreds of eggs, which can stay viable for several years in soils. 

The genome of G. pallida has been recently sequenced (Gpal.v1.0, Cotton et al. 2014). 
It is available as an assembly of 124.7 Mb in 6,873 scaffolds, with a N50 of 122 kb and a GC 
content of 36.7% (Cotton et al. 2014). Combining transcriptomic data with manual curation, a 
total of 16,419 genes were predicted. The genome of G. rostochiensis has also been recently 
sequenced (nGr.v1.0, Eves-van den Akker et al. 2016) and could be a more accurate 
representation of a Globodera genome, as suggested by its higher completeness and low level 
of gene duplication. This genome is available as an assembly of 95.9 Mb in 4,377 scaffolds, 
with a N50 of 88 kb and a GC content of 38.1%. Annotation of G. rostochiensis genome could 
also be of better quality as a manual annotation phase followed the initial phase of automated 
annotation, resulting in the prediction of 14,378 genes. 
 
 

4.2.2 Selection of virulent and avirulent G. pallida lineages 
 

This study relies on the biological material coming from the experimental evolution 
performed by Fournet et al. (2013). Briefly, nematode lineages were established from cysts of 
two French natural G. pallida populations, SM (near Saint-Malo, Brittany, north-western 
France) and N (from the island of Noirmoutier, western France) coming from infested fields 
(Fig. S1, Supporting information). The lineages used here were obtained by rearing both 
populations during eight successive cycles (i.e. eight generations) on the susceptible potato 
cultivar Désirée (D) and on the resistant cultivar Iledher (I). The present study was conducted 
with the eighth generation of the four lineages: two lineages adapted to the resistance of 
Iledher (named hereafter SMI and NI), and two lineages which remained unadapted (named 
hereafter SMD and ND). 

 
 

4.2.3 Pool sequencing 
 
As the amount of DNA in a single G. pallida individual is very low, pooling individuals 

from a same lineage was an efficient way to increase the amount of DNA while allowing the 
accurate estimation of population allele frequencies (e.g., Gautier et al. 2013). To accurately 
represent the genetic variability of each lineage, we chose to sample individuals from different 
cysts, rather than different individuals from a same cyst, to constitute the pools. We therefore 
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sampled 300 cysts in each lineage, which was the maximum available, and crushed them 
individually in sterile water. Two J2 (siblings) were sampled from each cyst and attributed to 
two different pools, resulting in two pools of 300 individuals for each lineage, i.e. two 
biological replicates. Water in samples was then vacuum-evaporated in a heated Speed Vac 
Concentrator (MiVac, Genevac Ltd., Ipswich, UK). As the cuticle of the nematode could 
prevent the lysis of tissues by the proteinase K, samples were stored at -80°C during two hours 
and then rapidly heated at ambient temperature, just before DNA extraction. DNA was 
extracted directly from each pool using Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Hilden, 
Ge a  follo i g the a ufa tu e s instructions. A pooled DNA extraction has been 
favored over an individual DNA extraction following by a pooling of the DNA in equimolar 
proportions because this last strategy can lead to heterogeneity in the amount of each 
individual DNA due to measurement (poor estimations of individuals DNA concentration) or 
pipetting errors (Gautier et al. 2013). Extracted genomic DNA was quantified using a Qubit® 
2.0 Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and quality was estimated using a Nanodrop® 
ND-2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). The DNA 
samples conformed to the required pu it  ite ia A /A  a d A /A  >  .  fo  gDNA 
library preparation for sequencing, but not to the required concentration criterion, as the 
amount of DNA obtained from a 300 individuals pool was still very low (i.e. 17 ng of DNA per 
pool on average). Paired-end libraries were therefore constructed from the totality of DNA 
available in each pool (i.e. each biological replicate in each lineage) contained in 100 µL AE 
buffer (Qiagen), using the TruSeq Nano DNA Sample Preparation Kits (Illumina, San Diego, CA, 
U“A , a o di g to the a ufa tu e s i st u tio s. B iefl , DNA as f ag e ted usi g a 
Covaris M220 ultrasonicator (Covaris, Woburn, MA, USA) and, after a purification step, end 
repaired. A bead-based size selection was performed, then DNA was A-tailed and ligated to 
indexed sequencing adapters (60 bp on each side), each biological replicate being identified 
by a different index. After double-purification, libraries were enriched by eight PCR cycles, 
followed by a final purification. Library profiles were controlled using a DNA High Sensitivity 
chip on a BioAnalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), showing that the 
average size of the eight libraries was 513 bp (i.e. average insert size of 393 bp). Libraries were 
then quantified by qPCR on ABI7900HT (Applied Biosystems) in order to pool them in 
equimolar proportions. The final pool was again quantified by qPCR on ABI7900HT in order to 
load on each lane a volume corresponding to a DNA concentration of 8 pM. In order to 
sequence the eight libraries at an expected 150X coverage depth, four lanes were necessary. 
“e ue i g as pe fo ed o  a  Illu i a Hi“e ™  platfo  Illu i a . Three lanes were 
sequenced with HiSeq v4 reagent kits (HiSeq PE Cluster Kit v4 and HiSeq SBS Kit v4, Illumina) 
providing 2x125 bp paired-end reads and the fourth lane was sequenced with TruSeq v3 
reagents kit (TruSeq PE Cluster Kit v3 and TruSeq SBS Kit v3, Illumina) providing 2x100 bp 
paired-end reads. Library preparation and sequencing were performed at the GeT-PlaGe 
France Genomics sequencing platform (Toulouse, France). All the obtained data were 
submitted to the NCBI Sequence Read Archive (SRA; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/). 

 
 

4.2.4 Mapping and SNP calling 
 

Reads from the 64 fastq files (4 lineages x 2 biological replicates x 4 lanes x 2 (paired-
end)) were aligned to the G. pallida reference genome using Bowtie2 version 2.1.0 (Langmead 
et al. 2009; Langmead & Salzberg 2012) with default parameters. Duplicate reads were 



Chapitre 4 – Régions génomiques impliquées dans l’adaptation à la résistance de la plante hôte 

103 
 

removed using Picard version 1.122.0 (http://broadinstitute.github.io/picard/) and remaining 
reads were realigned around indels using Realigner Target Creator and Indel Realigner from 
the Genome Analysis Toolkit, GATK version 2.8.0 (McKenna et al. 2010; DePristo et al. 2011; 
Van der Auwera et al. 2013). The 32 BAM files obtained were merged in a single mpileup file 
using SAMtools MPileup version 0.1.19 (Li et al. 2009) with minimum mapping quality and 
minimum base quality set to 20. The whole previous workflow was performed on the Galaxy 
platform (https://galaxyproject.org/, Blankenberg et al. 2010). The mpileup file was further 
processed to perform SNP calling and derive read counts for each alternative base, after 
discarding bases with a Base Alignment Quality score below 25. Genomic positions kept in the 
dataset had to show only two different bases across all the samples, however, the tri–allelic 
positions for which the third allele was represented by only one read were included in the 
analysis as bi-allelic SNPs (after filtering the third allele as a sequencing error). To evaluate the 
reproducibility of the sequencing results across the technical replicates (sequencing lanes), we 
carried out a Principal Component Analysis (PCA) based on the allele frequency counts (Fig. 
S2, Supporting information). A last filtering step based on the coverage and the minimum 
allele count (MAC) was performed: a SNP was kept in the dataset if i) it had a coverage of more 
than 30 reads and less than 300 reads (corresponding approximately to the 95% percentile of 
the empirical coverage distribution) in each sample and ii) the minor allele was represented 
by at least two reads in two different pool samples. 

 
 

4.2.5 Genome scan for adaptive divergence and association with the 
virulent/avirulent status 
 

To detect genomic signatures of selection, we used the package BayPass version 2.1 
(Gautier 2015) that provides a reimplementation of the Bayesian hierarchical model initially 
proposed by Coop et al. (2010) and includes several extensions that improve accuracy and 
decision criteria. The underlying BayPass framework allows both to identify overly 
differentiated SNPs (candidate for adaptive selection) in a robust fashion, through the 
computation of the XtX genetic differentiation statistics (Günther & Coop 2013), and to 
perform genome-wide association with population-specific covariables. The underlying 
models explicitly account for the covariance structure among the population allele 
frequencies that originates from the shared history of the populations under study, through 
the esti atio  of the populatio  o a ia e at i  Ω, hi h e de s the ide tifi atio  of “NPs 
subjected to selection less sensitive to the confounding effect of demography (Bonhomme et 
al. 2010; Günther & Coop 2013). BayPass is generic enough to be suited for the analyses of 
data from experimental evolution in which the allele frequency covariance structure is 
simpler, and can handle data derived from Pool-Seq experiments (Gautier 2015). 

The allele count dataset was analyzed under all the models implemented in BayPass 
with all the parameter set to default, considering the virulence/avirulence status (coded as a 
binary variable with value -1 and 1 respectively) of each sample for the association analysis. 
First, analysis under the core model allowed to estimate the XtX for each SNP that were 
calibrated after analyzing a pseudo-observed dataset (POD) simulated under the inference 
model with parameters set equal to those estimated in the real data. Second, we relied on the 
Bayes Factor (BF) calculated under the auxiliary covariate model to evaluate association of 
SNPs to the virulent/avirulent status of the lineages. The auxiliary covariate model involves 
the introduction of a binary auxiliary variable to classify each locus as associated or not. This 
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allows to easily compute Posterior Inclusion Probability (and BF) for each locus while explicitly 
accounting for multiple testing issues. For each SNP, the Bayes Factor (denoted BFmc as in 
Gautier 2015) was expressed in deciban units (dB) via the transformation 10 log10 (BF). As a 
de isio  ule, e the  follo ed the popula  Jeff e s  ule Jeff e s  that ua tifies the 
strength of evidence (here in favor of association of the SNP with the co a ia le  as st o g  

he   dB < BF <  dB, e  st o g  he   dB < BF <  dB a d de isi e  he  BF >  
dB.  

Three independent BayPass analyses were carried out for each model, giving different 
values to initial seed of the (pseudo-) Random Number Generator. Under the core model in 
pa ti ula , the poste io  esti ates of Ω e e fou d al ost ide ti al ith a FMD dista e 
(Förstner & Moonen 2003) between each pair of matrices always lower than 0.01. For 
prioritization purposes, only SNPs that were overly differentiated if XtX > 1% POD significance 
threshold and if BFmc > 20 in the three independent analyses were further considered as 
candidate.  

As we were interested in identifying genomic regions involved in the adaptation to 
Iledher, we precisely had to consider only SNPs showing footprints of selection in the Iledher 
lineages (SMI and NI) and not in the Désirée lineages. It is in fact possible to pinpoint genomic 
regions involved in host adaptation (rather than resistance adaptation), which can occur both 
in nematode lineages having evolved on Iledher and in the ones having evolved on Désirée, as 
highlighted in Eoche-Bosy et al. (2017). For this purpose, we used the lnRH test (Kauer et al. 
2003; Schlötterer & Dieringer 2005). LnRH is traditionally used for microsatellite datasets, but 
as it is not based on a particular mutation model (Kauer et al. 2003), it can also be applied to 
SNP datasets (Mc Evoy et al. 2006; Vasemägi et al. 2012). This test, based on the assumption 
that markers linked to loci under selection will show reduced levels of diversity within 
populations (Schlötterer & Dieringer 2005), uses the expected heterozygosity H to compute 
the lnRH statistics. We merged allelic counts of biological replicates and derived from it allelic 
frequencies at each SNP in SMI, SMD, NI and ND. We computed the lnRH statistic for each 
locus in lineage pairs SMI/SMD and NI/ND by calculating the natural logarithm (ln) of the gene 
diversity ratio [(1/(1-Hlineage1))²-1] / [(1/(1-Hlineage2))²-1]. For lineages with monomorphic loci, 
one different allele was added to one individual, as null values of heterozygosity prevent the 
estimation of lnRH due to division by zero (Kauer et al. 2003). LnRH estimates were 
standardized to obtain a mean of 0 and a standard deviation of 1. As the lnRH is approximately 
normally distributed under the null hypothesis of neutrality (Schlötterer & Dieringer 2005), 
loci with lnRH values lower than -1.96 were considered outliers at the 0.05 threshold, 
indicating reduced variability in SMI and NI lineages as compared to SMD and ND, respectively. 
Only outliers in both lnRH pairwise comparisons were considered, and common outliers to 
BayPass and lnRH were retained to further investigation of their genic environment. 
 
 

4.2.6 Genic environment of outlier loci 
 

We searched for predicted genes located in a window of 120-kb around outlier loci 
(60-kb either side) in the annotated G. pallida genome. The choice of this value was based on 
the AFLP-based genetic linkage map of G. rostochiensis giving a physical:genetic distance ratio 
of 120 kb.cM-1 (Rouppe van der Voort et al. 1999), as no data on the extent of recombination 
and linkage disequilibrium was available in G. pallida. As the majority of (a)virulence factors 
identified in plant parasitic nematodes are effectors (Haegeman et al. 2012; Mitchum et al. 
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2013), we searched as a priority for genes harboring N-terminal signal peptides in the 
predicted proteins, using SIGNALP v4.1 (Petersen et al. 2011). Moreover, the Phobius web 
server (Käll et al. 2007) was run on the predicted proteins showing a signal peptide in order to 
identify secreted proteins (i.e. without any predicted transmembrane domain). We also 
performed a BLAST search of the predicted genes against the annotated G. rostochiensis 
genome in order to potentially obtain more precise information on their functional 
annotation. Eves-van den Akker et al. (2016) identified in G. rostochiensis and subsequently in 
G. pallida genomes a dorsal gland promoter element motif, termed DOG Box, which may be a 
strong predictor of secretion, and thus likely effector function. We thus searched for the 
presence of the predicted genes identified around outlier loci in the G. pallida putative DOG 
effectors list established by Eves-van den Akker et al. (2016). 
 
 

4.3 Results 
 

4.3.1 Sequencing, mapping and SNP calling 
 

Sequencing was carried out on duplicates of the lineages SMI, SMD, NI and ND. Despite 
the low amount of DNA used for each lineage, the generated sequencing data corresponded 
to the expectations from a quantitative and qualitative point of view. Sequencing produced 
two billion reads, i.e. 62.5 million reads/sample (biological replicate)/lane, and 76% mapped 
on the G. pallida reference genome, but 24% of these mapping reads mapped more than once 
on the genome. Duplicate filtering resulted in removing 13.5% of mapped reads. Remaining 
reads covered 95% of the ungapped assembly at an average depth of 34X/sample/lane. 
Processed mpileup contained 2,383,040 SNPs. PCA based on the allele frequency counts 
showed that the main axes of variation of genetic variability across the different samples were 
clearly associated with (i) the population origin and (ii) the virulence status. A very low 
variation was observed among the sequencing replicates in each pool sample. This prompted 
us to merge allele count data from the four sequencing replicates (lanes) for each of the eight 
pool samples (Fig. S2, Supporting information). The final dataset filtered on coverage and MAC 
consisted of read count data for 1,631,158 SNPs in the eight different selected lineages, 
corresponding to a density of polymorphic sites of 16/kb on average. 

 
 
4.3.2 Genome scan for adaptive divergence and association with the 

virulent/avirulent status 
 

Analysis of the dataset under the BayPass core model allowed us to estimate the scaled 
o a ia e at i  of populatio  allele f e ue ies Ω that ua tifies the ge eti  elatio ship 

a o g ea h pai s of populatio s. The esulti g esti ates of Ω a u atel  efle ted the k o  
structure between samples, i.e. a clustering at the higher level by population geographical 
origin, then by the virulence status and finally by biological replicate within each lineage (Fig. 
4.1). XtX for each SNP were also estimated and calibrated by analyses of a POD containing 
1,600,000 SNPs. At the 1% POD significance threshold, about 33,000 SNPs were identified as 
overly differentiated (Fig. 4.2). However, analysis under the auxiliary covariate model 
drastically reduced this outlier list, as less than 400 had also a BFmc > 20 (355, 361 and 357 
SNPs in each analysis, respectively) (Fig. 4.2). Overall, 275 outliers were shared by the three 
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analyses (outlier loci found in only one or two analyses actually exhibited XtX and/or BFmc 
values close to the thresholds, which explains that they were not found in all analyses). Among 
these 275 SNPs showing an increase of genetic differentiation between Iledher and Désirée 
lineages, 31 of them also showed a decrease of genetic diversity in both SMI and NI lineages 
(Fig. 4.3) as identified by lnRH. 

 
 
4.3.3 Genic environment of outlier loci 

 
The 31 selected outlier loci were distributed on 23 different scaffolds. Among these 

outlier loci for which the genic environment has been investigated, three outliers were located 
on scaffolds which do not harbor any predicted gene, 16 were located in intergenic area and 
12 were directly located into genes (Table S1, Supporting information). Among the latter, five 
were located in exons, and four of them corresponded to synonymous mutations. The outlier 
SNP located on the scaffold 1777 corresponded to a non-synonymous mutation that changes 
an arginine into a histidine in GPLIN_001438500, which is annotated as a transcribed 
hypothetical protein. Despite the fragmentation of the G. pallida genome in numerous 
scaffolds that precluded a clear analysis of the physical distances among most of the identified 
outliers, it appeared that several outlier loci were sometimes found in the same scaffold. The 
most significant was the scaffold 988 which contains four outlier SNPs close to each other (< 
200 bp). Four other scaffolds (44, 85, 182 and 283) harbored outlier SNPs close to each other 
(< 200 bp) and a fifth scaffold (66) harbored also two outlier SNPs but that are 75 kb apart. 
The number of outlier SNPs found in a scaffold was not dependent on the size of this scaffold: 
for instance, scaffold 988, which is one of the smallest scaffold of interest identified, contains 
four outlier loci. Overall, 258 predicted genes were identified in a 120-kb window around the 
31 outlier loci (Table S1, Supporting information). About 47% (121) of them have unknown 
function in G. pallida, but 15 harbored a signal peptide, indicating that they potentially encode 
for secreted proteins, and one, GPLIN_000314000, was described similar to an effector of G. 
rostochiensis (Table S7 in Cotton et al. 2014). Fourteen predicted genes with known functions 
also harbored a peptide signal. Among the 29 proteins showing a signal peptide, 20 were 
predicted to be secreted (Table S1, Supporting information). Fifteen genes coding for proteins 
harboring a SPRY domain were found at the proximity of eight outlier loci, and three of them 
were paralog of SPRYSECs (Secreted protein with a SPRY domain), which are known in 
nematodes of the genus Globodera to be involved in pathogenicity but also in (a)virulence 
(Rehman et al. 2009; Sacco et al. 2009). The fact that a considerable part of the outlier loci are 
found near genes coding for a SPRY domain containing protein or even in or at the vicinity of 
SPRYSECs cannot be only explained by the huge size of this family gene or the prevalence of 
the SPRY domain in the G. pallida genome. In fact, 299 SPRY domain containing proteins are 
present in the G. pallida genome (which can be moreover cluster into islands), i.e. 1 for 334 
kb, and 30 of them are SPRYSECs, i.e. 1 SPRYSEC for 3.33 Mb (Mei et al. 2015; Eves-van den 
Akker et al. 2016). When looking at the genic environment of outlier loci, we explored a total 
of 2 Mb of the genome and we identified 15 SPRY domain containing proteins, i.e. 1 for 133 
kb, and 3 SPRYSECs, i.e. 1 for 660 kb. This is more than expected by chance in both cases, 
indicating that the highlighted candidate genomic regions were specifically enriched in genes 
coding for SPRYSEC proteins. Other genes were also interesting as they encode proteins which 
have functions linked to G. pallida pathogenicity, e.g., cell wall modifying proteins, or they 
encode proteins which are known to be secreted by the dorsal pharyngeal gland of G. pallida. 
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Some genes with unknown function in G. pallida had homologues with predicted function in 
G. rostochiensis genome, part of them being putatively paralog of SPRYSECs or involved in 
pathogenicity. Three predicted genes (GPLIN_000832500, GPLIN_001056700 and 
GPLIN_001258100) harbored DOG Boxes in their promoter region, two of them having 
unknown function and the third coding for a SPRYSEC protein. 

 
 

 
Figure 4.1 Inferred relationship among the eight G. pallida lineages represented by a correlation plot and a 
hie a hi al luste i g t ee de i ed f o  the at i  Ω esti ated u de  the o e odel.  Each sample name 
indicates its geographical origin (SM for Saint-Malo and N for Noirmoutier), the potato cultivar on which it 
evolved (I for Iledher and D for Désirée) and the replicate number (1 or 2). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Chapitre 4 – Régions génomiques impliquées dans l’adaptation à la résistance de la plante hôte 

108 
 

 
Figure 4.2 SNP XtX as a function of the BFmc for association with the virulence status covariable, estimated in 
one of the three independent analyses. The vertical dotted line represents the 1% POD significance threshold 
(XtX = 14.0) and the horizontal dotted line represents the 20 dB threshold for BFmc. Black dots represent the 275 
outlier loci of interest (i.e. outliers for both XtX and BFmc values) and red dots represent the 31 outlier loci of 
strong interest (i.e. outliers also identified with lnRH). 

 
 

 
Figure 4.3 Example of increase of genetic differentiation (represented as XtX estimates computed in BayPass 
across the whole dataset) and decrease of genetic diversity (represented as expected heterozygosity H in each 
lineages having evolved on Iledher) in a candidate genomic region. The scaffold represented is the scaffold 988 
and the grey line indicates the location of the four outlier SNPs on the scaffold. 
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4.4 Discussion 
 

In this study, we investigated Globodera pallida genomic regions involved in the 
adaptation to the QTL GpaVvrn, a resistance factor against this potato parasite, by performing 
a genome scan on Pool-Seq data derived from experimentally evolved lineages, adapted or 
not to the resistant potato cultivar Iledher.  

Elucidating the molecular bases of virulence is a central challenge in nematology. So 
far, a few plant-nematode interactions have been studied to characterize the molecular 
determinants of (a)virulence. In G. pallida, only one virulence gene has been described (Sacco 
et al. 2009; Carpentier et al. 2012). A priori methods based on candidate genes to identify new 
or unknown virulence genes are therefore not the most adapted ones at the moment. Our 
study is the first to exploit genome scan to target genetic bases of adaptation to plant 
resistance in nematode populations. We demonstrated in a previous study the feasibility of a 
genome scan approach on our specific biological materiel coming from short experimental 
evolution (Eoche-Bosy et al. 2017), which was achieved here by the identification of 275 
outlier loci and 31 candidates of a strong interest among them, distributed on 23 scaffolds. 
Several genomic regions are therefore putatively linked to adaptation to the resistance of 
Iledher, however this number should be put in perspective with respects to the moderate 
quality of the G. pallida reference genome. In fact, the genome assembly is still relatively 
fragmented (6,873 scaffolds), which could suggest that different genomic regions identified as 
outliers in our study could in fact form only one or a few. Eves-van den Akker et al. (2016) 
highlighted that some effector islands identified in G. rostochiensis genome were split across 
different scaffolds in G. pallida genome. This prevents to make realistic assumptions on the 
number of genes that could be involved in the overcoming of Iledher resistance. However, we 
assume that only a few virulence genes should be involved as few resistance genetic factors 
are expected in Iledher because of the major effect of the QTL GpaVvrn which is present in the 
potato cultivar Iledher and the fast overcoming of this resistance observed in experimental 
evolution that support rather the view of a mono- or oligogenic resistance.  

The moderate quality of the genome involved other limitations in mapping of 
sequencing reads, leading to the loss of a substantial part of the data. First, 24% of the 
sequencing reads did not map on the reference genome, while in the same time, the assembly 
o tai s % of N s a d has a CEGMA o plete ess s o e of % fo  o plete ge es a d % 

for partial genes (Parra et al. 2007; Eves-van den Akker et al. 2016). This suggests that a large 
part of unmapped reads could actually belongs to the G. pallida genome, but corresponding 
sequences would be absent from the assemblage. These missing sequences could putatively 
comprise candidate genomic regions to adaptation. Future works are now needed in order to 
analyze our data using a reference-free method to detect SNPs. For instance, the method 
developed by Uricaru et al. (2014) (i.e. DiscoSNP) could be used on the 24% of unmapped 
reads in order to identify new candidate SNPs and on the entire dataset in order to compare 
the results between genome scans performed using or not the reference genome. Second, 
heterozygosity of the reference genome is suspected, as about 24% of the sequencing reads 
mapped more than once on the genome, this hypothesis being supported by the difference 
between the length of the assembly (124.7 Mb) and the estimated genome size (100 Mb). 
Sequencing data mapping on these genomic regions were further discarded because of poor 
mapping score due to the multiple positions mapping, and once again, genomic information 
about these regions and their possible link to resistance adaptation were lost.  
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Pool-Seq is now commonly adopted in many studies, included population genomics 
studies (Rubin et al. 2010, 2012; Clément et al. 2013; Ferretti et al. 2013; Fisher et al. 2013), 
because it provides more accurate estimation of allele frequencies, at reduced sequencing 
and library preparation costs (Futschik & Schlötterer 2010; Zhu et al. 2012; Gautier et al. 2013; 
Rellstab et al. 2013; Schlötterer et al. 2014). Here, we emphasize the interest of using such an 
approach for population genomic studies of non-clonal microorganisms, as it allowed to 
increase the amount of DNA while keeping information about allele frequencies. The good 
quality of our results also relies on library preparation protocol, which fit the 
recommendations (Rhodes et al. 2014; Kofler et al. 2016). The TruSeq Nano DNA kit has been 
shown to be highly accurate and even some duplicates were obtained due to the PCR cycles, 
Kofler et al. (2016) showed that duplicates were also obtained with free-PCR library 
preparation kits. Nevertheless, Kofler et al. (2016) highlighted the superior impact of the 
genome quality over the library preparation protocol on the mapping quality. Numbers of 
individuals in pools and depth of coverage used have also been determined to improve 
sequencing results and allelic frequency estimations (Gautier et al. 2013; Kofler et al. 2016). 

Consideration of a categorical population specific covariable in the genome scan 
allowed us to refine the list of outlier loci. Analysis of association further conducted by running 
the auxiliary covariate model allowed to retain only SNPs associated with the virulence status 
of the lineages, and not those corresponding to other selective pressures (e.g., local 
adaptation), which helped to reduce the risk of a misleading biological interpretation, a main 
limitation of genome scans (Pavlidis et al. 2012). Moreover, evaluating the reduction of 
diversity allowed us to refine the outlier loci list to those linked only to the adaptation to the 
resistant cultivar Iledher. A direct link between those candidate loci and the adaptation to the 
resistance cannot yet be done at this stage. Indeed, footprints of selection detected in lineages 
having evolved on Iledher might well be linked to adaptation to the plant resistance or to the 
plant itself (including all its genetic background). Also, at this stage, we are unable to 
definitively link the identified SNPs to the resistance factor GpaVvrn or to another resistance 
factor present in the genetic background of the cultivar Iledher. Although these different 
situations will only be deciphering by functional validation, there is a strong possibility that at 
least some of the candidate genomic regions identified in this study are involved in adaptation 
to Iledher resistance and in particular to its major resistance QTL GpaVvrn.  

Sixteen over the 31 outlier loci investigated for their genic environment have at least 
one gene coding for a secreted protein in their neighboring region (even if all secreted proteins 
are not effectors, all effectors are secreted protein) and several outliers are at the vicinity of 
genes coding for proteins specifically secreted in the nematode dorsal pharyngeal gland. The 
pharyngeal glands are cells in which effectors are produced, and thus can be regarded as a 
toolbox for infection (Eves-van den Akker & Birch 2016). Cyst nematodes have two sets, 
subventral and dorsal: the former are primarily active while the nematode migrates through 
host tissue, while the latter are primarily active during the sedentary parasitic stages (Endo 
1987; von Mende 1997; Davis et al. 2000). Some of the identified secreted proteins are 
SPRYSECs effectors which act as a versatile protein-binding platform for the nematodes to 
target a wide range of host proteins during parasitism including plant resistance proteins 
(Rehman et al. 2009; Sacco et al. 2009; Diaz-Granados et al. 2016). Two of them, located on 
scaffolds 182 and 782, were paralog of RBP-1, the only virulence gene identified in G. pallida 
(Sacco et al. 2009; Carpentier et al. 2012). It is likely that some of the other genes coding for 
proteins harboring a SPRY domain could actually be SPRYSECs, the absence of signal peptide 

ei g ot as e tai ed as the  a e  t u ated N s egio  i  the efe e e ge o e. The fact 
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that the highlighted candidate genomic regions were enriched in genes coding for a SPRY 
domain containing protein (1 / 133 kb for the 2 Mb explored versus 1 / 334 kb for the whole 
G. pallida genome) and in gene coding for SPRYSEC proteins (1 / 660 kb versus 1 / 3.33 Mb) 
supports the view that some SPRYSEC proteins should be well indeed involved in the 
adaptation of G. pallida to Iledher.  

It can be noticed that the lnRH test also identified, among the 275 outlier loci, six SNPs 
showing a decrease of genetic diversity in both Désirée lineages (Table S2, Supporting 
information). These loci were distributed on four scaffolds, different from those on which the 
31 outliers were located. Although we did not consider them in this study, those results could 
further be used to study adaptation to the potato cultivar Désirée. Only one of the eight 
microsatellite markers identified as outliers by Eoche-Bosy et al. (2017) was located on the 
same scaffold as one of the 31 outlier SNPs identified here, and no one was located on the 
same scaffold as the six outlier SNPs involved in Désirée adaptation. The microsatellite marker 
Gp235 was indeed located at about 150 bp from the outlier SNP identified here on the scaffold 
216. The fact that the other outlier microsatellites were not found on the same scaffold that 
outlier SNPs is not surprising, due to the small number of microsatellites used and to the 
fragmentation of the genome.  

By identifying genomic regions putatively involved in the adaptation to the resistance 
from S. vernei, the present study has taken a further step towards understanding and 
identifying the determinants of virulence. Even if those loci are not the mutation responsible 
for the adaptation, they can be enough linked to it to be used as molecular tools to determine 
virulence allele frequencies in field populations before the deployment of resistant cultivars, 
and to study more accurately the potential fitness costs or benefits linked to the mutation 
from avirulence to virulence. Indeed, a recent study suggested that adaptation to Iledher 
involves an increase of fitness on a susceptible potato cultivar (Fournet et al. 2016). However, 
this study did not test for competition between avirulent and virulent individuals, because of 
the lack of molecular markers allowing to follow (a)virulence alleles. And it was shown in the 
Potato virus Y that a cost of competitiveness could occur, even in absence of fitness cost in 
simple inoculation (Janzac et al. 2010). Several approaches can be used to determine and 
follow virulence allele frequencies in natural populations. Among the simple SNP genotyping 
methods, the Allele-Specific PCR (AS-PCR) (Gaudet et al. 2009) allows SNPs to be detected in 
minimally equipped laboratories. This method relies on obtaining a PCR product specific to 
the SNP polymorphism using a common reverse primer and two forward allele-specific 
primers with different tails that will amplify two allele-specific PCR products of different 
lengths. Other methods will detect any base change at the SNP site of interest and do not 
require design of primers specific to each allele of interest. These usually correspond to high-
throughput SNP genotyping technologies which require expensive equipment but have the 
advantage to provide accurate quantification of allele frequencies, detect any base change at 
the SNP site of interest and do not require primers specific to each allele. Pyrosequencing that 
entails sequencing of short stretches of nucleotides surrounding a known polymorphism in a 
pooled sample containing multiple alleles was mostly used till now. But other sequencing 
technologies can be used as pooled resequencing approaches were shown to be also well 
suited to determine allele frequencies (Rellstab et al. 2013). Next Generation Sequencing was 
used to assess changes in the frequency of different haplotypes in populations of the blood 
stage of Plasmodium falciparum (Takala et al. 2006) and to assess frequencies of virulent 
isolates in field populations of a plant pathogenic fungus, Leptosphaeria maculans in order to 
predict the risk of resistance breakdown in crops (Van de Wouw & Howlett 2012). Another 
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interesting high-throughput SNP genotyping technology is the Sequenom MassARRAY 
platform that has several attractive features for users desiring an accurate custom SNP 
genotyping assay with modest multiplexing and minimal assay setup costs due to unmodified 
oligonucleotide primers. It utilizes a homogeneous reaction format with a single extension 
primer to generate allele-specific products with distinct masses, multiplexed PCR reactions, a 
single termination mix and universal reaction conditions for all SNPs (Gabriel et al. 2009). 
 

Additional Supporting Information may be found in the Annexes section at the end of 
the thesis manuscript.  
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RÉSULTATS COMPLÉMENTAIRES : APPROCHE DE GÉNOTYPAGE PAR SÉQUENÇAGE 
 
 

 

4.7 Introduction 
 

Le scan génomique haute densité réalisé précédemment a permis de mettre en 
évidence les régions génomiques de G. pallida impactées par la sélection lors du 
o tou e e t de la sista e de sa pla te h te. La alisatio  d u e telle app o he s a e 

do  effi a e pou  po d e à l o je tif d ide tifi atio  des ases g ti ues de l adaptatio  
aux résistances variétales. Cepe da t, elle e  este pas oi s oûteuse de pa  la essit  
d u  es ue çage de génome complet visant à identifier un large panel de marqueurs 
moléculaires densément répartis le long du génome. Il est difficilement envisageable pour le 
moment de réaliser une telle approche en routine pou  l ide tifi atio  s st ati ue des bases 
g ti ues de l adaptatio  au  sista es a i tales. Une autre stratégie couramment 
utilisée pour abaisser les coûts liés au séquençage est de séquencer une représentation 
réduite du génome. Il est par exemple possible de cibler uniquement l e o e, le 
transcriptome, ou encore u e po tio  duite du g o e g â e à l utilisatio  d e z es de 
restriction lors de la préparation des librairies (reduced representation genomic libraries, RRL, 
Van Tassell et al. 2008). En associant ces méthodes au pooling d i di idus, il est alo s possi le 
de réduire drastiquement les coûts de séquençage.  

Da s l opti ue d ide tifie  u e thode assu a t la alisatio  d u  s a  g o i ue 
de qualité à moindre coût, nous nous sommes en particulier intéressés à la méthode utilisant 
des RRLs. Nous avons ainsi souhaité savoir si un jeu de SNPs répartis de manière 
moyennement dense sur le génome pourrait être suffisant pour nous permettre de cibler 
assez précisément les régions génomiques sous sélection. De plus, une des limites inhérente 
à l utilisatio  de RRLs est l e iste e possible d u  pol o phisme dans le site de restriction 
pou a t iaise  l esti atio  des f ue es all li ues, u  ph o e appel  allele dropout 
(Arnold et al. 2013; Gautier et al. . E  effet, au i eau de tels sites, l ADN e se a oup  
que chez une fraction des individus de la population, i.e. eu  p se ta t l all le 
o pl e tai e à l e z e de est i tio . O , si et all le est sp ifi ue e t asso i , pa  

d s uili e de liaiso , à l all le d u  “NP à proximité, l esti atio  des f ue es all li ues 
au i eau de e “NP s e  et ou e a iaisée, puis ue le deu i e all le, ie  u e ista t, e 
se a ja ais o se  da s les s ue es. Le ph o e d allele dropout a ainsi pour 
conséquence de surestimer la variation génétique dans et entre populations, ce qui peut 
s a e  t s p o l ati ue da s le as de l utilisation de données de séquençage issues de 
RRLs pour la réalisation de scans g o i ues, où la pe fo a e de l a al se epose 
p is e t su  la fia ilit  de l esti atio  des f ue ces alléliques. Ce problème se révèle 
d auta t plus i portant dans les cas où la préparation des RRLs est réalisée à partir de pools 
d i di idus, car les régions concernées par les biais, i.e. où des reads seront manquants, seront 
plus difficiles à identifier (Schlötterer et al. 2014). Gautier et al. (2013) ont montré que ce biais 
restait généralement faible, excepté chez les populations présentant de grandes tailles 
efficaces. Ce est pas le cas des populations naturelles de nématodes à kyste (Jan et al. 2016) 
où la taille effi a e est de l o d e de 100, cependant celle-ci a ja ais t  alu e dans les 
agrosystèmes, qui favorisent par ailleu s les fo tes de sit s d i di idus. Nous souhaitions donc 
également évaluer l i pa t de e possi le iais su  les résultats de scans génomiques.  
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“i l utilisatio  de e t pe de do es pou  la alisatio  d u  s a  g o i ue s a e 
co lua te, elle pou ait ous pe ett e d tudie  l e se le du at iel g o i ue issu de 
l olutio  e p i e tale, afi  d affi e  os o lusio s. Ai si, ous pou io s gale e t 
cibler les régions génomiques impactées par la sélection lors du contournement de la 
résistance d aut es g ot pes u Iledhe , afin de d te i e  si l a hite tu e g ti ue de la 
virulence est la même ou si, au contraire, différents trajets adaptatifs peuvent exister lors du 
contournement de génotypes résistants présentant le même QTL de résistance mais des fonds 
génétiques différents, connus pour influencer la durabilité de la résistance (Fournet et al. 
2013). Si les trajets adaptatifs sont les mêmes, il serait ainsi possible de dissocier, parmi les 
régions génomiques identifiées précédemment, celles réellement impliquées dans 
l adaptatio  à GpaVvrn de elles pote tielle e t i pli u es da s l adaptatio  au reste du fond 
génétique. Les lignées ayant évolué pendant sept générations sur la variété résistante Iledher 
puis pendant une génération sur la variété sensible Désirée pourraient également être 
exploitées da s l o je tif de teste  l h poth se de e sio  de la i ule e lo s ue la p essio  
de sélection est levée. Le niveau de virulence de ces lignées est en effet resté inchangé 
phénotypiquement, mais il est nécessaire de vérifier si les régions identifiées précédemment 
présentent toujours une différenciatio  sig ifi ati e e t plus le e ue sous l atte du d u  

uili e e t e fo es oluti es eut es. “i est ie  le as, alo s ette app o he de 
multiplication sur Désirée pourrait être utilisée pour identifier les facteurs de virulence 
impliqués dans des sista es ie  plus du a les ue elle d Iledhe , issues des différentes 
sources de résistances telles que S. vernei, S. spegazzinii ou S. sparsipilum. En effet, les effectifs 
des lignées virulentes face aux résistances les plus durables (donc aussi les plus prometteuses) 
ne permettent actuellement pas de mener un scan génomique sans passer par une étape de 
multiplication sur une variété sensible. 

L uipe de Benjamin Mimee, du Centre de Recherche et de Développement en 
Horticulture (Saint-Jean-sur-Richelieu, Québec, Canada), a récemment développé et testé sur 
l esp e G. rostochiensis une approche associant génotypage par séquençage (Genotyping-By-
Sequencing, GBS) et Pool-Seq, afi  d ide tifie  des marqueurs SNPs utilisés par la suite dans 
des études phylogénétiques (Mimee et al. 2015). Leur méthode est adaptée de la procédure 
de GBS décrite par Elshire et al. (2011), basée sur un séquençage haut-d it d u e ‘‘L 
obtenue par digestion du génome par des enzymes insensibles à la méthylation, reconnaissant 
des séquences plutôt riches en GC, le tout concourant à cibler davantage les régions codantes 
du génome. Cette stratégie permet en une seule étape à la fois d ide tifie  de o eu  “NPs 
et de caractériser leurs fréquences dans différentes populations, le tout rapidement, à un coût 
restreint et sans nécessiter le recours à un génome de référence. Mimee et al. (2015) ont ainsi 
associé le GBS au Pool-Seq, en séquençant des échantillons préparés directement à partir de 
kystes de nématode. En effet, la polyandrie étant courante chez les nématodes à kyste, la 
di e sit  au sei  d u  o e e est ei t de kystes reste élevée, et est considérée comme 
représentative de la diversité de la population (Éric Grenier, communication personnelle).  

Une coopération engagée avec Benjamin Mimee et un séjour effectué dans son 
laboratoire de recherche ont ai si pe is de alise  l app o he de GB“ su  le matériel 

iologi ue issu de l olutio  e p i e tale, dans le triple objectif de :  
 

1. o pa e  les pe fo a es d u  s a  g o i ue haute de sit  alis  à pa ti  de 
do es issues d u  es ue çage o plet de g o e et elles d u  s a  g o i ue 
moyenne densité réalisé à partir de données provenant de séquençage de RRLs ; 
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2. a a t ise  e o e plus p is e t les ases g ti ues de l adaptatio  au  
résistances issues de S. vernei ;  

 
3. aider au crible des régions candidates issues du scan génomique.  

 
 

4.8 Protocole expérimental 
 
4.8.1 Mat iel iologi ue et e t a tio  d’ADN 
 
En raison des deux objectifs distincts de cette étude énoncés précédemment, deux 

jeu  d ha tillo s (JE) différents ont été préparés.  
Pour répondre au premier objectif et afin de réaliser une comparaison stricte des 

thodes, ous a o s utilis  u  jeu d ha tillo s (JE1) en tout point similaire à celui utilisé 
da s l tude p de te, i.e. huit pools de 300 individus issus de 300 kystes différents 
provenant des lignées issues des deux populations SM et N et ayant évolué sur Iledher et 
Désirée, soit deux réplicas par lignée. E  effet, e si l tude p de te o ue la 
préparation de deux réplicas biologiques par lignée, nous avions en réalité préparé et procédé 
à l e t a tio  d ADN du dou le d ha tillo s, assurant ainsi une parfaite identité du matériel 
biologique entre les deux études.  

Pour répondre au deuxième objectif, nous avons adapté le protocole de Mimee et al. 
(2015) en réalisant des échantillons de pools de kystes (JE2). Quarante kystes ont été 
échantillonnés dans chacune des lig es issues de l olutio  e p i e tale oi  Fig. 1.21). 
Les kystes ont été éclatés, les débris de cuticules retirés et le pool de larves obtenu pour 
ha ue lig e pla  da s u  tu e d eau st ile. La suite du p oto ole pou  l e t a tio  d ADN 

suit la e d a he ue l tude p de te. La ua tit  d ADN o te ue à pa ti  de es 
pools de 40 kystes était en moyenne de 275 ng, ce qui est cohérent avec le rendement obtenu 
pour le pool de 300 larves sa ha t u u  k ste o tie t e  o e e  la es .  
 
 

4.8.2 Préparation des librairies et séquençage 
 

Les ha tillo s du JE  o t t  o alis s à  g d ADN. Éta t do  la fai le 
ua tit  d ADN da s les ha tillo s du JE , eu - i ont pas subi de normalisation. Les 

librairies ont été préparées en utilisant l auto ate Io  Chef™ “ ste , un kit de réactifs de 
séquençage Hi-Q™ et des puces PI v3 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA), selon 
la procédure décrite par Mascher et al. (2013), à la platefo e d a al ses g o i ues de 
l Institut de Biologie Intégrative et des Systèmes (IBIS, Université Laval, Québec, Canada), 
e ept  le fait u un Blue Pippin (Sage Sciences, Beverly, MA, USA) a été utilisé pour réaliser 
la s le tio  de taille des f ag e ts a a t l a plifi atio  PC‘. Le ouple d e z es MspI/PstI 
a été utilisé pour obtenir une représentation réduite du génome. Les librairies ont été 
barcodées puis multiplexées en proportions équimolaires, tout en traitant indépendamment 
les échantillons du JE1 et du JE2. Le séquençage a été réalisé sur une plateforme Ion Proton™, 
à l IBI“.  
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4.8.3 Traitement des données et SNP calling 
 
Après démultiplexage avec le logiciel Sabre (https://github.com/najoshi/sabre), les 

données brutes issues du séquençage ont été traitées avec le logiciel Trimmomatic v0.32 
(Bolger et al. 2014) afin de retirer les séquences des adaptateurs et d li i e  les s ue es 
inférieures ou égales à 32 pb (celles- i e ep se ta t u e  o e e % du jeu de do es . 
Le pipeline UNEAK, développé par Lu et al. (2013) et conçu pour identifier les SNPs sans 
génome de référence, a ensuite été utilisé en fixant un ETR (error tolerance rate) à 0.03, dans 
le but d li i e  les e eu s de s ue çage. UNEAK est un pipeline stringent dans lequel un 
seul SNP entre paires de séquences de 64 pb (préalablement tronquées à cette taille) est 
autorisé. Les SNPs ainsi identifiés ont ensuite été filtrés en fixant le taux minimum 
d ide tifi atio  d u  “NP i.e. le nombre de populations dans lequel le SNP doit avoir été 
détecté) à 0,80 (soit 20% de données manquantes autorisées) et la MAF (Minor Allele 
Frequency) à 0,01. L i pl e tatio  a tuelle d UNEAK esse d e egist e  les o u e es 
d u  “NP u e fois la couverture de 127 atteinte. Pour contourner cette limite, les comptages 
exacts de chaque allèle pour chaque SNP identifié par UNEAK ont été extraits à l aide d un 
s ipt. U  filt e fi al si ilai e à elui alis  da s l tude p de te, po ta t su  la ou e tu e 
et le MAC (Minimum Allele Count), a enfin été réalisé, en adaptant cependant les seuils 
maximum de couverture aux données GBS.  

 
 
4.8.4 Détection des loci outlier 
 
Les comptages alléliques obtenus ont été utilisés pour réaliser le scan génomique avec 

le logiciel BayPass, e  sui a t la e p o du e ue l tude p de te.  
 
 
4.8.5 Approche alternative pour la détection de SNPs 
 
Le pipeline UNEAK étant relativement stringent, nous avons également souhaité savoir 

si un mapping des données GBS sur génome de référence permettrait de détecter un nombre 
de SNPs plus élevé. Les données démultiplexées ont ainsi été traitées suivant le même pipeline 
d alig e e t et de d te tio  de “NPs ue l tude p de te oi  partie 4.2.4), excepté le 
fait que les données GBS ne sont pas pairées, ce qui a empêché la suppression des duplicas 
PCR (Sidhu et al. 2015). Le filtre final sur la couverture et le MAC ainsi que la détection de loci 
outlier ont été réalisé suivant le même protocole que celui utilisé pour les données obtenues 
avec le pipeline UNEAK.  

 
 

4.9 Premiers résultats et discussion 
 
L a al se des sultats de l app o he GB“ est toujou s e  ou s et ous p se to s i i 

seulement les premières tendances observées. Pour les deux JE, la quantité de données 
obtenues, et donc la couverture, était très hétérogène en fonction des échantillons. De 
manière générale, les marqueurs étaient faiblement couverts, et u e pa t i po ta te d e t e 
eu  e t e  et % sui a t les ha tillo s  a t  supp i e de l a al se suite au  filt es su  
la couverture. Ainsi, un nombre final de 1865 SNPs a été obtenu pour le JE1 et 130 seulement 
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pou  le JE . Co e a t e de ie  jeu de do es, d aut es a al ses UNEAK e p e a t e  
compte que des sous-parties du jeu de données (par exemple, uniquement les lignées ayant 

olu  su  Iledhe  et D si e  o t pe is d a outi  à la d te tio  d u  o e plus le  de 
SNPs, cependant celui-ci ne dépassait jamais 1000. Pour le JE1, le fait de disposer de réplicas 
a permis de suppri e  de l a al se u  des pli as biologiques de la lignée SMD qui présentait 
le moins de données, permettant de doubler le nombre de SNPs détectés, en passant à 3611 
SNPs. Globalement, la quantité de données obtenues et a fortiori de SNPs détectés est peu 
satisfaisante, en particulier pour le JE2. Elle pourrait être a lio e a e  l utilisatio  d u e 
autre enzyme, ApeKI, pou  la p pa atio  des ‘‘Ls. U e tude GB“ alis e su  d aut es 
données, hors cadre de la thèse, a en effet montré que pour un même échantillon initial, ApeKI 
pe ettait d o te i  une quantité substantiellement plus importante de données que le 
ouple d e z es MspI/PstI. Cette proportion varie en fonction du filtre appliqué sur la 

couverture, de 14.8 fois plus de données à une profondeur de couverture de 5X à 6.6 fois plus 
de données à une profondeur de couverture de 50X.  

Les premiers résultats du scan génomique suggèrent l e iste e de ph o es 
d allele dropout dans les échantillons. En effet, en comparant les résultats obtenus avec le JE1 
à eu  o te us da s l tude p de te, o  o state u un pourcentage plus élevé de SNPs 
outlier a été détecté avec les données GBS (0.21%, soit 4 SNPs outlier, Fig. 4.4  u a e  les 
données obtenues par reséquençage complet (0.017%). La position génomique de seulement 
la moitié des outliers ainsi détectés a pu être retrouvée (par mapping avec Bowtie2), mais 
au u  des deu  a été retrouvé sur les mêmes scaffolds que les outliers d te t s da s l tude 
précédente. La p o l ati ue de l allele dropout peut de manière générale être atténuée 
grâce à l utilisatio  de logi iels d te ta t et corrigeant ces erreurs (e.g. GBStools, Cooke et al. 
2016), ce qui sera par la suite appliqué à nos données. Pour détecter les régions génomiques 
i pa t es pa  l allele dropout, ceux- i se ase t su  l a al se de la ou e tu e, puis u u e 
diminution de couverture, due aux reads manquants asso i s à l all le ul, est atte due au  
sites concernés (Gautier et al. 2013).  

Le appi g des do es GB“ su  le g o e de f e e a pas pe is d a lio e  
se si le e t la d te tio  de “NPs pa  appo t à l utilisatio  d UNEAK  s  “NPs 
détect s . Out e la alisatio  d u  nouveau séquençage avec une autre enzyme, une solution 
pour augmenter le nombre de SNPs détectés dans les jeux de données actuels serait 

e tuelle e t d utilise  u  aut e pipeli e u UNEAK. Dans notre cas, des pipelines utilisant 
un génome de référence et dont la meilleure performance dans la détection de SNPs a été 
démontrée (Torkamaneh et al. 2016) seraient applicables.  

Pour connaitre la portion du génome analysée par cette approche GBS, les motifs des 
deux enzymes ont été recherchés dans le génome, la t u e i o  % du g o e tait 
représenté dans les données de séquençage. Cette a al se a pas e o e té réalisée pour 
l e z e ApeKI.  

De manière générale, même si quelques critiques ont été émises, il ne faut pas omettre 
ue les sultats o te us so t t s d pe da ts de l e z e utilis e, plut t ue de l app o he 

GBS globale. Tester le GBS avec différentes enzymes est donc une étape nécessaire avant de 
pou oi  o lu e su  l i t t ou o  de do es GB“ pou  la alisatio  de s a s g o i ues.  
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Figure 4.4 BFmc (association avec la covariable statut virulent/avirulent de la lignée) en fonction de XtX. La ligne 
pointillée verticale représente le seuil de significativité à 1% (XtX=15.9) calculé à partir du POD et la ligne 
pointillée horizontale représente le seuil à 20 dB pour BFmc. Les ronds noirs représentent les 4 loci outlier.  
  



 

119 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CHAPITRE 5 
 

DISCUSSION GÉNÉRALE 

 



Chapitre 5 – Discussion générale 

120 
 

CHAPITRE 5  
DISCUSSION GÉNÉRALE 

 
 

5.1 Synthèse 
 

L a lio atio  de la du a ilit  des sista es epose ota e t sur la caractérisation 
d l ments prédicteurs de la vitesse d adaptatio  du pathogène, tels que le potentiel évolutif 
des populations ou encore l e iste e de oûts de virulence. Ces éléments restent néanmoins 
des p di teu s i di e ts, la ge e t d pe da ts d aut es pa a t es plus diffi iles à 
quantifier (flux de gènes, taille des populations, dérive génétique, interactions compétitives) 
et do  e ta h s d u e a ge d e eu  o s ue te. L ide tifi atio  des d te i a ts 
g ti ues de l adaptatio  pe ett ait de f a hi  u  ou eau cap vers une gestion durable 
des résistances, en rendant possible, de manière beaucoup plus directe et exacte, la 
caractérisation du potentiel de contournement de chaque population de pathogène vis-à-vis 
d u e sou e de sista e.  

Dans le cadre de cette thèse, nous nous sommes intéressés au nématode à kyste de la 
pomme de terre Globodera pallida, une espèce de quarantaine causant des pertes de 
rendement o sid a les su  u e ultu e d i t t o o i ue ajeu  à l helle pla tai e. 
Peu de variétés de pomme de terre de consommation résistantes à ce nématode sont 
aujou d hui dispo i les, et leur utilisation est menacée par la capacité des populations de G. 
pallida à contourner ces résistances.  

L o je tif de ette thèse était de mieux caractériser les bases génétiques d u e telle 
adaptation et ses conséquences sur la fitness du nématode, afi  d anticiper au mieux les 
contournements futurs et de préserver les résistances existantes. La st at gie d tude ise 
en place a combiné plusieurs volets disciplinaires, tels que la nématologie, la biologie 
évolutive, la génétique et la génomique des populations, mobilis  plusieu s helles d tude, 
du phénotype au génotype, de la population au gène, et essit  l app op iatio  d outils et 
de techniques moléculaires ainsi que de méthodes novatrices en génomique des populations. 
 

Cette thèse aura ainsi permis de :  
 

1. mettre en évidence les traits d histoi e de ie de G. pallida impactés ou non lors de 
l adaptatio  à la résistance issue de S. vernei et d ide tifie  u  fi e de fitness 
associé à la virulence ;  
 

2. valider la faisa ilit  d u e app o he de s a  g o i ue sur un matériel biologique issu 
d u  p o essus ou t de di e ge e e  olutio  e p i e tale ;  
 

3. identifier chez le nématode des gio s g o i ues a didates à l adaptation à la 
résistance de la plante hôte ;  
 

4. tester une méthode alternative au scan génomique haute densité, da s l objectif de 
g alise  et fa ilite  l a s au  bases g ti ues de l adaptatio  au  sista es.  
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Dans ce chapitre final, nous reviendrons sur les originalités de notre étude, nous 
présenterons et discuterons les principaux résultats acquis tout au long de ce projet de 
recherche, ainsi que les limites auxquelles nous avons été confrontés, a a t d o ue  les 
perspectives de recherche et les implications agronomiques qui en découlent. Ce projet de 
thèse a permis de générer une quantité conséquente de données et a ouvert de nouvelles 
questions de recherches. Nous évoquerons ainsi également au travers de ce chapitre les 

sultats e  ou s d a uisition et les études annexes envisagées.  
 
 

5.2 Intérêt de la st at gie d’ tude  
  

5.2.1 I t t de l’ tude des déterminants et des o s ue es de l’adaptatio  pour 
une gestion durable des résistances 
 

P di e la itesse d adaptatio  des populatio s de pathogènes aux résistances de leur 
plante hôte est une étape indispensable da s l opti ue d u e gestio  du a le des sista es 
variétales. Un premier prédicteur de la durabilité des résistances a été proposé par McDonald 
& Linde (2002) et déduit le potentiel évolutif des pathogènes de leurs caractéristiques 
biologiques et génétiques (Tableau 5.1). Selon ces auteurs, les agents pathogènes présentant 
de grandes capacités de dispersion, d i po ta tes tailles de populatio s et un mode de 
reproduction mixte (mêlant reproduction sexuée et asexuée) sont ceux possédant les plus 
grandes capacités adaptatives à une résistance génétique, c'est-à-dire le plus grand potentiel 
évolutif. D ap s es pa a t es, les nématodes à kyste se présentent comme des pathogènes 
à faible potentiel évolutif, en grande partie du fait de leur très faible capacité de dispersion 
active. La taille efficace de leurs populations est de plus estimée comme étant relativement 
fai le, de l o d e de  Ja  et al. 2016), cependant celle- i a t  estimée u e  ilieu 
sauvage. Le ilieu ulti  ta t p opi e à la p se e de fo tes de sit s d i di idus, elle 
pourrait y être beaucoup plus conséquente. Des études récentes montrent en outre que la 
migration des nématodes a été sous-estimée. En effet, il a été mis en évidence que les activités 
humaines pouvaient favoriser une dispersion passive des individus sur de grandes distances, 
de l o d e de 50 km (Plantard & Porte 2004), et que les populations de nématodes se 
définissaie t à l helle d u  assi  de p odu tio  ou d u e oop ati e ag i ole (Picard & 
Plantard 2006; Alenda et al. 2014) (Fig. 5.1). Ceci suggère finalement que les nématodes à 
kyste pourraient présenter un potentiel évolutif beaucoup plus important que ce qui avait été 
envisagé précédemment, prédisant ainsi une durabilité des résistances plus réduite. En effet, 
les g a des tailles de populatio s i i isa t l a tio  de la d i e g ti ue, u  all le de 
virulence) rare aura de g a des ha es d t e conservé dans le temps, et est se le-t-il le 
cas des allèles de virulence dans les populations européennes de G. pallida. D aut e pa t, la 
dispe sio  passi e des atodes su  de g a des dista es fa o ise l i t odu tio  d all les 
(de virulence) rares dans des populations avirulentes. Le prédicteur proposé par McDonald & 
Linde (2002) e pe et u u e esti atio  indirecte et globale (i.e. ne permettant pas de 
prédire la durabilité de résistances prises individuellement), et reste largement perfectible. 
Ave  l i te sifi atio  de l utilisatio  de la sista e a i tale e  ag i ultu e, dispose  de 
prédicteurs plus fiables et donc plus directs constituerait une avancée indéniable en matière 
d utilisatio  du a le des essou es g ti ues. 
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Tableau 5.1 Tableau adapté de McDonald & Linde (2002) pe etta t d’esti e  le pote tiel olutif d’u  
pathogène et donc le is ue u’il ep se te pou  la du a ilit  des sista es, en fonction de son système de 
reproduction, de ses capacités de dispersion et de la taille efficace (Ne) de ses populations. 1 = petite Ne, 2 = 
Ne moyenne, 3 = grande Ne. Les hiff es à l i t ieu  des ad es o espo de t à l helle de is ue. La croix 
e te i di ue l e pla e e t théorique des nématodes à kyste, tandis que la croix orange indique leur 

emplacement potentiel dans les agrosystèmes, en prenant en compte la dispersion passive due aux activités 
humaines et en considérant une taille de population plus importante, favorisée dans les agrosystèmes.  

 
 
 

 
Figure 5.1 Influence des pratiques agricoles sur la structure génétique des populations de Globodera tabacum 
(Alenda et al. 2014). Les populations se répartissent en deux clusters génétiques différents, dont la localisation 
correspond aux limites géographiques de deux coopératives agricoles.  
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Les études portant sur les fa teu s d a i ule e hez d aut es age ts pathog es, et 
en particulier les virus, o t pe is de ett e e  ide e l e iste e de elatio s e t e 
durabilité des résistances et caractères impliqués dans le phé o e d adaptatio  hez le 
pathogène.  

D u e part, l e iste e d u e elatio  e t e durabilité des résistances et coûts de 
fitness asso i s à la utatio  de l a i ule e à la i ule e Leach et al. 2001; Jenner et al. 
2002) a t  d o t e et s est a e i po ta te pou  la p di tio  de la durabilité des 
résistances chez plusieurs pathosystèmes plante-virus (Lecoq et al. 2004; Boyd 2006; Fabre et 
al. 2009). En effet, ous a o s u ue les g es d avirulence étaient d a o d i pli u s dans 
di e ses fo tio s hez l age t pathog e, pouvant être perdues lors de la mutation 
conduisant à la virulence (Vera Cruz et al. 2000). Chez les nématodes à kyste, nous avons 

o u  le fait ue les g es d a i ule e taie t t s p obablement des gènes ayant une 
fonction dans le pouvoir pathogène, i.e. des effecteurs. Or, ces effecteurs sont nécessaires au 
parasitisme des hôtes résistants comme des hôtes sensibles, sur lesquels les individus 
virulents se retrouvent en compétition avec les individus avirulents. Si la virulence 
s a o pag e d u e pe te ou d u e di i utio  de l effi a it  de la fo tio  assu e pa  le 
gène dans le parasitisme, les virulents peuvent alors être contre-sélectionnés par rapport aux 
avirulents sur un h te se si le. “i l effe teu  a une importance majeure pour la fitness de 
l o ganisme, le coût de la virulence peut être trop fort, même sur un hôte résistant et en 
l a sence de compétition, aboutissant là encore à la contre-sélection des virulents. On voit 
donc que la caractérisation des coûts de virulence est une étape importante dans la prédiction 
de la durabilité des résistances, qui peut aussi être exploitée pour la mise en place de 
st at gies de gestio  des sista es. Da s le as d u e di i utio  de la fitness des virulents 
sur un h te se si le, l alte a e du d ploie e t de variétés résistantes et sensibles peut 
permettre de maintenir les populations de nématodes à des niveaux relativement bas, en 
contre-sélectionnant séquentiellement les individus avirulents (par utilisation de variétés 
résistantes) et les individus virulents (par utilisation de variétés sensibles). Dans le cas où le 
g e d a i ule e est i pli u  da s u e fo tio  p i o diale hez le atode et que la 
mutation aboutit à une perte trop importante de fitness, même sur hôte résistant, une 
utilisation continue de la résistance correspondante peut être assurée, en ne risquant 
probablement jamais un contournement de celle-ci. Au contraire, la mutation vers la virulence 
peut pa fois t e asso i e à aucun coût de virulence, et, plus rarement, être associée à un 
gain de fitness. Cette o figu atio  s a e plus p o l ati ue e  te es de du a ilité des 

sista es et da s e as, d aut es le ie s so t à mobiliser. Il pourrait notamment être 
judicieux de favoriser des actions pouvant agir sur la balance sélection-dérive, en faveur de la 
dérive génétique, autrement dit des actions favorisant de petites tailles de populations et 
limitant les flux de gènes. En pratique, cela se traduit par un allongement des rotations 
ultu ales, l utilisatio  d aut es résistances, une limitation des flux par la mise en place de 

mesures prophylactiques telles ue l utilisatio  de pla ts e tifi s ou le etto age du at iel 
agricole.  

D aut e pa t, l tude des fa teu s d a i ule e hez les i us a également souligné la 
relation existant entre la durabilité des résistances et le nombre et la nature 
(transition/transversion) des mutations impliquées dans l adaptatio  (Fabre et al. 2009). En 
effet, plus le nombre de mutations nécessaires au contournement de la résistance est grand, 
plus les chances pour que ces mutations émergent simultanément dans une population de 
pathogènes sont minces. Ayme et al. (2006) ont montré que la virulence du PVY face au gène 
de résistance pvr23 pouvait être déterminée par plusieurs mutations au sein de la VPg 
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(genome-linked viral protein , ais u u e seule suffisait pour aboutir à la virulence, 
expliquant ainsi pourquoi cette résistance est facilement contournée. En revanche, la 
virulence du PVY face au gène Pvr4 est d te i e que par une seule et unique mutation 
possible au niveau de la région codant pour la protéine NIb, et sa virulence face au gène de 
résistance pvr22 nécessite deux mutations au sein de la VPg, ce qui explique pourquoi ces 
résistances restent durables malgré leur déploiement depuis plus de 25 ans (Janzac et al. 2010; 
Fabre et al. 2012). Ainsi, caractériser le nombre de gènes impliqués dans le contournement 
de la résistance, le nombre de mutations au sein de ces gènes et la nature de ces mutations 
peut pe ett e d alue  la du a ilit  d u e résistance. Chez les nématodes à kyste, une fois 
les bases génétiques de la virulence déterminées, il serait possi le d aller encore plus loin dans 
l a ti ipatio  des risques de contournements en caractérisant systématiquement au champ, 
à l aide de a ueurs moléculaires, les fréquences d i di idus virulents à différentes 
résistances, pe etta t ai si d affi e  la stratégie de déploiement des résistances.  
 
 

5.2.2 Intérêt de l’ volutio  e p i e tale 
  

Dans les études visant à déterminer les causes et conséquences de mécanismes, tels 
u i i l adaptatio , l utilisatio  de populatio s atu elles peut entraîner un biais lors de 

l interprétation des résultats. Des raccourcis entre paramètres mesurés et causes probables 
peu e t e  effet t e fa ile e t faits, ui o t pou ta t au u  fo dement biologique.  

Dans la partie de cette étude consacrée à la caractérisation des conséquences de 
l adaptatio  su  la fitness de l o ga is e, ous a o s o pa  plusieu s aleu s de traits 
d histoi e de ie hez des lignées avirulentes et virulentes à la résistance issue de S. vernei, 
p o e a t d u e e populatio  i itiale. Co e les deu  lig es o t su i le e 
p o essus d olutio  e p i e tale, les diff e es o se es peuvent très probablement 
être att i u es à l adaptatio  à la sista e de la plante hôte. En revanche, si nous avions 
considéré deux populations naturelles connues pour présenter des niveaux de virulence 
contrastés face à une plante hôte résistante, les différences phénotypiques observées 
auraient pu être attribuées à la différence de statut de virulence de ces populations, alors 

u elles pou aie t t e le sultat d aut es p o essus adaptatifs i.e. adaptation locale par 
exemple). Pour pallier cette faiblesse des études utilisant des populations naturelles, il est de 
igueu  d aug e te  l effo t d ha tillo age e  p e a t e  o pte plusieu s populatio s 

da s diff e ts e i o e e ts, e ui est pas toujours alisa le. L olutio  
expérimentale représente donc une bonne alternative qui permet de contrôler efficacement 
les effets confondants. Néanmoins, il au ait t  p f a le d a oi  pu étudier au moins une 
seconde population indépendante pour conforter nos résultats. Dans le cas présent, les 
différences observées pourraient en effet être causées par le simple effet aléatoire de la 
dérive génétique.  

Dans le cadre de l approche de scan génomique, l utilisatio  de ce matériel issu 
d olutio  e p i e tale a présenté des a a tages e tai s. L tude si ulta e de deu  
populatio s diff e tes, est-à-dire de deux réplicas indépendants, a en effet permis de 
donner du poids aux résultats répétés. De plus, les conditions environnementales homogènes 
dans lesquelles ont évolué ces lig es du a t les huit a es de l e p ie e, conditions qui 
étaient également contrôlées durant les cinq dernières années, a permis de conforter 
l h poth se ue la d te tio  d u  sig al dans une région génomique (en comparant une lignée 
virulente avec une lignée avirulente) était effectivement liée à l adaptatio  à l h te 
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uniquement et non à un autre facteur environnemental confondant, comme cela peut être le 
as lo s d tudes si ilai es su  des populatio s atu elles. De même, il était important que le 

t oi  de l tude subisse les mêmes contraintes que les échantillons auxquels il a été 
comparé, afin de différencier les effets dus à la sélection répétée imposée par les génotypes 
résistants de ceux liés au processus de multiplication en laboratoire. Enfin, G. pallida semblait 
être un modèle adapté à la réalisation de scans génomiques. En effet, pour que le scan soit 
p is et u il a outisse à l ide tifi atio  de gio s g o i ues est ei tes, les o ga is es 
doivent présenter un fort brassage génétique. C est le cas avec G. pallida qui se reproduit 
obligatoirement de manière sexuée et autorise la polyandrie.  

Certains éléments liés à ce protocole expérimental restent néanmoins à considérer 
da s l opti ue d u e app o he de s a  g o i ue. L olutio  e p i e tale a p o o u  u e 
di i utio  fo e du tau  d i festatio  du sol da s ha ue populatio , e tre la cinquième et 
la sixième génération, particulièrement dans les lignées issues de la population N. En effet, les 

i eau  d i festatio  so t est s o sta ts au ha p et e  a , ais la s le tio  de  k stes 
par pot à partir de la génération 6 a fait diminuer le nombre de J2 par gramme de sol. Comme 

ous l a o s u, u  tel goulot d t a gle e t peut pote tielle e t e ge d e  u e pe te de 
di e sit  g ti ue et la fi atio  al atoi e d all les, i a t alo s u  e e t de s le tio . 
En revanche, celui-ci a aussi pu être contrebalancé par un autre aspect du protocole : pour la 
p odu tio  de ha u e des t ois de i es g atio s, l e se le des k stes de la g atio  
p de te a t  la g , a a t d  ha tillo e  les lots de  k stes. Alo s ue ous avons 
vu que dans la nature, les capacités de dispersion active du nématode sont très limitées et 
que celui-ci ne se déplace que de quelques centimètres autour de la plante, nous avons 
mélangé ici les kystes pro e a t d u  a  de L puis de uat e plantes différentes, ce qui a 
pu permettre de limiter les effets de la dérive génétique. De plus, nous avons également vu 

ue la di e sit  g ti ue d u e populatio  de atode tait et ou e au i eau d u e 
plante. Ceci suggèrerait plut t l a se e d u e pe te de diversité génétique associée à la 
di i utio  de de sit  d i di idus lors du passage en pots. La forte pression de sélection 
imposée par la résistance de la pla te h te au d ut de l expérience a également provoqué 
dans toutes les lignées une diminution importante des tailles de populations. Ces réductions 
de taille de populations pouvant provoquer la détection de faux positifs dans les scans 
génomiques, elles restent des éléments importants à prendre en compte, de même que le 
déficit en hétérozygotes connu chez G. pallida et ayant les mêmes conséquences. Il est donc, 
da s e o te te, d auta t plus i po ta t de disposer de réplicas biologiques, puisque la 
p o a ilit  de fi atio  al atoi e d u  e all le pa  d i e da s deu  populatio s 
indépendantes est extrêmement faible. 

Plusieurs espèces de nématodes à kyste et à galle o t d jà fait l o jet d olutio s 
expérimentales visant à mieux caractériser la virulence, comme G. pallida (Turner 1990; 
Phillips et al. 1998), Heterodera glycines (Bekal et al. 2003), H. schachtii (Müller 1992) ou 
encore Meloidogyne incognita (Castagnone-Sereno et al. 2007). Notre étude pourrait ouvrir 
la voie à la réalisatio  d études similaires visant à identifier les bases génétiques de ces 
contournements, et tirant profit du at iel issu d olutio  expérimentale déjà disponible. 
Le mode de ep odu tio  pa th og ti ue d u e g a de pa tie des atodes à galles 
pourrait se présenter comme une limite à la réalisation de scans génomiques sur ces espèces, 
cependant celui-ci e s oppose pas à u e i po ta te a ia ilit  g ti ue hez es esp es, 
déjà mise en évidence auparavant (Castagnone-Sereno & Danchin 2014). 
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5.3 Principaux résultats et limites soulevées 
 

5.3.1 H poth se d’u  all le de vi ule e p e ista t da s les populations 
 

L olutio  e p i e tale a is e  ide e la apa it  de deu  populatio s f a çaises 
de G. pallida à contourner la résistance issue de S. vernei. Sur la base de plusieurs éléments 
énoncés ci-après, nous etto s l h poth se ue la (ou les) mutation responsable de la 
virulence préexistait dans les deux populations et u elle a t  h it e d u e populatio  
a est ale. C est tout d a o d l h poth se la plus pa i o ieuse, p i ipe élémentaire en 
s ie e, pou  e pli ue  la p se e d u e pote tielle) même mutation dans deux populations 
indépendantes. En outre, certaines populations de G. pallida présentes dans le berceau 
d o igi e de l esp e so t i ule tes à la résistance issue de S. vernei (Hockland et al. 2012), 
e fo ça t l h poth se d u e utatio  a est ale. Les i eau  de i ule e so t les plus fo ts 

au nord du Pérou et diminuent progressivement du nord au sud, en suivant la répartition des 
lades de l esp e. Ai si, les populatio s du lade I, d où so t o iginaires les populations 

européennes, sont celles présentant les niveaux de virulence les plus faibles sur Iledher, 
comparables à ceux observés dans les populations européennes. Cela sugg e ue l all le de 
virulence serait peu présent dans ce clade, et explique pourquoi certaines lignées de 
l olutio  e p i e tale, da s les uelles l all le de ait t e p se t e  f ue es t s 
faibles voire nulles, ont été perdues. Cela d o t e de plus, u au oi s da s es lig es, 
l all le a pas pu appa aît e spo tanément. En outre, l appa itio  spo ta e d un allèle de 
virulence dans autant de lignées indépendantes (ayant contourné la résistance) et sur un 
nombre aussi faible de générations est difficile à envisager, d auta t ue les atodes 
présentent un taux de mutation relativement faible, estimé à 3,1 (± 1,9) x 10-9 
mutations/site/génération chez Caenorhabditis elegans (Denver et al. 2009). On observe 
également chez G. rostochiensis des cas de populations i apa les de s adapte  au  

sista es, à l i age des populatio s anglaises restées avirulentes au gène majeur de 
résistance H1 malgré son utilisation depuis plus de 30 ans, au contraire des populations 
holla daises ui l o t o tou , sugg a t ue les populations anglaises ont été introduites 
sa s l all le de i ule e.  
 
 

5.3.2 Co s ue es de l’adaptatio  su  la fitness du nématode 
 

Le o ept de o p o is olutif laissait p sage  ue l adaptatio  à la sista e 
issue de S. vernei serait associée à un coût de fitness des individus virulents sur hôte sensible. 
Ceci a été classiquement observé dans différentes interactions hôtes-pathogènes (Laine & 
Barrès 2013), et serait cohérent avec la faible proportion d i di idus i ule ts p sents 
initialement dans les populations, ayant conduit à une réduction drastique du nombre de 
femelles dans les lignées confrontées aux génotypes de pomme de terre résistants en début 
d olutio  e p i e tale. Étonnam e t, est l i e se ue ous a o s o staté, en 
identifiant un gain de fitness apparent chez les individus virulents. Ce résultat a soulevé 
plusieurs hypothèses cherchant à e pli ue  l a se e de coût et au contraire le gain associé à 
la virulence, mais a surtout questionné sur le fait que la mutation ne se soit pas plus répandue 
dans la populatio  d o igi e. Premièrement, la disponibilité de marqueurs moléculaires 
permett ait de ifie  l a se e de oût de compétitivité, paramètre que le protocole 
expérimental utilisé a volontai e e t li i  e  e t a ailla t u e  i o ulatio  si ple. 
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Plusieurs études sur champignons et i us o t e  effet d o t  l e iste e de oûts de 
compétitivité dans des expériences de compétition confrontant des individus virulents et 
avirulents sur hôte sensible, ayant mené à une contre-sélection des individus virulents, même 
lo s u aucun coût de i ule e tait constaté en inoculation simple (Abang et al. 2006; Bahri 
et al. 2009; Janzac et al. 2010).  

Il se a possi le d affi e  les résultats de cette étude lorsque les bases génétiques de la 
virulence auront été identifiées. Ainsi, nous pourrons vérifier si les gènes candidats à 
l adaptatio  pe ette t d expliquer le gain de fitness constaté, en étudiant la cohérence entre 
la fonction de ces gènes et les modifications phénotypiques observées chez les individus 
virulents.  

Une des explications proposées justifiant l a se e d u  coût de fitness est que celui-
ci aurait déjà été compensé par une ou plusieurs autres mutations. Si le gain de fitness 
s e pli ue en effet par une mutation compensatrice a a t e g  et s ta t pa due dans 
les lignées virulentes suite à l adaptatio , elle-ci devrait aussi être détectée par scan 
g o i ue. Il este a epe da t diffi ile de diff e ie  da s le jeu d outliers cette mutation 
des autres mutations potentiellement impliquées dans la virulence. Il serait en outre 
intéressant de vérifier si un gain de fitness est également observé dans les lignées virulentes 
aux autres génotypes de pomme de terre résistants portant GpaVvrn, et si les traits sont 
impactés de la même manière.  
 
 

5.3.3 G o i ue de l’adaptatio  
 

Le œu  de e p ojet de th se eposait su  l ide tifi atio  des gio s g o i ues de 
G. pallida i pli u es da s l adaptatio  au  sista es de sa pla te h te. La o fi atio  de 
de la faisa ilit  d u  s a  g o i ue su  des lig es a a t su i u  p o essus ou t de 
divergence en évolution expérimentale était un prérequis nécessaire. Dans cet objectif, un 
premier scan génomique faible densité avec marqueurs microsatellites a été réalisé, et a 
permis de confirmer u u e fai le p opo tio  de lo i outlier était détectée. Le brassage 
génétique réalisé au cours de huit générations a ainsi permis de restreindre suffisamment le 
signal de sélection au sein du génome. Ceci te d à o fi e  l h poth se d u e utatio  
préexistante dans les populations, qui a déjà pu recombiner avec les régions avoisinantes et 
donc mener à un balayage sélectif localisé dans une région restreinte du génome (Przeworski 
et al. 2005). En outre, l ide tifi atio  de lo i outlier parmi les 53 marqueurs microsatellites a 
permis de les soustraire du jeu de données afin de pouvoir estimer de manière fiable (i.e. en 

utilisa t ue des a ueu s eut es  les indices de diversité et de différenciation génétique 
sur les lignées, dans le but de mieux caractériser notre matériel biologique. Nous avons ainsi 
pu montrer que les deux populations SM et N étaient suffisamment différenciées pour 
constituer deux répétitions indépendantes dans nos analyses, et nous avons également mis 
en évidence un déficit en hétérozygotes dans les populations, ce qui tait pas su p e a t, 
car classiquement observé dans les populations naturelles de nématodes à kyste (Montarry et 
al. 2015). Ce premier scan génomique faible densité a également permis de montrer que notre 
dispositif e p i e tal, à sa oi  l tude de deu  populatio s i d pe da tes, tait effi a e 
pour contourner le risque (bien réel, voir partie 5.2.2) de détection de faux positifs, en 
identifiant deux outliers communs aux deux populations indépendantes. Un deuxième scan 
génomique haute densité a ensuite permis la détection de 31 SNPs candidats répartis sur 23 
des 6873 scaffolds que compte le génome de G. pallida (Cotton et al. 2014).  
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L olutio  des outils de la g o i ue des populatio s tests et marqueurs) se reflète 
dans notre étude. En effet, nous avons dans un premier temps utilisé des marqueurs 
microsatellites peu densément répartis dans le génome, pour ensuite préciser notre approche 
avec des SNPs obtenus par reséquençage complet de génome. De même, nous avons dans un 
premier temps exploité des tests basés sur les FST, pour ensuite privilégier le test le plus récent 
faisant intervenir des covariables pe etta t d affi e  les a al ses.  

La démarche de détection des outliers entreprise, associée à notre dispositif 
expérimental, nous a assurés de i le  p is e t les “NPs i pli u s da s l adaptatio  à 
Iledher. Lors du premier scan génomique faible densité, nous avions en effet montré que les 
outliers d te t s pou aie t aussi ie  t e li s à l adaptatio  à Iledhe  u à l adaptation à 
D si e, les populatio s a a t e  effet ja ais t  o f o t es à es deu  g ot pes de 
pomme de terre. Néanmoins, le e ou s à l olutio  e p i e tale ous a ait d jà permis 
d li i e  d aut es fa teu s pote tiels d adaptatio . Dans les populations naturelles, de 
nombreux effets environnementaux confondants peuvent rendre plus diffi ile l i te p tatio  
des loci outlier. Afin de nous intéresser uniquement aux loci sous sélection dans les lignées 
virulentes, nous avons ciblé les loci présentant une diminution de diversité allélique dans ces 
lig es, g â e au test l ‘H. Ce test s est a  effi a e pou  li i e  les lo i i pli u s da s 
l adaptatio  à D si e, epe da t ous avons récemment constaté que cette approche 
pouvait aussi exclure une partie des loci impliqués da s l adaptatio  à Iledhe . E  effet, le test 
l ‘H est as  su  le al ul d u  appo t d hétérozygoties attendues estimées au sein de 
chaque lignée. Cette approche est efficace pour détecter des outliers lorsque le locus concerné 
présente une hétérozygotie moyenne dans une des populations (non impactée par la 
sélection), et une hétérozygotie plus faible dans la population sous sélection. Cependant, un 
SNP peut présenter des fréquences alléliques totalement opposées entre deux populations 
(par exemple, p=0.9 et q=0.1 dans la population 1, et p=0.1 et q=0.9 dans la population 2), 
sig e ue es populatio s so t sous s le tio  di e ge te, et pou ta t l h t oz gotie calculée 
pour chacune des populations sera égale et mènera lnRH à considérer ce SNP comme non 
impacté par la sélection. Une réanalyse plus approfondie des listes d outliers est donc 
pla ifi e, afi  de ifie  si de o s a didats au aie t pas t  li i s pa  la p e i e 
analyse.  

Même si nous avons pu cibler uel ues gio s a didates à l adaptatio  à Iledhe , 
l tude de s a  g o i ue p se te i i ses li ites. En premie  lieu, ous e luo s pas le fait 
que des faux positifs figurent encore parmi les candidats retenus. En effet, même si le 
dispositif expérimental apparaît être relativement optimal pour une étude de scan 
g o i ue, il e  p se te pas oi s les uel ues défauts que nous avons évoqués plus 
haut. “ ajoutent à ela les o t ai tes i pos es pa  l o ga is e d tude, et ota e t le 
déficit en hétérozygote, qui peut également influencer le taux de faux positifs. Parmi les vrais 
positifs, ous a o s pas d fi iti e e t i l  les lo i i pli u s da s l adaptatio  à la 
résistance issue de S. vernei, ais plut t les lo i i pli u s da s l adaptatio  à la pla te h te, 
dans sa globalité. Ainsi, certains des candidats pourraient en fait être impliqués dans 
l adaptatio  au  a a t isti ues g ales de la a i t  de po e de te e e.g. pH, taux 
d hu idit , paisseu  des a i es , d aut es pou aie t aussi ie  t e i pli u s da s 
l adaptatio  à d aut es sista es ue la sista e i l e pa  ot e tude. Il pourrait alors 
soit s agi  de sista es d jà p se tes da s le fo d g ti ue, soit de sista es p o e a t 
de S. vernei et introgressées lors des croisements successifs. En particulier, la présence du QTL 
mineur de résistance dans les différents génot pes sista ts a ja ais t  ifi e. Sa 
p se e au sei  d Iledhe  et a fortiori l adaptatio  possi le des i di idus à e QTL est do  
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pas à exclure. Les prochaines étapes de tri et de validation, abordées plus loin, permettront 
certainement de dissocier parmi ces différents loci sous sélection ceux impliqués dans le 
contournement de la résistance de ceux conférant une plus grande valeur adaptative sur les 
génotypes de pomme de terre contournés.  

La confrontation des outliers mis en évidence par les scans génomiques faible et haute 
de sit  a o t  u u  seul outlier i osatellite tait situ  à p o i it  d u  des “NPs outlier 
ide tifi s pa  Ba Pass. Cepe da t, il est pas to a t de e pas a oi  o te u plus de 
corrélation entre les résultats des deux analyses, étant donné le faible nombre de marqueurs 
microsatellites utilisés et le niveau de fragmentation relativement important du génome de 
référence.  

La qualité moyenne de ce génome a pu poser certaines limites quant à une exploitation 
opti ale de os do es et à l i te p tatio  des sultats du s a  g o i ue. D u e pa t, 
u  ua t des do es de s ue çage a pas pu être aligné sur le génome de référence. Nous 
a o s is l h poth se ue e i tait e tai e e t dû au  % de régions manquantes dans 
le génome de G. pallida. Nous avons néanmoins cherché à caractériser plus en détails ces 
reads o  alig s, et a o s pou  ela utilis  l outil K ake  Wood & “alz e g , ui pe et 
d assig e  un taxon à des s ue es d ADN génomique, en alignant ces données contre une 
banque de données génomiques. La Figure 5.2 montre les résultats obtenus suite à ces 
a al ses. Il s a e ue la uasi-totalité des reads e s alig e pas non plus dans la banque de 
données, confirmant notre hypothèse de départ. Cette a se e d u e pa tie du g o e reste 
néanmoins problématique dans le cadre de notre étude, puisque l o  e peut pas glige  le 
fait ue ette pa tie a ua te du g o e puisse a ite  la ou l u e des gio s d i t t. 
Une solution serait alors de pouvoir identifier les SNPs sans génome de référence, BayPass 

a a t e suite pas esoi  d a oi  a s à la positio  g o i ue des “NPs. L outil discoSnp 
(Uricaru et al. 2015) permet cela, et une étude est actuellement en cours pour identifier, à 
l aide de et outil, les SNPs dans le jeu de données issu du reséquençage complet de pools 
d i dividus. Nous nous attendons ainsi à identifier une part plus importante de SNPs et surtout 
à pouvoir couvrir la quasi-totalité du génome lors d u e ou elle echerche de régions sous 
sélection. D aut e pa t, le g o e est gale e t t s f ag e t , e qui peut avoir pour 
o s ue e da s ot e as d a outi  à l ide tifi atio  de plusieu s gio s g o i ues 

impactées par la sélection, qui e  fo e aient u u e ou uel ues u e en réalité. Le génome 
de référence de G. rostochiensis étant de meilleur qualité que celui de G. pallida, nous avons 
te t  d aligner les différents scaffolds contenant des SNPs candidats contre celui-ci, afin 
d e tuellement pouvoir rapprocher quelques régions. Ce i e s est pas a  o lua t, 
mais il sera peut être nécessaire de ete te  l e p ie e e  alig a t ette fois des s ue es 
plus petites localisées autour des SNPs candidats. Ces limites démontrent la n essit  d a oi  
accès à un génome de référence de meilleure qualité. Une équipe de chercheurs hollandais 
travaille actuellement à une nouvelle version du génome de référence de G. pallida, ce qui 
pourrait ouvrir des perspectives à nos travaux en permettant de réanalyser plus finement nos 
résultats. En parallèle, nous avons également de notre côté cherché à construire un génome 
de référence à partir de nos données de séquençage. Nous avons obtenu un génome plus 
f ag e t , pa  o t e ous a o s pas encore pu vérifier si nous étions parvenus à 
rapprocher certains scaffolds e t e eu , l id al ta t u il s agisse de scaffolds sur lesquels 
sont positionnés les SNPs candidats. 
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Figure 5.2 Assignation des données de séquençage non alignées sur le génome de référence de G. pallida à 
diff e ts ta o s, a e  l’outil K ake  (Wood & Salzberg 2014). La quasi-totalit  des s ue es a pas de 
référence dans les bases de données.  

 
 

Le logiciel BayPass, que nous avons utilisé pour notre deuxième scan génomique, 
pe et d ide tifie  les a ueu s g ti ues sou is à s le tio , ais gale e t ceux 
associés à des covariables populations-spécifiques. Dans notre étude, nous avons seulement 
renseigné le statut virulent ou avirulent des lignées. Cependant, pour affiner nos résultats et 
dans le but d ta li  le lien entre phénotype et génotype, nous aurions aussi pu utiliser des 
caractéristiques phénotypiques des individus, et précisément celles qui ont été utilisées pour 
évaluer le coût de virulence. Cette app o he a t  e isag e ais a pas pu a outi  a  la 
population N ne présentait plus assez de matériel disponible (tout comme ce fut le cas pour 
son utilisatio  da s l tude du coût de la virulence). Si elle avait pu être réalisée, elle aurait 
peut- t e pe is de le  l asso iatio  e t e les SNPs et les traits ayant été identifiés comme 
li s à l adaptatio .  

L tat d a a e e t de ot e tude e ous a pou  l i sta t pas pe is de ous 
intéresser au rôle du fond génétique de la plante hôte dans la virulence du pathogène. Il serait 
en effet intéressant de savoir si les mêmes régions génomiques sont impliquées dans le 
contournement de plantes résistantes possédant le même QTL de résistance mais des fonds 
génétiques différents, ou si au contraire différents chemins adaptatifs peuvent exister. Ces 
résultats auraient un impact direct sur les stratégies de gestion des résistances. Si les chemins 
adaptatifs sont différents, alors il serait possible de déployer un même facteur de résistance 
(présent dans différents fonds génétiques) sur de larges échelles temporelles et spatiales, sans 

ai d e ue l adaptatio  d u e populatio  à l une de ces résistances ne condamne l e se le 
des résistances provenant de la même source de résistance.  

Chez la pomme de terre, le gène GpaV est en position colinéaire dans diverses espèces, 
notamment utilisées en tant que sources de résistance. Il serait urgent de déterminer, pour 
les mêmes raisons, si les mêmes gio s g o i ues so t i l es pa  l adaptatio . 
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Au cours de ce projet, nous avons également cherché à tester une méthode alternative 
au reséquençage complet de génome, le GBS, da s l o je tif de te te  de e d e plus 
accessibles les approches de génomique des populations. Out e l aspe t fi a ie , u e limite 
à l utilisatio  de es app o hes peut side  da s l a se e d u  génome de référence de 
l esp e tudi e. Le GB“ peut o stitue  u e p e i e solutio  a  il e essite pas de 
génome de référence pou  l ide tifi atio  des “NPs. “i la olo t  est de ou i  plus la ge e t 
le génome, la solution peut reposer su  l utilisatio  du logi iel discoSnp, ou encore peut-être 
su  l utilisatio  d u  g o e d esp e p o he. Globodera pallida et G. rostochiensis sont deux 
esp es sœu s avec des génomes de référence publiés, et nos données de séquençage sont 
actuellement en cours de traitement avec le logiciel discoSnp. Nous envisageons donc de 
comparer le nombre de SNPs découverts avec chacune des trois méthodes, est-à-dire en 
utilisa t le g o e de f e e, le g o e d u e esp e p o he et e  utilisa t pas de 
génome de référence, pou  statue  su  l utilit  de es thodes alte ati es, lo s u il  a 
pas de génome de référence disponible.   
 
 

5.3.4 Gènes candidats à l’adaptatio  
 

Il se ait illusoi e à ette tape de l tude de he he  à i le  des g es a didats à 
l adaptatio . La liste de “NPs a didats est e o e o s ue te et la fe t e de e he he de 
gènes pourrait être importante. Cependant, nous avons émis au cours de nos travaux plusieurs 
hypothèses quant à la nature et au nombre de gènes impliqués, u il o ie t de appele  i i.  

Solanum vernei présente une résistance décrite comme polygénique, néanmoins la 
atu e de la sista e d Iledhe  et des aut es g ot pes sista ts dans lesquels GpaVvrn a 

été introgressé est plus difficile à appréhender. Seule la présence de ce QTL dans les génotypes 
résistants a été vérifiée. En revanche, le contenu de ce QTL reste inconnu et il pourrait tout 
aussi bien contenir un ou plusieurs gènes de résistance, il arrive en effet que les gènes de 
résistance soient présents en cluster dans le génome des plantes. De plus, les résistances 
présentes dans les fonds génétiques peuvent aussi représenter une part non négligeable de 
la résistance globale de la plante. Si le nombre et la nature des mutations déterminant la 
virulence sont des paramètres importants à intégrer dans une stratégie de gestion durable 
des résistances, le nombre et la nature des gènes de résistance le sont tout autant, puisque 
ces deux types de gènes sont liés au sein d une dynamique coévolutive. Des connaissances 
supplémentaires sur les caractéristiques du QTL de résistance pourraient servir cette étude.  
Nous etto s epe da t l h poth se d u e elatio  i pli ua t seule e t u  ou uel ues 
g es et d u e i te a tio  plutôt de type gène-pour-gène. En effet, les interactions hôte-
nématode sont de manière générale considérées comme suivant des relations gène-pour-
gène (Castagnone-Sereno 2002), à l i age de G. rostochiensis et du gène de résistance H1 
(Janssen et al. 1991).  

De même, le type de gènes impliqués dans la virulence reste très hypothétique, 
néanmoins la majorité des gènes de virulence identifiés chez les nématodes phytoparasites 
sont des effecteurs (Haegeman et al. 2012; Mitchum et al. 2013), et est pou uoi ous a o s 
orienté nos premières recherches « informatives » de gènes en ciblant des protéines 
s t es. Il s est a  ue e tai es des gio s a didates ide tifi es taie t e i hies e  
SPRYSECs, o  le seul g e d a i ule e o u à ce jour chez G. pallida, Gp-RBP-1, code pour 
un SPRYSEC qui interagit avec la protéine de résistance GPA-2 de la pomme de terre. Dans 
ette i te a tio , la i ule e est due au pol o phis e d u  seul a ide a i .  



Chapitre 5 – Discussion générale 

132 
 

Dans certains cas, il a également été montré que la virulence du nématode pouvait 
être due à la variation du nombre de copies de gène (CNV, Copy Number Variation) (Bekal et 
al. 2015; Castagnone-Sereno et al. 2016). Nos données de séquençage pourraient ainsi être 
exploitées dans une recherche orientée vers ce type de variations génomiques (CNV, Indels).  

Même si les scans génomiques sont des approches sans a priori, l tape d i estigatio  
des g es li s au  “NPs a didats peut a oi  te da e à s o ie te  e s les g es ou fo tio s 
déjà connues, o e est le as i i. O , d aut es t pes de g es oi s o us pou aie t 
également être de bons candidats à la virulence. Nous nous sommes par exemple intéressés 
au  g es oda t pou  des epteu s u l ai es, a  l u  d eu  a t  t ou  da s la gio  
i estigu e autou  du a ueu  i osatellite G . Il a ait pas t  o u  da s l a ti le 
car cela restait trop spéculatif vis-à- is de l o je tif de la pu li atio  ui tait de alide  la 
faisa ilit  de l app o he de s a  g o i ue su  ot e at iel expérimental, mais nous avons 
souhaité y revenir ici. Les récepteurs nucléaires sont une famille de facteurs de transcription 
impliqués dans la régulation des transitions dans les cycles biologiques des vertébrés, des 
insectes et des nématodes. Chez de nombreux nématodes, ils sont particulièrement impliqués 
dans la transition vers le stade dauer, un stade alternatif induit par des conditions 
e i o e e tales hostiles et pe etta t au atode d  su i e. Chez le atode li e 
Caenorhabditis elegans, il est connu que les récepteurs nucléaires sont impliqués dans la 
modulation du développement en fonction des conditions nutritives (Antebi 2015). Fait 
intéressant, chez G. pallida, o e ous l a o s u p de e t, le d te i is e du se e 
dépend aussi des conditions nutritives. De plus, la résistance issue de S. vernei agit 
précisément en masculinisant les populations de G. pallida. Nous pouvons donc émettre 
l h poth se ue les epteu s u l ai es se aie t i pli u s da s le dialogue ol ulai e 
entre la pla te sista te et le atode, et u u e utatio  au i eau du epteu  
nucléaire pourrait permettre de contourner la résistance de la plante. Cependant, des études 
complémentaires restent évidemment nécessaires pour mieux comprendre le 
développement et le déterminisme du sexe chez G. pallida ainsi que le rôle potentiel des 
récepteurs nucléaires dans ces processus. Néanmoins, au u  epteu  u l ai e a e suite 
été retrouvé à proximité des 31 SNPs outlier.  
 
 

5.4 Perspectives  
 

5.4.1 Validation du lien génotype-phénotype dans des populations naturelles : une 
étude en cours 
 

L app o he de s a  g o i ue a pe is d ide tifie  p de e t des “NPs 
a didats à l adaptatio  à la sista e issue de S. vernei. Cepe da t, o e ous l a o s u, 

cette liste porte e tai e e t de l i fo ation redondante mais comporte aussi 
probablement des SNPs impliqués da s d aut es t pes d adaptatio  adaptatio  à la plante 
hôte, adaptation à la résistance initialement présente dans le fond génétique). Afin de filtrer 
cette liste de candidats, une approche de validation du lien entre génotype et expression du 
phénotype est actuellement en cours. Elle a pour but de génotyper, au niveau des 31 SNPs 
candidats, des populations naturelles de G. pallida présentant des niveaux de virulence à 
Iledher contrastés. Nous disposons en effet de données de phénotypage (i.e. nombre de 
kystes produits) de 20 populations naturelles représentatives de la diversité mondiale de G. 
pallida (six populations européennes, 12 péruviennes appartenant aux différents clades 
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génétiques présents dans le berceau d o igi e de ette esp e, et deu  chiliennes), sur la 
variété de pomme de terre Iledher (Fig. 5.3). Ces données sont fortement contrastées : les 
populations sud-américaines appartenant aux clades IV et V sont naturellement très virulentes 
face à Iledher, tandis que les populations des clades II et III sont moyennement virulentes. 
Enfin les populations du clade I, qui regroupe des populations sud-américaines et 
européennes, ne sont que très peu virulentes à Iledher. L app o he ete ue pou  le 
génotypage est une approche d All le-Spécifique PCR (AS-PCR, Gaudet et al. 2009). Le 
protocole expérimental utilisé est présenté en Annexe 4. Le ut de l A“-PCR est de concevoir 
des a o es de PC‘ sp ifi ues de ha ue all le du “NP a didat, ai si u u e t oisi e 
amorce commune, puis de réaliser une PCR quantitative afin de quantifier les fréquences 
alléliques de chaque SNP candidat dans les différentes populations. Si une corrélation entre 
les fréquences alléliques de certains SNPs candidats et les niveaux de virulence observés dans 
les populatio s est ise e  ide e, alo s elle pe ett a de alide  l i pli atio  de es SNPs 
da s l adaptatio  à la sista e issue de S. vernei. Rappelons que, contrairement aux lignées 
issues d olutio  e p i e tale, les populatio s atu elles g ot p es i i o t ja ais été 
auparavant confrontées à Iledher. Cependant, S. vernei est une espèce sauvage présente dans 
le e eau d o igi e de G. pallida. Les SNPs ainsi validés seront donc très probablement bien 
li s à l adaptatio  à GpaVvrn et non à toute autre résistance présente dans le fond génétique 
d Iledhe .  

L app o he GB“ p se t e p de e t a aussi t  e e su  les populatio s 
atu elles, ho s ad e de la th se. Cepe da t, l e ploitatio  des do es de g ot page de 

ces populations peut aussi représenter un moyen de valider les SNPs candidats. En effet, si les 
populations naturelles ont été génotypées au niveau des SNPs candidats ou à des SNPs liés, et 
que ceux- i so t effe ti e e t i pli u s da s l adaptatio  à la sista e, alo s les 
fréquences alléliques observées à ces SNPs sont susceptibles de refléter les différents niveaux 
de virulence. Comme le pipeline UNEAK ne nécessite pas de génome de référence pour 
l ide tifi atio  des “NPs, eu - i taie t pas positio s pa  appo t au g o e de 
référence. Nous avons réalisé un mapping avec Bowtie2 des séquences de 64 pb issues du 
GBS, contenant chacune un SNP, sur le génome de référence de G. pallida. Aucune séquence 
ne comportait un des 3  “NPs d i t t. Cepe da t, ous a o s conservé toutes les séquences 
situ es à oi s de  k  d u  des 1 SNPs d i t t. U e p e i e a al se apide du jeu de 
données a effectivement mis en évidence des corrélations entre les fréquences alléliques au 
niveau de certains SNPs et les niveaux de virulence des populations. Cette analyse doit être 
poursuivie, mais elle pe et d jà de p sage  de l o te tio  de sultats o lua ts avec 
l app o he A“-PCR.  
 
 

5.4.2 À terme : des perspectives fondamentales et appliquées 
 
 Validation fonctionnelle des gènes candidats 
 

Les régions génomiques candidates retenues précédemment seront étudiées plus en 
détails pour identifier le ou les gène(s) (et les variations alléliques sous-jacentes) impliqué(s) 
da s l adaptatio  à la sista e. Ce i essite a tout d a o d u e a al se ioi fo ati ue 
autour des SNPs retenus, notamment par la recherche de peptides signaux. Il serait ensuite 
intéressant de réaliser une hybridation in situ des transcrits des gènes candidats, afin de 
aaaaaa 
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Figure 5.3 Nombre moyen de kystes produits par plante (n=4) dans chacune des 20 populations de G. pallida 
représentatives de la diversité mondiale, sur le cultivar Iledher.  

 
 

vérifier leur expression et de localiser la région du nématode dans laquelle ils sont exprimés. 
Nous ous atte do s e  effet à e u e  ta t ue pote tiels effe teu s, eu -ci soient 
exp i s au i eau des gla des sali ai es. La e he he de otifs p t s et l tude de 
pressions de sélection le long de la séquence de ces gènes permettront de cibler la nature de 
l adaptatio .  

L tape fi ale o siste a à alide  l i pli ation de ces gènes candidats par des 
app o hes fo tio elles. E  pa ti ulie , u e app o he d e p essio  t a sitoi e pa  ag o-
infiltration de feuilles de pomme de terre (Bhaskar et al. 2009) issues des génotypes résistant 
et sensible, avait été envisagée dès le début du projet.  

L ag o-i filt atio  epose su  l utilisatio  d u  e teu  iologi ue, la a t ie 
Agrobacterium tumefaciens, introduit mécaniquement sous forme de culture liquide dans une 
plante hôte (avec une seringue ou en utilisant une pompe à vide), à travers les interstices 
naturels (stomates) ou artificiels (blessures) de la plante, généralement au niveau des feuilles. 
Agrobacterium tumefaciens poss de u  h o oso e a t ie  ai si u u  plas ide « Ti », 
composé en grande partie de gènes de virulence lui permettant de franchir les barrières des 
ellules g tales, ai si u u e gio  nommée « T-DNA », appelée à être intégrée dans le 

génome de la cellule végétale au contact de la bactérie. Le ut est i i d e ploite  les p op i t s 
de la bactérie, et en particulier du plasmide, pour intégrer les gènes candidats identifiés au 
g o e des ellules g tales, afi  u ils y soient exprimés. Pour cela, la séquence codante 
du gène candidat est liguée da s u  e teu  d e p essio . Les régions promotrices du gène, le 
peptide sig al de e ue les gio s  et  gulat i es sont supprimées de la séquence. 
Le e teu  d e p essio  o espo d au plasmide désarmé de la bactérie. Il possède 
généralement une cassette de transcription comprenant le promoteur et la séquence de 
terminaison CaMV 35S (Cauliflower mosaïc virus), un marqueur de résistance ainsi que les 
bornes du T-DNA. Après ligation, le plasmide est réintroduit par électroporation dans une 
souche d A. tumefaciens désarmées portant un plasmide helper qui comprend deux gènes de 
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virulence d A. tumefaciens, virE et virG. Un inoculum d A. tumefaciens ainsi composé de 
plasmides recombinés est ensuite agro-infiltré dans une plante résistante. “i l i teraction 
entre le produit du gène candidat (d a i ule e) et le produit de gène de résistance de la 
plante est compatible, u e a tio  d h persensibilité (HR) au niveau de la région infiltrée est 
observée. La réaction de nécrose doit ensuite être validée e  ifia t l a se e d induction 
de H‘ su  a i t  se si le ou l a se e de ose e  p se e de la sou he d’A. tumefaciens 
transformée avec un plasmide sans insert. 

L ag o-infiltration est une technique particulièrement bien développée sur tabac. 
Lorsque le gène de résistance de la plante (autre que tabac) est connu, il est possible de faire 
s e p i e  les deu  g es d a i ule e et de sista e par co-infiltration dans une plante de 
tabac. Cependant, dans notre cas, le ou les gènes de résistance au sein du QTL GpaVvrn n ta t 
pas e o e a a t is s, ette app o he su  ta a  est pas possi le à ett e e  œu e pour 
le moment. L ag o-infiltration est plus difficile à réaliser sur pomme de terre, de par la nature 
de ses feuilles. Des tests préliminaires ont en effet été réalisés sur la variété Iledher au cours 
de ce projet de thèse, mais ils ne se sont pas avérés concluants, le protocole reste donc encore 
à améliorer. Une alternative à l ag o-i filt atio  pou ait t e l ag o-infection (Du et al. 2015) 
sur pomme de terre. Celle-ci consiste à intégrer le gène candidat dans u  e teu  d e p essio  
comprenant PVX puis à introduire cette fois la bactérie dans la plante par blessure (Iledher 
étant sensible au PVX). Da s e as, l utilisatio  de o st uctions avec PVX entraîne souvent 
une expression systémique du gène candidat, mais elle peut aussi être locale (Ali et al. 2015). 
L ag o-infection pourrait aussi être réalisée sur tabac puis, une fois le virus multiplié, celui-ci 
serait prélevé et inoculé directement sur pomme de terre (par inoculation mécanique).  

Si, à l a e i , le ou les gènes de résistance chez la pomme de terre est (sont) identifié(s), 
une approche double-h ide alida t l i te a tio  des deux produits de gène pourrait être 
envisagée. Si le gène d a i ule e est e t e te ps ie  a a t is , e t pe d app o he 
pourrait alors être utilisé pour ide tifie , au sei  d u  pa el de g es de sista e a didats, 
le ou les gène(s) effectivement impliqué(s) da s l i te a tio .  

De manière générale, la validation fonctionnelle représente une étape importante 
da s l ide tifi atio  des ases g ti ues de l adaptatio , pe etta t de d o t e  u u  
gène sous-tend bien une variation phénotypique observée (Shimizu & Purugganan 2005; 
Hoekstra & Coyne 2007; Pavey et al. 2012). Si les outils de validation fonctionnelle tendent à 
se développer, ils restent néanmoins principalement appliqués aux organismes modèles. Les 
outils pa ti uli e e t utilis s aujou d hui regroupent l i te f e e A‘N ‘NAi, RNA 
interference) (Fire et al. 1998), une technique de gene silencing par dégradatio  de l A‘N 

essage , et les outils d ditio  g o i ue, as s su  l utilisatio  de u l ases odifi es et 
la e o aissa e de do ai es su  l ADN, tels ue les zinc-finger nucleases (ZFNs), les 
transcription activator-like effector nucleases (TALENs) et le très médiatisé clustered 
regulatory interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/Cas9 endonuclease system (Gaj et 
al. 2013; Wei et al. 2013). Dans le futur, des analyses de transgénèse devraient permettre de 
remplacer les allèles aux loci d i t ts afi  de d o t e  l i po ta e fo tio elle de es 
substitutions.  

L tude des g es a didats ide tifi s pe ett a d a lio e  les o aissa es sur les 
bases génétiques de la virulence, et de déduire le nombre et la nature des mutations 
nécessaires au contournement de la résistance issue de S. vernei. Ces connaissances 
fondamentales seront en lien avec des perspectives appliquées, puisque nous avons vu que le 
nombre et la nature des mutations responsables de la virulence pouvaient être directement 
liés à la du a ilit  d u e sista e. L tude des g es a didats de ait gale e t pe ett e 
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de o p e d e les o s ue es ph ot pi ues de l adaptation constatées dans le Chapitre 
2.  
 
 
 Suivi de la fréquence des allèles de virulence 
 

Dans un cadre appliqué, le ou les SNP(s) candidat(s) lié(s) à la virulence qui auront 
confirmé le lien entre génotype et phénotype constitueront un outil moléculaire permettant 
de suivre la fréquence des allèles de virulence dans les populations de G. pallida. Il ne sera en 
effet pas essai e d avoir recours à la mutation précise responsable du contournement, 
puisque les SNPs validés devraient être physiquement assez proches du site impliqué pour en 
mimer le comportement.  

Plusieurs applications de cet outil sont envisageables. D u e pa t, il pou ait se i  à 
réaliser le diag osti  d u e pa elle avant tout déploie e t de sista e, da s l o je tif 
d adapte  pa  la suite les stratégies de déploiement des résistances en fonction des 
fréquences de virulents mesurées. Ces stratégies auront auparavant dû être conçues et 

tudi es, et là e o e l outil d elopp  pou ait joue  u  le i po ta t. Il pou a pa  e e ple 
permettre de suivre la fréquence des allèles de virulence dans des populations de G. pallida 
naturelles soumises à différentes pratiques culturales ou modalités de travail du sol, qui 
peuvent moduler le déficit en hétérozygotes des populations (Montarry et al. 2015), ainsi que 
dans des populations artificielles (évolution expérimentale) confrontées à différentes 
st at gies d utilisatio  des g ot pes sista ts de po e de te e.  

Finalement, cet outil permettra de relier dynamique et génétique du contournement 
da s le ut d a ti ipe  les futu s o tou e e ts et de o e oi  des st at gies de 
déploiement des variétés maximisant la durabilité des résistances aux nématodes.  

Les SNPs validés pe ett o t aussi d affi e  les sultats de l tude du oût de 
l adaptation, en rendant accessible le sui i de l olutio  des f quences des allèles de 
virulence et d a i ule e dans des situations de compétition. 
 
 

5.5 Conclusion 

 
Cette th se a pe is d appo te  des o aissa es su  les d te i a ts g ti ues de 

l adaptatio  de G. pallida aux résistances de sa plante hôte et sur les conséquences de cette 
adaptation sur sa fitness. Nous sa o s à p se t ue l adaptatio  de G. pallida aux résistances 
issues de S. vernei est susceptible d e t aî e  u  gai  de fitness chez les individus virulents, 
connaissance à intégrer dans les schémas de gestion des résistances. Nous disposons 
également d u  o e est ei t de gio s a didates à l adaptatio  chez le nématode, ce 
qui constitue une progression vers la détermination des bases génétiques de la virulence et le 
d eloppe e t d outils de diagnostic et de conception de stratégies de déploiement des 
résistances. Les perspectives de ces travaux, ta t fo da e tales u appli u es, pe ett o t 
in fine d a liorer la gestio  des sista es a i tales da s le ut d aug e te  leu  
durabilité.  

Cette thèse avait pour cadre conceptuel le contournement des résistances et peut ainsi 
être replacée dans le schéma qui en décrit les différentes étapes (Gómez et al. 2009) (Fig. 5.4). 
E  posa t l h poth se d u e utatio  d jà p se te dans les populations, nous nous sommes 
aff a his de la p e i e tape fa ultati e  d appa itio  de la virulence. Cette th se s est ai si 
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positionnée à la seconde tape du o tou e e t d u e sista e, qui correspond à la 
multiplication des individus virulents. Nous nous sommes en particulier intéressés à la 
sélection qui est la force évolutive déterminante lors de cette étape, et avons cherché à 
caractériser les bases génétiques permettant cette multiplication ainsi que les conséquences 
su  les t aits d histoi e de ie du nématode. Les résultats de cette thèse permettront par la 
suite de développer des outils essentiels aux études portant sur la troisième étape du 
o tou e e t, la dispe sio , e  pe etta t de sui e l olutio  des f ue es des 

individus virulents à l helle de la pla te, de la pa elle ou du pa sage.  
 
 

 
 
Figure 5.4 Schéma bilan du positionnement de la thèse dans le cadre conceptuel du contournement des 
résistances d ap s G ez et al. 2009). Les individus avirulents sont représentés en gris et les individus virulents 
en orange. Les flèches vertes représentent la migration, active ou passive, des individus pathogènes. Les forces 
évolutives intervenant à chacune des trois étapes sont renseignées en bleu. 
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ANNEXE 1 :  
SUPPORTING INFORMATION – ARTICLE 1  

 
 
Data S1  

 
Nematode females produce cysts which contain eggs, which may hatch and produce 

larvae. 
We aim to model the dynamics of larvae production to better compare virulent and avirulent 
lineages obtained from experimental evolution on resistant and susceptible host genotypes, 
respectively. 
 
Data We have 
 

 the times at which newly hatched larvae are collected and counted:  
 {� } = {� , � , � ,⋯ , � }, 

 

 the number of larvae corresponding to each observation time: 
 {� } = {� , � , � ,⋯ , � }. 
 

 At the end of the experiment (time � ), cysts are dessicated and unhatched eggs are 

counted: let their number be � , so � + ∑ �_�= = � is the total number of eggs or 
potential larvae. 
 

We are interested in the proportion of hatched larvae as a function of time, say � � . Let �� � = ∑ � /�=  be the observed dynamics.  

 
Model We assume that each egg is viable with probability � (hatching probability). We also 
assume that the time-to-hatching is a random variable � with a cumulative distribution � �  
which depends on the parameter Θ, and which support is [ , +∞ . Let � = {�, Θ} be the set 
of parameters to be estimated. Also, let �� � = �� �  be the theoretical proportion of 
hatched larvae. 
 

The probability to observe the data given a parameter set � (its likelihood) is 
 � � = (�� )�� � � ( − �� � )�−�⏟                    

P o a ilit �  hat hed efo e × ∏ �−∑ �−=� (�� � − �� � −− �� � − )� ( − �� � − �� � −− �� � − )�−∑ �=⏟                                              
P o a ilit �  hat hed et ee  −  a d  | the  did ot hat h efo e

=
 

 
 

Because the combinations do not depend on �, we define a log-likelihood function as 
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 �� � = � log(�� � ) + � − � log( − �� � )+ ∑ [� log �� −�� −−�� − + (� − ∑ �= ) log − �� −�� −−�� − ]=  . 

 
 

Assuming that the time-to-hatching is Weibull-distributed, we let Θ = {�, �} and 
 � � = − �− �� . 
 

The mean hatching time �� can then be expressed through a relationship involving 
the Gamma function: 
 �� = �Γ ( + �). 
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Data S2 Percentage of hatching (± standard error) measured during 70 days with a five-day 
interval [A] for the virulent and avirulent lineages after six generations and [B] for the 
virulent and avirulent lineages after ten generations. Lines represent the model adjusted to 
the hatching data for each lineage. 
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ANNEXE 2 :  
SUPPORTING INFORMATION – ARTICLE 2  

 
 
Table S1 Polymorphic microsatellite loci used in this study. The eight identified outliers are 
shown in bold.  
 

Locus ID Repeat motif 
PCR product 

size 
Forward primer Reverse primer 

Gp106 ATTTT 195 TCTGTTCAGCGCACTTATGG ATTTGATCGTTCCCTCGTTG 

Gp109 ACGG 133 TCTCGCAGAAGGGAAAAGAA TAAAAGACGGAAGAACGGGA 

Gp111 TCGG 111 TCCATTTGTTTTGGGGACAT CCGTGTCCGATAAATTCCTG 

Gp118 TCCG 133 ACCGATGAAGAACATCGTCC TCGTTCCGTCTTCGTAATCC 

Gp135 GA 146 GCGAAATGAACGGTCGTAGT ATTACATTGCCCAAATCGGA 

Gp145 CGTC 253 TCACAAAACATTGGAGCTGAA TTAAATGAGAAACGGGGGAAT 

Gp108 AATC 240 TAACGGCTATCAGCCCAATC TCGGCCAAAACGTAAAACTC 

Gp112 AATG 247 GTTTTAAGCAGACAAGGCCG ATCTCATAGCAATTTGCCCG 

Gp116 CGTC 141 ATTCATTCGCAATGTTTCCC TGGAAATGTGAGAAAGGGCT 

Gp117 GCCC 118 GTCTATTGGCGGCACGTATT TTCCAAATCCGCCATAATTG 

Gp122 CATT 139 AGAGGGTGCCTTTGCTTCTT ATTGAGTGCCAATAATCCGC 

Gp126 GATT 192 GTTATTGTGGCGGATGGAAT GTACTGTATGATGCCGGGCT 

Gp100 TTTAAA 241 GAATGCTTTACGCGGCTAAC GGCGACCGTTGAGGTAATAA 

Gp101 CGGTGG 166 ACAATACAGCTTGATGGGGC GCCATATTTTCAGTCCACCAA 

Gp103 TCCCC 247 TAATTACGCTCTGCCGGTTC CAGTCGGTTGAGGCAATTCT 

Gp110 TGAT 90 ATGAGATGAGCTTTGATGATGC GCCATCTGATCACTGGCAC 

Gp114 GATC 219 CTCCCCTTCCAACTCATTCA GATTGGCTGTTCTTCGGAAA 

Gp115 GAAT 176 CAGACTGGTTGTGTTGTGCG GGTGGTGAGGTGGTTATGGA 

Gp119 TTAT 143 TACGGCGAATTTGAGGTAGG TATATTTTCGGGCATCTCGG 

Gp121 ATTT 142 GGAAGGTGACGTGAGGACTG CATTGCCTGTCCTTTCCTGT 

Gp124 GGCC 147 CATTCACACATCGGCAAAAC AATGCAACGAGACAATTCCC 

Gp128 CCAC 146 TACCTTTTCCGATCCTTCCC CCTTCCCATTCCGTCAGTAT 

Gp132 CCGA 143 GGGAGCCGTCAGACAAATC GTTGGAGTTGGGCCTACAAA 

Gp133 GAAT 109 ATTCGGAATCTCGAACATGG TGTTGCATTGCCTTTGCTTA 

Gp149 CT 90 AGCGCCAATTATCTCCACC TACGGTTAAGCAACGAAGGG 

Gp150 GT 305 TTAAACGTGCCCCAGAAAAC AAAGGAATGGCAGGGAGAAT 

Gp152 TC 130 TATATGCATTCAAGCCGCTG AGCACAGAGGGTAAAGCGAA 

Gp153 GA 91 TGGGGACCCTGTCTTAAATG TTCTCTGGTGTCTTGCGTTG 

Gp158 GA 114 ATCCAACGGAACAGCAAATC CCGTATCACCCAATAATACGTTC 

Gp177 TC 232 CCAAAACCGTCTCCAACACT CATGGATTTTGCACTTCGTG 

Gp178 TC 92 CAACTCTCCCCACTCAAAGC CTTCCCCGCACAACACAAC 

Gp179 GTC 311 TCTCGAAAGGCATCGAGAAT CAGCTTACCGATTGGTCGTT 

Gp194 ACA 289 AATGGCTTAAGCAAAGCGAA CGACGCCGATTAATTTTGTT 

Gp202 TTC 176 GGCACAATTGTTCAACACCA CCCTCAAAAGAGCCTTTCCT 

Gp234 CT 197 AGCAAAAGGTCAAAAGCGAA CTGATCGACTCTTCTCGGCT 

Gp235 CG 248 AAAGCCGGGACAAATCTTTT AAGGTCTACATCGCAGTGCC 

Gp238 TC 142 ACATCGTCTGCGTCTTCTCC TGCTTTCTTCTCTGTCCCGT 
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Gp239 TG 90 CAATCTGCAGCTTCGTTCAG TGGTTGGGGTTAGTTTTGTTTT 

Gp245 CAA 195 AAAACAATGGCAAAAGGTGG GGGCAGAGTCCAGTTGAAGT 

Gp247 ATTA 106 GCCAGATTTGAGTGAATGAAGAG CCAGTACCAGTACCAAAAGCAA 

Gp248 TTCC 100 AGGAGGGACTGCTCACTTACC TCAGATCGGGGCTTAAACAT 

Gp249 CAA 106 GTCACTGAACTGCGGTGCT CAGTTGCCCTTTGTCCTCAT 

Gp250 CAG 120 TTCGCGTTAAATCTTTGTCAGA TGTGATCACCAGGGAACTGA 

Gp251 CTG 175 ATGTCAGCCAATGGCACTCT CGTTGCATTTAATTTAATCATACAAA 

Gp262 GGA 111 GCCCTGGTTTCCCACTTTAT TCTCCAGATGTTGCAGATCG 

Gp264 TTC 112 TGAATGCCTCCATATGAAATAA TAATCACTGCGCCTTTGTCC 

Gp265 GAG 118 AAAATTGGAGTGACGTTGGTG GGAAGCTGTTCGTTGCTCTT 

Gp274 CAA 102 GTCGCCTCGGATTTTCTACC AATTGCCTCGGCTAATTCAC 

Gp275 CAGAAG 112 GACGGAGGAGTCTTTTTCGAG GGGAGGGGAGTGACTGTTCT 

Gp280 ACA 154 GAGCCCGAATCATAAAATGC CGGTCGGTGCTTAACACTTT 

Gp286 CCT 208 GTTCCATCTTGCACTCCGAT CCATTTATCTTCCGGCTTCA 

Gp306 TAA 108 TCCCCGTGACTATAAGAAATGAA GAGGAGAGATGAGGACAATGAT 

Gr69 AG 172 AAGAAGACGCCAAACTCGAA ACAACAGTGCCAGCATTGAG 
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Table S2 Putative functions of the predicted genes located in a 240-kb window centred on 
the outlier microsatellite loci on the Globodera pallida genome assembly version Gpal v. 1.0 
(Cotton et al. 2014). Genes likely to be involved in pathogenicity are shown in bold. 
  

Outlier 
loci 

Scaffold 
window (kb) 
around the 
outlier loci 

Gene ID 
Location on 
the scaffold 

Gene function Signal peptide 

Gp121 437 

30-0 GPLIN_001015000 4336-7937 
protein Kinase C family member (pkc 

2) 
 

0-30 GPLIN_001015100 19264-21398 transcribed hypothetical protein 
Yes, in an ortholog in 

G. rostochiensis 

0-30 GPLIN_001015200 21969-24632 transcribed hypothetical protein  

0-30 GPLIN_001015300 27375-32597 
vacuolar protein sorting associated 

protein 53 
 

0-30 GPLIN_001015400 32675-35767 transcribed hypothetical protein  

0-30 GPLIN_001015500 38175-43883 homocysteine methyltransferase  

30-60 GPLIN_001015600 46773-49217 transcribed hypothetical protein  

30-60 GPLIN_001015700 50138-58116 
DOMON domain containing protein 

CG14681 
Yes, in an ortholog in 

G. rostochiensis 

30-60 GPLIN_001015800 58791-61387 
CRAL TRIO domain containing 

protein 
 

30-60 GPLIN_001015900 66465-70444 transcribed hypothetical protein  

30-60 GPLIN_001016000 70498-73705 transcribed hypothetical protein  

60-120 GPLIN_001016100 73859-76349 tetraspanin 9  

60-120 GPLIN_001016200 76653-78072 
Heat Shock protein family member 

(hsp 25) 
 

60-120 GPLIN_001016300 79321-79672 transcribed hypothetical protein Yes 

60-120 GPLIN_001016400 82420-82780 transcribed hypothetical protein  

60-120 GPLIN_001016500 84706-85491 transcribed hypothetical protein Yes 

Gp101 130 

120-60 GPLIN_000507300 3-1014 
BTB:POZ domain containing protein 

3 
 

60-30 GPLIN_000507400 12768-16774 
BTB:POZ domain containing protein 

3 
 

60-30 GPLIN_000507500 18294-19034 transcribed hypothetical protein  

60-30 GPLIN_000507600 19710-20082 RBP 1 protein (SPRY domain)  

60-30 GPLIN_000507700 20781-21854 transcribed hypothetical protein  

60-30 GPLIN_000507800 22760-24230 RBP 1 protein (SPRY domain) Yes 

60-30 GPLIN_000507900 36400-39044 transcribed hypothetical protein  

30-0 GPLIN_000508000 40800-42953 transcribed hypothetical protein Yes 

30-0 GPLIN_000508100 53263-53804 transcribed hypothetical protein Yes 

30-0 GPLIN_000508200 56561-58483 acid phosphatase 1 Yes 

30-0 GPLIN_000508300 62417-63089 transcribed hypothetical protein  

0 GPLIN_000508400 68187-71110 
Chitin binding protein, peritrophin-

A 
Yes 

0-30 GPLIN_000508500 71712-74713 transcribed hypothetical protein  

0-30 GPLIN_000508600 77806-78806 hypothetical protein  

0-30 GPLIN_000508700 85277-88234 CLN (neuronal ceroid lipofuscinosis)  

0-30 GPLIN_000508800 93678-96857 
Transcription initiation factor TFIID 

subunit 8 
 

0-30 GPLIN_000508900 99747-100054 hypothetical protein  

60-120 GPLIN_000509000 175128-178645 transcribed hypothetical protein  

60-120 GPLIN_000509100 187860-189159 transcribed hypothetical protein  

60-120 GPLIN_000509200 189514-192621 transcribed hypothetical protein  
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60-120 GPLIN_000509300 196753-199437 
Olfactomedin domain containing 

protein 
 

Gp235 216 

60-30 GPLIN_000691700 593-1233 transcribed hypothetical protein  

60-30 GPLIN_000691800 3867-5051 
dorsal gland cell specific expression 

protein 
 

60-30 GPLIN_000691900 9497-12258 mimitin, mitochondrial  

60-30 GPLIN_000692000 13158-18286 
Succinyl CoA 3 ketoacid coenzyme A 

transferase 
 

60-30 GPLIN_000692100 18536-19094 histone cluster 2, H3c2  

60-30 GPLIN_000692200 19401-19965 H2A histone family, member X  

30-0 GPLIN_000692300 21646-27499 transcribed hypothetical protein  

30-0 GPLIN_000692400 27752-30375 transcribed hypothetical protein  

30-0 GPLIN_000692500 31556-57322 Copine domain containing protein 2  

0-30 GPLIN_000692600 57566-59215 transcribed hypothetical protein  

0-30 GPLIN_000692700 66169-72222 Solute carrier family 23  

0-30 GPLIN_000692800 78865-80575 serine:arginine rich splicing factor 4  

0-30 GPLIN_000692900 83168-85506 T complex protein subunit gamma  

30-60 GPLIN_000693000 85945-87738 
T complex protein 1 subunit gamma 

(stop codon in translation) 
 

30-60 GPLIN_000693100 88182-90397 
Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein A1 

 

30-60 GPLIN_000693200 91404-93983 transcribed hypothetical protein  

30-60 GPLIN_000693300 95369-98967 transcribed hypothetical protein  

30-60 GPLIN_000693400 100056-103180 
nicotinic acetylcholine receptor non 

alpha 
Yes 

30-60 GPLIN_000693500 104161-105279 transcribed hypothetical protein  

30-60 GPLIN_000693600 105754-107423 
bifunctional aminoacyl tRNA 

synthetase 
 

30-60 GPLIN_000693700 107723-110938 
u3 small nucleolar rna associated 

protein 14 
 

30-60 GPLIN_000693800 111764-113032 
Succinate dehydrogenase 
cytochrome b560 subunit 

 

30-60 GPLIN_000693900 113418-114209 
'Cold shock' DNA binding domain 

containing protein 
 

60-120 GPLIN_000694000 116014-116682 transcribed hypothetical protein  

60-120 GPLIN_000694100 117417-119253 leucine rich repeat family protein  

60-120 GPLIN_000694200 132955-134135 transcribed hypothetical protein  

60-120 GPLIN_000694300 136918-138507 transcribed hypothetical protein  

60-120 GPLIN_000694400 139295-139936 
small nuclear ribonucleoprotein sm 

d1 
 

60-120 GPLIN_000694500 141034-142087 
'Cold shock' DNA binding domain 

containing protein 
 

60-120 GPLIN_000694600 142693-143362 transcribed hypothetical protein  

60-120 GPLIN_000694700 144097-145945 leucine rich repeat family protein  

Gr69 72 

120-60 GPLIN_000332800 15728-20702 transcribed hypothetical protein  

120-60 GPLIN_000332900 23847-25135 transcribed hypothetical protein  

120-60 GPLIN_000333000 33517-33765 
transcribed hypothetical protein, 

potential novel effector (Cotton et 
al. 2014) 

Yes 

120-60 GPLIN_000333100 37808-38524 
transcribed hypothetical protein, 

potential novel effector (Cotton et 
al. 2014) 

Yes 

120-60 GPLIN_000333200 41631-43207 transcribed hypothetical protein 
Yes, in an ortholog in 

G. rostochiensis 

120-60 GPLIN_000333300 51748-55100 endothelin converting enzyme 1 
Yes, in an ortholog in 

G. rostochiensis 

120-60 GPLIN_000333400 58437-59284 transcribed hypothetical protein 
Yes, in an ortholog in 

G. rostochiensis 

120-60 GPLIN_000333500 60263-65962 transcribed hypothetical protein  
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120-60 GPLIN_000333600 66179-68416 
inosine triphosphate 

pyrophosphatase 
 

120-60 GPLIN_000333700 70266-73721 transcribed hypothetical protein  

60-30 GPLIN_000333800 73913-75425 GPN loop GTPase 1  

60-30 GPLIN_000333900 75906-78617 CULlin family member (cul 2)  

60-30 GPLIN_000334000 78680-79208 CULlin family member (cul 2)  

60-30 GPLIN_000334100 80281-90568 
yeast Swi2:Snf2 Like family member 

(ssl 1) 
 

60-30 GPLIN_000334200 90914-97637 transcribed hypothetical protein Yes 

60-30 GPLIN_000334300 99085-103120 rho GTPase activating protein 27  

60-30 GPLIN_000334400 103613-105097 transcribed hypothetical protein  

30-0 GPLIN_000334500 116429-117800 derlin2  

30-0 GPLIN_000334600 118095-122616 
x ray repair cross complementing 

protein 5 
 

30-0 GPLIN_000334700 122855-124168 transcribed hypothetical protein 
Yes, in an ortholog in 

G. rostochiensis 

30-0 GPLIN_000334800 125116-126325 50S ribosomal protein L10  

30-0 GPLIN_000334900 126909-128163 Golgi SNAP receptor complex  

30-0 GPLIN_000335000 128299-130198 
short transient receptor potential 

channel 
 

30-0 GPLIN_000335100 130255-133634 
transient receptor potential ion 

channel A 
 

0-30 GPLIN_000335200 134545-142651 
Calcium BiNding protein , family 

member 
Yes, in an ortholog in 

G. rostochiensis 

0-30 GPLIN_000335300 144114-145652 cyclin fold protein 1 variant b  

0-30 GPLIN_000335400 146043-147083 transcribed hypothetical protein  

0-30 GPLIN_000335500 156572-157764 transcribed hypothetical protein  

0-30 GPLIN_000335600 158929-159554 V type proton ATPase subunit D  

0-30 GPLIN_000335700 160800-163557 
CCR4 NOT transcription complex 

subunit 1 
 

0-30 GPLIN_000335800 163874-165157 transcribed hypothetical protein  

30-60 GPLIN_000335900 166323-172199 
CCR4 NOT complex component, 

Not1 family protein 
 

30-60 GPLIN_000336000 172822-174187 transcribed hypothetical protein  

30-60 GPLIN_000336100 174407-175828 
coenzyme Q binding protein COQ10 

B 
 

30-60 GPLIN_000336200 176940-179832 
60 kDa heat shock protein, 

mitochondrial 
 

30-60 GPLIN_000336300 180199-180632 
10 Kda heat shock protein, 

mitochondrial 
 

30-60 GPLIN_000336400 182328-183590 Citrate synthase, mitochondrial  

30-60 GPLIN_000336500 185215-187201 
Probable citrate synthase, 

mitochondrial 
 

30-60 GPLIN_000336600 190031-195579 
Phosphatase with EF hands family 

member (pef 1) 
 

60-120 GPLIN_000336700 196191-203281 
Phosphatase with EF hands family 

member (pef 1) 
 

60-120 GPLIN_000336800 206124-206781 transcribed hypothetical protein  

60-120 GPLIN_000336900 209401-211944 tetratricopeptide repeat protein 28  

60-120 GPLIN_000337000 212063-214158 transcribed hypothetical protein  

60-120 GPLIN_000337100 216704-217929 transcribed hypothetical protein  

60-120 GPLIN_000337200 218819-221811 transcribed hypothetical protein  

60-120 GPLIN_000337300 222167-223914 transcribed hypothetical protein  

60-120 GPLIN_000337400 225000-226908 Serpin protein  

60-120 GPLIN_000337500 231760-236344 
nuclear hormone receptor family 

member (nhr) 
 

60-120 GPLIN_000337600 238575-241019 transcribed hypothetical protein  
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60-120 GPLIN_000337700 249433-251731 transcribed hypothetical protein  

Gp124 284 

60-30 GPLIN_000815100 66-2728 membrane associated tyrosine  

60-30 GPLIN_000815200 3861-4509 
Ground Like (grd related) family 

member 
 

60-30 GPLIN_000815300 6711-7147 
DNA directed RNA polymerase I,II 

and III 
 

60-30 GPLIN_000815400 7430-8923 transcribed hypothetical protein  

60-30 GPLIN_000815500 12114-13871 transcribed hypothetical protein  

60-30 GPLIN_000815600 14262-15998 transcribed hypothetical protein  

60-30 GPLIN_000815700 16165-17945 transcribed hypothetical protein  

60-30 GPLIN_000815800 19024-19696 transcribed hypothetical protein  

60-30 GPLIN_000815900 19024-19696 transcribed hypothetical protein Yes 

60-30 GPLIN_000816000 21121-22593 transcribed hypothetical protein  

30-0 GPLIN_000816100 22887-26298 transcribed hypothetical protein  

30-0 GPLIN_000816200 28708-39520 
ATP bindinding cassette, subfamily 

C(CFTR:MRP) 
 

30-0 GPLIN_000816300 40724-41292 
signal recognition particle 72 KDA 

protein 
 

30-0 GPLIN_000816400 41415-45058 TBC1 domain family 0  

30-0 GPLIN_000816500 45621-47571 transcribed hypothetical protein  

30-0 GPLIN_000816600 48113-49031 mitochondrial ATP synthase F chain  

30-0 GPLIN_000816700 49418-50368 Thymidylate kinase  

30-0 GPLIN_000816800 50962-54096 PR domain zinc finger protein 16  

0-30 GPLIN_000816900 58224-60095 histone chaperone asf1  

0-30 GPLIN_000817000 60910-64493 
calcium binding egf domain 

containing protein 
 

0-30 GPLIN_000817100 65808-66410 40S ribosomal protein S16  

0-30 GPLIN_000817200 66585-67756 
DNA directed RNA polymerase III 

subunit RPC8 
 

0-30 GPLIN_000817300 69240-71471 v type proton atpase subunit h  

0-30 GPLIN_000817400 71759-73577 hemKmethyltransferase family  

0-30 GPLIN_000817500 73665-80076 BTB:POZ domain containing protein9  

0-30 GPLIN_000817600 80246-81143 
histone deacetylase complex subunit 

SAP18 
 

0-30 GPLIN_000817700 81811-83699 dynein light chain  

30-60 GPLIN_000817800 86603-88929 UDP glucuronosyltransferase ugt 50  

30-60 GPLIN_000817900 89069-89757 transcribed hypothetical protein  

30-60 GPLIN_000818000 91543-92142 transcribed hypothetical protein Yes 

30-60 GPLIN_000818100 92467-96333 transcribed hypothetical protein  

30-60 GPLIN_000818200 96933-99082 fatty acid elongation protein 3  

30-60 GPLIN_000818300 101205-103646 
ROLler:helically twisted, animals roll 

when 
 

30-60 GPLIN_000818400 105795-107397 transcribed hypothetical protein  

30-60 GPLIN_000818500 107680-111411 transcribed hypothetical protein  

60-120 GPLIN_000818600 119262-120071 transcribed hypothetical protein 
Yes, in an ortholog in 

G. rostochiensis 

Gp153 12 

60-30 GPLIN_000075500 18181-34682 neurogenic locus notch protein Yes 

60-30 GPLIN_000075600 38275-38565 transcribed hypothetical protein  

60-30 GPLIN_000075700 40603-41614 
transcribed hypothetical protein, 

potential novel effector (Cotton et 
al. 2014) 

Yes 

60-30 GPLIN_000075800 41701-42358 60S ribosomal protein L22  

30-0 GPLIN_000075900 43048-50296 
histone lysine N methyltransferase 

EZH1 
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30-0 GPLIN_000076000 50854-52783 
histone lysine N methyltransferase 

EZH2 
 

30-0 GPLIN_000076100 53816-55370 
39S ribosomal protein L28, 

mitochondrial 
 

30-0 GPLIN_000076200 56376-57173 transcribed hypothetical protein  

30-0 GPLIN_000076300 57723-58602 H ATPase V type subunit  

30-0 GPLIN_000076400 60040-67075 transcribed hypothetical protein  

30-0 GPLIN_000076500 71290-75008 transcribed hypothetical protein  

0-30 GPLIN_000076600 98114-99546 transcribed hypothetical protein  

30-60 GPLIN_000076700 106448-109756 vasa  

30-60 GPLIN_000076800 110273-113549 src substrate cortactin  

30-60 GPLIN_000076900 113983-114845 yrdC domain containing protein  

30-60 GPLIN_000077000 120471-120716 transcribed hypothetical protein  

30-60 GPLIN_000077100 121338-121729 transcribed hypothetical protein  

30-60 GPLIN_000077200 122348-124160 karyopherin alpha subunit  

30-60 GPLIN_000077300 124521-126316 transcribed hypothetical protein  

30-60 GPLIN_000077400 126451-127608 
dorsal gland cell specific expression 

protein 
 

30-60 GPLIN_000077500 129213-137135 
RNA dependent RNA polymerase 

Family family 
 

60-120 GPLIN_000077600 137480-139042 retinal rod rhodopsin sensitive cGMP  

60-120 GPLIN_000077700 140268-141907 transcribed hypothetical protein  

60-120 GPLIN_000077800 143516-144461 transcribed hypothetical protein  

60-120 GPLIN_000077900 147638-160920 Trithorax group protein osa  

60-120 GPLIN_000078000 161613-163877 transcribed hypothetical protein  

60-120 GPLIN_000078100 165674-173174 
DEgenerin Like family member (del 

3) 
 

60-120 GPLIN_000078200 175201-176045 60S ribosomal protein L17  

60-120 GPLIN_000078300 176573-177123 
serine:threonine protein 

phosphatase PP1 
 

60-120 GPLIN_000078400 181159-182292 Phosducin protein  

60-120 GPLIN_000078500 182497-187870 
Chromosome transmission fidelity 

protein 18 
 

60-120 GPLIN_000078600 189511-195365 transcribed hypothetical protein  

60-120 GPLIN_000078700 195900-197539 
iron sulfur cluster co chaperone 

protein HscB 
Yes, in an ortholog in 

G. rostochiensis 

Gp135 4348 no predicted gene on this scaffold 

Gp249 not found on the new genome version 
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ANNEXE 3 :  
SUPPORTING INFORMATION – ARTICLE 3  

 
 
Figure S1 Selection of the four experimental Globodera pallida lineages. Nematode lineages 
were established from two French natural G. pallida populations, SM (near Saint-Malo, 
Brittany, north-western France) and N (from the island of Noirmoutier, western France), 
reared during eight successive cycles (i.e. eight generations) on the susceptible potato cultivar 
Désirée (D) and on the resistant cultivar Iledher (I). Each sample name indicates its 
geographical origin (SM for Saint-Malo and N for Noirmoutier) and the potato cultivar on 
which it evolved (I for Iledher and D for Désirée). 
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Figure S2 Principal Component Analysis (PCA) of the sequencing data from eight G. pallida 
pools sequenced on four different lanes (technical replicates), based on read counts at 
2,383,040 SNPs. Each sample name indicates its geographical origin (SM for Saint-Malo and N 
for Noirmoutier), the potato cultivar on which it evolved (I for Iledher and D for Désirée), the 
number of the biological replicate (1 or 2) and the number of the lane (L) on which it has been 
sequenced. The first axis explains 32.61% of the variance and clusters the samples according 
to the population geographical origin. Even if the second and third axes explain a small part of 
the variance, i.e. 4.41% for PC2 and 4.22% for PCA3, they tend to cluster N and SM samples, 
respectively, according to their virulence status. Note however that for each of the eight pools, 
replicate sequenced on the first sequencing lane systematically depart from the three others. 
This patterns most probably results from a lower sequencing coverage for lane 1 (that was 
sequenced in 2x100 bp paired end) compared to the three others (that were sequenced in 
2x125 bp paired-end).  
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Table S1 Putative functions of the predicted genes located in a 120-kb window centered on 
the 31 outlier loci on the Globodera pallida genome assembly version Gpal.v1.0 (Cotton et 
al. 2014). Relevant results of the BLAST search of the predicted genes against the annotated 
G. rostochiensis genome version nGr.v1.0 (Eves-van den Akker et al. 2016) are also shown.  
*: outlier SNP located in the gene, **: outlier SNP located in the exon.  
 

Sc
af

fo
ld

 

Outlier 
locus 

Globodera pallida genome 
BLAST against 

Globodera rostochiensis 
genome 

Gene ID 
Location on 
the scaffold 

Putative gene 
function 

Peptide 
signal  

Phobius 
prediction 

 
Gene ID 

Putative gene 
function 

4 
SNP_ 

4_ 
429075 

GPLIN_00
0030900 

367074-
371195 

actin protein 6 no  
 GROS_g1

2208 
spliceosome 

GPLIN_00
0031000 

371242-
372608 

nuclear Pore complex 
protein family 
member 

no  
 

   

GPLIN_00
0031100 

398790-
400048 

transcription initiation 
factor TFIID subunit 

no  
 

   

GPLIN_00
0031200 

403834-
404255 

beta 1 4 
endoglucanase 

no  
 

   

GPLIN_00
0031300

* 

428992-
438734 

transcribed 
hypothetical protein 

no  

 

GROS_g0
5341 

magnesium ion 
transport; sodium ion 
transmembrane 
transport; integral to 
plasma membrane; 
cation channel activity 

GPLIN_00
0031400 

439019-
440137 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0031500 

441856-
451123 

cysteine synthase no  
    

GPLIN_00
0031600 

457740-
458980 

long chain fatty acid 
transport protein 4 

no  
 GROS_g1

3363 
fatty acid transport 
proteins 

GPLIN_00
0031700 

460388-
460633 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0031800 

462978-
464011 

beta 1,3 
galactosyltransferase 
2 

no  
 

GROS_g0
0450 

galactosyltransferase 

GPLIN_00
0031900 

470256-
470486 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0032000 

471353-
473130 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0032100 

474046-
474331 

transcribed 
hypothetical protein 

no  

 
GROS_g1

0714 

protein binding; 
stress-activated map 
kinase interacting 
protein 1 (SIN1) 

25 
SNP_ 
25_ 

304232 

GPLIN_00
0149900 

243326-
245017 

solute carrier family 
35 member B1 

yes 
trans-

membrane 
 GROS_g0

2151 
transport 

GPLIN_00
0150000 

245308-
249627 

mitogen activated 
protein kinase kinase 
kinase 

no  
 

GROS_g0
2150 

MAPK signaling 
pathway 

GPLIN_00
0150100 

251276-
252209 

superoxide dismutase 
(Cu Zn) 

yes secreted 
 GROS_g0

2149 
peroxisome 

GPLIN_00
0150200 

252398-
253488 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g0

2148 
 transmembrane 

GPLIN_00
0150300 

254217-
258092 

transcribed 
hypothetical protein 

no  

 
GROS_g0

2146 

RNA transport; 
negative regulation of 
DNA damage 
checkpoint 

GPLIN_00
0150400 

258929-
261360 

T complex protein 1 
subunit epsilon 

no  

 
GROS_g0

2145 

cytoskeleton 
organization; 
posttranslational 
protein folding 

GPLIN_00
0150500 

261650-
263494 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
 

GROS_g1
4282 

metabolism of 
xenobiotics by 
cytochrome P450 
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GPLIN_00
0150600 

263679-
265256 

protein vertebrate 
galectins 

yes secreted 
 

GROS_g0
2143 

galactose binding; 
signal transducer 
activity 

GPLIN_00
0150700 

265891-
266885 

N alpha 
acetyltransferase 20 

no  
 GROS_g0

2141 
endocytosis 

GPLIN_00
0150800 

266955-
269813 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
 

GROS_g0
2140 

protein 
homodimerization 
activity 

GPLIN_00
0150900 

269952-
271262 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g0

2139 
 transmembrane 

GPLIN_00
0151000 

271403-
272406 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0151100 

273509-
275230 

fasciculation and 
elongation protein 
zeta 2 

no  
 

GROS_g0
2137 

axon guidance 

GPLIN_00
0151200 

275973-
277291 

protein kinase domain 
containing protein, ck 
worm protein kinase 

no  
 

   

GPLIN_00
0151300 

279494-
280946 

calmodulin no  
 GROS_g0

2136 
calmodulin 

GPLIN_00
0151400 

284171-
284443 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0151500 

299966-
302277 

cyclin-dependent 
kinase inhibitor 

no  
    

GPLIN_00
0151600

* 

303454-
310418 

exportin 7 no  

 
GROS_g0

2131 

nuclear export signal 
receptor activity; 
protein export from 
nucleus; nuclear pore 

GPLIN_00
0151700 

310648-
311820 

glutaredoxin 3 no  
 GROS_g0

2130 
glutaredoxin-3  

GPLIN_00
0151800 

313085-
314369 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0151900 

315934-
316953 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g0

2129 
 transmembrane 

GPLIN_00
0152000 

317223-
324014 

DEAD Box protein no  
 GROS_g0

2128 
ATP catabolic process 

GPLIN_00
0152100 

328566-
329000 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0152200 

329118-
330907 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g0

2126 
chromatin binding 

GPLIN_00
0152300 

335501-
336396 

immunoglobulin i set 
domain containing 
protein 

yes secreted 
 

GROS_g0
2125 

transmembrane 

GPLIN_00
0152400 

336805-
340764 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g0

2124 
Golgi apparatus 

GPLIN_00
0152500 

341193-
341716 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

44 

SNP_ 
44_ 

221212 
 
 

SNP_ 
44_ 

221214 

GPLIN_00
0232300 

163392-
163732 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0232400 

168518-
169562 

transcribed 
hypothetical protein 

yes secreted 
 GROS_g0

4085 
signal peptide 

GPLIN_00
0232500 

169991-
170378 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0232600 

171849-
174837 

transcribed 
hypothetical protein 

yes secreted 
 GROS_g0

4087 
signal peptide 

GPLIN_00
0232700 

180474-
181761 

phosphatidylcholine:c
eramide 

no  
 GROS_g0

4089 
 sphingolipid 
metabolism 

GPLIN_00
0232800 

183265-
184828 

60S ribosomal protein 
L4 

no  
 

GROS_g0
4090 

cell wall modification; 
ribosomal protein L1e 
signature 

GPLIN_00
0232900 

184937-
188002 

palmitoyltransferase 
ZDHHC2 

no  
 GROS_g0

4091 
 proteinS-
acyltransferase 

GPLIN_00
0233000 

196131-
198830 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g1

1539 
 Transmembrane 

GPLIN_00
0233100 

198931-
200169 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0233200 

200212-
201447 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0233300 

201499-
202356 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    



  Annexe 3 : Supporting Information – Article 3 

181 
 

GPLIN_00
0233400 

202494-
203706 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0233500 

203859-
205030 

worm specific 
Argonaute NRDE 3 

no  
    

GPLIN_00
0233600 

205120-
205935 

transcription factor 
TFIID, C-terminal DNA 
glycosylase, N-
terminal 

no  

 

   

GPLIN_00
0233700 

206066-
211386 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0233800 

211708-
212533 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0233900 

212735-
214448 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0234000 

221431-
221718 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0234100 

221849-
222821 

polynucleotide kinase 
3' phosphatase 

no  
    

GPLIN_00
0234200 

255627-
261288 

macrophage 
erythroblast attacher 

yes secreted 

 

GROS_g0
3239 

CTLH/CRA C-terminal 
to LisH motif domain; 
actin cytoskeleton; 
negative regulation of 
myeloid cell apoptotic 
process 

GPLIN_00
0234300 

264876-
267441 

mitochondrial 
processing peptidase 
beta subunit 

no  
 

GROS_g0
3235 

insulinase (peptidase 
family M16) 

GPLIN_00
0234400 

268640-
269749 

U1 small nuclear 
ribonucleoprotein A 

no  

 
GROS_g0

3234 

regulation of 
alternative nuclear 
mRNA splicing, via 
spliceosome 

GPLIN_00
0234500 

270323-
271985 

guanine nucleotide 
binding protein 
subunit 

no  
 

GROS_g0
3233 

small ribosomal 
subunit; ion channel 
inhibitor activity 

GPLIN_00
0234600 

272436-
274181 

transcribed 
hypothetical protein 

no  

 

GROS_g0
3232 / 

GROS_g0
3238 

mitochondrion; 
negative regulation of 
synaptic transmission, 
glutamatergic / ATP 
catabolic process; 
adenosinetriphosphat
ase 

GPLIN_00
0234700 

274837-
276164 

receptor expression 
enhancing protein 5 

no  
 GROS_g0

3231 
protein binding 

GPLIN_00
0234800 

276256-
277074 

G protein coupled 
receptor associated 
sorting 

no  
 

   

GPLIN_00
0234900 

277860-
282940 

4 aminobutyrate 
aminotransferase, 
mitochondrial 

no  

 GROS_g0
3230 / 

GROS_g0
3230 

beta-Alanine 
metabolism / beta-
Alanine metabolism 

66 

SNP_ 
66_ 

55507 
 
 

SNP_ 
66_ 

131126 

GPLIN_00
0311400 

1-3999 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g1

2784 
signal peptide 

GPLIN_00
0311500 

19418-20911 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g1

4260 
RBP-4 protein [G. 
pallida] 

GPLIN_00
0311600 

30359-32404 
transcribed 
hypothetical protein 

no  

 

GROS_g1
4196 

RBP-4 protein [G. 
pallida]; secreted 
SPRY domain-
containing protein 18 
[G. rostochiensis] 

GPLIN_00
0311700 

36477-37252 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0311800 

45302-45915 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g0

4023 
riboflavin metabolism 

GPLIN_00
0311900 

46907-48176 
BTB:POZ domain 
containing protein 3 

yes secreted 
 GROS_g1

4128 
RBP-1 protein, partial 
[G. pallida]  

GPLIN_00
0312000 

49696-50448 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 

GROS_g1
4136 

RBP-4 protein [G. 
pallida]; 
transmembrane 

GPLIN_00
0312100 

53144-55475 
protein containing 
SPRY domain 

no  
 GROS_g1

4278 
RBP-1 protein [G. 
pallida] 
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GPLIN_00
0312200 

57585-58590 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g1

1189 
peptidase family M41 

GPLIN_00
0312300 

66233-69356 
protein containing 
SPRY domain 

no  

 

GROS_g1
4130 

truncated secreted 
SPRY domain-
containing protein 15, 
partial [G. 
rostochiensis]; signal 
peptide 

GPLIN_00
0312400 

71724-72660 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
   

GPLIN_00
0312500 

92978-94740 
protein containing 
SPRY domain 

no  
 GROS_g1

4278 
RBP-1 protein [G. 
pallida]  

GPLIN_00
0312600 

95754-96913 
protein containing 
SPRY domain 

no  

 

GROS_g1
4287 

truncated secreted 
SPRY domain-
containing protein 15, 
partial [G. 
rostochiensis] 

GPLIN_00
0312700 

107749-
107949 

EF-hand 2 domain 
containing protein 

no  
 GROS_g1

4281 
EF-hand calcium-
binding domain. 

GPLIN_00
0312800 

111831-
112806 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g0

5729 
protein SAX-7; 
transmembrane 

GPLIN_00
0312900 

112920-
115358 

group 1 glycosyl 
transferase 

no  
 GROS_g0

1727 
glycosyl transferases 
group 1 

GPLIN_00
0313000 

119091-
120888 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0313100 

124022-
124830 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0313200

* 
(SNP_66_
131126) 

129063-
137156 

Sensory AXon 
guidance family 
member (sax 7) 

no  

 

GROS_g0
5729 

protein SAX-7; sensory 
AXon guidance; 
transmembrane 

GPLIN_00
0313300 

139135-
140624 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0313400 

142713-
144269 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0313500 

145772-
146732 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g1

3276 
signal peptide 

GPLIN_00
0313600 

154523-
157608 

beta 1,4 
endoglucanase (cell 
wall modifying 
protein); putative GH5 
cellulase (cellulose 
degradation) 

yes secreted 

 

GROS_g0
7446 

beta-1,4-
endoglucanase, 
partial; cellulase 

GPLIN_00
0313700 

158653-
160495 

transcribed 
hypothetical protein 

no  

 

GROS_g0
2105 

poly(A) polymerase 
central domain; 
nuclear mRNA 
splicing, via 
spliceosome 

GPLIN_00
0313800 

167056-
168124 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g0

7447 
EB module 

GPLIN_00
0313900 

168962-
169322 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g0

1126 
 transmembrane 

GPLIN_00
0314000 

183685-
184563 

transcribed 
hypothetical protein, 
similar to G. 
rostochiensis effector 
1106 

yes secreted 

 

GROS_g1
4309 

signal peptide; 1106 
effector family [G. 
rostochiensis] 

85 

SNP_ 
85_ 

126066 
 
 

SNP_ 
85_ 

126206 

GPLIN_00
0382000 

67804-68769 
glutaminyl peptide 
cyclotransferase 

no  

 

GROS_g0
7374 

signal peptide; 
peptidase M28 
domain containing 
protein [Haemonchus 
contortus] 

GPLIN_00
0382100 

84608-86814 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g1

4124 
RBP-4 protein [G. 
pallida] 

GPLIN_00
0382200 

94832-
100930 

zinc finger protein no  
 GROS_g1

1336 
zinc finger protein 
[Loa loa] 

GPLIN_00
0382300 

110433-
110747 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
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GPLIN_00
0382400 

120748-
122590 

BTB:POZ domain 
containing protein 3 

no  

 

GROS_g1
4193 

truncated secreted 
SPRY domain-
containing protein 15, 
partial [G. 
rostochiensis] 

GPLIN_00
0382500 

126792-
129853 

SPla RYanodine 
receptor SPRY 

no  
 GROS_g1

4163 
RBP-4 protein [G. 
pallida] 

GPLIN_00
0382600 

142203-
143446 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0382700 

143942-
144891 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0382800 

151467-
154962 

E9 protein no  
 GROS_g1

4123 
signal peptide 

GPLIN_00
0382900 

164278-
168506 

glutathione 
synthetase 

no  

 
GROS_g0

5390 / 
GROS_g1

3797 

glutathione 
synthetase-like 
[Maylandia zebra] / 
glutathionesynthase; 
signal peptide 

GPLIN_00
0383000 

169444-
172268 

Guanine nucleotide 
binding protein G(o) 
subunit 

no  

 
GROS_g0

5389 

guanine nucleotide-
binding protein alpha-
3 subunit [Brugia 
malayi] 

GPLIN_00
0383100 

174565-
177704 

ODR 3 no  
 

GROS_g0
5389 

guanine nucleotide-
binding protein alpha-
3 subunit [B. malayi] 

GPLIN_00
0383200 

179602-
190327 

guanine nucleotide 
exchange factor for 
Ras 

no  
 

GROS_g0
5388 

regulation of Ral 
GTPase activity 

111 
SNP_111_

140151 

GPLIN_00
0450000 

79896-81897 
UDP 
glucuronosyltransferas
e 

yes 
trans-

membrane 

 
GROS_g0

9337 
integral to plasma 
membrane 

GPLIN_00
0450100 

94652-95140 hypothetical protein no  
 

   

GPLIN_00
0450200 

98715-99013 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 

   

GPLIN_00
0450300 

120569-
121060 

hypothetical protein no  
 

   

GPLIN_00
0450400 

126241-
129974 

protein containing 
SPRY domain 

no  

 

GROS_g1
4195 

dendrite 
morphogenesis, 
truncated secreted 
SPRY domain-
containing protein 15, 
partial [G. 
rostochiensis] 

GPLIN_00
0450500 

132676-
135723 

inversin protein 
alternative, ankyrin 
repeat protein 

no  
 

GROS_g1
4192 

protein binding 

GPLIN_00
0450600 

133821-
134846 

BTB:POZ domain 
containing protein 3 

no  

 

GROS_g1
4195 

dendrite 
morphogenesis, 
truncated secreted 
SPRY domain-
containing protein 15, 
partial [G. 
rostochiensis] 

GPLIN_00
0450700 

138326-
138779 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
 

   

GPLIN_00
0450800 

138941-
139562 

Nematode AStacin 
protease family 
member 

no  
 

GROS_g0
7422 

molting cycle, 
collagen and cuticulin-
based cuticle; Astacin 

GPLIN_00
0450900 

144927-
150255 

NAD kinase domain 
containing protein 1 

no  

 GROS_g1
2807 / 

GROS_g1
2808 

NAD metabolic 
process / mRNA 
surveillance pathway 

GPLIN_00
0451000 

153798-
155515 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
 

   

GPLIN_00
0451100 

156162-
159524 

Amino Acid 
Transporter family 
member (aat 5) 

no  

 GROS_g1
2805 / 

GROS_g0
0275 

transmembrane 
transport / protein 
digestion and 
absorption 

GPLIN_00
0451200 

160262-
161491 

cyclin B no  
 GROS_g0

4262 
microtubule 
cytoskeleton 
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GPLIN_00
0451300 

162184-
162860 

transcribed 
hypothetical protein 

no  

 

GROS_g0
4261 

bifunctional 3 -
phosphoadenosine 5 -
phosphosulfate 
synthase [Ascaris 
suum] 

GPLIN_00
0451400 

163767-
166872 

serine:threonine 
protein phosphatase 5 

no  
 GROS_g0

4260 
transcription, DNA-
dependent 

GPLIN_00
0451500 

168900-
173567 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g0

4258 
protein binding 

GPLIN_00
0451600 

174095-
175144 

40S ribosomal protein 
S26 

no  
 GROS_g0

4257 
RNA metabolic 
process 

GPLIN_00
0451700 

175416-
177669 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g0

4256 
transmembrane 

GPLIN_00
0451800 

177949-
181975 

DNA replication 
licensing factor MCM6 

no  
 GROS_g0

4255 
cell cycle - yeast 

GPLIN_00
0451900 

182477-
187262 

SWI:SNF complex 
subunit SMARCC2 

no  
 GROS_g0

4254 
ATP catabolic process 

GPLIN_00
0452000 

187774-
189157 

DNA replication 
complex GINS protein 
SLD5 

no  
 

GROS_g0
4253 

nucleoplasm 

GPLIN_00
0452100 

192011-
196045 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g0

4252 
transmembrane 

GPLIN_00
0452200 

197876-
201179 

transcribed 
hypothetical protein 

no  

 

GROS_g1
0891 

galactosyl beta-1,3 N-
acetylgalactosamine 
beta-1,3-
glucuronosyltransfera
se activity 

123 
SNP_ 
123_ 

97233 

GPLIN_00
0482300 

35198-37842 
KH domain containing 
protein 

no  

 

GROS_g0
6084 

nematode larval 
development; 
masculinization of 
hermaphroditic germ-
line 

GPLIN_00
0482400 

59414-60834 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0482500 

61285-62959 
nematode cuticle 
collagen N terminal 
domain 

no  
 

GROS_g1
1113 

larval development ; 
transmembrane 

GPLIN_00
0482600 

72586-74133 
transcribed 
hypothetical protein 

yes 
trans-

membrane 
    

GPLIN_00
0482700 

79061-79808 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g1

3551 
signal peptide 

GPLIN_00
0482800 

85115-87297 
mucosa associated 
lymphoid tissue 
lymphoma 

no  
 

   

GPLIN_00
0482900 

87613-89268 
mucosa associated 
lymphoid tissue 
lymphoma 

no  
 

   

GPLIN_00
0483000 

89592-91491 
mucosa associated 
lymphoid tissue 
lymphoma 

no  
 

GROS_g1
1117 

ubiquitin-protein 
ligase activity; 
peptidase activity 

GPLIN_00
0483100 

98509-
100826 

sucrose hydrolase no  
 

GROS_g1
1374 

beta-
fructofuranosidase; 
signal peptide 

GPLIN_00
0483200 

101689-
102752 

tail length tape 
measure protein 

no  
    

GPLIN_00
0483300 

103018-
107209 

beta 
fructofuranosidase; 
secreted GH32 
fructosidase 

yes secreted 

 
GROS_g1

1397 

beta-
fructofuranosidase; 
plant-type cell wall 
modification 

GPLIN_00
0483400 

108777-
111065 

transcribed 
hypothetical protein 

yes secreted 
    

GPLIN_00
0483500 

112509-
112790 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0483600 

117038-
117476 

transcribed 
hypothetical protein 

yes secreted 
    

GPLIN_00
0483700 

119298-
120112 

mps one binder kinase 
activator 3 like 

no  

 

GROS_g0
9711 

neuronal cell body; 
perinuclear region of 
cytoplasm; 
microtubule 
cytoskeleton 
organization 
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GPLIN_00
0483800 

120304-
121636 

ubiquitin interacting 
motif 

no  
 GROS_g0

9712 
perinuclear region of 
cytoplasm 

GPLIN_00
0483900 

121782-
123696 

ATP synthase subunit 
beta, mitochondrial 

no  
 GROS_g0

9713 
oxidative 
phosphorylation 

GPLIN_00
0484000 

123896-
127752 

protein arginine N 
methyltransferase 5 

no  

 
GROS_g0

9714 

protein 
ubiquitination; 
negative regulation of 
mitotic cell cycle 

GPLIN_00
0484100 

128956-
130197 

tryptophanyl tRNA 
synthetase 

no  
    

GPLIN_00
0484200 

137371-
139503 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g0

9707 
 transmembrane 

GPLIN_00
0484300 

141658-
142945 

receptor type tyrosine 
protein phosphatase 
eta 

no  

 
GROS_g0

5032 

protein tyrosine 
phosphatase activity; 
salicylic acid mediated 
signaling pathway 

GPLIN_00
0484400 

148275-
154307 

transcribed 
hypothetical protein 

no  

 

GROS_g0
5028 

glycerophospholipid 
metabolism; 
phosphatidylcholine 
metabolic process; 
signal peptide 

GPLIN_00
0484500 

154735-
155098 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0484600 

155919-
159554 

mitotic checkpoint 
serine:threonine 
protein 

no  

 

GROS_g0
4287 / 

GROS_g0
5027 

regulation of 
chromosome 
segregation; positive 
regulation of intrinsic 
apoptotic signaling 
pathway / mitotic cell 
cycle spindle assembly 
checkpoint 

182 

SNP_ 
182_ 
414 

 
 

SNP_ 
182_ 
557 

GPLIN_00
0626500 

1034-2234 
protein containing 
SPRY domain 

no  
 

GROS_g1
4241 

regulation of Ran 
GTPase activity; RBP-1 
protein [G.pallida] 

GPLIN_00
0626600 

4596-5610 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0626700 

9510-11116 
protein containing 
SPRY domain 

no  
 

GROS_g1
4184 

regulation of Ran 
GTPase activity; RBP-4 
protein [G. pallida] 

GPLIN_00
0626800 

13854-21499 
protein containing 
SPRY domain 

no  
 

GROS_g1
4196 

cytoplasmic 
microtubule; RBP-4 
protein [G. pallida] 

GPLIN_00
0626900 

23491-25804 
protein containing 
SPRY domain 

no  

 

GROS_g1
4195 

truncated secreted 
SPRY domain-
containing protein 15, 
partial [G. 
rostochiensis] 

GPLIN_00
0627000 

27744-30562 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0627100 

41665-44164 
paralog of RBP-1 
protein 

yes secreted 
 

GROS_g1
4256 

ran GTPase binding; 
RBP-1 protein, partial 
[G. pallida] 

GPLIN_00
0627200 

45726-46823 
60S acidic ribosomal 
protein P1 

no  
 GROS_g0

1370 
ribosome 

GPLIN_00
0627300 

49760-52726 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0627400 

 
55950-61422 serpin protein yes secreted 

 
GROS_g0

9868 
extracellular space 

216 
SNP_216_

53947 

GPLIN_00
0691700 

593-1233 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 

   

GPLIN_00
0691800 

3867-5051 
dorsal gland cell 
specific expression 
protein 

no  

 
GROS_g1

4298 

dorsal gland cell-
specific expression 
protein [Heterodera 
avenae] 

GPLIN_00
0691900 

9497-12258 
mimitin, 
mitochondrial 

no  
 

GROS_g0
5274 

NADH ubiquinone 
oxidoreductase 
subunit NDUFA12 



  Annexe 3 : Supporting Information – Article 3 

186 
 

GPLIN_00
0692000 

13158-18286 
succinyl CoA:3 
ketoacid coenzyme A 
transferase 

no  

 GROS_g0
5277 / 

GROS_g0
2487 

butanoate 
metabolism / 
butanoate 
metabolism 

GPLIN_00
0692100 

18536-19094 histone cluster 2, H3c2 no  
 GROS_g0

5278 
protein complex 

GPLIN_00
0692200 

19401-19965 
H2A histone family, 
member X 

no  
 GROS_g1

0756 
positive regulation of 
DNA repair 

GPLIN_00
0692300 

21646-27499 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 

GROS_g0
2034 

small GTPase 
mediated signal 
transduction 

GPLIN_00
0692400 

27752-30375 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 

   

GPLIN_00
0692500

* 
31556-57322 

copine domain 
containing protein 2 

no  
 

GROS_g0
2032 

plasma membrane 

GPLIN_00
0692600 

57566-59215 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g0

2032 
plasma membrane 

GPLIN_00
0692700 

66169-72222 
solute carrier family 
23 

no  

 GROS_g0
2031 / 

GROS_g0
3645 

nucleobase transport 
/ plasma membrane 

GPLIN_00
0692800 

78865-80575 
serine:arginine rich 
splicing factor 4 

no  
 GROS_g0

2030 
mitosis 

GPLIN_00
0692900 

83168-85506 
T complex protein 1 
subunit gamma 

no  
 GROS_g0

2028 
extracellular vesicular 
exosome 

GPLIN_00
0693000 

85945-87738 
T complex protein 1 
subunit gamma 

no  
 GROS_g0

2028 
extracellular vesicular 
exosome 

GPLIN_00
0693100 

88182-90397 
heterogeneous 
nuclear 
ribonucleoprotein A1 

no  
 

GROS_g0
2026 

spliceosome 

GPLIN_00
0693200 

91404-93983 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 

GROS_g0
2025 

phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphate4-
phosphatase. 

GPLIN_00
0693300 

95369-98967 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g0

2024 
plasmin 

GPLIN_00
0693400 

100056-
103180 

nicotinic acetylcholine 
receptor non alpha 

yes 
trans-

membrane 
 GROS_g0

2022 
response to inorganic 
substance 

GPLIN_00
0693500 

104161-
105279 

transcribed 
hypothetical protein 

no  

 
GROS_g0

2021 

hypothetical protein 
Y032_0018g3584 
[Ancylostoma 
ceylanicum] 

GPLIN_00
0693600 

105754-
107423 

bifunctional aminoacyl 
tRNA synthetase 

no  
 

GROS_g0
2020 

porphyrin and 
chlorophyll 
metabolism 

GPLIN_00
0693700 

107723-
110938 

u3 small nucleolar rna 
associated protein 14 

no  
 GROS_g0

2019 
ribosome biogenesis 
in eukaryotes 

GPLIN_00
0693800 

111764-
113032 

succinate 
dehydrogenase 
cytochrome b560 
subunit 

no  

 
GROS_g0

2018 

defense response to 
Gram-negative 
bacterium 

GPLIN_00
0693900 

113418-
114209 

'cold shock' DNA 
binding domain 
containing protein 

no  
 

GROS_g0
2017 

sequence-specific 
DNA binding 

 
283 

 
SNP_ 
283_ 

56739 
 
 

SNP_ 
283_ 

56740 

GPLIN_00
0814000

* 
56408-57804 

BTB:POZ domain 
containing protein 
At1g55760 

no  
 

   

GPLIN_00
0814100 

58370-60428 
BTB:POZ domain 
containing protein 
At1g55760 

no  
 

   

GPLIN_00
0814200 

61441-67930 
transcribed 
hypothetical protein 

yes secreted 
 GROS_g1

3559 
signal peptide 

GPLIN_00
0814300 

68894-70678 
BTB:POZ domain 
containing protein 
At1g55760 

no  
 

   

GPLIN_00
0814400 

72618-73953 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
0814500 

75558-76793 
BTB:POZ domain 
containing protein 
At1g55760 

no  
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GPLIN_00
0814600 

78642-79828 
transcribed 
hypothetical protein 

yes 
trans-

membrane 
 GROS_g0

5788 
signal peptide 

GPLIN_00
0814700 

84623-91635 zinc metallopeptidase no  
 

GROS_g0
5789 

metalloendopeptidase 
activity; peptidase 
family M13 

GPLIN_00
0814800 

95043-97768 
myelin transcription 
factor 1 protein 

no  
 GROS_g1

4295 
zinc finger, C2HC type 

GPLIN_00
0814900 

107592-
114130 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g1

4213 
BTB/POZ domain 

GPLIN_00
0815000 

115751-
116921 

G patch domain 
containing protein 

no  
    

296 
SNP_296_

8846 

GPLIN_00
0832100

** 
6442-11746 

Na:H eXchanger family 
member (nhx 9) 

no  

 
GROS_g0

4641 / 
GROS_g1

3418 

protein F32B5.6, 
isoform j 
[Caenorhabditis 
elegans] / 
sodium:hydrogen 
antiporter activity 

GPLIN_00
0832200 

12647-13096 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 

   

GPLIN_00
0832300 

17388-19554 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 

   

GPLIN_00
0832400 

33723-34555 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 

   

GPLIN_00
0832500 

35455-36989 
transcribed 
hypothetical protein; 
Gpa_Dog_0189 

yes secreted 
 

   

GPLIN_00
0832600 

44182-46613 
transcribed 
hypothetical protein 

yes secreted 
 GROS_g0

8307 
lysosomal membrane 

GPLIN_00
0832700 

47366-49673 
lysosome associated 
membrane 
glycoprotein 

yes 
trans-

membrane 

 
GROS_g0

8307 
lysosomal membrane 

GPLIN_00
0832800 

50657-51448 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g0

8308 
aminoacyl-
tRNAhydrolase. 

GPLIN_00
0832900 

52058-53243 14-3-3 protein no  

 GROS_g0
5963 / 

GROS_g0
8309 

neurotrophin 
signaling pathway / 
neurotrophin 
signaling pathway 

GPLIN_00
0833000 

54914-56106 14-3-3 protein no  

 GROS_g0
5963 / 

GROS_g0
8309 

neurotrophin 
signaling pathway / 
neurotrophin 
signaling pathway 

GPLIN_00
0833100 

63249-68201 
calcium binding EGF 
domain containing 
protein 

no  

 
GROS_g0

8310 

hypothetical protein 
Y032_0091g2492 
[Ancylostoma 
ceylanicum] 

338 
SNP_338_

98803 

GPLIN_00
0903300 

71992-78704 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
  

   

GPLIN_00
0903400 

86045-87892 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
  GROS_g0

3490 
response to chitin 

GPLIN_00
0903500 

89309-92938 
serpentine receptor, 
class T family member 

no  
  GROS_g0

6645 
transmembrane 

GPLIN_00
0903600

** 
97414-99406 

dorsal gland cell 
specific expression 
protein 

no  

  

GROS_g1
4146 / 

GROS_g1
4224 

dorsal gland cell-
specific expression 
protein [Heterodera 
avenae] / 
transmembrane; 
dorsal gland cell-
specific expression 
protein [H. avenae] 

GPLIN_00
0903700 

102236-
103533 

protein MICAL 3 no  
  GROS_g0

8157 
LIM domain 

GPLIN_00
0903800 

104125-
104725 

LIM domain 
containing protein 

no  
  

   

GPLIN_00
0903900 

105988-
106776 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
  

   

GPLIN_00
0904000 

107274-
107909 

protein MICAL 3 no  
  

   

GPLIN_00
0904100 

108895-
109595 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
  

   



  Annexe 3 : Supporting Information – Article 3 

188 
 

340 
SNP_ 
340_ 

56189 

GPLIN_00
0904700 

24813-25894 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g0

8025 
SSF52540 

GPLIN_00
0904800 

35241-37595 
nematode astacin 
protease family 
member 

no  

 

GROS_g0
7035 

extracellular region; 
metalloendopeptidase 
activity; Astacin-like 
metalloendopeptidase 
[Strongyloides ratti] 

GPLIN_00
0904900 

37694-40604 
peptidase M12A, 
astacin 

no  
 GROS_g1

2919 
astacin (peptidase 
family M12A) 

GPLIN_00
0905000 

42995-45732 cell death protein 3 no  
 GROS_g1

2555 
execution phase of 
apoptosis 

GPLIN_00
0905100

** 
53759-57940 

transcribed 
hypothetical protein 

no  
 

   

GPLIN_00
0905200 

75502-76417 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

349 
SNP_349_

8349 

GPLIN_00
0914300 

13395-18410 
zinc finger protein 
280D 

no  

  GROS_g1
1336 / 

GROS_g0
2450 / 

GROS_g1
1223 

zinc finger protein [L. 
loa] / signal peptide / 
zinc finger C2H2 type 
domain signature 

GPLIN_00
0914400 

31215-32425 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
  

   

GPLIN_00
0914500 

63737-66258 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
  GROS_g1

0058 
signal peptide 

GPLIN_00
0914600 

69418-70547 
ubiquitin carboxyl 
terminal hydrolase 48 

no  
  GROS_g0

3356 
ubiquitinylhydrolase1 

474 
SNP_ 
474_ 

28528 

GPLIN_00
1056200 

3568-10018 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g1

1538 
zinc finger C2H2 type 
domain signature. 

GPLIN_00
1056300 

10515-10989 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g1

1539 
 transmembrane 

GPLIN_00
1056400 

11106-12182 
transcribed hypothetic
al protein 

yes 
trans-

membrane 
 GROS_g1

1539 
transmembrane 

GPLIN_00
1056500 

13710-14450 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
1056600 

14570-20232 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g1

1540 
signal peptide 

GPLIN_00
1056700 

52073-52540 
transcribed 
hypothetical protein; 
Gpa_Dog_0074 

yes secreted 
 

   

GPLIN_00
1056800 

56482-58809 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
1056900 

58931-60252 
transcribed 
hypothetical protein 

yes secreted 
    

GPLIN_00
1057000 

62667-67109 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

504 
SNP_ 
504_ 

47039 

GPLIN_00
1082800 

211-620 
protein containing 
SPRY domain 

no  
 GROS_g1

4163 
RBP-4 protein [G. 
pallida] 

GPLIN_00
1082900 

11855-12808 
paralog of RBP-5 
protein (33H17) 

no  
 GROS_g1

4179 
RBP-1 [G. pallida]; 
signal peptide 

GPLIN_00
1083000 

14667-16919 
transcribed 
hypothetical protein 

yes 
trans-

membrane 

 
GROS_g1

3008 

hypothetical protein 
TcasGA2_TC001495 
[Tribolium castaneum] 

GPLIN_00
1083100 

18255-23950 
transcribed 
hypothetical protein 

yes secreted 

 
GROS_g1

0456 

thap domain-
containing protein 4 
[A. suum]; 
transmembrane 

GPLIN_00
1083200 

25548-26905 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
1083300 

32640-39130 
serine:threonine 
protein kinase SIK3 

no  
 

GROS_g1
0454 

serine threonine-
protein kinase kin-29 
[A. suum] 

GPLIN_00
1083400

* 
43996-50149 

3 hydroxy 3 
methylglutaryl 
coenzyme A reductase 

no  

 

GROS_g1
0452 

hmg CoA reductase A 
[Polysphondylium 
pallidum PN500]; 
protein 
homodimerization 
activity 
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GPLIN_00
1083500 

54107-59069 
transcribed 
hypothetical protein 

no  

 

GROS_g1
0451 

peptidase M10A 
M12B domain 
containing protein [H. 
contortus]; 
transmembrane; 
matrixin 

782 
SNP_ 
782_ 

20136 

GPLIN_00
1257900 

8259-9831 
transcribed 
hypothetical protein 

no  

 

GROS_g1
4146 

dorsal gland cell-
specific expression 
protein [H. avenae]; 
putative esophageal 
gland cell protein Hgg-
20 [H. glycines] 

GPLIN_00
1258000 

16237-17191 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g1

4213 
BTB/POZ domain 

GPLIN_00
1258100

** 
19137-20558 

paralog of RBP-1 
protein; 
Gpa_Dog_0077 

yes secreted 

 

GROS_g1
4234 

RBP-1 protein [G. 
pallida]; secreted 
SPRY domain-
containing protein 16, 
partial [G. 
rostochiensis] 

GPLIN_00
1258200 

25107-27756 
ubiquitin 40S 
ribosomal protein 
S27a 1 

no  
 

GROS_g0
7568 

protein ubiquitination 

GPLIN_00
1258300 

31187-31435 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
    

GPLIN_00
1258400 

33199-34624 
protein containing 
SPRY domain 

no  

 

GROS_g1
4184 

RBP-4 protein [G. 
pallida]; secreted 
SPRY domain-
containing protein 9 
[G. rostochiensis] 

988 

SNP_ 
988_ 
7923 

 
SNP_ 
988_ 
8037 

 
SNP_ 
988_ 
8045 

 
SNP_ 
988_ 
8100 

GPLIN_00
1323400 

2535-3808 
transcribed 
hypothetical protein 

no  
 GROS_g0

1568 
protein of unknown 
function, DUF273 

GPLIN_00
1323500 

12021-16917 
serine:threonine 
protein kinase Nek6 

no  

 

GROS_g0
1334 

serine/threonine-
protein kinase Nek6, 
partial [Bos mutus]; 
cytokinesis; signal 
transducer activity 

GPLIN_00
1323600 

19109-26588 Motor AXon guidance 
family member (max 
2) 

no 

 

 GROS_g1
0077 

protein BM-MAX-2, 
isoform i [B. malayi]; 
K04409 Axon 
guidance 

1243 
SNP_1243

_9865 
 

no predicted gene 

1777 
SNP_1777

_961 

GPLIN_00
1438500

** 
864-1181 

transcribed 
hypothetical protein 

no 
   

    

GPLIN_00
1438600 

2326-4922 
maternal protein 
pumilio 

no 
   GROS_g1

4286 
cytosol 

GPLIN_00
1438700 

6616-7313 
transcriptional 
regulator ATRX 

no 
   

   

3221 
SNP_3221

_1475 
GPLIN_00
1518200 

1511-2451 
dorsal gland cell 
specific expression 
protein 

no 

   

GROS_g1
4143 / 

GROS_g1
4139 

transmembrane; 
dorsal gland cell-
specific expression 
protein [H. avenae] / 
transmembrane; 
dorsal gland cell-
specific expression 
protein [H. avenae] 

3816 
SNP_3816

_941 
 

no predicted gene 

5159 
SNP_5159

_970 
 

no predicted gene 
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Table S2 Location of the six outlier loci indicative of genomic regions putatively involved in 
Désirée adaptation. 
  

  Scaffold Position on the scaffold 

SNP 1 1 441870 

SNP 2 241 23119 

SNP 3 382 96312 

SNP 4 435 39853 

SNP 5 435 39854 

SNP 6 435 39892 
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ANNEXE 4 :  
PROTOCOLE EXPÉRIMENTAL DE L’AS-PCR  

 
 

Le p i ipe de l all le-spécifique PCR (AS-PC‘  ui a t  ete u est as  su  l utilisatio  
en PCR temps réel de deux amorces sens ciblant chacune un allèle (i.e. présence du site 
polymorphe - SNP - à l e t it   de l a o e  et d u e a o e a tise s o u e au  deu  
allèles. Chaque couple sens/antisens sera utilisé dans une réaction distincte. 
 

A) Définition des amorces avec le logiciel Primer 3 (version 0.4.0) 
 
Allèle 1                                   Site SNP 

          Amorce sens AS-PCR 1 

5’GAAGGTGTGCGTTCATTGTGT 3’----matrice ADN---   TCGATTCGACTTGTGGAAGGTC 

  CTTCCACACGCAAGTAACACA  ----matrice ADN--- 3’ AGCTAAGCTGAACACCTTCCAG 5’ 

Amorce commune antisens 

Allèle 2  

            Amorce sens AS-PCR 2 

5’GAAGGTGTGCGTTCATTGTGC 3’----matrice ADN---   TCGATTCGACTTGTGGAAGGTC 

  CTTCCACACGCAAGTAACACA  ----matrice ADN--- 3’ AGCTAAGCTGAACACCTTCCAG 5’ 

Amorce commune antisens 
 

Consignes données à Primer 3 : 
- Fragments amplifiables de 80 à 130 pb 
- Taille des amorces comprise entre 18 et 30 pb (idéalement 20-22 pb) 
- Tm des amorces compris entre 60 et 68°C ; Pour un SNP donné, les 3 amorces ne 

doivent pas avoir des Tm différents de plus de 4°C  
- % de GC compris entre 40 et 60. 

 
 

B) Matrice ADN 
 

L e t a tio  des ADNs se fera avec le kit Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit sur 50 
la es issues d u  pool de  la es de 5 kystes, selon le protocole du fournisseur. 
Vingt populations de la collection de Globodera pallida issue du témoin sensible Désirée, 
représentatives de la diversité mondiale de G. pallida et utilisées pour les expérimentations 
de phénotypage sur la variété résistante Iledher, seront utilisées pour servir de matrice ADN 
à l A“-PCR. 
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C) L’AS-PCR 
 

Les réactions de PCR quantitative contenant 2 µl de matrice ADN, 0,4 µM de chaque 
amorce et 1 X SybrGreen I Master (Roche) seront réalisées sur le système LightCycler 480 PCR 
en temps réel (Roche). Le programme de PCR quantitative consistera en une dénaturation 
initiale à 95°C pendant 5 min, suivie de 45 cycles de 95°C pendant 15 sec, puis 40 sec à la 
te p atu e d'h idatio / lo gatio  ta lie pou  ha ue ouple d a o es test . U e 
analyse de phase de dissociation de 60°C à 95°C sera réalisée à la fin de chaque essai pour 
d te i e  si u  seul a pli o  a t  g  pou  ha ue jeu d a o e utilis . Les courbes 
d a plifi atio s seront aussi comparées entre chaque allèle des SNPs analysés. 
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RÉSUMÉ ABSTRACT

Genomics of Globodera pallida adaptation to potato resistances 

and consequences on the nematode life-history traits. 

Studying phenotypic and genomic modifi cations associated with 
pathogen adaptation to resistance is a crucial step to better 

understand and anticipate resistance breakdown. The cyst 
nematode Globodera pallida is an important pest of potato crops, 

for which a major resistance QTL, GpaVvrn, has been identifi ed in 
Solanum vernei. However, the capability of G. pallida populations 

to adapt to this resistance in only few generations has been 
highlighted through experimental evolution. In this context, the 
purposes of this work were (1) to study the nematode life-history 
traits impacted by adaptation, in order to test for potential existence 

of a virulence cost, and (2) to identify genomic regions involved in 
adaptation, through an original approach combining experimental 

evolution and genome scans on virulent and avirulent lineages. 
Unexpectedly, we highlighted that adaptation to resistance from 
S. vernei leads to an increase of virulent individual’s fi tness on 
susceptible host. We were also able to pinpoint candidate genomic 
regions to adaptation to host plant resistance, containing genes 

encoding effectors, and especially SPRYSECs, known in cyst 
nematodes to be involved in suppression of host defense but also 
in nematode virulence. These results will ultimately be useful in 
order to conceive sustainable strategies of use of potato resistant 
cultivars. 

Keywords: cyst nematode, experimental evolution, genome scan, 
Pool-Seq, resistance durability, virulence cost.

Génomique de l’adaptation de Globodera pallida aux résistances 

de la pomme de terre et conséquences sur les traits d’histoire de 

vie du nématode.

L’étude des modifi cations phénotypiques et génomiques associées 
à l’adaptation des pathogènes aux résistances est une étape fon-

damentale pour mieux comprendre et anticiper le phénomène de 

contournement des résistances. Le nématode à kyste Globodera 

pallida est un important pathogène de la pomme de terre, vis-à-vis 

duquel un QTL majeur de résistance, GpaVvrn, a été identifi é chez 
Solanum vernei. Cependant, la capacité des populations de G. pal-
lida à s’adapter à cette résistance en quelques générations seule-

ment a été mise en évidence par évolution expérimentale. Dans ce 

contexte, ce travail de thèse avait pour objectifs (1) d’étudier les 
traits d’histoire de vie du nématode impactés par l’adaptation, afi n 
de tester l’existence éventuelle d’un coût de virulence, et (2) d’iden-
tifi er les régions génomiques impliquées dans l’adaptation, par une 
approche originale combinant évolution expérimentale et scans 

génomiques sur des lignées virulentes et avirulentes. Contre toute 

attente, nous avons montré que l’adaptation à la résistance issue 

de S. vernei entraînait une augmentation de la fi tness des individus 

virulents sur hôte sensible. Nous avons également pu identifi er des 
régions génomiques candidates à l’adaptation à la résistance de 

la plante hôte, contenant des gènes codant pour des effecteurs, 

et notamment des SPRYSECs, connus chez les nématodes à kyste 
pour être impliqués dans la suppression des défenses des plantes 

mais aussi dans la virulence du nématode. À terme, ces résultats 

s’avéreront utiles pour la conception de stratégies durables de 

déploiement de variétés de pommes de terre résistantes. 

Mots-clés : coût de virulence, durabilité des résistances, évo-

lution expérimentale, nématode à kyste, Pool-Seq, scan géno-

mique.
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