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“La Science n’a jamais tout a fait raison, mais elle a rarement tout a fait tort,
et en général, elle a plus de chance d’avoir raison que les théories non
scientifiques. Il est donc rationnel de l’accepter a titre d’hypothése.”

Bertrand Russell, Histoire de mes idées philosophiques, 1961
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Résumé

Parmi les Prunus, genre botanique d’intérét économique important, I'abricotier (Prunus
armeniaca L.) est une culture emblématique du Bassin Méditerranéen. Il y est soumis a
des contraintes biotiques importantes, parmi lesquelles le dépérissement bactérien, causé
par Pseudomonas syringae (Psy), peut mener a des phénomeénes de mortalité en verger
au niveau des régions a hivers froids et humides. La mise en évidence de différences
variétales en verger offre potentiellement des perspectives de controle de la maladie a
travers le levier génétique. Aussi, ce travail de these avait pour principaux objectifs (i)
d’identifier chez la plante des régions génomiques liées a la résistance partielle a la bactérie
et (ii) d’étudier un plan factoriel d’interaction entre les diversités de la plante et de la
bactérie (GxG) afin d’apprécier la généricité de la résistance et sa durabilité. Afin de
répondre au premier objectif, deux approches complémentaires ont été mobilisées : une
cartographie de QRLs (Quantitative Resistance Loci) sur quatre populations biparentales
dont trois sont issues du croisement avec un géniteur commun ainsi qu’une analyse
d’association sur une core-collection. Les données phénotypiques mobilisées correspondent
a des symptémes issus d’inoculations controlées ainsi que des notes de mortalité obtenues
suite a infection naturelle en verger. Ces deux approches (analyse de liaison et
d’association) ont permis de mettre en évidence 22 QRLs de résistance, parmi lesquels
seuls 2 QRLs sur les chromosomes 6 et 7 colocalisent entre les deux approches. Deux
régions majeures détectées en étude d’association sur les chromosomes 5 et 6 se sont
révélées étre en déséquilibre de liaison et controlent pres de 26 et 43% de la variation des
symtomes. Deux mécanismes complémentaires reposant sur le blocage de l'infection de
Psy et sur la limitation de la progression locale de la bactérie dans les tissus ont été mis
en évidence a travers la détection de QRLs sur les chromosomes 3, 6, 8 d'une part et 1,4
et 6 d’autre part. Le second objectif a été abordé grace a une étude d’'un plan factoriel
d’interaction entre 20 accessions d’abricotier et 9 souches de Psy, échantillonnées d’apres
la connaissance de I’épidémiologie de la maladie en verger. L’analyse statistique de ce
dispositif mis en ceuvre a la fois en verger et en laboratoire a démontré la prédominance
de TVeffet du facteur souche dans la variabilité des symptomes étudiés et la tres faible
importance du facteur d’interaction GxG, indiquant une potentielle généricité des facteurs
de résistance et des perspectives favorables a leur durabilité en verger.

Les résultats issus de cette theése contribuent a offrir une meilleure compréhension des
mécanismes de résistance partielle au dépérissement bactérien de I’abricotier et fournissent
des marqueurs et haplotypes, potentiellement mobilisables dans le cadre de programmes

d’innovation variétale.

Mots-clés : Abricotier, Pseudomonas syringae, Quantitative Resistance Loci, durabilité

des résistances, analyse de liaison, analyse d’association



Abstract

Within the genus Prunus, that contains highly valuable species, apricot (Prunus
armeniaca L.) is an emblematic Mediterranean crop. But apricot cultivation is constrained
by many biotic stresses, among which bacterial canker caused by Pseudomonas syringae
(Psy) is particularly severe and can lead to the death of the trees in regions with humid
and cold winters. Differences of susceptibilities have been observed between cultivars in
orchards and create opportunities for disease management through genetic improvement.
This thesis aimed to (i) identify genetic determinants linked to partial resistance to the
bacterium and to (ii) study a factorial interaction design between both diversities of the
plant and the pathogen (GxG interaction) in order to assess resistance genericity and
durability. With regard to the first objective, two complementary approaches were used :
QRL (Quantitative Resistance Loci) mapping over four biparental progenies, among
which three were obtained with a cross involving a common genitor, and a genome-wide
association study on a core-collection. The phenotypic data mobilized in this work rely on
symptoms issued from controlled inoculations and on mortality notations following
natural infections in the orchard. These approaches led to the detection of 22 QRLs among
which only 2 QRLs, located on chromosomes 6 and 7, co-localized between the two
methods. Two main regions detected in the association study, over the chromosomes 5
and 6, appeared to be in linkage disequilibrium and controlled 26 and 43% of the variation
of the symptoms. A complementarity between two mechanisms, one that involves blocking
the infection of Psy and the other that limits bacterial mobility in the tissues has been
revealed through the detection of QRLs over chromosomes 3, 6, 8 for one mechanism and
1,4, 6 for the other, respectively. The second objective was fulfilled with a study of a
factorial interaction design between 20 apricot accessions and 9 Psy strains, which were
sampled according to the previous knowledge of the disease epidemiology in the orchard.
Statistical analyses of phenotypic data obtained both from the orchard and a laboratory
test showed a clear predominance of the strain effect on symptom variability and a weak
importance of the GxG interaction factor. This last result highlighted a potential
genericity of the resistance factors and favorable perspectives of durability in the orchard.
The results issued from this thesis contribute to a better understanding of the mechanisms
underlying partial resistance of apricot to bacterial canker. Moreover, it provide markers
and haplotypes of interest which could be mobilized in breeding programs.

Keywords : apricot, Pseudomonas syringae, Quantitative Resistance Loci, resistance
durability, linkage mapping, genome-wide association study
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Rapport

Audergon, J.M., Omrani,M. Morris, C.E., 2018 - Rapport final projet CASDAR : ‘RésiBac -
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Texte déclamé lors de finale régionale du regroupement Aix-Marseille-
Avignon-Toulon du concours « Ma these en 180 secondes » organisé par
la Conférence des Présidents d’Université et le CNRS

Le 28/04/2017 a Marseille

« St je vous dis, ‘course auxr armements’, vous allez me répondre guerre froide. Et vous auriez
tout a fait raison ! Pourtant mes recherches n’ont absolument rien a voir avec la géopolitique

du XXe siécle mais portent sur la biologie végétale.

En fait le concept est également valable quand on étudie les couples formés entre un agent
pathogéne et une plante. C’est le principe de coévolution autrement dit de ‘je ne suis pas
assez armé’. Moi, mon couple préféré c’est l'abricotier et une bactérie du nom de Pseudomonas
syringae, responsable d’une maladie mortelle I... Le chancre bactérien. Et au cours de leur
histoire de couple vieille de milliers d’années, ces deux-la ont pris le temps de se connaitre,
de se titiller, voire de prendre le dessus sur autre ! Chacun a développé des armes pour se
défendre et riposter aux attaques de son adversaire.

Pseudomonas que vous voyez en bleu, a un panel d’armes trés diversifié. Entre autres, un
systeme de sécrétion hyper élaboré qui agit comme un cheval de Troie en catapultant des
protéines parasites (appelées effecteurs) a lintérieur des cellules de la plante. Et le plus
intéressant est @ venir : c’est le pouvoir glacogéne ! Cela permet a la bactérie de faciliter la
prise en glace des tissus de la plante a des températures de 4°C supérieures a la normale.
Avec Ualternance des gels/dégels en hiver, BIM !!! les cellules explosent et hop ! la bactérie
en profite pour se faufiler et proliférer chez son hote. De son coté, l’abricotier a acquis des
génes de résistance...et oui ¢’est une histoire d’amour unilatérale vous l’aurez compris... Dans
certains cas, ils sont nombreux a petit effet, dans d’autres, ils sont plus rares mais pésent
plus lourd.

Et la, vous wvous demandez peut-étre ou j'interviens au beau miliew de cette histoire

rocambolesque !

Et bien, mon travail c’est justement d’identifier ces génes de résistance et notamment leur
localisation sur le matériel porteur de l’information génétique : ’ADN. Je fais ce qu’on appelle
de la cartographie génétique. En connaissant la place exacte de ces génes sur la carte que
constitue I’ADN, je peux les suivre grace da des espéces de balises auxquelles ils sont liés que
l’on nomme des marqueurs génétiques. Ces balises peuvent ensuite servir dans des programmes
d’amélioration des variétés.

Et la je vous wvois venir.. non je me travaille pas sur le développement d’OGM ! On peut
également faire de Uamélioration génétique en effectuant des croisements entre abricotiers de
qualité mais sensibles et des trés mauvais mais résistants. Parmi les descendants, on fait
ensuite un tri a laide des balises pour ne garder que les abricotiers qui auront cumulés les

deux caracteres !

Oui aujourd’hui je peuz le dire : les abricots francais sont menacés : mais qui sait bientot,

j’espére bien devenir un vrai docteur..des abricotiers ! »
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Préambule

Cette these vise a caractériser la variabilité génétique de l'abricotier quant a la résistance au
dépérissement bactérien a travers l'intégration de données phénotypiques de sensibilité et de
données génotypiques via des analyses de liaison et d’association. L’interaction de la diversité
de I'héte avec celle présentée par I’agent pathogene Pseudomonas syringae (Psy) est également
abordée en lien avec la question de la durabilité des résistances identifiées.

Le manuscrit est composé de six parties :

La partie I présente une revue des connaissances liées au contexte de I’étude. Un premier
chapitre décrit les méthodologies et concepts de la cartographie des caracteres quantitatifs qui
ont pu étre mobilisées au cours de cette these. Puis, un deuxiéme chapitre explore 1’état de
Part concernant le déterminisme génétique de l'interaction plante x pathogene (GxG); la
question de la durabilité des résistances sera également abordée a travers I’évolution des
interactions GxG. Enfin, le pathosysteme abricotier x Psy, modele d’étude de cette these est
présenté.

La partie II récapitule 'ensemble du matériel végétal, bactérien exploité, et les méthodes
employées. Ces points seront ensuite abordés en détail au cours des chapitres suivants.

La partie III est sous la forme dun article soumis & BMC Plant Biology. L’article présente
une étude d’association (GWAS) visant a identifier des QTL et geénes candidats sous-jacents
a la résistance partielle a Psy au sein d’une collection de 73 accessions. Les données de
sensibilité ont été recueillies au cours de 4 campagnes de mesure liées a des inoculations

contrdlées sur rameaux en verger.

La partie IV est sous la forme d’un article en cours de préparation (projet de soumission a
Molecular Breeding). Les travaux consistent en une analyse de liaison au sein d’un dispositif
multiparental constitué d’une population biparentale et de 3 descendances interconnectées de
307 individus (3 hybrides F1 x géniteur commun). Les données de sensibilité sont issues
respectivement, de 3 et 2 répétitions expérimentales d’inoculations controlées sur rameaux et

de notations de mortalité en verger.

La partie V est sous forme manuscrite et présente ’étude des interactions GxG abordées
dans le cadre de dispositifs a la fois d’inoculations sur (a) organes détachés en laboratoire et
(b) rameaux en verger. La progression de la migration de la bactérie dans les tissus a été
suivie sur plusieurs variétés (dispositif a). Puis, I'analyse statistique d’un plan factoriel
d’interaction 20 génotypes abricotier x 9 souches Psy (dispositif b) nous permet de quantifier
I'importance du facteur d’interaction GxG face aux facteurs génétiques individuels.

La partie VI propose une synthese et discussion des principaux résultats puis dresse une
conclusion et les perspectives issues de cette these.






Partie I - Bibliographie






Chapitre 1. Cartographie des caracteres

quantitatifs : concepts et méthodologies

Le champ d’étude de la génétique quantitative correspond a I'identification des
régions génomiques responsables de la variation continue d’un caractere d’intérét
autrement appelées Quantitative trait loci (QTLs). Les caracteres a variation continue
tels que le rendement, le poids du fruit et les résistances a certaines maladies résultent
souvent de l'association de plusieurs genes a faible effet et de leur interaction avec
I’environnement. Ces caractéres sont alors souvent qualifiés de « complexes » a
I"opposé des caracteéres « simples » (compatibilité pollinique, pilosité de I’épiderme des
fruits), a ségrégation mendélienne dont ’architecture génétique repose tres souvent

sur un nombre limité de genes a effet majeur.

A la fin des années 80, le développement des marqueurs génétiques a permis de
visualiser les polymorphismes entre individus a I’échelle de ’ADN, et ainsi mettre en
évidence la source de variation a I’échelle du phénotype. Un marqueur génétique est
défini comme une zone du génome (locus) se présentant sous différentes formes
(alleles) au sein d’une population. Les marqueurs ne représentent généralement pas
directement les genes étudiés mais étant localisés a proximité, ils sont trés souvent
hérités ensemble et fonctionnent comme des ‘balises’ de ces genes. Le génotypage de
ces marqueurs donne l'information du génotype pour chaque individu a un endroit

bien précis du génome.

Les premiers marqueurs génétiques correspondaient a des marqueurs morphologiques
et biochimiques (isozymes), qui en raison de leur faible fréquence sur le génome et de
leur forte interaction avec 'environnement, ont été rapidement délaissés au profit des
marqueurs moléculaires plus répétables : Restriction Fragment Length Polymorphisms
(RFLPs), Random Amplified Polymorphic DNA (RAPDs), microsatellites (Single
Sequence Repeat - SSRs), Amplified Fragment Length Polymorphisms (AFLPs) et
enfin Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) (Collard et al., 2005).

Les marqueurs SNPs correspondent a des polymorphismes liés a la substitution,
I'insertion ou la délétion d’un nucléotide. Ils présentent l'avantage d’étre tres
nombreux sur le génome. Du fait de leur cofit raisonnable et de la facilité de détection
avec les moyens technologiques actuels, ils ont remplacé les SSRs (répétition de
séquences tres courtes), onéreux et moins nombreux. Les SSRs présentent néanmoins
I’avantage d’étre tres polymorphes et transférables entre especes, justifiant leur recours
dans les études de caractérisation de la diversité génétique au niveau intra (Gasic et
al., 2009) et inter-spécifique (Dirlewanger et al., 2004).



Avec I'avénement des nouvelles technologiques de séquengage (NGS) et le faible cotit
associé au génotypage de populations de plusieurs centaines ou milliers d’individus,
I'identification de milliers de SNPs sur génome complet a ouvert des perspectives
nouvelles pour l'identification de I’architecture génétique des caracteres quantitatifs
(Davey et al., 2011).

La cartographie de QTLs consiste en la recherche de corrélations sur 1’ensemble du
génome entre la variabilité du phénotype et le polymorphisme au marqueur au sein
d’une population d’individus apparentés (cartographie par analyse de liaison) ou
génétiquement plus éloignés (cartographie par analyse d’association ou Genome
Wide Association Study - GWAS).

Bien que le principe soit identique dans ces deux types d’approches, les populations
d’étude se distinguent sur leur structure génétique et leur niveau de diversité allélique
(détaillés en parties 1.1 et 1.2). La conjonction de ces deux approches (que l'on
abordera en partie 1.3) a travers les dispositifs des familles multi-parentales permet
de tirer les avantages de chacune et d’en atténuer les limites a travers une validation

croisée.

En termes de modélisation, 'approche quantitative se base sur des modeles
considérant l’action d’un grand nombre de genes, expliquant individuellement une
faible partie de la variance du caractere. Ainsi le modele infinitésimal de Fisher en
1918 partitionne la variance d’un caractére en une contribution génétique liée a un
nombre important de loci ayant des effets additifs, de dominance (interaction entre
alleles d’un locus), d’épistasie (interaction entre alleles de loci différents), et d’une

contribution non-génétique (Fisher, 1919).

Ce modele a pu notamment introduire la notion d’héritabilité (au sens-large) H2
comme la part de variance phénotypique attribuable a la variation génétique. Dans le
cas d’une descendance, la valeur de I'héritabilité détermine alors la relation entre la
valeur d’un caractere chez un parent et la distribution de ce méme caractere au niveau
de sa descendance. Plus I'héritabilité d’un caractere est élevée et proche de 1, plus
I'influence de I’environnement est négligeable et plus la réponse a la sélection est
efficace.



1.1. Analyse de liaison: cartographie génétique au sein des

descendances

L’analyse de liaison exploite des populations de ségrégation issues du
croisement entre individus choisis en fonction de leurs aptitudes opposées par rapport
au phénotype étudié. Il s’agit d’établir un lien entre origine parentale de l'allele et
variabilité du phénotype grace a l'information donnée par les marqueurs génétiques
au niveau des descendants.

La cartographie de QTLs se base sur le principe que les genes et les marqueurs
ségrégent au cours de la recombinaison des chromosomes (‘crossing-over’) durant la
méiose cequi qui permet d’analyser la part des génotypes recombinants par rapport
aux parentaux. Les geénes ou marqueurs proches (liés) présentent une plus forte
probabilité d’étre transmis ensemble a la descendance que ceux qui sont plus éloignés
entre eux. Le calcul d'une fréquence de recombinaison permet ainsi d’inférer une

distance génétique entre marqueurs estimée en centimorgans (cM).
Plusieurs étapes sont nécessaires a l'analyse de liaison :

(1) Obtention d’une population biparentale issue du croisement entre individus
aux aptitudes contrastées par rapport au phénotype étudié

(2) Recherche de marqueurs polymorphes entre les parents et génotypage de la
population

(3) Etablissement d'une carte génétique : agencement des marqueurs selon des
groupes de liaison et calcul des distances génétiques entre marqueurs

(4) Phénotypage de la population par rapport au caractere étudié

(5) Cartographie de QTL : analyses statistiques de corrélation marqueur —
phénotype.

Les populations de cartographie chez les especes autogames sont tres souvent issues
du croisement entre deux lignées parentales homozygotes (‘inbred’) puis des
descendants F1 (Figure 1A): back-cross BC (rétro-croisement d’'un hybride F1 avec
un des parents), Recombinant Inbred Lines (RIL) (autofécondations successives sur n
générations d’individus F, jusqu’a obtenir des lignées recombinantes homozygotes
fixées) (Collard et al., 2005). L’homozygotie peut également résulter de techniques
d’haplo-diploidisation afin d’obtenir des lignées haploides doublées. En considérant les
especes allogames, notamment les espéces pérennes tres fortement hétérozygotes et
pour lesquelles les temps de génération sont plus longs, les populations de cartographie
peuvent étre établies des la 17 génération de croisement (dit ‘outbred’). Les cartes
génétiques sont alors souvent issues d’une stratégie ‘pseudo-testcross’ (Grattapaglia
and Sederoff, 1994): si un locus est hétérozygote chez un parent P1 et homozygote



chez l'autre parent P2, le locus ségrege au niveau de la descendance avec une

proportion 1:1.

Les cartes génétiques sont alors établies de facon indépendante pour chaque parent
avec les marqueurs hétérozygotes du parent correspondant.

>
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Figure 1 : Comparaison schématique de ’analyse de liaison et 1’analyse d’association.
(Zhu et al., 2008)
(A) l'analyse de liaison : exploitation de populations biparentales aux recombinaisons limitées, et

(B) 'analyse d’association : collections diverses ayant accumulé de multiples événements de
recombinaison. Le locus fonctionnel en jaune est en faible déséquilibre de liaison (DL) avec les
marqueurs moléculaires sauf ceux a proximité immédiate.

Diverses méthodes statistiques ont été développées afin d’évaluer la corrélation entre
marqueur et phénotype. La méthode la plus simple correspond a une régression simple
ou ANOVA (ANalysis Of VAriance) indiquant une potentielle détection par la
comparaison des moyennes phénotypiques entre les différentes classes génotypiques au
marqueur. Cette méthode bien que simple a utiliser présente un défaut majeur : son
incapacité a estimer simultanément la position et 'effet du QTL en considérant les

marqueurs pris individuellement (Doerge, 2002).

Ce probleme a été levé grace a la connaissance de 'ordre des marqueurs a travers la
constitution d’une carte génétique et au développement de la méthode de cartographie
par intervalle simple (SIM — ‘Single Interval Mapping’) (Lander and Botstein,
1989). 1l s’agit d'une procédure testant la présence d’'un QTL dans un intervalle
incrémenté par un pas (par exemple 2 ¢M) entre deux marqueurs consécutifs. A chaque
pas, le rapport entre la vraisemblance du modele avec QTL et celui d’hypothese nulle
(pas de QTL) est calculé et un LOD (logarithm of the odds) score est établi comme
fonction de ce rapport. La position la plus probable du QTL est alors celle qui
maximise la vraisemblance. Un autre avantage de cette méthode réside également dans

8



la possibilité d’inférer les génotypes manquants connaissant les marqueurs flanquants
et la fréquence de recombinaison. En revanche, ce modele ne considere que 1’existence
d’un unique QTL et ne permet pas de tester les phénomenes d’interaction entre QTLs
qui sont pourtant vraisemblables a 1’échelle du génome. Ces inconvénients ont été
affranchis avec l'implémentation liée a la méthode de cartographie d’intervalle
composite (CIM — ‘Composite Interval Mapping’) (Zeng, 1994) ainsi que des
modeéles a QTLs multiples (MQM) (Jansen and Stam, 1994). Ces procédures
s’effectuent en deux étapes : une phase de régression multiple sur 'ensemble des
marqueurs pour le choix des covariables puis une procédure de SIM sur un intervalle
amovible excluant les covariables. Ces algorithmes permettent ainsi de réduire la
variance résiduelle du modele, liée a la présence de multiples QTLs sur le génome ainsi
que d’avoir une meilleure précision des parametres (effets, position, intervalle de
confiance). Toutefois, ces approches demeurent limitantes dans le cas d’effets
d’épistasie ou de liaison entre QTLs, en raison de leur nature unidimensionnelle (Zeng
et al., 1999). Une extension a des scans multi-dimensionnels a été proposée via la
cartographie d’intervalles multiples (MIM — ‘Multiple Interval Mapping’) (Kao et
al., 1999) permettant une meilleure estimation des effets individuels de QTLs ainsi
que de leurs effets d’interaction.

Un des principaux avantages de l'analyse de liaison tient a la faible densité de
marqueurs nécessaires pour capturer les QTLs a 1’échelle du génome, a condition
d’avoir un niveau de recombinaison suffisant au sein de la population et donc un
nombre d’individus approprié (Lynch and Walsh, 1998). En revanche, cette méthode
de cartographie présente des inconvénients majeurs liés a :

(1) sa faible résolution (précision sur la localisation), insuffisante afin d’aller vers
le clonage positionnel! & moins d’apporter une haute densification du marquage
permettant de réduire l'intervalle de confiance du QTL (Ronin et al., 2003),

(2) la nécessité de développer des populations spécifiques de grande taille afin de
détecter des QTLs d’effets moyens a faible,

(3) la capture d’une faible part de la diversité génétique disponible. Les effets des
QTLs détectés se limitent au contraste entre alleles parentaux.

Ce dernier point pose la question de la validité des QTLs détectés au sein d’une
population donnée sur tout autre fond génétique (Kenis et al., 2008). Une méthode
développée en 2000 sous le nom de ‘Méta-analyse’ permet d’exploiter conjointement
des résultats de cartographies individuelles issus de dispositifs différents afin d’en
effectuer la synthese a travers l'exploration d’une diversité plus large, tout en
améliorant la résolution de détection avec la projection de méta-QTLs sur une carte
consensus (Goffinet and Gerber, 2000; Veyrieras et al., 2007).

! TIdentification du géne & partir de la seule connaissance de sa localisation chromosomique.



Plusieurs études de méta-analyses ont été effectuées chez les especes fruitieres en lien
avec des traits portés sur la résistance a la sharka (Marandel et al., 2009) chez
I’abricotier et la qualité chez le pommier (Costa, 2015).

Une autre alternative a I'analyse de liaison, afin d’explorer une diversité génétique
plus large, correspond a ’analyse d’association, dont 1’essor est li¢ a I’avenement du
marquage a haut-débit.

1.2. Analyse d’association : étude de la diversité naturelle de

Pespéce

La cartographie d’association (GWAS) repose sur la détection de corrélations
entre variants génotypiques et phénotypiques au niveau de populations d’individus (a
priori non apparentés) caractérisant la diversité de 'espece (Figure 1B, Figure 2)
(Ogura and Busch, 2015). A T'origine, cette méthode issue de I’épidémiologie génétique
humaine a d’abord été appliquée aux caracteres qualitatifs avec les études cas/témoins
(Corder et al., 1994). Elle a ensuite été adaptée aux caractéres quantitatifs, en

particulier chez les plantes (Buckler and Thornsberry, 2002; Ingvarsson and Street,
2011).

Germplasm W :
- = v
Genome-wide L~ Background Candidate
scan markers genes
’ :
ik £ v
Genome-wide Population structure Candidate
polymorphisms (G) > (Q), relative kinship (K) polymorphisms (G)
v _—— .
Association analysis :

Phenotyping (Y) =—> (Y =G + Q/K +E) D PR |

Figure 2 : Diagramme schématique du contraste entre GWAS (démarche sans a priori sur
les génes causaux) et la démarche géne-candidats (sélection préalable de génes candidats
suite & analyse de liaison, analyses biochimiques ou mutationnelles).

(Zhu et al., 2008)

La prise en compte de la structure (Q) et/ou de apparentement (K) de la population dans I'analyse
dépend de la relation génétique entre le panel variétal et la divergence du phénotype étudié.

Un des principaux avantages de cette approche correspond a I’exploitation de
populations regroupant a la fois des cultivars issus de collections de ressources
génétiques ainsi que de fonds génétiques issus de programme d’amélioration, ne
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nécessitant donc pas le design de descendances de ségrégation établies a posteriori
comme pour l'analyse de liaison (Korte and Farlow, 2013). Cet avantage est d’autant
plus significatif en considérant les espeéces pérennes fruitieres pour lesquelles 'espace
large occupé, I'importance du temps de génération et de la phase juvénile contraint
les schémas de sélection (Rikkerink et al., 2007; Khan and Korban, 2012). La diversité
allélique exploitée en GWAS est donc bien plus importante qu’au sein des populations
biparentales, pour lesquelles elle est restreinte a la contribution des deux parents
(Korte and Farlow, 2013).

Les études d’association reposent sur l’exploitation du déséquilibre de liaison (DL)
défini comme une association non aléatoire d’alleles situés a des loci différents au sein
de ’ensemble des chromosomes (ou gameétes) présents dans la population. La détection
d’une association en GWAS résulte donc du DL entre un marqueur et un QTL dont
le polymorphisme est responsable d’une partie de la variabilité du caractere étudié
(Nordborg and Weigel, 2008; Huang and Han, 2014). A TI’échelle d'un chromosome, la
résolution de cartographie dépend essentiellement de la décroissance du DL dans une
région donnée : plus le DL décroit rapidement avec la distance physique, plus la
résolution est fine et 'intervalle de confiance entourant le QTL est court (Brachi et
al., 2011). La décroissance du DL est intimement liée a l'importance des
recombinaisons au sein d’une population (Flint-Garcia et al., 2003). Les fonds
génétiques exploités en GWAS sont issus de multiples événements de recombinaisons
accumulées au cours de I’histoire évolutive de la population (Figure 1B), ce qui permet
de rompre ces associations a 1’échelle du génome et de réduire I’étendue du DL par
rapport aux descendances de cartographie (limitées par le nombre de générations et
donc de recombinaisons) (Bazakos et al., 2017). L’étendue du DL dépend également
de T'espece, en particulier de son systéeme de reproduction et de la démographie
de la population étudiée.

Dans le cas des especes autogames pour lesquelles les recombinaisons sont moins
efficientes que chez les especes a fécondation croisée (Nordborg and Donnelly, 1997),
le DL est relativement important. Cela a pour avantage de nécessiter une couverture
du génome moyenne mais a le revers de présenter une résolution de détection
équivalente a celle de I'analyse de liaison. A I'inverse, chez les especes allogames, en
particulier la plupart des especes pérennes fruitieres, la décroissance du DL s’effectue
en général sur des courtes distances permettant in fine une résolution de 'ordre du
gene sous réserve de disposer d'une suffisante couverture de marquage suffisante sur
le génome (Rikkerink et al., 2007).

Les puces SNPs développées initialement chez la vigne (Myles et al., 2010), le pécher
(Verde et al., 2012) et le pommier (Chagné et al., 2012) ont permis de lever les
limitations technologiques liées a la densification du marquage et de rendre I’approche
accessible aux especes pérennes. La GWAS a eu un engouement encore plus marqué
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chez les especes fruitieres avec I'avenement du Genotyping-by-Sequencing (GBS)
permettant la détection simultanée de milliers de SNPs sur I’ensemble du génome sans
avoir la nécessité d’utiliser un génome de référence. Ceci a rendu l'approche
particulierement utile chez de nombreuses especes ‘mineures’ limitées par la

disponibilité des ressources génomiques (Catchen et al., 2011).

Les analyses d’association déployées chez les especes fruitieres ont ainsi permis de
cartographier des QTLs avec une résolution suffisante pour mettre en évidence un ou
plusieurs génes candidats affectant des caracteres agronomiques : qualité du fruit
(Cevik et al., 2010; Iwata et al., 2013; Kumar et al., 2013; Micheletti et al., 2015; Cao
et al., 2016; Minamikawa et al., 2017), résistance aux maladies (Iwata et al., 2013;
Mariette et al., 2016; McClure et al., 2018) et phénologie (Iwata et al., 2013; Cao et
al., 2016; Urrestarazu et al., 2017).
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Figure 3 : Illustration d’un effet d’artefact en GWAS 1ié a la structure entre deux sous-
populations.

(Nordborg et Weigel, 2008)

Les marqueurs orange (sous-population 1) et verts (sous-population 2) liés au fond polygénique sont
spécifiques a chaque sous-population et fortement corrélés a la taille, bien qu’ils ne soient pas causaux.
Le croisement de deux lignées parentales prises dans chaque sous-population et 'obtention d'une F2 ou
d’une population de RIL permettent de rompre le DL entre fond polygénique et loci causaux.

L’erreur de type II (faux-positif) est alors évitée.
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Face aux multiples avantages, les analyses d’association sont contraintes par des
obstacles liés aux effets de stratification (structure et apparentement) de la
population, pouvant mener a la détection de faux-positifs dans le cas ou ils ne sont
pas pris en compte (Ingvarsson and Street, 2011). Une différence de fréquence allélique
entre groupes génétiques au niveau de loci non-causaux et la non-validité de la
panmixie? au sein d’une population (& l'origine d’apparentements hétérogenes entre
individus) peuvent &tre des éléments menant a la détection de marqueurs
artificiellement confondus avec le phénotype d’intérét (Figure 3) (Astle and Balding,
2009). Des modeles statistiques ont néanmoins été développés afin de controler ces
artefacts : (1) le contréle génomique qui se base sur l'estimation d'un facteur
d’inflation lié a la stratification de la population (Bacanu et al., 2002), la prise en
compte en effets fixes des coefficients de structure (Q) via (2) une matrice
d’appartenance aux groupes ancestraux (Pritchard et al., 2000) ou (3) les coordonnées
des individus suite & une analyse en composantes principales (ACP) (Price et al., 2006)
et enfin (4) l'usage de modeéles mixtes, une méthode qui s’est démontrée
particulierement efficace lors d’études de cartographie génétique dans les domaines
animaux, végétaux et humains (Yu et al., 2005; Kang et al., 2008, 2010; Atwell et al.,
2010). Ces modeles mixtes testent 1’association entre un phénotype et un marqueur !
(les marqueurs étant pris un a un successivement) en intégrant la structure de la
population (Q) et 'apparentement (K) entre individus comme effet fixe et aléatoire,

respectivement.

La matrice K d’apparentement (‘kinship’) peut exploiter les données de parenté des
individus ou bien étre inférée sur la base des génotypes au marqueur quand le pedigree
est inconnu (cas tres fréquent de ‘cryptic relatedness’) (Sillanpaa, 2011). Cette
matrice permet de structurer les dépendances des individus entre eux connaissant leur
covariance génétique.

Considérant une étude d’association, les modeles mixtes développés initialement en
génétique animale a partir de ’équation d’Henderson (Henderson, 1984), se

déclinent sous la forme vectorielle suivante:
y=Wv+Qf + Zu+ e

ou y est le vecteur phénotypique de l’ensemble des individus ; Wet Q les matrices
d’incidence des effets fixes liant dosage de I’allele mineur au SNP testé et fractions
ancestrales (ainsi que d’autres covariables éventuelles), a chaque individu,
respectivement ; v et B les vecteurs des effets fixes du marqueur et des covariables,
respectivement ; u le vecteur des effets polygéniques aléatoires avec u ~ N (0, 2KoZ) ;
Z la matrice d’incidence des effets polygéniques liant chaque individu a son

2 Croisements aléatoires entre individus d’une population.
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phénotype ; et e le vecteur des effets résiduels aléatoires avec e ~ N(0, I62) et aZ la
variance résiduelle. 62 et o2 correspondent aux variances génétique et résiduelle,
respectivement ; [ et K aux matrices identité et de covariance génétique entre

individus.

Dans le cas d’études se focalisant sur des phénotypes fortement corrélés, ’adaptation
de ces modeles mixtes sur des données multivariées (Korte et al., 2012; Zhou and
Stephens, 2014) s’est révélée étre performante afin de caractériser a la fois la
plasticité de phénotypes dans des essais multi-environnement (Albert et al., 2016;
Thoen Manus et al., 2016) mais aussi des génes pléiotropes, affectant plusieurs traits
(Korte et al., 2012). Les analyses multivariées d’association présentent également
I’avantage d’étre plus puissantes que des analyses uni-variées afin de détecter des
variants génétiques n’affectant qu'un des phénotypes corrélés (Stephens, 2013). Enfin,
ces modeles permettent aussi de décomposer la covariance de phénotypes en
composantes génétique et environnementale, évaluant ainsi de fagon précise une

corrélation d’ordre génétique (Korte et al., 2012).

L’ensemble des modeles mixtes décris précédemment correspondent a des tests de
comparaison de moyennes effectués variant par variant, la variance génétique étant
évaluée uniquement au début de la procédure. Une implémentation a par la suite été
développée afin de gérer les effets confondant du fond polygénique, liés a la présence
de DL a I’échelle du génome, qui peuvent mener a la détection de nombreux signaux
correspondant a des variants corrélés avec le SNP le plus significativement associé. Le
modéle mixte multi-locus (Segura et al., 2012), consiste ainsi en une régression
multiple par étapes, réévaluant la variance génétique résiduelle a chaque mise en
cofacteur du SNP le plus significatif. Ce modele permet ainsi notamment la réduction
du nombre de loci détectés par bloc de DL en intra-chromosome. Jusqu’a peu, toutes
ces méthodologies étaient focalisées sur les effets alléliques additifs or une part
importante de la variation des caractéres quantitatifs est également liée a des effets
de dominance, qui interviennent en particulier dans les phénomenes de vigueur
hybride chez certaines cultures telles que le mais (Yang, 2004), le riz (Zhou et al.,
2012) ou le tournesol (Dimitrijevic and Horn, 2018). Récemment, ces effets de
dominance ont pu étre implémentés en plus des effets parentaux male-femelle a travers
un modele mixte multi-locus, appliqué sur des traits de floraison au sein d’un panel
de 452 hybrides de tournesol (Bonnafous et al., 2018). L’étude a ainsi permis de
détecter des associations supplémentaires (par rapport au modele additif) et ainsi dans
le méme temps d’augmenter 'héritabilité au sens-large du trait.

Néanmoins, malgré le progres des méthodologies statistiques récentes, il est reconnu
que la GWAS s’avere limitante dans le cas des SNPs a effet faible, des variants sous-
représentés au sein de la population, d'une forte corrélation du phénotype étudié avec
la stratification de la population (Myles et al., 2009) ainsi que pour la détection de
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QTLs en épistasie (Bazakos et al., 2017). Afin de contrebalancer ces difficultés, l'usage
conjoint de la cartographie de liaison et d’association s’est révélé étre une approche
fiable afin de limiter a la fois les faux-positifs et faux-négatifs (Brachi et al., 2010; El-
Soda et al., 2014). L’'usage de la GWAS peut ainsi étre conduit initialement afin
d’identifier au sein d’un large panel, des cultivars intéressants dont le croisement
générerait une population de ségrégation, utile pour une analyse de liaison a but de
validation (Bazakos et al., 2017). La détection des alleéles rares (dans le cas de la
GWAS) est ainsi envisageable par ’exploitation de ces populations de ségrégation qui
permettent de rétablir un rééquilibre des fréquences alléliques et donc une meilleure
puissance statistique de détection (Korte and Farlow, 2013). A linverse, il est
également possible de conduire un scan initial du génome a travers une analyse de
liaison et d’effectuer une validation des régions détectées en exploitant la meilleure
résolution de la GWAS, afin d’identifier les genes candidats associés (Mackay, 2001).

Chez les especes fruitieres, plusieurs études ont mis en évidence la colocalisation de
QTLs issus d’études de GWAS et d’analyse de liaison sur des traits portés sur la
résistance aux maladies et la qualité du fruit chez le pommier (Cevik et al., 2010;
Kumar et al., 2013), le pécher (Cao et al., 2012; Picanol et al., 2013) et le poirier
(Iwata et al., 2013; Yamamoto et al., 2014).

Des approches récentes de cartographie ont été développées afin de combiner la
puissance de détection de I'analyse de liaison a la résolution précise de la GWAS a
travers 1'usage de populations multi-parentales.

1.3. Dispositifs multi-parentaux

Les méthodes connues sous le nom de ‘LD-LA mapping’ (Wu et al., 2002) ont été
développées afin d’obtenir une convergence des approches de GWAS et d’analyse de

liaison.

(1) Par rapport aux croisements biparentaux, l'usage de dispositifs multi-
parentaux permet a la fois d’exploiter la ségrégation d’une diversité allélique
plus riche (liés a la contribution d’un plus grand nombre de géniteurs) et
d’augmenter le nombre de recombinants et donc la précision de cartographie
(Ogut et al., 2015).

(2) Par rapport aux panels de GWAS, les populations multi-parentales présentent
des fréquences alléliques plus équilibrées permettant une meilleure détection
des variants a faible effet. Ces populations ont également ’avantage de pouvoir
exploiter les mémes méthodologies statistiques qu'en GWAS, sans étre

pénalisées par un effet de structure de population.
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Plusieurs dispositifs ont été développés chez des especes modeles (Arabidopsis thaliana,
mais, riz, blé, tomate), suite a plusieurs cycles de reproduction afin d’augmenter

efficacement le nombre de recombinants :

(i) ‘Advanced Intercross RIL (AI-RIL) populations’: des génotypes F1 ou
F2 sont croisés entre eux sur plusieurs générations (‘inter-mating’) avant
fixation de lignées homozygotes suite a des auto-fécondations successives
(Balasubramanian et al., 2009),

(i)  ‘Multiple Advanced Generation Inter-Cross’ (MAGIC) issue de
croisements initiaux entre lignées parentales suivie par plusieurs générations
de croisements avant fixation. Les lignées MAGIC correspondent a des
mosaiques alléliques résultant de la contribution de ’ensemble des lignées
parentales offrant une résolution de cartographie tres précise (Kover et al.,
2009; Pascual et al., 2015),

(iii) ‘Nested Population Mapping (NAM) design’ correspondant a un
ensemble de lignées RIL connectées par un parent commun (Yu et al.,
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Figure 4 : Exemple de pedigree d’un dispositif de 5 familles multi-parentales (en noir)
chez le pommier.

(Allard et al., 2016)

Les génotypes parentaux sont représentés en blanc et les variétés génitrices fondatrices ainsi que les
autres génotypes du pedigree en blanc. Les lignes bleue et rouge relient respectivement le pere et la
mere a la descendance.

Chez les especes pérennes, des approches récentes de cartographie de QTLs
initialement développées chez le pommier se basent sur l'exploitation des données de
pedigree de populations interconnectées issues d'un set de géniteurs communs
(‘pedigree-based analysis’) (Figure 4) (van de Weg et al., 2004). Certains
programmes spécifiques tels que FlexQTL (Bink et al., 2014) et MCQTL (Jourjon et
al., 2005) permettent de suivre la transmission des alleles le long des générations au
sein de ces populations multi-parentales et d’en évaluer la corrélation avec le trait
étudié. Ces approches ont trés souvent permis d’améliorer la puissance statistique et
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la précision d’estimation des positions des QTLs et de leurs effets lors d’études
effectuées chez le pommier (Bink et al., 2014; Allard et al., 2016; van de Weg et al.,
2018), le palmier a huile (Billotte et al., 2010; Tisné et al., 2017), le pécher (Fresnedo-
Ramirez et al., 2016) et le cerisier (Rosyara et al., 2013). Elles présentent également
I’avantage d’évaluer les interactions QTL x fond génétique et d’adresser la
question de la généricité des marqueurs en sélection, de fagon plus précise qu’au travers
de la méta-analyse chez les populations biparentales (Bink et al., 2014; Tisné et al.,
2017).
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Chapitre 2. Résistances : déterminisme

génétique, moléculaire et durabilité

L’interaction plante x pathogeéne peut étre percue comme un mode de
communication bi-latéral dans lequel d’un co6té, la plante a la capacité de percevoir
un organisme étranger (‘non-soi’) et de s’en défendre et de l'autre, 'agent pathogene
manipule et détourne les défenses de I’hote afin de créer un environnement optimal

pour sa propre croissance et reproduction.

Les agents pathogenes sont souvent catégorisés selon leur mode d’interaction avec la
plante dont les mécanismes différents vont influer sur le mode d’infection de la plante
(Pieterse et al., 2009). Les agents biotrophes colonisent les tissus vivants de 1'hote
alors que les nécrotrophes engendrent la mort cellulaire des tissus a 1’aide de toxines
avant d’envahir 'héte. Une catégorie intermédiaire, les hémibiotrophes combinent les
deux modes de vie au cours de leur cycle épidémiologique : une phase initiale biotrophe
au cours de laquelle ils évitent la reconnaissance de 1’h6te puis une phase nécrotrophe,
correspondant souvent au début du développement des symptomes.

Pas de différenciation de I'agent
pathogéne sur la plante
Défense basale
(barrieres préformées) suffisante

Résistance

Pas de propagation de I'agent
pathogene sur la plante
Défense induite ou Résistance
Pathogen-triggered immunity (PTI)
suffisante

Résistance non-hote

Effector-triggered susceptibility (ETS)
Propagation de I'agent du pathogene
Barrieres préformées et induites
insuffisantes

Maladie

Effector-triggered immunity (ETI) .
Pas de propagation de I'agent du Résistance

Résistance hote

EIK

pathogene
Résistance spécifique race-cultivar

Figure 5 : Représentation schématique des différents types d’interaction plante x
pathogéne.
Adapté de Niirnberger, 2004.
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Au cours de I’évolution, les plantes ont acquis un certain nombre de mécanismes les
protégeant des invasions des agents pathogenes nuisibles. La conjonction de ces
mécanismes de défenses fait qu’en réalité la maladie est davantage une exception
qu’une regle générale.

Les deux grands modes de résistances connus (Figure 5) correspondent a la résistance
non-spécifique (ou non-héte) (partie 2.1) et la résistance hote-spécifique (partie 2.2).
La co-évolution entre plante et agent pathogene a également mené ’agent pathogene
a acquérir des facteurs de virulence lui permettant dans certains cas de franchir
I’ensemble des défenses de la plante (partie 2.3). Dans la ‘course aux armements’,
I’agent pathogene est donné gagnant, la résistance est contournée. La colonisation de
la plante est alors inévitable et la maladie se déclare. Néanmoins, nous verrons qu’il
est possible d’agir grace au levier de 'amélioration variétale et a ’exploitation des
résistances quantitatives (partie 2.4) et également grace au déploiement raisonné de
ces résistances en champ afin d’en préserver la durabilité (partie 2.5).

2.1. Résistance non-spécifique ou non-héte

Une observation trés souvent commune est le fait que la plupart des especes
végétales soient completement résistantes a la majorité des agents pathogenes. Cela
s’explique par la spécialisation assez étroite que présente une grande partie des micro-
organismes pathogenes. Les especes végétales pouvant étre infectées par un agent
pathogene donné sont considérées comme des especes ‘hotes’ et constituent la gamme
d’hoéte de cet agent pathogene. Toutes les autres sont alors qualifiées de ‘non-hotes’.

Parmi les premieres lignes de défense de la plante, figure la défense basale ou
passive. Les micro-organismes vont d’abord se heurter a un ensemble de barrieres
physiques dont la cuticule recouvrant I’épiderme végétal ainsi que les parois cellulaires.
A ces barrieres structurales s’ajoutent I'action de barrieres chimiques : enzymes et
métabolites secondaires antimicrobiennes (phytoanticipines et phytoalexines),
afin de prévenir la progression ultérieure du pathogene (Niurnberger et al., 2004;
Senthil-Kumar and Mysore, 2013).

Dans le cas ou, ’agent pathogéne contourne toutes les barriéres constitutives de
défense, il est sujet a reconnaissance au niveau de la membrane plasmique des cellules
(Figure 6). Des récepteurs extracellulaires ‘pathogen recognition receptors’
(PRRs) ancrés au niveau des membranes cellulaires de la plante ont effectivement la
capacité de reconnaitre des motifs propres a ’agent pathogene, appelés éliciteurs ou
‘pathogen/microbe — associated molecular patterns’ (PAMPs/MAMPs) (Jones
and Dangl, 2006). Il s’agit de motifs assurant des fonctionnalités de base chez les

micro-organismes. Ils sont de ce fait, en majorité faiblement soumis aux forces
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évolutives® et fortement conservés entre agents pathogenes. La flagelline, protéine
associée a la constitution du flagelle de nombreuses bactéries, le facteur d’élongation
Tu (EF-Tu), ainsi que les lipopolysaccharides, composants principaux des membranes
externes des bactéries Gram négatif sont des exemples de MAMPs bactériens reconnus
par les plantes (Newman et al., 2007; Zipfel, 2008). Les structures des PRRs
correspondent souvent a des ‘receptor-like kinases’ (RLKs) ou ‘receptor-like proteins’
(RLPs) présentant des domaines fonctionnels modulaires (Monaghan and Zipfel,
2012).
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Figure 6 : Représentation schématique des réactions de défense des plantes.
Le modele peut étre décrit en 3 phases: (I) perception, (II) transmission du signal et (III) réponse de

défense.
(Corwin et Klicbenstein , 2017).

Abréviations: MAMP/DAMP, ‘microbe/damage associated molecular pattern’; RLK, ‘receptor like
kinase’; NBS-LRR, ‘nucleotide-binding site of leucine-rich repeats’, JA et SA: acides jasmonique et
salicylique; COI1, ‘coronatine-insensitive 1’; NPRI1, ‘nonexpressor of pathogenesis-related genes 1’;
MAPK, ‘mitogen-activated protein kinase’; ROS: espece réactive de l'oxygene; TF, ‘transcription-
factor’

D’autres types de motifs appelés ‘damage — associated molecular patterns’
(DAMPs) sont également reconnus par la plante comme des éliciteurs endogenes (‘soi
infectieux’), synonymes de 'arrivée de 1'agent pathogene. Il s’agit par exemple de

3 En réalité, il peut exister des cas de pression de sélection sur les PAMPs afin d’abolir leur
reconnaissance par les PRRs associés. Une mutation au niveau du peptide flg22, ancré dans le domaine
d’interaction flagelline-récepteur FLS2 (‘receptor-like kinase flagellin sensing 2°) a par exemple permis
d’abolir l'interaction et a fait 1’'objet d’une sélection positive chez les especes bactériennes Ralstonia
solanacearum et Xanthomonas campestris (Boller and Felix, 2009).
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molécules libérées suite a la dégradation de la membrane plasmique (cutine,
oligogalacturonides) ou de polypeptides signaux (systémine) agissant sur les cellules
voisines (Newman et al., 2013; Choi and Klessig, 2016).

La perception d'un MAMP par son PRR associé déclenche un premier niveau de
défense active appelé ‘PAMP-triggered immunity’ (PTI) engendrant une cascade
de réactions. Parmi elles, on note la production de formes réactives de l'oxygene
(ROS), de phytohormones, un dépot de callose renforgant la paroi au niveau du site
de linfection et l'activation de la transcription de ‘pathogenesis-related genes’
(PR) ou de facteurs de transcription de type WRKY, ERF et MYB (Pieterse et
al., 2009; Senthil-Kumar and Mysore, 2013). Cette cascade de signalisation est associée
a l'intervention de ‘Mitogen-Activated Protein Kinases’ (MAPKs), molécules
centrales de la régulation de la transduction du signal de défense via des réactions de
phosphorylation, chez les eucaryotes (Nurnberger et al., 2004). En parallele, des
mécanismes complémentaires de défense sont mobilisés par la plante via le ‘RINA
silencing’ et les micro-ARN (‘miRNA’) (Vance, 2001). Des séquences spécifiques de
miRNA permettent de réguler ’expression de genes afin de prioriser la défense par
rapport a d’autres voies métaboliques. Le premier miRNA, miR393, a été identifié
chez A. thaliana en réponse a Pseudomonas syringae (Psy) (Huang et al., 2016).
miR393 est induit par la reconnaissance de flg22 et enclenche une série de réactions
de défense tout en exergant un controle négatif sur la voie de signalisation de ’auxine,
priorisant ainsi la défense sur la croissance de la plante.

Le r6le des phytohormones, en particulier des acides salicylique (SA) et
jasmonique (JA) ainsi que I’éthyléne (ET) fait l'objet d'un pan important de la
littérature portant sur les interactions plante x pathogéne (pour revues, consulter :
Pieterse et al., 2009; Robert-Seilaniantz et al., 2011; Gozzo and Faoro, 2013; Checker
et al., 2018).

Le SA est un composé dérivé de phénols s’accumulant au niveau des tissus
nouvellement infectés mais également au niveau des cellules adjacentes. Dans le cadre
de la PTI, il induit la transcription des genes PR associés a la ‘résistance
systémique acquise’ (SAR) par le biais d'une protéine de régulation NPR1 (Pieterse
et al., 2009). La SAR est par la suite responsable de la transmission du signal de
défense a longue portée dans la plante. Ces genes PR codent notamment des
glucanases, chitinases et peroxydases dont 'action systémique au niveau des tissus
leur conferent une résistance vis-a-vis d’'un large spectre d’agents pathogenes (Ryals
et al., 1996; Loake and Grant, 2007).

Le JA est une hormone dont la forme volatile, le méthyl-jasmonate (MeJA) présente
un role clé dans les communications intra et inter-plantes (Checker et al., 2018). La
synthese du JA requiert l'action de plusieurs enzymes dont les lipoxygénase et
phospholipase, rapidement induites apres la reconnaissance des éliciteurs et entrainant

également la production de phytoalexines et d’inhibiteurs de protéases (Porta, 2002;
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Canonne et al., 2011). La plupart des signaux liés au JA sont modulés par une protéine
F-box coronatine insensitive 1 (COI1).

L’ET est une hormone volatile impliquée dans divers processus physiologiques, comme
la germination ou la maturation des fruits, mais également en tant que signal de
défense

chez les plantes. Son action principale est d’induire la production de phytoalexines et
la synthese de protéines PR (Tornero et al., 1997; Fan et al., 2000).
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Figure 7 : Représentation schématique des interconnections entre différentes voies de
signalisation des phytohormones en réponse a Pseudomonas syringae (Psy).

(Pieterse et al. , 2009)

Les effecteurs (coronatine, HopIl et AvrRpt2) interagissent avec le réseau afin de supprimer les défenses de I’héte
et assurer la virulence de Psy. 1, effet d’inhibition; étoile violette, effet positif.

L’implication de chacune de ces hormones dans les mécanismes de résistance dépend
du mode d’interaction de l'agent pathogene avec la plante. Ainsi, la voie de
signalisation du SA cible la résistance contre les agents biotrophes et hémibiotrophes
alors que la combinaison des voies de signalisation du JA et de 'ET active la résistance
contre les nécrotrophes (Glazebrook, 2005). Ces deux modes de signalisation sont tres
souvent antagonistes et interdépendants (Checker et al., 2018). Les agents
pathogenes ont la capacité de synthétiser des hormones ‘mimiques’ interagissant avec
la modulation de la balance hormonale de la plante dont le déséquilibre peut fortement
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compromettre la résistance de la plante (Figure 7) (Robert-Seilaniantz et al., 2011).
A Tl'action du JA, SA et ET, s’ajoutent d’autres hormones telles que I'acide abscissique
(ABA) (Asselbergh et al., 2008), les auxines (Wang et al., 2007b), cytokinines (Walters
and McRoberts, 2006), gibérrelines (DELLAs) (Navarro et al., 2008) et
brassinostéroides (Nakashita et al., 2003) (Figure 7).

Compte-tenu de la grande diversité des mécanismes engendrés par la PTI, la résistance
non-spécifique confére une protection a large spectre et généraliste, face a plusieurs

agents pathogenes.

Afin de contrer la PTI, les agents pathogenes ont développé un répertoire de protéines
effectrices pouvant agir dans I’espace intracellulaire afin de réprimer voire supprimer
les défenses induites au cours de la PTI. Certaines protéines effectrices sont capables
d’inhiber les dépots de callose comme AvrPto chez Psy (Hauck et al., 2003) ; d’autres,
d’interférer avec les cascades régulées par les MAPKSs afin d’empécher 'activation de
la PTI, c’est le cas de HopAIl chez Psy (Zhang et al., 2007). Dans le cas ou l'agent
pathogene inhibe la PTI, 'infection est alors déclarée, on parle alors d’ ‘effector
triggered susceptibility’ (ETS).

Le terme ‘effecteur’, a l'origine employé pour qualifier des protéines, s’est peu a peu
étendu a l'ensemble des molécules (toxines, polysaccharides, ARN) de l'agent
pathogeéne ayant la capacité d’interférer avec le fonctionnement des cellules hotes
(Boller and Felix, 2009; Weiberg et al., 2013).

2.2. Résistance hote-spécifique

Face au déploiement des effecteurs par I’agent pathogene, la plante a développé
un ensemble de mécanismes de détection de ces effecteurs ou de leur activité via des
protéines de résistance R. Ces protéines R, correspondent souvent a des protéines
‘nucleotide binding site leucine rich repeat’ (NBS-LRR), une des familles les plus
importantes et variables identifiées chez les plantes (Yue et al., 2012). Ce second mode
de défense correspond a “effector-triggered immunity’ (ETT) également appelée,
‘résistance hote spécifique’.

Le mode d’interaction mis a l'ocuvre lors des réactions d’ETI correspond a une
reconnaissance spécifique d’'un effecteur chez le pathogene par un gene R chez la plante
(Figure 8). Ce modele d’interaction ‘gene-pour-géne’ a été établi par Flor (1955) lors
de I’étude de l'interaction lin x Melampsora lini, champignon responsable de la rouille
du lin (Flor, 1955, 1971). La reconnaissance mene alors a un arrét précoce de
I'infection, tres souvent par lintermédiaire d’une réaction de mort cellulaire

programmeée des tissus infectés, connue sous le nom d’hypersensibilité (HR).

La plante est totalement résistance et ’agent pathogene avirulent, I'interaction est
alors dite ‘incompatible’. L’effecteur prend alors la qualification de facteur d’avirulence

23



Avr. A l'inverse, dans le cas d’une interaction dite ‘compatible’, un des deux genes est
absent ou non-fonctionnel, la reconnaissance n’a pas lieu, la maladie se développe alors
et la plante est sensible. Les caracteres d’avirulence et de résistance dans le cadre du
modele gene-pour-gene sont tous deux de type monogénique et dominant.

GENOTYPE DE LA PLANTE
R
Avr: gene d’avirulence présent et
- Interaction fonctionnel
é Avr incompatible: avr: gene d’avirulence absent ou non
>4 ; résistance fonctionnel
: % R: gene de résistance présent et
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Figure 8 : Illustration du modéle de Flor de l’interaction géne-pour-géne.

Différents modeles biochimiques ont été proposés afin de caractériser l'interaction
effecteur- protéine R.

Le modele le plus simple correspond a une interaction physique directe de type ligand-
récepteur entre la protéine R et le facteur Avr, initiant le signal de défense chez la
plante (Keen, 1990). Bien que ce modele ait été vérifié dans le cas de plusieurs couples
effecteur-protéine R de divers pathosystemes : RRSI1-R/Pop2 chez A.thaliana x
Ralstonia solanacearum (Deslandes et al., 2003), Protéine L/AvrL567 chez lin x
Melampsora lini (Dodds et al., 2006), Pi-ta/Avr-Pita chez riz x Magnaporthe grisea
(Jia et al., 2000), la majorité des interactions étudiées a ce jour semble suivre un mode

de reconnaissance indirect.

Le modele de garde, initialement proposé afin d’expliquer le mécanisme de perception
indirecte de leffecteur AvrPto de P. syringae pv. tomato (Pto) DC3000 par les
protéines Pto et Prf chez la tomate (Van Der Biezen and Jones, 1998), s’est ensuite
généralisé a d’autres interactions (Dangl and Jones, 2001). L’hypothese de garde
suggere que les protéines R (Prf) peuvent détecter les altérations ou modifications
provoquées par leffecteur (AvrPto) sur la protéine ‘gardée’ (Pto), qui est la cible de
Veffecteur (Figure 9A et 9B). Un autre exemple particulierement bien décrit de ce
modele correspond a l’association RIN4-RPM1-RPS2 chez A.thaliana (Jones and
Dangl, 2006). RIN4, un régulateur négatif de la défense basale, est la cible des
effecteurs AvrRmpl et AvrRpt2 de Psy qui vont induire le clivage de la protéine cible
en raison de leur activité phosphorylase et protéase, respectivement. Ce clivage est

24



par la suite détecté par les protéines RPM1 et RPS2 qui vont initier le signal de
défense. Ce modele est donc lié a la reconnaissance dun signal impliquant plusieurs
protéines et permet d’expliquer le fait que plusieurs effecteurs puissent étre pergus par
la méme protéine R (Dangl and Jones, 2001). Ainsi un petit répertoire de génes R a
la capacité de cibler la grande diversité de pathogenes. Aussi, en ’absence de la
protéine R, la présence de la protéine cible est indispensable pour la fonction de
virulence de 'effecteur.
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Figure 9 : Représentation schématique du modeéle de garde simple (A) et avec plusieurs
protéines cibles (B) et du modéle du leurre (C).
(van der Hoorn et Kamoun, 2008)

Ce modele mene alors a une instabilité évolutive de par l'opposition des forces de
sélection qui s’exercent sur les protéines ‘gardées’ en fonction de la présence ou
I’absence de la protéine R. En effet, en cas d’absence de la protéine R, les protéines
cibles sont sujettes a une pression de sélection afin de réduire l'interaction avec
I'effecteur. En présence de la protéine R, elles sont au contraire sous pression de
sélection afin d’améliorer 'interaction et augmenter la perception de l'effecteur. Ainsi
une duplication de la protéine cible ou I’évolution indépendante d’une protéine cible
‘imitatrice’ pourrait consister en un ‘leurre’, sujet aux contrastes évolutifs, qui serait

uniquement impliqué dans la reconnaissance de 'effecteur (Figure 9C) (van der Hoorn
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and Kamoun, 2008). L’altération de cette protéine ‘leurre’ par leffecteur n’augmente
pas la virulence du pathogene en cas d’absence de la protéine R et pourrait a l'inverse
initier un signal de défense chez les plantes présentant la protéine R. Ce modele du
leurre (‘decoy model’) (van der Hoorn and Kamoun, 2008) se distingue alors du modele
de garde, pour lequel, 'absence de la protéine R associée a une altération de la protéine
cible de Deffecteur implique forcément une hausse de fitness* chez le pathogene.

Ce modele permettrait d’expliquer plusieurs cas d’interactions n’entrant pas dans le
cadre du modele de garde. A titre d’exemple, chez A. thaliana, I'effecteur AvrPphB
de Psy est une protéase capable de cliver la kinase PBS1. Cette dénaturation de forme
de PBSI est détectée par la protéine R, RPS5 (Ade et al., 2007). Deux autres kinases,
BIK1 et PBL1 ont été également identifiées comme étant cibles de AvrPphB. Les
mutants pbsl (absence de sécrétion de la protéine PBS1) d’A. thaliana ne sont pas
plus sensibles que chez les plantes témoins (Warren et al., 1999), indiquant qu’en
absence de RPS5, PBS1 n’influe pas sur la virulence et semble alors agir comme un
‘leurre’ de AvrPphB (Sun et al., 2017). En revanche, les mutants bik! et pbl1, sont
affectés dans leur réponse de défense contre différents agents pathogenes, indiquant le
fait que BIK1 et PBL1 soient de véritables protéines cibles de AvrPphB (Lu et al.,
2010; Zhang et al., 2010a).
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Figure 10 : Représentation schématique de la modélisation des réactions de défense des
plantes par des réseaux de récepteurs.
(Wu et al, 2018)

La base des interactions effecteurs-protéines R semble alors impliquer davantage de
composantes que la vision binaire du modele gene-pour-gene semblait 'indiquer.

Aujourd’hui, les dernieres recherches avancent des modeles de réactions de défense se
basant sur des réseaux a trois étages mécanistiques et structurant des interconnections

4 Fitness = Valeur sélective, capacité d'un individu ayant un certain génotype de se reproduire.
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entre récepteurs (Figure 10) (Wu et al., 2018). D’abord, une reconnaissance directe
ou indirecte des MAMPs ou effecteurs est établie grace a des récepteurs capteurs, PRR
ou protéines R (ler étage). Ensuite, la majorité de ces récepteurs nécessitent la
présence de co-récepteurs (2e étage) avant de traduire la reconnaissance des
MAMPs/effecteurs en signaux ultérieurs de défense systémique via des composantes
de signal en aval (3e étage). Ces différents étages constituent des nceuds présentant
des redondances fonctionnelles, des dépendances différentielles  (controle
négatif/positif) et des spécificités. La redondance de ces récepteurs et co-récepteurs
permet ainsi d’assurer l'opérationnalité du systeme en cas de non-fonctionnalité de
I'un d’entre eux par mutation, délétion, ou immunosuppression provoquée par le
pathogene.

2.3. Modeles évolutifs des interactions plante x pathogéne et

contournement des résistances

De par les différences de nature des molécules impliquées (MAMP-PRR ws.
effecteur-protéine R) et d’étendue des résistances induites (générale vs. spécifique), la
PTI et I’ETT ont longtemps été étudiées avec un regard dichotomique.

Depuis une dizaine d’années, une vision intégratrice des réactions de défense et des
interactions plante x pathogene a été proposée a travers un modele évolutif en ‘zig-
zag’ (Jones and Dangl, 2006).
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Figure 11 : Représentation schématique du modeéle évolutif en ‘zig-zag’ des interactions

plante x pathogéne.
(Jones et Dangl, 2006)
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Ce modele se déroule en 4 phases distinctes (Figure 11):

(1) Reconnaissance des MAMPs par les PRR de la plante : initiation de la PTIL.

(2) Contournement de la PTI par plusieurs agents pathogenes grace a leurs
effecteurs : phase d’ETS.

(3) Reconnaissance d’un ou plusieurs effecteurs par les protéines R de la plante :
initiation de I'ETT via la HR.

(4) Chez I’agent pathogene : sélection positive sur la perte d’avirulence et gain de
nouveaux effecteurs. Suppression de I’ETT et inhibition de la PTI.
Chez la plante : sélection positive sur de nouveaux alleles R pouvant
reconnaitre les nouveaux effecteurs du pathogene. Initiation de I'ETI a

nouveau.

Ce modele pose ainsi comme base de défense chez les plantes, une co-évolution
continue au sein de laquelle la plante restore I'ETI via I’acquisition de nouveaux genes
R et le pathogene restaure I’'ETS en abolissant la reconnaissance de ses effecteurs. Ces
processus évolutifs répondent a la théorie de la reine rouge (van Valen, 1973) :
I’évolution permanente d’une espéce est nécessaire pour maintenir son aptitude (et sa
survie) face aux évolutions des especes avec lesquelles elle co-évolue. La principale
avancée conceptuelle du modele en ‘zig-zag’ fut également de présenter la dualité
fonctionnelle des effecteurs qui ont le paradoxe d’avoir a la fois un role dans le pouvoir

pathogene et dans I'élicitation des réactions de défense chez la plante hote.

Aussi, de plus en plus d’études avancent la perception de la PTI et de 'ETI comme
un continuum dans lequel la distinction entre PAMPs et effecteurs, PRR et protéines
R n’est pas si évidente (Thomma et al., 2011). La défense des plantes résulte alors
d’une expression conjointe ou successive de la résistance basale a large spectre et d'une
résistance spécifique ciblée. Ainsi, le modele en ‘zig-zag’ semble présenter des limites
concernant la vision réductionniste qu’il avance afin de caractériser les interactions
moléculaires entre agent pathogene et plante. De plus, il ne prend pas compte de
Iinfluence des DAMPs dans la PTI, limitant alors son cadre de lecture aux
interactions entre plantes hotes et agents pathogenes biotrophes (Pritchard and Birch,
2014). La prise en compte des limitations soulevées pour le modele en ‘zig-zag’ a mené
a la formulation du modele d’invasion qui apparait plus approprié dans ’explication
du continuum de réponses entre le PTI et 'ETI (Cook et al., 2015). En considérant
ce modele (Figure 12), la plante reconnait des ‘motifs d’invasion’ (=‘invasion patterns’
- IP) dérivés des agents pathogénes pouvant correspondre a la fois a des effecteurs,
des DAMPs ou MAMPs. Ces IP sont par la suite reconnus par des ‘IP-triggered
receptors’ (IPTRs) représentant des PRRs comme des protéines R.
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Figure 12 : Représentation schématique de la comparaison entre les modéles évolutifs en
zig-zag (a) et d’invasion (b).
(a) Le modele en ‘zig-zag’ est défini sur des critéres évolutifs cloisonnés opposant soit MAMPs et
PRR (domaines structuraux de agent pathogeéne et conservés chez la plante, respectivement
: boite jaune), soit effecteurs et génes R (domaines fonctionnels de Pagent pathogene et cultivar-
spécifique chez la plante, respectivement: boite rouge). Certaines molécules peuvent néanmoins
échapper a cette classification et se retrouver hors du cadre défini.
(b) Le modele d’invasion définit un continuum comprenant tous les types d’interaction possibles
entre IPR et motifs d'invasion (=‘invasion pattern’).
(Cook et al., 2015)

Abréviations: PAMPs/MAMPs, ‘pathogen/microbe associated molecular pattern’; PRR, ‘pathogen
recognition receptor’; MTI/ETI, ‘MAMP/effector -triggered immunity’; IPR, ‘invasion pattern
receptor’; IPTR, ‘invasion pattern triggered response’

Comme explicité par le modele en ’zig-zag’, 'ETI a la particularité d’exercer une
pression de sélection sur les agents pathogenes, conduisant a I’adaptation relativement
rapide de souches contournantes face a une résistance mono-génique. Ceci mene alors
a une baisse d’efficacité voire une érosion totale du gene de résistance R. De plus, la
défense basale fait intervenir une multitude de mécanismes et de genes sous-jacents
dont la diversité allélique peut mener a des niveaux intermédiaires de défense, qui
varient de fagon continue.

La conjonction de ces deux mécanismes méne a un niveau de résistance incomplete,
qualifié de résistance quantitative, dont le déterminisme génétique sous-jacent est
gouverné par de multiples loci d’effet faible a modéré appelés ‘Quantitative
Resistance Loci’ (QRLs), cas particuliers de QTLs liés a la résistance aux maladies
(Poland et al., 2009).
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2.4. Résistances quantitatives : déterminisme génétique

La distinction entre résistance qualitative et résistance quantitative se fait
aisément sur le plan structurel : déterminisme monogénique ou oligogénique® wvs
fortement polygénique. La nuance est en revanche complexe a établir sur le plan
fonctionnel, les deux types de résistances pouvant étre conditionnés par les mémes
mécanismes recouvrant a la fois la reconnaissance spécifique entre effecteurs de I'agent
pathogeéne et protéines cibles chez la plante et la résistance basale a large spectre
(Kamoun et al., 1999).

Les résistances qualitatives se basant sur un faible nombre de génes R a large effet,
I'identification précise de ces genes majeurs est facilitée par la force du signal en
cartographie, offrant de bonnes perspectives de clonage et de validation fonctionnelle.
A Tinverse, de par la multiplicité des genes a effet faible ou modéré sous-jacents, la
cartographie de QRLs offre des signaux de détection plus hétérogenes, avec des
intervalles de confiance souvent plus étendus. Ainsi, de nombreux QRLs ont été
cartographiés a ce jour sans que le nombre et la nature des génes impliqués n’ait pu
étre précisée, notamment dans le cas d’études a puissance statistique et résolution
faible, considérant des populations de faible effectif (Corwin and Kliebenstein, 2017).

Néanmoins, plusieurs hypotheéses ont été émises afin de caractériser les mécanismes
moléculaires sous-jacents aux QRLs (Poland et al., 2009). Il est assez peu probable
que 'une puisse expliquer en totalité ces mécanismes. Ainsi, la résistance quantitative
résulterait plus vraisemblablement d’une conjonction de plusieurs de ces hypotheses.

1) Les QRLs sont conditionnés par des génes impliqués dans la

morphogeneése et le développement des plantes.

De nombreuses études font état d’une influence du stade de développement dans
I’expression de la résistance, la plante étant souvent plus sensible aux maladies durant
la phase juvénile (pour revue, Develey-Riviere and Galiana, 2007). Ce phénomeéne
appelé ‘résistance ontogénique’ est bien souvent ignoré, ce qui peut induire des effets
confondants avec les autres mécanismes de résistance lors d’analyses de cartographie,
du fait du caractere pléiotrope des geénes de développement. Ce mode de résistance
peut étre restreint spécifiquement a un type de tissu ou organe. Chez la vigne,
I'infection des grappes par Uncinula necator, 'ascomycete responsable de 'oidium, est
impossible durant le processus de maturation, au cours duquel une résistance s’exprime
suite a 'augmentation au-dela d’un certain seuil, de la concentration en sucres solubles
(Salzman et al., 1998). Chez le pommier, la maturité foliaire est corrélée positivement
avec la résistance a Venturia inaequalis (Li and Xu, 2002). D’autres traits

5 Lié & un faible nombre de genes.
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morphologiques et liés a 'architecture de la plante tels que la densité stomatique, la
hauteur de la plante, la surface et ’angle de la feuille peuvent étre fortement corrélés
avec la résistance quantitative (Albar et al., 1998; Zhu et al., 1999; Bradley et al.,
2003; Melotto et al., 2006).

2) Les QRLs consistent en différentes mutations ou formes alléliques de

genes impliqués dans la défense basale.

La défense basale liée a la PTI se base sur la reconnaissance de MAMPs chez 1'agent
pathogene, permettant a la plante d’initier les premieres réactions généralistes de
défense. Parmi les récepteurs PRRs de la plante assurant 'interaction avec le MAMP,
le role de FLS2, récepteur NBS-LRR de type RLK de la flagelline a été
particulierement étudié (Zipfel et al., 2004). Des mutations au niveau de FLS2
sembleraient étre responsables de la variation quantitative de phénotypes liés a la
sévérité de I'infection et de la charge bactérienne, lors de tests en conditions naturelles
sur A. thaliana (Zipfel et al., 2004). De plus, une diversité allélique naturelle de FLS2
a été observée au sein de plusieurs Brassicacées (Dunning et al., 2007). La variation
allélique de FLS2 pourrait donc étre considérée comme un QRL au sein d’une
descendance de ségrégation.

3) Les QRLs sont des composantes impliquées dans des voies

biochimiques

Les diverses phytotoxines (ex : syringomycine, coronatine) synthétisées par les agents
pathogenes (ex : Psy) sont reconnues pour leur réle dans le pouvoir pathogene. Chez
la plante, les enzymes détoxifiantes ainsi que les composés antibiotiques
(phytoalexines) sont déployés en réponse afin d’assurer la défense. Suite a la
cartographie de QRLs dans le cadre du patho-systeme A.thaliana x Botrytis cinerea
(Denby et al., 2004), des études biochimiques ont permis de démontrer la corrélation
positive entre syntheése de camalexine (une phytoalexine) et réaction quantitative de
défense (Kliebenstein et al., 2005). Bien que la relation de cause a effet n’ait pas été
démontrée, le QRL identifié semble étre gouverné par des genes responsables de la
synthese de phytoalexines.

4) Les QRLs sont impliqués dans la transmission des signaux de défense

systémique

Comme abordé précédemment, les phytohormones JA, SA et ET jouent un role
particulierement important dans la transduction systémique du signal de défense
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(SAR) du site infecté a I'ensemble des organes de la plante (Pieterse et al., 2009;
Gozzo and Faoro, 2013). Différents alleles de genes impliqués dans ces voies de
signalisation pourraient correspondre a des QRLs. Ainsi, des mutations sur le facteur
de transcription WRKY33 intervenant dans la voie de synthese du JA, ont mené a
l’augmentation de la sensibilité d’A. thaliana & B. cinerea (Zheng et al., 2006). A
I'inverse, des mutations au niveau d’'une MAPK chez A. thaliana, MPK4 a permis
laugmentation de la résistance a Pto (Petersen et al., 2000). Ces mutations ont
souvent un role antagoniste au niveau de la résistance vis-a-vis des nécrotrophes ou

biotrophes.

5) Les QRLs sont issus de 1’érosion partielle de génes R

Différentes études semblent indiquer que les QRLs correspondraient a des formes
affaiblies de génes NBS-LRR (Li et al., 1999; Fukuoka et al., 2014). Cette hypothese
est en partie étayée par la colocalisation de QRLs et de genes R vérifiée a travers de
nombreuses especes : riz (Li et al., 1999; Wisser et al., 2005; Fukuoka et al., 2014), A.
thaliana (Debieu et al., 2016), mais (Xiao et al., 2007) et pomme de terre (Gebhardt
and Valkonen, 2001). Bien que la sélection ait tendance a favoriser le maintien de
genes R chez la plante, jugés efficaces de par I'importance de leur effet, les agents
pathogenes ont la possibilité de contourner ces genes R, les convertissant alors en
QRLs. Il a été observé lors de plusieurs études, une baisse de la virulence du pathogene
en présence d'un gene R érodé par rapport au cas ou il est absent. Ces phénomenes
de résistance résiduelle ont été observés chez plusieurs pathosystemes : riz x
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Li et al., 1999), blé x Puccinia graminis (Brodny et
al., 1986) et blé x Erysiphe graminis (Nass et al., 1981).

De nombreuses études ont avancé le caractere non spécifique des résistances
quantitatives offrant une protection partielle trés souvent contre un groupe d’agents
pathogenes (biotrophes ou nécrotrophes) (Poland et al., 2009). Des études de
cartographie chez le mais et le riz ont également pu mettre en évidence la
colocalisation de QRLs ciblant plusieurs agents pathogenes indiquant un caractere
potentiellement pléiotrope de certains clusters de génes (bien qu’en raison de la faible
résolution de détection, il est difficile de distinguer pléiotropie et liaison) (Wisser et
al., 2005, 2006). Toutefois, de plus en plus de cas d’identification de QRLs race-
spécifique sont a noter indiquant un déterminisme proche de l'interaction gene-pour-
gene, longtemps attribuée exclusivement aux genes R. De tels QRLs ont été identifiés
dans plusieurs pathosysteémes : Brassica oleracea x Plasmodiophora brassicae
(Rocherieux et al., 2004), Malus domestica x Venturia inaequalis (Calenge et al.,
2004), Capsicum annuum x potato virus Y (Caranta et al., 1997) entre autres. Aussi,
une étude portée sur l'interaction riz x Xanthomonas évaluant la résistance de deux
populations de cartographie a 10 souches pathogénes a pu mettre en évidence la
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validité de nombreux QRLs a un set restreint de souches, les deux parents contribuant
dans certains cas a la résistance a des souches différentes (Li et al., 2006). D’un point
de vue statistique, la variance phénotypique se décompose partiellement en une
composante d’interaction cultivar x race, pouvant étre expliquée d’un point de vue
moléculaire par des interactions de type geéne mineur-pour-gene mineur (Marcel et
al., 2008).

6) Les QRLs comportent des génes de fonction encore non identifiée

Une étude sur le riz a permis de mettre en évidence un QRL recouvrant des genes
dont la fonction n’avait encore jamais été attribuée a la résistance aux maladies. Le
QRL, pi34, relié a la résistance a la pyriculariose, a été réduit a une région de 65 kb
contenant dix ORFs. Aucun des genes candidats n’a pu présenter d’homologie de
séquence avec des genes de défense précédemment identifiés (Zenbayashi-Sawata et
al., 2007).

2.5. Durabilité des résistances : mécanismes et stratégies de

déploiement

Le concept de résistance durable a été introduit par Johnson et Law en 1975
avec 1’étude du comportement d’hybrides de blé face a la rouille jaune. Une résistance
est dite durable lorsque son efficacité perdure pendant de nombreuses années dans
un environnement spatial étendu, a forte pression de ’agent pathogene
(Johnson and Law, 1975), favorisant a priori la sélection de variants virulents. La
durabilité apparait donc comme une mesure a posteriori correspondant a la durée
nécessaire pour qu'une résistance soit contournée apres son déploiement (Johnson,
1979). De ce fait, la notion de durabilité des résistances reste particulierement
complexe a caractériser. De nombreuses études ont alors cherché a identifier des
criteres prédictifs permettant d’évaluer les risques au contournement de ces résistances
afin d’offrir des outils d’aide a la décision aux programmes d’amélioration génétique.

Un des premiers facteurs d’influence de la durabilité des résistances correspond au
déterminisme de l’interaction plante x pathogene.
Les résistances quantitatives déployées en champ a travers le pyramidage de QRLs se
sont en général avérées étre plus durables que les résistances monogéniques (pour
revues consulter St Clair, 2010; Niks et al., 2015; French et al., 2016; Pilet-Nayel et
al., 2017). Diverses stratégies de pyramidage chez de nombreuses especes, combinant
QRLs avec un géne majeur dans un fond génétique sensible (Miklas et al., 2006; Palloix
et al., 2009; Barbary et al., 2016), cumul de plusieurs genes majeurs (Collard and
Mackill, 2008; Ellis et al., 2014), ou associant plusieurs QRLs (Thabuis et al., 2004;
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Wilde et al., 2008) semblent étre prometteuses en terme de durabilité. Bien que la
résistance quantitative soit connue pour procurer une résistance partielle, dans
certains cas le cumul de QRLs a fort effet peut mener & une résistance totale (Niks et
al., 2015) : exemple des QRLs rzl, rz2, rz3 pour la résistance de la tomate a
Xanthomonas campestris (Stall et al., 2009).

L’augmentation de la durabilité liée aux résistances quantitatives est liée a plusieurs
facteurs interagissant avec le potentiel évolutif de ’agent pathogéne, deuxieme
facteur clé.

Les résistances quantitatives ont tendance a n’exercer une pression de sélection
limitée sur I'agent pathogene contrairement aux résistances monogéniques (Pilet-
Nayel et al., 2017). Ainsi, 'adaptation d'un agent pathogene a un QRL donné mene
a un bénéfice marginal dans le cas d'un pyramidage de QRLs et le variant n’aura pas
tendance a augmenter en fréquence au sein de la population (Niks et al., 2015). Ce
bénéfice est également a relativiser par rapport a la fréquence du géne contourné au
sein de la culture ; si ce dernier n’est présent qu’en faible proportion, 'avantage sélectif
du variant pathogene est a relativiser (Niks et al., 2015).

Aussi, la probabilité pour l'agent pathogene de présenter toutes les mutations
nécessaires afin de contourner I'ensemble des QLRs est fonction du fond génétique
de I’hote ; plus le nombre de QRLs est important, plus cette probabilité est faible
(Pilet-Nayel et al., 2017).

De plus, 'adaptation évolutive nécessaire chez le pathogene est a balancer avec le
colit associé en terme de fitness (Vera Cruz et al., 2000; Leach et al., 2001;
McDonald and Linde, 2002). Si ce coit est trop important pour le pathogene, la
probabilité de contournement de la résistance est amoindrie. Cet élément reste
cependant a nuancer du fait de la redondance des effecteurs au niveau du génome,
permettant de compenser le cotit sur la valeur sélective de l'agent pathogene.

La durabilité des résistances quantitatives provient également vraisemblablement de
I'importante diversité des voies de défense mobilisées par les QRLs dont la
conjonction est difficile & contourner pour 'agent pathogene (Pilet-Nayel et al., 2017).

Enfin, la combinaison de QRLs, induisant des mécanismes de résistances qui agissent
le long du cycle épidémiologique de 'agent pathogene contribue a I’amélioration
de la durabilité des résistances quantitatives (Palloix et al., 2009; Mundt, 2014; Laloi
et al., 2017). La revue de Pilet-Nayel et al. 2017, propose un inventaire intéressant
d’études ciblant I'impact, sur I’évolution de populations, de QRLs associés a des
mécanismes de résistance affectant diverses étapes du cycle de vie de I’agent pathogene
(latence, efficacité d’infection, colonisation, multiplication). A titre d’exemple, le
pyramidage de 3 QRLs de résistances contre V. inaequalis chez le pommier, agissant
a différents stades du cycle d’infection allant de la pénétration a des stades plus tardifs
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comme la sporulation, confere une protection plus durable que les QRLs pris
individuellement (Laloi et al., 2017).

Le potentiel évolutif des agents pathogenes dépend grandement de leur cycle de vie et
de la structure génétique des populations. L’étude de la dynamique de ces
populations est déterminante afin de prédire leur aptitude au contournement de
résistance (McDonald and Linde, 2002). Plusieurs forces évolutives gouvernent
I’adaptation des populations pathogenes :

1) La mutation, qui permet lapparition de nouveaux mutants dans une
population, augmentant alors la probabilité d’avoir un variant virulent.

2) La dérive génétique, qui conduit a la disparition de certains alleles de fagon
aléatoire dans la population. La dérive est d’autant plus importante dans les
populations a faible taille efficace de population Ne®. Ainsi le maintien de
populations de petite taille pourrait permet de réduire la vitesse de propagation
des alleles de virulence de I'agent pathogene

3) La migration, qui consiste en des flux de genes a des échelles plus ou moins
larges en fonction de la capacité de dispersion de l’agent pathogene. La
migration a pour conséquence : d’une part, d’augmenter la variabilité génétique
dans les populations a partir de laquelle la sélection effectue son tri, et d’autre
part, de permettre la dispersion de combinaisons alléliques favorables.

4) La sélection, qui favorise la fixation dans une population d’un nouveau variant
(obtenu souvent par mutation) présentant un avantage sélectif.

5) La recombinaison, mise a I'ccuvre lors de la reproduction sexuée, permettant
I’association de nouvelles paires alléliques au sein de la descendance.

Le risque de contournement est davantage avéré en considérant des agents pathogenes
présentant un fort potentiel de migration de genes, caractérisés par des populations a
Ne important, et un taux de mutation élevé (McDonald and Linde, 2002; Niks et al.,
2015). Les agents pathogenes disposant d’un mode de reproduction mixte (alternance
de la reproduction sexuée et asexuée), tels que la plupart des champignons ont un
potentiel de patho-adaptation encore plus élevé: les combinaisons génétiques
favorables sont générées par la recombinaison en phase sexuée puis amplifiées en phase
asexuée.

L’influence de ces forces évolutives sur les phénomenes de patho-adaptation est
relativement bien étudiée chez les virus (Garcia-Arenal and McDonald, 2003; Moury
and Simon, 2011; Rousseau et al., 2017). Des modeles prédictifs ont ainsi été élaborés
afin d’estimer la durabilité des résistances sur la base de parametres tels que le taux

% Nombre d’individus reproducteurs qui transmettent leurs génes & la génération suivante dans une
population.
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de mutation, le nombre et la nature des mutations nécessaires au contournement ainsi

que le cotit de fitness occasionné (Fabre et al., 2012a,b).

A Tinverse, les études portées sur la caractérisation du potentiel évolutif des
champignons et bactéries sont bien moins courantes et le lien avec la durabilité des
résistances reste difficile a établir. Chez les bactéries, il n’est pas irraisonnable de
considérer la mutation comme une force évolutive particulierement importante du
fait des fortes tailles de population présentes a I’échelle de la plante (McDonald and
Linde, 2002). Une étude portée sur le complexe Psy a permis de mettre en évidence le
phénomene dit de ‘lignées hyper-mutantes’ a partir d’isolats de P. viridiflava prélevés
sur plants de kiwi (Bartoli et al., 2015¢). Suite & croissance in-vitro, une proportion
non négligeable des variants issus de ces isolats, a développé une résistance aux
antibiotiques et perdu l'aptitude a la virulence sur haricot. Ce taux de mutation
important, bien que pouvant potentiellement mener a une baisse globale de fitness de
ces souches hyper-mutantes, pourrait dans certains cas contribuer a 'apparition de
mutations bénéfiques a la patho-adaptation a des plantes résistantes (Baltrus et al.,
2017). La recombinaison bactérienne par conjugaison constitue également un
facteur de risque. Enfin, le transfert horizontal de génes semble également étre un
levier déterminant dans la structuration et I’évolution du génome de Psy, pouvant
faciliter la patho-adaptation, comme cela a pu étre suggéré chez les plantes ligneuses
(Nowell et al., 2016).

La compréhension de l'influence du potentiel évolutif des agents pathogenes dans le
risque de contournement des résistances a mené certaines stratégies d’amélioration
génétique a viser I'exploitation de QRLs contrélant 1’évolution du pathogéne :
soit en induisant des pressions de sélection contradictoire entre variants (Van et al.,
2013), soit en agissant sur la dérive génétique (Tamisier et al., 2017), soit en controlant
la fréquence de contournement (Quenouille et al., 2014).

Au-dela des programmes d’amélioration ciblant des résistances quantitatives, la
durabilité des résistances peut étre également assurée par une stratégie parcimonieuse
du déploiement de ces résistances en champ ou en verger (Mundt, 2014). La gestion
temporelle et spatiale du déploiement des résistances (en particulier des génes
R) sur le terrain est une notion clé du fait de son impact direct sur le potentiel évolutif
des agents pathogenes (McDonald and Linde, 2002; Sapoukhina et al., 2009). L’'usage
d’associations variétales comprenant des génes R ou QRLs différents (Sapoukhina et
al., 2013) ou la rotation spatiale et temporelle de genes R (Papaix et al., 2011) sont
des stratégies dont la modélisation semble indiquer une influence positive sur la
durabilité des résistances. La gestion temporelle du déploiement des geénes de
résistance, bien que concevable pour les cultures annuelles, demeure une limite pour
les especes pérennes en verger, a cycle de génération plus long.
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La durabilité des résistances en verger est alors cruciale au vu de la longueur des
schémas de sélection des especes pérennes et de la durée de vie moyenne des arbres en
verger de production. Dans les années 90, 'apparition d’une race de V. inaequalis
(race 6) a permis de contourner la résistance monogénique a la tavelure, liée au gene
majeur Vfet déployée pendant pres de 50 ans chez le pommier (Parisi et al., 1993).
Cet épisode a largement contribué a rediriger les programmes de sélection des especes
fruitieres vers la diversification des sources de résistance en exploitants les QRLs a
résistance partielle en appui des geénes majeurs (Lespinasse et al., 2002). Afin de
construire des résistances a priori durables, la prise en compte des interactions QRL
x diversité de ’agent pathogéne semble alors primordiale. De plus en plus de
dispositifs d’évaluation de la sensibilité face a plusieurs races (ou souches) de I'agent
pathogene sont mis en place afin d’évaluer le caractere race-spécifique de QRL(s). Ces
études chez les especes fruitieres sont a noter dans le cadre des pathosystemes : V.
inaequalis x pommier (Calenge et al., 2004; Soufflet-Freslon et al., 2008; Van et al.,
2013), Xanthomonas arboricola x abricotier (Socquet-Juglard et al., 2013b) et Erwinia
amylovora x poirier (Montanari et al., 2016). Dans cette perspective, les QRL(s) non
spécifiques a large spectre d’action semblent étre a privilégier en sélection. Il est
également intéressant de noter que dans le contexte épidémiologique en verger,
différents groupes génétiques d’'une méme espece pathogene peuvent étre en mélange,
comme cela a pu étre mis en évidence pour Psy dans le cas d’abricotiers infectés (Parisi
et al., 2016). Aussi, le cumul des seuls effets additifs de QRLs race-spécifiques pourrait
ne pas apporter une protection suffisante face a de potentiels effets synergiques
résultant de la présence simultanée de différentes souches au contact d’une plante
hote. Les études de cartographie de QRLs basées sur des co-inoculations de plusieurs
souches permettent ainsi de s’approcher des conditions réelles d’épidémiologie en
verger. Ces études permettent également de suivre la dynamique de populations et de
caractériser les pressions sélectives différentielles induites par les QRLs sur les
mélanges de souches (Van et al., 2013).
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Chapitre 3. Pathosystéme abricotier x

Pseudomonas syringae (Psy)

3.1. Abricotier
3.1.1.  Origine, diversité naturelle et cultivée

De par son nom, Prunus armeniaca, on a longtemps attribué l'origine de
I’abricotier a I’Arménie, zone de jonction géographique entre ’Europe de I'Est et 1’ Asie
Centrale. Bien qu’il soit tout a fait probable que I’Arménie représenta une porte
d’entrée de la culture en Europe, 'origine de I'abricotier est davantage a chercher au
niveau de ’Asie Centrale, il y a pres de 5000 ans (Faust et al., 1998). A partir de ce
foyer, 'expansion de la culture s’est alors faite a la fois vers 'Ouest et 'Est (Hormaza
et al., 2007).

Vavilov a suggéré I'existence de trois centres d’origine de I'espeéce correspondant a
la Chine Centrale (Chine et Tibet), au cceur de I’Asie Centrale (du Tien-Shan au
Cachemire) et au Proche-Orient (Iran, Caucase, Turquie) (Vavilov, 1992). L’étude
de la diversité de I'abricotier sur des criteres géographiques et morphologiques a mené
a l'identification de 4 a 6 groupes éco-géographiques : Asie Centrale, région Irano-
Caucasienne, Europe, Dzunghar-Zailig, Chine du Nord et Chine de I'Est (Kostina,
1969; Bailey and Hough, 1975).

Le groupe le plus ancien et le plus riche en diversité correspond au groupe d’Asie
Centrale ; la région regroupe plus de 500 cultivars issus de fonds génétiques sauvages
(Zaurov et al., 2013). L’importante diversité observable dans ce groupe résulte
vraisemblablement des hybridations naturelles entre les fonds génétiques sauvages et
partiellement domestiqués et leurs croisements avec les fonds génétiques cultivés de
Chine et de la vallée de Ferghana’ au cours d’une domestication vieille de milliers
d’années (Zhebentyayeva et al., 2003). Des études de diversité basées sur I'usage de
marqueurs SSRs ont d’ailleurs permis de mettre en évidence une variabilité allélique
significativement plus importante dans ce groupe d’Asie Centrale par rapport aux
autres régions (Maghuly et al., 2006). Aussi, I'isolement géographique liée au contexte
géographique montagneux de la région, 'auto-incompatibilité des fonds génétiques
présents, la nature des routes commerciales traversant I’Asie Centrale ainsi que le
mode de propagation des vergers par semis sont autant d’éléments qui justifient la
richesse allélique de ce groupe (Zaurov et al., 2013).

7 Vallée & la jonction entre lest de 1’Ouzbékistan, l'ouest du Kyrgistan et le nord du Tajikistan,
regroupant 65% des vergers d’abricotiers d’Asie Centrale.
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Le second centre de diversification génétique correspond a la région Caucasienne
qui s’étend par la suite a I’Afrique du Nord, ’Espagne et 'Italie (Yilmaz and Gurcan,
2012). 11 a été suggéré que la culture se soit disséminée du centre asiatique vers I’Ouest
en traversant I'Iran et le Caucase au IV®™ siécle avant J.C. a I’occasion des campagnes
militaires d’Alexandre le Grand (Bailey and Hough, 1975). Ceci meéne a un second
phylum de diversification caractérisé par la mixture des fonds génétiques sauvages et

domestiqués (Zhebentyayeva et al., 2003).

Le groupe européen, considéré comme le plus jeune, présente la variabilité
phénotypique et génétique la moins importante concernant un certain nombre
de traits relatifs a l'architecture de l'arbre et la phénologie (Hormaza et al., 2007;
Zhebentyayeva et al., 2012). Il se structure en trois sous-groupes: Europe
Continentale, Bassin Méditerranéen et sous-groupe d’adaptation géographique
réunissant des variétés présentant une base génétique plus large (Bourguiba et al.,
2012). La réduction de diversité génétique s’est notamment illustrée en comparant les
groupes Irano-Caucasien et la partie sud du sous-groupe Bassin Méditerranéen (Hagen
et al., 2002; Bourguiba et al., 2012). Cette perte s’élevant de 37 a 49% illustre une
trace de domestication significative de la culture a travers le Bassin Méditerranéen,
région symbolique d’expansion de la culture (Bourguiba et al., 2012). L’adaptation au
contexte climatique des zones continentales et méditerranéennes fut le facteur majeur
impactant I’évolution de la culture. L'usage de la sélection clonale sur un faible nombre
de cultivars spécifiques a une région donnée et de la multiplication par semis sur ces
variétés adaptées a mené au développement de variétés locales a base génétique étroite
et ayant un spectre d’adaptation géographique tres limité (Zhebentyayeva et al.,
2012).
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Figure 13 : Origine et dissémination de D’abricotier a partir des premiers centres de
domestication.
(Zhebentyayeva et al., 2012)
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Deux différentes routes de propagation ont été proposées a partir de I’Asie Centrale
(Figure 13) (Crossa-Raynaud, 1960). La route africaine a mené a la dispersion de la
culture a travers le Moyen-Orient, I’Egypte et I’Afrique du Nord avec I'implantation
de cultivars caractérisés par des besoins en froid limités pour la levée de dormance.
Une deuxiéme route passant au Nord de la Méditerranée (Grece, Europe Centrale
puis Italie et France) a introduit des fonds génétiques nécessitant des besoins en froid
plus variables mais globalement plus importants que les fonds génétiques du Bassin
sud Méditerranée. Cette implantation de ’abricot au niveau des Balkans et en Europe
Centrale est a relier d’abord a la présence romaine dans I’Antiquité puis a connu un
essor considérable au XVI-XVlIle siecle avec la domination de I’Empire Ottoman dans
la région (Faust et al., 1998). L’apport de cultivars provenant de Turquie, plus
particulierement en Hongrie a été 'origine d’une sélection menant a 1'obtention des
fonds génétiques d’Europe continentale (Faust et al., 1998).

Ces fonds génétiques constituent également la base génétique des cultivars développés
en Amérique du Nord, Afrique du Sud, et Océanie avec 'apport des colons anglais,
néerlandais et espagnols a partir du XVIle siecle (Bailey and Hough, 1975).
L’introduction de l'abricot en France résulte ainsi de deux courants historiques
d’importation liés aux contraintes d’adaptation climatique de la culture sur le
territoire (Figure 13). Le premier, situé autour de I'an 1000 est 1ié a I'apport, dans la
région du Roussillon, de variétés du sous-groupe Bassin Méditerranéen par les Arabes,
passant par 1’Arménie ou I'Afrique du Nord et I'Espagne (Hagen et al., 2002). Le
second a lieu des le XVIII® siecle, introduisant des variétés des fonds génétiques turcs
d’Europe Centrale et adaptés aux froids intenses (Faust et al., 1998). Parmi ces fonds
génétiques européens figurent des cultivars qui feront la renommeée de ’abricot francais
a l'international: Péche de Nancy (1755), Royal (nommé en 1815 en I'honneur du roi
Louis XVIII), Rouge du Roussillon (1830), Luizet (1838), Paviot (fin du XIX°siecle)
et Bergeron (1920) (Faust et al., 1998). Hormis quelques cultivars en nombre limité
dont la diffusion a été assurée par greffage, la plupart des fonds génétiques locaux sont
issus de multiplications par semis, notamment du fait de la grande difficulté a assurer
le greffage chez I’abricotier. Ils résultent de ce fait d’une sélection tres fortement
influencée par les interactions génotype x environnement justifiant les adaptations
locales exacerbées rencontrées. Ce n’est qu’a partir des 30 dernieres années que se sont
développés des programmes qui ont conduit aux recombinaisons entre groupes
géographiques.
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Figure 14 : Représentation d’un arbre bayésien illustrant les relations phylogénétiques
entre Prunus.
L’abricotier (Prunus armeniaca L.) est représenté en orange.
(Shi et al, 2013)
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3.1.2. Caractéristiques taxonomiques, botaniques et biologiques

L’abricotier commun Prunus (P.) armeniaca Linné (L.) appartient a la famille
Rosaceae et la sous-famille Prunoidea. Selon la classification de Rehder, cette
espece est classée dans le genre Prunus, sous-genre Prunophora et dans la section
Armeniaca (Rehder, 1949). Le genre Prunus, correspondant aux fruits & noyaux,
comprend également les especes proches cerisier (P. avium L.), prunier (P. domestica
L.), amandier (P. dulcis) ainsi que pécher (P. persica L. Batsch)(Figure 14). La section
Armeniaca, au sens de Rehder (1949), comprend également quatre autres especes
apparentées a l'abricotier commun que sont l’abricotier Japonais (P. mume),
labricotier noir (P. dasycarpa : hybridation naturelle P. armeniaca L. x P.
cerasifera), l'abricotier de Briangon (P. brigantina) et l'abricotier du Tibet (P.
holosericea). D’autres especes ont été par la suite regroupées sous la section
Armeniaca : Vabricotier de Sibérie (P. armeniaca var. sibirica), 'abricot de
Manchourie (P. armeniaca var. mandsurica) et ’abricotier d’Ansu (P. armeniaca var.

ansu).

A Torigine, I'abricotier sauvage présente des conditions optimales de croissance dans
les régions montagneuses présentant un climat continental caractérisé par des étés
chauds et secs, et des hivers froids, justifiant son origine en Asie Centrale (Bailey and
Hough, 1975). L’espeéce est particulierement résistante au froid et supporte des
températures atteignant -30°C en hiver (Folta and Gardiner, 2009). Sa domestication
a permis une plus large extension climatique et géographique, puisqu’on le
retrouve désormais aussi bien sous les latitudes continentales du Canada qu’au niveau
des oasis du Maghreb. Néanmoins, cette migration de 1’espece s’est accompagnée d’'une
diminution du spectre d’adaptabilité pédoclimatique des cultivars de sorte que,
la plupart des fonds génétiques sont dans l'incapacité de produire régulierement hors
de leur zone optimale d’implantation (Bailey and Hough, 1975; Mehlenbacher et al.,
1991).

L’arbre présente une hauteur comprise entre 4 a 25 m (Figure 15A4). La fleur est
périgyne®, de couleur blanche ou rosatre et comporte 5 sépales, 5 pétales et un unique
pistil (Figures 15B et 15C). La levée de dormance et I'induction florale font suite a
I’exposition & une certaine quantité de froid puis de chaleur correspondant a des
parametres dépendants du fond génétique (Ruiz et al., 2007; Campoy et al., 2012).
Les besoins en froid selon les variétés peuvent varier de 300 a 1200 CU (‘chilling
units’ : nombre d’heures en dessous de 7,2°C selon le modele de Weinberger
(Weinberger, 1950)) et sont un facteur déterminant dans I’évolution phénologique de
I’arbre (Campoy et al., 2012). Ce parameétre conditionne 'implantation des cultivars

8 Fleur ayant les étamines et les ovaires au méme niveau que les carpelles.
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en fonction du contexte climatique de la région afin d’éviter les pertes liées a une levée
de dormance précoce suivie de gelées tardives (Hormaza et al., 2007). La floraison de
I’abricotier survient relativement t6t au printemps, de fin février a début avril ; elle
est suivie par un développement du fruit s’étalant sur 3 a 6 mois selon la variété. Les
cultivars commerciaux sont multipliés par greffage permettant notamment de
conserver un bon niveau d’homogénéité et de protéger le scion des attaques de

pathogenes telluriques.

Figure 15 : Photographies de verger en période de floraison (A), de rameaux a fleurs (B
et C) et de fruits d’abricotier (D et E).
Crédits photographiques: Laurent Brun, Eric Martin, Alain Blanc et Doriane Dam

Le fruit est une drupe, pesant au niveau des fonds génétiques cultivés, de 40 a 100 g
(Figures 15D et 15E), dans laquelle le noyau est constitué d'une amande protégée par
un endocarpe lignifié, lui-méme entouré du mésocarpe comestible et de l'exocarpe a
aspect velouté, glabre ou pubescent selon les variétés. L’abricot est un fruit
climactérique, nécessitant une récolte, une fois que le processus de biosynthese de
I’éthyléne est engagé afin de permettre sa maturation apres récolte. Riche en composés
phénoliques aux propriétés antioxydantes (anthocyanes, procyanidines, flavonols),
caroténoides, pro-vitamine A, et en composés minéraux (K, Mg en majorité), 'abricot
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est également reconnu pour sa valeur nutritionnelle et ses bénéfices sur la santé
humaine (Sochor et al., 2010; Roussos et al., 2016).

3.1.3. Importance économique

L’abricot correspond a la septieme production mondiale parmi les fruits
tempérés. La production mondiale est estimée a pres de 3,9 millions de tonnes (Mt)
en 2016 (FAO, 2018). Située loin derriere la production de pommes (pres de 89,3 Mt)
ou de péches/nectarines (30,0 Mt), la production d’abricots est légerement supérieure
a celle des amandes (3,2 Mt) (FAO, 2018). Il s’agit d’une production majeure dans le
Bassin Méditerranéen, zone géographique fournissant plus de la moitié de la
production mondiale (FAO, 2018). Les principaux pays producteurs mondiaux
d’abricots sont la Turquie, 1’0Ouzbékistan, I’Iran et I’Algérie assurant a eux
quatre prés de 62% de la production mondiale (FAO, 2018). La France, troisieme
producteur européen (157 000 tonnes récoltées en 2017) apres 1'Italie et I’Espagne et
premier en abricots frais (non transformés), est également un opérateur majeur sur le
marché mondial de I'abricot (FAO, 2018).

Son volume de production est en progression en réponse a la demande accrue du
marché local francgais mais également des marchés a I'export. La tres grande majorité
est a destination du marché européen, faisant de la France, le deuxieme exportateur
mondial (apres 1’Espagne) reconnu pour son offre diversifiée et de qualité (FAO, 2018).
Le verger occupe pres de 8% de la surface de production fruitiere nationale et les
marchés exports rapportent pres de 85 millions de dollars (FAO, 2018). De plus, d'un
point de vue social, la filiere abricot frangaise représente en 2013 pres de 5 700 emplois
a temps plein (Interfel, 2013). La pérennisation de la qualité et du niveau des volumes
de production proposés sur le marché international se pose donc comme un enjeu

majeur pour la filiere frangaise.

La production frangaise repose sur une trentaine de variétés dominantes parmi
lesquelles le cultivar Bergeron figure de loin comme la variété de base représentant en
2009 pres de 29% de la structure variétale du verger national (Lichou and Jay, 2012).
La production sur le territoire national se concentre dans le quart Sud-Est au niveau
des régions Occitanie (région du Roussillon et Gard), Provence-Alpes Cote d’Azur
(Bouches-du-Rhéne et Vaucluse) et Rhone-Alpes-Auvergne (Vallée du Rhéne et
Baronnies), assurant respectivement 29%, 14% et 55% de la production nationale
(Ministere de D’Agriculture et de I’Alimentation, 2018). La récolte s’effectue
successivement sur ces trois régions permettant ainsi d’assurer une campagne de
commercialisation allant de mi-mai pour les variétés les plus précoces a mi-septembre

pour les plus tardives.
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3.1.4. Ressources génomiques et moléculaires

L’abricotier est une espece diploide, d’origine allogame, a 8 paires de
chromosomes homologues (2n=16) présentant un génome de petite taille (294 Mb/n)
intermédiaire entre celui du pécher (290 Mb/n) et du cerisier (338 Mb/n)
(Arumuganathan and FEarle, 1991; Folta and Gardiner, 2009). Il est également a peine
plus long que le double de celui d’A. thaliana (119 Mb/n) (Haas et al., 2005).
L’abricotier est une espece présentant un niveau d’hétérozygotie modéré, supérieur au
pécher (Hurtado et al., 2002) et inférieur au cerisier, prunier ou amandier (Byrne and
Littleton, 1989).

Chez les Rosacées, les premieres études génomiques ont débuté avec 'avénement des
marqueurs moléculaires et la construction de cartes génétiques notamment en
considérant des populations de type pseudo-F1°, F2 ou Back-Cross (BC).

Le genre Prunus a pour spécificité de regrouper des especes présentant une structure
génétique commune et des génomes fortement colinéaires et synténiques comme le
démontre l'ordre relativement conservé des marqueurs sur plusieurs cartes génétiques
(Dirlewanger et al., 2004; Illa et al., 2009). Cette proximité génétique facilite les
croisements interspécifiques, menant a 'obtention de nouveaux matériels fertiles tels
que Plumcot (prune x abricot) ou Nectarcot (nectarine x abricot) (Folta and Gardiner,
2009).

La proximité des génomes a par ailleurs permis de construire une carte référence, la
carte F2 pécher ‘Earliglow’ x amandier ‘Texas’ (TxE) constituée de 826 marqueurs
SSRs répartis sur une distance totale de 524 ¢cM et transposables en majorité sur
I’ensemble des Prunus (Dirlewanger et al., 2004; Howad et al., 2005). Cette carte sert
de base pour la comparaison des positions de marqueurs ou d’intervalles contenant
des genes d’intérét entre especes du genre.

Le génome du pécher est a ce jour, le plus caractérisé et le mieux connu parmi les
Prunus. Son génome a été entierement séquencé et publié en 2010 (version 1.0) (Verde
et al., 2013) puis reséquencé en 2015 (version 2.0) (Verde et al., 2017), et se pose
comme référence pour I’étude génomique des autres especes de Prunus.

Concernant 'abricotier, un projet de séquencage, d’assemblement et d’annotation a
été initié en 2018 et est actuellement en cours de réalisation. L’issue de ce travail
devrait permettre de dépasser les limites et les approximations liées a ’adossement
des séquences abricotier sur le génome du pécher. Le génotype de référence choisi
correspond a ‘Marouch 14’ (profondeur de séquengage 14X), un cultivar issu d’Afrique
du Nord (Maroc) présentant un fort degré d’homozygotie globale. Les résultats
préliminaires ont révélé une taille de génome plus réduite qu’attendue (208 Mb/n)

® Population issue du croisement entre deux parents hétérozygotes (n’étant pas des lignées fixées).
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laissant supposer l'occurrence d’éveénements d’insertion/délétion entre accessions
provenant de différents groupes génétiques. A I’heure actuelle, I’assemblage a mené a
la constitution des 8 chromosomes sur 61 scaffolds représentant 91% de la séquence
P. persica v2.0 (Audergon, communication personnelle).

3.1.5. Objectifs et outils de I’amélioration variétale
3.1.5.1. Sélection Assistée par Marqueurs (SAM)

L’amélioration variétale chez ’abricotier, comme chez toute espece pérenne, est
contrainte par I'importance du temps entre générations et 1’espace occupé pour le
maintien en verger d’importantes populations parmi lesquelles seuls quelques
génotypes présentent des aptitudes intéressantes au plan agronomique. La période
juvénile de I'espece en verger s’étale sur 3 a 5 ans avant que s’installe la production
fruitiere engendrant des frais de maintien en verger conséquents alors que toute
évaluation phénotypique sur des critéres de qualité et de phénologie est impossible.
Dans ce contexte, I'application des marqueurs moléculaires a travers la sélection
assistée par marqueurs (SAM) s’avere particulierement intéressante afin de réduire
les cofits et accélérer le processus de sélection. La SAM se base sur l'identification
précoce des plants portant les alleles favorables identifiés sur des marqueurs mis en
évidence suite a une détection de QTLs ciblant un caractere d’intérét (Dekkers and
Hospital, 2002).

La SAM a été développée avec succes chez les especes fruitieres dans le cadre du projet
RosBREED, lancé en 2009. Chez les Prunus, 28 genes majeurs affectant des
caracteres morphologiques et agronomiques initialement cartographiés sur différentes
populations ont pu étre localisés sur la carte de référence TxE grace a la synténie
observée entre les différents génomes (Figure 16) (Dirlewanger et al., 2004). Les
marqueurs identifiés servent comme base pour de multiples programmes de sélection

de P'espece.

La SAM, reconnue pour son efficacité afin de cibler des traits contrdlés par un faible
nombre de genes ou QTLs a effet majeur présente des limites dans le cas des traits
fortement quantitatifs, gouvernés par un nombre plus important de genes a effet
mineur. Une méthode alternative, la ‘sélection génomique’, a été développée
récemment et présente 'avantage de s’affranchir des limites liées a I'importance des
effets (Meuwissen et al., 2001; Crossa et al., 2017). Elle se base sur l'utilisation des
données de marquage moléculaire pour établir un modele de prédiction des traits
d’intérét. La sélection génomique a déja démontré son efficacité afin de diminuer la
durée des schémas de sélections chez de nombreuses especes de grande culture (mais,
blé). Elle présente un intérét tout particulier chez les especes fruitieres pour lesquelles
quelques études préliminaires sont a relever chez le pommier et le pécher (Kumar et
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al., 2013; Muranty et al., 2015; Biscarini et al., 2017). Tres récemment, le
développement des outils moléculaires a haut débit (puces SNP 20K et 487K chez le
pommier, 18K chez le pécher notamment) a ouvert des perspectives favorables a
I’approfondissement des approches de sélection génomique chez les especes fruitieres
(Laurens et al., 2018).
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Figure 16 : Carte génétique de référence (TxE) des Prunus avec la localisation
approximative de 28 génes majeurs sur les 8 chromosomes.

Genes cartographiés au sein de populations d’abricotiers (fond bleu), péchers (fond orange), amandier
ou hybride pécher x amandier (fond jaune) et pruniers Myrobolan (fond vert).

(Dirlewanger et al., 2004)

Abréviations: Y, chair sanguine; B, couleur des pétales et fleurs; Mi, résistance aux nématodes (pécher);
D, dureté de la coque; Br, caractere horizontal des branches; DI, fleur double; Cs, couleur chair autour
du noyau; Ag, couleur de 'antheére; Pcp, polycarpelle; Fe, couleur de la fleur; Lb, date de floraison; F,
adhérence de la chair au noyau; D, non-acidité du fruit; Sk, amertume de 'amande; G, pubescence de
Pexocarpe; NI, forme de la feuille; Dw, plante naine; Ps, stérilité méale; Sec, couleur de 'exocarpe; Gr,
couleur de la feuille; S* forme du fruit; S, auto-incompatibilité; Ma, résistance aux nématodes
(Myrobolan); E, forme du gland de la feuille; Sf, résistance a 1'oidium.

Les genes DI et Brsont localisés au niveau d’une position inconnue sur le chromosome 2.
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3.1.5.2. Cibles des programmes de sélection chez ’abricotier

Chez l’abricotier, jusqu’a peu, la majorité des programmes de sélection se
basaient sur l'exploitation des ressources génétiques issues du groupe génétique
Européen. Or I'importante diversité génétique que présente l’espece au niveau des
autres groupes, notamment d’Asie Centrale et du groupe Irano-Causasien peut étre
une source exploitable en amélioration (Bailey and Hough, 1975). Une grande partie
des cartes génétiques développées ont été initialement destinées a caractériser le
déterminisme génétique de la résistance a la sharka et de I'autofertilité, les deux cibles
principales des programmes d’amélioration de 1’espece. Les objectifs de I’amélioration
se sont ensuite étendus a la qualité, la phénologie et 'adaptation aux conditions
climatiques, la résistance a d’autres bio-agresseurs.

3.1.5.2.1. Auto-fertilité

L’abricotier est une espece allogame et entomophile présentant un mécanisme
d’incompatibilité gamétophytique, présent chez toutes les Rosacées. Cependant, les
cultivars du groupe européen sont en majorité auto-fertiles (Kostina, 1969), ceci étant
dii a I'occurrence d’une mutation génétique au niveau du locus S controlant 1’auto-
incompatibilité, qui par la suite a été sélectionnée (Vilanova et al., 2006). Le locus S
a été cartographié au niveau du chromosome 6 (Figure 16), en exploitant une
population F2 d’abricotiers Lito x Lito (Vilanova et al., 2003). Le locus S présente un
polymorphisme allélique tres important: un allele unique S, code pour 'auto-
compatibilité pollinique (Alburquerque et al., 2002) et sept alleles S;-S7 codent pour
I’auto-incompatibilité (Burgos et al., 1998). Le caractere d’auto-fertilité figure parmi
les traits majeurs en sélection afin d’assurer une production réguliere, non dépendante
de la pollinisation entomophile qui peut étre sérieusement impactée par de mauvaises
conditions climatiques lors de la période de floraison.

3.1.5.2.2. Phénologie et adaptation aux conditions climatiques

L’adaptation climatique devient un des criteres majeurs d’amélioration des variétés en
vue des bouleversements climatiques actuels et a venir. L’abricotier est une espece
caractérisée par une floraison précoce, limitant alors sa culture a des régions ou les
risques de gelées tardives sont négligeables. Ainsi, de nombreux programmes
d’amélioration se consacrent a l'obtention de variétés a floraison tardive, afin de
réduire le risque de perte de rendement lié aux gels dans les régions a froid printanier.
L’allongement du calendrier de maturité est également un des objectifs de sélection a

but d’approvisionnement continu du marché.
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Comme déja évoqué précédemment, le déterminisme de la floraison dépend de la
satisfaction séquentielle des besoins en froid et en chaleur de la variété étudiée, qui
sont deux facteurs dépendant du génotype (Ruiz et al., 2007).

Plusieurs études QTLs ont été effectuées chez I’abricotier en ciblant plusieurs traits
relatifs a la phénologie. Un QTL majeur controlant le besoin en froid, avec un
pourcentage de variance expliquée (PVE) allant de 59 & 66% selon le parent, a été
identifié dans une population F1 ‘Perfection’ x ‘A1740’, au niveau du chromosome 1
(Olukolu et al., 2009). Ce QTL colocalise avec une région identifiée par une étude
analogue sur pécher (Fan et al., 2010), indiquant une conservation des genes
(‘dormancy-associated MADS-box ) contrélant la dormance chez les deux especes. Une
autre étude effectuée sur une population BC1 ‘Z506-07" x ‘Currot’ a permis de localiser
un QTL majeur sur le chromosome 5 de ‘Z506-07" stable sur 3 ans et expliquant 60%
de la variance totale du trait (Campoy et al., 2011). Puis une étude de cartographie
comparative de 3 Prunus (abricotier, cerisier et pécher) a permis de mettre en évidence
plusieurs QTLs controlant la date de floraison sur les chromosomes 2,3, 4 et 7 dont
un majeur et stable sur le chromosome 4 chez 'abricotier (Dirlewanger et al., 2012).
Ce QTL semble étre a proximité de régions controlant la date de maturité et la période
de développement du fruit également identifiées sur le chromosome 4 au niveau d’une
descendance ‘Goldrich’ x ‘Currot’ (Salazar et al., 2016).

3.1.5.2.3. Qualité

De nombreux programmes se sont consacrés a la sélection de génotypes sur des criteres
de qualité, répondant aux attentes du marché du fruit frais: grosseur du fruit, chair
ferme, résistance aux craquelures, couleur rouge attrayante (Hormaza et al., 2007)
mais également du marché de transformation : haute concentration de sucres solubles,
couleur orangée, taille moyenne du fruit (Audergon, 1995). Malgré I'importance de ces
activités de sélection et la multitude de traits ciblés, assez peu d’études sont a noter
sur 'identification des QTLs controlant la variabilité des ces traits pour la plupart
quantitatifs (Ruiz et al., 2010; Cervellati et al., 2012; Socquet-Juglard et al., 2013a).

3.1.5.2.4. Résistance aux maladies

La sharka — Plum pox virus

Le programme de recherche et d’amélioration variétale le plus avancé chez ’abricotier
en terme de compréhension des mécanismes de résistance aux maladies et
d’identification des marqueurs associés est celui qui porte sur la lutte contre le virus
du plum pox responsable de la sharka. Cette maladie, transmissible par puceron, et
généraliste a ’ensemble des Prunus provoque essentiellement des lésions chlorotiques
foliaires, une déformation des fruits et peut aboutir a une réduction significative du
rendement. La maladie fait ’objet de mesures de quarantaine en Europe. Ainsi la lutte
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actuelle repose sur l'arrachage obligatoire des arbres infectés ainsi que des arbres
environnants, des lors que la contamination atteint un seuil. Des études d’évaluation
de la sensibilité semblent indiquer une résistance au niveau de variétés provenant
d’Amérique du Nord mais dont les parents sont issus d’Asie Centrale. Des variétés
issues du groupe d’Europe Centrale présentent également ce caractere de résistance
(Martinez-Gémez et al., 2000).

De nombreuses études de cartographie exploitant des croisements différents chez
I’abricotier convergent sur 'identification d’'un QRL majeur PP Vres d’environ 196
kb, situé en haut du chromosome 1 (Hurtado et al., 2002; Vilanova et al., 2003;
Lambert et al., 2007; Marandel et al., 2009; Dondini et al., 2011). Ce QRL bien que
majeur ne semble pas étre suffisant afin de conférer la résistance (Decroocq et al.,
2014) et les recherches actuelles se consacrent a l'identification des régions génomiques
complémentaires. Les études de cartographie de QRLs ont été par la suite
complémentées par une GWAS (Mariette et al., 2016) et une étude transcriptomique
(Rubio et al., 2015) qui ont permis d’identifier une sélection de genes candidats,
certains sous-jacents au QRL PPVres. Tres récemment, des travaux engageant des
approches d’analyse d’expression (qQRT-PCR), de transcriptomique et de génomique
comparative entre cultivars résistants et sensibles ont mis en avant un mécanisme de
silencing de deux genes ParPMC1 et ParPMC2 comme conférant la résistance
(Zuriaga et al., 2018). Ces deux genes, dont la protéine prédite correspond a une
MATHA (‘meprin and TRAF-C homology domain’) font d’ailleurs partie des candidats
des études de Mariette et al, et Rubio et al. Les mécanismes cellulaires impliqués dans

la résistance restent encore a élucider.

L’enroulement chlorotique de I’abricotier (ECA)

L’ECA est une maladie de quarantaine a phytoplasme, trés commune en Europe,
pouvant causer l’obstruction des vaisseaux conducteurs et la mort des arbres
contaminés (Morvan, 1977). Cette maladie est principalement transmise par un insecte
vecteur, la cicadelle Cacopsylla pruni mais peut étre également transmise par greffage.
Cette maladie est trés préoccupante puisqu’elle meéne a pres de 60 a 70% des
phénomenes de mortalité en verger. Des travaux d’évaluation de la sensibilité au sein
d’un panel variétal ont pu mettre en évidence des cultivars tolérants a la maladie
(Audergon et al., 1989).

La moniliose

La moniliose causée par Monilia (M.) laza, M. fructicola et M. fructigena correspond
au principal facteur de perte de production de ’espece au niveau mondial (Lichou and
Jay, 2012). Cette maladie cryptogamique affecte a la fois les fleurs, les tiges et les
fruits en cours de végétation mais également lors du stockage des fruits apres récolte.
Le développement de la croissance mycélienne et ainsi de la maladie est fortement
corrélé a ’humidité relative lors de la période critique de floraison. Plusieurs sources
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de résistance a M. laxa ont été identifiées et la résistance associée semble étre
quantitative (Conte et al., 2004).

Autres maladies cryptogamiques

L’oidium causé par Sphaerotheca pannosa, la rouille, par Tranzschelia discolor et la
tavelure par Venturia carpophila sont d’autres maladies cryptogamiques d’ordre
secondaire pour lesquelles des études de caractérisation de la sensibilité ont été
effectuées sans qu’aucune hypothese n’ait été formulée sur ’architecture génétique
sous-jacente.

La maladie des taches bactériennes

Les criblures bactériennes causées par Xanthomonas arboricola impliquent des
défoliations et des dommages sur les fruits. Au-dela de D’état sanitaire, 'impact
économique de cette maladie de quarantaine tient a 1’état des fruits malades, devenant
non commercialisables. Une premiére étude de cartographie a initié les activités de
recherche de caractérisation de la résistance a la bactérie. Un QRL majeur controlant
'incidence de la maladie (PVE=53%) a été identifié sur le chromosome 5 de la carte
génétique ‘Harostar’ x ‘Rouge de Mauves’ (Socquet-Juglard et al., 2013b).

Le dépérissement bactérien

Enfin, le dépérissement bactérien causé par Psy est une maladie majeure affectant
I’état sanitaire des vergers, qui peut conduire a des phénomenes de mortalité des
charpentieres. Plusieurs sources de résistances ont été identifiées et I'identification des
marqueurs sous-jacents fait l'objet de programmes de recherches en cours de

réalisation.

3.2. Complexe d’especes Pseudomonas syringae

3.2.1. Biologie, diversité et écologie

Le dépérissement bactérien est une maladie causée par Pseudomonas
syringae (Psy). 1l s’agit d’'un complexe d’especes bactériennes, hémibiotrophes,
appartenant a la classe des y-Proteobactéries, aérobie stricte, a Gram négatif, en forme
de batonnet et mobile grace a 'existence d’un a trois flagelles polaires (Young, 2010).
Il s’agit de I'espece bactérienne qui est a l'origine des pertes économiques agricoles les
plus importantes et sur laquelle porte actuellement le plus grand nombre de recherches

scientifiques dans le monde de la phytopathologie (Mansfield et al., 2012).

Actuellement, trois génomes ont été entierement séquencés : en premier lieu Pto
DC3000 (5 615 genes) (Buell et al., 2003), puis P. syringae pv. syringae (Pss) B728a
(5 217 genes) (Farrer et al., 2009) et P. syringae pv. phaseolicola 1448A (5 144 geénes)
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(Joardar et al., 2005). Ils se posent comme les génomes de référence du complexe
d’especes et ont fait 'objet de nombreuses études d’interactions moléculaires plante x
pathogene (O’Brien et al., 2011). A ces trois génomes de référence s’ajoutent pres de
300 ébauches de génomes assemblés accessibles sur des bases de données publiques
telles que NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov), JGI

(https://genome.jgi.doe.gov/portal/) et PPI (http://www.pseudomonas-

syringae.org). La grande majorité des génomes de Psy ont une taille de 5 a 6 Mb
(Baltrus et al., 2017).

Le complexe Psy réunit pres de soixante pathovars différents classifiés en fonction de
leur pouvoir pathogene et de leur gamme d’hote (Bull et al., 2010; Young, 2010). Ces
pathovars sont pathogenes sur plus de 400 especes végétales parmi lesquelles figurent
les Prunus, les Malus et d’autres especes ligneuses telles que le saule (Gaignard and
Luisetti, 1993; Kennelly et al., 2007). La notion de pathovar (Young et al., 1978) a
été introduite afin de classifier les bactéries phytopathogenes, dont la taxonomie est
encore mal définie, en fonction de leur gamme d’hote le plus souvent étroite et de
comportements pathogenes semblables. Cependant, cette nomenclature est a nuancer
car dans le cas de certaines especes bactériennes, comme Psy plus particulierement le
pathovar syringae qui présente un large spectre d’hotes, il n’existe pas de spécialisation
entre souche bactérienne et espece végétale hote (Gaignard and Luisetti, 1993; Monteil
et al., 2013; Bartoli et al., 2015b,a). Une importante variabilité génétique, biochimique
et physiologique a été mise en évidence au sein de populations d'un méme pathovar,
prélevées au niveau de zones agricoles présentant des contextes pédo-climatiques et
des productions végétales différentes (Roos and Hattingh, 1987). Aussi, et de fagon
plus surprenante, une importante variabilité phénotypique a également été mise en
évidence entre des souches de la bactérie prélevées sur différents organes d’une méme

plante annuelle (Morris et al., 2000).

La classification a récemment évolué pour se baser sur des analyses génétiques
(hybridation ADN-ADN puis séquencgage de génes de ménage!?), plus pertinentes afin
de décrire les liens entre souches de Psy (Young, 2010). Une premiere classification
basée sur la phylogénie d’un gene de ménage rpoD a reconnu une structuration en 7
phylogroupes!! (PGs) (Parkinson et al., 2010) auxquels ont été intégrés des especes
telles que P. viridiflava, P. avellanae et P. savastanoi dont la proximité génétique avec
le complexe Psy avait déja été démontrée (Gardan et al. 1999; Anzai et al. 2000; Mulet
et al. 2010).

10 Genes conservés au sein d’une diversité (intra ou inter-spécifique) assurant des fonctions primordiales
pour la survie de 'organisme.

1 Groupe d’organismes apparentés du point de vue phylogénétique. Chez le complexe d’espéces Psy,
les phylogroupes ont été délimités sur la base d’une distance génétique de moins de 5% au niveau des
genes de ménages.
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Figure 17 : Classification du complexe d’espéces Psy.
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A ce jour, une classification plus récente du complexe d’especes Psy se base sur une
division en 23 clades réparties au niveau de 13 PGs (Figure 17A) dans lequels
s’inscrivent les 7 PGs précédemment caractérisés (Berge et al., 2014). Cette
classification résulte d’analyses phylogénétiques effectuées sur 4 génes de ménage (cts,
gpaA, gyrB er rpoD)'? au sein d’une core-collection de 763 souches représentative de
la diversité phénotypique et génétique du complexe d’espeéces. Sur la base de cette
classification, des outils moléculaires (amorces PCR) ont par la suite été développés
afin d’identifier des souches de Psy et situer I’appartenance au PG, a moindre cofit
(Guilbaud et al., 2016; Borschinger et al., 2016).

Le lien entre pouvoir pathogene et appartenance a un phylogroupe n’est pas encore
élucidé (Figure 17B). Néanmoins, les PG 1,2,3, 7 et 8 regroupent une majorité de
souches pathogenes et représentent ainsi un intérét tout particulier dans les études
d’épidémiologie de Psy (Berge et al., 2014; Parisi et al., 2016). Le PG 1 comprend de
nombreuses souches isolées sur des plantes malades, parmi lesquelles P.s. pv. tomato
(Pto) P. avellanae et P.s. pv. actinidiae (Psa), agents responsables de la mouchure
bactérienne sur tomate, du chancre bactérien sur noisetier et kiwi, respectivement. Le
PG 2 est le groupe le plus ubiquiste, comportant 5 clades, toutes rassemblant aussi
bien des souches isolées au niveau de compartiments environnementaux (bassin
d’irrigation, pluie, couvert végétal) qu’agricoles (plantes asymptomatiques et
symptomatiques).On y trouve des Pss présentant une gamme d’hote tres large. Le
PG 3 regroupe notamment des souches pathogenes des espéces ligneuses: P.s. pv.
morsprunorum (Psm), P. savastanoi pv. savastanoi, P.s. pvs. aesculi et mori, agents
responsables des chancres bactériens des Prunus, de l’olivier, du marronnier et du
mirier, respectivement. Enfin, les PGs 7 et 8 présentent une forte proximité génétique
et rassemblent la plupart des souches de P. wviridiflava, pathogenes sur une large
gamme d’hote.

Psy est une bactérie aérobie présentant une grande diversité de niches
écologiques (Figure 18). Des travaux ont pu mettre en évidence la présence de
souches bactériennes dans la neige et la pluie suggérant un lien étroit entre la bactérie
et le cycle de 'eau (Morris et al., 2008). Ceci pourrait alors expliquer la capacité de
Psy a se propager sur de longues distances. Aussi, des souches bactériennes pathogenes
ont été isolées au niveau de biofilms de rivieres a 1'extérieur des zones de production
agricole suggérant alors une forte proximité entre les populations non-agricoles et
agricoles de la bactérie (Morris et al., 2007, 2013). Ainsi, les bassins versants alpins
ont été mis en évidence comme moyens de dissémination de la bactérie vers les zones
de culture en aval, dont la Vallée du Rhone fait partie (Monteil et al., 2012). C’est

12¢ts: citrate synthase, gapA: glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase A, rpoD: RNA polymerase
sigma70 factor, gyrB : gyrase B
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pourquoi une bonne compréhension des modalités de colonisation, de développement
et de survie de la bactérie sur les populations végétales semble étre une condition
nécessaire afin de maitriser le risque de déclenchement de la maladie.

. Y

P (5) Headwaters >
P . 7 Meadows and forests

Non-crop zone Crop
Figure 18 : Représentation schématique de I’écologie de Psy a 1’échelle du paysage.
Les précipitations (pluie et neige) déposent Psy sur le sol (1). Dans les environnements alpins et
subalpins, la bactérie survit au niveau du manteau neigeux (2) et dans les litieres et le couvert végétal
(3). Au cours de la fonte des neiges ou des pluies, une fraction des populations bactériennes migre vers
les parties souterraines (4) et 'écoulement des eaux en surface qui alimente les cours d’eau alpin (5).
Psy est ensuite transportée au niveau des colonnes d’eau et peut rejoindre les biofilms épilithiques
(=attachés a un substrat non organique) (6). Les populations épiphytes de Psy sur des plantes sauvages
peuvent également suivre cette voie apres ruissellement lié a la pluie et a la rosée.
Dans les écosystemes agricoles, des procédés similaires sont impliqués. En plus du déploiement
provenant de plants, la bactérie peut migrer vers les plantes cultivées grace aux précipitations (1) et
leau d’irrigation des rivieres (7). Les populations épiphytes sont ensuite transportées par masses d’air
vers la troposphere (8). Des écoulements d’eau s’écoulent en profondeur et se nichent au niveau des
nappes souterraines (9).
(Morris et al., 2013)

Trois propriétés caractéristiques du complexe d’especes Psy sont retrouvées
partiellement selon l’appartenance au PG. Les différentes souches présentent en
partie :

(1) un pouvoir pathogéne : elles sont susceptibles d’infecter le végétal et de
déclencher une maladie grace a leurs composantes de virulence et d’agressivité
pouvant perturber la croissance et/ou la reproduction de la plante (Jones and
Dangl, 2006).

(2) un pouvoir glagogéne : elles sont capables de surélever le point de
solidification de I’eau pure de -40°C a une température allant de -2 & -4°C grace
a leur propriété de noyau glacogéne codé par le géne ina (ice nucleation
activity) (Maki et al., 1974; Lindow, 1982). La protéine associée INP (ice
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nucleation protein), ancrée au niveau de la membrane bactérienne permet
I'interaction avec les molécules d’eau entourant la bactérie et leur orientation
selon un maillage qui minimise la tension de surface, accélérant ainsi la prise
en glace (Kajava and Lindow, 1993).

(3) un mode de vie épiphyte : elles sont capables de survivre et de se multiplier
a la surface des tissus végétaux (Hirano and Upper, 1990). Ces populations
épiphytes sont souvent des prédicteurs de futures populations endophytes, a
pouvoir pathogene latent, lors de transitions environnementales favorables
(Rouse et al., 1985; Hirano and Upper, 1990)

3.2.2. Composantes génétiques du pouvoir pathogene

Trois facteurs de virulence principaux sont a considérer dans le cas de Psy. Ces

composantes du pouvoir pathogene ne semblent pas indépendantes de I’appartenance
au PG (Figure 17B) (Berge et al., 2014). Néanmoins, une variabilité est a noter entre
souches d’'un méme PG, apportant une certaine complexité dans I’étude du lien entre
évolution et acquisition de la virulence au sein du complexe Psy.
Le pouvoir glacogéne mis en association avec des températures de prise en glace
des tissus a été mis en évidence comme étant le principal facteur d’infection chez
plusieurs arbres fruitiers (pécher, abricotier et poirier) en hiver (Weaver, 1978;
Klement et al., 1984; Montesinos and Vilardell, 1991). En présence de populations
glacogenes, le point de cristallisation de 'eau est augmenté permettant la prise en
glace des tissus parenchymateux et corticaux a des températures supérieures d’environ
2-3°C aux valeurs habituelles figurant autour de -7°C  (Prunier et al., 2005;
Lamichhane et al., 2014). Les parois cellulaires végétales sont alors fragilisées et les
épisodes de gel provoquent la lyse des cellules, offrant alors a la fois une porte d’entrée
et une propagation de la bactérie au niveau des espaces intercellulaires et des vaisseaux
conducteurs ainsi que des sucres favorables a sa multiplication (Klement et al., 1984).
Au-dela de l'intensité du froid, la fréquence et le nombre de chocs thermiques successifs
serait vraisemblablement en relation avec le nombre et 'importance de I'infection des
bourgeons chez I'abricotier (Prunier and Bordjiba, 1991). Le pouvoir glagogene a été
mis en évidence en tant que facteur de virulence chez Pss (PG 2) sur pécher et
abricotier (Weaver, 1978; Klement et al., 1984). Il semble que cela soit également le
cas chez P. viridiflava (PG 7) (Paulin and Luisetti, 1978). En revanche, Psm (PG 3)
ne semble pas présenter de pouvoir glagogene (Hirano and Upper, 1990; Scortichini et
al., 1995).

Le pouvoir pathogene de Psy passe également par la production de protéines
effectrices intra ou extracellulaires issues du systéme de sécrétion de type III
(T3SS) (Jin et al., 2003). Ce systéme de sécrétion, similaire a une base annulaire

56



flanquée d’une aiguille, permet I'entrée des protéines effectrices de la bactérie dirigées
contre le systeme de défense de la plante, directement dans les cellules de la plante
hote (Biittner and He, 2009). Ce T3SS est encodé par un complexe de genes
‘hypersensitive reaction and pathogenicity’ (hrp). Ces genes, initialement
identifiés chez P.s. pv. phaseolicola sont a l'origine du déclenchement de réactions
d’hypersensibilité chez les plantes non-hotes ou résistantes (mises en évidence sur des
feuilles de tabac) et du déclenchement de la maladie dans le cas d'une interaction
compatible (Lindgren et al., 1986). Considérant Psy, le complexe hrp est constitué de
27 ORFs (Open-reading frames) organisés en 6 opérons sur le chromosome bactérien.
On distingue 3 classes de geénes parmi les genes hrp : (a) une classe de genes qui codent
pour les constituants de base du T3SS, comprenant 8 génes hrc (‘hrp genes
conserved’) extrémement bien conservés entre bactéries disposant d’'un T3SS ; (b) des
genes (hrpL, hrpR, hrpS, hrpV) ayant des fonctions régulatrices de 'expression des
genes du T3SS ; et (c¢) des génes codant pour des protéines effectrices (dont HrpA
agissant au niveau extracellulaire) (Jin et al., 2003). De plus, les genes hrp sont
entourés de deux régions complémentaires constituées d’effecteurs putatifs :
‘conserved effector locus’ (CEL), conservés chez toutes les souches de Psy et
‘exchangeable effector locus’ (EEL), variables selon les groupes génétiques.
L’ensemble des 3 régions forme un ilot (‘pathogenicity island’) (Figure 19) dont la
richesse du répertoire d’effecteurs chez une souche expliquerait en partie sa fitness et
I'étendue de sa gamme d’hote (Alfano et al., 2000). 3 effecteurs avrE, hopM1 et
hopAA-1 rentrent dans le cadre des motifs conservés formant le CEL (Lindeberg et
al., 2012). La région du EEL au niveau de l'opéron hrp a fait 'objet de multiples
évenements de mutations, délétion, recombinaison, et d’insertion de transposons sous
pression des forces évolutives de co-adaptation aux récepteurs chez les différentes
plantes hotes (Xin et al., 2018).

Extensively reworked by mutation,
deletion, recombination and
transposon insertion

High nucleotide diversity, Diversifying selection and recombination hopA1 or hopA2 (EEL class | in PG 2)

Often truncated recombined in PG 1 and hrpA1inPGs 1, 4,6 and 10 hopX1 and sometimes avrB3 and hopZ3
and lacking start  occasional truncation hrpA2 in PGs 2 and 3 (EEL class lll and IV in PG 2)

codonin PG 3 in several PGs hrpA3 in PG 5 and recombined into PG 3 hopB1 or hopB2 (EEL class V and VI in PG 1)

N T
N s
whopAAI-1 hopM1’ « & hreN  hreV hopX1 fEEPLGC;G;SS L
tRNA=
S A hrpK
b & B ) 444 @ @&
hrpQ
CEL hrp—hrc T35S EEL

Figure 19 : Représentation schématique de ’organisation et de la variabilité génétique de
I’ilot de pathogénicité hrp chez Psy.

(Xin et al., 2018)

Abréviations: PG, phylogroupe; CEL, ‘conserved effector locus’; T3SS, systeme de sécrétion de type
IIT; EEL, ‘exchangeable effector locus’

57



Enfin, la production de phytotoxines et d’enzymes extracellulaires est également
un facteur de virulence contribuant au pouvoir pathogeéne de Psy (Kennelly et al.,
2007). Certaines phytotoxines, mises en évidence chez Pss, comme la syringomycine
ou syringopeptine agissent en tant que toxine porogene de la membrane plasmique
des cellules hotes provoquant un déséquilibre des flux ioniques et plus particulierement
une entrée excessive des cations K*, H, Ca’", fatale aux cellules (Hutchison et al.,
1995; Bender et al., 1999). D’autres correspondent a des antimétabolites comme la
coronatine, mise en évidence chez Psm. Cette molécule, interférant avec l'action du
méthyl-jasmonate (MeJA) provoque la ré-ouverture des stomates au pathogene, dont
la fermeture correspond a une des réactions initiales de défense physique de la plante
face a D'agression (Bender et al., 1999; Arrebola et al., 2011). Apres entrée de la
bactérie dans l'apoplaste, il a été montré que la coronatine joue également un role
dans Iinhibition des réactions de défense (dont celle propre au SA) et contribue aux
symptomes chlorotiques externes (Mittal and Davis, 1995; Brooks et al., 2004; Zheng
et al., 2012).

Récemment, des analyses de génomique comparative ont mis en évidence un opéron
lié a la voie métabolique ‘catechol oxygenase’, exclusif aux souches pathogenes des
ligneux (Green et al., 2010; Marcelletti et al., 2011; Bartoli et al., 2015b; Nowell et al.,
2016). Cet opéron permet a la bactérie de dégrader les composés phénoliques et
composés aromatiques dérivés de la lignine, barriere structurale des especes ligneuses,
lui permettant ainsi de coloniser le systeme vasculaire. Cet opéron a d’ailleurs été
identifié au niveau des génomes de Psy des PGs 1 et 3, rassemblant des souches
connues pour étre pathogenes d’especes pérennes (P.s. pvs. actinidiae, savastanoi,
aesculi, morsprunorum et theae) (Bartoli et al., 2015b).

3.2.3. Evolution et patho-adaptation

Comme évoqué précédemment, le lien entre cumul des facteurs de virulence et
gamme d’hote ne semble pas évident car les composantes spécifiques du pouvoir
pathogene tres diverses ne semblent pas expliquer individuellement une contribution
significative a I’étendue de la gamme d’héte.

Il a été longtemps suggéré que 1’étendue de la gamme d’hote de Psy résulte de la
variabilité qui a pu étre mise en évidence au niveau des effecteurs (Alfano et al., 2000;
Greenberg and Vinatzer, 2003; Xin et al., 2018). Psy se caractérise notamment par
I'importante variabilité et richesse des répertoires d’effecteurs T3SS entre souches et
la faible quantité d’effecteurs conservés (Baltrus et al., 2011; Lindeberg et al., 2012).
Un inventaire complet des effecteurs du complexe Psy semble difficile a dresser
compte-tenu de la grande diversité génétique existante. Néanmoins, les recherches
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actuelles font état d'un répertoire d’effecteurs du pan-génome!’ de Psy
comprenant 57 familles avec une moyenne de 15 a 30 effecteurs au sein des génomes
de souches individuelles (Lindeberg et al., 2012).

A Taide d’expérimentations de délétions d’effecteurs combinées de complémentations
successives, un ensemble de seulement 8 effecteurs (avrPtoB, hopM1, avrE, hopEl,
hopG1, hopAM1-1, hopAAI1-1, hopN1) s’est avéré suffisant pour restituer la totalité
de la virulence d’une souche mutante effector-less de Pto DC3000 sur des plants de
tabac (Cunnac et al., 2011). La délétion de nombreux effecteurs sans induire une perte
de virulence de Psy suggere une redondance fonctionnelle, indiquant la potentialité
que certains effecteurs ne soient utiles que face a certaines plantes hotes (Lindeberg et
al., 2006). Une des hypotheses soulevées afin de justifier le maintien et la
diversification de ces facteurs de virulence serait leur utilité face a 'adaptation a de
nouveaux environnements fluctuants et a de mnouvelles plantes hotes. Ainsi de
nombreuses souches environnementales, proches génétiquement de souches pathogenes
peuvent présenter des répertoires d’effecteurs T3SS ou d’autres facteurs de virulence
tels que I'opéron catéchol, tres similaires, comme cela a pu étre illustré avec Pto et
Psa (Monteil et al., 2013, 2016; Bartoli et al., 2015b). Ceci illustre la potentialité
d’émergence de nouveaux pathotypes suite a l'exposition de souches
environnementales a de nouvelles plantes hotes, en tres peu d’évenements évolutifs
(Monteil et al., 2013; Morris et al., 2013). Cette patho-adaptation peut étre méme
accélérée via des transferts horizontaux de genes ou plasmides (Diallo et al., 2012;
Nowell et al., 2016).

Pour d’autres souches telles que Pss (PG 2), caractérisée par un répertoire d’effecteurs
T3SS relativement pauvre pour une gamme d’hote tres large, la corrélation richesse
du répertoire T3SS - gamme d’héte semble étre a nuancer (Figure 17B) (Berge et al.,
2014). Pss se révele a I'inverse étre remarquable par sa richesse en clusters liés a la
production de toxines (syringomycine et syringopeptine) tout comme les souches
membres du PG 10, se démarquant également avec le plus petit répertoire d’effecteurs
du complexe (Hockett et al., 2014; Berge et al., 2014). La comparaison de souches a
évolution indépendante, infectant la méme plante hote a mis en évidence 1'existence
de multiples configurations des facteurs de virulence pouvant provoquer la méme
maladie (Wang et al., 2007a). Au-dela, de la virulence sur la méme plante hote, il est
vraisemblable que cette multiplicité de configuration des facteurs de virulence pourrait

également converger vers des gammes d’hotes similaires.

13 Gamme compléte de génes au sein d’une espéce donné.
Pan-genome = core-genome (génes conservés présents chez toutes les souches) + flexible-genome (geénes
propres a un nombre réduit de souches)
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Récemment, deux études complémentaires ont permis de mettre en regard des données
de caractérisation du pouvoir pathogene de souches sur cerisier (incluant des souches
témoins non pathogenes) (Hulin et al., 2018b) ainsi que les données génomiques
respectives de ces souches afin d’identifier des geénes dont la présence/absence est
significativement corrélée avec la virulence sur cerisier (Hulin et al., 2018a). Ainsi il a
été montré que le répertoire d’effecteurs de souches Psy pathogenes du cerisier était
également réduit et que le pouvoir pathogene semblerait davantage résulter de la
production de toxines (Hulin et al., 2018a). La spécialisation des pathovars de Psy sur
un certain nombre d’especes, notamment ligneuses, semble résulter d'un processus de
‘gain-loss’ ou ‘trade-off’ au niveau de leurs répertoires d’effecteurs en particulier du
EEL afin de maximiser la fitness en assurant leur croissance et transmission tout en
évitant leur détection par le systeme de défense de la plante, notamment via les
facteurs d’avirulence Avr (Arnold and Jackson, 2011; Nowell et al., 2016).

Une sélection négative sur les effecteurs avrPto, hopABI et hopC1 a été relevée chez
Pss, P.s. pv. avii et Psm races 1 et 2, pathogenes du cerisier alors que d’autres
effecteurs hopAR1, hopBB1, hopBF1 et hopHI1 ont été acquis via transfert horizontal
de genes, complémentant ainsi I’action des toxines et augmentant alors 1'agressivité
de ces souches (Hulin et al., 2018a). On notera que cette étude en plus des souches
pathogenes du cerisier, a inclus pres de 14 autres souches pathogenes d’autres Prunus
(parmi Psm, Pss, P.s. pvs. cerasicola, persica, et amygdali). De maniere tres
intéressante, excepté pour deux d’entre elles, hopAB1 était également exclu au niveau
de leur génome. Des expérimentations de suivi de développement bactérien sur des
feuilles inoculées avec des transconjugants Psm exprimant individuellement hopC1 et
hopAB1 ont indiqué une charge bactérienne significativement inférieure a celle
présentée par le témoin (‘empty vector’). Des réactions d’hypersensibilité induits par
ces deux transconjugants ont également confirmé la fonction d’avirulence de hopC1 et
hopAB1 au niveau de la plante.

La faculté généraliste que présentent les souches du PG 2 et PG 10 et leur nombre
réduit d’effecteurs T3SS pourraient donc résulter d’une importance réduction au
niveau du génome, des facteurs d’avirulence induisant I'ETT chez de nombreux hotes.
Une hypothese complémentaire pourrait également consister en la préservation de la
fonctionnalité de leur répertoire d’effecteurs, méme minime, de par la faible occurrence
des séquences d’insertions observée au niveau de leur génome. En effet, une étude
portant sur dix souches des PGs 1, 2 et 3 (dont 2 du PG 2) semble indiquer une
corrélation négative et significative liant le nombre de séquences d’insertion a I’étendue
de la gamme d’hote (Morris et al., communication personnelle). La modification de la
virulence sur feuilles de kiwi, résultant de désactivations de genes (hrpS, hrpR) via des
phénomenes d’insertion de séquences a déja été observée au niveau de souches de Psa
(Firrao et al., 2018). Si cette hypothese s’avere vérifiée, il serait intéressant d’apporter
des éléments de compréhension sur la nature du (des) mécanisme(s) moléculaire(s)
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permettant a de telles souches de se préserver de ’apparition de séquences d’insertion

au niveau de leur génome.

3.2.4. Bilan : modeéle du mécanisme d’infection de Psy

Sur la base des connaissances portant sur les interactions moléculaires plante x
pathogene (explicitées en partie 1.2) et sur les facteurs de virulence précédemment
abordés, un modele général de transition de la phase épiphyte a la phase endophyte
de Psy a été développé dans une revue tres récente de Xin et al. 2018. La plupart des
mécanismes abordés ont été mis en évidence lors d’études d’interaction entre Pto
DC3000 et A. thaliana ou la tomate.

La figure 20A représente le mécanisme de l'entrée de Psy au niveau des chambres
sous-stomatiques des feuilles via les barriéres naturelles (stomates) ou les blessures.
Une reconnaissance de la flagelline (MAMP) par le récepteur FLS2 (PRR) va initier
une réaction en cascade de type PTI menant a I’activation de la voie de signalisation
lice au SA et la fermeture des stomates, en cas de résistance non-héte de la plante
(Melotto et al., 2006). Afin de contourner la PTI, la coronatine qui est une toxine
mimique du Me-JA va cibler le récepteur COIl ou réprimer le récepteur JAZ afin
d’activer la voie de signalisation antagoniste du JA (Katsir et al., 2008). La répression
de JAZ, également assurée par les protéines effectrices AvrB, HopBB1, HopX1 et
HopZ1, va permettre de lever l'inhibition de l'expression d’un certain nombre de
composantes intermédiaires : les facteurs de transcription MYC2, MYC3, MYC4,
ANAC19, ANAC55 et ANACT2 (Zheng et al., 2012; Jiang et al., 2013; Gimenez-Ibanez
et al., 2014; Yang et al., 2017).

L’expression des facteurs de transcription ANAC induit un controle négatif sur
lactivité de ICS1 (‘isochorismate synthase 1 chloroplastic protein’) et positif sur
BSMT1 (‘salicylate/benzoate carboxyl methyltransferase 1), tous deux impliqués
dans la biosynthese et le métabolisme du SA, respectivement. Cela a alors pour effet
d’abaisser la concentration de SA au niveau de la chambre sous-stomatique, et
d’inhiber la fermeture des stomates (Zheng et al., 2012). L’effecteur AvrB agit
également sur 'ouverture des stomates en activant la voie de signalisation du JA via
la dégradation du récepteur JAZ, et en modulant la phosphorylation des protéines
RIN4 (RPMl-interacting protein) et I'activité des ATPases membranaires (Lee et al.,
2015; Zhou et al., 2015).

Enfin, les effecteurs HopF2 et HopM1 répriment la production de ROS et la fermeture
des stomates (Hurley et al., 2014; Lozano-Duran et al., 2014).

Suite a 'entrée dans les feuilles, Psy se retrouve au niveau de I'apoplaste des cellules
mésophylles!* (Figure 20B). Des réactions associées a V'ETI et la PTI en réponse a la

14 Cellules photosynthétiques localisées entre les épidermes supérieur et inférieur d’une feuille.

61



reconnaissance de la flagelline et des effecteurs T3SS permettent l'inhibition de la

croissance bactérienne.
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Figure 20 : Représentation schématique des mécanismes d’infection de Psy a ’entrée de
la feuille via les stomates (A) et au niveau des cellules du mésophylle (B et C).

Les éclairs jaunes signifient 'existence d’interactions entre effecteurs et génes R mis en évidence.
Adapté de (Xin et al., 2018)

Abréviations: PRR, ‘pattern-recognition receptor’; SCF, ‘Skp-Cullin-F-box protein complex’; COI,
‘coronatine insensitive 1’; JAZ, ‘jasmonate ZIM domain’; ANAC, ‘NAM, ATAF and CUC (NAC)-
domaine containing’; TF, ‘transcription factor’; ICS1, ‘isochorismate synthase 1 chloroplastic’; BSMT1,
‘salicylate/benzoate carboxyl methyltransferase 1’; SA, acide salicylique; T3SS, systéme de sécrétion de
type III; T3Es, effecteurs du T3SS; MAPG65, ‘65kDa microtubule-associated protein’; CaM, calmoduline;
ABA, acide abscissique; Psb@Q, ‘chloroplast protein photosystem II subunit Q’; MIN7, ‘HopMI1-
interactor 7’; PP2A, ‘protein phosphatase 2A’.

Bien que les mécanismes sous-jacents soient encore incertains, il semble que la
production de phytoalexines, le contrdle négatif du T3SS et le renforcement des
membranes cellulaires ainsi que la baisse de concentration des nutriments disponibles
via 'activité des transporteurs de sucre SPT1 et SPT13 contribuent a la défense de la
plante (Jones et al., 2016; Yamada et al., 2016). Afin de contrer ces réactions de
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défense, la bactérie utilise a nouveau la diversité de ses effecteurs ainsi que la
coronatine afin d’interférer avec la balance hormonale de la plante et inhiber la voie
du SA. La coronatine exerce un controle positif sur la protéine phosphatase 2C (PP2C)
qui déphosphorylise et désactive deux MAPKs, MPK3 et MPK6, régulatrices de la
cascade de signalisation liée a la PTI (Mine et al., 2017). La syringomycine, une autre
toxine produite par certaines souches de la bactérie induit la formation de pores dans
la membrane et agit comme biosurfactant afin de faciliter le mouvement bactérien
(Hutchison et al., 1995).

Sur les 8 effecteurs T3SS conservés de Pto DC3000, 5 sont impliqués dans la
suppression des défenses de la plante. AvrPtoB inhibe a la fois la PTI et I'ETI en
ciblant différents PRRs tels que le LRR FLS2, CERK1 (‘chitin elicitor receptor kinase
1) et Bti9 (‘LysM receptor-like kinase’) et en provoquant la dégradation de MPK2
ainsi que l'inhibition des réactions d’hypersensibilité (Gohre et al., 2008; Gimenez-
Ibanez et al., 2009; Zeng et al., 2012). HopG1 et HopEl ciblent deux constituants du
cytosquelette : 'actine et les microtubules, en interagissant avec une kinésine et une
calmoduline associée a la protéine MAPG65 (‘microtubule-associated protein 65),
respectivement (Guo et al., 2016; Shimono et al., 2016). Les deux interactions meénent
a l'inhibition de différentes réactions de défenses dont le dépot de callose sur les
membranes cellulaires (Block et al., 2010). HopAM1 induit une hypersensibilité a
I’ABA au niveau de la plante et réprime également les dépots de callose (Goel et al.,
2008). HopN1 cible la protéine chloroplastique PsbQ (‘photosystem II subunit Q') et
supprime la production de ROS et le dépot de callose chez A. thaliana (Rodriguez-
Herva et al., 2012).

Les deux effecteurs HopM1 et AvrE ont également la capacité de supprimer les ROS
et le dépot de callose (Hauck et al., 2003) mais il semble que leur principal role dans
la virulence soit I’établissement d'un environnement aqueux au niveau de I'apoplaste
par accumulation d’eau au niveau des espaces du parenchyme (‘water soaking’)
(Figure 20C) (Xin et al., 2016). HopM1 cible un facteur MIN7 impliqué dans le trafic
de vésicules et localisé dans la face trans'® de 'appareil de Golgi. AvrE interagit avec
une protéine phosphatase PP2A. Le phénomene de ‘water-soaking’ favorise le
développement de Psy de par la dilution des composés antimicrobiens et ’acces facilité
aux nutriments (Xin et

al., 2018).

Pres de 23 geénes R (Tableau 1) ont ainsi pu étre mis en évidence et clonés dans le
cadre d’études d’interactions entre diverses souches de Psy, essentiellement Pto
DC3000 et diverses especes modeles, essentiellement A. thaliana et tomate (Kourelis
and van der Hoorn, 2018). Ces génes R peuvent agir a différents étapes de I'infection
selon les mécanismes qu’ils engendrent (Figures 20A et 20B).

15 Face de sortie des vésicules sécrétées.
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Tableau 1 : Liste des 23 génes de résistance R a Psy clonés.

Certains génes R peuvent interagir avec des effecteurs/co-récepteurs différents, et peuvent étre
impliqués dans la résistance face a plusieurs souches de Psy chez plusieurs plantes hotes. - : donnée
inconnue. D’apres (Kourelis et van der Hoorn, 2018)

Co-

Récepteur Effecteur Souche ) Hote Référence
récepteur
AtRLP30 - pv. phaseolicola = Arabidopsis (Wang et al., 2008)
Bti9 - - - Tomate (Zeng et al., 2012)
COI1 Coronatine - - Arabidopsis (Zhang et al., 2015)
Hth - - - Tabac (Carmona et al., 1993)
LecRK-IX.2 - pv. tomato DC3000 - Arabidopsis (Luo et al., 2017)
Prf AvrPto pv. tomato JL1065 Pto Tabac (Peart et al., 2002)
Prf AvrPtoB pv. syringae B728a Pto Tomate (Lin et al., 2006)
Prf AvrPtoB pv. tomato JL1065 Pto Tomate (Lin et al., 2006)
Prf AvrPtoB pv. tomato PT23 Pto Tomate (Lin et al., 2006)
Prf AvrPtoB pv. tomato T1 Pto Tomate (Lin et al., 2006)
Prf HopPmaL/HopAB pv. maculicola Pto Tomate (Lin et al., 2006)
. (Rosebrock et al.,
Prf HopAB3/AvrPtoB pv. syringae B728a Fen Tomate 2007)
Prf AvrPtoB pv. tomato DC3000 Fen Tomate (Ntoukakis et al., 2009)
Prf AvrPto pv. tomato JL1065 Pto Tomate (Salmeron et al., 1994)
Prf AviPto pv. tomato JL1065 LeSd; t:gLesc Tomate (Chang et al., 2002)
Prf HopAB2/AvrPtoB pv. tomato DC3000 Pto Tomate (Kim et al., 2002)
Prf HopAB3/AvrPtoB pv. syringae B728a Fen Tomate (Chien et al., 2013)
pv. aptata str. DSM . . (Nishimura et al.,
RBA1 HopBA1 - Arabidopsis
50252 2017)
Roql HopQ1-1 pv. tomato DC3000 = Tabac (Schultink et al., 2017)
Roql XopQ pv. phaseolicola 1448A - Tabac (Schultink et al., 2017)
Rpgl-b AvrB pv. glycinea race 0 GmRIN4 Soja (Kessens et al., 2014)
Rpglr AvrRpm1 pv. maculicola M6 GmRIN4 Soja (Ashfield et al., 2014)
Rpm1 AvrPpiAl pv. pisi RIN4 Arabidopsis (Dangl, 1992)
Rpm1 AvrRpm1 pv. maculicola M6 RIN4 Arabidopsis (Mackey et al., 2002)
Rpm1 AvrB pv. glycinea race 0 RIN4 Arabidopsis (Mackey et al., 2002)
RPS2 AvrRpml pv. maculicola M6 RIN4 Arabidopsis (Kim et al., 2009a)
RPS2 AvrRpt2 pv. tomato JL1065 RIN4 Arabidopsis (Axtell ar;;lo?;;askawicz,
RPS5 AvrRpt2 pv. tomato JL1065 PBS1RCS2 Arabidopsis (Kim et al., 2016)
RPS5 AviPphB/HopAR1 pv. phaseolicola race3 PBS1 Arabidopsis (Swiderskd and Innes,
/AviPph3 2001)
RPS6 HOpAl/}:;IEA/hOpP pv. syringae strain 61 - Arabidopsis (Kim et al., 2009b)
RRS1-S AvrRps4/AvrPpiE pv. pisi et pv. tomato RPS4 Arabidopsis (Narusaka et al., 2009)
RTP1 - - - Arabidopsis (Pan et al., 2016)
SlLyk13 AvrPtoB pv. tomato DC3000 - Tomate (Zeng et al., 2012)
(RSLNI§521) - pv. tomato DC3000 - Arabidopsis (Zhang et al., 20100)
SUMM?2 HopAIl pv. tomato DC3000 CRCK3 Arabidopsis (Zhang et al., 2017)
Taol AvrB pv. glycinea race 0 - Arabidopsis (Eitas et al., 2008)
TN13 = pv. tomato DC3000 MOS6 Arabidopsis (Roth et al., 2017)
TN2 - pv. tomatoDC3000 exo70bl Arabidopsis (Zhao et al., 2015)
ZAR1 HopZla/HopPsyH pv. syringae A2 ZED1 Arabidopsis (Lewis et al., 2013)
ZAR1 HopF2a pv. aceris M302273PT ZRK3 Arabidopsis (Seto et al., 2017)
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3.3. Dépérissement bactérien de ’abricotier

3.3.1. Symptomes

Le dépérissement bactérien, également appelé bactériose ou chancre bactérien,
est une maladie touchant I’ensemble des organes aériens de ’arbre ainsi que 1'appareil
racinaire, dans une moindre mesure. La maladie se manifeste selon deux types de

symptomes.

Certains se déclarent de fagcon localisée au niveau des tissus parenchymateux alors
que d’autres atteignent la vascularisation de 1’arbre (Lamichhane et al., 2014).
Dans le premier cas, les symptomes remarquables correspondent a des lésions et
criblures sur feuilles (Figure 21B) et sur fruits apparaissant en fin de printemps
et début d’été (Prunier and Cotta, 1987), & un desséchement des fleurs et
bourgeons (Hattingh et al., 1989) ainsi qu'a des nécroses apicales (Golzar and
Cother, 2008). Ces infections locales conduisent rarement a la mort de la plante mais
portent davantage atteinte aux fleurs ainsi qu’a Dactivité photosynthétique
(Lamichhane et al., 2014). Dans le second cas, lorsque les symptomes affectent le
systeme vasculaire, ils sont d’ordre systémique. Cela traduit 'entrée et le
déplacement de la bactérie a travers les vaisseaux conducteurs, la maladie peut alors
devenir dévastatrice et conduire a la mort de ’arbre. Les symptomes caractéristiques
correspondent a la formation de chancre sur les rameaux et charpentieres
(Figure 21A) associée a une exsudation de gomme (Figure 21C) (Kennelly et al.,
2007). Plus précisément, des nécroses et taches d’aspect huileux apparaissent en hiver
suivies de la formation au printemps d’'un méplat correspondant a une zone
d’aplatissement caractéristique du chancre. A l'intérieur du bois, les vaisseaux sont
dégradés et brunissent en longueur a partir de la zone infectée. Lorsqu’un rameau est
touché, sa survie dépend de sa capacité a ceinturer le chancre par la formation d'un
bourrelet cicatriciel. Si la cicatrisation est complete, la vascularisation est
maintenue (Erikson, 1945). Dans le cas contraire, un flétrissement puis un
dessechement complet du rameau (Figure 21D) fera suite a I'infection. Dans le cas des
charpentieres, l'infection mene le plus souvent a la mort de l'arbre lors de la
réactivation des tissus, le printemps qui suit (Scortichini, 2002). Ainsi, au-dela de la
perte de production fruitiere que le dépérissement bactérien est susceptible
d’engendrer, le probléme majeur induit par cette maladie correspond a la perte de
vergers associée au dépérissement des arbres. Cela concerne tout particulierement les
jeunes vergers, encore non productifs ou en début de production, agés de un a cinq

ans.
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Figure 21 : Photographies de symptémes de dépérissement bactérien sur abricotier.

Phénomene de mortalité de charpentiere (A), exsudation de gomme sur rameaux (B), flétrissement de
l'arbre (C) et criblures sur feuilles (D).

Crédits photographiques: Jean-Marc Audergon & Mariem Omrani
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3.3.2. Epidémiologie

Les études sur le dépérissement bactérien ont été initiées par Brzezinski en
Pologne au début du XX¢ siecle. Ce dernier a établi le lien entre les symptomes de
gommose, le dépérissement de nombreux Prunus et une origine bactérienne de la
maladie (Brzezinski, 1902). La maladie sévit sur de nombreux Prunus partout dans le
monde: en Californie (Wilson, 1953) et en Nouvelle Zélande des 1954 (Young, 1987).
En France, elle est citée comme premiere cause de mortalité en Rhone-Alpes par
Chabrolin des 1922 (Lichou and Jay, 2012). Toutefois, les premiers dégats majeurs et
caractéristiques de la maladie sur abricotier ont été observés en France entre 1967 et
1973 au niveau de vergers de la vallée du Rhone (Prunier and Cotta, 1987).

Trois groupes génétiques différents dans le complexe d’especes de Psy ont été identifiés
historiquement comme étant responsables de la maladie sur les Prunus. Il s’agit de
Pss (PG 2 clade b), Psmraces 1 et 2 (PG 1) (Vicente et al., 2004; Kennelly et al.,
2007) et P. viridiflava (PG 7) (Prunier and Cotta, 1987). Néanmoins, du fait de sa
large gamme d’hote, il n’est pas exclu que d’autres groupes génétiques de Psy puissent
également contribuer aux symptomes. Parmi les 13 PGs et 23 clades récemment
caractérisés, les souches observées au niveau des vergers d’abricotiers appartiennent
fréquemment & 4 PGs (PGs 1 clade a, 2 clade b, 3 et 7) avec une prévalence des
souches pathogenes parmi le PG 2 (Parisi et al., 2016). Le role des couvre-sols ainsi
que des débris de culture en tant que réservoirs des PGs 2 et 7 est également a

considérer comme source d’inoculum primaire.

Psy est une bactérie présente a la fois dans les tissus dans ’apoplasme, en tant
qu’endophyte mais également sur les parties aériennes en tant qu’épiphyte
(Hattingh et al., 1989). Le cycle épidémiologique de Psy chez les arbres fruitiers est
présenté au niveau de la figure 22. Des travaux conduits sur cerisier, abricotier, pécher
et amandier ont ainsi mis en évidence la présence des souches Pss et Psm a la surface
de feuilles saines, de fruits ainsi que sur des brindilles et des adventices en verger
(Crosse, 1959; English and Davis, 1960; Bordjiba and Prunier, 1991). Il semblerait
alors que ces populations épiphytes observées dans la plupart des cas a la surface de
plantes asymptomatiques puissent représenter la source d’inoculum primaire
capable d’infecter les tiges et les branches (Crosse, 1959; Roos and Hattingh, 1986).
Deux périodes de I’année sont propices au développement de la bactérie sur les feuilles:
pendant la phase de croissance printaniere lors de la sortie des feuilles ainsi qu’a
lautomne (Cameron, 1970; Hattingh et al., 1989; Bordjiba and Prunier, 1991). Les
chambres sous-stomatiques semblent également représenter un habitat propice a
la bactérie durant les périodes de forte chaleur. Elles s’y multiplieraient avant de sortir
en masse a nouveau a la surface des feuilles (Hattingh et al., 1989). Ces échanges
dynamiques entre population « interne » et « externe » des feuilles sont a l'origine
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d’une forte variation de la population épiphyte (Hattingh et al., 1989). La bactérie
subsiste ensuite au cours de I'hiver en s’installant au niveau des bourgeons dormants
et des chancres (Sundin et al., 1988).

Dépérissement des bourgeons Apparition de points de gomme

Migration vers les chambres sous-
stomatiques avec les fortes chaleurs:
chute de I'importance des populations
épiphytes

P. Syringae épiphytes sur
bourgeonset fevilles
asymptomatiquas

Apparition de
taches foliaires
lors de conditions

La réinoculation destissus favorables
sa fait viales P. syringae humides
présentsdansleschancres
et les bourgeonsdormarnts

Sortie des

chambres sous-

stomatiques: re-

colonisation des
feuilles

P. syringae presents
dans lesbourgeons
dormantsetchancres

Entrée des bactéries
via plaies de taille ou
bourgeons (abricotier)
ou plaies pétiolaires
(pécher)

Automne

I'alternance gels-dégels favorise
I'entrée de la bactérie dans les tissus
de 'arbre : début de la phase
endophye

Figure 22 : Cycle épidémiologique du dépérissement bactérien des arbres fruitiers causé
par Psy.

Le rdle des couvre-sols en tant que réservoir d’inoculum primaire ainsi que les potentiels échanges entre
populations sur la plante et celles du couvert végétal sont également représentés (fleches rouges).
Tllustration adaptée de la thése de B. Borschinger (2016).

Ainsi, les stades phénologiques et physiologiques de l’arbre sont particulierement
importants dans la dynamique de la population bactérienne et donc dans I'expression
de la maladie. Les bactéries ont pour caractéristique d’emprunter le plus souvent un
mode de pénétration opportuniste au niveau de la plante hote. Ainsi elles utilisent le
plus souvent des voies d’entrée naturelles telles que les lenticelles et les stomates ainsi
que des lésions résultant de facteurs biotiques (opérations de taille, insectes) et
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abiotiques (gel) (Crosse and Garrett, 1966). Les lésions sont d’ailleurs la voie la plus
empruntée, elles permettent un acces direct a l’appareil vasculaire. Les voies
naturelles, en revanche semblent ne pas étre exploitées par toutes les sous-especes de
Psy (Lamichhane et al., 2014). Bien que les plaies pétiolaires aient été mises en
évidence comme étant une voie d’entrée commune au pécher, cerisier et prunier (Cao
et al., 2013), il semble que cela ne s’applique pas a l’abricotier pour lequel la porte
d’entrée naturelle privilégiée correspondrait aux bourgeons (Crosse, 1953;
Bordjiba and Prunier, 1991).

3.3.3. Impact économique

Depuis les années 1970, la sévérité du chancre bactérien prend de plus en plus
d’ampleur et limite le développement de la culture en France et plus généralement
dans le monde. Ceci s’explique en partie par l'utilisation de nouvelles variétés,
permettant une extension de cette culture rémunératrice au-dela des zones de
production traditionnelles mais qui sont néanmoins plus sensibles, ainsi que par
I’apport de nouvelles méthodes culturales (Prunier and Cotta, 1987; Scortichini, 2010).

En France, il s’agit de la premieére cause de mortalité des arbres en verger en zone
septentrionale de la Vallée du Rhoéne, caractérisée par des hivers humides et froids,
impliquant des pertes économiques importantes. Ces dernieres années ont d’ailleurs
été marquées par des attaques récurrentes: 2004, 2006, 2009, et plus particulierement
2010, 2013 et 2015 au niveau des départements de la Drome et de 1’Ardeche. Une
enquéte ‘bactériose’ visant a recenser les vergers atteints par la maladie, a été menée
en 2010 par la Chambre d’Agriculture de la Drome et la FDSEA26 aupres de 126
arboriculteurs de la Drome, de ’Ardeche et de I'Isere. Les résultats sont révélateurs
de I’étendue et la gravité de la maladie dans la région: pres de 49% de la surface totale
(374 ha) de vergers d’abricotiers ont été touchés ; ceci ayant mené par la suite a
larrachage volontaire de pres de 6% de la surface totale des vergers (CA26,
communication personnelle). Du point de vue économique, sur la base de données
fournies par la Chambre d’ Agriculture de la Drome, les pertes engendrées par la
maladie en 2010 pouvaient atteindre 53 500€/ha pour un verger d’abricotiers
Bergeron en considérant les frais d’implantation et d’entretien du verger durant les
trois premieres années de non-production, la perte de production ainsi que le

réinvestissement (CA26, communication personnelle).
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3.3.4. Facteurs pédoclimatiques influencant le développement de
la maladie

Les caractéristiques pédoclimatiques des régions sensibilisantes au
dépérissement bactérien témoignent de conditions communes favorables au
développement de la maladie. Les températures négatives interviennent dans le
développement de la maladie soit en facilitant la pénétration bactérienne en lien avec
son activité glacogéne, soit en augmentant la sensibilité des tissus a la bactérie
(Gaignard and Luisetti, 1993). Aussi les différents chocs thermiques associés a des
cycles de gel et dégel favoriseraient la pénétration et 'infection bactériennes sur le
pécher et I'abricotier, en provoquant un afflux d’eau ou ‘water soaking’ au niveau
des espaces intercellulaires du parenchyme (Klement et al., 1974; Vigouroux, 1989,
1999).

D’autre part, des travaux antérieurs ont pu mettre en évidence le facteur aggravant
causé par les sols acides, peu profonds, de texture grossiére (Vigouroux and
Huguet, 1980). En effet, ces sols présentant une forte oxygénation, retiennent une
quantité importante d’eau en hiver induisant une hydratation excessive des arbres.
Cela les prédispose alors a la maladie a 'arrivée du froid hivernal (Vigouroux and
Bussi, 1994). A l'inverse, durant 1’été, ces sols induisent un stress hydrique chez les
arbres qui, associé¢ a une mauvaise alimentation calcique représente également un
facteur sensibilisant a la maladie. Une corrélation positive a d’ailleurs été mise en
évidence entre le taux de calcium du sol et la résistance des péchers (Vigouroux and
Bussi, 1989). Il semble effectivement que les ions calcium Ca?" aient un important
pouvoir d’inhibition de la syringomycine (Backman and DeVay, 1971).

3.3.5. Lutte existante

Le contrdle de la maladie s’avere particulierement limité de par ’absence de
lutte chimique a la fois efficace, durable et respectueuse des considérations
environnementales.

L’usage d’antibiotiques sur les cultures est interdit en Europe, mais peut étre soumis
a certaines mesures dérogatoires a 1’occasion d’épisodes d’émergence, notamment de
maladies de quarantaine. Ce fut le cas en Allemagne et Autriche dans les années 2000,
avec l'autorisation de 'usage de la streptomycine pour lutter contre le feu bactérien
(E. amylovora) sur pommier et poirier. L’occurrence de plusieurs épisodes de
résistances en Asie et Océanie de souches de Psa suivant l'utilisation massive de
streptomycine sur les cultures de kiwi des les années 80, souleve les problemes
d’antibiorésistance (Nakajima et al., 1995; Han et al., 2003, 2004). Ces préoccupations
sont d’autant plus importantes dans le cas de genes de résistances plasmidiques du
fait de la facilité de transmission via la voie de la conjugaison bactérienne, ce risque
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de transfert de bactérie a bactérie étant avéré dans le cas de Psy (Gutiérrez-
Barranquero et al., 2017).

En Europe, la majorité des traitements chimiques se basent sur l’utilisation du
cuivre, autorisé en agriculture biologique. Le cuivre étant un produit de contact, sans
action systémique dans la plante, son utilisation s’est avérée davantage efficace afin
de cibler les populations épiphytes de Psy sur abricotier et cerisier (Olson and Jones,
1983; Wimalajeewa et al., 1991). Cela permet alors de limiter l'importance de
I'inoculum sur la plante. Une bonne compréhension de I’épidémiologie de la maladie
et de l'alternance des phases épiphyte/endophyte de la bactérie est alors primordiale
afin de cibler la fenétre optimale d’application. Toutefois, I'usage des traitements
cupriques n’est pas exempté de problématiques de phytotoxicité (Kennelly et al.,
2007), de contournements de résistance (Cazorla et al., 2002; Vanneste and Voyle,
2003) et de dépdts résiduels dans les fruits.

Ces limitations ont alors encouragé la recherche de méthodes de luttes alternatives
tournées vers la lutte biologique, l'utilisation des stimulateurs de défense
naturelle (SDN) et ’emploi de mesures prophylactiques.

La lutte biologique repose sur I’exploitation de souches microbiennes antagonistes
des souches Psy pathogenes. L’exploitation de diverses souches bactériennes F.
carotovora, E. herbicola, P. fluorescens, P. putida a permis de limiter la multiplication
des populations de Psy pathogenes, réduisant de 10 jusqu’a 500 fois la charge
bactérienne pathogene sur cerisier, amandier et poirier (Lindow, 1982; Cody et al.,
1987; Sobiczewski, 1987). Une stratégie complémentaire de lutte se base sur 'apport
de bactéries ayant les mémes besoins nutritionnels que les populations de Psy
pathogenes afin d’induire une compétition pour les ressources. La pulvérisation de
souches non glagogenes de Psy, obtenues par mutation du géne ina a permis de réduire
de facon significative les populations naturelles glagogenes sur poirier et ainsi les dégats
induits par le gel (Lindow, 1987).
L’acibenzolar-S-methyl (ASM) est une molécule (commercialisée sous la marque
Bion® en Europe), agissant comme un SDN en induisant les réactions de défenses liées
a la SAR (Kennelly et al., 2007). Son application préventive sur noisetier et manguier
a permis une réduction modérée des dégats liés a Psy (Scortichini and Liguori, 2003;
Cazorla et al., 2006).
Des études ont permis de mettre en évidence l'influence de la nature du porte-
greffe et de la hauteur de greffage sur le développement et la sévérité de la maladie
chez I'abricotier (Prunier et al., 1999, 2005). Ces facteurs résultant de choix culturaux
de I'arboriculteur, il est donc possible de limiter les dégats liés a la maladie par la mise
en ceuvre de mesures prophylactiques. Les porte-greffes de type abricotier et prunier
se sont avérés sensibilisants tandis que les abricotiers greffés sur pécher Rubira®
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notamment, présentaient un meilleur comportement. Le greffage haut supérieur a
1.40 m est a préconiser, il peut techniquement étre mis en ocuvre avec une taille
favorisant un port retombant, de type parapluie. De plus, des mesures relativement
simples, portant sur la désinfection systématique des outils et I’évitement des périodes
de vulnérabilité de I’arbre pour effectuer une taille, se sont également révélées efficaces
afin de limiter 'infection (Luisetti et al., 1992).

Enfin, le levier génétique a travers la création de variétés résistantes présente
également une alternative intéressante de lutte contre le dépérissement bactérien.
Aucune source de résistance totale n’a été identifiée a ce jour parmi la diversité
naturelle chez les Prunus. Seules des résistances partielles procurant un niveau de
résistance modéré ont pu étre identifiées chez le cerisier (Santi et al., 2004; Mgbechi-
Ezeri et al., 2017), le prunier (Li et al., 2015) et Iabricotier (Prunier and Bordjiba,
1991; Prunier et al., 1993; Donmez et al., 2009; Brun et al., 2011), sans que les
mécanismes de résistance impliqués n’aient été précisés. Chez le pécher, une
étude in-vitro de génération de variants soma-clonaux a permis de mettre en évidence
un génotype, 122-1, présentant un haut niveau de résistance a Pss (Hammerschlag,
2000). Bien que la stabilité de la résistance de ce somaclone se soit maintenue apres
une période de 2 ans de croissance en serre et un cycle de 2 ans de micro-propagation,
il n’est pas impossible que certains phénomenes de réversion aient lieu apres plantation
en verger comme ce fut le cas pour des soma-clones de pécher sélectionnés précocement
in vitro pour leur résistance a X. campestris pv. pruni (Hammerschlag et al., 1994).
La sensibilité variétale que présente l'abricotier a la maladie est tres diverse et est
assez remarquable (Prunier et al., 1993). Certaines variétés, récemment introduites au
niveau du Bassin méditerranéen et qui se sont avérées étre extrémement sensibles au
dépérissement bactérien, pourraient étre une cause de l'augmentation de la virulence
de Psy (Scortichini, 2010). Des différences de sensibilité variétale ont été mises en
évidence en verger sur rameaux (Brun et al. 2011) et apres inoculation au sein des
ressources génétiques cultivées (Prunier et al., 1993). Ces travaux ont notamment pu
mettre en évidence une tres forte sensibilité présentée chez le cultivar Bergeron (note
d’incidence 5 a 8 sur 9 selon les années), or il s’agit de la variété la plus cultivée dans
la vallée du Rhone. A l'inverse une moindre sensibilité a été observée chez différents
fonds génétiques issus de divers groupes génétiques: ‘Bakour’ (0 a 1 sur 9), ‘Orangered’
(1 sur9) (Brun et al., 2011), ‘Hatif Colomer’, ‘Luizet’, ‘Palsteyn’ (Prunier et al., 1993),
‘Harlayne’ (Layne, 1981).

La variabilité génétique observée au sein des ressources génétiques ouvre alors une
perspective d’amélioration du caractere de sensibilité au dépérissement bactérien dans

des programmes d’innovation variétale.
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Contexte et objectifs de la these

Les différents niveaux de résistance a Psy observés au sein des ressources génétiques
d’abricotier semblent indiquer une résistance de type quantitative. Une perspective de
développement de variétés partiellement résistantes a travers le pyramidage des QRLs
au sein de fonds génétiques sensibles semblerait prometteuse sous réserve d’avoir une
meilleure appréhension de linteraction Psy x plante héte et d’identifier les
déterminants génétiques de résistance sous-jacents. Du fait du caractere partiel de la
résistance, il semble néanmoins primordial de maintenir les pratiques culturales
adaptées afin de s’assurer de la durabilité de la résistance en verger.

Ces pré-requis ont donc permis de proposer puis d'engager un projet destiné a évaluer
I'impact de la diversité génétique de l'abricotier et de l'agent pathogene sur la
sensibilité a la maladie : projet CASDAR (2013-2016) RésiBac ‘Prédiction de
lapparition du chancre bactérien (Pseudomonas syringae) chez les arbres fruitiers —
Preuve de concept : cas de ’abricotier’. Cette these s’inscrit dans le cadre de ce projet
qui visait a (i) élaborer des stratégies de résistance génétique des arbres fruitiers au
chancre bactérien en verger, (ii) a mettre au point des outils d’évaluation du potentiel
pathogene des souches de Psy présentes dans I’environnement.

Il a été conduit en considérant 1’expertise conjointe des unités : UR1052 ‘Génétique et
Amélioration des Fruits et Légumes’ (GAFL) sous la coordination de Jean-Marc
Audergon pour la partie ‘pré-breeding’ et caractérisation de la sensibilité variétale de
I’abricotier et UR407 ‘Pathologie Végétale’ (PV) sous la coordination de Cindy Morris
pour la partie caractérisation de la gamme d’héte, des composantes du pouvoir
pathogene au sein de la diversité de Psy et du potentiel d’émergence de nouveaux
foyers.
Les objectifs scientifiques de ce travail de theése ont consisté en :
(1) la caractérisation phénotypique de la sensibilité de diverses populations
d’abricotiers a Psy en verger,
(2) la caractérisation des QRLs associés a la résistance quantitative de I'abricotier
a Psy a travers la mobilisation d’approches d’analyse de liaison et d’association,
(3) la validation des marqueurs associés a la résistance,
(4) et I’étude des interactions génotype abricotier x souche Psy afin d’évaluer la
durabilité des résistances déployées en verger.
L’UERI de Gotheron, le domaine expérimental de I’Amarine ainsi que le collectif CEP
Innovation ont contribué a la caractérisation phénotypique de la sensibilité a Psy au
sein de différentes populations d’abricotiers. Le laboratoire de biologie moléculaire du
GAFL a défini les marqueurs moléculaires mobilisés pour la cartographie génétique de
liaison et l’entreprise ADNid a été partenaire du projet en assurant la partie

génotypage.
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Partie II - Matériel & Méthodes
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Tableau 2 : Synthése du matériel végétal, bactérien, des données phénotypiques et génotypiques exploitées au cours du travail de thése.

Objectifs

Matériel

végétal

Type d’analyse

Données

génotypiques

Location et
années de

I’essai

Souches Psy
inoculées
Phénotypes
Partie de la
thése

76

Caractérisation des QRLs et génes associés a la résistance a Psy

Core-collection 73

accessions

GWAS

63,236 SNPs

Domaine de I’Amarine
4 années (2013 & 2016) +
validation 2018 sur

génotypes
Pss 41A (PG 2)
lgc, lge, bs, bi

III

Population biparentale
pseudo-F1 ‘BerBa’
208 hybrides

Analyse de liaison

Carte pére-mere 149/139

SNPs

UERI de Gotheron 3

années
(2012 a 2014)

Pss 41A (PG 2)

v

3 Populations biparentales

interconnectées ‘BerBa 2m¢

génération’ — 307 hybrides
(3 hybrides ‘BerBa’ x A4049)

Analyse de liaison :
Etude des interactions QRL x fond
génétique

Carte individuelle par hybride +
carte consensus (162 SNPs) sur les 3
hybrides parentaux

UERI de Gotheron
3 années
(2016 & 2018)
Pss 41A (PG 2)
lgc, lge, bs, bi

v

Caractérisation de l’interaction GxG

3 accessions témoins

I Il
i . .
20 accessions (sensibles,
i Il
 intermédiaires, résistants)

Protocole in vitro :

En verger : Analyse
étude migration de Psy + & Y

statistique du plan
recherches de corrélations g P

) factoriel d’interaction
avec les données verger

UERI de Gotheron
2 années
(2017 & 2018)

Laboratoire en 2016

9 souches Psy (PG 1 et 2)
bs lgc, bs

\% \%



Ce chapitre résume l’ensemble des matériels végétal, bactérien, et les méthodes
utilisées afin de répondre aux objectifs scientifiques de cette these. Le détail des
matériels et des protocoles sont explicités en détail lors des chapitres suivants.

1. Matériel végétal

Le matériel végétal exploité en cartographie correspond a 3 populations présentées au

niveau du tableau 2 et de la figure 25.

Figure 23 : Photographies des dispositifs végétaux exploités suite a inoculation de Psy.
(A) Core-collection (73 accessions) a I’Amarine (30), (B) Descendance biparentale BerBa (207 hybrides)
a Gotheron (26), (C) 3 descendances interconnectées BerBa (307 hybrides) & Gotheron (26),

Crédits photographiques: Morgane Roth, Audrey Ferro & Mariem Omrani

Core-collection - partie 111

La core-collection est un sous-ensemble de la collection de ressources génétiques
abricotier détenue par 'Unité GAFL au niveau du domaine expérimental de I’Amarine
(30). Elle a été définie suite aux travaux conduits sur la diversité génétique a I'aide de
marqueurs moléculaires SSRs (Bourguiba et al., 2012), ayant permis par la suite de
sélectionner un sous-ensemble de 120 accessions sur les 560 détenues en collection Sur
ces 120 accessions, un panel de 73 est entré dans le cadre des analyses de sensibilité au
dépérissement bactérien. Ces 73 cultivars présentent une diversité génétique large, et
sont issus de diverses origines géographiques (Figure 24). La core-collection a été greffée
sur un porte-greffe abricotier ‘Manicot’.
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Figure 24 : Cartographie et répartition de l'origine géographique des 73 accessions de la
core-collection.

Pseudo-F1 ‘BerBa’ — partie IV

La population ‘BerBa’, implantée en 2004 & 'INRA de Gotheron (26) est une population
biparentale (218 individus génotypés dont 206 phénotypés) issue du croisement entre
deux cultivars fortement homozygotes: ‘Bergeron’, cultivar issu du groupe Nord-
Européen (France) (Hagen et al., 2002) et ‘Bakour’, variété du groupe Nord-Africain
(Tunisie) (Bourguiba et al, 2010). Ces cultivars ont été sélectionnés en partie,
respectivement pour leur sensibilité et leur résistance partielle au dépérissement
bactérien (Brun et al., 2011), afin de créer une population de ségrégation, support
d’études de cartographies de QTLs.

Interconnectées ‘BerBa’ de 2"° génération — partie IV

La premiere phase d’observation de la ‘BerBa’ conduite de 2012 a 2014 a men¢ a la pré-
sélection de 3 hybrides, choisis parmi les plus résistants au dépérissement bactérien
(mais aussi au monilia): C092, C109 et D099. Ces 3 hybrides ont par la suite été croisés
individuellement avec un génotype ‘testeur’ commun A4049, auto-fertile et résistant a
la sharka. Les trois sous-populations interconnectées, implantées depuis 2015 a 'INRA
de Gotheron comportent 118, 110 et 77 individus, respectivement.

Différents génotypes, ont été sélectionnés afin de réaliser les études d’interactions
GxG. (partie V).

Le plan factoriel d’interaction GxG, réalisé¢ a la fois en verger et en laboratoire a
consisté en partie en ’étude de la sensibilité de 20 cultivars d’abricotiers choisis parmi
les plus résistants, sensibles et les niveaux intermédiaires de sensibilité (détails en partie
V).
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L’étude de migration de la bactérie dans les tissus, en lien avec la connaissance de
la sensibilité a été effectuée chez trois génotypes : Bergeron (sensible), Bakour
(résistant), et Colomer (résistant). Colomer est une variété francaise issue du groupe
génétique de diversité adaptative, rassemblant des génotypes a potentiel d’adaptation

large sur des zones géographiques diverses (Hagen et al., 2002).

2. Matériel bactérien

La sensibilité des génotypes étudiés au sein des 3 populations a été testée suite a des
expérimentations d’inoculations artificielles en verger (protocole détaillé en 4.1).

Une souche de Psy référencée comme 41A (PG 2) est utilisée comme référence pour
les inoculations (Bartoli et al., 2015a). 1l s’agit d’une souche initialement isolée par le
Centre technique interprofessionnel des fruits et légumes (CTIFL) au niveau d’un
verger fortement contaminé en région Rhone-Alpes et dont le pouvoir pathogene s’est
avéré étre le plus important lors d’essais de criblage de différentes souches en

laboratoire et en serre.

Le plan factoriel d’interaction GxG a exploité au total 9 souches -choisies
essentiellement au niveau des PGs 1 et 2, ces deux PGs étant les plus représentés au
niveau de la diversité de Psy en verger (Parisi et al., 2016) (détails en partie V). 7 de
ces souches ont été isolées a Gotheron a partir d’arbres symptomatiques, 2 au niveau
de débris de récolte et de la terre. Parmi les 9 souches, 7 se sont avérées étre
pathogenes sur Bergeron lors de tests d’évaluation du pouvoir pathogene effectués en

laboratoire (Parisi, communication personnelle).

3. Données génotypiques et cartes génétiques

Les données de génotypage ont été en majorité obtenues préalablement au début de
la these.

Core-collection — partie 111

Une collaboration avec 'UMR Biologie du Fruit et Pathologie de Bordeaux dans le
cadre du projet ANR ABRIWG (2012-2014) a permis d’accéder au re-séquencgage
de 93 accessions (dont font partie le panel de GWAS) en utilisant la technologie
[lumina HI-SEQ2000. La profondeur moyenne était de 15 a 25X selon ’accession. Le
traitement des données bioinformatiques a été effectué dans le cadre de 1’étude
d’association sur la sharka (Mariette et al., 2016). Pour résumer, l’alignement des
SNPs s’est effectué sur le génome de référence v1.0 du pécher en excluant les régions
inter-géniques sur les 8 chromosomes assemblés, représentant 99% du génome. Le re-
séquencage a permis l’identification de plus de 200k SNPs au sein du panel re-
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séquencé. Apres filtre sur la fréquence de 'allele mineur, et sur la position physique,
la matrice de marquage exploitée pour la GWAS est constituée de pres de 63 000
SNPs (détails en chapitre 3).

Pseudo-F1 ‘BerBa’ - partie IV

Le génotypage de la descendance biparentale BerBa a débuté par le criblage du
polymorphisme de 300 SSRs chez les deux parents Bakour et Bergeron. Ce génotypage
a conduit a la sélection de 38 marqueurs chez Bergeron et 52 marqueurs chez Bakour.
Le rendement du criblage n’a donc pas été tres efficace. Des travaux complémentaires
ont montré que ces variétés situées en extrémité de phylum de diversification sont
caractérisées par des niveaux d’homozygotie particulierement élevés, limitant les
possibilités d’identification de SSRs polymorphes. Les données de re-séquencage
ABRIWG ont permis de sélectionner 149 SNPs chez Bakour et 139 SNPs chez
Bergeron afin de génotyper la descendance de 218 individus puis élaborer une carte de
type pere-mere. Certains marqueurs SSRs choisis parmi les plus informatifs ont été
incorporés aux deux cartes parentales. Elles comportent 11 et 10 groupes de liaisons
et mesurent 823.9 et 624.1 cM, respectivement ; cela correspond a une couverture de
81% et 87% de la version v2.0 du génome pécher (détails en partie IV).

Interconnectées ‘BerBa’ de 2" génération — partie IV

Sur la base des marqueurs développés pour la BerBa, le criblage des marqueurs sur
Iensemble des parents hybrides ‘C092’, ‘C109’, ‘D099 et ‘A4049’ a permis de
sélectionner 185 SNPs polymorphes chez au moins un des trois parents hybrides. Dans
le cadre du travail de these, trois cartes parentales ont été construites pour chacun des
hybrides et une carte consensus a été élaborée en fusionnant les cartes individuelles a
l’aide des marqueurs ‘ponts’. La carte comporte a l'heure actuelle 162 marqueurs
répartis sur 10 groupes de liaison et couvre 970 ¢M représentant 95% de la version v2.0
du génome pécher (détails en partie IV).

4. Design expérimental : protocole d’inoculations controlées

4.1. En verger : conditions in-vivo

Les différentes campagnes de phénotypage pour la sensibilité au déperissement
bactérien en verger ont été initiées préalablement au début de la these. Le phénotypage
des 3 populations pour la sensibilité au dépérissement bactérien a été effectué en
verger sur une période allant de 2012 a 2015 pour la BerBa, 2013 a 2016 pour la core-
collection et 2016 a 2017 pour le dispositif des interconnectées BerBa ; une année
correspondant a une répétition expérimentale. L’année 2018 a permis d’effectuer un
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phénotypage a but de validation des résultats de GWAS, ainsi pres de 650 accessions
ont été inoculées a cette occasion (détails en partie I1I).

Le dispositif d’inoculations GxG en verger a été conduit lors de deux répétitions
expérimentales, en 2017 et 2018.

Figure 25 : Photographies du mode opératoire des inoculations artificielles en verger.
Crédits photographiques: Mouna Hadj Brahim & Morgane Roth

Les données de sensibilité sont issues d’inoculations controlées effectuées chaque
année, au cours de la fenétre fin novembre-début décembre (avant expression du froid
hivernal) sur tissus dormants, selon une procédure standardisée (Prunier and Bordjiba,
1991). Un inoculum de Psy est préparé a partir d’une souche cultivée sur milieu King’s
B pendant 48h a 24°C. La concentration de la suspension bactérienne est ajustée par
ajout d’eau permutée stérilisée, a 10* CFU.ml! a l'aide d’un spectrophotometre. Un
arbre par génotype, et de 3 a 5 réplicats techniques (selon le dispositif) sont ensuite
inoculés. Une incision calibrée de 1 cm de large est effectuée superficiellement au
niveau de I’écorce de rameaux d’l an. Un volume de 25 pl d’inoculum est déposé au
niveau de la blessure a 'aide d’une pipette (Figure 254). Une bande parafilm est alors
appliquée afin de protéger la blessure et maintenir une humidité favorable a 'efficacité
de l'infection (Figure 25B). Pour chaque accession, un rameau supplémentaire servant
de témoin négatif est inoculé avec le méme volume d’eau stérilisée. Les symptomes se
développent sur une durée de 5 a 6 mois avant le prélevement des rameaux et la
notation visuelle (Figure 25C).
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4.1. En laboratoire : conditions in-vitro

Expérimentation plan factoriel GxG

De facon similaire a la procédure en verger, des inoculations controlées en laboratoire
des 9 souches de Psy référencées précédemment, sont effectuées sur des boutures de
18 cm, prélevées a 1'état dormant. Ensuite, les boutures alternent des phases
d’exposition a des températures différentes pendant une durée d'un mois, dont une
exposition au froid a -12°C pendant 48h, permettant de mimer ’expression du gel en
hiver. Ce protocole détaillé en partie V résulte d’essais de mise au point effectuées
avec I’équipe de Bactériologie. Les données in-vitro et in-vivo ont ensuite été analysées
conjointement afin d’évaluer leur corrélation et de juger de la pertinence du protocole

in-vitro afin de reproduire les différences variétales obtenues en verger.

Etude de la migration de la bactérie dans les tissus et lien avec la sensibilité
a la maladie

Trois génotypes précédemment caractérisés Bakour, Colomer (‘résistants’) et Bergeron
(‘sensible’) ont été inoculés avec Psy 41A selon le protocole d’inoculations sur
boutures. A lissue de cette seconde expérimentation en conditions in-vitro, des
isolements de tissus sur milien KBC!® ont permis d’évaluer le lien entre
présence/migration de la bactérie dans les tissus et niveau de sensibilité.

5. Données phénotypiques

4 variables indicatrices de différents symptomes externes et internes de la maladie sont
notées suite aux expérimentations d’inoculations contrdlées en verger (Figure 26) ou
en laboratoire (Figure 27).

La longueur de chancre (lgc) correspond & une zone de symptémes visibles
extérieurement englobant la zone cicatrisée et le méplat formé par la destruction des
tissus du cambium.

La longueur de la l1ésion sub-corticale (Ige) est la plaie ouverte au contact de lair,
formant une fente plus ou moins large, a partir du point d’inoculation.

La longueur du brunissement superficiel (bs) est observée directement sous
I’écorce dans les tissus verts de ’année, elle est mesurée apres pelage de 1’écorce.
Suite au pelage des tissus en profondeur, la longueur du brunissement interne
(bi) correspond & un brunissement des vaisseaux conducteurs au cceur du bois.

16 Milieu de culture facilitant lisolation sélective de Psy. Il s’agit d’un milieu King’s B complémenté
avec de l'acide borique, et des composés antibiotiques (cycloheximide et céphalexine).
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Ces données phénotypiques issues d’inoculations artificielles ont été complémentées
par des notations de mortalité en verger, liées a une forte pression naturelle de la
maladie en 2017 et 2018.

A

b= superficial browning bi: internal browning

Figure 26 : Photographies des phénotypes étudiés issus des expérimentations
d’inoculations contrdlées sur rameaux en verger (A) sur et sur boutures en laboratoire
(B).

lgc, longueur de chancre; lge, longueur de la lésion sub-corticale; bs, brunissement superficiel; bi,
brunissement interne.

Note: Seule la partie gauche du brunissement superficiel (bs) est visible sur la 3o photographie A, la
partie droite est encore recouverte d’écorce.

Crédits photographiques: Mariem Omrani
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Partie III- Analyse de la diversité
naturelle de la sensibilité
variétale a Psy a travers une

analyse d’association
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Introduction

Cette étude est sous la forme d’un article soumis en mai 2018, chez BMC Plant
Biology.

L’article vise a caractériser la sensibilité variétale a Psy, observée au niveau
phénotypique et génotypique, au sein d'une core-collection de 73 accessions.

Les phénotypes exploités sont issus de quatre campagnes d’inoculations artificielles
réalisées en période hivernale en verger. Suite a des analyses statistiques préliminaires,
sur les quatre phénotypes initialement évalués (lgc, lge, bs et bi), seuls la longueur de
chancre (lgc) et le brunissement superficiel (bs) se sont avérés étre discriminants de la
sensibilité a la maladie entre les cultivars. En conséquence, seuls lgc et bs ont été
exploités lors de la suite de 1'étude.

Cette étude a permis d’identifier au sein du panel variétal, 7 SNPs significativement
associés a la résistance partielle a la maladie dont 2 SNPs a effet majeur a la fois sur
lgc et bs (41% et 26% de variance phénotypique expliquée, respectivement).

Afin d’apporter une validation a la fois sur le polymorphisme de I'’ensemble des
marqueurs candidats et sur la corrélation entre variants alléliques et niveau de
sensibilité a la maladie, des travaux complémentaires ont été réalisés suite a la
soumission de l'article :

Sur les 7 marqueurs identifiés, des amorces KASPar ont été dessinées et testées sur la
core-collection dans le but de valider le polymorphisme sur les SNPs candidats.

Les couples d’amorces validés ont été par la suite mobilisés afin de génotyper un panel
variétal de pres de 335 accessions.

Ce panel variétal a été phénotypé lors de 'année 2018 afin d’évaluer la corrélation
entre les génotypes obtenus au niveau des SNPs candidats et les différences de
sensibilité a la maladie.

Ces différents éléments de validation sont abordés a la suite de larticle.

Les figures et tables additionnelles de I'article sont présentées au niveau des annexes

I référencées a la fin du manuscrit.
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Abstract

Background

Diseases caused by Pseudomonas syringae (Ps) are recognized as the most damaging
factors in fruit trees with a significant economic and sanitary impact on crops. Among
them, bacterial canker of apricot is exceedingly difficult to control due to a lack of
efficient prophylactic measures. Several sources of partial resistance have been
identified among genetic resources but the underlying genetic pattern has not been
elucidated thus far. In this study, we phenotyped bacterial canker susceptibility in an
apricot core-collection of 73 accessions over 4 years by measuring canker and
superficial browning lengths issued from artificial inoculations in the orchard.

In order to investigate the genetic architecture of partial resistance, we performed a
genome-wide association study using best linear unbiased predictors on genetic (G)
and genetic x year (G X Y) interaction effects extracted from linear mixed models.
Using a set of 63,236 single-nucleotide polymorphism markers genotyped in the
germplasm over the whole genome, multi-locus and multi-variate mixed models aimed
at mapping the resistance while controlling for relatedness between individuals.
Results

We detected 11 significant associations over 7 candidate loci linked to disease
resistance under the two most severe years. Colocalizations between G and G XY
terms indicated a modulation on allelic effect depending on environmental conditions.
Among the candidate loci, two loci on chromosomes 5 and 6 had a high impact on
both canker and superficial browning, explaining 41% and 26% of the total phenotypic
variance, respectively. We found an unexpected long-range linkage disequilibrium
between these two markers revealing an inter-chromosomal LD block linking the two
underlying genes. This result supports the hypothesis of a co-adaptation effect due to
selection through population demography. Candidate genes annotations suggest a

functional pathway involving abscisic acid, a hormone mainly known for mediating
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abiotic stress responses but also reported as a potential factor in plant-pathogen
interactions.

Conclusions

Our study contributed to the first detailed characterization of the genetic
determinants of partial resistance to bacterial canker in a Rosaceae species. It
provided tools for fruit tree breeding by identifying progenitors with favorable
haplotypes and by providing major-effect markers for a marker-assisted selection
strategy.

Keywords

GWAS, Prunus, partial resistance, bacterial canker, Pseudomonas syringae, candidate
genes, apricot, multi-locus mixed model, multi-variate mixed model, linkage

disequilibrium
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Introduction

For decades, breeding programs have notably focused on the introgression of major
resistant genes into crop cultivars. However multiple episodes of resistance breakdown
have led research efforts to target polygenic (quantitative or partial) resistances [1].
Although breeding strategies relying on pyramiding quantitative trait loci (QTLs) on
top of monogenic genes might be costly and time-consuming, the long-term efficiency
and sustainability of QTLs have been assumed if they are deployed parsimoniously in
both space and time [2, 3]. Resistance sustainability has a particular interest for
perennial woody crops considering their long generation time and life-span in orchards,
and overall the long-term commitment to their breeding schemes.

Within the Prunus genus, apricot (Prunus armeniaca L.) is one of the most popular
and typical crops of the Mediterranean Basin which provides 49% of the total
production to the world market [4]. Among the biotic stresses affecting apricot crop
durability and in a broader way stone fruit species, bacterial canker, caused by
ubiquitous bacteria in the species complex Pseudomonas syringae (Ps), is one of the
most damaging. This disease could potentially lead to the death of trees in the orchard,
especially young trees within their five first years after planting. Three main groups -
Ps pv. syringae, Ps viridiflava [5] and Ps pv. morsprunorum [6], associated with
phylogroups 2, 7 and 3, respectively [7], have been historically associated with the
disease on apricot. The symptoms affect aerial organs, resulting in lesions and shot
holes in leaves, bud and blossom dieback, and apical necrosis, potentially leading to
more severe symptoms when bacteria get to the vessels and spread through the
vascular system [8, 9]. When the infection is systemic, cankers corresponding to
necrosis and flattening of external tissues linked to a dissymmetric growth of the
cambium in the spring, are visible on branches and scaffold limbs [10]. Several abiotic
factors relying on soil and climatic conditions can favor bacterial canker severity.

Among them, cold winter temperatures and especially high frequency of frost-defrost
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episodes have been highlighted as major factors favoring bacterial canker [11, 12].
Integrated management practices such as the use of resistant and soil-adapted
rootstock material and grafting at a tall height could lower bacterial canker incidence
in orchards [13, 14]. These cultural recommendations are nevertheless, technically
challenging for orchard management and provide only a partial protection in orchards.
Therefore, the development of partially resistant cultivars seems to be a promising
measure in addition to preventive practices to assure orchard durability. In this
context, research efforts have focused on screening apricot genetic resources both
under natural infections or controlled inoculations. Several genetic backgrounds with
partial resistance to bacterial canker have been identified: ‘Bakour’ [14], ‘Hatif
Colomer’, ‘Luizet’, "Palsteyn’ [15] and ‘Orangered’ [16]. More globally, similar research
initiatives have been conducted to phenotypically characterize differential
susceptibilities to bacterial canker in Prunus rootstocks [17], sweet cherry [17-19] and
plum [20], but to date the question of the genetic determinants of partial resistance
to bacterial canker from the natural diversity in Rosaceae fruit trees has never been
investigated.

Recent progress of high-throughput-sequencing technologies fostering the discovery of
thousands and even millions of single nucleotide polymorphisms (SNPs) over whole
genomes has opened up new opportunities to address the underlying architecture of
quantitative traits [21]. Genome-Wide Association Studies (GWAS) have been
extensively and successfully used in plant breeding thanks to the advancement of these
novel genomics-based approaches [22]. GWAS enable mapping of QTLs and genes
affecting trait variation in a wide collection of mostly unrelated individuals usually
sampled from wild relative populations, breeding cultivars and landraces. This is in
stark contrast to traditional linkage mapping methods that require the establishment
of segregating populations beforehand [23, 24]. Association studies benefit from the

numerous recombination events, which have occurred through species demographic
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history, and rely on linkage disequilibrium (LD) caused in part by selection and
population structure, to exploit natural allelic diversity and identify links between
markers and causal loci underlying the trait of interest [25-27].

GWAS turns out to be a particularly suitable approach for plants and especially for
perennial crops since costs associated with making and maintaining large progenies in
the orchard can be spared. Therefore, the use of GWAS has gradually become more
widespread for determining the genetic basis of variation in complex traits in Rosaceae
fruit species [28-30]. More particularly, the apricot genome displays many advantages
for GWAS applications due to: (i) its diploidy (2n=16) and small size (294 Mb/n) [31]
, (i) its high level of heterozygosity resulting from a general outcrossing mating system
[32] and (iii) its high nucleotide diversity related both to the early seed propagation
[33] and geographically broad distribution of the germplasm with a diversification
from Central Asia [34, 35]. Moreover, the apricot genome has been characterized with
a very fast LD decay within 100 bp in a large genetic diversity panel [30], allowing
association mapping with a very precise resolution conditionally upon the use of a
high density of markers [36].

In the present study, we investigate the underlying genetic architecture of partial
resistance to bacterial canker in apricot using an association approach. The specific
objectives of this research are to (i) identify the genetic and environmental components
of bacterial canker susceptibility using a core-collection of 73 apricot accessions that
has been phenotyped in the orchard over a 4-year campaign, (ii) develop an
appropriate genome-wide association methodology taking into account the species
genetic architecture and the stratification of our population set, and (iii) identify
candidate genes and decipher the molecular basis of polygenic resistance to bacterial

canker.
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Material & Methods

Plant Material

A core-collection composed of 73 accessions of apricot trees was used for this study
(60 accessions were previously investigated for genetic determinism of resistance to
Plum Pox virus [30]). This population was grafted on Manicot apricot rootstock from
1995 to 2001 at the INRA experimental station ‘Domaine de 1’Amarine’ (Gard,
France). Name, geographical origin and further information of the plant material are
presented in Additional file 1.

Ezxperimental Design € Phenotyping

Controlled inoculations over the core-collection (one tree for each accession, three
replicates per tree) were performed annually at the end of November over four years
(2013 to 2016) according to a previously described procedure [14]. Briefly, bacterial
inoculum was prepared from a culture of strain (called ‘41A’, highly aggressive and
initially isolated from an infected apricot orchard) from phylogroup 2 of Ps [37] grown
on King’s B medium [38] for 48h at 24°C. The concentration of the suspension was
adjusted with sterile demineralized water to 10®* CFU.ml"! using a spectrophotometer.
Three one-year old shoots per tree were injured by performing a standardized one-
centimeter-long incision in the bark. A 25 pl aliquot of inoculum was injected by
pipetting through the wound before wrapping with a parafilm band. For each
accession, an additional shoot served as a negative control and was inoculated with
the same volume of sterile water. Symptoms were allowed to develop for six months
in the orchard before pruning of inoculated shoots for disease visual assessment.
Evaluation of phenotypes was carried out by several operators according to a balanced
design in order to be able to assess the effect of operators on phenotypic variability.
Phenotypes consisted of the length of two different types of symptoms (Figure 1):
canker length (lgc) and superficial browning length (bs, not evaluated in 2014). Canker

length results from necrosis of the cambium that slowly extends on the outer tissues
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through the vegetative period of growth [39]. In addition, discoloration of inner

vascular tissues may also occur as vertical-brown streaks.

T
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Figure 1: Photograph of typical bacterial canker symptoms on branches after controlled
inoculation.

Canker length lgc (blue arrows) and superficial browning bs (red arrows) as observed 6 months after
inoculation.

Furthermore, several covariates that might have been correlated with the phenotypes
were assessed, including the diameter of the lower-part of the shoot as a measure of
the vigor of the accession [40] and the height of the branch in the tree as a measure
related to the local temperature close to the inoculation point.

Statistical modelling of phenotypic data

All statistical analysis were performed using R software (https://www.r-project.org/)

and the ASReml-R package [41].
Analyses of Variance (ANOVA) were used to assess significance of fixed effects: year,
operator, genotype, genotype-by-year interaction and the fixed covariates diameter

and height of the branch on lgc and bs according to the following model:
P =u+Y,+ /0 + (Y /) +Y/0; + G + G X Y, + ey

where P;jj, is the phenotypic value of accession k noted by the j*

operator in year 7, U
the overall mean, Y; the effect of year ¢, (Y/h); and (Y/¢); the nested effects of the
shoot diameter and height, respectively within the year ¢, Y;/0; the nested effect of
the j* operator within the year 4, G, the effect of the accession k, Gy X Y; the interaction

term between year 7 and genotype k, and e;j the random independent and identically

distributed residual term. Prior to modelling, phenotype distribution was normalized
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using a In(x+1) transformation in order to achieve a normal distribution of the
residuals (Shapiro test p > 0.05).
Multi-variate models were used to model correlations of phenotypes between years.
Preliminary analysis revealed that genetic variances differed significantly between
years. Thus, a homogenous correlation (corh) variance-covariance (vcov) matrix was
fitted on the interaction term Gy X Y; in the model. The residual error was modeled
either for all years or for each year independently. In order to select the optimum
model for each phenotype, a goodness-of-fit comparison was made based on Restricted
Maximum Likelihood (REML) statistics using the Akaike Information Criteron (AIC).
Due to the possible annual effect on phenotypes and the missing data in our design
(Additional file 1), a within-year model was performed for each year according to the
following linear mixed model:

Pp=u+h+o+0;+G,+ej
Moreover, by considering a within-year model for each phenotype, we ensured the
biological relevance of missing data replacement in the multi-year model allowed by
the imputation due to the corh vcov structure.
Best unbiased linear predictors (BLUPs) were subsequently assessed from both within-
year and multi-year models on G and G X Y random effects for the phenotypes lgc and
bs. These predictors extracted from the multi-year model were then used as phenotypic
input data for GWAS. A validation of the results was performed using the within-
year BLUPs. In the case of G XY BLUPs, imputed data were removed for missing
individuals in each year in order to avoid statistical redundancy with the G BLUP
prediction. REML estimates of genetic (6Z) and residual (62) variances were also
computed from the multi-year model. Broad-sense heritability H? for each phenotype

per year was calculated as:

2
H2 = %6
G ' n

where n =3 is the number of replicates per accession.
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Genotyping and SNP marker data filtering

Genotyping and SNPs alignment were previously described in [30]. Briefly, the set of
plants for GWAS was genotyped using NGS-Illumina HiSeq 2000/2500 sequencing
with estimated depths between 15 to 25 folds depending on the accession. SNPs
alignment was performed using the Prunus persica (P. persica) v1.0 reference genome
and considering gene-space regions over the eight chromosome-level scaffold assemblies
covering 99% of the genome [42]. Genotype assignment was performed according to
an inference method based on maximum likelihood for estimating allele frequencies by
using base counts at each position [43].

For our study, a minor allele frequency (MAF) threshold of 5% (according to [44])
was applied on the initial set of SNPs in order to remove rare variants and thus avoid
false-positive associations. Then a filter on physical map position, discarding one of a
pair of consecutive SNPs whose pairwise distance was less than 10 bp, was performed
to limit the number of multiple statistical tests. After conducting all bioinformatic
filters, a selection of 63,236 SNPs was kept for association study. Markers were named
according to their physical positions on the genome, ‘LG1_ 72881 for a SNP located
on chromosome 1 at 72,881 bp, for example.

Population stratification analysis

An additional filter based on LD pairwise pruning, that involved discarding markers
for which squared correlation 2> 0.2 (window 50 - stepwise 5 SNPs), was executed
in order to keep a set of 21,942 independent markers (under the assumption of linkage
equilibrium) for inferring population structure.

The Admixture program [45] was used for computing maximum likelihood estimations
of individual ancestry fractions while testing scenarii from k=2 to k=10 ancestral
groups. The model choice criteria was based on minimization of the cross-validation
error. In order to insure the reliability of the optimal choice of k, a complementary

PCA analysis was performed on the genotype matrix. Inference of relatedness between
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individuals resulted in the calculation of an identity-by-state (IBS) allele sharing
matrix from the same subset of 21,942 SNPs using the emmaz-kin function
implemented in the EMMAX (Efficient Mixed-Model Association eXpedited) program
[46]. Both the ancestral proportion fraction matrix (Q) calculated according to the
optimum model from Admixture and the IBS pairwise matrix between individuals (K)
were used in GWAS to correct inflation of p-values due to stratification artefacts in
the population.

Linkage disequilibrium estimation

Pairwise LD from a sampling of 1,000 markers per chromosome was computed
using 2. A corrected procedure compacted in the LDcorSV R package [47] was used
allowing removal of population stratification bias on LD. Considering a set of markers
on each chromosome, both initial and corrected r? estimates (r4) were then plotted

against physical distances in order to investigate intra-chromosomal LD decay

according to the following model assuming drift-recombination equilibrium [48] r? =

it e where 72 is the square of loci correlation between a marker pair, d is the

pairwise physical distance between the two markers, b is a decay coefficient calculated
with least squares estimates in a non-linear regression (nls function in R software) and
e refers to a residual estimate.

Genome- Wide Association Analysis

Cumulative effects of K and Q matrices over genotypic data were first tested with
EMMAX [46] as a covariance genetic matrix and fixed ancestral covariates impacting
expression of phenotypes. Quantile-quantile (Q-Q) plots were realized to select the
best predictive model between K, Q and K+Q for each phenotype using the ggman R
package [49]. Thus according to the best model choice, two supplementary mixed
models were performed: a recently implemented multi-locus mixed-model [50] from
the MLMM algorithm [51] (on both G and G X Y BLUPs from the multi-year model)

and a multi-variate linear mixed-model (mvLMM) algorithm (between lgc and bs G
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BLUPs from the multi-year model) developed in GEMMA software [52]. Multi-locus
models consist of forward stepwise mixed-model regressions with an increasing number
of included markers (regressors) while re-estimating genetic and residual variance
components at each step. The implementation from MLMM allows a more suitable
handling of the so-called “high dimension issue” resulting from a low population size
and a high number of possible regressors introduced into the model [50]. Instead of
using a classical p-value threshold that considers only the number of multiple tests
(number of SNPs), the model selection criterion is based on the calculation of a more
permissive extended Bayesian Information Criterion eBIC [53]. P-values of marker-
trait associations are given considering both the optimal model (with possibly several
regressors) and each associated SNP as unique regressor avoiding p-value inflation due
to forward regressor inclusion.

The multi-trait model takes advantage of the correlation structure between multiple
phenotypes to increase power to detect not only pleiotropic genetic variants but also
specific variants affecting only one of the correlated phenotypes [52]. Multi-testing
correction on output p-values was performed considering False Discovery Rate (FDR)
[54] control per chromosome (5% significance level).

For all significant associations, we computed the allelic effect a as (Minor allele mean
— Major allele mean)/2 and the individual percentage of phenotypic variance explained
(PVE). Furthermore, for each trait, strict sense heritability was calculated as the ratio

2

0- . . . . . . .
h? = % where GESNP is the additive genetic variance explained by all associated
>SNP E

loci and 67 is the remaining variance linked to both dominance, epistasis genetic
effects and non-genetic residual error. In order to ensure their reliability, all detected
associations were subjected to further validations (ANOVA tests) on BLUPs from the
within-year model.

Estimates of 1% around marker-trait-associated loci were computed to give a graphical

representation of the pairwise LD using a modified version from the snp.plotter R
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package [55]. Moreover, performing genome-wide sampling of 1,000 markers, 12

distributions were prospected considering both inter-chromosomal and candidate loci
SNP pairs, and compared to intra-chromosomal scale in order to detect any specific
linkages.

Haplotype analysis

Groups of markers were constructed by considering all detected loci for each G and
G XY BLUP phenotype. Marker haplotypes were identified among all the accessions
according to the genotypes on the candidate loci for each group of markers. Mean
phenotypic distributions of the different haplotypes comprising at least two accessions
were compared using HSD post-hoc tests (a=5%) for the associated G BLUP
phenotypes considering both multi-year and within-year models. For haplotypes
represented by only one individual, mean value was compared with the significantly
differing groups from the HSD tests. Favorable (and unfavorable) haplotypes were
defined for each multi-year and within-year model G BLUP phenotype according to
the following criteria: (i) showing a significantly lower (or upper) group mean value
than all other haplotypes groups and (ii) with stable performances among years.
Candidate gene identification

For each detected loci, candidate genes were identified and localized on the first and
second version of the peach genome (P. persica v1.0 and v2.1, publicly available at

https://www.rosaceae.org/species/prunus/all). Putative homolog protein annotations

were obtained following Blastp searches upon the Arabidopsis thaliana (A. thaliana)

genome using the TAIR10 database (https://www.arabidopsis.org/). SNP gene

localization and effect on the protein sequence were determined using the GBrowse

tool (https://www.rosaceae.org/gh/gbrowse/) on the P. persica v1.0 genome and

ORFfinder (https://www.ncbinlm.nih.gov/orffinder/), respectively. Then, the

predicted impact of non-synonymous SNP on the biological function of the protein
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was evaluated with Provean v1.1.3 web-interface software

(http://provean.jcvi.org/index.php) [56].

Results

Phenotypic variance decomposition and heritability of partial resistance
to bacterial canker

Considering differences between all controls and inoculated shoots regardless of the
genotype effect, a highly significant effect of bacterial inoculation was observed
(Wilcoxon unilateral t.test p<2.2E-16) for lgc whatever the year and for bs in 2013
and 2015 (lesser extent in 2014 p<9.77E-12 and 2016 p<9.06E-06). In the variance
analysis, both branch height and shoot diameter had non-significant effects on the
variation for the two phenotypes and were thus discarded from the multi-year and

within-year models.

Igc bs
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Figure 2: Phenotypic variance decomposition for lgc and bs considering all years and 2013
& 2015 data.

For lgc and bs phenotypes, the chart displays the proportion of each fixed effect in the total sum of
squares: year (Y), light blue; operator nested in year (Y:0), dark blue; genetic (G), light green;
interaction year x genetic (Y:G), dark green; the random residuals, pink. P-values and their level of
significance are indicated as following: ***P<0.001, **0.001<P<0.01, *0.01<P<0.05.
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Considering all years, part of the total phenotypic variation was attributed in order
of significance to year (p<2.2E-16, 36% lgc and 25% bs), genotype (lgc p<2.2E-16,
16% and bs p<2.2E-10, 23%), genotype x year interaction (lgc p<3.2E-09, 20% and
bs p<9.0E-04,18%) and operator (nested in year) effects (lgc p<4.0E-08, 4% and bs
p<1.7TE-03, 4%) (Figure 2).

The G X Y interaction term for bs was mainly due to scale-change (73% of the sum of
squares) than cross-over interactions (method 1 from [57]). By contrast, for lgc, the
sum of squares partitioning indicated a more equilibrated contribution from each type
of interaction (58% and 42% for cross-over and scale-change, respectively). Cross-over
interactions were most likely due to the re-ranking of individuals with non-extreme
behaviours especially in 2014 and 2016. These two years were characterized as non-
favorable for disease development compared to 2013 and 2015: ANOVA fixed effects
for lgc/bs equaled 2.56/NA (2014) and 2.97/0.72 cm (2016), respectively compared to
3.90/5.62 (2013) and 7.94/4.87 cm (2015). Winters from 2014 and 2016 were
characterized by relatively warmer temperatures especially in February. This could be
shown in terms of degree days over the winters of 2013 to 2016 (see Additional file 2).
Linear mixed models resulted in the selection of an optimal model (based on
minimization of AIC, see Methods) for which, in addition to the heterogeneity of
genetic variances, residual variance was either common (lgc) or specific (bs) to the
year. Genetic variation displayed a quantitative distribution and broad-sense
heritability H? per trait depended therefore on yearly-winter expression (Figure 34 €
3B). For the year with maximum genetic variance (2015), H? reached 59% for lgc and
78% for bs (in comparison, for 2013 H?;,,=35% and H?,=53%).

Significant phenotypic correlations between 2013 and 2015 (lge: r=0.97+0.32,
p=8.90E-03** — bs: r=0.544+0.21, p=2.91E-02*) were obtained from the corh vcov

structure. lgc and bs G BLUPs were also highly correlated (Pearson correlation
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r=0.574+0.10, p=1.48E-07*** corrected with a FDR oa=5% for multiple-testing)

(Figure 30).
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Figure 3: Genetic (G) and genetic x year (G xY) distributions of lgc and bs BLUPs.

A. and B. lgc and bs density plots of G (red), (G X Y),013 (green) and (G X Y),p15 (blue) adjusted
BLUPs. C. Scatterplot showing the regression line between lgc and bs G BLUPs including 95%
confidence interval. All BLUP values are represented on a In(x+1) scale.

Population stratification analysis

From the subset of 21,942 independent SNPs, population structure analysis revealed
a minimization of the cross-validation error for k=2 and k=3 scenarii (Additional file
3A). In parallel, performing a PCA on the same subset of markers identified three
components that explained 35.23% of the genetic variation in the collection with the
first component explaining 27.55% of the variation (Additional file 3B). According to
the ancestral fractions obtained with Admixture, the k=3 distribution underlined
three homogeneous pools of accessions belonging to Continental Europe (12%), Irano-
Caucasian-Mediterranean Basin (7%) and Central-Eastern Asia (3%) groups with all
remaining accessions (78%) being admixed (Additional file 3C). No obvious relation

between ancestral population assignment and susceptibility to the disease was
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observed aside from the slight proximity of covariate Q2 (the fraction of ancestry
linked to Europe Continental group) with the susceptible phenotypes (Additional file
4)-

LD decay in the GWAS panel

Pairwise mean LD estimates (r?) within each chromosome revealed a low level of
dependence between markers. The range varied from 2.88E-02+5.08E-02 (chromosome
8) to 4.13E-02+7.71E-02 (chromosome 5) with a decrease of 20% (chromosome 5) to
31% (chromosome 4) when correcting for population structure and individual
relatedness (for 1,3 average values see Methods, Additional file 5). Moreover the intra-
chromosomal LD in our population set decayed very quickly within 100 to 200 bp
depending on the chromosome with no significant contribution of population
stratification.

Association mapping and local LD patterns

For all G and G X Y BLUPs extracted from the multi-year model, QQ-plots revealed
that the non-corrected ‘glm’ model did not markedly inflate p-values (see Figure 4 for
an illustration of lgc G BLUP — all other phenotypes are in Additional file 6).
Controlling for Q yielded to a slight improvement in reduction of false-positive signals
(type I error) while the K model (emmax K, see Methods) allowed the best prediction
of p-values with a very limited deviation from the expected p-values resulting from
the null model).

However, for some BLUP phenotypes (lgc and bs (G X Y),015), whatever the
correction applied, both naive ‘glm’ model, K and Q models led to equivalent
estimations of p-values. Interestingly, controlling for both relatedness (K) and
structure (Q) did not provide better results than the K model (Figure 4, Additional

file 6).
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Figure 4: QQ-plot of the distribution of observed p-values for lgc G BLUP phenotype.
Comparison of non-corrected ‘glm’ model (green) and corrected glm.Q (orange), emmax.K (blue) and
emmax.KQ (red) model prediction. The 95% confidence interval is indicated in grey.

The multi-locus mixed model approach (correcting for relatedness) detected 8
associations for all G and G XY BLUP phenotypes with one colocalization for lgc
G, (G XY)y013 and (G X Y),015 BLUPs and PVE ranging from 17.1 % to 45.5% ( Table
7). Two main signals on the global G terms were localized on chromosomes 5
(LG5 5394803) and 6 (LG6 15273858), and associated respectively with bs G BLUP
(p=8.10E-06) and lgc G BLUP (p=1.2E-07) with PVE reaching 25.9% and 41.4%,
respectively. The colocalization between G and G XY BLUPs on [lgc indicated a
modulation according to the year of both allelic effect (aty913 = 0.14, 0ty915 = 0.26,
In(x+1) scale on the length in ¢m) and PVE on the phenotype (PVEsis= 40.1%,
PVEsxis= 45.5%). Additional associations were noticed on bs(G X Y),9;5 BLUP
compared to G BLUP with loci detected on chromosomes 3 (LG3_ 4322444, p=7.22E-
06) and 5 (LG5_ 4842835, p=7.00E-05). The number of associated loci per phenotype
ranged from one (lgc G, (G X Y)z013 and (G X Y),015 BLUPS) to three (bs G BLUP)
with an important contribution of the additive genetic variance to the total phenotype

variability (hyge ¢>=0.41, hps ¢ =0.62).
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Table 1: Detailed information about the 11 detected associations using G and G X Y BLUPs for lgc and bs.

Maj/Mi . o TAIR10 BLASTp homology’
SNP ID* n Chr*  MAF? Phenotype GWAS P-val® P-val! Pval ! o  PVE SNP Gene ID P persica Description E-value
Allele” model location v1.0 (v2.1)
lee G multi-locus | 1.22E-07 i 1.22E-07 - 0.20 i 41 AT5G41980
043 " GEMMA | 2.88E-07 291603 2 Unknown Protein
- OOk i e _ CONTAINS Harbi
LG6 15273858« A/G | 6 bs G 0.28 Intron  ppa018341m.g arbimeer 7E-51
042 lgc (G XY),0.3 multi-locus 3.85E-07  3.85E-07 0.14 | 40 transposase-derived nuclease
_ domain
043  lgc (G XY)y015 i multi-locus i 1.04E-06 : 1.04E-06 0.26 i 46
lec G 0.15 AT4G17140
GEMMA  9.46E-06 4.88E-02 - 000004m.
LG5 5394803 G/A 5 | 0.19 e - 0.38 Intron (Pp e ; GOé 6"730) Predicted: Pleckstrin (PH) 0.0
S rupe.
multi-locus ;| 8.10E-06 : 1.05E-08 - -0.32 ¢ 26 P domain containing protein
017605 AT5G17460
. . multi-locus | 4. - . - -0. ) utamyl-t n -
LG3 10897844 T/A | 3 | 0.32 Iti-1 4.60E-03  2.73E-06 031 19  CDS* P g al LtRNA (Gl 2E-66
(Prupe.3G152500) . .
bs G amidotransferase subunit C
s . AT3GA46850
. . multi-locus | 8. - . - -0. ntron ; ubtilisin-like protease .
LG2 22535054 T/C . 2 | 0.30 Iti-1 8.08E-05  2.27E-06 029 17 | 1 P I Subtilisin-lik 0.0
(Prupe.2G242100)
SBT4.6
i 008956m. AT1G52360
LG3 4322444  G/A | 3 0.39 multi-locus | 7.22E-06  6.98E-06 046 43 = CDS* (P]; ﬁ ?)e.?) GO??QE)]O) Contomer submit botag | 55117
bs (6 X VD015 a020388m TA;I;4S ii(ggol
LG5 4842835 T/A | 5 | 0.19 multi-locus | 7.00E-05  1.68E-05 025 20 Intron | 7 -9 Y ‘ 0.0
(Prupe.5G044100) | polyphosphate 5-phosphatase
2, IP5P2
lec G 005 3 001722m. AT5G66030
LG7 18047191 © C/T = 7 | 045 £ GEMMA  4.47E-07 - 2.72E-03 Itron |, 'P¢ -9 ) 0.0
bs G 0.19 12 (Prupe.7G179600) GRIP Protein

*SNP ID noted as LG[chromosome number] [physical position in bp]. » Major/Minor Allele. ¢ Chromosome. ? Minor Allele Frequency. ¢ SNP p-value (considering as the only fixed
regressor in the model). "SNP p-value from the multi-locus optimal-model (multiple regressors).t SNP p-value in mvLMM corrected for FDR (False Discovery Rate). ' Allelic effect

(In(x+1) scale). ' Percentage of phenotypic variance explained by the SNP. J Functional annotation obtained using BLASTp homology on A.thaliana (TAIR10 database). CDS*=

Coding Sequence with SNP polymorphism impacting a non-synonymous substitution. ppa018341m.g is not referenced in P.persica v2.1
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Despite the high phenotypic correlation (r=0.574+0.10***  Pearson correlation)
between the two phenotypes, no marker colocalization was found.

Furthermore, 3 SNPs impacting both lgc G and bs G BLUPs were identified on
chromosomes 5, 6 and 7 with the mvLMM (Table 1). Genetic correlation 74 (gc—ps)
reached 0.52 (MLE estimate) suggesting a common genetic pattern underlying lgc and
bs variabilities. Among these markers, 2 SNPs were previously detected with the multi-
locus mixed model for either Ilgc (LG6_ 15273858, pror=2.21E-03) or bs
(LG5 5394803, pror=4.88E-02) with similar allelic effects. The association detected
on chromosome 7 using mvLMM, accounted for a lower but significant part of the

total phenotypic variability with PVE=3.0% for lgc and PVE=12.0% for bs.

Chromosozne 5-bsG

Chromosome 6 - Igc G

~log(p-value)

5296032 5497855 15242299 15549738

% ppa000004m.g
e

Figure 5: Manhattan plots of the —logl0(p-values) over physical positions in windows
surrounding LG6_ 15273858 and LG5_ 5394803 associations.

Genomic windows are approximately 201.82 kb (chromosome 5) and 307.44 kb (chromosome 6).
Significance level was determined with eBIC criterion. As an indication, Bonferroni threshold=-log10(p-
valuew,)=6.10. Detected SNP are shown with red stars and overlapping candidate genes indicated with
arrows. Heatmaps of pairwise LD estimates (r,2) were drawn both within the genomic window around
each candidate and between the two genomic frames (inter-chromosome scale). Different colors and
scales are used to represent the pairwise LD estimates between inter or intra SNP pairs. Only inter-
chromosomal pairwise LD 72 over the 99 percentile of the 1,2 distribution are displayed.
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Manhattan plots displaying p-values for the main loci LG6_ 15273858 and
LG5_ 5394803 in multi-locus and multi-variate mixed models are shown in Figure 5.
Intra-chromosomal LD of the two chromosomes have different patterns around each
detected locus (Figure 5).

In the genomic region around LG5 5394803, a relatively high LD block overlapped
precisely with pp00004m.g, the underlying candidate gene (cf Table 1). This might be
related to the above-mentioned higher mean r? of chromosome 5 compared to all other
chromosomes (Additional file 5). In contrast, SNP peak LG6_ 15273858 and all other
candidate loci (see Additional file 7) appeared to be located in a low LD region with

no specific genomic structure.
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Figure 6: G and G xY BLUP distributions according to the haplotype constituted by
LG6_15273858 and LG5__5394803.

Statistical differences between groups are indicated — HSD post-hoc tests on each G & G X Y term. For
bs G and (G X Y),915 BLUPs, tests were performed on residuals from an ANOVA model accounting
the other associated loci from multi-locus model (LG3_ 10897844 and LG52 22535054 for bs G
LG3 4322444 and LG5_ 4842835 for bs (G X Y)5015)-

Y-axis values are indicated in In(x+1) scale. Haplotype class ‘AGAA’ (1 individual) was discarded in
the boxplot.
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As these two main SNPs were detected by the two mapping approaches, we focused
on the effect of the haplotype, constituted by the genotypes on LG6 15273858 and
LG5 5394803, on the total phenotypic variance of both lgc and bs. Both loci seemed
to demonstrate an additive relation between allelic dose and the phenotype considering
either G or G XY BLUPs (Figure 6) with no epistasis which was confirmed by
performing an ANOVA (non-significant SNPxSNP interaction term p>0.05).

Individual effects of LG6_ 15273858, LG5 5394803 and all other detected loci on their

respective G or G X Y BLUP phenotypes are shown in Additional File 7.
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Figure T7: Distribution of 7%, unbiased estimates between intra-chromosomal, inter-
chromosomal and detected loci random pairs of markers.

Inter-chromosomal, intra-chromosomal and in between detected loci LD distributions are displayed in
green, blue and red, respectively.

Calculations performed considering 4.9E+06 intra-chromosomal and 4.3E+04 inter-chromosomal
random pairs of markers. 99" percentile lines of 14 are drawn for intra-chromosomal and inter-
chromosomal distributions. Correlations between candidate loci pairs LG6_ 15273858-L.G5_ 5394803 (1
arrow) and LG5__5394803-LG5_ 4842835 (2™ arrow) are indicated.

Interestingly, a relatively high LD square correlation value (rn3=9.76E-02), higher
than the 99" percentile of 1% inter-chromosomal distribution, was revealed more
specifically between the two main candidates LG6 15273858 and LG5 5394803
(Figure 7). This correlation between associated loci proved to be within a longer LD
block (Figure 5) revealing an inter-chromosomal linkage between the underlying

candidate genes pp000004m.g (chromosome 5) and pp018341m.g (chromosome 6).

Likewise, the correlation between LG5 5394803 and LG5 4842835 (r,3=2.94E-01)
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detected both on chromosome 5 appeared to be significantly higher than the 99
percentile of ;4 intra-chromosomal distribution (Figure 7).

The genotype group distribution from all detected SNPs from the multi-year model
BLUPs was tested on the within-year model BLUPs with heterogeneous significance
levels according to the year and the marker PVE. Marker LG7 18047191 was only
significant for bs2013 and bs2015. Significance of the two main loci was confirmed
individually for lgc2013, lgc2015, lgc2016 and bs2015 with LG6_ 15273858 and for
bs2013 and bs2015 considering LG5 5394803 (uni and multi-factorial ANOVA and
post-hoc tests in Additional file 8). Strict-sense heritability estimates ranged from
10.85% (lgc2014) to 64.46% (bs2015) with non-negligible values even in the non-
favorable years 2014 and 2016. Only bs2016 led to non-significant results for all
detected markers (Additional file 8).

Haplotypes associated with partial resistance

We found three groups of haplotypes among the core-collection having several SNPs
associated to canker resistance; 18, 45 and 9 haplotypes shared 3, 5 and 2 markers
associated to lgcG, bs G and bs (G X Y),915 BLUPs, respectively (Additional file 9).
Mean comparison was performed on BLUP values from multi-year and within-year
models after discarding low frequency classes in order to limit false-positive findings
(type I error). Five haplotypes were identified with favorable alleles and stability of
the resistance through years (1 with lgc G, 3 with bs G, and 1 with bs (G X Y),015
BLUP, see Additional file 9). Accessions A1814 and Harlayne showed two and all of
the three defined favorable haplotypes, respectively. A0008 and A1314 were in the
same way noticeable for their partial resistance (see Figure 3C) but their
corresponding haplotypes were either not located in the most resistant groups or, if
they were, they appeared to be unstable between years (see Additional file 9).

The mean comparison test was non-significant for the within-year model lgc2015

BLUP for the first group of haplotypes (related to the 3 candidate loci associated to
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lgc G BLUP) which might be due to a loss of power when haplotype number (18) is
high compared to population size (ANOVA test p=0.1322). None of the comparison
tests between haplotypes were significant for years 2014 and 2016, which might be
explained by the low genetic variance in these years where there was low disease
severity.

Candidate genes for resistance to bacterial canker

Putative candidate gene annotations for all multi-locus and mvLMM associated SNPs
were reported in Table 1. To date, none of the associated SNPs were reported for
disease resistance in a Rosaceae species or colocalized with previously known QTL. It
is noteworthy that, over all the 7 detected loci, only 2 candidates LG3_ 10897844 and
LG3 4322444 targeted polymorphisms in coding sequences (CDS) of ppa017602m.g
and ppa008956m.g, respectively. Mutations were both non-synonymous with one
substitution (K49M in ppa017602m.g) leading to a deleterious predictive effect on the
corresponding protein, a glutamyl-tRNA (Gln) amidotransferase subunit C protein.
All other loci comprising the two most significant loci LG6 15273858 (ppa018341m.q)
and LG5 5394803 (ppa000004m.qg) were localized in introns. The associated functional
annotations of the two main candidate genes were related to Harbinger transposase-
derived nuclease and Pleckstrin homology-like (PH) domains, corresponding to a
superfamily of transposons found in plants and animals [58] and a conserved domain
particularly abundant in proteins involved in signal transduction pathways [59],

respectively.

Discussion

We aimed at investigating the genetic pattern of partial resistance of apricot to
bacterial canker caused by P. syringae using a broad genetic basis in the species. We
showed that, although being polygenic, bacterial canker partial resistance appeared to

rest upon a limited number of additive components: 5 SNPs on chromosomes 2,3,5,6
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and 7 partially explaining 45% and 62% of the total phenotypic variance of canker
(lgc) and superficial browning (bs) lengths, respectively. A large part of the genotypic
variance was due to a winter effect allowing the detection of two additional loci on
chromosomes 3 and 5 in the year most favorable for the expression of canker
symptoms. Among the 7 candidate loci, two main SNPs on chromosome 5 and 6
displayed additive contributions reaching 41% and 26% of the variation of lgc and bs.
Furthermore, these two markers showed a long-range inter-chromosomal LD revealing
a multi-locus-linked selection event through population history. Due to the short decay
of LD in apricot, candidate loci were identified with a high resolution leading to the
identification of promising candidate genes involving a potential signaling cross-talk
between abscisic (ABA), jasmonic (JA), and salicylic (SA) acids, molecules known to
mediate long-distance signaling in plant-pathogen interactions. Overall, this study
contributed to the very first characterization of the genetic variation and genomic
determinants of partial resistance to bacterial canker in a fruit tree species.
Detection of genomic regions controlling variation of partial resistance
to bacterial canker is dependent on winter frost intensity

As highlighted by the heterogeneity of genetic variances across four years, genetic
variation was highly dependent on winter-frost severity with low genetic variations in
2014 and 2016 while the highest were registered in 2013 and 2015. Considering this
environmental dependency, the screening and characterization of cultivars for
bacterial canker resistance was a difficult task. Other limits of bacterial canker
phenotyping concern time-consuming efforts in the orchard, a very long period of
symptom development, the need to calibrate the observations between operators and
no guarantee of getting significant genetic variation between individuals. Marker-
assisted selection (MAS) programs would be in that case an attractive, powerful and
cost-efficient alternative to phenotyping. Among the two most severe years, broad-

sense heritability estimates ranged from 35% (lgc in 2013) to 78% (bs in 2015) showing
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a considerable level of variation of susceptibility in the core-collection. Previous studies
on other patho-systems in fruit and forest trees have reported moderate to high
heritability estimates ranging from 30 to 40% for pitch canker resistance in loblolly
pine [60], from 70 to 89% in peach x Prunus davidiana [61] and 60 to 87% in apple
[62] for powdery mildew resistance. Importantly, these studies reported the crucial
need for controlling GxE interactions in order to estimate accurate genetic effects in
the face of environmental noise in pluri-annual data.

The two phenotypes lgc and bs displayed a high correlation (Pearson correlation
r=0.5740.10, p=1.48E-07***). Regarding the important contribution of the genetic
factor to the total variance of the phenotypes, this correlation suggests that a common
genetic pattern may control both phenotypes.

We identified a total of 11 associations, over 7 candidate SNPs on chromosomes 2, 3,
5, 6 and 7, linked to the variance of lgc and bs G and G X Y BLUPs. Among the stable
associations, two main SNPs were detected on chromosomes 5 (LG5_5394803) and 6
(LG6_15273858) and explained 41% and 26% of the variation of Ilgc and bs,
respectively. In the case of lge, a unique locus (LG6  15273858) was detected both for
G XY interaction BLUPs and the overall G term with a modulation of the allelic effect
and the PVE according to the year due to the heterogeneity of winter temperatures.
Moreover, new associations for bs were detected in 2015 which was the most severe
year in terms of disease expression, suggesting that data on specific years and climatic
conditions have the potential to reveal additional regions linked to disease resistance.
Similar results have been obtained in the case of QTL mapping on tree architecture
[63] and phenological traits [64] in apple underlying the usefulness of focusing on G

and G X Y terms to target both stable and environment-specific genetic determinants.

Candidate genes can be found by exploiting the quick LD decay in apricot

Mapping resolution in GWAS mostly depends on the decay of LD: the more the LD




decreases, the sharper the resolution appears around the detected locus [65].
Considering the original reproductive characteristics of the family, most Rosaceae
species are cross-pollinating because of their self-incompatibly system. This results in
a high number of effective recombination events and a rapid expected LD decay over
the genome [66]. In our study, global mean LD over all chromosomes decayed over
very short distances (100 to 200 bp) considering both corrections for population
stratification and uncorrected estimates. Moreover, LD in the case of our population
is not likely to rely on confounding structure effects related to differences in allele
frequencies between groups resulting from non-random mating [67]. These results are
congruent with those reported in the previous association study on apricot [30] based
on a population comprising the major part of the material used in our work.
Regarding all these observations, GWAS is a very suitable approach to map the
genetic regions linked to bacterial canker partial resistance in our diversity panel with
a very precise resolution.

To date, none of the putative candidate genes or domains associated with the SNPs
identified here have been reported for plant resistance function in the Rosaceae family.
The two main SNPs LG6 15273858 and LG5 5394803 were located in genes with
significant homologies to Harbinger transposase-derived nuclease (ppa018341m.g) and
Pleckstrin Homology PH (ppa000004m.g) domains, respectively. These motifs are
conserved domains found in a wide range of uncharacterized proteins with functions
respectively in, chromatin remodeling [68] and signal transduction through interaction
with membrane phosphoinositides [69, 70]. A role for phosphoinositides (binding to
pleckstrin homology domain - ppa000004m.g) in regulating plant nuclear functions
and possibly transcriptional activities through chromatin remodeling (Harbinger
transposase-derived nuclease - ppa018341m.g) was revealed as a common response to
a large range of both abiotic and biotic stresses [71]. It is noteworthy that the protein

encoded by the candidate gene ppa023961m.g located on chromosome 2 (SNP:




LG2_ 22535054) belongs to a large family of proteases: the subtilisin-like proteases (or
subtilases) whose involvement in plant defense responses has been more and more
described recently [72]. Two closely related members of the P69 subtilase family (P69B
and P69C) were shown to be transcriptionally activated after Ps DC3000 infection
with an elicitation from SA and JA [73, 74]. Although the link between SBT4.6
encoded by ppa023961m.g and plant resistance remains to be investigated, transcripts
from a close relative SBT4.14 (also known as AtXSP1) were evidenced as contributing
to xylem differentiation in A. thaliana [75]. Moreover, SBT4.6 subtilase was predicted
to be in the extracellular space (Uniprot database) suggesting a role in recognition of
Ps before entry and colonization through the xylem, in the case of a compatible
interaction. Interestingly, the G protein f WD-40 repeat, one of the domains of the
protein encoded by another candidate gene (ppa008956m.g for bs (G X Y),015
association), had been previously shown to bind in-vitro with PH domains
(ppa000004m.g) [69]. It has been shown in A. thaliana that myo-inositol
polyphosphate 5-phosphatases, a large family englobing IP5P2 (ppa020388m.g
including detected loci LG5 4842835), hydrolyze a wide range of phosphoinositide
phosphate substrates and is involved in stress responses through the abscisic acid
(ABA) signaling pathway [76]. In addition, research that deployed transcriptional
approaches demonstrated that the ABA pathway was one of the main targets of
effectors secreted by Ps [77]. Regarding all their functions, most of the candidate genes
or domains seem to support a role in a regulatory network involving signal
transduction through membrane phosphoinositides in a cross talk involving ABA, with
SA and JA, potentially. ABA mostly acts as negative regulator of disease resistance
with an antagonistic effect on SA and JA [78, 79].

In addition, over all the seven candidate loci, only two single polymorphisms targeted
CDS with non-synonymous substitutions. This observation emphasizes the importance

of introns which can affect gene expression level or induce alternate splicing with an




impact on the phenotype. Moreover, the genotype data we used in the association
mapping was restricted to variants located in gene-space regions. In turn, we may
have missed inter-genic allelic diversity and regulatory variants potentially
contributing to phenotype variation. The role of non-coding DNA such as promoters
or/and enhancers in the variability of susceptibility to plant disease resistance has
been demonstrated in several pathosystems including rice/Xanthomonas
oryzae pv. oryzae [80] and maize/maize rough dwarf virus [81] and would be worth
further investigation in the case of bacterial canker partial resistance.

These results open the door for subsequent validations to confirm the candidate loci
polymorphisms over a pool of genetic resources and the correlations between the SNP
genotype and the susceptibility level to the disease. To achieve this goal, pyro-
sequencing could be performed in order to confirm the haplotypes. Moreover, in order
to take into account the significance of non-coding polymorphism candidates from our
study, validation of the candidate genes could be performed with qRT-PCR across a
pool of favorable and unfavorable haplotypes identified in our study.

Combining genome-wide multi-locus and multi-variate association
models is a powerful method to decipher the genomic pattern of partial
resistance to bacterial canker

There have been very few association studies using both genome-wide multi-locus and
multi-variate mixed models [82, 83]. Our approach combining both methods proved
to be powerful in limiting the number of candidates by controlling for LD, capturing
a large part of broad-sense heritability and detecting common genetic variants
impacting the two phenotypes.

The two main SNPs LG5 5394803 and LG6 15273858 were associated independently
with multi-locus models on [lgc (chromosome 6) and bs (chromosome 5) and co-
detected on both phenotypes with the multi-variate model. The higher correlation

between LG5H_ 5394803 and LG6 15273858 (1,3=9.76E-02) compared to background
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pairwise loci could explain the lack of co-localization with the multi-locus model.
Indeed, the multi-locus model corrects for potential spurious associations due to intra
or inter-chromosomic LD by re-estimating genetic variance at the stepwise inclusion
of each associated locus as regressor in the model [51]. The drawback of such correction
is that pleiotropic genetic variants cannot be detected, which in turn emphasizes the
advantage of using multi-variate association models as a complementary approach.
Noteworthy, multi-variate mixed models, by taking advantage of correlations between
phenotypes can potentially also capture variants with smaller effects than those
detected with traditional uni-variate analyses [84]. As an example, this allowed us to
detect the small, but significant effect of LG7 18047191 (chromosome 7) on both lgc
and bs G BLUP (with PVE reaching 3 and 12%, respectively).

Despite the small size of our core-collection (73 accessions), we have successfully shown
that our method has enough power to detect marker-trait associations for bacterial
canker resistance. Nevertheless, our population might not have been large enough to
capture SNPs with minor effects due to a lack of statistical power with type II (false-
negative) errors. An interesting next analytic perspective would be the use of genomic
selection (GS) models on a higher number of individuals [85]. This would assess the
effect of all markers and in particular low-effect variants in the phenotypic variance
regardless of their frequency in the population, allowing to validate the candidates
while detecting new loci and thus giving an overall better estimation of the genetic
effects [86]. In our case, due to genotypic sampling bias, these genetic effects could
have been either overestimated for the detected loci [87] or underestimated for rare
variants possibly linked to resistance. For instance, the cultivars A0008 and A1314
noticed for particular phenotype of partial resistance were not highlighted by the
analysis of haplotypes in our study, but they might be relevant material to cross in
progenies. GS models or linkage analysis using bi-parental, multi-parental or

interconnected progenies [64, 88-90] derived from this material could thus map




additional rare variants which could have been removed in our study (filter
MAF<0.05).

Specific intra and inter-chromosomal LD patterns give insight into
genomic variation through population history

This study allowed us to reveal intra and inter-chromosomal patterns with either low
or high LD structure around the candidate loci. More specifically, one of the main
detected SNPs on chromosome 5 (LG5 5394803) displayed a high LD block
overlapping precisely with the underlying gene ppa00000/m.g, while all other
associations targeted low LD regions even considering the other detected loci
(LG5 4842835) located 552 kb downstream. We also detected a high level of inter-
chromosomal LD (r4=9.76E-02) between the two main detected SNPs included in the
candidate genes of interest ppa00000/m.g and ppa018341m.g on chromosomes 5 and
6.

A high level of LD may often be interpreted as a direct effect of selective breeding in
a genomic area where genes of agronomic interest are gathered. It also could be
possibly due to a population structure confounding effect but we have shown for both
intra and inter-chromosomal LD patterns that high levels of LD remain after
correcting for population structure and relatedness, indicating a biological relevance
behind these allelic associations. Considering the broadly diverse germplasm we used
through this study, resulting from numerous recombination episodes through
evolution, such strong LD patterns, especially between unlinked loci (over different
chromosomes) are unexpected. These observations could then suggest a possible
linkage due to a strong multi-locus linked selection acting as an evolutionary
counterforce preserving an efficient and functional synergy between ppa000004m.g and
ppa018341m.g. The same hypothesis could be drawn from the long-range LD between
LG5 5394803 and LG5 4842835 impacting either G or G X Y variation of superficial

browning.




High LD between physically unlinked loci is likely to happen when strong selection is
applied in conjunction with epistasis, pleiotropy [91] and/or co-adaptation on the basis
of biological mechanisms leading to a “functional linkage” as it has been described in
Arabidopsis thaliana with the genes couple GS-OH and MAM1 [92]. These two genes
located respectively on chromosomes 2 and 5, showed a significant long-range genome-
wide correlation and epistasis effects with favorable allelic combinations impacting the
biosynthetic pathway related to herbivore resistance [92]. While the biological relation
between ppa000004m.q and ppa018341m.g needs further investigation, LG5 5394803
and LG5 4842835 were included in two genes (encoding PH domain protein and
[P5P2) related to phosphoinositide substrates and membrane components. The
proximity of ontologies between these two genes located 0.5 Mb apart suggests a
functional linkage.

Both long-range and inter-chromosomal LD between some of the markers of interest
and the annotation of their underlying genes emphasize the idea of a functional
network involved in bacterial canker resistance. In addition, the particular LD block
structure of ppa000004m.g could be explained by a prevalent role of this gene in this
network, possibly as an immediate-early gene involved in the initial steps of Ps
infection. The function of ppa000004m.g interacting with membrane phosphoinositides
corroborates the key-gene hypothesis as the plasma membrane is one of the first battle

grounds in the plant-pathogen interaction.

Conclusion

We aimed at targeting the genetic pattern controlling susceptibility to bacterial canker
in apricot by exploring the natural genetic diversity in a panel of 73 apricot accessions.
To achieve this goal, we used a very dense set of 63,236 SNPs spread over the genome

and performed association mapping using both multi-locus and multi-variate mixed




models on two correlated phenotypes resulting from controlled inoculations in the
orchard during two years favorable for disease expression.

A total of 11 associations was detected with two main components located on
chromosomes 5 and 6 contributing to a large part of additive variation of the
phenotype (41% and 26% of PVE). Putative candidate genes linked to the abscisic
acid pathway were reported with a very precise resolution given the extremely low LD
shaping the apricot tree genome organization.

In terms of methodology, we also demonstrated the complementary of genome-wide
association multi-locus and multi-variate mixed models allowing i) estimation of the
additive individual contribution of all associated loci in the total phenotypic variation
and ii) detection of common genetic variants impacting the two phenotypes.
Subsequent analyses considering a bigger GWAS population and/or the use of bi or
multi-parental QTL mapping approaches would allow a further validation of the
associated loci.

In a breeding context, further research is required to assess the extent of resistance
due to all identified loci relative to the diversity of Ps in the orchard. Combining
resistance genes showing major and strain-specific effects with genes displaying minor
and non-specific effects was suggested to be an efficient strategy to preserve
sustainability of the resistance by generating contradictory selection pressures on
pathogen evolution [93, 94]. In this perspective, the loci detected in this study could
be used in MAS in order to complement the global multi-trait selection strategy [66].
Gene pyramiding would be a feasible approach not only for apricot trees but also
considering in a larger perspective other Prunus species because of the synteny

between their genomes [95].
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Eléments complémentaires de validation

Sur les 7 marqueurs identifiés, 4 jeux d’amorces KASPar ont pu étre développés
ciblant spécifiquement les SNPs candidats LG5 5394803 (SNP majeur),
LG3 10897844, LG5 4842835 et LG7 18047191 exprimant respectivement 26% et
19% de la variance de bs G, 20% de celle de bs (G X Y),015, et enfin a la fois 3% et
12% des variances de lgc G et bs G. Il n’a pas été possible de développer des amorces
spécifiques au SNP majeur LG6_ 15273858 en raison de sa localisation a proximité
immédiate d'une zone répétée du génome. Néanmoins du fait de sa liaison a 1’échelle
du génome avec LG5 4842835, pour lequel des amorces ont été établies, il est attendu
que la variance expliquée par ce marqueur soit en partie expliquée par LG5 4842835.

La comparaison des données de marquage exploitées pour la GWAS avec celles issues
de I'utilisation des amorces développées s’est effectuée sur la base d’'un échantillonnage
indépendant des accessions de la core-collection élargie (comprenant les 73 individus
exploités en GWAS). Les résultats des deux approches sont globalement tres cohérents
avec un taux d’erreur de 1/94, 2/96, null et 1/95 pour LG5 5394803 (SNP majeur),
LG3 10897844, LGH 4842835 et LG7 1804719, respectivement. Les données de
polymorphisme exploitées en GWAS peuvent donc étre considérées comme valides.

Le génotypage associé au phénotypage 2018 de pres de 335 accessions sur la base des
amorces ciblant 3 des 4 marqueurs nous a permis d’évaluer la corrélation entre les
génotypes obtenus et les différences de sensibilité a la maladie. Les profils génotypiques

ciblant le 4° marqueur (LG7 18047191) sont a ce jour en cours de traitement par
BioGEVES.

Les résultats des ANOVA a 1 facteur testant individuellement la significativité de
chacun des 3 marqueurs sont indiqués au niveau de la figure 27.

Sur les 3 marqueurs, seul LG3 10897844 présente un effet significatif (p=0.03*) sur
la distribution de lgc avec un effet en limite de significativité sur bs (p=0.05). Le
marqueur LG5 5394803 présente également des effets en limite de significativité sur
les deux phénotypes (lgc : p=0.09, bs: p=0.07). Enfin, le marqueur LG5 4842835 ne
présente aucune influence sur lgc et bs. Une étude analogue effectuée sur les haplotypes
constitués par les génotypes aux 3 marqueurs indique un faible effet de ’haplotype
sur lge (p=0.047*%) et un effet en limite de significativité sur bs (p=0.073).
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Figure 27 : Boxplots représentant la distribution de 1’étendue des symptémes (BLUP
lgc et bs) issus du phénotypage de validation en 2018 en fonction des génotypes aux
marqueurs candidats LG5_ 5394803, LG3__ 10897844, LG5_ 4842835.

A. Comparaison des génotypes testés sur chacun des 3 marqueurs pris individuellement.

B. Comparaison des haplotypes constitués par les génotypes au niveau des 3 marqueurs.

Les p-values issues des ANOVA effectuées sur chaque marqueur et le niveau de significativité (a=0.05)

du test sont indiqués sur chaque boxplot. NS : non significatif, (.): en limite de significativité
(0.05<p<0.1),* :0.01<p<0.05.
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Cette faible significativité (voire nulle) des effets des marqueurs candidats peut

s’expliquer par plusieurs facteurs :

- Un effet significatif de la parcelle (lgc: p=2.45-3** bs: p=2.6"3**)) sur
I’expression des symptomes, qui n’a pas pu étre dissocié correctement de 1’effet
génétique dans la modélisation statistique, du fait du plan incomplet.
L’ensemble des 335 génotypes sont en effet répartis sur 4 parcelles, pouvant
présenter des conditions pédoclimatiques hétérogenes.

- La taille bien supérieure du panel testé (335), face a la population traitée en
GWAS (73). En effet, il n’est pas irraisonnable de supposer que ces résultats
résultent d'un bruit de fond dans les distributions de [gc et bs lié a 'existence
de composantes génétiques a effet supérieur, non identifiées dans le panel de 73
accessions. Les héritabilités relativement importantes des phénotypes (H?
=0.57, H%,=0.62) semblent supporter cette hypothese.

Ce dernier point est a relier au probleme de dépendance de I'estimation des effets avec
la taille et I’échantillonnage de la population menant trés souvent a des effets
surestimés des QTLs dans le cas de populations a effectifs limités (Utz et al., 2000).
Cette limite est d’autant plus marquée, dans le cas d’études ciblant des traits
fortement influencés par I’environnement a héritabilité faible ou moyenne.

Afin de mesurer la dépendance des effets des QTLs a la population étudiée, il a ainsi
été suggéré d’effectuer des procédures de validation croisée, analogues aux modeles de
sélection génomique, consistant en une recherche de QTLs sur une partie des
génotypes, prise aléatoirement (population d’estimation) et en une procédure de test
de la validité des QTLs sur les génotypes restants (population de test) (Utz et al.,
2000). Le calcul des corrélations entre les valeurs phénotypiques prédites des individus
de la population de test (sur la base du modele établi a 'aide de la population
d’estimation) et leurs valeurs réelles observées permet de se rendre compte de 'effet
de I’échantillonnage génétique sur l’estimation des effet des QTLs. A I’issue d’un
nombre important de ré-échantillonnages aléatoires des populations d’estimation et de
tests, la distribution des corrélations meéne a l'estimation d’un biais permettant
d’apprécier la dépendance des effets génétiques avec la constitution de la population.
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Partie IV- Cartographie de la
résistance a Psy par analyse de
liaison au sein d’une descendance
pseudo-F1 et de trois
descendances interconnectées de

2¢me odpération
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Introduction

Cette étude est sous la forme d’un manuscrit d’article en cours de préparation, pour
lequel la revue ciblée est Molecular Breeding.

L’article vise a cartographier la sensibilité & Psy au sein d’'une (i) population pseudo
F1 ‘BerBa’ (Bergeron x Bakour) de 218 individus et de (ii) 3 descendances
interconnectées de 307 hybrides. Ces trois familles de 2°¢ génération sont issues de 3
hybrides de la BerBa présélectionnés pour leur faible sensibilité au chancre, croisés
individuellement avec ‘A4049’, un géniteur cumulant auto-fertilité et résistance a la
sharka.

Similairement a la GWAS, les phénotypes exploités au sein de chaque dispositif sont
issus de 3 et 2 campagnes d’inoculations artificielles réalisées en période hivernale en
verger. Ces notations continues ont été complémentées dans le cas des populations
interconnectées d’une notation globale de mortalité issue d’observations conduites en
2017 et 2018, 2 années a forte pression de la maladie en verger.

Cette étude a permis d’identifier 27 QRLs dont plusieurs colocalisations soit entre
années, soit entre variables dans la méme année.

Les perspectives immédiates issues du travail effectué consistent en une densification
du marquage sur la carte consensus afin de :

combler le gap entre les deux groupes de liaison du chromosome 4 car le début du
chromosome 4_ 2 présente une région d’intérét cumulant plusieurs QRLs relatifs aux
symptomes issus des inoculations artificielles en 2016 et 2017,

améliorer la précision de cartographie autour du QRL majeur situé sur le chromosome
3 (pseudo-R*=25%) propre au phénomene de mortalité.

Les figures et tables additionnelles de I'article sont présentées au niveau des annexes

II référencées & la fin du manuscrit.
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Abstract

Bacterial canker of apricot caused by Pseudomonas syringae (Psy) is a particularly
limiting factor of crop cultivation in cold and humid winter areas. In this study, a
quantitative trait locus (QTL) analysis designed for four biparental populations was
carried out and tested in order to map genetic determinants of apricot resistance to
Psy. Among the four populations, three were considered as interconnected, meaning
they were issued from a cross involving a common genitor. A complementary approach
between a two way pseudo-test cross strategy on the first biparental progeny and a
multi-parental mapping on the three second generation interconnected families was
performed. The use of MCQTL outbred package allowed us to compare within-family
analysis and across-family analysis in the three interconnected families, exploiting a
consensus map produced with 162 SNPs. A set of 15 QTLs involved in both
quantitative traits related to symptoms lengths resulting from artificial inoculations
and binary mortality trait noted over two severe years, was identified. No overlapping
has been noticed between these two traits which may suggest two distinct mechanisms
involved in resistance. The underlying biologic hypothesis are discussed. A comparison
between results from within and across family models showed that they are both
complementary, across-family models being more powerful to detect common QTLs

across families and within family models, population-specific QTLs.

Introduction

Breeding of perennial Rosaceae species is challenged by multiple factors related to
their long vegetative cycle, long period of juvenility, large plant size, high level of
heterozygosity coupled with a strong phylogenetic differentiation for some species such
as apricot (Prunus armeniaca L.) (Bourguiba et al., 2012). In addition, due to the
polygenic architecture of most agronomic traits, phenotypic evaluation is often

hampered by the interaction with environmental factors in the orchard. Overall, this
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laborious and costly phenotype characterization can be constrained for some traits to
the need to maintain the trees until they reach maturity (Rikkerink et al., 2007; Khan
and Korban, 2012). Then the use of molecular markers to assist breeding through
marker-assisted-breeeding (MAB) overcomes these limitations by allowing the
selection of genotypes with the favorable alleles at the seedling stage (Collard and
Mackill, 2008). Application of MAB implies beforehand the detection of either major
genes or quantitative trait loci (QTLs) involved in the variation of continuous traits.
Classically, in perennial trees, these detections were mostly achieved through linkage
analysis (LA) in single full-sib families derived from the cross between two contrasted
genotypes. Due to the limited number of recombination events, linkage analysis takes
benefits from long linkage disequilibrium (LD) and allows the use of a moderate
density of markers to cover the genome. However, for this approach the main
limitations are a low resolution of mapping (Bazakos et al., 2017) and especially an
instability of QTLs among different genetic backgrounds due to a poor diversity in
the parental allelic pool (Kenis et al., 2008). These problems can be addressed by an
alternative approach, genome-wide association (GWA) which deals with highly diverse
natural populations showing a higher number of recombination events and a wider
allelic pool (Khan and Korban, 2012; Ogura and Busch, 2015). Nevertheless, GWA
also shows some drawbacks with confounding effects due to population stratification
(Sillanpaé, 2011) or false negatives due to rare variants or minor-effect polymorphisms
(Myles et al., 2009). Recently, methods known as ‘LD-LA mapping’ aimed to reconcile
GWAS and linkage analysis through development of multiparental progenies (Wu et
al., 2002). QTL mapping on pedigree-based populations or multiple bi-parental
populations connected by common parents allows to extend polymorphism at the
targeted QTLs while presenting more equilibrated allelic frequencies than GWA
panels. This strategy has shown its efficiency in perennial trees with higher QTL

detection power and better accuracies of QTL positions and effects than traditional

135




linkage analysis (van de Weg et al., 2004; Billotte et al., 2010; Allard et al., 2016;
Fresnedo-Ramirez et al., 2016).

Bacterial canker caused by the ubiquitous bacterium Pseudomonas syringae (Psy)
remains one of the most damaging biotic stress of Prunus species leading to potential
death of trees in the orchard (Kennelly et al., 2007). Apricot is more particularly
impacted with a lack of effective protection measures in the orchard limited to the use
of resistant and soil-adapted rootstocks and a tall-height grafting (Prunier et al.,
1999). Several sources of partial resistance have been identified (Prunier and Bordjiba,
1991; Prunmier et al., 1993; Brun et al., 2011) and genetic improvement through
selection of haplotypes with favorable alleles offers promising perspectives in disease
management. Recently, we deciphered the genetic pattern of susceptibility to bacterial
canker by performing a GWA study in a broadly diversified apricot core-collection
(Omrani et al., submitted). A total of 11 associations, mapped to the single nucleotide
polymorphism (SNP) level, were identified on two traits, among which two main loci
explained together up to 41% and 26% of the total phenotypic variance. Although
favorable haplotypes were determined according to the detected SNPs, our study did
not allow to identify some known resistant cultivars among them, possibly due to
under-represented variants in the apricot panel.

The main purpose of this study was to map QTLs linked to bacterial canker resistance
in an apricot multi-parental scheme composed of a biparental progeny BerBa and
three interconnected populations derived from the cross of three pre-selected BerBa
hybrids with a common genitor. Here we describe step by step: i) the phenotypic
characterization of the genetic material achieved via artificial inoculation in the
orchard and by exploiting natural disease mortality incidence, ii) construction of
individual maps of all the progenies, iii) construction of a consensus genetic map of
the interconnected families using both SNPs and single sequence repeats (SSRs), and

iv) QTL mapping by several approaches. These approaches included: (1) a two-way
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pseudo test-cross strategy (Grattapaglia and Sederoff, 1994) for BerBa progeny and
for the three interconnected progenies a comparison between a (2) within-family model
analyzing each family independently and (3) a connected model assuming the same

effects of the detected QTLs across families.

Material & Methods

Plant Material

Four families were used for mapping bacterial canker partial resistance in this study.
An F1 family of 218 individuals, ‘‘Bergeron’ x ‘“Bakour” (BerBa) was derived from
the cross between the susceptible cultivar ‘“Bergeron’” and the resistant cultivar
“Bakour” (Brun et al., 2011). Following a two-years period of multi-diseases
evaluation, three hybrids from BerBa designated as C092, C109 and D099 were
selected for their low level of susceptibility to monilia and bacterial canker, and were
individually crossed to a self-fertile and plum pox virus resistant genitor ‘A4049’. The
three interconnected progenies composed of 110, 118 and 77 individuals, respectively
and the biparental population BerBa were observed and are maintained at the INRA
experimental station ‘UERI de Gotheron’ (Dréme, France).

DNA extraction, SNP genotyping and marker segregation type

A total of 300 simple sequence repeat (SSR or microsatellite) marker loci were screened
for polymorphism in ‘‘Bakour’ and “Bergeron’. Genome sequences of the two parents
allowed the search of SNPs polymorphisms to complement the use of SSRs markers.
The criteria for choosing these SSRs and SNPs were (1) a good distribution along the
genome, (2) the highest proportion of polymorphism between the two parents. For the
interconnected progenies, SNPs markers were selected among the ones exploited for
‘“Bakour” and ‘‘Bergeron’” according to the genotype profiles of A4049 with additional
SNPs, added in order to maximize the polymorphism of the hybrids. Extraction of

total genomic DNA was carried out from fresh young leaves of a single individual
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plant (150 mg) per genotype using the DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) and following
the manufacturer's instructions with minor modifications: addition of 1% w/v of PVP-
40 to the AP1 buffer solution. DNA concentrations were estimated using
spectrofluorometry and aliquots were diluted to a final concentration of 20 ng.pL™.
After genotyping markers segregation types were affected to the three following
categories <lmxll>, <nnxnp> or <hkxhk>.

Linkage analysis and genetic maps construction

Construction of linkage maps was performed using JoinMap® v4.0 software by setting
the ‘cross-pollinator’ (CP) data type (Van Ooijen, 2006). Recombination frequencies
were converted into map distances using the Haldane mapping function.

In the Berba population, two individual parental linkage maps were built for each
parent according to a ‘two-way pseudo test-cross’ strategy (Grattapaglia and Sederoff,
1994). In the three interconnected progenies, an individual map for each of the
parental hybrid was constructed. Individual maps of the parental hybrids were then
integrated into a consensus linkage map using the ‘combine maps’ function in
Joinmap® with genetic distances estimated from mean recombination frequencies of
‘bridge markers’ between the individual maps.

For each map, linkage groups were defined according to an independence LLOD score
higher than 3. Markers were ordered on each linkage group considering a regression
mapping function using pairwise data of the segregating loci with a recombination
frequency lower than 0.40 and a LOD score higher than 1. Linkage phases between
markers were determined and marker segregation distortion was assessed comparing
observed and expected segregation ratios (1:1 or 1:2:1) with a Chi2-test.
FEvaluation of bacterial canker susceptibility

Evaluation of susceptibility to bacterial canker in the BerBa and the interconnected
progenies was conducted annually on each individual in the orchard over a 3-year

period (2012 to 2014) and a 2-year period (2016 & 2017), respectively, according to a
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previously described procedure (Omrani et al., submitted). Briefly, artificial
inoculations were performed in the orchard on three to five one-year old branches per
genotype (one tree for each genotype), depending on the population using an inoculum
of Pss strain 41A (Bartoli et al., 2015). An additional shoot per genotype was
inoculated with sterile water and consisted in a negative control. Bacterial canker
susceptibility was scored as the length of four different symptoms (Additional file 1):
canker length (lgc), sub-lesion length (lge), superficial (bs) and internal browning (b7)
lengths (except lge and bi for the interconnected progenies). During symptom notation,
attention was paid to the effect of the operator as it has been shown to impact the
phenotypic variability (Omrani et al., submitted). This effect was controlled with a
balanced design, each genotype being evaluated by all the operators. Furthermore,
due to a high level of natural disease pressure on the years 2017 and 2018, death of
trees occurred on the orchard. A mortality score (0/1) had been attributed then in
the three interconnected progenies on the two years.

Statistical modeling of phenotypic data

All statistical analyses were conducted using R software (https://www.r-project.org).

Due to the possible annual effect related to contrasted winter expression through
years, each phenotype was considered annually as a subdivision into a fixed operator
effect, a random genotype effect and a random residual effect with a linear mixed
model. Prior to modeling, normalization of phenotype distribution was performed
using a In(x+1) transformation. Best unbiased linear predictors (BLUPs) were
subsequently predicted from each phenotype per year and were then used as input
variable data for linkage analysis. Restricted maximum likelihood estimates of genetic
() and residual (62) variances were also extracted from the model and broad-sense
heritability H? estimated per year as ¢Z /(o¢ + 62 /n) where n={3,5} is the number
of replicates per genotype. Pearson correlations coefficients were computed to assess

within-year and between-years correlations between all studied phenotypes.
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QTL mapping

The R package Rqtl was used for QTL mapping on the separate genetic maps of
‘Bergeron’ and ‘Bakour’ in the BerBa progeny, leading to the detection of additive
QTLs in a pseudo-test cross strategy. Analysis of the interconnected progenies was
realized using both the outbred module of MCQTL (Jourjon et al., 2005) and an home-
made script allowing both analysis of continuous and binary traits.

Precisely, missing data imputation and pseudo-marker inference with a step of 2 cM
was performed using fill.geno and sim.geno functions of Rqtl for ‘Bergeron’ and
‘Bakour’ maps and ProbaPop function of MCQTL for the consensus map.

For the interconnected progenies analysis, output of ProbaPop function consisted of
the estimation of genotype probabilities at each chromosome location for both
genotyped and inferred markers in each family. Depending on the phenotype category,
either continuous (lgc, lge, bs and bi) or binary (mortality), the output probabilities
given marker information were then used as regressors for QTL testing in linear or
generalized linear models (glm) in R, respectively (Haley and Knott, 1992). We
implemented the two MCQTL models in R: a within-family model (‘disconnected
model’) testing the presence of a QTL for each progeny, independently and an across-
family model (‘connected model’) assuming same location and effects of the QTL
whatever the family considered. Each model was tested under hypothesis of additive
effects acting alone (additive hypothesis) or with dominance effects (additive +
dominance hypothesis). Phenotypic value Y. of the k™ individual of family ¢ was

modeled according to the general formula:

Yoo = p.+ Zpék,ij ecl,ij + &k
ij
with . is the global mean in the family c; pék’i}- is the probability of the k™ individual
having genotype ij (with i,j are the alleles provided by parents 1 and 2) at the tested

locus [ given the marker information; 9Cl,i ; is the mean of the ij genotype at locus [l in

family ¢ and &, the residual error. The mortality binary score was analyzed with a
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binomial regression, Y. corresponding to a variable related to a logit function

(log (ﬁ)) with p as the probability of the individual death in the orchard.

Moreover, the locus [ effect is decomposed in additive (o) and dominance (0) effects:
9cl,ij = d.; + alc,j + élc,ij

where ij = {ac,ad, bc,bd} considering four different alleles segregating in a outbred
cross between heterozygous parents. At any tested locus, the sum of the two allelic
effects of each parent was null (ie alc’i + alc’ i = 0) by constraint of the model. Under
the additive hypothesis, the dominance parameters are all assumed to be null. In the
connected model, genetic parameters are assumed to be identical over the families (ie
by = o Yevi; & = 84vevif).

Fisher and Chi-square tests of comparison of stacked models (with or without QTL)
were computed to test single QTL locations in analysis of continuous phenotypes (lgc,
lge, bs, bi) and mortality, respectively. Statistical significance of QTLs was assessed
from the -loglO(p-value) according to MCQTL procedure. Model choice criteria
between either connected or disconnected model, and ‘additive’ or
‘additive+dominance’ hypothesis was based on comparison of stacked models using
analysis of variance (ANOVA). Differences in effects among pairs of alleles was tested
using a t test (a=5%).

For all mapping populations, LOD threshold values (p<0.05) were estimated trait by
trait from a 1,000 permutations test considering intra-family permutations in the case
of the interconnected progenies (Churchill and Doerge, 1994). LOD threshold values
were very similar between traits for each population analysis and averaged 2.5 for the
two way pseudo-testcross strategy and ranged from 3 to 3.47 for the interconnected
progenies. Therefore, QTL search was based on LOD threshold of 2.5 and 3.47 for
BerBa and interconnected progenies analysis, respectively. For each significant QTL,
a support interval defined as a LOD score drop off equal to 1 on both sides of the

LOD peak was defined. After a single QTL scan, the closest marker of the significant
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LOD peak was put into the cofactor. Subsequent additional QTL scans and cofactor
setting were performed until no additional peaks were observed. In addition to the
chromosome location and LOD score, additive (and possible dominance) effects and
phenotypic variation explained by individual (PVE) QTL and the model (R?) were
computed for each trait. In the case of mortality notation, we used Nagelkerke’s
pseudo-R? estimated from the glm (Nagelkerke, 1991). Linkage maps and QTL

positions were drawn using MapChart software.

Results and Discussion

SSR and SNP linkage mapping

Over the initial set of 300 SSRs, only 38 and 52 markers were polymorphic on
‘Bergeron’ and ‘Bakour’, respectively, possibly due to the position of these two
cultivars at the end of their phylum of diversification, North European and
Mediterranean groups, respectively (Bourguiba et al., 2012). Individual parental maps
of ‘Bergeron’ and ‘Bakour” had 10 and 11 linkage groups (LG) over the 8 chromosomes,
including 122 and 128 SNPs with 17 and 21 SSRs, respectively (Additional files 2 and
3). These SSRs markers were chosen according to the minimum amount of missing
data. Parental maps measured 624.1 cM in ‘Bergeron’ and 823.9 cM in ‘Bakour’ with
an average marker density of 4.48 + 3.42 and 5.52 £ 4.51 cM and a genome coverage
representing 87% and 81% of the Prunus persica v2.0 reference, respectively. Leaving
aside the respective gaps splitting chromosome 1 and 2 of ‘Bergeron’ and 2, 4 and 5
of ‘Bakour’; maximum gap length was 17.7 (chromosome 8) and 34.9 (beginning of
chromosome 5 2) ¢M in ‘Bergeron’ and ‘Bakour’ maps, respectively. Lengths of
individual parental maps of C092, C109 and D099 were 742.1, 810.3 and 750 cM for
16, 13 and 15 linkage groups, respectively (Additional file 4)

The consensus map of the three interconnected progenies consisted of 162 SNPs

distributed over 10 linkage groups, chromosomes 2 and 4 being split into two parts

142




(Additional files 2 and 5). The total map measured 970.11 ¢M covering 95% of the P.
persica v2.0 genome with an average marker density of 5.99 + 5.50 ¢cM. Among the
162 SNPs, only 33 were polymorphic in the three interconnected progenies (76 in two
of them and the remaining 53 in a single progeny). The 10 linkage groups spanned
from 21.10 (LG4_ 1) to 233.32 cM (LG1) with an average marker density ranging from
2.64 £3.33 cM (LG4 1) to 8.33 £9.65 cM (LG2_2).

Statistical characterization of the phenotypes

Comparison between all controls and inoculated shoots regardless of the genotype
effect revealed a highly significant effect of bacterial inoculation (Wilcoxon unilateral
t.test p<2.2E-16) for all studied variables through years in both Berba and the
interconnected progenies.

For each of the four interconnected families, genetic distribution of the symptoms
related to the artificial inoculations displayed a quantitative distribution with
variances depending on the year and the cross providing insight into differences on
winter expressions and on genetic backgrounds related to each population, respectively
(Figure 1, Table 1). Globally, 2017 was the year with a maximum genetic variance
(except for lge in C092 x A4049). A highly significant effect of the population was
observed on this year for lgc (p=1.975E-13***) and bs (p=4.088E-9***) with the three
populations classified into three different groups (SNK post-hoc mean comparison
test): C092 x A4049 being the least susceptible (Igc: 2.09 £ 0.14% bs: 1.93 £ 0.76%),
C109 x A4049 (Igc: 2.21 £ 0.14", bs: 2.24 £ 0.59") an intermediate group and D099 x
A4049 the most susceptible (lge: 2.27 £ 0.17¢, bs: 2.56 £ 0.64°).

In 2017, considering the two symptoms, D099 x A4049 appeared to be the population
with the largest part of genetic variance, with broad-sense heritability estimates
reaching 36% for lgc and 75% for bs. Significant phenotypic correlations were obtained
between lgc2016 and bs2017 (Pearson correlation r=0.13*) with no correlation

between the same variable through the two years. lgc and bs G BLUPs were also
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highly correlated for each year (2016: r=0.25*** 2017: r=0.68*** Pearson correlations

corrected with a FDR a=5% for multiple-testing).
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Figure 1: Genetic distributions of lgc and bs BLUPs in the three interconnected progenies
for the year 2017.

Density plots of symptoms genetic BLUPs represented in C092 x A4049 (green), C109 x A4049 (orange)
and D099 x A4049 (purple) progenies. All BLUP values are represented on a In(x+1) scale. Arrows on
the x-axis are positioned on the average value of the parents C092, D099 and C109, respectively in
green, purple and orange, and on the genitor A4049 and the grand-parents ‘Bakour’ (Ba) and ‘Bergeron’
(Ber) in black. Group of means are indicated according to a Student-Newman-Keuls test (a=0.05).

For Berba, a differential susceptibility between the two parents ‘Bergeron’ and
‘Bakour’ was dependent on the year with 2012 and 2014 not being as discriminant as
2013 (Additional file 5) Broad-sense heritability estimates ranged from 27% (bs 2014)
to 66% (012014 and lgc2013) (Table 1).. Correlations between phenotypes in the same
year ranged from 0.19% (bs and bi in 2014) to 0.82*** (lgc-lge and lge-bs in 2013) and

through years from 0.16* to 0.42** (Additional file 6).
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Table 1: Broad-sense heritability estimates of BerBa and individual interconnected

progenies for the traits related to symptoms post-inoculations in the orchard.

Population Year Igc Ige bs bi
BerBa 2012 0.55 - - 0.43
2013 0.65 0.55 0.63 0.63
2014 0.51 0.57 0.27 0.65
C092 x A4049 2016 0.35 - 0.33 -
2017 0.21 - 0.78 -
C109 x A4049 2016 0.19 - 0.23 -
2017 0.23 - 0.66 -
D099 x A4049 2016 0.15 - 0.36 -
2017 0.36 - 0.75 -

QTL analysis revealing complementary use of within and across-family
models.

A total of 12, 5 and 10 QTLs were mapped for all the studied phenotypes, except
bi2012 and lgc2016, using the pseudo-test cross strategy in ‘Bergeron’ and ‘Bakour’
parental maps, the across and within-family models in the interconnected progenies,
respectively (Table 2 and Additional file 7).

All detected QTLs using BerBa progeny were mapped exclusively on ‘Bergeron’
parental map with R? explained by all associated QTLs per trait ranging from 5%
(bs2013) to 20% (lgc2014). Considering all analyses together, from one to three QTLs
were detected for each trait. In the interconnected progenies, individual QTL had
PVE estimated from 7% (bs2016 — ‘connected model’) to 27% (lgc2017 — ‘connected
model’). Several QTLs found on different phenotypes and/or years either colocalized

or had overlapping support intervals (Figure 2).
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Table 2: QTLs detected on ‘Bergeron’ genetic map with a pseudo test-cross strategy.
For traits with multiple detected QTLs, -log(pvalue) and R? of the model are indicated in addition to
individual contribution of QTLs (PVE). Results shaded in grey and indicated in bold are related to
colocalization or overlapping QTLs of either the same phenotype in different years or different
phenotypes in the same year, respectively.

model marker
Support
Position
Trait Year -logPvalue R? -logPvalue PVE LG Locus interval Additive Effects
(cM)
(cM)

lgc 2012 3.34 0.06 3.34 0.06 1 2 SP702 1 64.3 40-67.7  -0.082 £ 0.023
lgc 2013 3.67 0.067 3.67 0.067 6 SP526_6 45 35-56.3 0.082 £ 0.021
Ige 2013 4.71 0.088 4.71 0.088 6 SP526_6 45 38.9-50 0.078 £ 0.018
bs 2013 2.96 0.053 2.96 0.053 4 SP499 4 24 10-35 0.105 £ 0.032
bi 2013 3.34 0.060 3.34 0.060 8 SP543 8 2.2 0-6 0.164 £ 0.046

4.68 0.081 4 SP504_4 64 55-71.3  -0.055 £ 0.013
lgc 2014 8.50 0.202 4.57 0.079 1_2 SP472_1 50 40-56.4 -0.054 %= 0.013

4.02 0.068 7 SP536_7 30 24.4-40  0.049 = 0.012

4.18 0.076 1_2 SP471_1 44 30-50 -0.067 £ 0.016
Ige 2014 5.82 0.132

3.96 0.072 7 SP538_7 50 40-57.9  0.065 £ 0.016

5.94 0.113 1_2 SP472_1 52 45-56.4 -0.207 & 0.04
bi 2014 7.03 0.158

3.05 0.061 8 MP340 8 11.9 5-25 0.133 £ 0.039

A region located from the beginning of chromosome 4 2 to position 21.09 ¢cM was
detected both on lgc2017, bs2017 and bs2016 using both within and across-family
models in the interconnected families with estimation of QTL position varying slightly
between connected and disconnected models. QTLs had an average support interval
region of 18.40 £ 6.33 ¢cM on ‘Bergeron’” map and 10.37 £ 2.73 ¢cM on the consensus
map where two particular regions on chromosome 1 and 4 2 (exceeding 100 ¢cM and
located on an exact position, respectively) were excluded from the calculation.

Considering that overlapping QTLs between within-family analyses and across-family
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analyses are the same, all detected QTLs in the within-family analyses were also found

in the across-family analyses with differences on estimated PVE.
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Figure 2: Map of the QTLs detected with the within-family and across-family analyses in
the interconnected progenies.
Dashed and continuous support intervals refer to QTLs detected with the within-family and across-

family analyses, respectively. Green, blue and brown colors indicate that the detected QTL were specific
to C092 x A4049, C109 x A4049 and D099 x A4049 families, respectively.

‘Mort’ is related to the mortality incidence, resulting from 2017 and 2018 notations in the orchard.
When a QTL was identified by both analyses, its PVE estimated by the within-family
model was from 18 to 42% lower than that estimated by the across-family analysis.
For instance, a QTL underlying mortality trait was detected on chromosome 3 (LOD
peak at 58.91 ¢M) with PVE of 13, 16 and 15% in C092 x A4049, C109 x A4049 and
D099 x A4049 families respectively. This QTL explained a major part of the genetic
variance considering the across-family analyses with PVE reaching 25%. Moreover,
across-family analyses allowed to detect 4 additional QTLs on chromosomes 8,6, 4 2

and 1 that were not detected with the within-family analyses. The complementary use
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of within and across-family models proved to be efficient in order to map genetic
determinants of resistance to bacterial canker in apricot. Comparing to the two way-
pseudo test cross strategy applied in ‘Bergeron’ and ‘Bakour’ parental maps, a larger
number of QTLs have been detected through the study of the interconnected
progenies, taking advantage of a higher number of recombinants. The exploitation of
second generation populations allowed detection of QTLs which could have been at
an homozygous state in ‘Bakour’ making them impossible to be revealed using BerBa
progeny. While for QTLs detected by both within and across-family models, support
intervals and effects were estimated with a higher precision for the across-family
model, some QTLs were only detected on some specific progenies, as it could have
been observed in previous studies (Billotte et al., 2010; Mérot-L’Anthoéne et al., 2014).
C092, D099 and C109 had significant effects on the means of their respective progenies,
revealing differences in their polygenic backgrounds issued from different associations
patterns of ‘Bakour’ resistance determinants. Therefore, it was reasonable to expect
numerous progeny-specific QTLs. Another explanation could be due to under-
representation of some specific individual progeny variants which could have been
diluted in the whole population (Mérot-L’Anthoéne et al., 2014). This justifies the
interest of using both approaches in order to maximize the chance of capturing both
general and specific population QTLs.

Blocking Psy infection and migration in the tissues are complementary
defense mechanisms governed by different genetic regions.

In the interconnected progenies, no co-localization or overlap have been noticed
between QTL related to the mortality notation (chromosomes 3,6 and 8 depending on
within or across-family models) and the ones linked to Ilgc and bs symptoms
(chromosomes 1, 4 and 6 depending on within or across-family models). These results
seem to demonstrate the existence of two underlying mechanisms involved in different

levels, according to the phenotypes they are related to. It has been suggested in apricot
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that buds are the main doors of entry into the plant (Prunier and Bordjiba, 1991).
The first mechanism would act in a systemic way, by blocking the infection at the
entry of the buds. The second mechanism relying on the symptoms obtained after
controlled inoculations would be related to the limitation of the bacterium migration
in the tissues. Support intervals of these QTLs were too long on the consensus map
to allow an identification of putative candidate genes in order to consolidate this
hypothesis. A future perspective of densification over the detected regions would be
useful to shorten these intervals and to get a more precise list of candidate genes.
Several pathosystems have been presented with underlying resistance mechanisms
resulting from different genetic factors, affecting either different organs (Werner et al.,
1986) or acting on several ways of pathogen control. For instance, in the case of apricot
resistance to plum pox virus, locus PPVres had been shown to control the level of

symptoms while another one is assumed to modulate the viral accumulation (Decroocq

et al., 2014).
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Partie V - Caractérisation de

I’interaction abricotier x Psy
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Introduction

Les approches de cartographie développées au niveau des parties III et IV ont exploité
des données de sensibilités collectées sur des populations suite a inoculations controlées
a partir d’une souche agressive donnée de Psy 41A appartenant au phylogroupe (PG)
2 clade a. En considérant une perspective de sélection du matériel végétal, il est
primordial d’étudier I’étendue de I'interaction GxG (plante x pathogene) afin d’assurer
un spectre d’action large et durable des résistances déployées.

Des études citées préalablement, se sont intéressées a évaluer la validité et 1'effet de
QRLs face a la diversité de I'agent pathogene, a travers des études de cartographie
dans le cadre des pathosystemes : V. inaequalis x pommier (Calenge et al., 2004;
Soufflet-Freslon et al., 2008; Van et al., 2013), Xanthomonas arboricola x abricotier
(Socquet-Juglard et al., 2013b) et Erwinia amylovora x poirier (Montanari et al.,
2016).

Préalablement au screening a large échelle de populations avec un certain nombre de
souches pathogenes dans un but de cartographie de QRLs, des dispositifs factoriels de
taille plus modeste permettent déja d’apporter des éléments de réponse sur
I"importance de ces interactions GxG.

Au cours de cette partie, il est proposé d’étudier :

- au niveau statistique, le plan factoriel d’interaction a la fois en conditions in-
vivo (inoculations en verger) et in-vitro (protocole d’inoculation sur organes
détachés) entre 20 accessions d’abricotiers présentant des niveaux de sensibilité
variable a la bactériose et 9 souches de Psy affiliées majoritairement au PG 2
et issues de prélevement sur des arbres symptomatiques ou sur des débris de
culture en verger (Parisi et al., 2016).

- au niveau microbiologique, la présence et la migration de la bactérie dans les
tissus de 3 génotypes témoins et le lien avec la sensibilité a la maladie.
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Matériel & Méthodes

1. Plan factoriel d’interaction GxG

La liste des 20 accessions d’abricotier exploitées au niveau du plan factoriel

d’interaction GxG figure en annexe III-1.

Les 9 souches de Psy (Tableau 3) ont été échantillonnées essentiellement au niveau du

PG 2, ce PG étant le plus représenté au niveau de la diversité de Psy en verger (Parisi

et al., 2016). 7 de ces souches ont été isolées a Gotheron a partir d’arbres

symptomatiques, 2 au niveau de débris de récolte et de la terre. Deux souches du PG

1-a (groupe de P. avellenae et Psa, responsables des chancres bactériens du noisetier

et du kiwi) et 7 (groupe de P. wviridiflava) ont été ajoutées au dispositif afin de

comparer son effet relativement aux souches du PG 2. La souche Pss 41A, utilisée lors

des inoculations a large échelle des populations a but de cartographie génétique, fait

également partie du dispositif.

Tableau 3 : Caractéristiques des 9 souches exploitées lors du dispositif d’inoculations

GxG

PG-

clade

1-a

2-b

2-b

2-b

Nom

19B

P3D7

P4.01.01.C3

41A

PIT3

B728A

1B

7C

DGS8.15

Comportement

Agressive sur Bergeron
Agressive sur Bergeron
Peu pathogene sur Bergeron
Agressive sur Bergeron
Agressive sur Bergeron
Symptomes internes sur Manicot
Agressive sur Bergeron
Agressive sur Bergeron

Agressive sur Bergeron

Isolée de

Arbre symptomatique
Débris de récolte
Arbre symptomatique
Arbre symptomatique
Terre
Arbre symptomatique
Arbre symptomatique
Arbre symptomatique

Arbre symptomatique

Code
souche

A

B
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1.1. Conditions in-vivo en verger

Les inoculations en verger ont été effectuées selon le méme protocole opératoire que
les parties III et IV. Les variables étudiées correspondent a la longueur de chancre
(lge) et au brunissement superficiel (bs).

Les génotypes ont été inoculés a raison de 4 répétitions par souche avec un témoin
négatif ‘eau’ par génotype lors de la premiere année d’expérimentation en 2017. Suite
a des phénomenes d’infections naturelles observées au niveau des rameaux témoins
négatifs en 2017, le traitement eau a été appliqué sur 4 rameaux en 2018, de facon
analogue au facteur souche. En raison de 'important nombre de rameaux inoculés par
génotype, un plan équilibré a été instauré afin de répartir équitablement le nombre de
répétitions par souche sur plusieurs arbres de chaque génotype (2 a 4 arbres).

1.2. Conditions in-vitro en laboratoire

Parallelement a la procédure en verger, des inoculations controlées en laboratoire des
9 souches de Psy référencées précédemment, sont effectuées sur des boutures de 18 cm
(5 répétitions par combinaison souche x génotype), prélevées a 1’état dormant selon le
protocole établi en annexe I11-2 (Figure 28A).

Figure 28: Photographies du protocole GxG réalisé en conditions contrdlées in-vitro.
A. Les boutures taillées a 18 cm, puis désinfectées sont regroupées par lot de génotype.
B. Les boites (chacune correspondant & une combinaison souche x génotype) introduites en
chambre climatique et soumises a des séquences de températures différentes.
C. Le phénotypage consiste en la lecture de la variable ‘nécrose superficielle’, analogue au
‘brunissement superficiel” issu des expérimentations en verger.
Crédits photographiques: Mariem Omrani
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Un traitement témoin eau est également effectué de maniere analogue aux autres
souches. Un stockage des boutures dans des boites fermées et humidifiées a la base,
dans une chambre climatique a 11°C se fait pendant 3 jours préalablement a

I'inoculation.

Suite a I'inoculation, les boutures suivent ensuite une période d’incubation d’une durée
totale de 30 jours, caractérisée par la mise en ocuvre de cycles de températures
différentes, préalablement établies dans le cadre de tests de pouvoir pathogene sur la
variété Bergeron (travaux de L. Parisi) (Figure 29). Un choc au froid d'une durée de
48h a lieu a Ty, mimant ’action du froid hivernal en verger.

Ce protocole est inspiré d’études visant a reproduire les symptomes de dépérissement
bactérien en conditions contrdlées (Prunier and Bordjiba, 1991; Sobiczewski and
Jones, 1992; Santi et al., 2004)

TO :Inoculation T :Phénotypage
30

11°C 18°C 11°C -12°C 11°C 15°C

Choc au

Figure 29 : Schéma de la séquence temporelle d’incubation des boutures en conditions

in-vitro dans le cadre du dispositif d’étude GxG.

Les boites sont randomisées dans la chambre climatique au cours de l’incubation
(Figure 28B). Un suivi de la température de la chambre et de 'humidité des boites
est réalisé tous les deux jours. Si le papier filtre a la base des boites est trop sec, un
ajout de 3 mL d’eau stérile est réalisé au niveau des boites sous une hotte stérile, afin
d’éviter la déshydratation des tissus.

A T4, la séquence d’incubation est terminée et le phénotypage a lieu dans les mémes
conditions de lecture que le dispositif en verger (répartition des boutures selon un plan
complet prenant compte des différents opérateurs). Le phénotype considéré correspond

a la nécrose superficielle, analogue a bs en verger (Figure 28C).

2. Analyses statistiques

Les données phénotypiques sont ensuite analysées selon la procédure développée en
parties III et IV. Une ANOVA considérant les effets génétiques individuels et les
interactions GxG (plante x pathogene), en plus de l'effet notateur est appliquée a la
fois sur les données verger 2017 & 2018 et les données in-vitro. L’analyse sur les
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données verger prend également en compte l'effet année et les potentiels effets
d’interaction GxY.

Les différentes variables ont été transformées afin d’approcher la normalité des
résidus : transformation 1/(x+1) pour la nécrose superficielle, et racine carrée pour lgc
et bs. Apres extraction des coefficients estimés GxG et rétro-transformation (pour
revenir vers la variable brute) pour la nécrose superficielle, une analyse multivariée a
été effectuée sur l'ensemble des variables considérées. Une étude de corrélations
(coefficients de corrélation de Pearson) entre variables de chaque dispositif (verger et
laboratoire) et entre les dispositifs est effectuée afin de juger de la répétabilité des
données de sensibilité entre souches et accessions.

3. Etude de la migration bactérienne dans les tissus

Trois génotypes précédemment caractérisés Bakour, Colomer (‘résistants’) et Bergeron
(‘sensible’) ont été inoculés avec Psy 41A selon le protocole d’inoculations sur boutures
(5 réplicats biologiques). Un traitement contrdle consistant en des boutures inoculées
avec de 'eau stérilisée a été réalisé parallelement sur le méme nombre de réplicats.

A Tissue de cette seconde expérimentation en conditions in-vitro, des isolements de
tissus sur milieu KBC ont été effectués au niveau du point d’inoculation (PI), a 5 cm
de part et d’autre du PI (D5 et G5) et au niveau du coeur du bois. Les boites de Pétri
sont ensuite mises a I’étuve pendant 48h a 25°C puis observées sous rayonnement
d’ultra-violets afin de détecter de la fluorescence, démontrant la présence/absence de
Psy au niveau des 4 points de prélevement.

Les réactions de nécrose superficielle et de brunissement interne ont été également
relevées et mises en regard avec la migration de la bactérie dans les tissus.
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Résultats et Discussion

Pour le dispositif en verger (conditions in-vivo), la structuration de la variation globale
de lgc et bs est expliquée par ordre d’importance décroissante: par 'effet de I'année
(Y, p<2.2e-16%**) de la souche (S, p<2.2e-16***), de 'opérateur (pour lgc, p<2.2e-
16%** et bs, p=3.89e-13***) du génotype abricotier (G, p<2.2e-16***) (Tableau 4).

Tableau 4: Résultats des ANOVA testant les effets génotype plante (G), souche (S),
opérateur, année (Y), et les divers effets d’interaction G :Y, G :S, Y :S, G :Y :S au niveau
des dispositifs factoriels GxG déployés en verger et en laboratoire.

Les différentes variables ont été transformées afin d’approcher la normalité des résidus :
transformation 1/(x+1) pour la nécrose superficielle, et racine carrée pour lgc et bs.

Abréviations : SS, somme des carrées des écarts ; F value : valeur du test de Fisher.

p-values : NS, non significatif ; *0.01<p<0.05 ; ***<0.001.

In-vitro In-vivo (2017&2018)
necrose superficielle 1gc bs
Factor SS F value p-value SS F value p-value SS F value p-value

genotype (G) 0.68 5.9 4.89e-13*** 68.5 6.62 <2.2e-16¥**  158.07 8.52 <2.2e-16%**

strain (S) 0.46 7.98 4.20e-11%%*  360.02 82.61 <2.2e-16%** 52537 67.28 <2.2e-16%**

operator 0.05 4.27 1.45e-2% 161.16 49.3 <2.2e-16%**  70.36 12.01 3.89e-13%**
Y - - - 208.27  382.34  <2.2e-16™**  195.89 200.7 <2.2e-16%**
GY - - - - - - 165.69 8.94 <2.2e-16%**
G:S NS NS NS - - - 53.26 1.6 2.06e-05%**
Y:S - - - - - - 236.73 6.82 8.70e-09%**
G:Y:S - - - 268.15  1.4872 2.11e-06*** - - -
Adjusted R? 0.22 0.53 0.47

Des effets d’interactions intervenant en particulier avec I’année bien que mineurs face
aux facteurs individuels G, Y et S nécessitent une analyse ultérieure du dispositif
année par année. Un effet d’interaction GxG mineur est a noter pour bs et interagit
avec lui-méme avec 'année pour lgc. L’effet de 'interaction GxG n’est pas significatif
pour la nécrose superficielle (conditions in-vitro). La part de variance phénotypique
globale expliquée par le modele est comprise entre 22% et 53% avec le modele le plus
prédictif concernant la variable lgc dans le dispositif en verger en 2017 et 2018.

Suite a extraction des coefficients prédits GxY, pris annuellement dans le cas du
dispositif en verger, des études de corrélations entre variables des deux dispositifs, et
entre années ont été effectuées (Figure 30). Les variables lgc et bs sont aussi bien
corrélées au sein d'une année (2017 : 0.77%%* 2018 : 0.57***) qu’entre années avec des
corrélations allant de 0.45%** (1gc2017-bs2018) & 0.71%**(lgc2017-1gc2018). Ces
résultats semblent indiquer que les effets d’interaction GxY ou YxS résultent
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vraisemblablement davantage d’hétérogénéité de la variance que de changements de
rangs.

Aussi, la nécrose superficielle issue du dispositif in-vitro bien que présentant des
corrélations plus faibles avec les données in-vivo (corrélations allant de 0.16, en limite
de significativité, avec bs2018 & 0.31*** avec bs2017) semble étre représentative des
différences de sensibilité obtenues en verger.
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Figure 30: Distribution et corrélations entre les variables étudiées dans le dispositif
factoriel GxG - la nécrose superficielle mesurée en conditions in-vitro et les variables lgc
et bs obtenues en verger en 2017 et 2018.

L’échelle de couleurs correspond & une distinction des points selon les souches inoculées.

Les coefficients de corrélation de Pearson (R?) et les p-values de signification des tests de corrélation
(corrigées des tests multiples avec un FDR a 5%) sont indiquées en-dessous et au-dessus de la diagonale,
respectivement.

La variabilité totale de la nécrose superficielle, et des variables lgc et bs en 2017 et
2018, structurée majoritairement selon 'effet souche est visible au niveau de ’analyse
bidimensionnelle en figure 31A. 76% de la variabilité totale est expliquée par une
projection sur 2 axes principaux dont le premier rend compte de pres de 60% de la
variabilité. Les variables relatives au dispositif en verger ont une contribution
principale au niveau de I'axe 1 alors que la nécrose superficielle, variable du dispositif
in-vitro est majoritairement structurée au niveau de ’axe 2 (comme confirmé par les

faibles corrélations, bien que significatives, entre les deux dispositifs).
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Figure 31: Graphiques bidimensionnels représentant la répartition de I’effet G souche (A)
et de leffet G abricotier (B) au niveau de la nécrose superficielle, mesurée en conditions
in-vitro, et lgc et bs, mesures obtenues en verger en 2017 et 2018.

Des ellipses de confiance permettent de mesurer la variance intra-groupe pour chaque souche (A)
et chaque accession (B).

Au niveau de la projection des individus (combinaison génotype x souche) en fonction
d’une structuration établie par les souches (Figure 31A), deux souches ressortent
significativement plus agressives que les autres : les souches 1B (G) et 7C (H), toutes
deux appartenant au PG2-d. Le pouvoir pathogene significativement supérieur de ces
deux souches a été confirmé par des tests de comparaison post-hoc (SNK a=0.05)
conduits sur lgc et bs chaque année en verger et sur la nécrose superficielle en
laboratoire. Quel que soit le dispositif ou la variable, les souches 41A (D, PG 2b),
DG8.15 (I, PG 7) et 19B (A, PG 1a) sont également pathogenes alors que les réactions
provoquées par les souches B728A (F), P4.01.01.C3 (C), P3D7 (B) et P9T3 (E) ne se
distinguent pas des réactions induites par I'inoculation ‘eau’ (sauf en 2017 du fait de
phénomenes de contaminations naturelles des témoins négatifs en verger). Au niveau
de la structuration de la variabilité des différents traits selon le génotype abricotier
(Figure 31B), le classement est moins net, ce qui est illustré par le chevauchement des
ellipses de confiance.
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Tableau 5 : Relation entre la présence et la migration de Psy souche 41A et
Papparition de la nécrose superficielle au niveau de tissus prélevés chez 3 génotypes
— Bakour et Colomer (résistants en vert) et Bergeron (sensible en rouge).

Les prélevements de tissus ont été effectués sur le point d’inoculation (PI), 5 cm en-dessous du PI
(G5) et 5 cm au-dessus du PI (D5), la bouture étant dirigée bourgeons vers le haut, et enfin au
niveau du coeur du bois. Un traitement controle négatif consistant en l'inoculation d’eau stérile a
également été effectué. Les cases orange indiquent une présence de symptomes de nécrose
superficielle au niveau des points PI, D5 et G5 et de brunissement interne au niveau de BI. Les
cases 0/+ indiquent I’absence/présence de la bactérie. Les cases ‘ch’ indiquent des cas de

contamination fongique.

Colomer Bakour _

Position des points | Position des points | Position des points

Traitement | Répétition | G5 PI D5  coeur G5 PI D5 coeur G5 PI D5 coeur
1 + 0 0 0 0 0 O 0 0 0 O 0
2 + 0 0 0 0 0 O 0 0 ch O 0
Eau 3 + + 0 aF 0 0 0 0 ch ch O 0
4 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0 O 0
5 0O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0
1 + + + 0 + + + 0 + + + 0
2 + + + 0 + + + 0 + + + +
41A 3 + + + 0 + + + 0+ + + +
4 + + + 0 + + + + + + + 0
5 + + + + + + + 0+ + + o+

Dans le cas du traitement ‘41A’, la présence de la bactérie au niveau du PI et de part
et d’autre est systématique quel que soit la variété considérée, et ce, indépendamment
de la présence de nécrose superficielle. Une fois inoculée, la bactérie semble se déplacer
en longueur dans les tissus, mais pas en profondeur comme ’atteste 'absence globale
de bactéries au niveau du cceur du bois quel que soit la variété. L’expérimentation ne
nous permet pas de distinguer une quelconque différence variétale au niveau de la
charge bactérienne, ni de I’expression des symptomes mis a part pour le brunissement
interne avec une sensibilité supérieure chez Bergeron (5/5 réplicats) que chez Bakour
(0/5) et Colomer (1/5). Quelques cas de présence de Psy ont été observés dans le cas
du traitement ‘eau’. Ceci peut attester de la présence de Psy a 1’état endophyte dans
les tissus, hypothese plausible au vu de certains résultats issus d’un échantillonnage

au niveau d’arbres pris aléatoirement a Gotheron (Parisi, communication orale).

Bien que notre expérimentation de plan factoriel GxG ait ciblé une faible diversité du
cOté abricotier et Psy, la faible part relative des effets d’interaction GxG face aux
facteurs individuels G et S semble indiquer des composantes d’interaction moléculaires
GxG a effet principalement additif.
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Deux souches 1B (G) et 7C (H), toutes deux appartenant au PG2-d, présentent un
pouvoir pathogene significativement supérieur aux 7 autres souches exploitées. B728A
bien qu’étant également affiliée au PG2-d ne présente en revanche pas de pouvoir
pathogene. Cette observation semble alors confirmer la diversité d’agressivité au sein
d’un méme PG, pouvant résulter de combinaisons différentes de facteurs de virulence
entre souches.

Notre étude de plan factoriel 20 accessions x 9 souches offre également un support
intéressant d’analyse de matrices de compatibilité GxG dont ’agencement (modularité
ou emboitement/'nestedness’) peut étre révélateur des mécanismes de co-évolution
entre plante et pathogene (Weitz et al., 2013).

Cette approche, inspirée de ’étude des réseaux en écologie (Fortuna et al., 2010), a
été transposée dans le cadre des interactions bactérie-phage (Weitz et al., 2013) et
utilisée afin de caractériser de fagon structurelle les motifs de compatibilité au niveau
des pathosystémes Solanacée x Potato virus Y (Moury et al., 2014) et Linum
marginale x Melampsora lini (Barrett et al., 2015), notamment. Ces études portent
majoritairement  sur  ’étude de  données  d’infection  (0/l=interaction
incompatible/compatible) d'un set de variants ou souche intra-spécifique d’une espece
pathogene donnée, confrontée a une diversité d’hotes en intra-spécifique mais aussi en
inter-spécifique (Moury et al., 2017). Une structure ‘nestedness’ de la matrice de
compatibilité reflete un emboitement de la gamme d’hote de variants/souches
spécialistes dans la gamme d’hote de variants/souches plus généralistes. A Uinverse,
des structures de modularité indiquent des pattern d’interaction préférentiels
(modules) entre groupes de variants/souches et génotypes de plante apparentés entre
eux.

Une étude similaire a été conduite suite a des tests phénotypiques de caractérisation
de la gamme d’hote de 37 souches Psy testées sur 21 especes végétales dont 10 étaient
ligneuses (Morris et al., travaux soumis). La structure emboitée s’est révélée étre
significative tandis que I’hypothese de modularité a été rejetée. Classiquement, le
modele emboité indiquerait une patho-adaptation résultant d’occurrence successives
de mutations bénéfiques chez le pathogene entrant dans le cadre de relations gene-
pour-geéne et permettant d’élargir sa gamme d’hote (Weitz et al., 2013; Moury et al.,
2014). Selon, cette hypothese, I’évolution des agents pathogenes irait dans le sens de
génotypes spécialisés vers des génotypes généralistes. Or, pour Psy, I’hypothese la plus
vraisemblable serait a I'inverse une évolution des gammes d’hotes larges a plus étroites.
Au niveau de I’étude du plan factoriel Psy x 21 especes végétales, une corrélation
significative négative entre nombre de séquences d’insertion et étendue de la gamme
d’hote a été mise en évidence. Plutot que de considérer des mutations a avantage
sélectif positif pour Psy, I'occurrence des séquences d’insertion a été ainsi avancée afin
d’expliquer cette patho-adaptation ‘a contre-courant’ pouvant résulter de pertes de
fonction de genes (Morris et al., communication personnelle).
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Notre étude consacrée au cas des interactions GxG en explorant la diversité intra-
spécifique chez l'abricotier permet d’adresser un regard complémentaire, en se
focalisant sur des données quantitatives, attestant de différences d’agressivité entre
souches de Psy. Les variables quantitatives sont largement utilisés pour décrire la
résistance partielle du c6té de I’hote, elles sont a I'inverse beaucoup moins étudiées du
coté de l'agent pathogene, pour caractériser leur agressivité. Pourtant, a ['heure
actuelle, il est de plus en plus admis que le pouvoir pathogene résulte d’une
composante qualitative (virulence : capacité d’infection) et d’une composante
quantitative d’agressivité (Lannou, 2012).
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Figure 32 : Structuration de l’effet de modularité en 2 ou 4 modules détectés sur la
variation de lgc 2018 au niveau du plan factoriel d’interaction en verger 20 accessions x
9 souches.

Analyse effectuée par Benoit Moury. Les données ont été arrondies et normalisées sur une échelle de 0
a 9 afin d’assurer une conformité avec les méthodes statistiques développées.

Un trait quantitatif (période de latence, taille de lésion, la production de toxines)
mesuré pour caractériser des différences entre génotypes de l'agent pathogene est
également sous controle du génotype de la plante et de I'interaction GxG.

Dans le cadre d'une démarche de validation de la transposition des méthodes d’analyse
des matrices de compatibilité aux données quantitatives, notre plan factoriel
d’interaction en verger 20 accessions x 9 souches sur les années 2017 et 2018 a été
analysé par Benoit Moury (Pathologie Végétale). Quel que soit la variable (lge, bs) et
I’année considérée, la structure emboitée ressort de fagon significative (p<0.01**)

En complément, un effet de modularité a été également détecté sur lgc en 2018 avec
une structuration en 2 ou 4 modules (Figure 32).
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Dans le cas de la répartition en 2 modules, 'opposition du module de souches 19B (A,
PGl-a), 1B (G, PG2-d), 7C (H, PG2-d) et DG8.15 (I, PG7) a celui comprenant P3D7
(B, PG2-b), P4.01.01.C3 (C, PG2-b), 41A (D, PG2-b), P9T3 (E, PG2-b) et B728A
(F, PG2-d) est globalement cohérente avec les différences de pouvoir pathogene étudié
précédemment, le premier groupe étant pathogene (en particulier G et H) et le second,
non différent du traitement ‘eau’ (a ’exception de 41A). Dans le cas de la répartition
en 4 groupes, les souches I et D forment 2 groupes supplémentaires, pathogénes mais
dans une moindre mesure que les souches A, G et H. La proximité phylo-génétique
des souches ne semble pas influer la structuration de maniere tres sensible. Nous
pouvons néanmoins noter dans le cas de la division en 2 modules, 1'opposition du
module avec les souches du PG2-b, sauf F (B728A du PG2-d), aux autres souches des
PGs 1-a, 2-d et 7.

La structuration du coté génotype chez ’'abricotier est plus délicate a justifier, ceci est
vraisemblablement a relier a la significativité bien plus importante de 'effet souche
face au facteur génotype plante, comme explicité précédemment. Les données de
caractérisation de la diversité de la collection abricotier de 560 accessions (travail de
H. Bourguiba) dont font partie les 20 accessions étudiées, ne nous ont pas permis de
distinguer un quelconque lien entre appartenance a un module, et appartenance a un

groupe de structure.

Globalement, ’analyse de notre matrice de données quantitatives d’interaction GxG,
semble confirmer la structure ‘nestedness’ déja illustrée sur les gammes d’hotes de Psy
(Morris et al., travaux soumis). Deux souches 1B (G) et 7C (H), particuliérement
agressives sur I’ensemble des génotypes sont responsables plus particulierement de cet
effet d’emboitement. L’analyse de la structure de leur génome pourrait alors évaluer
I'impact du nombre de séquences d’insertion sur le niveau d’agressivité en intra-
spécifique, de fagon analogue a l’étude sur les données d’infection sur les hotes en
inter-spécifique.

L’effet significatif de la modularité nécessite en revanche de plus amples recherches
afin d’expliquer les hypotheses biologiques sous-jacentes a la distinction de ces 2 et 4
modules. De plus, la détection de ces modules dans le cas isolé de lgc en 2018, nous
invite a mesurer la validité de ce résultat avec précaution.

Une étude plus approfondie, analogue a I’étude de Hulin et al. 2018, pourrait permettre
d’identifier des élements complémentaires de structure du génome (plasmides) ou des
genes dont le polymorphisme pourrait étre significativement corrélé avec les différences
d’agressivité. Ces analyses apparentées a des études d’association sur une diversité de
souches pathogenes, sont connues pour étre limitantes pour analyser les composantes
de pouvoir pathogene de part 1) I'importance de la structure dans les populations
réservoirs (comme explicité chez Psy au niveau de I’étude bibliographique), 2) le DL
long observé chez beaucoup de populations pathogenes, limitant alors la résolution de
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cartographie (Bartoli and Roux, 2017). La premiére contrainte nécessite d’analyser de
fagcon indépendante chaque phylo-groupe afin d’éviter les faux-positifs, stratégie
employée avec succes lors de la premiere GWAS effectuée sur Psy (Monteil et al.,
2016). A ce jour, aucune étude n’a encore été conduite afin de caractériser I'importance
et I’étendue du DL sur le génome de Psy. Un marquage moléculaire dense pourrait
permettre de limiter une baisse de résolution liée & un DL particulierement étendu.

Notre matériel d’étude offre une base de travail afin d’envisager ces approches sur
génome complet, sous réserve de complémenter les souches étudiées des PG1l-a, PG2-
b et PG2-d avec un nombre plus important de souches aussi bien agressives que non-
agressives. Cela nécessite alors, comme réalisé dans notre cadre, une caractérisation
phénotypique de 'agressivité de ces souches pouvant se limiter a une évaluation sur
un génotype témoin abricotier comme Bergeron, pour lequel les tests d’agressivité se

sont avérés étre particulierement discrimants entre souches.
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Partie VI - Discussion et perspectives
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Ce travail de these avait pour principal objectif de caractériser la variabilité
génétique de 'abricotier pour la résistance au dépérissement bactérien causé par Psy,
a travers la mobilisation d’approches conjointes d’analyse de liaison et d’association.
Il a été complété par, une étude préliminaire visant a préciser en verger et en
laboratoire la nature des interactions entre les diversités propres a I’hote et a la
bactérie (interaction GxG), la quantification statistique du niveau d’interaction
permettant d’adresser la problématique de durabilité des résistances. Les aboutissants
de ces recherches apportent des éléments de compréhension sur 1’architecture
génétique de la résistance de l'abricotier a Psy, a travers 'identification des QRLs
associés et des mécanismes sous-jacents (partie 1). Aussi, au vu des résultats portés
sur les régions génomiques identifiées au niveau des parties III et IV, notre étude a
également mené a la mise en évidence d'une certaine complémentarité entre la
cartographie de liaison au sein du dispositif de populations biparentales et 1'étude
d’association sur la core-collection (partie 2). Aprés une revue critique des facteurs
limitants de notre étude et des propositions de pistes d’amélioration (partie 3),
I'impact du travail réalisé sur les programmes d’innovation variétale de I'abricotier et
plus généralement des Prunus sera discuté (partie 4). Enfin, sur la base des travaux
préliminaires sur 'interaction GxG en partie V, des perspectives de recherches futures
sont discutées afin d’approfondir la caractérisation de 'interaction plante ligneuse-Psy
et des facteurs de risque au développement de la maladie, et au contournement des
composantes de résistance identifiées (partie 5).

1. Architecture génétique de la résistance partielle

de ’abricotier au dépérissement bactérien

Un nombre important de QRLs a pu étre identifié aussi bien au niveau des

populations biparentales BerBa, des trois populations interconnectées de 2%
génération ainsi que de la core-collection de 73 accessions pour chacun des symptomes
issus des inoculations artificielles : lgc, bs principalement, lge et bi dans une moindre
mesure, et l'aptitude au blocage de l'entrée de Psy (évalué avec la notation de
mortalité) suite a infection naturelle en verger.
Les deux grands types d’approches de cartographies de liaison et d’association ont
permis de détecter pres de 20 régions génomiques couvrant la totalité des chromosomes
dont en particulier : 2 QRLs majeurs sur les chromosomes 5 et 6 expliquant
conjointement 41 et 26% de la variation de lgc et bs sur deux années favorables a
Pexpression de la maladie, 1 QRL majeur sur le bas du chromosome 3 expliquant 25%
de I'aptitude au blocage de I'infection et 1 QRL sur le chromosome 4, responsable de
20 et 27% de la variation de lgc et bs en 2017.
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Le déterminisme génétique de la résistance au dépérissement bactérien s’est avéré étre
polygénique, en accord avec les hypotheses préalables aux travaux. Néanmoins, la part
élevée de variance expliquée par certains marqueurs majeurs indique une architecture
polygénique reposant sur un nombre limité de QRLs, résultat relativement inattendu
de nos travaux. Ainsi en génétique d’association, les héritabilités au sens-strict de lgc
et bs en 2013 et 2015 atteignent pres de 0.45 et 0.62 et reposent sur 2 et 5 des 7 SNPs
candidats détectés, respectivement.

Considérant 1’étude effectuée sur les populations interconnectées, aucune
colocalisation ou chevauchement d’intervalles de confiance n’est a noter entre les
QRLs (population spécifique ou non spécifique) associés a la notation de mortalité
(chromosomes 3, 6 et 8) et les QRLs relatifs aux symptdmes issus d’inoculations
artificielles (chromosomes 1, 4 et 6). Ces résultats semblent indiquer deux mécanismes
de résistance sous-jacents intervenant a deux niveaux, a travers l'exploitation de la
notation effectuée en conditions d’infection naturelle et des données phénotypiques
issus des inoculations. Le premier mécanisme agirait de fagon systémique, au niveau
de la porte d’entrée de la bactérie, vraisemblablement au niveau des bourgeons afin
de bloquer 'infection et le second, de maniere plus localisée en limitant la migration
de la bactérie dans les tissus.

Les intervalles supports de ces QRLs se sont avérés étre relativement longs au niveau
de la carte consensus, et n'ont pas permis d’engager une recherche des annotations
des geénes contenus dans ces intervalles. Une perspective de densification des zones
candidates permettra a 'avenir de réduire ces intervalles et de dresser une liste
potentiellement plus réduite de genes candidats, pouvant apporter des éléments de
compréhension supplémentaires sur la complémentarité de ces deux mécanismes.
Certaines études ont pu mettre en évidence les faibles corrélations obtenues au niveau
de données de sensibilité évaluées sur plusieurs organes d’une méme espece: sur fruit
et feuilles dans le cas de Xanthomonas campestris sur pécher (Werner et al., 1986), et
sur fruits et tiges de cerisier (Hulin et al., 2018b), et feuilles et rameaux d’abricotier
(travaux non publiés) dans le cas de Psy. Il est tres probable au-dela des considérations
expérimentales d’évaluation, que ces différences de sensibilité entre tests résultent de
I’expression de facteurs génétiques différents controlant des mécanismes
complémentaires.

Aussi, la complémentarité de mécanismes a été également avancée dans le cas de la
résistance a la sharka chez l'abricotier : le locus PPVres étant impliqué dans le
développement des symptomes (les haplotypes ayant les alleles procurant la résistance
étant tolérants), et un autre locus encore non identifié et a priori non lié a PPVres,
pourrait contrdler la charge virale et moduler l'effet de PP Vres (Decroocq et al., 2014).
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2. Comparaison des approches de cartographie :

convergences et particularités

De plus en plus d’études avancent la pertinence de la validation croisée entre les
études d’association et les analyses de liaison (Pascual et al., 2015; Albert et al., 2016;
Bazakos et al., 2017). De par les différences au niveau de la diversité ciblée et de
I’étendue du DL au sein des descendances de cartographie et des panels variétaux, les
QTLs identifiés peuvent dépendre de la population exploitée et la résolution, de
I'importance de la recombinaison. Il est intéressant de mettre en regard ces deux
approches, afin d’évaluer la dépendance des QTLs détectés aux fonds génétiques
utilisés.

Sur la vingtaine de QRLs détectés, deux régions de colocalisations entre les deux
approches sont a noter : 1) une région sur le chromosome 6 entre 35 et 56.3 cM sur la
carte de Bergeron, détectée avec les variables lgc et lge en 2013, et sur laquelle s’ancre
physiquement (a proximité du SP525 a 39.8 ¢cM) le SNP candidat a effet majeur
LG6 1527385 détecté en analyse d’association avec les variables lgc et bs en 2013 et
2015 et 2) une région sur le chromosome 7 entre 40 et 57.9 ¢M sur la carte de Bergeron,
détectée avec la variable lge en 2014, et sur laquelle s’ancre physiquement le SNP
candidat LG7 18047191 (a proximité du SP725 a 40 cM) détecté en analyse
d’association avec les variables lgc et bs en 2013 et 2015.

Aussi, I’étude d’association a permis de mettre en évidence des génotypes présentant
une résistance intéressante a exploiter (Colomer, Harlayne) mais pour lesquels les
haplotypes au niveau des SNPs candidats ne correspondaient pas aux haplotypes a
combinaison allélique procurant la résistance. De méme, Bakour ne figurait pas non
plus parmi les haplotypes considérés comme les plus résistants. Ceci semble indiquer
I’existence de variants procurant une résistance qui n’ont pas pu étre capturés en
GWAS, vraisemblablement en raison de leur faible fréquence au sein du panel de 73
accessions.

Ainsi d’autres QRLs sont propres a chacune des approches avec des colocalisations
notées entre années (exemple de bs en 2016 et 2017 sur le groupe de liaison 4 2 de la
carte consensus) et entre phénotypes pour la méme année (exemple de lgc et lge en
2013 sur le chromosome 6 de Bergeron).

L’utilisation des modeles multi-locus et multi-variés en GWAS s’est avéré
particulierement intéressante a mettre en ceuvre afin de 1) limiter le nombre de SNPs
détectés a ceux qui sont potentiellement causaux, en contrélant les effets de DL a
I’échelle du génome, 2) augmenter la puissance de détection de marqueurs a effet
pléiotrope controlant la variation a la fois de lgc et bs. De maniére surprenante et non-
prévisible, I'usage conjoint de ces deux modeles nous a permis de mettre en évidence
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un effet de liaison a 1’échelle du génome entre les deux SNPs candidats a effet majeur
LG6_ 1527385 et LG5 5394803, justifiant le fait que le modele multi-locus n’ait pas
permis de détecter conjointement les deux marqueurs en exploitant chacune des deux
variables.

Concernant les analyses conduites au niveau des populations interconnectées,
I’exploitation du modele déconnecté, estimant les effets des QRLs par famille s’est
avéré intéressant a mettre en ceuvre et a permis de détecter pres de 10 QRLs
supplémentaires par rapport aux 5 QRLs détectés sous 'hypotheése connectée. Cette
observation pourrait s’expliquer par un effet de dilution allélique de certains variants
sous-représentés au niveau du modele connecté, nécessitant alors une analyse par
famille comme cela a pu déja étre mis en évidence chez le caféier (Mérot-L’Anthoéne
et al., 2014) ou le palmier a huile (Billotte et al., 2010). Un effet de la population a
été mis en évidence sur ’ensemble des variables exploitées soulignant les différences
au niveau des fonds polygéniques des géniteurs C092, D099 et C109 ayant capturé des
QRLs différents. Aussi pour la méme variable, les QRLs détectés peuvent étre situés
sur des chromosomes différents, c’est le cas de 'aptitude a la survie en 2018, dont 3
QRLs ont été détectés sur les chromosomes 8, 3 et 6 chez les populations issues de
C092, C109 et D099, respectivement. Pour les QRLs détectés par les deux modeles,
les résultats ont montré des parts de variance plus élevées et des intervalles support
moins étendus dans le cas du modele connecté, illustrant la meilleure puissance de ce
modele liée a I'exploitation d’'un nombre de recombinants plus élevé.

3. Regard critique et perspectives de recherches

futures

Afin d’étudier la sensibilité a la maladie des génotypes exploités en cartographie,
le choix a été d’effectuer des inoculations controlées réalisées en verger. Les conditions
en verger permettent d’assurer la réactivation printaniere des tissus, déterminante
dans le développement des symptomes. Toutefois, le revers de cette approche
correspond a une forte dépendance de l’expression des symptomes aux conditions
hivernales pouvant également mener a l’estimation de variances génétiques tres faibles,
les années non favorables au dépérissement bactérien. De plus, le domaine de
I’Amarine, situé dans le Gard, ne se présente pas comme un site aux conditions
particulierement sensibilisantes a la maladie en raison de la douceur relative des
périodes hivernales. L’hétérogénéité environnementale nécessite alors d’étre prise en
compte dans les dispositifs d’analyse pluri-annuels, ce qui a pu étre assuré au cours de
I’étude et conforté par une analyse année par année.
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L’essai complémentaire réalisé en conditions controlées en laboratoire dans le cadre
du dispositif GxG s’est avéré pertinent afin de discriminer ’agressivité des différentes
souches étudiées. Il doit en revanche encore étre consolidé afin de mettre en évidence
de facon plus marquée les différences de sensibilité variétale avant d’offrir une
perspective de transposition des données obtenues en verger.

Les résultats reposent sur l'exploitation de populations en verger dont la taille a pu
apparaitre comme étant un facteur limitant, en particulier dans le cas de la core-
collection (73 accessions). Les modes opératoires d’inoculations controlées et de
phénotypage dans le cas du dépérissement bactérien sont des protocoles extrémement
difficiles a réaliser, nécessitant des moyens humains conséquents et se posent comme
la principale limite technique de notre étude. Le nombre d’individus traités en est
alors réduit. Néanmoins, de nombreux QRLs ont pu étre identifiés avec une précision
de I'ordre du SNP candidat en GWAS grace a 'attention portée a la prise en compte
des effets environnementaux dans la modélisation des phénotypes.

En raison de la forte structuration de la core-collection (K=3 groupes pour 73
individus), une perspective d’ajout d’accessions supplémentaires, en particulier
d’individus issus du croisement de génotypes échantillonnés au sein de groupes
différents, pourrait permettre d’accroitre la puissance statistique tout en limitant
I'effet d’artefact lié a la structure de population.

Au niveau des données génotypiques, une perte d’information au niveau de la
cartographie réside dans l'utilisation de cartes génétiques séparées entre Bergeron et
Bakour. Cette méthodologie de ‘two-way pseudo-testcross’ fréquemment utilisée au
niveau des especes pérennes ne permet de détecter les QTLs qu’a I'état hétérozygote
chez chacun des parents. Une carte consensus construite entre les parents pourrait
dépasser cette limite et détecter des QTLs génériques aux deux parents ainsi
qu’évaluer les interactions possibles entre alleles (dominance). Etant donné qu’aucun
QRL n’a été détecté sur la carte de Bakour, les QRLs potentiels s’ils existent seraient
alors a 1’état homozygote chez Bakour nécessitant alors 1’élaboration d’une carte
consensus sous réserve d’une couverture suffisante et exhautive de marqueurs ponts.
Or le faible polymorphisme observé entre Bergeron et Bakour complique cette
perspective.

Le recours aux trois populations interconnectées de 2% génération permet de lever en
partie ces limitations de par 'augmentation du niveau de polymorphisme au sein des
hybrides de 2" génération, notamment au niveau des QRLs qui auraient pu étre a
I’état homozygote chez Bakour.

Toutefois, deux zones de ‘gap’ nécessitent un marquage supplémentaire afin de
combler ces zones et relier les chromosomes 2 et 4, séparés en deux groupes de liaison.
L’élaboration de la carte consensus et la cartographie de QRLs associée aux trois
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populations interconnectées a également été limitée par le faible nombre de marqueurs
polymorphes sur I’ensemble des populations, engendrant alors beaucoup de données
manquantes au niveau de la matrice de génotypes. Bien qu’une inférence des génotypes
sur ces données manquantes est possible en se basant sur la structure du DL, il est
difficile d’apprécier la qualité de l'inférence et son impact dans les résultats de
cartographie. Une densification des régions candidates se basant sur la recherche des
marqueurs les plus polymorphes possible entre les populations pourrait permettre une
meilleure précision de détection et d’estimation des effets.

Les individus C092, D099, et C109 géniteurs des populations interconnectées ont été
sélectionnés préalablement a nos travaux, sur la base de données de susceptibilité au
chancre bactérien et au monilia, collectées en verger sur une période de 2 ans, en 2012
et 2013. Ce choix consensus par rapport aux deux caracteres, a été raisonné par
rapport aux échelles de temps longues au niveau des croisements pour les especes
pérennes. Toutefois ce choix d’individus peut étre contesté et n’est vraisemblablement
pas optimal pour cartographier de facon exhaustive ’ensemble des déterminants issus
de Bakour. Il est possible qu’'un certain nombre de QRLs a plus faible effet aient pu
échapper a notre analyse. Le choix d’individus tels que D045, D054 et D061, dont la
faible susceptibilité s’est avérée stable sur les années 2012 et 2013 aurait pu étre

judicieux afin de maximiser le cumul des facteurs de résistances recherchés.

Enfin, 'adossement des données de marquage au génome de P. persica, seul génome
de référence actuellement disponible amene un certain nombre d’approximations liées
notamment a la perte d’information de séquences (le génome abricotier étant en
théorie plus long de 4Mb/n), a des phénomenes de réarrangements chromosomiques
pouvant avoir lieu entre espéces du genre Prunus méme si une synténie globale est
observée (Dirlewanger et al., 2004). Ces limitations pourront étre levées avec
I’assemblage abricotier en cours de réalisation et qui pourra étre mobilisable

prochainement.

4. Applications pour la sélection variétale

Au cours de ces travaux, plusieurs sources de résistance provenant de plusieurs
groupes phylo-géographiques ont pu étre identifiées d'une part. Bien que la plupart
des sources de résistances, semblent provenir du groupe d’Asie Centrale/de I'Est
(Colomer — A0008, Harlayne) et du groupe Irano-Caucasien/Bassin Méditerranéen
(Bakour — A2137, Arrogante — A1314, Manicot - A1236), le groupe d’Europe
Continentale, présentant la plus grande variance de sensibilité aux inoculations
controlées comporte également quelques géniteurs moindrement sensibles (sur la base

173



des travaux de H. Bourguiba sur la caractérisation de la diversité) qui ont pu étre
repérés suite au phénotypage a large échelle de 2018 : Royer (A0664), Malice (A2241).
I1 serait utile d’indiquer que Malice résulte d’un croisement (Canino x Hamidi) x
Bergeron, Hamidi étant une accession proche de Bakour, toutes deux, d’origine
tunisienne. Bien qu’ancrée dans le groupe d’Europe Continentale, Malice integre ainsi
la résistance du groupe Nord-Africaine.

Ces accessions du groupe d’Europe Continentale, partiellement résistantes a Psy,
pourraient présenter un intérét tout particulier en tant que géniteurs dans les
programmes d’introgression de la résistance au dépérissement bactérien de par leur
proximité génétique avec les fonds génétiques élites autofertiles, résistants a la sharka
et adaptés aux zones continentales. La proximité génétique, en particulier entre fonds
génétiques cultivés, favorise 'association de combinaisons alléliques favorables non
seulement pour le trait étudié mais également pour d’autres traits en raison de la

liaison entre genes sur des segments chromosomiques plus ou moins longs.

Un résultat également intéressant porte sur la pertinence de deux variables en
particulier (longueur de chancre et brunissement superficiel) afin de caractériser les
différences de sensibilité en verger en réponse a des inoculations controlées.
L’expérimentation de mise au point d'un protocole d’inoculations sur boutures en
laboratoire s’est avéré étre relativement intéressante a mettre en ceuvre afin de
reproduire les différences de sensibilité variétale obtenues en verger face a une diversité
de souches. Ce protocole est d’autant plus pertinent que la phase de développement
de symptomes post-inoculations est réduite a 1 mois (face a 5 en verger), permettant
ainsi la réalisation de plusieurs répétitions expérimentales dans une année, sous réserve
d’entreposer en prévision au froid, une quantité suffisante de boutures a 1’état
dormant.

L’ensemble de ces indicateurs et protocoles d’évaluation de la sensibilité variétale et
du pouvoir pathogene de souches pourrait également présenter un intérét allant au-
dela de I'exemple de I’abricotier et étre transposable aux especes ligneuses.

Un ensemble de QRLs liés a la résistance partielle a été mis en évidence dont certains
pourraient étre qualifiés de ‘majeurs’ : 2 QRLs identifiés tres précisément a 1’échelle
du SNP, sur les chromosomes 6 et 5 avec 41% et 26% de PVE sur lgc et bs au sein de
la core-collection, 2 régions couvrant une distance d’environ 12 et 22 c¢M sur les
chromosomes 3 et 4 avec des PVE s’élevant a 25% et de 10 a 27% sur la survie de
I’arbre et les phénotypes résultants des inoculations controlées lgc et bs en 2016 et
2017, respectivement au sein des populations interconnectées ‘Berba’. Ces marqueurs
pourraient alors compléter la SAM existante visant la résistance a la sharka (locus
PPVres) et Pautofertilité (locus S) dans le cadre de programmes d’innovations ayant
pour objectif la conception d’idéotypes résistants aux maladies.
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Au-dela de I'application d’'une SAM sur l'abricotier, la transposition des marqueurs
sur ’ensemble des Prunus semble étre une perspective réalisable, du fait de la synténie
importante entre les génomes du genre (Dirlewanger et al., 2004). Une collaboration
avec 'UMR BFP de I'INRA de Bordeaux est actuellement en cours, afin de
caractériser le polymorphisme des 7 marqueurs identifiés en GWAS au niveau d’un
panel variétal de cerisiers. De fagon analogue a la démarche de validation, la
confrontation des données génotypiques aux marqueurs avec des données de
caractérisation de la sensibilité a Psy (déja acquises en verger) permettra d’évaluer la
validité de ces marqueurs candidats chez d’autres especes fruitieres.

Toutefois, il est nécessaire avant toute perspective d’application en sélection,
d’apprécier 1’étendue de la validité des marqueurs ciblés sur la diversité génétique
existante. Les colocalisations limitées entre QRLs (exceptées pour 2 d’entre eux)
révélés par la cartographie de liaison sur les populations biparentales et ceux détectés
sur le panel d’association semble indiquer des QRLs spécifiques d’une part a Bakour
et/ou Bergeron et d’autre part a la core-collection. Aussi, la démarche de validation
des SNPs candidats détectés en GWAS vis-a-vis d'un panel variétal plus large que la
core-collection semble indiquer des limites de la transposition de ces marqueurs sur
une diversité plus exhaustive (en dehors des limites liées a un effet spatial chevauchant
partiellement avec Ueffet génétique). La dépendance des effets des QTLs a la taille et
a la composition de la population est une limite tres souvent soulevée dans les études
de cartographie (Utz et al., 2000; Korte and Farlow, 2013). Ceci est a mettre en regard
avec la taille de population de GWAS limitée (73 accessions) face au panel étendu de
335 accessions présentant vraisemblablement des individus a variants non ou sous-
représentés au sein du panel utilisé en cartographie d’association. Une perspective de
séquencgage par capture ou de génome complet sur le panel variétal étendu pourrait
ainsi permettre de lever les limitations rencontrées en favorisant la détection de QRLs
complémentaires et I'estimation des effets de maniere plus précise.

Une perspective offerte par ’acquisition de données de marquage SNP a haute densité
sur une vaste collection consiste a évaluer le poids des marqueurs détectés en GWAS
a travers des modeles de sélection génomique. La comparaison d’un modele de
régression linéaire multiple établissant les SNPs candidats en effet fixe, avec un modele
traitant tous les SNPs en effet aléatoire permettrait d’évaluer si la sélection peut se
baser sur ces SNPs candidats a travers une application de SAM ou bien sur tout un
fond génétique, comme cela a déja pu étre évalué chez le citronnier (Minamikawa et
al., 2017). Ces modeles de sélection génomique pourraient également permettre de
détecter des QRLs a effet plus faible de par leur propriété a s’affranchir des effets de
seuil de détection.
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5. Vers une résistance durable des vergers a Psy 7

L’architecture génétique de la résistance au chancre bactérien de ’abricotier repose
d’apres les résultats des travaux, sur un nombre limité de QRLs a effets majeurs
complémenté par des QRLs a plus faible effet. Une perspective de pyramidage de
I’ensemble de ces QRLs au niveau de fonds génétiques cultivés pourrait contrdler de
maniere durable la maladie en verger comme cela a pu étre mis en évidence dans le
cas de la tavelure du pommier (Laloi et al., 2017). L’approche de cartographie des
QRLs de résistance au sein des différents types de populations s’est reposée sur la
collecte de données de sensibilité issues d’inoculations a partir d'une souche donnée
(41A — PG2b). Cette souche caractérisée par une agressivité importante n’est
représentative que d’une partie de la diversité du complexe Psy en
verger correspondant a des souches appartenant aux PGs 1 clade a, 2 clade b, 3 et 7
principalement (Parisi et al., 2016). Avant d’initier des inoculations a large échelle
explorant une plus grande diversité de souches, il peut étre utile d’explorer 1’étendue
de l'interaction GxG au travers un plan factoriel avec des effectifs plus modestes.

Les travaux ont alors évalué au plan statistique 'interaction GxG au niveau d’un plan
factoriel d’interaction 20 accessions abricotier x 9 souches Psy, échantillonnées au
niveau des PGs 1 et 2, principalement. Cette expérimentation a été conduite en verger
sur 2 années et en laboratoire, durant une campagne. Les effets d’interaction GxG
dans le cas ou ils étaient significatifs se sont avérés tres faibles face aux facteurs
génétiques individuels en particulier I'effet de la souche, ce dernier structurant de
maniere tres significative le jeu de données. Ces résultats semblent indiquer des
déterminismes génétiques de pouvoir pathogene d’ordre additif, non dépendant du
fond génétique de I'hote. Ceci est particulierement intéressant, compte-tenu que la
plupart des traits quantitatifs mesurés dans le cadre d’un pathosystéme, sont sous
controle des fonds génétiques de 1’hote, de 'agent pathogene mais également des
composantes moléculaires de leur interaction (Lambrechts et al., 2006; Lannou, 2012).
Cependant, ces interactions GxG ont tendance a résulter de la dynamique de co-
évolution entre hote et pathogene (Lambrechts et al., 2006; Gallet et al., 2013). De
par I’évolution de généraliste a spécialiste, la co-évolution dans le cas de Psy et ses
especes hotes en particulier, les especes ligneuses est potentiellement contestable. De
plus, les variétés et les souches exploitées ont été échantillonnées indépendamment,
étayant alors cette hypothese. L’agressivité des souches 1B (G) et 7C (H) semblerait
davantage provenir de leur faculté préalablement acquise a infecter séverement leurs
hotes.

Ces résultats, encore préliminaires, méritent d’étre consolidés. Ils offrent néanmoins
une perspective de construction de résistances a large spectre, a effet généraliste face
a plusieurs souches.
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Il est également important de considérer un maintien des pratiques prophylactiques
en appui des résistances partielles mises en évidence. Ces pratiques relativement
simples a mettre en ceuvre permettent ainsi de réduire l'importance des réservoirs
d’inoculums primaires en réduisant les populations épiphytes sur les arbres ou le
couvre-sol. Ceci a pour effet finalement de baisser les pressions de sélection exercées
sur les populations de Psy et ainsi de prolonger la durabilité des QRLs déployés en

verger.
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