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Figure 1: Schéma du cycle végétatif de la pomme de terre (Rousselle, Robert, Crosnier 1996).



Introduction

La pomme de terre

La pomme de terre cultivée (Solanum tuberosum L.) est la quatrieme espece d’importance
agronomique au niveau mondial. En France cette culture représentait 194 055 ha en 2017
(Agreste-statistiques). Cette espece a ét¢ domestiquée il y a environ 9 000 ans en Amérique du
Sud dans la région du lac Titicaca. Le centre de variabilité maximum se situe dans les Andes
(Rousselle, Robert, Crosnier 1996). La pomme de terre a été introduite en Europe a la fin du
XVI¢ siecle d’abord dans les iles Canaries, puis en Espagne et dans les Iles Britanniques.

L’origine de la pomme de terre cultivée n’est pas encore totalement résolue. Les especes
sauvages et cultivées de la pomme de terre font partie du genre Solanum, section Petota.
Solanum tuberosum L. comprend des landraces cultivées en Amérique du Sud et réparties en
deux groupes qui sont Chilotanum et Andigenum, et les variétés dites modernes cultivées hors
Amérique du Sud. L’origine de S. tuberosum groupe Andigenum serait un éveénement de
domestication unique a partir d’especes sauvages du complexe S. brevicaule. Cet événement
aurait eu lieu dans le sud du Pérou. Ensuite les formes triploides et tétraploides du groupe
Andigenum auraient probablement diverses origines. Elles ont pu se former suite a des
évenements de polyploidisation avec des gamétes non réduits et/ou des hybridations
interspécifiques (Spooner et al. 2014). Par la suite la différenciation du groupe Andigenum
implique des introgressions a partir d’espéces sauvages qui ne font pas partie du complexe S.
brevicaule ce qui a permis d’apporter aux especes cultivées une capacité¢ d’adaptation a des
conditions écologiques plus diverses (Spooner et al. 2014). Ainsi S. tuberosum groupe
Chilotanum s’est différencié a partir du groupe Andigenum et est adapté aux jours longs. Les
derniéres études montrent que les variétés cultivées dites modernes sont plus proches
génétiquement du groupe Chilotanum.

Chez la pomme de terre I’organe d’intérét agronomique est le tubercule. Le tubercule sert aussi
a la multiplication végétative. Le cycle végétatif de la pomme de terre se déroule en six grands
stades (Fig.1). A la fin de ce cycle les tubercules produits ont besoin d’une période de repos
végétatif (entre 17 et 40 semaines) pour que les bourgeons puissent se développer en germes
(Rousselle, Robert, Crosnier 1996).

La pomme de terre est une espece autotétraploide (2n=4x=48), fortement hétérozygote dont le
génome a été séquencé en 2011 a partir d’un clone monoploide doublé dérivé d’une accession
de S. tuberosum groupe Phureja. La plupart des caracteres sont a déterminisme polygénique et
ont une ségrégation de type tétrasomique. Lors de la méiose, plusieurs types de bivalents et
méme des multivalents peuvent se former entre les quatre chromosomes homologues (Schmitz
Carley et al. 2017). Sa nature autotétraploide et 1’hérédité tétrasomique rendent les analyses
génétiques compliquées (Rousselle, Robert, Crosnier 1996).

Les critéres de sélection sont nombreux pour répondre aux besoins du marché. La production
de pomme de terre se divise en trois filieres : pommes de terre de consommation, pommes de
terre féculieres (destinées aux industries : papeti¢re, agro-alimentaire et pharmaceutique) et
plants. La filiere pomme de terre de consommation représente la plus grande partie de la
production, 75% (source UNPT : Union Nationale Des Producteurs de Pomme de Terre). La
sélection doit donc répondre aux besoins de ces différentes filiéres. Des critéres de sélection
comme 1’adaptation au lieu de culture, la productivité, la qualité des tubercules liée aux
utilisations ainsi que la résistance aux ravageurs et aux pathogénes sont travaillés (Rousselle,
Robert, Crosnier 1996).... Nous allons nous intéresser plus particulierement dans ce rapport a
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la résistance a I’agent pathogeéne responsable du mildiou. Dans un contexte de changement
climatique, le développement de variétés adaptées a une agriculture durable est essentiel.

Le mildiou et les moyens de lutte

Le mildiou est une des maladies qui causent le plus de perte de rendement sur la culture de
pomme de terre. Cette maladie est causée par 1’oomycéte Phytophthora infestans. Elle peut
provoquer de grands dégats sur les cultures. L’oomycete peut se développer sur différents
organes de la plante : feuilles, tiges et tubercules. Sur les parties aériennes les symptomes se
présentent sous forme de nécroses. Le développement de la maladie (Fig.2) peut ainsi aboutir
a une destruction compléte des parties aériennes des plantes. Les tubercules contaminés lors de
la phase de grossissement (Fig.1) eux présentent des pourritures seches qui se développent de
I’épiderme vers I’intérieur du tubercule (Rousselle, Robert, Crosnier 1996). Les tubercules sont
contamings a partir des sporocystes et/-ou zoospores produits sur le feuillage qui passent dans
le sol par lessivage.

L’inoculation primaire peut venir de différentes origines. L’oomycéte peut se conserver
pendant I’hiver sur les tubercules restés dans le sol ou dans des tas de déchets au bord des
parcelles, ce qui représente la principale source d’inoculum primaire. Il peut aussi venir des
tubercules utilisés comme plants. La propagation de la maladie est favorisée par des conditions
météorologiques humides et fraiches (Rousselle, Robert, Crosnier 1996). Un champ entier peut
étre contaminé en quelques jours (Fry 2008).

Ce pathogene présente deux types sexuels nommés Al et A2. La présence des deux types
sexuels peut conduire a une reproduction sexuée (Fig.2). Cependant le type de reproduction le
plus observé est la reproduction asexuée (Fig.2). Il a été observé que les populations évoluaient
rapidement avec ’apparition de nouvelles lignées clonales et la disparition d’autres. Les
populations peuvent connaitre de nombreux changements au cours d’une année dis a leur
capacité de dispersion et d’adaptation (Mariette et al. 2016). En effet le mildiou est un agent
pathogéne a forte capacité d’évolution, capable de s’adapter aux facteurs limitants son
développement. Il peut ainsi développer des résistances aux fongicides et contourner des génes
de résistance des variétés (Colon et al. 1995). La structure génétique des populations francaises
montre que ces populations sont essentiellement clonales (Corbiere et al. 2016). Toutefois il
existe de la variabilit¢ au sein d’une méme lignée clonale notamment pour la vitesse de
sporulation et le taux de croissance. Ce qui permet a ces variants de s’adapter aux variétés
présentent dans un lieu (Jeffrey, Jinks, Grindle 1962). En France il existe actuellement quatre
lignées clonales dominantes qui sont 13_A2,6 Al,1 Al et37 A2.

I1 existe différents moyens de lutte pour faire face a ce pathogene. La lutte culturale et sanitaire
consiste a réduire les sources d’inoculum primaire en plantant des plants sains et en ¢liminant
les tas de déchets qui bordent les champs suite a la récolte. Le moyen de lutte principal est la
lutte chimique. La culture de cette espéce présente un fort IFT (Indice de Fréquence de
Traitement), 18.2 en 2014 (Agreste) dont 14.4 correspond a I’IFT fongicide. L’application de
fongicide est principalement faite pour lutter contre le mildiou. Ces produits phytosanitaires
présentent des inconvénients. La grande plasticité des populations de P. infestans et I’utilisation
en grande quantité de ces produits ont conduit au développement de résistance a certains
fongicides (Fry 2008). La lutte chimique représente aussi un cott élevé pour les producteurs.
Les fongicides ont aussi un impact environnemental avec notamment la pollution des eaux et
sur la santé des utilisateurs (Haverkort et al. 2008). Ces inconvénients et la demande de
diminution de I'utilisation des produits phytosanitaires dans le cadre du plan Ecophyto II,



montrent que la lutte chimique ne peut pas étre un outil de lutte durable et unique contre le
mildiou.

La lutte génétique a aussi été développée dans les programmes de sélection pour faire face au
mildiou. Il existe deux grands types de résistance au mildiou, 1’'une spécifique aux souches et
I’autre non spécifique. La résistance spécifique dépend de la présence de génes de résistance
dits R. C’est une résistance a déterminisme génétique simple. Dans cette situation la plante ne
présente pas ou tres peu de symptdmes de la maladie. La résistance non spécifique est associée
a une résistance quantitative, ¢’est le résultat de 1’action de plusieurs génes (Lindqvist-Kreuze
et al. 2014). Jusqu’a présent 35 génes R ont été identifiés chez différentes espéces sauvages
apparentées de la pomme de terre dont 11 chez S. demissum. Les premiers génes R découverts
dans le début du XX¢eéme siécle ont été introduits dans les variétés commerciales. Mais la culture
a grande échelle de variétés avec ces génes R a conduit a un contournement de ce type de
résistance par le pathogéne (Rousselle, Robert, Crosnier 1996). Une des solutions proposées a
¢té de créer des variétés avec plusieurs genes R. Cependant cette solution n’a pas permis
d’empécher les contournements de ces génes R (Fry 2008). La résistance génétique la plus
durable dans le temps est la résistance quantitative (Colon et al. 1995; Van Der Plank 1971).
La stabilité de la résistance quantitative peut étre évaluée dans le temps et dans I’espace. Son
¢valuation nécessite la mise en place d’expérimentations sur différents sites sur plusieurs
années avec les mémes génotypes. Il a ét€ montré que certains génotypes conservaient un
niveau de résistance ¢€levée au fil des années. La stabilité dans I’espace a été peu étudice et
seulement dans des zones géographiques limitées (Forbes et al. 2005). L’identification de
sources de résistance durable est un enjeu majeur pour lutter contre le mildiou.

De nombreux travaux d’identification de résistances polygéniques ont été réalisés. Une méta-
analyse des QTL identifiés dans la bibliographie a permis de mettre en évidence la présence de
24 méta-QTL répartis sur tous les chromosomes (Danan, Veyrieras, Lefebvre 2011). Toutefois,
la majorité de ces QTL ont des contributions a la variation du caractére inférieures a 20%.
D’autre part, il a été observé que la résistance quantitative dans certains cas est liée a une
maturité tardive des plantes. Comme les sélectionneurs cherchent plutdt a créer des variétés
avec une maturité précoce, ¢’est-a-dire un temps de production de tubercule plus court (Danan,
Veyrieras, Lefebvre 2011), il faut donc identifier des QTL de résistance au mildiou qui ne soient
pas associés a une maturité tardive.

L’analyse d’association chez la pomme de terre

Le caractere polygénique des résistances quantitatives les rend plus difficiles a sélectionner, en
particulier chez une espece autotétraploide. Il est alors intéressant d’identifier des marqueurs
génétiques associés a ce caractére qui permettront d’aider a sélectionner des individus
présentant une résistance quantitative. L’introduction de résistances polygéniques dans les
variétés actuelles pourrait permettre d’obtenir une résistance plus stable et plus durable contre
le mildiou de la pomme de terre (Danan, Veyrieras, Lefebvre 2011). La génétique d’association
génome complet est une méthode d’analyse de collections de ressources génétiques qui permet
d’identifier des marqueurs moléculaires en déséquilibre de liaison avec le géne impliqué dans
le caractere d’intérét. (Stich et al. 2013). Afin de réduire le risque de fausses associations dans
ce type d’analyse, il est important de prendre en compte la structuration de la population.

La pomme de terre est une espece bien adaptée a la génétique d’association car le déséquilibre
de liaison y est étendu (Sharma et al. 2018). Ainsi, différentes études ont permis d’identifier
des marqueurs pour des caracteres de qualité du tubercule (Douches et al. 2014; Sharma et al.
2018) ou de résistance au mildiou chez la pomme de terre (Lindqvist-Kreuze et al. 2014). Les



difficultés de 1’analyse d’association sur une telle espéce sont dues a sa nature autotétraploide
et a son génome fortement hétérozygote.

Les SNP (Single Nucleotide Polymorphism) sont des marqueurs appropriés pour 1’analyse
d’association. (Xu et al. 2011). La ségrégation d’un locus biallélique chez des individus
autotétraploides conduit a trois classes génotypiques hétérozygotes (Aaaa, AAaa et AAAa) et
deux classes homozygotes (aaaa et AAAA) (Spooner et al. 2014). Les analyses d’association
sur les especes autotétraploides ont d’abord été faites en utilisant des logiciels adaptés aux
diploides. Dans ces analyses, les trois classes hétérozygotes pour un marqueur biallélique
étaient regroupées pour ne prendre en compte qu’une seule classe d’hétérozygote comme pour
une espece diploide. Maintenant de nouveaux logiciels sont disponibles permettant d’évaluer
le dosage allélique et ainsi de distinguer les trois classes d’hétérozygotes (Voorrips, Gort,
Vosman 2011; Schmitz Carley et al. 2017). De plus un logiciel de génétique d’association
adapté aux autotétraploides a été développé qui permet de prendre en compte les cing classes
génotypiques et de proposer différents modeles d’action des génes (Rosyara et al. 2016).

Il existe une puce appelée « SolCAP » (Solanaceae Coordinated Agricultural Project) qui
permet le génotypage de 8 303 SNP bialléliques répartis tout au long du génome de la pomme
de terre. Elle permet une bonne couverture de tout le génome avec une haute densité de
marqueurs. Cette puce comprend des SNP identifiés a partir de données de transcriptome de
variétés de pomme de terre d’Amérique du Nord (Hamilton et al. 2011). Il a été montré que
cette puce permettait aussi d’analyser des génotypes européens (Stich et al. 2013) et elle a d¢ja
¢été utilisée sur le matériel de ’INRA de Ploudaniel (Esnaultetal. 2012; Marhadour et al. 2012).

Le sujet de mon stage est intégré au projet PoTStaR ‘Stabilité des résistances au mildiou de la
pomme de terre et identification de marqueurs associés’ financé dans le cadre des actions de
recherche du plan Ecophyto. Les objectifs de ce projet sont 1. d’identifier des sources de
résistances stables au mildiou de la pomme de terre au sein de la collection du Centre de
Ressources Biologiques BrACySol de I'INRA de Ploudaniel, 2. d’identifier les facteurs
génétiques et de développer des marqueurs associés a cette résistance stable utilisables en
sélection assistée par marqueurs, et 3. d’analyser la réponse des populations de mildiou face a
ces résistances. Mon stage porte sur le deuxiéme volet de ce projet. La stratégie utilisée est une
méthode de génétique d’association. L’acquisition des données de génotypage et de
phénotypage a été faite avant le stage sur 258 géniteurs améliorés issus des programmes de
I’INRA. Les données de phénotypage illustrant la progression du mildiou sur les génotypes au
champ sont issues de deux années d’expérimentation réalisées sur cinq sites situés dans des
zones géographiquement différentes ou les conditions météorologiques et les populations de
mildiou sont différentes. Ainsi c’est une résistance stable dans 1’espace qui est ¢tudiée ici. Les
données de génotypage ont été obtenues en utilisant la puce SolCAP de 8 303 SNPs. Dans le
cadre de ce stage ces données sont exploitées pour réaliser 1’analyse de structuration génétique
de la collection étudiée et 1’analyse d’association permettant d’identifier les marqueurs SNP
associés a la résistance au mildiou.

Matériel et méthodes

Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est constitué¢ de 287 génotypes au total. Ce matériel comprend 258
géniteurs améliorés maintenus au sein du centre de ressources biologiques BrACySol (Brassica
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Allium Cynara Solanum) de I’'INRA. Les géniteurs améliorés sont issus de neuf programmes
de recherche. Ces géniteurs ont été sélectionnés pour la résistance a différents pathogenes : le
mildiou (117), le nématode a kyste Globodera pallida (51), les nématodes a galles Meloidogyne
(15), la double résistance mildiou et G. pallida (8), des bactéries de type Pectobacterium (32),
la fusariose (9), des maladies a virus (8). Certains géniteurs ont été sélectionnés pour des
caracteres de qualité du tubercule dont le sucrage a basse température (10) et la diminution du
noircissement a la cuisson (8). Les génotypes restants se divisent en deux catégories : des
variétés témoins qui ont des comportements connus vis-a-vis du mildiou avec différents
niveaux et types de résistance (18), les hotes différentiels qui permettent d’avoir des
informations sur la virulence des souches de mildiou (11).

Données phénotypiques

Les données de phénotypage ont été¢ obtenues a partir d’essais au champ. Les essais ont été
réalisés sur quatre sites qui présentent des conditions climatiques différentes : Finistére Nord,
I’Aisne, Pas de Calais et Lot-et-Garonne (Fig.3). Dans le Finistére Nord il y a un Seme essai
dans lequel quelques traitements fongicides ont été appliqués afin d’évaluer les génotypes en
condition de pression d’inoculation plus faible. Le dispositif expérimental comporte deux
répétitions qui sont en blocs randomisés et des rangs d’infecteurs avec la variété sensible Bintje
pour favoriser le développement de I’épidémie. Les essais ont été répétés sur deux ans (2017 et
2018).

Le protocole initial prévoyait que les essais soient en conditions d’inoculation naturelle.
Toutefois des inoculations artificielles ont di étre faites sur certains sites en 2017 du fait de
conditions climatiques trop séches et donc non favorables au développement de la maladie.

Les notations de progression de la maladie ont été faites selon le protocole de Pellé et al. (2005).
La premicére notation se fait lors de 1’observation de la premicre tache foliaire. Une notation de
pourcentage de destruction du feuillage est ensuite réalisée toutes les semaines. Des courbes de
progression de la maladie ont été tracées a partir de ces notations en fonction du temps.
Différents parametres ont été calculés : 1’aire sous la courbe de progression de la maladie
(AUDPC : Area Under Disease Progress Curve), delta t qui correspond a la mesure du retard
de I’apparition de I’épidémie par rapport a un témoin sensible (Bintje) et delta a qui est la
mesure de la différence de vitesse d’évolution de I’épidémie sur chacun des génotypes par
rapport au témoin sensible (Andrivon, Pell¢, Ellisseche 2006). Les valeurs d’AUDPC ont été
normalisées selon la méthode de Fry (1978) et donnent les relative AUDPC (rAUDPC).

Des histogrammes représentant la distribution des rAUDPC selon les sites ont été réalisés pour
chaque année.

Données de génotypage

Les données de génotypage ont été obtenues au préalable a partir de la puce SolCAP 8K (8303
SNPs) avec la technique de séquencage Illumina. Il y a des données de génotypage pour les 258
géniteurs améliorés et 16 variétés témoins (les deux variétés témoins sensibles n’ont pas été
génotypées). Une variété témoin a été répétée trois fois.

La classe génotypique des individus pour chaque SNP a été attribuée avec deux méthodes. La
premiére méthode est celle de Hirsch et al. 2013 qui permet de définir les cinq classes
génotypiques en fonction du niveau de fluorescence de chacun des deux all¢les. Les bornes des
différentes classes génotypiques ont déja été définies par ces auteurs pour 5032 SNP. Une
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deuxiéme méthode a été utilisée afin d’obtenir le maximum de données de génotypage. C’est
un package du logiciel R : FitTetra qui a été développé par Voorrips, Gort, Vosman (2011). Ce
logiciel recherche le modele qui permet d’expliquer au mieux la répartition des individus dans
les cinq classes génotypiques a partir du rapport d’intensité des deux alleles (Voorrips, Gort,
Vosman 2011). Pour chaque SNP les résultats de I’analyse qui générait le moins de données
manquantes ont été conserves.

Ensuite les données obtenues sur les SNP ont été filtrées : concordance entre les deux méthodes
d’analyse, cartographie a un seul locus (Felcher et al. 2012), moins de 20% de données
manquantes et concordance des résultats pour le témoin répété. Ainsi les données pour 5274
SNP ont été exploitées pour les analyses d’association. Les positions physiques des SNP de la
puce SolCAP sur le génome de référence ont été obtenues d’apreés Sharma et al. (2013).

La fréquence de ’all¢le mineur a été calculée pour chaque SNP et un histogramme représentant
la distribution de la fréquence de cet alléle mineur a été réalisé.

Structuration de la population

Une analyse de structuration génétique de la collection des 258 géniteurs améliorés avec les 16
variétés résistantes a été réalisée en utilisant les données de génotypage d’une sélection de dix
SNP répartis le long de chaque chromosome.

La méthode de type bayésienne implémentée dans le logiciel Structure 2.3.4® (Pritchard,
Stephens, Donnelly 2000) a été utilisée. Les paramétres choisis sont un modele avec admixture
et les fréquences alléliques corrélées entre les populations. Le nombre de burn-in est de 50 000
suivi de 100 000 répétitions de MCMC (Markov Chain Mont Carlo). Le nombre de sous-
populations testé va de 1 a 10. Pour chaque test de K sous-populations, cinq répétitions ont été
effectuées. Le nombre de sous-populations, K, a ét¢ déterminé a 1’aide du graphique du delta K
(probabilité¢ de la moyenne de la variation de K) en fonction du nombre de sous populations
testées (Evanno, Regnaut, Goudet 2005). Ce graphique a été obtenu avec Structure Harvester
(Earl, vonHoldt 2012).

Analyse d’association

Le trait étudié est le rAUDPC. Pour chaque site une valeur unique de rAUDPC par génotype a
¢été calculée a partir des résultats d’une analyse de variance ayant pour modele :

Yi=p+G+R+e

Y : valeur de rAUDPC de I’individu i

U : moyenne

G : effet du génotype

R : effet de la répétition

e: résidus

Les analyses de variance ont été réalisées avec le logiciel R®.

Des BLUPs (Best linear unbiased predictors) ont été calculés avec le package Ime4, ce qui
permet d’avoir un estimateur par génotype. Le modé¢le a effets aléatoires utilis¢ est :

Yi=p+ 111G+ 1S+ 1IG*S + 1l R%in%S + e

Y : valeur de rAUDPC de I’individu 1
L : moyenne
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G : effet du génotype

S : effet du site

G*S : effet de I’interaction entre le génotype et le site
R%in%S : effet de la répétition niché dans 1’effet site

e: résidus

Ainsi un estimateur a été calculé par génotype par année.

Puis des analyses d’association site par site pour chaque année ont été réalisées d’une part et
une par année avec les BLUPs d’autre part a 1’aide du package GWASpoly du logiciel R
(version 3.4.4) (Rosyara et al. 2016) adapté aux tétraploides. Un mode¢le linéaire mixte a été
utilisé¢ en prenant en compte 1’apparentement par le calcul d’une matrice de parenté (realized
relationship matrix) et la structuration de la population obtenue avec I’analyse Structure. Nous
avons également utilisé les parameétres par défaut qui considerent que la fréquence de 1’alléle
mineur doit étre supérieure a 0.05 et que la fréquence maximale d’une classe génotypique ne
doit pas étre supérieure a 0.95. Ainsi, I’analyse a pris en compte 4 504 SNP. Dans cette analyse
différents modéles d’action des SNP détectés sont testés en plus du modele général (Fig.4).
Dans le modele général, 1’effet de chaque classe génotypique est arbitraire. Dans le modele
additif, I’effet du SNP est proportionnel au dosage de 1’allele mineur. Le modéle simplex
dominant consideére que les trois classes hétérozygotes sont équivalentes a une des classes
homozygotes. Il y a deux classes homozygotes, il y a donc deux types de modéeles simplex
dominant. Le dernier modele est le modele duplex dominant. Il peut étre de deux types : la
classe hétérozygote ( AABB ) a un effet similaire soit avec les classes AAAB et AAAA, soit
avec les classes ABBB et BBBB (Rosyara et al. 2016). Une correction de type FDR (False
Discovery rate) a été appliquée comme correction de tests multiples pour éviter la détection de
faux positifs. Le FDR correspond a la proportion de résultats de tests faussement positifs parmi
tous les tests significatifs (Balding 2006). Le seuil de significativité fixé était de 0.05.

Analyse des marqueurs significatifs

Une analyse plus approfondie des SNP les plus significatifs (identifiés sur plusieurs sites et/ou
au cours des 2 années,) a été réalisée. Ainsi, pour ces SNP, I’effet de chaque classe génotypique
a été étudié site par site par analyse de variance selon le mod¢le suivant :

Yi=p+M+e

Yi : valeur de rAUDPC de I’individu i
L : moyenne

M : effet du marqueur

e: résidus

Un test de comparaison de moyenne par paire, test de Tukey, a été réalisé sur les résultats de
I’analyse de variance avec le package R Agricolae.

Analyse du déséquilibre de liaison des régions génomiques identifiées

Afin d’exploiter les données de dosage allélique et ainsi prendre en compte les 3 classes
d’hétérozygotes de manicre indépendante, le déséquilibre de liaison entre paires de SNP d’un
méme chromosome identifiés dans 1’analyse d’association a été évalué a partir du coefficient
de corrélation de Pearson. Le package Hmisc a été utilisé. Ensuite les p-values obtenues avec
les tests de Pearson ont été corrigés pour tests multiples par le calcul de g-value avec le package
gvalue de R (Storey, Tibshirani 2003). Le seuil de significativité retenu pour le DL est de 0.01.
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Figure 7: Distribution de la fréquence allélique de l'alléle mineur (MAF > 0.05) des 4504 SNP dans la
collection.
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Figure 8 : Graphique représentant la structuration de la population des 273 génotypes de pomme de terre pour une
structuration de la population avec K=2. Chaque génotype est représenté par une barre. La proportion de couleur dans chaque
barre montre [’appartenance de chaque individu a chacune des deux sous-populations.



Des graphiques ont été construits a I’aide du package corrplot.

Résultats

Données phénotypiques et génotypiques

Les figures 5 et 6 représentent la distribution des rAUDPC selon les sites en 2017 et 2018
respectivement. Une valeur de rAUDPC ¢levée refléte un génotype sensible et inversement. La
variation de ce caractere est plus étendue sur les deux sites du Finistére que sur les autres sites,
et en 2018 par rapport a 2017. Ces courbes présentent une distribution plus ou moins bimodale
selon les sites, résultant de la ségrégation des deux types de résistance au sein de cette
collection. La résistance spécifique avec des rAUDPC trés faibles, proches ou égales a 0 est
illustrée par le premier pic de la distribution. Le deuxi¢me pic de distribution correspond a la
ségrégation de la résistance quantitative avec les individus sensibles les plus a droite La
distribution des rAUDPC sur le site du Pas-de-Calais en 2018 est décalée vers des valeurs
faibles indiquant que cet essai est peu discriminant. Le positionnement des variétés témoins
dans cet essai le montre ¢galement. Ainsi cet essai n’a pas été pris en compte pour les analyses
d’association.

La distribution de la fréquence de 1’allele mineur (MAF) des 4504 SNP ayant une MAF
supérieure a 0.05 est illustrée figure 7. L histogramme montre que cette collection de géniteurs
améliorés présente un grand nombre de SNP avec des valeurs élevées de fréquence allélique de
I’allele mineur (> 0.1). Ce qui est souhaité pour mettre en ceuvre une stratégie de génétique
d’association.

Structuration de la population

Les résultats de ’analyse avec le logiciel Structure ® (Fig. 8) montrent que la structuration la
plus probable est un nombre de sous populations égal a deux, avec 94 individus dans la sous-
population 1 et 179 individus dans la sous-population 2. Un individu est assigné a une sous-
population lorsqu’il a au moins 50% d’appartenance a cette population.

L’analyse des programmes d’origine des géniteurs (Fig. 9) montre que la sous-population 1
comprend majoritairement (52%) des géniteurs issus du programme de résistance a G. pallida
et la sous-population 2 majoritairement (59%) des géniteurs issus du programme de résistance
au mildiou.

Analyse d’association

Analyse 1
Une premiére analyse d’association site par site a permis de détecter 78 SNP a partir des
données 2017 et 12 SNP a partir des données 2018. Six de ces SNP sont détectés sur les deux
ans. Le nombre de SNP associés de fagon significative a la résistance est de 5 SNP sur le site
du Pas-de-Calais, 6 SNP dans le Finistére Nord, 17 SNP dans le Finistére Nord (site INRA), 26
SNP dans le Lot et Garonne et 43 SNP sur le site de 1’ Aisne.

Le but étant d’identifier des résistances stables au mildiou nous avons sélectionné les SNP qui
ont été détectés au moins sur deux sites et/ou sur les deux ans. Ensuite une analyse de variance
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Tableau 1: Description des SNP détectés le plus souvent dans [’analyse d’association 1. Les colonnes de la gauche
vers la droite sont : les noms des SNP, le numéro de chromosome, la position physique, les deux alléles du SNP,
le modele avec lequel le SNP a été détecté dans [’analyse, le nombre de fois ou le SNP a été détecté en fonction
de I’année, le pourcentage d’explication de la variabilité expliqué par ce SNP et le pourcentage d’explication de
la variabilité avec une analyse de variance des données de BLUP.

Position

nombre de

R? (analyse de

SNP chr (Mpb) allele modele détection variance par |R?BLUP
SNP)
2017 |2018

solcap_snp_c2 27763 9 61.5 A/T additif 1 1 22-23%
solcap_snp_c1_ 8560 9 61.1 G/A simplex dominant 4 4 24-50% 23-43%
solcap_snp_c2_ 56418 9 60.2 T/G additif 2 2 19-27% 23%
solcap_snp_c2_23049 5 4.8 A/G additif 2 10-18%
solcap_snp_c2_ 18945 8 43.4 G/A duplex dominant 2 9-15%
solcap_snp_c2_41467 8 35.9 C/T duplex dominant 1 1 7%
solcap_snp_c2_36060 4 59.1 C/T duplex dominant 2 6%
solcap_snp_c1_10762 4 58.9 A/C duplex dominant 1 1 5-8%




a été réalisée pour tester I’effet de ces SNP sur la variation du caractére de résistance. Les SNP
ne présentant pas d’effet significatif dans cette deuxiéme analyse ont été éliminés. Ainsi huit
SNP ont été retenus (Tableau 1 et Fig.10) : trois sur le chromosome 9, deux sur le chromosome
8, deux sur le chromosome 4 et un sur le chromosome 5. Les SNP détectés le plus souvent sont
présents sur le chromosome 9 (Tableau 1). Le site du Pas-de-Calais présente une particularité
car c’est le seul site ou aucun des SNP du chromosome 9 ne présente d’effet significatif (Fig.
10). Les analyses faites avec les BLUPs nous permettent de détecter les SNP qui ressortent sur
le plus de sites : solcap snp ¢l 8560 et solcap snp c2 56418.

Le SNP détecté le plus souvent (solcap snp cl 8560) est un SNP du chromosome 9 (tableau
1 et Fig. 11). 1l est détecté sur quatre des cinq sites et sur les deux ans. Ce premier marqueur a
¢té mis en évidence dans un modele de type simplex dominant (Fig. 12 a) sur tous les sites ou
il a été détecté (Annexe II). Ce qui signifie que la présence d’une seule copie de 1’allele
favorable (allele A) suffit pour avoir un phénotype moins sensible au mildiou. Toutefois dans
la collection étudiée, il n’y a pas de génotypes homozygotes pour 1’allele favorable et il n’y a
qu’un seul individu avec trois copies de cet alléle, classe génotypique qui n’est donc pas bien
représentée ici. L’analyse de variance montre que ce SNP permet d’expliquer entre 24 et 50%
de la variabilité des rAUDPC selon les sites. Les valeurs moyennes des rAUDPC par classe
génotypique sont présentées dans le tableau 2. Les classes les plus favorables (avec des
rAUDPC plus faibles) sont les classes AABB et ABBB. La fréquence allélique de I’alléle A de
ce SNP est de 0.09 dans la population. Cette fréquence est de 0.05 dans la sous-population 1 et
de 0.11 dans la sous-population 2.

Le deuxiéme SNP est le solcap snp c2 56418. Celui-ci est ressorti sur trois sites (Finistere
Nord, Finistere Nord (INRA) et Lot-et-Garonne) et au cours des deux ans pour un site (Finistere
Nord). 11 a été mis en évidence avec un modele de type additif (Fig.12 b et Annexe I : a). Le
niveau de résistance augmente avec le nombre d’alleles B présents. L’analyse de variance
montre que ce SNP permet d’expliquer entre 19 et 27% de la variabilité des rAUDPC selon les
sites (Tableau 1). La fréquence allélique de 1’allele B de ce SNP est de 0.15 dans la collection.
Elle est de 0.12 dans la sous-population 1 et de 0.17 dans la sous-population 2.

Le troisiéme SNP du chromosome 9, solcap snp C2 27763, associé de fagon significative a la
résistance est détecté en 2017 sur le site du Finistére Nord et en 2018 sur le site du Lot-et-
Garonne. Il a été détecté avec un modele de type additif (Annexe I: b et Annexe III: a) et
permet d’expliquer entre 22 et 23% de la variabilité phénotypique sur les sites ou il est détecté
(Tableau 1). Les classes génotypiques les plus favorables sont les classes AAAB, AABB et
ABBB. Ce SNP est cartographi¢ dans un géne de sucrose synthase
(PGSC0003DMG400006672). La fréquence allélique de 1’allele B de ce SNP est de 0.21 dans
la collection. La fréquence dans les sous-populations 1 et 2 sont de 0.15 et 0.24 respectivement.

Sur le chromosome 5, le SNP solcap snp c2 23049 est détecté sur les sites du Pas-de-Calais
et de Lot-et-Garonne en 2017. 1l a été détecté avec le modele additif (Tableau 1 et Annexe I :
c). Ce SNP explique entre 10 et 18% de la variabilité phénotypique. Les classes génotypiques
les plus favorables sont ABBB et BBBB (Annexe III : b). La position physique de ce SNP sur
le génome de référence montre qu’il se situe dans un géne qui code pour une protéine de
résistance au mildiou (PGSC0003DMG400018441). La fréquence allélique de I’alléle B de ce
SNP est de 0.61 dans la collection. La fréquence dans les sous-populations 1 et 2 sont de 0.54
et 0.64 respectivement.

Sur le chromosome 8, deux SNP sont détectés comme associés de facon significative a la
résistance (Tableau 1). Il y a le SNP solcap snp c¢2 18945 qui est détecté en 2017 (Annexe I :
d) sur les sites de 1’ Aisne et du Finistére Nord (INRA). Il explique entre 9 et 15% de la
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variabilité. La classe la plus résistante est ABBB (Annexe III : ¢). Le deuxieme SNP détecté
sur le chromosome 8 est le solcap _snp ¢2 41467 (Annexe I : e). Il est détecté en 2017 sur le
site du Lot-et-Garonne et en 2018 sur le site du Finistére Nord (INRA). Le pourcentage
d’explication pour ce SNP est de 7% (Tableau 1). Les classes les plus favorables pour ce SNP
sont : AABB et ABBB (Annexe III : d).

Sur le chromosome 4, deux SNP sont détectés (Tableau 1). Les analyses de variance par site
pour ces SNP montrent les pourcentages d’explication les plus faibles (Tableau 1). Le SNP
solcap snp ¢2 36060 a un pourcentage d’explication de 6%. Il n’a été détecté qu’en 2017 sur
deux sites qui sont : 1’Aisne et le Finistére Nord (INRA) (Annexe I : f). Les classes les plus
favorables sont : AABB, ABBB et BBBB (Annexe III : e). La fréquence de 1’all¢le B est de
0.39 dans la population et de 0.28 et 0.45 dans la sous-population 1 et 2 respectivement. Ce
SNP est présent dans un géne qui code pour un précurseur de [’extensine
(PGSC0003DMG400000783). Le deuxieme SNP est le solcap snp ¢l 10762 (Annexe I : e).
I1 a été détecté sur le site du Finistére Nord sur les deux ans. La classe AAAA est la classe la
plus favorable (Annexe III : f). La fréquence de I’all¢le A dans la population est de 0.52 et 0.49
et 0.54 dans la sous-population 1 et 2 respectivement. Sur le génome de référence ce SNP se
trouve dans un geéne qui code pour une protéine sensible a la photopériode
(PGSC0003DMG400000791).

Cette premicre analyse d’association montre qu’il y a un QTL a effet fort sur le chromosome 9.
Nous nous sommes alors demandé si ce QTL a effet fort pouvait masquer d’autres QTL a effets
plus faibles situés dans d’autres régions du génome. Les géniteurs améliorés qui présentent les
classes génotypiques favorables pour les deux SNP a effets les plus forts : solcap_snp cl 8560
(classe : ABBB) et solcap snp c2 56418 (classes : AABB, ABBB et BBBB) ont été identifiés
afin de faire une analyse sans ces génotypes. Ce qui représente 93 individus dont 22 qui
cumulent les deux combinaisons alléliques favorables. Parmi ces génotypes 69% sont issus des
programmes de recherche de résistance au mildiou. Les autres génotypes proviennent de six
autres programmes de recherche (Pectobacterium, G. pallida, fusariose, noircissement apres
cuisson, Meloidogyne et Virus) dont 10% du programme Pectobacterium.

Analyse 2
Cette analyse a détecté plus de SNP, au total 284 SNP différents Il y a 96 SNPs détectés avec
les données 2017 et 209 avec les données de 2018. Le nombre de SNP associés a la résistance
sont de 188 dans I’ Aisne, 29 dans le Finistére Nord, 26 dans le Finistére Nord (INRA), 0 dans
le Pas-de-Calais et 89 en Lot-et-Garonne.

Les criteres de sélection utilisés lors de I’analyse 1 ont aussi été appliqués aux résultats de cette
analyse. Suite a cette sélection 17 SNPs différents ont été retenus, cartographiés sur 8 des 12
chromosomes (Fig.10). Les résultats présentés dans le tableau 3 montrent que tous les SNPs
ont ét¢ détectés avec un modele de type général sauf deux. Deux types d’analyses de variance
ont ét¢ faites sur ces SNPs : une qui ne prend en compte que le sous-ensemble de génotypes et
une deuxieme qui prend en compte I’ensemble des génotypes.

Le SNP détecté le plus souvent dans cette analyse est sur le chromosome 4, c’est le SNP :
solcap_snp c2 32099 (Tableau 3). Il est détecté sur quatre sites, trois (Finistére Nord, Lot-et-
Garonne et I’ Aisne) sur les deux années et un juste en 2017 (Finistére Nord (INRA)). Il explique
entre 6 et 23% de la variabilité avec le sous-ensemble de la collection et reste significatif avec
I’ensemble de la collection mais avec un pourcentage explicatif plus faible (4-7%). La classe
génotypique la plus favorable est la classe AAAB. Il n’y a qu’un seul individu dans la classe
AAAA.

Deux autres SNPs sont détectés sur le chromosome 4. Le SNP solcap snp c2 56837 est détecté
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Tableau 2: Présentation des valeurs de rAUDPC moyenne des différentes classes génotypiques pour le SNP ¢l 8560 du
chromosome 9 sur les sites et les années ou il a été détecté.

classe génotypique
site année AAAB AABB ABBB BBBB
Effectif 1 7 79 186
, 2017 0.20 0,12 0,1 0,17
Aisne

2018 0.20 0,05 0,04 0,11
. 2017 0.30 0,15 0,11 0,27

Finistére Nord
2018 0.28 0,1 0,06 0,2

rAUDPC moyenne

2017 0.15 0,11 0,08 0,14

Lot-et-Garonne
2018 0.33 0,14 0,07 0,29

0.29

INRA Ploudaniel 2017 0,13 0,09 0,28
2018 0.36 0,14 0,1 0,26




sur les deux sites du Finistére Nord en 2017 et un autre site en 2018 (Lot-et-Garonne). La classe
génotypique la plus favorable est BBBB. Le deuxieme SNP est le solcap _snp c2 34867 détecté
sur deux sites (Finistére Nord (INRA) et Finistére Nord) en 2017. La classe favorable pour ce
SNP est AAAA. Ce SNP se situe dans un géne qui code pour une protéine kinase PBSI
(PGSC0003DMG402007955).

Sur le chromosome 9, deux autres SNP sont détectés (Tableau 3). Ces deux SNP conservent
des effets significatifs sur la variabilit¢ phénotypique dans la collection totale. Le SNP
solcap_snp c2 30008 est détecté sur deux sites en 2017 (les deux sites du Finistére Nord) et
sur un site en 2018 (Lot-et-Garonne). La classe génotypique favorable est AAAA. Ce SNP se
trouve dans un geéne qui code pour une sous-unité d’une flavoprotéine
(PGSC0003DMG400017180). Le deuxiéme SNP détecté, solcap snp c2 29919, est détecté
sur les deux sites du Finistére Nord en 2017. La classe génotypique la plus favorable est AAAA.
Ce SNP se situe dans un gene qui code pour une hydroxylase (desacetoxyvindoline 4-
hydroxylase, PGSC0003DMG403017241).

Trois SNP sont détectés sur le chromosome 12 (Tableau 3). Le SNP solcap snp c2 18827 est
détecté sur le deux sites du Finistére Nord en 2017. La classe génoypique favorable est AAAA.
Ce SNP se situe dans un géne qui code pour une multidrug resistance-associated protein 1,3
(PGSC0003DMG400033641). Le SNP solcap _snp c2 43895 est détecté sur les deux sites du
Finistére Nord en 2017 et sur un site (lot-et-Garonne) en 2018. La classe génotypique favorable
est AAAA. Il se situe dans un gene qui code pour une protéine réagissant a la déshydratation
(PGSC0003DMG400026461). Le dernier SNP, le solcap snp c2 45803, est détecté sur les
mémes sites que le solcap snp c2 43895. Ce SNP conserve un effet significatif lorsqu’il est
testé sur toute la collection. La classe génotypique favorable est AAAA. Ce dernier SNP se
situe dans un géne qui code pour une protéine LeArcAl (PGSC0003DMG400015829).

Sur le chromosome 5, trois SNP ont été détectés (Tableau 3). Il n’y a qu’un seul de ces trois
SNP qui conserve un effet significatif dans la collection totale, le solcap snp cl 14836 qui est
signalé sur deux sites (Finistére Nord et 1’Aisne) en 2018. Pour ce SNP les classes favorables
sont AABB et AAAB. Il n’y a qu’un seul individu dans la classe AAAA. Ce SNP se trouve
dans un géne qui code pour une protéine de reconnaissance a un ARN
(PGSC0003DMG400025609). Le SNP solcap snp c2 47597 est détecté sur les deux sites du
Finistére Nord en 2017 et sur un site (Lot-et-Garonne) en 2018. La classe génotypique la plus
favorable est AAAA. Il se trouve dans un geéne qui code pour une protéine kinase
(PGSC0003DMG400017625). Le troisieme SNP détecté sur ce chromosome est le
solcap _snp c2 22986. Il est détecté sur les mémes sites que le solcap snp c2 47597. Les
classes favorables sont les classes AABB et ABBB. Il n’y a qu’un seul individu dans la classe
AAAB et aucun dans la classe AAAA. 1l se situe dans un géne qui code pour une hélicase a
ADN (PGSC0003DMG402030493).

Deux SNP sont détectés sur le chromosome 1. Le SNP solcap snp c2 30956 est le seul SNP a
garder un effet significatif sur la variabilité lorsqu’il est testé sur toute la collection (tableau 3).
Ce SNP est détecté sur les deux sites du Finistere Nord en 2017. La classe génotypique la plus
favorable est AABB. Il n’y aucun individu appartenant aux classes génotypiques AAAA et
AAAB pour ce SNP. Le deuxiéme SNP, le solcap snp c2 2591 est détecté sur deux sites
(I’Aisne et le Finistére Nord) en 2018. Les classes génotypiques les plus favorables sont ABBB
et BBBB. Ce SNP est dans un géne qui code pour une protéine de liaison a I’ADN
(PGSC0003DMG400022651).

Le SNP solcap snp c2 22184, détecté sur le chromosome 11 conserve un effet significatif dans
la collection globale. Il explique environ 10% de cette variabilité. Il est détecté sur les deux
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Tableau 3 : : Description des SNP détectés le plus souvent dans [’analyse d’association 2. Les colonnes de la gauche
vers la droite sont : les noms des SNP, le numéro de chromosome, la position physique, les deux alléles du SNP,
le modele avec lequel le SNP a été détecté dans [’analyse, le nombre de fois ou le SNP a été détecté en fonction
de I’année, le pourcentage d’explication du SNP avec le sous ensemble d’individus et le pourcentage d’explication
avec ['analyse de variance sur toute la collection.

Position R*avec
SNP chr modele Nombre de détection R? tous les
(Mpb) g
individus
2017 2018
solcap _snp c2 56837 4 général 68.5 2 1 13-17%
solcap snp c2 34867 4 général 68 2 11-16%
solcap _snp c2 32099 4 général 67.3 4 3 6-23% 4-7%
solcap _snp c2 22184 11 général 40.8 2 1 14-22% 5-8%
solcap snp c2 18827 12 général 51.8 2 16-18%
solcap _snp c2 43895 12 général 50.8 2 1 11-18%
solcap _snp c2 45803 12 général 40.1 2 1 9-16% 4-5%
solcap _snp c2 30008 9 général 56.2 2 1 11-18% 9-10%
solcap _snp c2 29919 9 général 56.1 2 13-17% 8-9%
solcap _snp cl 14836 5 général 5.7 2 10-11% 11-12%
solcap snp c2 47597 5 général 59 2 1 9-13% NS
solcap snp c2 22986 5 général 43 2 1 11-19% NS
solcap _snp c2 21717 2 simplex dominant 254 2 15-25% 9-12%
solcap_snp c2 41055 3 général 329 2 1 10-15% 6%
solcap _snp c2 51756 6 général 38.2 2 11-12%
NS
solcap snp c2 2591 1 général 59 2 5-9% NS
solcap snp c2 30956 1 duplex dominant 88.5 2 9-12% 9-10%




sites du Finisteére Nord en 2017 et sur un site (Lot-et-Garonne) en 2018. La classe génotypique
la plus résistante est ABBB. Il n’y a aucun individu dans la classe BBBB. Sur les chromosomes
2 et 3, les SNP détectés (Tableau 3) conservent aussi leur effet significatif dans la collection
totale. Ce qui n’est pas observé pour le SNP détecté sur le chromosome 6. Le SNP du
chromosome 2 est détecté sur deux sites (I’Aisne et le Finistére Nord (INRA)) en 2018. La
classe génotypique la plus favorable est AAAA. Sur le chromosome 3, le SNP
solcap snp c2 41055 est détecté sur les deux sites du Finistere Nord en 2017 et sur un site
(Lot-et-Garonne) en 2018. La classe la plus favorable est BBBB. Ce SNP se situe dans un gene
qui code pour une ubiquitine (PGSC0003DMG400021791). Le SNP, solcap snp c2 51756,
du chromosome 6 est détecté sur les deux sites du Finistére Nord en 2017 et sur un site (Lot-et-
garonne) en 2018. La classe génotypique favorable est ABBB. Il n’y a pas de génotypes dans
les classes AAAA et AAAB. Ce SNP est dans un géne qui code pour une protéine de la famille
des pyruvate kinase (PGSC0003DMG400019605).

Déséquilibre de liaison

Sur le chromosome 9, en cumulant les deux analyses d’association, cinq SNP différents ont été
détectés. La figure 13, nous montre qu’il existe deux régions dans lesquelles les SNP sont en
déséquilibre de liaison. Les SNP issus de 1’analyse 1 se trouvent dans une région et ceux de
I’analyse 2 dans la deuxieme région. Les trois SNP de I’analyse 1 (solcap snp c2 27763,
solcap_snp cl 8560 et solcap_snp c2 56418) sont significativement corrélés, la corrélation la
plus forte étant entre les SNP c1_8560 et c2 56418 (Fig.13). Les deux autres SNP détectés lors
de la deuxiéme analyse (solcap snp c2 29919 et solcap snp c2 30008) présentent un
coefficient de corrélation significatif et tres élevé, 0.81. Ce qui est en accord avec leur position,
ces deux SNP sont tres proches sur le génome (0.084 Mpb de distance, Fig.10). Ces deux SNP
montrent une corrélation significative avec un des SNP de I’analyse 1, le c2 56418 mais avec
des valeurs de coefficients assez faibles. Cependant le test n’est pas significatif avec les deux
autres SNP de I’analyse 1.

Sur le chromosome 4, en cumulant les deux analyses d’association, cinq SNP différents ont été
détectés. Sur la figure 14, il est possible d’observer deux zones dans lesquelles les corrélations
entre paires de SNP sont significatives. La zone la plus haute a gauche sur le graphique 14
contient les SNP de la premiére analyse. Ces deux SNP (c2 36060 et cl 10762) ont un
coefficient de corrélation négatif élevé, -0.66, ce qui est cohérent avec leur position car ils sont
assez proches (0.22 Mpb, Fig.10). Les trois SNP de ’analyse 2 qui se situent dans la deuxi¢me
zone, en bas a droite sur le graphique, ont des coefficients de corrélation significatifs. Le
coefficient de corrélation le plus €levé est entre les SNP ¢2 32099 et ¢2 34867 avec 0.65 qui
sont séparés par 0.64 Mpb.

Sur le chromosome 5, en cumulant les deux analyses, quatre SNP sont détectés. La figure 15,
montre que deux des trois marqueurs détectés dans 1’analyse 2 sont en déséquilibre de liaison
(le SNP c2 22986 et le c2_47597). Le marqueur détecté dans la premiere analyse (c2 23049)
est en déséquilibre avec deux des marqueurs de I’analyse 2 : c1 14836 et c2 47597. Ces 4 SNP
sont situés dans la méme région du chromosome (Fig.10).

Sur le chromosome 12, les trois SNP détectés ont des coefficients de corrélation significatifs.
Le SNP c2 43895 est plus ¢loigné des deux autres (distant de 10.6 Mpb, Fig.10) mais est tres
corrélé avec eux : le coefficient est de 0.69 avec le c2 18827 et de 0.67 avec le ¢c2_45803.

Sur le chromosome 8, les deux SNP détectés lors de la premicre analyse ne présentent pas un
coefficient de corrélation significatif. Ils ne sont donc pas en déséquilibre de liaison ce qui est
cohérent avec la distance qui les sépare (7.5 Mpb, Fig.10). Sur le chromosome 1, les deux SNP
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de la deuxiéme analyse sont physiquement tres ¢loignés (29.5 Mpb, Fig.10). Ils ne sont pas non
plus en déséquilibre de liaison, leur coefficient de corrélation n’est pas significatif.

Discussion

L’analyse de structuration de la population de géniteurs améliorés indique une structuration en
2 sous-populations. L’analyse des programmes d’origine de ces géniteurs montre que cette
structuration en deux sous-populations peut avoir une explication biologique (Fig.9). En effet
chacune de ces sous-populations contient principalement des individus issus de deux
programmes différents : G. pallida et mildiou. Ce sont les deux programmes les plus représentés
dans la population toutefois leur proportion dans chacune des sous-populations est bien
distincte. Cette structuration selon le programme d’origine s’explique par ['utilisation de
parents génétiquement différents au sein de ces programmes.

Cependant, cette analyse de structuration montre également que de nombreux individus ont des
fonds génétiques mélangés (Fig.8). Le pourcentage d’appartenance a une des deux sous-
populations n’est pas toujours tres supérieur a 50%. Ce qui montre que la structuration de la
population de géniteurs améliorés est plutdt faible. Ces résultats sont en accord avec les résultats
d’études précédentes qui mettent en évidence 1’absence de structuration parmi les clones de
variétés de pomme de terre européennes (Stich et al. 2013). Ces données de structuration ont
toutefois été intégrées dans I’analyse d’association.

La distribution des rAUDPC (fig. 5 et 6) montre qu’il existe une variabilité selon les sites. En
2018, sur le site du Pas-de-Calais, les conditions climatiques chaudes et seches ont été¢ peu
favorables au développement de la maladie. Ce qui explique une distribution des valeurs de
rAUDPC vers des valeurs faibles, y compris pour des témoins sensibles (Fig.8). Ainsi, les
données obtenues dans cet essai sont trés peu discriminantes. Elles n’ont donc pas été utilisées
pour I’analyse d’association.

La premiére série d’analyses d’association faite avec les données de 2018 détecte moins de SNP
significatifs qu’avec les données 2017. Globalement, dans les essais 2018, le mildiou a
progressé tres vite en début d’épidémie. Puis celle-ci a stagné rapidement du fait de conditions
climatiques peu favorables. Ainsi, la résistance partielle n’a pas pu s’exprimer pleinement
(représentation plus faible des valeurs intermédiaires de rAUPDC) (Fig. 5 et Fig. 6). Ceci peut
donc expliquer la plus faible détection de SNP sur cette année-1a.

Le nombre de SNP détectés varie selon les sites (Fig. 10). Les sites de I’Aisne et du Lot-et-
Garonne sont les sites dans lesquels le plus de SNP ont été détectés. La majorité de ces SNP
ont été identifiés avec les données de 2017. La gamme de distribution des rAUDPC en 2017
pour ces sites montre qu’il y a une plus forte représentation des valeurs intermédiaires de
rAUDPC par rapport aux autres sites (Fig. 5). Sur ces deux sites, une inoculation artificielle a
da étre réalisée car les conditions météorologiques n’étaient pas favorables au démarrage de
I’épidémie et ensuite a la progression de la maladie. Ainsi, tous les SNP détectés sur ces sites
ne sont probablement pas tous associés a la résistance au mildiou.

Le site du Pas-de-Calais est le site ou le moins de SNP sont détectés (Fig. 10). Cet essai a
¢galement di étre inoculé de facon artificielle. L’épidémie a démarré tardivement et les
notations ont été rapidement rendues compliquées par la sénescence des plantes et I’apparition
d’une autre maladie fongique (I’alternaria). Ainsi I’épidémie est moins discriminante, ce qui
peut expliquer la faible détection de SNP et qu’aucun SNP associ¢ au QTL a effet fort du
chromosome 9 ne soit détecté.
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Les données du site du Finistére nord, correspondant a I’essai avec une couverture fongique
partielle, ne permettent pas de détecter un plus grand nombre de SNP ou des SNP différents de
I’autre site du Finistére Nord (essai INRA). Un des objectifs de ce dispositif était de regarder
s’1l était possible d’observer 1I’expression de résistances partielles qui s’exprimeraient avec des
pressions de mildiou plus faibles.

La deuxiéme série d’analyses d’association a été faite avec moins d’individus, il est donc plus
difficile d’identifier le modele génétique permettant d’expliquer I’effet des SNP détectés car
certaines classes génotypiques sont moins représentées. Ainsi, les SNP identifiés lors de cette
analyse ont été principalement détectés avec le modele général. Cette analyse permet
d’identifier des SNP différents de ceux de la premicre série d’analyses. Certains SNP sont
identifiés sur les mémes chromosomes (4, 5, 9), d’autres sur d’autres chromosomes (1, 3, 6, 11
et 12), (Tableaux 1 et 3). Lorsque que I’effet de ces SNP est analysé¢ sur I’ensemble de la
collection, cet effet est plus faible et méme parfois n’est plus significatif (Tableau 3). Nous
pouvons penser que les QTL associés a ces SNP ont des effets faibles, masqués par 1’effet des
QTL a effet plus fort du chromosome 9.

D’autre part, ’analyse génétique des SNP identifiés montre que certaines classes génotypiques
sont peu ou pas représentées, comme par exemple les classes AAAA et AAAB pour le SNP
solcap_snp cl 8560 (Tableau 2), méme si on prend en compte 1’ensemble de la collection de
géniteurs. Plusieurs hypothéses peuvent expliquer cette observation. Leurs phénotypes n’étaient
peut-étre pas favorables et ces individus n’ont pas été conservés dans la collection ou ces
génotypes sont peut-&tre 1étaux. D’autre part, nous avons observé que les alleles favorables de
ces SNP avaient une fréquence plus €élevée dans la sous-population 2, ce qui est bien en accord
avec le fait que cette sous-population comprend majoritairement des géniteurs issus du
programme de résistance au mildiou.

Les SNP identifiés qui présentent le pouvoir explicatif le plus fort sont 3 SNP situés a
I’extrémité du bras long du chromosome 9 (Tableau 1). Etant trés corrélés entre eux, ils
marquent probablement un méme QTL. C’est ce QTL qui semble le plus stable parmi ceux
détectés. Il est détecté sur le plus de sites et sur les deux années, donc dans des conditions
épidémiologiques différentes. Deux de ces marqueurs (c2 56418 et c2 27763) ont déja été
identifiés dans une autre analyse de la résistance au mildiou dans une population de clones
tétraploides d’ Amérique latine (Lindqvist-Kreuze et al. 2014). Pour le SNP solcap snp c2-
56418, les auteurs indiquent que dans leur étude la résistance liée a ce marqueur n’est pas stable
dans tous les environnements. Les classes hétérozygotes sont également les plus résistantes, ce
qui est en accord avec nos résultats. Cette résistance, dans leur population, proviendrait d’un
géniteur qui porte des génes R non connus (Lindqvist-Kreuze et al. 2014). Dans la collection
analysée ici, les génotypes porteurs de cette résistance sont issus majoritairement des
programmes de résistance au mildiou (69%), ce qui était attendu.

Les SNP du chromosome 9 détectés lors de la deuxieme analyse marquent probablement un
autre QTL que celui identifié lors de la premiére analyse car ils sont situés entre 56.1 et 56.2
Mpb. Une étude du déséquilibre de liaison sur une collection de pomme de terre a montré que
le déséquilibre de liaison diminuait de moitié a partir de 860 000pb dans cette région du
chromosome 9 (Sharma et al. 2018). Ce qui confirme I’hypothése que les deux analyses
identifient deux QTL différents sur le chromosome 9. En effet ces deux régions sont séparées

par 3 998 000 pb.

Le bras long du chromosome 9 porte deux clusters de génes de résistance (Jo et al. 2011). Un
de ces clusters, situ¢ vers 59.6 Mpb, contient différentes copies d’un géne R provenant de
I’espece sauvage S. venturii : Rpi-vntl. Le marqueur solcap snp c2 56418 est en position plus
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télomérique que le géne Rpi-vntl mais sa position (60.2 Mpb) reste de proche de ce géne
(Lindqvist-Kreuze et al. 2014). Les genes de résistance RS et R%a, issus de S. demissum sont
aussi cartographiés sur cette partie du chromosome 9 (Jo et al. 2011; 2015). Il y a donc plusieurs
genes situés dans cette extrémité du chromosome 9 qui peuvent contribuer a la résistance au
mildiou observée dans la collection de géniteurs améliorés. Cette résistance serait indépendante
de la maturité des plantes (Mosquera et al. 2016). Dans nos essais, les hotes différentiels
porteurs de genes RS et R9 ne présentent pas ou peu de symptomes. Ainsi, ce sont peut-Etre ces
genes qui s’expriment dans ces géniteurs. Toutefois, il est possible que ces hotes différentiels
contiennent d’autres génes R non connus. D’autre part, I’étendue des valeurs de rAUDPC
observée dans les classes favorables pour les marqueurs que nous avons identifiés peut refléter
le fait que d’autres facteurs génétiques contribuent a cette résistance (Fig.12).

Les SNP détectés sur le chromosome 5 se situent sur le bras court, dans une région ou Mosquera
et al (2016) ont identifi¢ des SNP associés a la résistance au mildiou Le bras court du
chromosome 5 est connu pour porter le géne R/ et des QTL liés a des QTL de maturité
(Leonards-Schippers et al. 1992; Visker et al. 2003; Mosquera et al. 2016). Toutefois le géne
R1 est contourné (Fry, 2008) et I’hote différentiel portant R1 s’est montré trés sensible dans nos
essais. Le SNP identifié¢ dans I’analyse 1 se trouve dans un géne qui code pour une protéine de
résistance au mildiou. Ainsi, la résistance associée aux marqueurs identifiés sur ce chromosome
est probablement en partie due a ce géne.

Les SNP détectés sur le chromosome 4 sont présents sur le bras long du chromosome dans deux
régions distantes de 8.2 Mpb et marquent donc probablement deux QTL différents (Fig. 10). Le
chromosome 4 est porteur de plusieurs genes R (Rpi-blb3, R2...) mais qui sont cartographiés
sur le bras court du chromosome (Park et al. 2005). Mosquera et al (2016) ont identifi¢ un QTL
associ¢ a la résistance au mildiou entre 71.0-72.5 Mpb sur le bras long. Le meilleur gene
candidat que les auteurs ont identifi¢ dans cette région est le gene HMGCR (Mosquera et al.
2016). Ce gene code pour une enzyme impliquée dans la voie du mévalonate qui fournit des
précurseurs pour la synthése des triterpenes et isoprénoides (Mosquera et al. 2016). Les SNP
que nous avons identifiés dans I’analyse 2 sont distants de 3 Mpb de cette région, il semble
donc peu probable que le QTL identifié¢ soit le méme. Par contre Draffehn et al (2013) ont
identifi¢ des SNP associés a la résistance au mildiou dans les deux régions que nous avons
identifiées dans cette étude.

Les deux SNP du chromosome 8, distants de 7.5 Mpb, marquent deux régions différentes. Le
bras long de ce chromosome porte un cluster de génes R : Rpi-blb1 issu de S. bulbocastanum,
Rpi-ptal et Rpi-stol issus de S. stoloniferum (Wang et al. 2008; van der Vossen et al. 2003).
Les résistances associées a ces SNP sont peut-étre dues a la présence d’un ou plusieurs de ces
geénes car ils se situent sur le méme bras chromosomique.

Le SNP détecté sur le chromosome 11 se situe a I’extrémité du bras court du chromosome. Dans
cette région un cluster de genes R issus de S. demissum a été cartographié. Ce locus est constitué
de plusieurs geénes dont R3a, R3b, Rpi-Smiral, R10 et R11 (El-Kharbotly et al. 1994; Bradshaw
et al. 2006; Huang et al. 2004; Tomczynska et al. 2014). La résistance identifiée dans la
collection de géniteurs améliorés peut étre conférée par un ou plusieurs de ces genes. Les genes
R3, RI10 et R11 sont contournés et nous avons bien observé des symptdmes importants sur les
hoétes différentiels porteurs des génes R3 et R/ 1. Par contre I’hdte différentiel porteur du gene
R10 a été moins attaqué. De plus il a été rapporté que le comportement de ce géne R était proche
de I’expression d’un QTL (Bradshaw et al. 2006).

Les deux SNP détectés sur le chromosome 1 ne sont pas en déséquilibre de liaison. Ce qui est
cohérent avec la distance physique qui les sépare (29.5 Mpb, Fig. 10). Un de ces SNP, le SNP
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solcap snp c2 30956, se situe dans une région dans laquelle Mosquera et al (2016) ont
identifi¢ un QTL de résistance au mildiou (88 — 89 Mpb). Un geéne proche de cette région
(PGSC0003DMG400006186, 87.6 Mpb) a aussi été détecté comme associé a la résistance dans
une autre ¢tude (Muktar et al. 2015). Ce géne code pour une hydroxyde pyruvate impliquée
dans la photorespiration.

Ainsi, certains des SNPs identifiés dans cette étude semblent marquer des régions avec des
genes R. La plupart de ces genes sont contournés mais ils peuvent conserver un effet résiduel
et donc exprimer une résistance similaire a une résistance quantitative (Stewart, Bradshaw,
Pande 2003). 1l a aussi été observé que des QTL et des geénes R se trouvent dans les mémes
régions (Rauscher et al. 2010). Les facteurs génétiques identifiés dans cette étude sont
complexes. Ces différentes résistances pourraient étre intégrées dans les programmes de
sélection afin de créer des variétés qui les cumulent. D’autres part, certains de ces SNP sont
présents dans des génes annotés sur la séquence de la pomme de terre. Une étude plus
approfondie de ces geénes doit encore étre réalisée afin d’évaluer leur réle possible dans
I’expression de la résistance.

Conclusion et perspectives

Cette ¢étude a permis d’identifier des QTL associés a la résistance au mildiou au sein de la
collection de géniteurs améliorés du centre de ressources biologiques de 'INRA.

Les facteurs génétiques identifiés dans cette étude sont complexes. Ces différentes résistances
pourraient étre intégrées dans les programmes de sélection afin de créer des variétés qui les
cumulent. Ainsi, Les SNP identifiés pourront étre utilisés en sélection assistée par marqueur
(SAM). 1l faut s’intéresser dans un premier temps aux SNP associés aux QTL les plus
explicatifs. Le SNP solcap snp c2 8560, identifié sur le chromosome 9, est associ¢ a la
résistance la plus stable. Pour la mise en ceuvre de la SAM, une premicre phase va consister a
regarder si ces SNP peuvent bien étre utilisés sur du matériel génétique différent. Le génotypage
de ces marqueurs SNP pourra étre réalisé avec la technologie KASPar basée sur I’utilisation de
trois amorces : deux sont spécifiques de chacun des all¢les du SNP et la troisiéme est commune.
Apres amplification, la lecture de la fluorescence peut étre faite par exemple sur le Light Cycler
480 de Roche. Cette technique est adaptée pour génotyper quelques SNP sur un grand nombre
d’individus, ce qui est réalisé en SAM.

La comparaison de la position des SNP détectés avec les facteurs de résistance identifiés dans
la bibliographie est compliquée. La comparaison pourrait étre plus facile si les marqueurs
identifiés dans la bibliographie étaient positionnés sur la séquence du génome.

Les analyses réalisées n’ont pas pris en compte I’influence de la maturité. Il serait alors
intéressant de réaliser une analyse d’association avec les notes de maturité des génotypes ou de
calculer des MCR (maturity corrected resistance) qui sont des valeurs de rAUDPC corrigées
selon la maturité. La comparaison des SNP détectés pourrait permettre de savoir si les QTL
détectés pour la résistance au mildiou sont indépendants ou non de la maturité des plants.

Dans le cadre de ce projet les souches de mildiou présentes sur chaque site ont été analysées. 11
pourra étre intéressant d’étudier si certains SNP identifiés sont associés a une résistance vis-a-
vis de certaines populations de mildiou.
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Annexe | : Manhattan plot des SNP détectés par la premiere analyse selon leur modeéle.
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Annexe |l : Distribution des valeurs de rAUDPC en fonction des classes génotypiques du SNP
solcap_snp_c1l 8560 du chromosome 9
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Le point rouge représente la moyenne. @ : pour le SNP ¢2 27763 du chromosome 9 (Site du Finistére Nord, 2017). b : Pour
le SNP ¢2 23049 du chromosome 5 (Site du Lot-et-Garonne, 2017). ¢ : Pour le SNP ¢2 18945 du chromosome 8 (Site de
I’disne, 2017). d : Pour le SNP c2_ 41467 du chromosome 8 (Site du Lot-et-Garonne, 2017). € : Pour le SNP ¢2_ 36060 du

chromosome (Site de I’Aisne, 201 7).f.' pour le SNP c1 10762 du chromosome 4 (site du Finistere Nord (INRA , 2018).
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Titre anglais : Genome wide association study to identify markers linked to a stable resistance of the
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Résumé: Une des maladies qui causent le plus de dégats sur la culture de pomme de terre est le
mildiou, causée par 'oomyceéte : Phytophthora infestans. La lutte chimique utilisée pour faire face a cet
agent pathogéne contribue au fort Indice de Fréquence de Traitement (IFT) de cette culture. Le plan
Ecophyto Il a pour objectif de diminuer I'utilisation de produits phytosanitaires. L’identification de
résistances génétiques quantitatives, qui sont plus stables, constitue donc un enjeu majeur.

Mon sujet de stage s’insére dans le projet PotStaR qui vise a identifier des sources de résistance stable
au mildiou et des marqueurs moléculaires associés a ces résistances stables. Mon stage a porté sur la
mise en ceuvre d’une stratégie de génétique d’association sur une collection de géniteurs améliorés
issus de différents programmes de recherche de 'INRA de Ploudaniel. Les données de phénotypage
proviennent de cing sites d’expérimentation et les données de génotypage d’'un génotypage avec la
puce SolCAP 8303 SNP. Pour commencer une étude de structuration génétique de la population a été
faite. Ensuite différentes analyses d’association ont permis d’identifier des marqueurs associés a la
résistance. Une analyse du déséquilibre de liaison a été faite pour les marqueurs qui se situent dans
les mémes régions génomiques. Le QTL le plus stable identifié par cette étude se situe sur le
chromosome 9.

Abstract : One of the most destructive disease for potato crop is late blight caused by an oomycete :
Phytophthora infestans. Fungicides are massively used to fight against this pathogen, which contributes
to the high treatment frequency index of this crop. The Ecophyto Il plan aims at reducing the use of
pesticides. The identification of quantitative genetic resistance, which is more stable, represents
therefore a major issue.

My internship subject is part of the PotStaR project whose purpose is to identify stable sources of
resistance to the late blight and molecular markers linked to these stable resistance. My internship was
about the development of a strategy of association mapping on a collection of improved breeding lines
originating from research programs from INRA of Ploudaniel. The phenotypic data come from five trials
and the genotypic data from the use of the 8303 SNP SolCAP array. First, a study of the population
structure was performed. Then markers linked to late blight resistance have been identified. An analysis
of linkage disequilibrium was carried out for the markers that are located in the same genomic region.
The most stable QTL identifed in this sudy is located on chromosome 9.
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