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Résumé

La tomate est le Iégume le plus consommé au monde. Elle est sensible & plusieurs maladies telles
que I’oidium et le mildiou. L’oidium de la tomate est une maladie foliaire principalement causée par le
champignon Oidium neolycopersici. L’objectif de ce travail est d’étudier la combinaison de deux leviers
immunitaires (résistance génétique et stimulation des défenses de la plante) chez la tomate pour le
contréle de I’oidium. Cette étude a porté sur trois axes : (1) la cartographie des régions génomiques de
la tomate impliquées dans la résistance génétique de 1’accession G21, (2) 1’évaluation de la part de la
génétique de la plante dans ’efficacité de produits de biocontrole et (3) I’étude du mode d’action de ces
produits de biocontrble, par des approches biologiques, transcriptomiques et métabolomiques.
Concernant la résistance génétique, un QTL (quantitative trait locus) de résistance a 1’oidium a été
détecté sur le chromosome 9 de la tomate. Les analyses phénotypiques ont montré que les produits P4
et P7 ont des efficacités protectrices vis-a-vis de 1’oidium de 18% et 68%, respectivement et que la
variation de I’efficacité de ces deux produits est en partie due a I’effet génétique (pour P4 : H2 = 64% et
pour P7 : H2 = 66%). Les analyses métabolomiques ont montré que les deux produits ont un effet sur la
synthese de métabolites secondaires dans les feuilles de la plante. En conclusion, le produit P7 est plus
efficace contre O. neolycopersici, avec une héritabilité de 66% et induit la synthése de métabolites
secondaires par la plante. Dans la suite des travaux une approche transcriptomique sera utilisée pour
identifier les génes de défense qui sont induits par ces produits et de faire la cartographie génétique des

régions génomiques impliquées dans la réponse des plantes a I’application des produits de biocontrole.

Mots clés : Oidium de la tomate, Oidium neolycopersici, QTL, stimulateurs de défense des plantes,

métabolites secondaires.
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Abstract

Title: Genetic resistance and plant defense stimulation for tomato powdery mildew control

Tomato is the most widely consumed vegetable in the world. It is susceptible to several diseases
such as powdery mildew and late blight. Tomato powdery mildew is a foliar disease caused mainly
by the fungus Oidium neolycopersici. The aim of this work is to investigate the combination of
two immune strategies (genetic resistance and plants defenses stimulation) to control tomato
powdery mildew. This study focused on three points: (1) mapping the tomato genomic regions
involved in the genetic resistance (QTL) of the G21 accession; (2) assessing the role of plant
genetics in the efficacy of biocontrol products, and (3) studying the mode of action of these
biocontrol products, using biological, transcriptomic and metabolomic approaches. Regarding
genetic resistance, one QTL for powdery mildew resistance was detected on chromosome 9.
Phenotypic analyses showed that the biocontrol products P4 and P7 had protective efficacy against
powdery mildew of 18% and 68% respectively, and that the efficacy variation of both products
was partly due to genetic effect (for P4: H2 = 64% and for P7: H2 = 66%). Metabolomics analyses
showed both products influenced the synthesis of secondary metabolites in the plant's leaves. In
conclusion, P7 was more effective against O. neolycopersici, with a heritability of 66%, and
induced the synthesis of secondary metabolites in the leaves. For future research, we will employ
a transcriptomic approach to identify defense genes induced by these biocontrol products and we

will map the QTL involved in the plant's response to P7 application.

Key words: Tomato powdery mildew, Oidium neolycopersici, QTL, plant defense stimulator,

secondary metabolites.
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Avant-Propos

Ce stage a été effectué en vue de 1’obtention d’un double diplome d’ingénieur : le diplome Ingénieur
Agronome option Amélioration des Plantes et Ingénierie végétale Méditerranéennes et Tropicales de
I’Institut Agro Montpellier, en France et le diplome d’Ingénieur de conception option Défense des

cultures de I’Ecole Supérieure d’ Agronomie (ESA) de la Cote d’Ivoire.

L’institut Agro Montpellier anciennement appelé « Montpellier SupAgro » est un établissement
ouvert sur la méditerranée et les pays du sud, formant des cadres dans les domaines de I’agriculture, de
I’alimentation et de ’environnement. Il offre une large gamme de formations telles que des diplémes

d’ingénieur, des licences professionnelles, des masters et des doctorats.

L’ESA fait partir des neuf écoles que compte 1’Institut National Polytechnique Félix Houphouét
Boigny (INP-HB), situ¢ a Yamoussoukro dans la capitale politique de la Cote d’Ivoire. L’ESA a en son
sein trois cycles de formations : le cycle des Techniciens Supérieurs en Agronomie, le cycle des
Ingénieurs des Techniques Agricoles et le cycle des Ingénieurs de Conception en Sciences
Agronomiques. En partenariat avec I’ Institut Agro Montpellier, chaque année des étudiants en deuxiéme
années du cycle ingénieur de conception de I’ESA passent le concours pour étudiants étrangers
(concours DE) de I’institut Agro Montpellier pour une formation en bi-diplomation a partir de la

deuxiéme année.

Ce stage a été réalisé au sein de 1’unité Pathologie végétale de INRAe d’Avignon. Il a été financé
dans le cadre du projet Cap Zéro Phyto, ayant pour objectif de proposer de nouvelles stratégies de
protection des cultures basées sur 1’utilisation combinée de leviers immunitaires destinés a moduler les
mécanismes de défense des cultures. Les résultats présentés dans ce document sont le fruit des analyses

préliminaires faites pour répondre a des interrogations du work package 2 de ce projet.
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Delta-SNP

Métabolites secondaires

Réaction hypersensible

Résistance systémique acquise

Résistance systémigue induite

Single Nucleotide Polymorphism
(SNP)

SNP-index

Stimulateur de défense des
plantes (SDP)

QTL (quantitative trait locus)

Glossaire

Différence entre le SNP-index du bulk résistant et le SNP-
index du bulk sensibles

Les métabolites secondaires sont des composés issus du
métabolisme secondaire, ils jouent notamment un réle
important dans le systéme de défense de la plante.

C'est une réaction de défense de la plante qui est enclenchée
lorsque la plante est attaquée par un agent pathogéne et que
I'agent pathogéne est reconnu par les protéines de défenses
de la plante. Cette réaction est marquée par la mort de la
cellule infectée et parfois des cellules adjacentes

Résistance établie lors de I'attaque d'un agent pathogene, et
qui est propagée a l'ensemble de la plante. Elle est
généralement activée par les pathogéenes nécrotiques. Elle est
déclenchée par ’accumulation de ’acide salicylique.

Résistance établie lors de l'attaque d'un agent pathogene et
qui est propagée a l'ensemble de la plante. Elle est
généralement activée par les pathogenes biotrophes et les
micro-organismes bénéfiques. Elle est déclenchée par
I’accumulation de 1’acide jasmonique et 1’éthyléne.

Marqueur moléculaire dont le polymorphisme est lié a la
variation d’un seul nucléotide.

Nombre de reads de séquences ayant le nucléotide alternatif
du génome de référence a un locus donné.

On appelle stimulateur de défense, tout produit ou organisme
qui lorsqu'il est en contact avec la plante, entraine une
réaction de défense de la plante et active l'expression de
certains genes de défense.

Un QTL est une région génomique impliquée dans la
variation d'un caractére quantitatif d’intérét tel que le
rendement, la hauteur, le poids, la qualité des fruits, la
résistance, etc.
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Introduction

L’oidium de la tomate est une des maladies foliaires les plus fréquentes de la tomate cultivée. Elle
est causée principalement par 1’ascomycéte Oidium neolycopersici. Pour lutter contre cet agent
pathogeéne plusieurs leviers tels que la lutte chimique, la lutte préventive, la lutte génétique et la lutte
biologique avec I’utilisation des produits de biocontrdle peuvent étre utilisés (Blancard et al. 2009).
Parmi les produits de biocontréle, nous pouvons citer les stimulateurs de défense des plantes (SDP) qui
agissent comme des vaccins pour les plantes (B. Marolleau, et al. 2013). L’utilisation des SDP est
aujourd’hui une alternative prometteuse pour la lutte durable contre les bioagresseurs et le respect de
I’environnement. Il faut cependant, noter la forte variabilité des effets des SDP en fonction de différents
paramétres, tels que : le génotype de la plante, son environnement, les effets épigénétiques (Bruce 2014)
et ’agent pathogéne lui-méme. Pour une agriculture plus durable, il convient de développer de nouvelles
stratégies de protection des cultures basées sur 1’utilisation combinée de leviers immunitaires pour
moduler les mécanismes de défense des plantes. C’est dans cette optique que s’inscrit ce stage qui a
pour objectif d’étudier la combinaison de deux leviers immunitaires (la résistance génétique et la

stimulation des défenses de la plante), chez la tomate dans le cas de la lutte contre I’oidium.

Ce stage a été effectué a 'INRAE d’Avignon au sein de I'unité de recherche Pathologie végétale
(PV) en collaboration avec I'unité Génétique et Amélioration des Fruits et Légumes (GAFL). L’unité
PV est spécialisée dans 1’étude des maladies bactériennes, fongiques et virales des espéces végétales
méditerranéennes. Elle étudie d’une part la biologie et I’évolution de ces micro-organismes pathogenes
ainsi que leurs interactions avec les plantes hotes, et d’autre part I’environnement et les pratiques
agricoles pour une meilleure compréhension des processus épidémiques afin de proposer des moyens
de lutte adaptés. L’unit¢é GAFL qui est centrée sur les especes méditerranéennes, a pour mission
d’étudier i) la diversité des espéces et le processus de domestication, ii) les bases génétiques et
moléculaires de la qualité des fruits, iii) la caractérisation fonctionnelle des interactions plantes-
pathogenes et la gestion durable des résistances, ainsi que iv) I’intégration de la résistance aux maladies

et de la qualité des fruits dans des innovations variétales.
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1 Revue de littérature
1.1 La tomate

La tomate cultivée (Lycopersicon esculentum Mill.) est le 1égume le plus consommé au monde avec
une production de plus de 180 millions de tonnes en 2022 (FAO 2022). Elle est cultivée partout dans le
monde dans des conditions de culture trés variées en termes de climat et d’itinéraire technique. 1l existe
deux types de variétés cultivées : les variétés a croissance déterminée, destinées a l'industrie de
transformation et sont produites uniquement en plein champ, et les variétés a croissance indéterminée
(croissance sympodiale) destinées au marché du frais, qui peuvent étre cultivées dans des conditions trés
diverses allant du plein champ aux serres ou les conditions sont contrélées (Blancard et al. 2009; Causse
et al. 2020).

La tomate est originaire de I’Amérique du Sud et appartient a la famille des Solanacées au méme
titre que I’aubergine, le piment et la pomme de terre. C’est la plante la plus cultivée de sa famille (Faino
et al. 2012). C’est une plante autogame, diploide (2n = 24 chromosomes) avec un génome de taille
moyenne (950 Mb) (Kole 2020). Il existe de nombreux mutants monogéniques intéressants pour la
sélection (Blancard et al. 2009). L’un des exemples cités par Blancard et al. (2009), est la mutation
récessive (self-pruning) a 1’origine du caractére “croissance déterminée”. La tomate est une espece
modeéle pour les études génétiques et génomiques du fait de la petite taille de son génome et du grand
nombre de margqueurs moléculaires cartographiés sur ce dernier (Huang 2001; Lin et al. 2014). Elle est
facile a croiser, transformer et c’est aussi une plante d’importance économique (Huang 2001; Kole et
al. 2020). La tomate est aussi utilisée en génétique pour I’identification et la caractérisation fonctionnelle
des genes de résistance aux maladies (Causse et al. 2020). La variabilité génétique des tomates cultivées
est tres étroite (Faino et al. 2012). Elle est I'n6te de plus de 200 especes de parasites et de pestes qui
causent de grands dégats économiques (Bai et Lindhout 2007). Ces parasites et pestes (nématodes,
champignons, insectes, virus) peuvent entrainer des pertes économiques importantes allant de 40 a 50%
et causer des épidémies désastreuses (Lebeda et al. 2014; Sun et al. 2019; Kole et al. 2020;). Les
maladies les plus fréquentes sur la tomate sont le mildiou, la pourriture grise et I’oidium. La tomate
ayant perdu sa diversité génétique au cours de la domestication et de la sélection, il est parfois difficile
de trouver des résistances contre les maladies chez les tomates cultivées. Cependant, des résistances
contre des maladies et des tolérances aux stresses abiotiques ont été identifiées chez les plantes sauvages
interfécondes avec les tomates cultivées : S. cheesmaniae, S. chmielewskii, S. habrochaites, S.
lycopersicoides, S. pennellii et S. pimpinellifolium (Bai et al. 2003; 2008; 2018; Li et al. 2012; Lebeda

et al. 2017), chez qui on trouve une grande diversité génétique (Bai et Lindhout 2007).
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1.2 Oidium de la tomate

1.2.1  Agent pathogéne et sa biologie

L’oidium de la tomate est la maladie foliaire la plus importante sur la tomate sous serre et la tomate
en plein champ. Elle est causée par trois champignons : Leveillula taurica, Oidium lycopersici
(spécifiqguement en Australie) et Oidium neolycopersici dans le reste du monde (Kiss et al. 2001). Ce
dernier est la principale cause de 1’oidium de la tomate (Adedayo et al. 2022; Park et al. 2022).

L’espéce Oidium neolycopersici a été identifiée la premiére fois en 1986 ( Bai 2004; Lebeda et al.
2017). C’est un champignon ascomycéte biotrophe obligatoire ( Bardin et al. 2007; Bai et al. 2008;
2018) dont 1’héte principal est la tomate mais qui peut infecter plus de 60 especes appartenant a 13
familles de plantes différentes (Jones et al. 2001). C’est un ascomyceéte dont la forme sexuée n’a pas
encore été identifiée. A la différence des autres especes d’oidium, O. neolycopersici est un champignon
qui produit des conidies individuelles ou des pseudo-chaines de 2 a 6 conidies (Jones et al. 2001). On
trouve chez ce pathogéne une trés grande diversité génétique intraspécifique bien que, jusqu’a présent,

il soit difficile de confirmer I’existence de plusieurs souches (Jankovics et al. 2008; Lebeda et al. 2017).

1.2.2 Symptdmes, Cycle d’infection et conditions de développement

O. neolycopersici est un pathogéne dit "ectotrophe™ ou "superficiel” car il se développe a la surface
des feuilles (figure 1). Il provogue des taches blanches et poudreuses (figure 2) sur la face supérieure
des feuilles qui finissent par se nécroser. La maladie ne touche pas les fruits. O. neolycopersici peut
infecter la tomate tout au long de son cycle de développement (du stade plantule jusqu’a la maturité de
la plante). Il peut entrainer 1’étiolement, la sénescence rapide des feuilles et la réduction de la qualité,
ainsi que la taille des fruits (Kim et al. 2018). Cet agent pathogéne est a 1’origine de plus de 50% des
pertes de rendement au champ (Park et al. 2022; Qinggui Lian et al. 2022).

Les contaminations primaires se font via des spores qui germent directement au contact des feuilles
(figure 2). Ils pénétrent directement a travers des cuticules et des parois des cellules (Blancard et al.
2009). IIs poursuivent leur développement au niveau des cellules épidermiques du limbe. Les taches
poudreuses sporulent abondamment et sont disséminées par l'air et les éclaboussures. Le développement
de I’oidium de la tomate est optimal a des températures chaudes (20-25°C) et a une hygrométrie
inférieure ou égale a 80% (Blancard et al. 2009; Fletcher et al. 1988; Jacob et al. 2008; Bardin et al.
2007; Lebeda et al. 2017; Bai et al. 2008). Le champignon assure sa survie aprés culture en se
développant sur des plantes hotes alternatives comme le tabac (Jankovics et al. 2008), les poivrons, les
aubergines et les adventices (e.g. le datura), permettant & la forme mycélienne de survivre entre deux

cultures.
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Figure 1 : Symptomes de I’oidium de la tomate.

Photographie prise a 'INRAe d’Avignon montrant I’'une des plantes sensibles du sixiéme essai mis en place sous
tunnel pour le calcul des effets génétiques de la protection des produits de biocontrdle. Les taches blanches
représentent les symptomes de 1’oidium sur la tomate et chaque point correspond & une colonie. Le phénotypage
est généralement fait en comptant le nombre de spots/colonie.
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Figure 2 : Cycle de développement et d’infection d Oidium neolycopersici fait a partir des informations

recueillies de Lebeda et al. 2014

Infection de la feuille par des spores de 1’O. neolycopersici a 0 hpi

Début de la germination entre 3 et 6 hpi

Formation d’un tube germinatif primaire court se terminant par un appressorium primaire a 8 hpi a partir

duquel se forme un haustorium primaire

Entre 3 et 24 hpi, dépots de matrice extracellulaire (MEC)

Formation d’un appressorium secondaire et d'un haustorium secondaire a 24 hpi,

Formation des troisiemes et quatriémes tubes germinatifs jusqu'a 72 hpi,

Formation des premiers conidiophores entre 89 et 120 hpi

Développement maximal de I’O. neolycopersici sur les feuilles, taches visibles au bout de 14 jours.
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1.2.3 Protection contre 1’oidium

Plusieurs méthodes de protection sont mises en place pour contréler le développement de 1’oidium
en serre et en plein champ : la lutte préventive, la lutte chimique, la lutte génétique et la lutte biologique.
La lutte préventive consiste a adopter des mesures préventives telles que les rotations de cultures, le
désherbage régulier des parcelles (pour éviter la conservation du mycélium sur les hétes alternatifs) et
le controle de I’humidité dans les serres. La lutte chimique reste la méthode la plus utilisée avec
I’utilisation de produits chimiques tels que le soufre, le myclobutanil, le bupirimate, etc. Une autre
alternative a ces méthodes est la lutte génétique. Elle consiste a sélectionner les plantes qui sont
génétiquement résistantes a 1’agent pathogene. Enfin, le biocontrdle est une méthode respectueuse de
I’environnement qui consiste a utiliser des produits naturellement présents dans la nature
(microorganismes, extraits végétaux, animaux ou minéraux). lls peuvent protéger la plante de plusieurs
facons. Les mécanismes d’action les plus connus actuellement sont 1’antibiose, I'nyperparasitisme, la
compétition pour l'espace et les nutriments, l'interférence avec la pathogenése et l'induction de
mécanismes de défense des plantes (Turc et al. 2022). Les mécanismes d’action induits dépendent du
type de biocontroles.

1.3 Mécanisme de défense de la plante

Les plantes dans leurs environnements naturels sont continuellement soumises aux agressions
abiotiques (stress hydrique, stress thermique, etc.) et biotiques (agents pathogénes). Pour se protéger,
elles disposent de barriéres mécaniques (cuticule, paroi pectocellulosique, etc.) et de barriéres
chimiques telles que les métabolites secondaires antimicrobiens dont les phytoalexines
(phénylpropanoides, sesquiterpénes, terpenoides, polyacétylénes, etc) et les espéces réactives de
I'oxygéne (ROS) (Piasentin 2013; Castro-Moretti et al. 2020).

Les plantes pour se défendre contre les microorganismes mettent en place un ensemble de
mécanismes complexes. Les mécanismes de défense des plantes sont régis par l'interaction entre 1’agent
pathogene, la plante héte et I'environnement. Les défenses de la plante sont déclenchées par deux
mécanismes de reconnaissances. Le premier est la reconnaissance des molécules communes a différents
microorganismes pathogéniques ou non pathogéniques (Pathogen or Microorganism or Danger-
Associated Molecular Pattern), telles que la flagelline des bactéries ou 1’ergostérol chez les
champignons. Cette reconnaissance est effectuée par des récepteurs transmembranaires appelés Pattern
Recognition Receptors (PRRs) (Lecomte 2013), et induit une réponse de défense appelée PAMP-

triggered immunity, ou PTI, qui vise a empécher la colonisation par 1’agent pathogéne.
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Le deuxieme mécanisme de reconnaissance est connu sous le nom de « reconnaissance géne pour
geéne ». Il s’agit de la reconnaissance d’un géne effecteur du pathogene par des protéines de résistance
de la plante. Il induit une défense spécifique contre 1’agent pathogene détecté. Ce mécanisme est appelé
ETTI (Effector Triggered Immunity). Une fois [’agent pathogene ou son effecteur reconnu par la cellule,
des cascades de réactions biochimiques sont enclenchées avec 1’induction des voies de signalisation de
I’acide salicylique, de I’acide jasmonique ou de I’éthyléne. Ces voies de signalisations peuvent ensuite
entrainer des réponses systémiques dans la plante : la résistance systémique induite (RSI), régulée par
I’acide jasmonique (JA) et I’éthyléne (ET), et la résistance systémique acquise, régulée par 1’acide

salicylique (SA) (Piasentin 2013).

1.3.1 Lestypes de résistances

La résistance est définie comme la capacité d'une plante a prévenir ou a empécher l'infection ou le
développement d'un agent pathogene dans ses tissus. Deux types de mécanismes de défense peuvent

étre mis en jeu : la résistance qualitative, souvent spécifique et la résistance quantitative.

1.3.1.1 Résistance spécifique

La résistance qualitative est souvent une résistance “race-spécifique"”, c'est-a-dire qu'elle est
déclenchée lorsque la plante est infectée par un agent pathogene spécifique, voire par une souche ou
race particuliere de 1’agent pathogéne. Lorsque cet agent pathogéne est reconnu, une réponse
hypersensible (HR), également appelée réaction « géne pour géne », est activée, ce qui conduit a la mort
de la cellule infectée. Cette réaction est basée sur la reconnaissance de I'effecteur (gene d'avirulence) de
l'agent pathogéne par une protéine de défense (géne majeur). La HR dépend de I’acide salicylique et est
associée a l'accumulation des protéines PR, (PR1, PR2, et PR5) (Taoutaou 2021). La reconnaissance de
I'agent pathogéne induit : i) une cascade de réactions comprenant I'accumulation d'espéeces réactives de
I'oxygéne (ROS), ii) l’induction de la production de métabolites secondaires (phytoalexines:
phénylpropanoides, flavonoides, etc.) et iii) la synthése de protéines PR (Thakur et al. 2019). Cela
entraine finalement la mort de la cellule infectée. Cette résistance est plus efficace contre les agents
pathogenes biotrophes (Balint-Kurti 2019). Elle est monogénique et est gouvernée par des génes de
résistance majeurs, c’est-a-dire qu’un seul géne de résistance est généralement responsable de cette

réaction de défense spécifique contre un agent pathogéne donné.

1.3.1.2 Résistance quantitative

La résistance quantitative, quant a elle, est une résistance non spécifique. C’est une résistance

associée a la reconnaissance des molécules des agents pathogénes (PTI). Elle est efficace contre
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plusieurs souches ou races d’agents pathogénes et est donc considérée comme plus durable (Fell et al.
2023). Les mécanismes de défense impliqués dans la résistance quantitative comprennent la production
de composés de lutte chimique, la signalisation hormonale via les voies de I'acide salicylique (SA), de

I'acide jasmonique (JA) et de I’éthyléne. 11 s’agit d’une forme d’immunité non spécifique de la plante.

Ce type de résistance est souvent controlé par de multiples genes de résistance de faible effet
individuel et donc qualifié de résistance polygénique (Underwood et al. 2021). Ces genes sont connus
sous le nom de locus impliqués dans la variation de caractéres quantitatifs (QTL). Ces QTL contribuent
a la résistance quantitative (QR) contre plusieurs agents pathogénes sur une longue période. Les plantes
qui possédent des QTL associés a la résistance quantitative peuvent présenter une résistance partielle,
ce qui signifie qu'elles ne sont pas complétement protégées contre les agents pathogénes, mais qu'elles

peuvent tout de méme réduire le développement et la propagation de 1’agent pathogene.
1.4 Cartographie génétique des QTL

La cartographie génétique est la représentation graphique de la position des genes, locus ou
marqueurs sur les chromosomes. Elle s’appuie sur la fréquence de recombinaison entre les locus. Les
positions des locus sont définies en centimorgan (cM). Elle permet de déterminer les régions
génomiques impliquées dans la variation d’un caractére quantitatif (QTL). Il existe deux grandes
méthodes d’identification des QTL : la méthode classique appelée QTL mapping et la méthode QTL-
seq.

1.41 QTL mapping

La méthode classique, appelée « QTL mapping », repose sur des analyses statistiques qui permettent
d'associer les variations phénotypiques observées dans une descendance biparentale a des régions
spécifiques du génome. Cette approche implique généralement la construction de cartes génétiques a
partir de marqueurs moléculaires (comme les marqueurs microsatellites ou SNP) pour identifier les
régions génomiques liées a un caractere d'intérét. Elle est faite en utilisant des modeéles statistiques tels
que I’analyse de la variance (ANOVA), la régression linéaire ou le maximum de vraisemblance. Les
méthodes les plus utilisées pour la détection de QTL par le QTL-mapping sont : la cartographie
marqueur par marqueur ou simple mapping (SM), le simple interval mapping (SIM) et le composite

interval mapping (CIM).

Le SM consiste a analyser marqueur par marqueur 1’existence d’un déséquilibre de liaison avec les
génes associés au phénotype. Elle est plus facile a réaliser et ne nécessite pas de connaitre la position
des marqueurs. Cependant, elle est peu précise car elle ne prend pas en compte les recombinaisons entre
marqueurs.
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La méthode SIM consiste a tester la présence d’un QTL & des points réguliérement espacés le long
du génome en utilisant les informations génotypiques aux margueurs flanquant la position testée (carte
génétique). Le test statistique correspondant se base sur le maximum de vraisemblance. Elle tient compte
des intervalles entre marqueurs générant ainsi un profil de LOD (Log of the Odds Ratio) score par
groupe de liaison. Le seuil de détection du QTL est arbitraire (LOD>2 ou LOD>3) ou calculé aprés un

certain nombre de permutations (>=1000).

Beaucoup plus puissant que les deux premieres méthodes, le CIM se base sur le SIM en éliminant de
la résiduelle les effets des QTL non liés pour augmenter la précision en termes de localisation et
d’estimation de 1’effet. Il consiste tout d’abord a faire de la régression multiple pour définir les « gros »

QTL, puis & choisir des marqueurs liés aux QTL et a les inclure dans le modéle comme covariable.

142 QTL-seq

Le QTL-seq (quantitative trait locus sequencing) est une méthode de détection de QTL décrite par
Takagi et al. (2013), pour détecter rapidement les régions génomiques associées a des traits quantitatifs
(QTL). Takagi et al. (2013), le définissent comme une méthode qui combine I'analyse des ségrégants
groupés en mélange d’individus contrastés (BSA) et le reséquencage du génome entier pour
I'identification rapide des locus impliqués dans 1’expression d’un caractére dans une population
biparentale. La BSA est une méthode de détection des marqueurs associés a des traits phénotypiques en
utilisant des échantillons constitués de mélange d’ADN appelés « bulks ». Le principe est :1) phénotyper
une descendance de grande taille pour un caractére donné, 2) identifier les individus aux phénotypes
extrémes, 3) constituer les bulks des phénotypes opposés en mélangeant de facon équimolaire les ADN
des individus constituant le bulk, 4) séquencer les bulks et les parents et 5) comparer par rapport a un
génome de référence les fréquences alléliques des deux bulks a chaque SNP (figure 3). La comparaison
des fréquences alléliques permet d'identifier les marqueurs moléculaires qui sont associés au trait

phénotypique d'intérét. Dans le cas de la taille des plantes, les alléles qui sont présents en fréquence
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Figure 3 : Figure du principe de la méthode QTL-seq appliquée par Takagi et al. (2013) sur le riz
La figure (a) représente la distribution gaussienne du phénotype au sein de la population F2 en ségrégation.

La figure (b) montre l'alignement des lectures générées par rapport a une séquence de référence pour le calcul de
I'index SNP de chaque bulk.

La partie (c) illustre les résultats du diagramme SNP-index par lequel le pic correspond a un polymorphisme
possible, c'est-a-dire a un QTL lié au caractere étudié. Chaque point correspond a un SNP, tandis que la ligne
représente la valeur moyenne de ces SNP. Les deux graphes du haut montrent les SNP index dans les deux bulks.

Sur le troisieme graphe, le delta-SNP index correspond a la soustraction de la fréquence de I’alléle alternatif du



élevée dans le bulk «grand», mais en faible fréquence dans le bulk ayant le phénotype opposé «petit»,
ou inversement sont considérés comme potentiellement associés au trait étudié. Cela est basé sur
I’hypothése que les alléles aux SNPs qui ne sont pas liés a la variation du phénotype sont représentés en
fréquence égale dans les deux bulks (Takagi et al. 2013). Des tests statistiques sont faits pour déterminer
le seuil de tolérance des faux positifs. Il existe deux méthodes de calcul du seuil de tolérance : le seuil
de tolérance des faux positifs (Takagi et al. 2013) et le test G* (Magwene et al. 2011). Les SNPs qui ont
une valeur supérieure au seuil choisi sont désignés QTL. Comparée a la méthode classique de détection
de QTL, cette méthode permet de génotyper ou séquencer que quatre échantillons : les deux parents de
la descendance et les deux bulks (environ 10 % a 20% des individus de la descendance pour chaque
bulk) (Magwene et al. 2011; Takagi et al. 2013). Néanmoins, le phénotypage doit étre réalisé sur une
descendance de grande taille (entre 300 et 500 individus) (Netpakdee et al. 2022). Elle peut aussi
améliorer I'efficacité du travail (Yang et al. 2021). Elle a été utilisée avec succes sur la tomate (llla-
Berenguer et al. 2015), le piment (Park et al. 2019), le riz (Yang et al. 2021), le concombre (Lu et al.
2014) et le chou champétre (Zhang et al. 2020).

1.5 Geénes de résistance a I’oidium

Les tomates cultivées sont presque toutes sensibles a O. neolycopersici. Des résistances ont été
identifiées chez les plantes sauvages interfécondes : OI-1 chez S. habrochaites G1.1560 (Huang et al.
2000), ol-2 chez S. lycopersicum var. cerasiforme LA-1230 (Ciccarese et al. 1998), OI-3 chez S.
habrochaites G1.1290 (Huang et al. 2000), Ol-4 chez S. peruvianum LA2172 (Bai 2004), OI-5 chez S.
habrochaites P1247087 (Bai et al. 2005), Ol-6 dont I’origine n’est pas connue (Bai et al. 2005) et 3 QTL
de résistance (Ol-qtl1, Ol-gtl2 et Ol-qtl3) identifiés tous les trois chez S. neorickii G1.1601 (Bai et al.
2003).

Les genes de résistance monogéniques dominant OI-1, OI-3, Ol-4, OI-5 et Ol-6 ont été tous
cartographiés sur le chromosome 6 (annexe vi). Les genes OI-1, OI-3 et OI-5 sont sur le bras court et
Ol-4 et OI-6, sur le bras long. Des études suggérent que OI-1 et OI-3 sont des variants alléliques et que
Ol-4 et OI-6 sont également des variants alléliques et homologues du géne Mi-1 (Bai et al. 2018).

Les genes de résistance dominants ont une action post-haustoriale et induisent la HR dont I’intensité
dépend du géne (Huang et al. 2000; Bai et al. 2005). Les genes Ol-1, OI-3 et OI-5 conferent une
résistance incompléte. Contrairement aux genes OI-1, 3 et 5, les génes Ol-4 et OI-6 conférent une
résistance compléte aux souches d’oidium testées et induisent rapidement une résistance locale (Seifi et
al. 2012). Ils sont efficaces pour 1’arrét précoce du développement du champignon (Bai et al. 2005; Li
et al. 2012; Seifi et al. 2014).
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Le géne de résistance récessif ol-2 (gene SImlol et géne Simlol.1 variant allélique de SImlol) aussi
appelé géne de résistance par perte de sensibilité (géne S) a été cartographié sur le chromosome 4. 1l est
le seul gene de résistance a O. neolycopersici cloné a ce jour. C’est un géne de la famille des génes mlo
qui a perdu sa fonction mlo (Bai, 2008, Kim 2018). Il est un mutant du géne Simlol. Comparé aux autres
genes de résistances, le géne ol-2 est connu pour avoir un mécanisme de résistance non spécifique a la
race et qui n’est pas basé sur la HR (Bai et al. 2005). Son mécanisme de résistance impligue la formation
de papilles (appositions de parois cellulaires végétales) et le dépdt de callose sur le site de la tentative
de pénétration (Li et al. 2007). Cela empéche la pénétration des champignons (Bai et al. 2005). Son
mécanisme de résistance serait plutdt quantitatif. Il inhibe la germination des spores, la formation des
haustoria et le développement du champignon. Bien que la pénétration du champignon ne soit pas

complétement évitée, il pourrait étre plus durable que les autres.

En plus de ces résistances monogéniques, 3 QTL de résistances ont été aussi identifiés chez S.
neorickii G1.1601 (Bai et al. 2003). Le Ol-qtl1 est localisé a 2,3 Mbp sur le chromosome 6 et couvre la
région des génes OI-1, OI-3 et OI-5 (Bai et al. 2005; Faino et al. 2012). Les Ol-qtl2 et Ol-glt3 sont
localisés sur le chromosome 12. (Faino et al. 2012) ont trouvé que I’intervalle de confiance du Ol-qtl2
est situé a environ 2,5 Mbp sur le bras court du chromosome 12, et comprend le gene Lv, qui est un géne
de résistance contre I’autre espéce d’oidium de la tomate, Leveillula taurica. La position exacte de 1’Ol-
qtl3 n’a pas encore été confirmée. Cependant, il est str qu’il est localisé sur le bras long du chromosome
12. Ces trois QTL ont de faibles effets mais ensemble ils expliquent conjointement 68% de la variation
phénotypique (Bai et al. 2003). Le mécanisme de résistance induit par ces trois QTL consiste a la fois &
la réaction d’hypersensibilité rapide et la réaction d’hypersensibilité lente et a la formation de papilles
(Lebeda et al. 2017).

Cing autres QTL ont été détectés par Park et al. (2022) (annexe vii) chez 10 accessions de tomate (2
accessions (LA2181 et LA2184) de I’espece S. pimpinellifolium, 5 accesssions (LA0716, LA1272,
LA1340, LAL1674, et LA1809) de I’espece S. pennellii et trois accessions (P1126445, P1134418, et
P1308182) de I’espéces S. habrochaites). Trois de ces QTL sont situés respectivement sur les
chromosomes 1, 4 et 8, et un QTL sur le chromosome 6 proche de la région des génes OL-1,3 et 5 et un
autre sur le chromosome 12 entre les régions des QTL Ol-qtl2 et Ol-gtl3. En dehors de ces genes et QTL
cartographiés, d’autres génes ont été identifiés comme impliqués dans la défense de la plante contre O.
neolycopersici. C’est le cas des genes SImlo5, SImlo8, ShWRKY41 et ShARPC3. Zheng et al. (2016) ont
trouvé qu’une perte de fonction des génes SImlo5 et SImlo8 entrainait une résistance plus forte a O.
neolycopersici comparée a la résistance avec SImlol seul. Les recherches de Qinggui Lian et al. (2022),
ont montré que le gene ShWRKY41 joue un role positif dans I'activation de la défense et la résistance de

la tomate sauvage (S. habrochaites) LA1777 contre O. neolycopersici. Selon Sun et al. (2019), le géne
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ShARPC3 est un régulateur clé de la résistance a I’oidium de la tomate causée par O. neolycopersici. Il
est impliqué dans 1’accumulation des protéines PR (Pathogenesis-Related) (PR1b1 (PR1), Glucanase A
(PR2), Glucanase B (PR2-like), Chitinase 3 (PR3), et Chitinase 9 (PR3-like)) médié par la voie de
signalisation de SA. Les genes codant les PR sont des génes impliqués dans la résistance contre la
pénétration des agents pathogénes (Molitor et al. 2011). Le géne ShARPC3 est sensible a la diminution
de la concentration en peroxyde d’hydrogene (H202) accumulé lors de 1’infection par O. neolycopersici

et a la concentration de SA. Il entraine la formation de barriere a la pénétration du champignon.

1.6 Renforcer I’immunité de la plante grace aux stimulateurs des défenses de la
plante (SDP)

Avec la prise de conscience des effets négatifs des produits chimiques de synthése sur
I’environnement, et le contournement relativement rapide des génes de résistance qualitatifs, 1’ utilisation
de solutions de biocontrdle dont le mode d’action est li¢ a la stimulation des défenses de la plante (SDP)
est aujourd’hui une pratique prometteuse qui permettrait de lutter de maniere durable contre les
bioagresseurs tout en respectant I’environnement et en favorisant la production intensive (Jamiotkowska
2020; Pagliarani et al. 2020). Les SDP sont des micro-organismes, des extraits bruts ou des molécules
purifiées capables d’induire au sein de la plante une cascade de réactions moléculaires, biochimiques et
cytologiques menant a défendre la plante contre les stresses biotiques. Ils permettent a la plante de
répondre plus rapidement et plus efficacement a des stresses biotiques ainsi qu’a certains stresses
abiotiques (Marolleau et al. 2013). lls provoguent une succession d'événements comme la modification
des flux ioniques tel que I’influx de Ca2+, la production de formes actives de I’oxygéne (FAO),
I’activation de MAP kinases, la phosphorylation de protéines, la synthése de protéines PR (e.g.
chitinases et glucanases) et la production de phytoalexines (Benhamou et Rey 2012; Piasentin 2013). lls
impliquent des mécanismes de défense quantitative a travers I’expression de geénes de défense
aboutissant par exemple a I’activation des voies de signalisation de 1’acide salicylique (SA) pour une
résistance systémique acquise (RSA) et de I’acide jasmonique (AJ) pour la résistance systémique induite
(RSI) (lula et al. 2022).
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Objectifs

Bien que les solutions de biocontrole, et en particulier les SDPs, offrent une alternative
potentiellement durable et écologique de protection des plantes cultivées contre les bioagresseurs, leur
efficacité sur le terrain dépend de beaucoup de paramétres. Parmi ces paramétres, on compte notamment
le génotype de la plante, son environnement, les effets épigénétiques et la biologie de 1’agent pathogéne
cible (Bruce 2014, Turc et al. 2022). Afin de promouvoir une agriculture plus durable, il est essentiel de
développer des stratégies de protection des cultures qui combinent différents leviers immunitaires pour

moduler favorablement les mécanismes de défense des plantes.

L’objectif de ce travail est d’étudier la combinaison de deux leviers immunitaires, qui sont la
résistance génétique et la stimulation des défenses de la plante, dans le cas de la protection de la tomate

contre 1’oidium, maladie causée par O. neolycopersici. Cette étude comporte trois parties :

1- La premiére partie concerne 1’étude des bases génétiques de la résistance a O. neolycopersici.
Elle vise a comprendre les mécanismes génétiques qui déterminent la résistance et a

cartographier les QTL de résistance a I’ oidium.

2- La seconde partie concerne 1’évaluation de I'effet de la génétique de la plante sur la protection

conférée par les produits vis-a-vis de I'oidium.

3- La troisieme partie concerne I'étude des mécanismes moléculaires et biochimiques impliqués
dans la protection de la tomate contre I'oidium conférée par les solutions de biocontréle. Cette
partie doit nous permettre de voir si des défenses de la plante sont activées par les solutions de
biocontrole testés et apprécier I’effet du génotype de la plante sur le(s) mécanisme(s) activé(s).
Des approches transcriptomiques et métabolomiques seront utilisées pour déterminer le mode

d'action de ces produits de biocontrdle.

En combinant I'étude des bases génétiques de la résistance et I'analyse des mécanismes moléculaires
impliqués dans la protection, cette recherche vise a approfondir notre compréhension des interactions
complexes entre stimulateurs des défenses de la plante et génétique de la résistance de la tomate pour le
contrdle d’O. neolycopersici. Ces connaissances pourraient ouvrir la voie au développement de
nouvelles stratégies de protection des cultures plus efficaces et plus durables. Dans ce rapport, nous ne
présenterons que les résultats de I’approche métabolomique car les travaux de la partie transcriptomique

sont encore en cours d’analyse.
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2 Matériel et méthodes

2.1 Matériel fongique

Le matériel biologique pathogéne utilisé est un isolat d’Oidium neolycopersici d’origine francaise. Il
est conservé sur des plantes de tomate sensibles (accession Monalbo), dans une chambre de culture
(24°C jour, 20°C nuit, 75 % d'humidité et 16h de lumiére). Le transfert se fait toutes les deux semaines

sur de nouvelles plantes saines de la méme accession.

2.2 Cartographie des QTL de résistance a /’Oidium neolycopersici

Expérimentation et phénotypage

Nous avons choisi d’identifier les QTL de résistance a I’oidium a 1’aide de la méthode de QTL-seq.
Le dispositif expérimental était composé au total de 450 plantes F2 issues du croisement interspécifique
entre S. lycopersicum Rose de Berne (RdB, le parent sensible) et S. cheesmaniae (G21, le parent
résistant), pour étudier le déterminisme génétique de la résistance, en utilisant 18 parents sensibles, 18
parents résistants et 9 F1 comme témoins. Les plantes ont été réparties aléatoirement dans trois tunnels
contenant le méme nombre de plantes (6 plantes par parent, 3 F1 et 150 F2). Les plantes F2 ont été
phénotypées semi-quantitativement. Les plantes ont été inoculées trois fois avec une solution concentrée
a 10* spores/mL, en raison de 10 L pour les trois tunnels. Elles ont été incubées pendant six semaines.
Les symptdmes ont été évalués selon 1’échelle de notation allant de 0 & 9, évaluée sur une notation a
trois niveaux : plante entiere + deux feuilles dans la zone inoculée par 1’agent pathogéne + note de
présence de nécrose (annexe i). Deux groupes des plantes ont été formés : le groupe GIS (groupe des
individus sensibles) correspondant aux plantes de phénotype allant de 7 a 9 et le groupe GIR (groupe
des individus résistants) correspondant aux plantes de phénotype 0. Quatre-vingt-huit individus de
chaque groupe ont été bouturés puis élevés dans une chambre climatique (22°C le jour, 20°C la nuit,
85% d’humidité, et 14h d’éclairage). Deux semaines apres le phénotypage, les 176 plantes bouturées
ont été inoculées avec une suspension de spores d’O. neolycopersici a 2.10° spores/mL pour confirmer
les phénotypes de la premiére notation. Trois semaines aprés le phénotypage, un deuxiéme phénotypage
a été réalisé sur les 176 plantes sélectionnées sous tunnel. Aprés avoir confirmé les phénotypes, les 44
plantes les plus extrémes de chaque groupe ont été sélectionnées pour constituer les bulks pour les

analyses QTL-seq.
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Extraction d’ADN

Pour la constitution des ADN des deux bulks, 50 mg de feuilles a été prélevé sur les 176 F2
sélectionnées aprés le premier phénotypage. Pour le parent G21, 400 mg de feuilles ont été prélevées
sur 2 plantes. Le parent sensible n’a pas été prélevé car nous disposions déja de la séquence de son
génome. L’extraction d’ADN est réalisée suivant le protocole du Kit « Qiagen DNeasy 96 Plant Kit »
(annexe ii). Une fois les ADN extraits, nous les avons dosés a 1’aide d’un fluorimetre en utilisant le
réactif Qubit pour déterminer la concentration d’ADN extrait pour chaque individu. Le dosage a été
réalisé en utilisant un mélange de 5 uL d’ADN dilué au 10iéme et de 5 pL de Qubit contenant le réactif
dilué au 100ieme. La qualité des ADN a été évaluée par absorbance au Nanodrop pour vérifier leur
pureté a partir des rapports d’absorbance a 260/280 nm et a 260/230 nm. Une vérification sur gel est
réalisée pour nous assurer de la pureté des échantillons et nous assurer que les ADN n’étaient pas

dégradés. Enfin, les ADN ont été normalisés a une concentration de 20 ng/pL.

Constitution des Bulks

L'ADN génomique de 44 individus sensibles les plus extrémes et de 44 individus résistants les plus
extrémes a été sélectionné pour former le bulk sensible (BS) et le bulk résistant (BR). La sélection s’est
faite en éliminant les ADN des plantes pour lesquelles des phénotypes différents ont été observés entre
le premier et le deuxieme phénotypage, ainsi qu’en gardant uniquement les plantes pour lesquelles nous
avions une quantité d’ADN suffisante (200 ng). 44 plantes ont été choisies pour chaque bulk, en partant
des phénotypes les plus extrémes. Les bulks ont ainsi été constitués en prélevant dans chaque puit choisi
la quantité d’ ADN nécessaire pour avoir 200 ng/plante. Les ADN des bulks et du parents G21 ont ensuite
été purifiés a I’aide de deux méthodes : la méthode Qiagen (annexe iii A) et la méthode de précipitation
a I’acétate de sodium (annexe iii B). Apres dosage au Qubit et les vérifications de la pureté au Nanodrop
et sur gel, pour chaque bulk et le parent G21 les deux ADN obtenus a partir des deux méthodes de
purifications ont été mélangés. Les quantités et concentrations demandées par la plateforme de
séquencage (EPGV) étaient de 3 ug d’ADN a 30 ng/pL au minimum. Nous avons fourni 80 ng/uL dans
un volume de 180 uL pour le BS, 45 ng/uL dans 180 L pour le BR et 60 ng/uL dans 90 pL pour G21.

Séquengage

Dans le cadre de notre étude nous avons décidé de faire du QTL-seq en séquengant le génome entier
(séquencage whole genome, WGS). Le sequencage a été fait par la plateforme de séquengage de INRAe
(EPGV) & Evry. Les échantillons de BS et de BR ont été séquencés a des profondeurs moyennes

respectivement de 70x et de 92x. Quant au parent G21 il a été séquencé avec une profondeur de 13.9x.
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2.3 Réponse de la tomate a I'application de produits de biocontréle pour lutter contre
Oidium neolycopersici
2.3.1 Effet génétique de I’efficacité de la protection des produits de biocontrole

Pour évaluer I'héritabilité du pourcentage de protection contre I'oidium, trois produits de biocontréle
(P4, P5 et P7 (annexe iv)) et 12 variétés de tomates ayant des niveaux de sensibilité équivalente a
I’oidium (Clodano, Criollo, Cisterno, LA1420, Vir2759, LA2619, Ecu284, Vir774, Vir884, Marpha 2,
Red Cherry Small et Red Plum (annexe v)) ont été sélectionnés en fonction des résultats d’essais
antérieurs. Les essais ont été menés sur une période de trois ans dans six tunnels différents (T1 a T6),
chacun étant constitué d'un dispositif expérimental complétement randomisé avec quatre traitements
(témoin non traité (TNT), P4, P5 et P7) et douze accessions, avec cing plantes par accession. Chaque
tunnel a été inoculé artificiellement avec une suspension de spores d’O. neolycopersici (4.10°
spores/mL). Les cing premiers tunnels ont été mis en place en 2021 et 2022 et le sixiéme en 2023 pendant
le stage. Le tunnel T3 n’a pas été pris en compte pour les analyses car le phénotypage n’a pas été fait a

cause d’une absence de développement de la maladie.

Traitement et phénotypage

Le traitement et le phénotypage des plantes ont été faits de la méme maniére pour toutes les
expérimentations faites avec les produits de biocontréle. Cing semaines aprés le semis, les traitements
sont effectués sept et trois jours avant I’inoculation avec O. neolycopersici (J-7 et J-3). Des anneaux
sont mis sur les plantes apres le traitement avec les produits a J-7 pour marquer la taille a laquelle elles
ont été traitées pour la premiére fois. Le phénotypage est ainsi fait entre 9 et 14 jours aprés 1’inoculation.
Il est réalisé sur la premiére feuille en dessous de 1’anneau. Il consiste a : 1) compter le nombre de taches
d’oidium sur la feuille et 2) calculer la surface foliaire a 1’aide du logiciel FIJI (nouvelle version de
ImagelJ) a partir de photos de ces feuilles. Ces données sont utilisées pour calculer le nombre de taches

par cm? qui est la variable d’intérét.

2.3.2 Mode d’action des produits de biocontrdle : approche par métabolomique

Cing accessions de tomate (Clodano, Criollo, Marpha 2, Ecu284 et Vir884) et deux produits P4 et
P7 sur la base des résultats antérieurs portant sur le pourcentage de protection des plantes contre 1’oidium
de la tomate ont été utilisés pour les analyses métabolomiques. Le protocole expérimental était composé
de six modalités : témoin non traité et non inoculé (TNT-NI), témoin non traité et inoculé (TNT-I),
traitement P4 non inoculé (P4-NlI), traitement P7 non inoculé (P7-NI), traitement P4 inoculé (P4-1) et
traitement P7 inoculé (P7-1). Les traitements ont été faits & J-7 et & J-3. Les feuilles ont été prélevées

juste avant 1’inoculation de 1’oidium (JO) et a trois jours aprés I’inoculation (J3). A J3, les plantes
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inoculées et non inoculées ont été prélevees. Le prélévement a consisté & prendre 20 a 25 disques de
10mm de feuilles sur chaque plante. Aprés le prélevement, les feuilles ont été lyophilisées a -80°C
pendant 24h, sous une pression de 80 Pa. Elles ont été envoyées a la Plateforme d’Analyse Structurale
et Métabolomique (PASM) de ’ENSAIA a Nancy pour les analyses métabolomiques. Les plantes ont
été incubées apres dans une chambre climatique (22°C le jour, 20°C la nuit, 85% d’humidité, et 14h

d’éclairage) durant J9, puis phénotypées pour faire des liens avec les résultats de la métabolomique.

2.4 Analyses statistiques des données

Les données de phénotypage ont été analysées par analyse de la variance (ANOVA) pour tester la
significativite de la différence entre traitements, entre accessions et les effets tunnels et les interactions
tunnel x accessions. Le test de comparaison de moyennes post hoc, HSD (Honestly Significant
Différence) a été utilisé pour comparer deux & deux les moyennes. Les données ont été analysées a 1’aide

des logiciels Rstudio et Excel.

Les données de la métabolomiques ont été analysées a 1’aide des packages RandomForest et
mixOmics sur Rstudio. Les aires de détection des molécules ont été transformées en log10 avant les

analyses statistiques.
Détection des QTL

La détection des QTL a été faite a partir de la méthode QTL-seq développée par Takagi et al. (2013).
Nous avons utilisé le pipeline développé par Ha Trang PHUNG (Stage INRAE-GAFL 2023). Ce
pipeline permet d’importer les fichier fastq, de les nettoyer (supprimer les fragments d’adaptateur,
supprimer les séquences de mauvaise qualité), de mapper les séquences sur un génome de référence,
d’identifier les polymorphismes entre chaque parent et de quantifier la présence de chaque alléle pour
chaque SNP dans les deux bulks. Ces données sont ensuite utilisées faire 1’analyse QTL-seq avec le
script R de Mansfeld et Grumet (2018). Le package QTLseqr développé par Mansfeld et Grumet (2018)
utilise deux méthodes d’analyse QTL-seq : la méthode QTLseq de Takagi et al. (2013) et la méthode du
G’ de Magwene et al. (2011).

Calcul des effets génétiques

L’effet génétique des produits de biocontrdle a été calculé en utilisant la formule de 1’héritabilité du
dispositif & aide des packages SpATS et bime. Nous avons utilisé le package SpATS pour tenir compte
de I'effet de la position des plantes dans les tunnels. En appliquant la fonction SpATS aux données de
chaque tunnel, nous avons obtenu pour chaque tunnel les valeurs ajustées du nombre de taches par cm2,

A partir de ces valeurs ajustées, nous avons calculé le pourcentage de protection avec la formule suivante
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_1—Nbde spots/cm?(ij)

- Moy .t (nb de Sf;gs)j

X100

Ou, i est le numéro de la répétition, j est I’indice de l'accession, et Moy.t(nb de spots/cm?) est le

nombre de spots moyen par centimétre carré d’une accession dans le traitement témoin.

Equation 1 : Formule de calcul du pourcentage de protection

Nous avons ensuite utilisé un modéle mixte linéaire avec le package blme pour estimer les variances des
effets aléatoires et calculer I'héritabilité de la protection que confére chaque produit. Pour chaque

produit, nous avons utilisé le modéle suivant :
PP = u + Accession + Tunnel + X/Tunnel + Accession X Tunnel + Résidus

Ou p est le pourcentage de protection moyen du produit, Accession, I’effet génétique qui suit une loi
normale N(0, VVg), Accession x Tunnel, I’effet de I’interaction tunnel x accession, qui suit une loi
normale N(0, Vgt) et Résidus suit une loi normale N(0, Vr), Tunnel, ’effet des tunnels et X/Tunnel,
effet de la position des plantes sachant le tunnel dans lequel elles sont. Les variables Tunnel et X/Tunnel

sont des effets fixes du modele.

Equation 2 : Modéle mixte linéaire utilisé pour I’estimation des variances

L'héritabilité est calculée comme suit :

Vg
H? =
Vgt Vr
Vg+—5-+*35

ou Vg correspond a la variance génétique, Vgt correspond a la variance de l'interaction Accession x

Tunnel et Vr correspond a la variance résiduelle.

Equation 3 : Formule utilisée pour calculer I’effet génétique (héritabilité)
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3 Résultats

3.1 Les QTL de résistance a I’Oidium
3.1.1 Distribution des F2

Afin de détecter les QTL de résistance de la tomate chez 1’accession G21, les données de
phénotypage de toute la descendance F2B-G21 ont été utilisées. Toutes les plantes du génotype RdB
présentent des symptomes de sensibilité a I’oidium (phénotype allant de 6 a 9). Les plantes du parent
G21 sont résistantes a I’oidium, cependant en fonction du tunnel, la note peut varier de 0 a 2. Les plantes
F1 ont des phénotypes intermédiaires allant de 3 & 7. L’analyse des données phénotypiques a permis
d’observer une distribution phénotypique des F2 en cing groupes (figure 4b) : les individus de phénotype
0 (extrémes résistants), les individus ayant le phénotype allant de 1 a 2 (résistants), les individus ayant
le phénotype allant de 3 a 5 (phénotype intermédiaire), les individus ayant le phénotype allant de 6 & 8
(sensibles) et les individus ayant le phénotype 9 (extrémes sensibles). Les deux extrémes (0 et 9)

représentent 56% de la descendance avec des effectifs respectifs de 162 et 77 individus.

3.1.2  Cartographie génétique des locus

L’objectif de cette analyse est d’identifier les régions génomiques impliquées dans la résistance de
G21 a O. neolycopersici. Nous avons utilisé la méthode de détection de QTL appelée « QTL-seq ». Les
données analysées sont des séquences du génome entier de quatre échantillons : parent sensible (Rose
de Berne), parent résistant (G21) et les deux bulks (44 plantes sensibles et 44 plantes résistantes). Les
analyses ont été faites en utilisant le pipeline de détection de QTL développé par Ha Trang (Stage 2023,
INRAe, GAFL). Les QTL ont des seuils de tolérance des faux positifs de Takagi et al. (2013) et le test
G’ de Magwene et al. (2011).

En utilisant la méthode de calcul du seuil de tolérance des faux positifs de Takagi et al. (2013), nous
avons observé sur le chromosome 9, des piques de delta-SNP-index supérieurs au seuil de tolérance des
faux positifs a 5%, mais inférieurs aux autres seuils (figure 5). Les autres chromosomes ont des delta-
SNP-index inférieurs a tous les seuils (5%, 1% et 0,1%) définis. Cependant, les delta-SNP-index des
chromosomes 3 et 8 sont proches du seuil de 5%. Il y a donc un QTL de résistance a O. neolycopersici
sur le chromosome 9, sur un intervalle comprenant pratiqguement la totalité du chromosome, en distances
physiques (Mb). Avec la méthode du test G’, nous n’avons pas détecté de QTL de résistance a I’oidium,

avec le seuil de significativité (1%) implémenté par défaut dans le pipeline (figure 6).
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Phénotype moyen par plante par tunnel
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Figure 4 : Phénotype des parents (P1=RdB et P2=G21), des F1 et des 443 plantes de la descendance F2 (RdB
x G21) a O. neolycopersici.

a) Distribution des phénotypes de la sensibilité des parents (RdB et G21) et des F1 & O. neolycopersici. La couleur

des barres indique le tunnel dans lequel le génotype a été phénotypé.

b) Distribution des phénotypes de la sensibilité des 443 plantes de la descendance F2 (RdB x G21) a O.
neolycopersici. En vert les phénotypes extrémes résistants, en jaune les phénotypes extrémes sensibles et en bleu
les phénotypes intermédiaires. Ces phénotypes ont été calculés en faisant la somme des notes données aux plantes
a trois niveaux (niveau d’attaque sur plante entiére + niveau d’attaque sur deux feuilles inoculées + présence de
nécrose, voir les échelles de notations a 1’annexe i). En abscisse se trouvent les phénotypes et en ordonnées sont
représentés les effectifs des plantes F2 ayant ces phénotypes.
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Figure 5 : Résultats de I’analyse QTL-seq
utilisant la méthode de Takagi et al. (2013) pour

déterminer le seuil de tolérance des faux positifs.

Les courbes en noir sont les courbes des delta-SNP-
index calculés sur I’ensemble du génome. Les
fenétres sont les chromosomes avec en abscisses les
distances physiques en mégabase (Mb). Les courbes
en couleurs sont les seuils de tolérance des faux
positifs calculés avec la méthode de Takagi et al.
(2013) pour délimiter le seuil de tolérance des faux
positifs. La courbe en orange correspond au seuil
tolérance des faux positifs a un risque alpha de 5%,
celle en vert, correspond au seuil de tolérance des
faux positifs a un intervalle de confiance de 1% et
celle en bleu correspond au seuil de tolérance des
faux positifs a un risque alpha de 0,1%. Lorsque le
delta-SNP-index d’un SNP ou une région est au-
dessus d’une de ces courbes, on dit qu’il y a un QTL
a cette position pour un seuil de tolérance
correspondant a D’intervalle de confiance de la
courbe touchée ou dépassée. Le cercle rouge
délimite la région du QTL détecté et les deux cercles
violets délimitent les régions potentielles de QTL
dont le signal est faible. Nous avons décidé de passer
des marqueurs sur ces deux régions (en violet) pour

verifier la présence de QTL.
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Figure 6 : Résultats de I’analyse QTL-seq utilisant le
test G* pour déterminer le seuil de tolérance des faux

positifs.

Les courbes en noir sont les courbes des G’ value
calculées a partir de la méthode de calcul du seuil de
tolérance des faux positifs de Magwene et al. (2011).
Les fenétres sont les chromosomes avec en abscisses
les distances physiques en mégabase (Mb). La barre
du seuil de tolérance des faux positifs n’est pas
présente car les G’ value calculées sont toutes en-

dessous du seuil.



3.1 Mécanismes d’action des produits de biocontrdle
3.1.1 Effet génétique de I’efficacité de la protection des produits

3111 Interaction génotypes x produits

Ces analyses ont été faites pour étudier I’interaction génotypes x produits, avec pour objectif de
rendre compte de la variabilité génétique de I’efficacité des produits de biocontréle. Elles ont été
réalisées avec les données récoltées pour le calcul des effets génétiques des produits. La figure 5 présente
la réponse de 12 accessions de tomate cerises de sensibilité de base a I’oidium proche, aux trois produits
de biocontréle candidats utilisés (P4, P5 et P7). Pour I’ensemble des accessions, nous avons observé une
efficacité significative de la protection conférée par le produit P7 (34-68 %). Apres le produit P7, vient
le produit P4 qui a une protection plus faible (20-50%) par rapport au produit P7 Le produit P5 est le
produit qui a I’efficacité la plus faible (<35%). Nous avons observé un effet nul voir inducteur de la
sensibilité de P5 sur I’accession Vir2759. Les résultats montrent une variation génétique pour tous les
produits. Nous avons observé une interaction entre les produits et variétés qui serait dd au fait que ces

produits n’induisent pas les mémes mécanismes de défenses chez les plantes.
3.1.1.2 Héritabilité de [ effet génétique H? . Graphe des héritabilités

Pour calculer la part de la génétique de la plante dans la variation du niveau de protection conféré
par chacun des produits de biocontréle, un essai comprenant 5 tunnels indépendants dans lesquels 4
modalités de traitements (3 produits de biocontrdle et un témoin non traité) ont été réalisés sur 12
accessions de tomate cerise de sensibilité équivalente a la maladie avec 5 plantes par accession a été mis
en place. Les effets génétiques ont été obtenus en calculant I’héritabilité de I’effet des produits de
biocontrole (% protection) a partir des 12 accessions de tomate (figure 6). L héritabilité de 1’effet du
produit P4 est de 64%, celle de P5 est de 54% et celle de P7 est de 66%. Cela montre que pour chacun
de ces produits la variation du pourcentage de la protection observée est due en grande partie a la
variation génotypique présente dans 1’essai. Il est donc possible d’utiliser ces produits pour identifier les

locus impliqués dans la variation de la réponse des plantes aux produits de biocontrole.
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Représentation de la moyenne de PP_aprés_fit par variété
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Figure 7 : Variation de I’efficacité protectrice des produits de biocontrdle en fonction des accessions de tomate.

Violet : produit P4, Vert : produit P5 et jaune : produit P7. L’axe des abscisses représente les pourcentages de
protections conférées par les produits de biocontrdle contre 1’oidium de la tomate causée par O. neolycopersici.
PP_aprés_fit : signifie le pourcentage de protection calculé sur les données ajustées du nombre de spots par cm?
aprés avoir utilisé le modele SpATS pour corriger les effets spatiaux observés dans les 5 tunnels (T1, T2, T4, T5
et T6). La longueur des barres représente la valeur moyenne calculée pour chaque accession pour chaque produit.
Les barres d’erreur marquent les valeurs minimales et les valeurs maximales observées pour chaque accession
pour chaque produit. Nous avions 5 répétitions par accessions par modalité et par tunnel. Les lettres sur les barres
sont les lettres de significativité de la différence (p<0.05) de nombre de taches par cm?2 entre les traitements. Le
test est fait indépendamment pour chaque accession. Les barres noires correspondent aux erreurs standards

calculées pour chaque accession x produit.
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Figure 8 : Reproductibilité (effet génétique) des effets protecteurs des produits de biocontrdle.

Les effets génétiques ont été obtenus en calculant I’héritabilité des produits de biocontréle a partir de 12

accessions de tomate de sensibilité équivalente. En abscisses nous avons représenté les produits de biocontrole et

en ordonnée la valeur de I’effet génétique mesuré (reproductibilité) pour chaque produit. Les valeurs au-dessus

des barres bleues correspondent aux valeurs des effets génétiques calculés pour chaque produit de biocontréle.
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3.1.2 Métabolites secondaires produits par la plante aprés application des produits de
biocontrole

3121 Efficacité de la protection

L’effet des traitements foliaires avec 2 produits de biocontréle sur la protection est présenté figure
9a. Pour cet essai, les mémes plantes ont servi a I’analyse phénotypique (sensibilité a I’oidium) et aux
analyses métabolomiques. L analyse statistique des résultats (ANOVA 1 facteur par accession) ne révéle
pas de différences significatives dans le niveau d’attaque par 1’oidium entre les traitements pour les
accessions Criollo et Marpha2 (figure 9a). Pour les autres accessions des différences significatives sont
observées. Le produit P7, cependant, réduit systématiquement plus fortement les symptdmes sur les
plantes que le produit P4. Toutes accessions confondues, ces produits protégent respectivement les

plantes contre O. neolycopersici a 18% et 57 % respectivement pour P4 et P7 (figure 9b).
3.1.2.2 Analyse métabolomique

Les analyses métabolomiques ont été faite au PASM en partenariat avec le LAE (Laboratoire
Agronomie et Environnement). Les échantillons ont été analysés par chromatographie liquide et
spectrométrie de masse haute résolution (LC-HRMS). Cette analyse avait pour objectif d’identifier les
différents métabolites secondaires produits par les plantes et déterminer s’il y a des différences de
composition et de quantité selon les traitements réalisés avec les produits de biocontrdle et les génotypes
de tomate. 225 échantillons de plantes (10 mg chacun), 17 QC (échantillon de contr6le qualité constitué
de mélange de tous les échantillons) et 3 blancs (échantillon constitué d’un mélange de méthanol et
d’eau 70/30) ont été analysés. Lors de ces analyses et apres traitement des données, 3075 signaux ont
été détectés. Chaque signal correspond a une combinaison unique entre la masse sur charge (m/z)
mesurée par le spectromeétre de masse et le temps de rétention d’élution. Lorsque c¢’est possible les
signaux ont été annotés (c’est-a-dire qu’un nom de molécule a été attribué a un signal), quand ce n’est
pas possible le signal a simplement été caractérisé par son m/z et son temps de rétention. Nous avions
au total 3075 molécules a analyser. Pour faciliter les analyses, nous avons utilisé le package «
randomForest ». Dans toutes cette partie, les molécules utilisées pour les analyses sont les molécules
sélectionnées avec la fonction RandomForest. Cette fonction a pour objectif de sélectionner les variables
les plus importantes qui selon un critére donné (différence entre accessions, différence entre produits,
etc.), permettent de discriminer les échantillons. Cette analyse a été faite sur des données de la

métabolomique transformées au log10 pour les normaliser.
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Figure 9 : Sensibilité de différentes accessions de tomate a 1I’oidium apreés différents traitements foliaires des

plantes.

a) nombre de taches par cm? des accessions par produits. Les lettres sur les barres sont les lettres de significations
de la différence (p<0.05) de nombre de taches par cm2 entre les traitements. Le test est fait indépendamment pour

chaque accession. Les barres noires correspondent aux erreurs standards calculées pour chaque accession x produit.

b) Efficacité moyenne des produits P4 et P7 évaluée en pourcentage moyen de protection des plantes contre
I’oidium. Les lettres a et b (p<0.05) sur le graphe représentent les groupes formés apres le test de significativité
des différences, ce qui montre une différence significative entre 1’efficacité de protection de P4 et celle de P7. P4

ON=* : traitées avec P4 et inoculé ; P7 ON : traitées avec P7 et inoculé, TNT ON : non traité et inoculé.
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Différence entre les modalités « jour » et « traitement »

L’ACP (figure 10a) a été réalisée avec 61 molécules discriminantes des modalités produit x jour,
sélectionnées a partir d’un MeanDecreaseGini supérieur a 0,6. L’axe 1 (figure 10a) qui explique 59%
de la variation montre une différence entre les traitements avec P7 et P4 et TNT. L’axe 3 qui explique
12 % de la variation fait une distinction entre les jours de prélévement. Il montre que les produits de
biocontrdle induisent de fagon différente la production des métabolites secondaires et que celle-ci
change entre JO (avant I’inoculation de 1’oidium) et J3 (apreés attaque de la plante par I’oidium). [In’y a

pas d’interaction jour x produit ¢’est-a-dire que 1’ordre des produits reste inchangé entre JO et J3.

A partir de la carte thermique (figure 10b), les 61 molécules ont été regroupées en 6 groupes (A, B,
C, D, E et F) selon leur niveau d’expression entre les échantillons. Les groupes C, D et F sont les groupes
de molécules différemment exprimées entre les traitements. En comparaison au traitement TNT, la
guantité des molécules du groupe F augmente lorsque les plantes sont traitées avec le produit P4 alors
gue ce sont les molécules des groupes C et D qui sont le plus produites lorsque les plantes sont traitées
avec le produit P7. Les groupes A, B et E sont les groupes différemment produits entre les jours, surtout
les groupes A et E qui quel que soit le produit, sont produites différemment entre JO et J3. Cela suggére

gue le niveau d’expression de ces molécules évolue avec le temps.

Différence entre traitement x inoculation

63 métabolites differemment exprimés entre les modalités d’inoculation en fonction du produit ont
été sélectionnés avec un MeanDecreaseGini supérieur a 0,6. Ces métabolites peuvent étre regroupés en
6 groupes de molécules selon la maniére dont elles sont exprimées : A’, B>, C’, D’, E’ et F* (figure 11).
Les groupes B’, C’et E’ différencient les produits tandis que les groupes A’, D’et F” font des différences
intra-traitement. Nous observons des blocs ou ces molécules sont surexprimées (couleurs vertes et
jaunes) et des blocs ou elles ne le sont pas (couleurs bleues et noires). Pour les produits P7 et P4, nous
remarquons les modalités d’inoculation « | » et « NI » sont confondus dans le bloc non exprimé. Ce qui
n’est pas le cas pour le produit TNT ou la différence est marquée. Pour les produits P4 et P7, ces
échantillons sont les échantillons prélevés a J3, ce qui montre qu’a J3 il n’y a pas de différence entre les

échantillons inoculés et les échantillons non inoculés pour ces produits.

Différence entre les variétés

51 molécules exprimées différemment entre les variétés sur 1’ensemble des échantillons
(MeanDecreaseGini > 1). L’ACP (figure 12a) réalisée sur ces molécules montre une distinction en 4
groupes : un groupe formé des variétés Marpha2 et Criollo, un groupe Clodano, un groupe Vir 884 et

un groupe ECU 284. Nous remarquons que quel que soit le produit appliqué, I’accession ECU 284 se

42



| PCA on for PB, comp 1 -3

Legend

O P4_J0

“ A Pa_J3
P7_J0

® PT_J3

<> TNT_JO

B TNT_J3

PC3: 12% expl. var

5 0 5 10
PC1: 59% expl. var

b)

P7
8
2 7
°
= TNT
t 6
©
] 5
P4

Molécules

Figure 10 :Analyse des résultats des données de la métabolomique faisant la différence entre les produits de
biocontrole, les jours et entre les produits x jour.

a) ACP des échantillons sur 61 molécules sélectionnées avec un MeanDecreaseGini > 1, discriminant les
modalités (produit x jour de prélevement) testées. Il y a une différence entre modalités et on note que
généralement les accessions traitées avec les produits P4 et TNT ont presque les mémes compositions.

b) Carte thermique des 61 métabolites discriminant les interactions produit x jour. Ces métabolites ont été
sélectionnés avec un MeanDecreaseGini > 0,6. Les groupes A, B, C, D, E et F formés sur I’axe des abscisses sont
les groupes moléculaires qui différencient les produits a JO et J3, et entre jours. Les groupes de couleurs formés

sur I’axe des ordonnées a droite correspondent aux échantillons traités avec le méme produit.
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Heapmap des métabolites discrimants les produits x Inoc
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Figure 11 : Différence entre les échantillons inoculés et les échantillons non inoculés par produit.

Carte thermique des 63 métabolites discriminant les interactions produits x inoculation. Ces métabolites ont
été sélectionnés avec un MeanDecreaseGini > 0,6. Les groupes A’, B’, C’, D’, E’ et F’ formés sur I’axe des
abscisses sont les groupes qui différencient les modalités produit x inoculation. Les groupes de couleurs formés
sur I’axe des ordonnées a droite correspondent aux échantillons traités avec le méme produit. Les nuances de
couleurs correspondent aux modalités produit x inoculation. Nous observons une différence nette entre les

modalités inoculation (I et NI) du traitement TNT. Ce qui n’est pas le cas pour les deux traitements P4 et P7.
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Figure 12 : Analyse des résultats de données de la métabolomique faisant la différence entre accessions et entre

les interactions accessions x produits.

(@) ACP des échantillons sur 51 molécules sélectionnées avec un MeanDecreaseGini > 1, discriminant les
accessions. L accession ECU 284 est I’accession qui se distingue le plus des autres accessions. La différence entre

les autres accessions est plus faible.

(b) ACP des échantillons sur 110 molécules sélectionnées avec un MeanDecreaseGini > 1, discriminant les
modalités (accessions x produits). Pour ces métabolites choisis, I’effet produit est le plus marqué (axe 1). L’axe 2

montre un effet accessions avec Ecu qui se différencie des autres accessions comme sur la figure a.
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distingue toujours de toutes les autres accessions méme lorsqu’on fait I’analyse de I’interaction
accession x produit (figure 12b). La figure (12b) montre que les différentes accessions se comportent
differemment entre traitement. La représentation des quantités de produits de 110 métabolites
différemment produites lorsqu’on étudie les interactions accession x produit (figure 13) montre que les
métabolites peuvent étre regroupées en 7 groupes moléculaires. Les groupes 2, 3 et 7 montrent plutét
une différence entre produits, tandis que les groupes 1,4, 5 et 6 marquent la différence entre les

accessions.
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Figure 13 : Analyse des résultats de données de la métabolomique faisant la différence entre les interactions

accessions x produits

Carte thermique des 101 métabolites discriminant les interactions Accessions x produits. Ces molécules ont
été sélectionnées avec un MeanDecreaseGini > 0,5. Les groupes de molécules 1, 2, 3,4, 5, 6 et 7 formés sur ’axe
des abscisses sont les groupes de molécules qui différencient les accessions, et les modalités les accessions en
fonction du traitement regu. Les groupes de couleurs formés sur I’axe des ordonnées a droite correspondent aux

échantillons traités avec le méme produit.
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4 Discussion

L’objectif de ce travail était d’étudier la combinaison de deux leviers d’action modulant I’immunité
de la plante (la résistance génétique et la stimulation des défenses de la plante) chez la tomate dans le

cas de la lutte contre I’oidium, maladie causée par O. neolycopersici.

Détection des QTL

Les résultats de I’analyse phénotypique suggérent que la distribution phénotypique des descendants
F2B-G21 est hétérogene, avec une présence marquée de phénotypes extrémes et une proportion
significative d'individus présentant des phénotypes intermédiaires. Cela pourrait signifier que la
résistance a O. neolycopersici dans cette population est un caractére oligogénique, c’est-a-dire que le
caractére est gouverné par un QTL a effet fort et des QTL a effet faible (Miedaner et al. 2022). Elle
pourrait aussi étre I’effet de ’environnement. Il serait donc intéressant de répéter 1’expérience pour
évaluer les effets environnementaux et caractériser cette résistance. Nous avons observé que les plantes
F1 ont des phénotypes intermédiaires entre le phénotype de RdB et le phénotype G21. Ce qui suggere

que la résistance a I’oidium de G21 est une résistance incompléte.

Nous avons détecté un QTL sur le chromosome 9 (seuil de tolérance a 5%) avec un faible signal
(delta-SNP-index < au seuil de 1%). Ce QTL n’étant détecté qu’au seuil de 5%, il sera nécessaire de
génotyper les individus de la descendance avec quelques marqueurs définis dans la région pour
confirmer la présence effective d’un QTL. Les faibles signaux détectés pourraient étre dus a la faible
profondeur de séquencage. Takagi et al. (2013), montrent que plus la profondeur de séquencage est
grande, plus la puissance de détection des QTL est importante. Ces faibles signaux pourraient aussi étre
dus au fait qu’il ait eu un mélange de phénotypes en constituants les bulks : si quelques individus
sensibles ont été inclus dans le bulk résistant ou inversement, les valeurs de delta-SNP-index vont se
rapprocher de 0. Vue I’effet du faible signal sur la puissance de détection des QTL, nous pensons qu’il
serait aussi intéressant de génotyper les individus avec quelques marqueurs des chromosomes 3 et 8 sur
les individus de la descendance pour voir s’il existe des QTL sur ces chromosomes. Nous n’avons pas
observé de QTL avec la méthode du test G’. Cela s’explique car cette méthode est plus stringente (seuil
défini a 1 %) (Mansfeld et Grumet 2018) que la méthode delta-SNP-index de Takagi et al. (2013) a 5%.
Vue que le QTL a été détecté a 5% avec les delta-SNP-index, il est donc normal que nous ne détections
pas de QTL avec le test G’. Ce QTL est différent des QTL des études antérieures (Bai et al. 2018, Park
et al. 2022).

Effet génétique de la réponse de la tomate a I’application de SDP

D’aprés les résultats de 1’analyse des données, les produits P4 et P7 ont une efficacité significative
(20-68%) contre I’oidium. La variation génétique des pourcentages de protection observée montre que
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I’effet des produits de biocontrole dépend des accessions utilisées. Nous avons observé une interaction
entre les accessions et les produits de biocontrdle. Nos résultats sont conformes aux résultats de
Pawlowski et al. (2016), qui ont trouvé un effet génétique significatif entre les traitements ainsi qu’une
interaction significative (p-value <0,05) entre les génotypes de soja et les SDP utilisés pour la lutte

contre Phytophthora sojae.

Les valeurs de I’héritabilité des pourcentages de protections des produits de biocontréle sont
supérieures a 0,5 signifiant que la variation des pourcentages de protections de ces produits est
principalement due a la variance génétique présente dans notre essai. Les résultats ont montré que les
produits P4 et P7 ont les effets génétiques les plus élevés (64% et 66% respectivement). Cela signifie
gue la variance génétique représente une grande part de la variation des pourcentages de protection
conférés par ces produits. Ces résultats sont proches de I’héritabilité de la résistance a I’oidium du haricot
(66-71%) (Binagwa et al. 2021). Nos résultats sont intéressants car c’est la premiére fois qu’une étude
évalue I’héritabilité de la protection des produits de biocontréle. Ils pourraient servir dans les
programmes de sélection pour créer des variétés de tomate qui répondent favorablement a I’utilisation
des produits de biocontréle. Les résultats représentés ici sont calculés sur 12 accessions de tomate, ce

qui est un nombre un peu juste pour estimer correctement 1’héritabilité d’un caractére.

Analyse métabolomique

Nos résultats ont montré que le produit P7 est plus efficace que le produit P4 avec des efficacités de
68 et 18% respectives. Les résultats des analyses métabolomiques ont montré une différence entre le
produit P7 et le traitement TNT au niveau des groupes moléculaires C et D (figure 10b). Cela signifie
que le produit P7 induit I’accumulation de ces métabolites secondaires. De méme que les analyses
métabolomiques, [’analyse des données phénotypiques ont elles aussi montré une différence
significative entre le traitement P7 et le traitement témoin. Tous ces résultats tendent a montrer que le
produit P7 a un effet direct sur la plante et que du point de vue biochimique, I’efficacité de la protection
contre 1’oidium conférée a la plante par le produits P7 pourrait étre dd a une accumulation des molécules
des groupes C et D. Nous ne pouvons pas encore affirmer que ces molécules sont vraiment a 1’origine
de D’efficacité du produit. Pour pouvoir tester cela, il faudra mettre des essais avec des accessions
résistantes non traitée comme témoins comme 1’ont fait Camaiies et al. (2015) pour Botrytis cinerea et
Pseudomonas syringae. Nous pourrions aussi mettre en place des tests de validation de I’implication
d’un métabolite dans la résistance par I’approche mQTL (QTL sur les données métabolomiques) et voir
s’il y a une coségrégation entre les QTL de résistance et les QTL de quantité de métabolite, ou faire la
complémentation fonctionnelle en éteignant 1’expression d’un gene de la voie de biosynthese de ce

métabolite (par CRISPR) et voir si cela rend la plante sensible a I’oidium méme si nous appliquons le
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produit. Une approche complémentaire serait de mettre en place des tests de toxicité du métabolite vis-

a-vis de I’agent pathogene.

La quantité des métabolites du groupe A diminue entre JO et J3. Une différence a été observée a J3
entre les entre les échantillons inoculés et les échantillons non inoculés que pour le traitement TNT. Cela
suggére les produits P4 et P7 miment 1’action des agents pathogénes. Cependant, vu qu’a JO ces
métabolites sont toujours produits, cela veut dire que la plante mette plus de temps a réagir a ces produits,
ou que ces métabolites soient induits uniquement quand la plante est suffisamment attaquée. En effet,
pour certains SDP, le processus de défense est réellement activé une fois que la plante est infectée et
gue cela se fait de maniere rapide et intense: ce phénomene est appelé la potentialisation (ou priming)
de la plante (Piasentin 2013). Le fait que la plante réagisse rapidement a I’inoculation est qu’a J3 O.
neolycopersici a déja infecté quelques cellules de la plante (Lebeda et al. 2014). La variation de la
quantité de métabolites synthétisés par la plante est due aux accessions, aux traitements, aux modalités
d’inoculation (I ou NI) et enfin a la date de prélévement des échantillons.

Nous n’avons pas observé d’interactions accessions x traitement. Ces résultats sont conformes aux
résultats obtenus sur la vigne par Pagliarani et al. (2020), dans le cadre de 1’étude de I’oidium de la
vigne. Le fait que nous n’avons pas observé d’interaction, s’expliquer par le fait que les algorithmes de
machine learning utilisés pour I’analyse n’arrivent facilement a différencier les conditions que lorsqu’il

s’agit de faire des comparaisons deux a deux.

Les résultats ont montré que les produits de biocontrdle P4 et P7 conférent a la tomate une protection
contre I’O. neolycopersici. Nous avons montré que leur efficacité varie en fonction du génotype de la
plante. Les analyses métabolomiques ont montré que ces produits induisent la production de certains
métabolites secondaires et que le génotype de la plante influence cette production de métabolites

secondaires a la suite de 1’application des SDP.

Conclusion

Nous avons détecté un QTL de résistance a 1’oidium sur le chromosome 9 chez I’accession G21 de
I’espece S. cheesmaniae. Nos résultats ont montré que le produit de biocontréle P7 utilisé en
pulvérisation foliaire est le plus efficace pour controler I’ oidium de la tomate (plus de 50% de protection)
et que son efficacité varie en fonction du génotype de la tomate. Nous avons déterminé un effet génétique
de 0,66 pour ce produit. Ce travail nous a permis de mettre en évidence la synthese de novo de
métabolites secondaires différemment exprimés entre les échantillons de feuilles de tomate traités et les
échantillons non traités. Ces analyses métabolomiques sont des préliminaires et elles seront

approfondies pour identifier le ou les métabolite(s) qui sont induits lorsqu’on applique les traitements.
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Cela pourrait servir a la sélection d’accessions pour leur réponse suite a 1’application de ces produits.
Pour confirmer I’effet stimulateur de défense des plantes de ces produits, des analyses transcriptomiques
(gPFD) seront réalisées pour identifier les génes de défense de la tomate qu’ils activent. Pour voir les
effets des produits sur les accessions, il faudra faire des comparaisons deux a deux (exemple P7 contre

TNT) pour une accession en fixant les autres variables.

Ce stage débouchant sur une these, pour la suite, nous allons :1) aprés la détection de la méthode
QTL-seq, génotyper individuellement les plantes F2 avec des marqueurs définis sur le chromosome 9
ou nous avons détecté un QTL et sur les chromosomes 3 et 9, 2) cartographier les QTL de résistance a
Botrytis cinerea, 3) cartographier des locus de réponse aux « SDP » vis-a-vis de I’oidium, de
Phytophthora infestans et B. cinerea (si on identifie des SDP entrainant une protection significative) et
4) intégrer les données de métabolomique et de transcriptomique (méme si ce n’est fait que sur quelques
accessions) aux données de cartographie pour identifier des génes candidats a la réponse des plantes aux
SDP.
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Contribution au travail

Tout d’abord, je tiens a souligner qu’a 1’exception des analyses de données, presque toutes les

activités que j’ai réalisées étaient des activités menées en équipe de deux ou plusieurs personnes.

Pour les analyses transcriptomiques (qPFD) et métabolomiques, j’ai participé au phénotypage
(compter le nombre de taches par feuille) des deux derniers essais et au prélévement des feuilles pour
les analyses. Pour I’analyse qPFD, j’ai réalisé en bindbme I’extractions d’ARN. J’ai eu aussi a faire les
analyses des données phénotypiques et moléculaires des essais de la métabolomique. Au début de mon
stage, j’ai eu a disposition les données des 5 premiers tunnels pour le calcul des effets génétiques de la
réponse des plantes aux produits de biocontrdle. J’ai participé a la mise en place du dernier tunnel (T6),
depuis la mise en pot jusqu’au phénotypage. J’ai également fait I’analyse d’image avec le logiciel FIJI
des feuilles du tunnel T6. J’ai eu aussi & faire ’analyse des données de ces tunnels (sauf T3 car nous
n’avons pas utilisé les données de ce tunnel). J*ai aussi participé a toutes les étapes de 1’expérimentation
mise en place pour la cartographie des locus de résistance a 1’oidium depuis la mise en pot jusqu’a
I’extraction des ADN, en participant a la sélection des génotypes a garder pour la formation des bulks.
Apreés séquencage des bulks et des parents, j’ai réalisé I’analyse QTL-seq pour la détection des QTL. En
dehors de ces activités liées directement a mon stage, j’ai eu a réaliser d’autres activités en paralléle,
telles que I’analyse des données collectées sur le mildiou de la tomate, la mise en place d’un essai pour
le génotypage de trois populations de tomate pour identifier les accessions ayant des génes de résistances
différents de ceux déja cartographier afin de faire la cartographie des locus de résistance a 1’oidium de

CES accessions.
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Annexe i : Echelle de notation des plantes dans les 3 tunnels
Les notations se feront a 3 niveaux :
Niveau 1 : A I’échelle de la plante entiére

e 0: Aucune tache sur la plante

e 1:Quelques taches

e 2 : Plante fortement attaquée

Niveau 2 : Notation sur 2 feuilles

e 0: Pas attaque

e 1: Toutes les folioles sont attaquées
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e 2: Toutes les folioles sont attaquées avec des nécroses
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e 3: Toutes les folioles sont attaquées avec des sporulations

Niveau 3: présence ou pas de nécrose

0: Nécrose
1: Pas de nécrose

Pour déterminer la note finale de la plante, nous avons fait la somme de toutes les notes (Note plante
entiére + Note feuillel + Note feuille2 + Note niveau 3).
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Annexe ii : Protocole d’extraction d’ADN avec le kit Qiagen

Quick-Start Protocol April 2021

DNeasy® 96 Plant Kit

The DMeasy 96 Plant Kit (cat. no. 69181) can be stored at room temperature [15-25°C) for
vp te 1 year.

Further information

DNeasy Plant Handbook: www.qiagen.com/HB-1166
Tissvelyser Handbook: www.qiagen.com/HB-0487

Safety Data Sheets: www.qiagen.com/safety

Technical assistance: support.qiagen.com

Notes before starting

If necessary, redissolve any precipitates in Buffer AP1 and Buffer AW1 concentrates.
Add ethanol to Buffer AW and Buffer AW?2 concentrates.

Preheat Buffer AP1 to 65°C.

Prepare a fresh working lysis solution: For 2 x 96 samples, combine 90 ml Buffer AP1,
225 p| RMase A, and 225 |.|| Reagent DX.

Procedure

1. Place up to 50 mg leaves into each tube in 2 collection microtube racks.

2. Add 1 tungsten carbide bead to each collection microtube.

3. Pipet 400 pl working lysis solution info each collection microtube. Tightly seal the
microtubes using the caps provided.

4. Assemble each rack of collection microtubes into the Tissvelyser.

5. Grind the sample for 1.5 minutes at 30 Hz.

6. Reassemble the racks so that the collection microtubes nearest the Tissuelyser in steps 4
and 5 are now furthest from the Tissuelyser.

7. Grind the samples for another 1.5 min at 30 Hz.

00000

00000
— Sample to Insight QIAGEN —
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8. Cenfrifuge to collect any solution from the caps.
9. Add 130 pl Buffer P3 to each collection microtube and reseal using new caps.
10. Place a clear cover over each rack and shake vigarously up and down for 15 s.
Centriluge to collect any solution from the caps.
11. Incubate the collection-microtube racks for 10 min at -20°C.
12. Centrifuge the collection-microtube racks for 5 min at 5788 x g (6000 rpm).
13. Transfer 400 pl of each supernatant to a new collection microtube.
14. Add 600 pl of Buffer AW to each sample. Close microtubes with new caps.
15. Place a clear cover over each rack and shake vigorously up and down for 15 s.
Cenfrifuge to collect any solution from the caps.
16. Place 2 DNeasy 96 plates on top of S-Blocks. Mark the DNeasy 96 plates for later
sample identification.
17. Transfer 1 ml of each sample to each well of the DNeasy 96 plates.

18. Seal each DNeasy 96 plate with an AirPore Tape Sheet. Centrifuge for 4 min at 5788 x g.
If lysate remains in the DNeasy 96 plates after centrifugation, centrifuge for another 4 min.

19. Remove the AirPore Tape Sheet. Add 800 pl Buffer AW2 to each sample.
20. Cenfrifuge for 15 min at 5788 x g without AirPare Tape Sheet to dry the membranes.

21. Place each DMeasy 96 p|c:|Te on a new Elution Microtubes RS rack.

22. Add 100 pl Buffer AE and seal with new AirPore Tape Sheets. Incubate for 1 min at
room temperature (15-25°C). Centrifuge for 2 min at 5788 x g.

23. Repeat step 22. Seal the Elution Microtubes RS with new caps to store DNA.

Document Revision History

Date Changes
04/2021 Changed speed condifion “3800 = g* to “5788 x g°. Revised the “Mates before starfing” section.

For up—fo—dute |icen5ing information and productspecific disclaoimers, see the respecfive
QIAGEN kit handbook or user manual.

Tredemorks: CLAGEN®, Scmpla o Insight®, Dieasy™ [GWAGEN Growg). Regilened names, rodemarks, eic. used in this document, eves when not specificolly marked
a such, ane nal o ke considerad enprotecied by low. 1123238 04/2021 HB0544-003 © 2021 CHAGEM, all rights reserved.

Ordering www.giogen.com,shop | Technical Support support.qiogen.com | Website www.giogen.com

Nous avons utilisé ce protocole en apportant quelques modifications au niveau des temps de
centrifugation.
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Annexe iii : Méthodes de purification des ADN

A) Meéthode Qiagen

1) Ajouter le tampon AW1 a 2 fois le volume d’ADN. Déposer le mélange sur la colonne de silice
2) Centrifuger pendant 5-10 min & 6000 g

3) Sur la colonne, ajouter 600 ul du tampon de lavage AW?2

4) Centrifuger pendant 5 min a 6000 g

5) Répéter le lavage une deuxieme fois

6) Transférer la colonne sur un tube sec et centrifuger a 6000 g pendant 15 minutes afin d’éliminer

complétement tout le tampon de lavage
7) Placer la colonne sur un tube neuf. Ajouter 50 a 100 ul de tampon EB chaud (a 65°C) sur la colonne.

8) Incuber 5 minutes et centrifuger 5 mn a 6000 g pour récupérer I’ADN élué.

A) Méthode de purification a ’acétate de sodium

1) Ajouter 1/10°™ de volume d’acétate de sodium 3M a 1 volume d’ADN
2) Ajouter 2 volumes d’éthanol 100 % (éthanol absolute)

3) Mettre a -20°C pendant environ 10 min

4) Centrifuger a 15000 g pendant 10 min

5) Jeter le surnageant et ajouter 1 ml d’éthanol 70% sur le culot

6) Centrifuger et jeter le surnageant

7) Sécher le culot

8) Ré-suspendre le culot dans le volume désiré de TE 10 :1
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Annexe iv : Résultats des 6 produits de biocontrdles ayant une efficacité significative (30 -80 % de protection)

apres les tests d’efficacité de 7 produits de biocontrdle candidats
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Ces graphes sont les résultats des analyses faites antérieurement a mon stage. L’axe des
abscisses se trouve les accessions. L’axe des ordonnées le nombre de colonie par cm? Les

lettres sont les groupes formés apres les tests de comparaison multiple.

Les barres bleues sont les nombres moyens de colonie par cm? des accessions en condition

control.
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Annexe v : Résultats de ’essai mis en place pour évaluer la sensibilité des accessions de tomate

i

25

w =

~— [a= ]
NEU\_OU#

0

88 HiA
winajn
SCrFT vl
aead pay
Fa8Z-Nno3a
ouI3ISID
asiejduopy
TE "IN

Z Infueg
L din
wnid pay
95T Wl
SrT0 vl
0ZcFT w1
TN eydaepy
652 WA
ST Wl
00 L BANN
£69 dHiA
T6EC W
€9c "IN
658 dlA
Ao A
SCOT w1
6T9C W1
auey wjod ax21dnis
LFTO W
966 Wi
S6L "IN
SUoIAg
news Axayd pad
oj|olo
Adyouns eAluagyo
=) A | Fa¥
ECET ¥
LOET ¥
{-) 51420
9558ERId
S8c1

A0 WO
[IL3Els]

90T BAM
B8EET W1
TOFT w1
AlpAOld
8T w1

Ces graphes sont les résultats des analyses faites antérieurement & mon stage. L’axe des

abscisses se trouve les accessions. L’axe des ordonnées le nombre de colonie par cm?.
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Annexe vi : Carte génétique des résistances trouvée chez la tomate (Bai et al, 2018).
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Annexe vii : QTL de résistance a 1’oidium de la tomate (Park et al. 2022).
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Résumé

La tomate est le légume le plus consommé au monde. Elle est sensible a plusieurs maladies telles que
I’oidium et le mildiou. L’oidium de la tomate est une maladie foliaire principalement causée par le champignon
Oidium neolycopersici. L objectif de ce travail est d’étudier la combinaison de deux leviers immunitaires
(résistance génétique et stimulation des défenses de la plante) chez la tomate pour le contréle de 1’oidium.
Cette étude a porté sur trois axes : (1) la cartographie des régions génomiques de la tomate impliquées dans la
résistance génétique de 1’accession G21, (2) I’évaluation de la part de la génétique de la plante dans I’efficacité
de produits de biocontrole et (3) I’étude du mode d’action de ces produits de biocontréle, par des approches
biologiques, transcriptomiques et métabolomiques. Concernant la résistance génétique, un QTL (gquantitative
trait locus) de résistance a I’oidium a été détecté sur le chromosome 9 de la tomate. Les analyses phénotypiques
ont montré que les produits P4 et P7 ont des efficacités protectrices vis-a-vis de I’oidium de 18% et 68%,
respectivement et que la variation de I’efficacité de ces deux produits est en partie due a 1’effet génétique (pour
P4 : H2 = 64% et pour P7 : H2 = 66%). Les analyses métabolomiques ont montré que les deux produits ont un
effet sur la synthése de métabolites secondaires dans les feuilles de la plante. En conclusion, le produit P7 est
plus efficace contre O. neolycopersici, avec une héritabilité de 66% et induit la synthése de métabolites
secondaires par la plante. Dans la suite des travaux une approche transcriptomique sera utilisée pour identifier
les génes de défense qui sont induits par ces produits et de faire la cartographie génétique des régions

génomiques impliquées dans la réponse des plantes a 1’application des produits de biocontrole.

Mots clés : Oidium de la tomate, Oidium neolycopersici, QTL, stimulateurs de défense des plantes,

métabolites secondaires.

Pour citer ce document : SANGARE, Awa. 2023. Résistance génétique et stimulation des défenses de la plante pour contréler 1’oidium de la tomate,
Mémoire d’Ingénieur Agronome, option Amélioration des plantes et ingénierie végétale Méditerranéennes et Tropicales (APIMET), Institut Agro

Montpellier. 69p.

Institut Agro | Montpellier SupAgro, 2 place Pierre Viala, 34060 Montpellier cedex 02. https://www.institut-agro-montpellier.fr/.


https://www.institut-agro-montpellier.fr/



