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Figure 1 : Une feuille de peuplier infectée par le
pathogéne Melampsora larici-populina.

814 4 : oloyd

L

Tableau 1 : Les sections et les principales espéces du genre Populus.

Sections Principales especes Origines Remarques
P.tremula Eurasie Peupliers trembles
POPULLS P. tremilodes Amérique du Nord
P.alba Eurasie Peupliers blancs
P. canescens Eurasie Peupliers grisards
P. simonii Chine
TACAHAMACA P. yunnenensis Chine Peupliers baumiers
P. trichocarpa Amérique du Nord
P. lasiocarpa Chine
LEUCOIDE P.glauca Asie
P. heterophylla Amérique du Nord
TURANGA P. euph_ratica Eurasie et-Afrique
P. pruinosa Asie
P.nigra Eurasie Peupliers noirs
AIGEIROS P. fremontii Amérique du Nord
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1 Introduction géenérale

La rouille foliaire du peuplier, principalement causée par le champignon Melampsora
larici-populina (Mlp), est 'une des principales maladies affectant les peupleraies européennes
(Paillassa, 2006 ; Pinon & Frey, 2005). Les symptomes chez le peuplier sont la formation de
pustules orangées (urédies ou sores) sur la face inférieure des feuilles (figure 1). Les
conséquences sont une diminution de la mise en réserve des substances carbonées et azotees
mais aussi une perte prématurée des feuilles (figure 2). Des épidémies répétées conduisent a un
défaut de croissance et a un affaiblissement général de I’arbre. Ces arbres sont ensuite la proie
d’autres parasites qui, cumulés a ceux de la rouille foliaire, peuvent aboutir a la mort de 1’arbre.
Les premiers dégats en peupleraie cultivée, relevés en Europe, datent des années 1980. Depuis
cette période, on assiste a une rapide expansion de la maladie, due a la capacité du champignon a
contourner rapidement les résistances introduites dans les cultures monoclonales de peuplier. Ce
champignon oblige donc a explorer de nouvelles stratégies de sélection pour tenter d’obtenir des

résistances plus durables.

2 Les Peupliers

2.1 Description botanique

2.1.1 Classification

Le genre Populus appartient a la famille des Salicacées, qui comprend aussi le genre
Salix (saule). Le genre Populus se divise en une trentaine d’espéces environ (ce chiffre peut
varier selon les auteurs), qui sont réparties en 6 sections botaniques différentes : Tacamahaca,
Turanga, Abaso, Populus (anciennement Leuce), Aigeiros et Leucoides. (Tableau 1 ; Cervera et
al, 2005 ; Hamez & Dayanandan, 2004 ; Eckenwalder, 1996).

2.1.2 Caractéristiques botaniques

Les peupliers sont des espéces pionnieres, héliophiles, thermophiles et appréciant les sols
bien alimentés en eau. On peut observer une grande diversité dans la forme et la couleur des
feuilles, des bourgeons, des pétioles, et des inflorescences. Leurs feuilles sont simples, alternes,

caduques et sont généralement grandes et a long pétiole.
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Les peupliers sont des arbres a croissance rapide (2 metres (m)/an) qui peuvent atteindre
25 a 30 m de hauteur en une vingtaine d’années et a courte durée de vie, ce qui en fait une

essence de bon rapport pour I'exploitation.

2.1.3 Aire de répartition

Les peupliers couvrent une vaste aire geéographique des régions tempérées de
I’hémisphére nord, comprenant 1’Amérique du Nord, I’Europe et I’Asie. On les trouve
généralement dans des terres sableuses et/ou limoneuses. Des inondations temporaires
n’empéchent pas le développement de I’arbre. Les plaines alluviales répondent parfaitement a
son exigence élevée en eau et en minéraux. Trois especes sont indigenes en France : le peuplier
tremble (P. tremula), le peuplier blanc (P. alba), le peuplier noir (P. nigra). Le peuplier noir et le
peuplier blanc sont présents naturellement le long des ripisylves et en assurent 1’équilibre

écologique. Le peuplier tremble est trouvé en forét.

2.1.4 Reproduction

Les peupliers sont des arbres dioiques : les fleurs males et femelles sont portées par des
arbres distincts. La maturité sexuelle du peuplier est atteinte aprés 6 a 10 ans. Les fleurs sont
disposees en chatons et les fruits, appelés capsules, renferment de nombreuses graines
cotonneuses. Ces derni¢res sont disséminées par le vent et ’eau a maturité et peuvent parcourir
de grandes distances. L’espéce présente aussi une reproduction végétative importante par
bouturage ou par drageonnage.

Les hybrides interspécifiques sont présents naturellement pour les espéces qui possédent
une méme aire géographique (sympatrique), et sont fertiles, cependant certaines especes ne sont
pas compatibles entre elles (Eckenwalder, 1996). En effet, I’hybridation entre les espéces n’est
pas toujours possible ; ainsi les peupliers de la section Populus ne peuvent s'hybrider avec les
sections Aigeiros et Tacamahaca. De plus, certains croisements peuvent fonctionner seulement
dans un sens et pas dans l'autre ; c'est le cas, par exemple, des croisements entre les espéces P.
deltoides et P. nigra, ou il est nécessaire que la mere soit P. deltoides et le pére P. nigra. Dans le
cas inverse, I'embryon avorte aprés la fécondation.

L’impossibilité d’autofécondation due au caracteére dioique de cette espece et a la grande

dispersion du pollen et des graines par le vent, améne a un fort niveau d’hétérozygotie.

1-13



Chénes

Hétre

Peuplier

Surfaces 2003
en Md'ha

Volumes récoltés BO 2002

en Mde m3

Figure 3 : Production de bois par surface des trois essences principales de feuillus en France.

P &P

Lok N s M 4 2 e vt

BN A

x

S AANEA LB @By

o B

uossalg " A 010yd

Figure 4 : Culture monoclonale de peupliers.

1yjosig 'S®

D’aprés A. Berthelot



2.2 Les cultures de peupliers

2.2.1 Les principales caractéristiques

En Europe, les principales zones populicoles se trouvent en Italie, en Belgique, aux Pays-
Bas, en France et en Espagne. Les cultures de peupliers en France appartiennent pour la plupart a
des propriétaires privés. A 1’image du reste de la forét francaise, les plantations sont
extrémement morcelées, puisque la surface moyenne par propriétaire est de I’ordre d’un hectare
(ha) seulement (Berthelot & Chantre, 2004).

Les cultures de peuplier nécessitent beaucoup d’eau, elles sont donc souvent plantées
dans des vallées proches des cours d’cau. Présentes dans tout le pays, elles se situent
traditionnellement dans les grandes vallées alluviales du Nord de la France (Champagne-
Ardenne, Picardie), et elles se sont développées ces vingt derniéres années dans 1’ouest du pays
(Pays-de la Loire, Centre, Aquitaine).

La densité moyenne d’une peupleraie est de 200 tiges/ha avec une productivité qui peut
atteindre 20 m® par ha et par an. En France, la culture de peupliers occupait environ 240 000 ha
en 2002, soit 1,6 % des surfaces forestiéres, avec 1,9 millions de m* de bois produit par an, soit
30 % de la production de grumes feuillus, en seconde position aprés le chéne qui couvre
4 240 000 ha et produit 3,2 millions de m3 de bois par an (figure 3). La faible surface de peuplier
cultivé est compensée par la rapidité de croissance et I’utilisation de mode de culture
productiviste a la limite de 1’agriculture : culture monoclonale, plantation réguliere et de fortes
quantités d’intrants. Ces cultures constituent 1’'un des écosystémes forestiers les plus simplifiés :
des plantations a mi-chemin entre ’agriculture et la forét (figure 4).

Le peuplier ne supporte pas la compétition ; par conséquence, il a besoin de beaucoup de
soins lors de ses premieres années de croissance (entretien, élagage, taille), et nécessite des
apports d’engrais, de pesticides et de fongicides afin d’optimiser son potentiel de productivité.

Le peuplier est aussi utilisé en aménagement paysager (bordure des routes et des cours
d’eau). Le clone P. nigra var "italica” est un arbre d’alignement trés répandu dans le paysage

francais depuis la fin du XVII11 siécle.

2.2.2 Les cultivars

La populiculture est fondée sur la multiplication par bouturage des tiges issues d’un
méme génotype, ce qui permet la plantation et la commercialisation de variétés clonales.

L’homogénéité de production d’une peupleraie monoclonale est un avantage d’un point de vue
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agronomique. Cependant, il représente aussi un important inconvénient : la vulnérabilité de la
population face aux agresseurs biotiques (insectes, champignons, bactéries, virus, etc.) et
abiotiques (vent, pollution, sécheresse, etc.).

Les peupleraies cultivées sont constituées a 90 % de clones hybrides qui sont issus de
deux types de croisement. D’une part, les hybrides interaméricains qui sont issues d’un
croisement entre les especes P. deltoides originaire de 1’est du continent nord américain (pour la
rectitude de son tronc) et P. trichocarpa originaire de I’ouest continent nord américain (pour la
rapidité de sa croissance et son enracinement), et d’autres hybrides euraméricains qui sont issues
d’un croisement entre les especes P. deltoides et P. nigra (pour sa rusticité) (figure 5). Ces
croisements ont permis de combiner des caractéristiques agro-économiques importantes
apportées par chacune des especes et de bénéficier de I’effet de vigueur hybride (hérérosis). Ces
hybrides ont été selectionnés pour leur forme, leur productivité, la qualité du bois, leur stabilité
vis a vis des variations climatiques et de leurs résistances aux agents pathogénes principalement
a Mlip. Les clones de peupliers cultivés en France sont genéralement ceux inscrits au « catalogue
des espéces et variétés cultivees ». 1l existe au catalogue europeen 130 clones et au catalogue
national 44 clones, dont 10 couvrent a eux seuls plus de 80 % de la surface plantee en France.

Les cultivars interaméricains « Beaupré », « Boelare », « Raspalje », « Unal »,
« Hunnegen » ont dominé le marché durant les années 1990 en raison de leur croissance, leur
forme, leur bois et leur valeur marchande. Ils sont aujourd’hui remplacés par les hybrides

euraméricains du fait de leur sensibilité moins élevée aux attaques de rouilles foliaires (figure 6).

2.2.3 Les débouchés de la production de peuplier

Le bois de peuplier a des usages variés :

- Le bois déroulé permet la fabrication de: contreplaqué, allumettes, confection
d’emballage léger notamment pour I’alimentation (boite a fromage, cagette pour fruits ou
légumes,...). Le bois de peuplier a comme particularité importante de pouvoir étre en contact
avec I’aliment sans en modifier le gotit (figure 7 A).

- Le bois scié est utilisé pour la confection de palettes, de caisses, d’ameublement et pour
le batiment (figure 7 B).

- Seul le bois résiduel apres extraction des grumes sert pour la pate a papier. Le peuplier
génére 750 000 m*/an de bois de “trituration”, dont 500 000 pour le papier, ce qui représente 4 %

du volume de bois utilisé par cette industrie.
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Figure 7 : Exemples de débouchés pour le bois de peuplier.
A : bois déroulé, B : bois scié.



Cependant, dans certains pays, la consommation de bois de peuplier a diminué. Dans le
secteur de I'emballage, par exemple, le bois est souvent remplacé par le carton et le plastique, et

les allumettes par les briquets.

2.3 Un arbre modele pour la génomique des arbres

forestiers

2.3.1 Espece modeéle

Arabidopsis thaliana a été choisi comme espéce modele pour la génomique des plantes.
Les ressources et techniques développées pour cette espece sont considérables pour comprendre
la fonction de ces genes. Cependant, on ne peut pas étudier avec ce modele, les différents
caracteres spécifiques des arbres, tels que la formation du bois et les cycles saisonniers de
croissance d’une espéce pérenne. Le peuplier permet aussi d’étudier une espéce végétale
fortement hétérozygote comparé a celui d’A. thaliana.

En plus de sa valeur économique, le peuplier s’impose aujourd’hui comme une espece
modele pour la génomique des arbres forestiers, de par ses caractéristiques biologiques et les
ressources génomiques disponibles (Jansson & Douglas, 2007) :

- Son cycle de reproduction est relativement court pour un arbre forestier (6 a 10 ans), ce
qui facilite I’obtention de croissements controlés.

- La multiplication végétative est possible, ce qui facilite et optimise les analyses
génétiques.

- La culture in vitro a été développée.

- Le genre Populus est diploide avec 2 n = 38 chromosomes, et son génome relativement
petit : sa taille physique est estimée a 500 Mb (1 n) soit 4 fois le génome d’A. thaliana et 40 fois
plus petit que celui du pin maritime.

- Les croisements contrdlés a 1’intérieur d’une section et entre certaines des différentes
sections, sont possibles, ce qui permet de créer des populations en ségrégation. Ceci a facilité
I’élaboration de plusieurs cartes génétiques de différentes espéces (Paolucci et al, 2010 ; Drost et
al, 2009 ; Pakull et al, 2009 ; Gaudet et al, 2008 ; Woolbright et al, 2007 ; Yin et al, 2004a ; Yin
et al, 2002 ; Cervera et al, 2001). La cartographie comparée a permis de voir une bonne
conservation et une bonne colinéarité entre les 19 chromosomes des différentes especes. De
méme, plusieurs cartes de QTL ont pu étre construites.

- Il existe, pour les principales espéces, des collections in-situ et ex-situ.

I-16



Linkage Size
Group (Mb)

XX TN (120)
xvin TN (13.9)
xvii I ](s.0)
xvi |- (13
xv BT (108)
xiv I | (147)
xm [T (13
N [T (14.9)
X1 T (15.1)
X [ (21.1)
ix I (12.8)
vin I (16.1)
[T 1N 128)
Vi N (15
v | (18.0)
W IR T W es
o T I 1e.1)
(L —___________ §CIN)
| O 0 TR W O35)

| Scale (Mb): ;_' l

Figure 8 : La duplication du génome entier du peuplier.

Les alignements des différentes couleurs représentent les segments chromosomiques homologues aprées la

duplication du génome. Les mémes couleurs sont utilisés sur la représentation des chromosomes a gauche.

D’aprés Tuskan et al, 2006



- La transformation génétique est possible grace a Agrobacterium tumefaciens (génotype
dépendant).

- Plusieurs banques BAC sont disponibles pour les especes P. trichocarpa, P.
tremuloides, et un hybride P. deltoides x P. nigra.

- Dans la base d’EST (expressed sequence tag) du NCBI, 454 999 séquences sont
accessibles pour différentes espéces et clones de peupliers (octobre 2011). Ces EST proviennent
du clonage d’ADNc (ADN complémentaire) provenant de différents tissus, de différentes
espéces ou d’hybrides, et de différents traitements. 89 943 ESTs sont issues de 1’espéce P.
trichocarpa, et beaucoup d’autres, issues d’hybrides entre P. trichocarpa et d’autres espéces du
genre Populus.

- En 2002, le peuplier a été choisi pour étre le premier génome séquencé chez les arbres
forestiers (Tuskan et al, 2006).

2.3.2 La séquence du génome de I’individu Nisqually-1 P. trichocarpa

L’importance de cette ressource dans la recherche actuelle et dans ce travail de these a
nécessité un chapitre plus amplement développé.

Le sequencage du genome a révélé un évenement de duplication du génome entier (figure
8), qui se caractérise par 8 000 genes dupliqués. La comparaison de ces génes avec les EST des
especes du genre Salix a montré que cette duplication était antérieure a la séparation entre les
deux genres, il y a 60 a 65 millions d’années. Des événements de réarrangement apres cette
duplication ont été observés, qui seraient antérieurs a la séparation entre les différentes espéces
du genre Populus ; en effet, les cartes génétiques de différentes espéces de peuplier ont montré

une bonne colinéarité.

2.3.2.1 Premier assemblage

2.3.2.1.1 Assemblage v1

L’individu Nisqually-1, femelle de I’espéce P. trichocarpa, individu diploide et
hétérozygote, a été choisi pour étre séquencé au Joint Genome Institute (JGI, Wallnut Creek,
Californie USA). Ce séquencage a été effectué en whole genome shotgun (WGS) a hauteur de
7,5 X (Tuskan et al, 2006). L’assemblage de cette séquence (version v1) effectué avec le logiciel
Jazz aboutit a une séquence de 486 Mb. Ce premier assemblage était disponible en 2004 sur le
site web http://genome.jgi-psf.org/Poptrl/Poptrl.home.html. Dix neuf scaffolds (dans cette
version, appelés LG dans le “genome browser”) représentent les 19 chromosomes pour un total

de 308 Mb sur les 500 Mb environ du génome. La numérotation de référence pour ces
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chromosomes est la numérotation donnée par Cervera et al, (2001). 1l y a 21 993 scaffolds qui ne

sont pas assignés aux 19 chromosomes représentant 178 Mb.

2.3.2.1.2 Annotation

Deux versions différentes d’annotation automatique de ce premier assemblage ont été
réalisées (v1.0 et v1.1). Ces annotations sont le résultat de 1’utilisation de quatre logiciels de
prédiction de génes : Eugene, Fgenesh, GrailEXP6 et Genewise. Dans ce travail de thése, c’est la
deuxiéme version de I’annotation qui a été utilisée (v1.1). Cette annotation a conduit a 45 555
modeles de genes codant des protéines. Dans le “genome browser” développé au JGI
(http://genome.jgi-psf.org/Poptrl/Poptrl.home.html), les genes et les EST de peuplier sont
alignés sur la séquence du génome. Les génes non codants, tels que les miARNS, n’y sont pas
précises.

Dans un souci de simplicité, dans ce manuscrit, le premier assemblage v1 et la seconde

annotation v1.1 qui est celle utilisée, sont nommés “V1”,

2.3.2.2 Second assemblage

2.3.2.2.1 Assemblage v2

Un second assemblage du seéquencage du génome (v2) a été effectuée avec le logiciel
ARACHNE. Ce second assemblage a eté disponible sur le web début 2010
(http://www.phytozome.net/poplar.php). Jerry Tuskan (JGI) a aimablement donné acceés au
chromosome 19 des le debut 2009 a I’équipe dont je fais partie. 1l y a 2518 scaffolds,
représentant 417 Mb (dans cette seconde version ils sont tous appelés scaffold), avec les 19
premiers scaffolds correspondants aux 19 chromosomes pour 378 Mb sur les 500 Mb environ du
génome, les 2 499 scaffolds suivants ne sont pas assignés aux chromosomes, et représentent 39
Mb.

2.3.2.2.2 Annotation v2.0

L’annotation du second assemblage a été faite au JGI avec les logiciels FGENSH+ et
GenomeScan, avec I’aide de I’alignement des EST de peuplier. Dans I’annotation du second
assemblage, il y a 45 778 modeles de génes codants répartis dans 41 377 loci de génes. Quatre-
vingt quatorze % des modeles de geénes portent un codon d’initiation et de terminaison.

Dans ce manuscrit, le premier assemblage v2 et son annotation v2.0 sont nommés “V2”.
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3 Les rouilles foliaires des peupliers

3.1 Les maladies du peuplier

Diverses maladies touchent les peupleraies cultivées (Pinon & Frey, 2005), telles que le
chancre bactérien causé par Xanthomonas populi, qui a été un probléme majeur durant les années
1950 pour les peupleraies cultivées dans la partie nord de I’Europe. Durant les années 1960, la
maladie majeure des peupleraies était la brunissure des feuilles causée par Marssonina brunnea
apres son introduction depuis 1’ Amérique du nord.

Dans le passé, la rouille foliaire n’était pas un probléme car les infections étaient
sporadiques, et seulement quand les conditions lui étaient trés favorables. Cette maladie foliaire
est devenue reellement un probleme depuis les années 1980. Elle peut induire des pertes
considérables de rendement chez les peupliers pouvant aller jusqu’a 50% (Paillassa, 2006). Les
rouilles foliaires du peuplier sont causées par les champignons du genre Melampsora. La
majorité des especes de Melampsora sont hétéroiques : deux plantes hotes sont indispensables au
développement complet de la rouille (Laurans & Pilate, 1999). Treize espéeces de Melampsora
sont capables d’infecter le genre Populus dont 7 sont présentes en France, trois seulement
infectent les peupleraies cultivées francaises :

- Melampsora medusae Thiimen dont I’aire de répartition est limitée, en France, au sud-
ouest du pays (Aquitaine et Midi-Pyrénees) et en Europe, a ’Espagne et au Portugal. Cette
espece est originaire de I’Amérique du nord. Il a plusieurs hotes alternants, dont le méleze.
Jusqu'a présent il n’y a pas eu de dégat significatif dans les peupleraies cultivées, méme si la
plupart des cultivars y sont sensibles.

- Melampsora allii-populina Kleb., est présent dans I’ouest de la France. Ses hotes
alternes sont les plantes de la famille des Aliacae. Depuis ’année 1997, cette espece est en
diminution devant I’importance des infections par Melampsora larici-populina.

- Melampsora larici-populina Kleb., est présent dans toute I’Europe, et particuliérement
dans les régions du nord de la France. Aujourd’hui, Mlp est considéré comme I’un des dix plus
importants problémes sanitaires mettant en danger les peupleraies européennes. Cet agent
pathogéne, originaire d'Europe, s’est propagé en Australie et en Nouvelle-Zélande il y a 30 ans.
Bien que rare, il a été détecté aux Etats-Unis il y a 10 ans, et plus récemment, en Islande et au
Chili.

Les plus gros dégats en Europe étant plus particulierement causés par Melampsora larici-

populina (Mlp), nous ne retiendrons par la suite que Mlp.
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Figure 9 : Cycle de reproduction de Melampsora larici-populina.
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Figure 10 : Ecidies de Mlp sur un meléze.



3.2 Melampsora larici-populina

Melampsora larici-populina Kleb. est un champignon Basidiomycéte de la classe des

Teliomycetes, de ’ordre des Urédinales et de la famille des Melampsoraceae.

3.2.1 Lecycle de Mlp

MIp a un cycle hétéroique (figure 9) combinant une phase de reproduction sexuée sur un
hote alterne : le méléze (figure 10), et une phase de reproduction asexuée sur son hote principal :
le peuplier.

De début mai a mi-juin, et durant tout 1’été, le champignon se développe sur les feuilles
de peuplier (figure 9; Frey & Pinon, 2004). Le champignon est au stade de 1’'urédie, pendant
lequel il est sous forme dicaryotique (n + n chromosome). Les urédospores germent a la surface
des feuilles, le champignon pénetre dans la feuille par les stomates et envahit le parenchyme
foliaire. Aprés une semaine environ, les urédies apparaissent sur la face inférieure des feuilles.
Les urédies produisent de grandes quantités d’urédospores (2 500 a 5 000 urédospores par urédie
et par jour), qui sont disséminées par le vent et infectent d’autres feuilles de peuplier. Si les
conditions sont favorables, une dizaine de cycles de multiplication asexuée peuvent se succéder
pendant 1’été. Pendant I’automne (chute des températures extérieures), le champignon évolue
sous forme de télies contenant des téliospores (n + n), une forme résistante qui lui permet
d’hiverner sur les feuilles tombées au sol. 11 prend alors I’aspect de « crofites noiratres » sur la
face supérieure des feuilles. Au printemps, a partir de fin février, la caryogamie (fusion des deux
noyaux) se produit dans les téliospores, qui émettent alors des basides diploides (2n). Ces
basides subissent immédiatement une méiose et produisent des basidiospores haploides (n), qui
sont disséminées a faible distance par le vent. Ces basidiospores colonisent un hote alterne au
moment de son débourrement et forme des fructifications : les spermogonies. Ces spermogonies
produisent des spermaties haploides (n). Il se produit alors la fusion des spermaties : c’est la
plasmogamie (fusion de deux cytoplasmes), qui aboutit a la formation d’un mycélium
dicaryotique (n + n). Ce mycélium forme une fructification sur 1’aiguille de méleze, 1’écidie, qui
produit des écidiospores dicaryotique (n + n). Enfin ces écidiospores se disséminent par le vent
jusqu’a plusieurs kilometres pour s’installer sur son hdte principal, le peuplier. Débute alors la
phase épidémique du cycle, ou le champignon colonise successivement plusieurs peupliers.

Mlp semble incapable de survire sous forme d’urédospores d’une année sur I’autre. Le

passage par 1’hdte alternant est donc obligatoire. Or, pendant cette phase de reproduction sexuée,
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des possibilités de recombinaison génétique existent et favorisent 1’apparition de nouveaux

pathotypes, ce qui confére une tres grande adaptabilité au champignon.

3.2.2 Symptdmes de la maladie chez le peuplier

Les urédies ou sores présentes sur la face inférieure de quelques feuilles, peuvent couvrir
la totalité de la surface des feuilles en 1’espace d’une a quatre semaines selon les conditions
météorologiques et les cultivars, puis I’infection s’étend a I’arbre entier.

Mlp puise grace a des sucoirs (haustoria), qui passent par les stomates de la feuille
(Laurans & Pilate, 1999), les nutriments essentiels a sa survie (composés carbonés et azotés) au
détriment de son héte, perturbant ainsi le métabolisme de ce dernier. Ces perturbations entrainent
une réduction de I’activité photosynthétique avec une désorganisation des chloroplastes et une
activité respiratoire anormalement élevée. En effet, ce phénomene accroit la production
d’énergie nécessaire a la synthése de composés impliqués dans les réactions de défense de la
plante et la translocation des composés carbonés et azotés aux sites d’infection. Les réserves des

peupliers ne seront pas suffisantes pour un bon débourrement I’année suivante.

3.2.3 La diversité chez Melampsora larici-populina

La variabilité de pathogénécité de Mlp est détectée a deux niveaux : la virulence et
I’agressivité.

Dans le pathosysteme peuplier-Mlp, chague souche de Mlp peut étre définie selon ses
virulences. Ici une virulence est définie par la possibilité de contourner un géene de résistance
qualitatif d’un cultivar particulier qui était a 1’origine résistant. A 1’heure actuelle, huit virulences
différentes ont pu étre découvertes chez MlIp, définies par huit cultivars différentiels
discriminants (Pinon & Frey, 2005). Jusqu’a présent, il n’a pas été possible de connaitre le
déterminisme génétique de ces virulences ; il ne peut donc pas étre défini un géne d’avirulence
pour chacune des virulences. Chagque souche de Mlp présente une combinaison de plusieurs
virulences qu’il est possible de connaitre en I’inoculant sur des disques foliaires de la gamme
différentielle de cultivars discriminants. On appelle pathotype I’ensemble des souches qui
possedent la méme combinaison de virulence. Avec huit virulences, il y a un potentiel de 256
pathotypes. A ce jour, une soixantaine de pathotypes a été identifiée dans la nature.

Il a été observeé aussi une variabilité sur des critéres quantitatifs de leur pouvoir infectieux
(vitesse d’apparition des symptomes, le nombre d’urédosores et d’urédospores produits)

indépendamment de la combinaison en virulence des souches de Mlp. Ceci montre une
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différence d’agressivité treés variable entre les souches de méme pathotype envers le peuplier
(Pinon & Frey, 2005 ; Dowkiw & Bastien, 2004 ; Dowkiw, 2003).

Une souche ou isolat de champignon est une mono-urédie que 1’on a multipliée de fagon
végétative afin d’en obtenir une grande quantité. Pour Mlp, chaque isolat est défini par un nom et
son année de récolte. On procéde ainsi pour avoir des conditions d’expériences controlées afin de
permettre la reproductibilité des expériences que I’on réalise. En condition naturelle, les isolats

de Mlp sont mélangés.
3.3 Mlp dans les peupleraies cultivées

3.3.1 Les dégats

Les dégats causés par Mlp dépendent essentiellement de la précocité et de la séverité de
l'attaque. Lorsque les défeuillaisons sont précoces (juillet) et fortes, elles provoquent une
réduction de la croissance en diametre et en hauteur (jusqu’a 30%) pendant I’année en cours et a
des conséquences I’année suivante. En revanche, une infection mi-septembre a trés peu d’effet
sur la croissance mais entraine des déréglements physiologiques susceptibles de perturber
I’aotitement et la constitution des réserves en fin de saison de végétation, ce qui peut entrainer un
débourrement tardif et/ou une sensibilité accrue aux gelées tardives du printemps suivant. La
présence de I’hote alternant, le méléze, a proximité de la peupleraie facilite la réalisation du
cycle de développement du parasite, et risque d’accroitre la précocité et la gravité de 1’attaque. Il
est donc un facteur de risque important.

La sensibilit¢ d’une peupleraie aux rouilles dépend grandement des cultivars qui la
composent. Jusqu'a présent, pour la résistance a Melampsora, les stratégies de sélection du
peuplier étaient exclusivement orientées vers la valorisation de résistances qualitatives
(également appelées totales ou complétes) apportées par ’espece P. deltoides. Ces résistances
introduites contre Melampsora larici-populina, ont été rapidement contournées par de nouvelles
souches de Mlp portant de nouvelles virulences. Les peupliers restent résistants aux inoculums
naturels pendant les tests de la sélection, mais cette résistance est contournée quelques années
plus tard par de nouvelles virulences de 1’agent pathogene (Pinon & Frey, 1997). L’apparition de
ces nouveaux pathotypes est la conséquence du haut potentiel adaptatif du champignon, mais
aussi de la culture monoclonale des peupliers cultivés qui renforce la pression de sélection sur les
agents pathogenes. Ces contournements de résistance montrent les limites de ces stratégies de
sélection et conduisent a réorienter la création variétale vers la production de cultivars présentant

une résistance durable.
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Les conditions climatiques printanieres et estivales jouent également un réle considérable
dans la dissémination, la contamination et le développement des rouilles. Des conditions séches
et chaudes (> 25°C) peuvent bloquer I’évolution de la maladie, alors que des températures
moyennes et une forte hydrométrie sont, au contraire, susceptibles de provoquer son explosion.
Le parasite est également favorisé par les fonds de vallée ou le brouillard persiste et crée un
microclimat humide (Pinon & Valadon, 1997).

D’autres facteurs tels que les excés d’azote et les déficits en potassium pourraient aussi
rendre les peupliers plus sensibles a ces champignons pathogenes. De plus, les défeuillaisons
répétées peuvent entrainer des affaiblissements capables de favoriser I’installation et le

développement d’autres parasites.

3.3.2 Exemple d’un cultivar : “Beaupré”

De grandes surfaces de peupleraies ont eté plantées en clone Beaupré entre 1990 et 2000.
En France, plus de 50% des peupliers plantés en 1997 étaient des clones Beaupre, proportion qui
passe a 80% si I’on se restreint a la moitié nord de la France. Depuis 1997, ces peupleraies, et en
particulier celles du quart nord-est de la France, sont attaquées chaque année par la rouille
(Paillassa, 2006). Ceci est di a ’apparition en 1994 d’une nouvelle virulence, la virulence 7 (Cf.
8 1-3.2.3), qui contourne la résistance qualitative introduite chez ce cultivar. La perte de
croissance en circonférence est de ’ordre de 30% pour un clone Beaupré malade comparé a un
Beaupré sain (Paillassa, 2006). Cette perte de rendement, par 1’augmentation du temps de
rotation et de la moindre qualité du bois, rend cette culture non rentable. En 2002, la proportion
de clone Beaupreé a chuté a moins de 3%.

A chaque fois, les crises sanitaires trouvent leur origine dans la monoculture : les clones
d'un méme cultivar réagissent de la méme fagon a I’infection. La maladie se propage trés vite, un
seul arbre atteint peut contaminer la peupleraie entiére. Devant cette situation, Lefévre et al,
(1994) ont proposé I'utilisation d’une diversité de clone plus importante notamment avec une

diversité des genes de résistance introduite.
3.3.3 Les luttes

3.3.3.1 Lutte préventive

La lutte préventive s’appuie sur quatre actions :
- 1l faut bien choisir des cultivars adaptés aux conditions du lieu de plantation et de

tolérance a la rouille foliaire.
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- Il faut limiter ’humidité au sein des parcelles et assurer la ventilation en élaguant
régulierement les arbres.
- 11 faut enterrer les feuilles tombées au sol pendant I’hiver.

- Il faut éviter la présence de mélezes a proximité des parcelles.

3.3.3.2 La lutte chimique

La lutte chimique se fait par application de fongicides par canon atomiseur ou par
hélicoptere. Les fongicides ont un effet préventif et non curatif : il convient donc de traiter dés

I’apparition des sores. Mais cette lutte chimique engendre un codt supplémentaire d’exploitation.

3.3.4 Probleme sanitaire prévisible des cultures de peuplier.

Le risque d’avoir un probléme sanitaire important était prévisible en raison de plusieurs
parametres :

- Le flux de genes important dans I’espace car les urédospores sont transportées sur de
longues distances par le vent pouvant atteindre plusieurs centaines de kilomeétres.

- Le cycle biologique de Mlp combine la reproduction sexuée qui provoque I’apparition
de nouveaux pathotypes, et la reproduction asexuée qui amene a une multiplication rapide des
souches les mieux adaptées.

- Les cultures monoclonales avec une trés faible diversité de résistance entre les
différentes plantations provoquent une forte pression de sélection sur Mlp.

- Les résistances apportées ont été uniquement des résistances qualitatives et aucune
résistance quantitative n’a été introduite ; il y a donc eu l’invasion de nouvelles souches
contournant ces résistances qualitatives, sans possibilité de ralentissement par une seconde ligne

de défense.

3.3.5 Les pistes pour des résistances durables

Une résistance est durable si elle demeure efficace pendant une utilisation prolongée dans
un environnement favorable a I’agent pathogéne. Dans le cas d’un arbre forestier, ce temps de
durabilité doit étre en adéquation avec le long temps de rotation de la culture d’une espéce
pérenne. Il est donc demandé un temps de résistance bien plus importante que pour des espéces
annuelles.

La fréquence des virulences nécessaires a I’infection de certains cultivars a augmenté
rapidement. Malheureusement, contrairement aux productions agricoles annuelles, pour

lesquelles on peut remplacer rapidement un géne de résistance par un autre, la pérennité du
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peuplier rend cette stratégie caduque. Ce constat renforce 1’intérét d’une stratégie d’amélioration

du peuplier basé sur des résistances plus durables.

3.3.5.1 Résistance quantitative

Au-dela des interactions qualitatives, il existe également des interactions quantitatives
entre la rouille et le peuplier. En effet, dans le cas d’une interaction compatible entre un isolat de
Mlp et un cultivar de peuplier, les dégats causés par la maladie peuvent varier, en fonction de
I’agressivité de I’isolat et en fonction de la résistance partielle du cultivar. La résistance partielle,
contrairement a la résistance compléte, n’empéche pas la maladie, mais elle en réduit
I’incidence, et elle est considérée en général comme efficace contre tous les isolats de 1’agent
pathogéne. De plus, son déterminisme génétique est souvent polygénique, donc a priori, moins
facilement contournable par I’agent pathogéne. Le premier changement dans cette direction est
une augmentation de la proportion des cultivars euraméricains, qui ont une meilleure résistance
générale (Cf. figure 6, page 1-15). Mais ces résistances quantitatives seront-elle réellement plus

durables ?

3.4 Un pathosysteme modele

Le pathosysteme peuplier—MIp a été choisi par plusieurs laboratoires comme modeéle
d’¢études des interactions arbre-microorganismes. De nombreuses connaissances ont été
accumulées sur le pathosysteme peuplier—MIp ces dernieres années, mais il reste cependant
beaucoup de zones d’ombre. Le séquencage du génome du peuplier et le futur séquencage du
génome de Melampsora larici-populina ouvre des perspectives extraordinaires sur les
comprehensions des mecanismes moléculaires qui régissent I’interaction entre ces deux
organismes. Ce pathosysteme constitue donc un excellent modeéle scientifique, associé a un réel

enjeu économique pour I’étude des interactions arbre-microorganismes (Frey & Pinon, 2004).

4 Concepts de la résistance des plantes aux agents

pathogenes

Afin de mieux comprendre les interactions entre le peuplier et Mip, ce chapitre regroupe
les bases de la résistance des plantes aux agents pathogenes.
Les plantes ne peuvent pas se déplacer pour échapper aux agressions extérieures, par

conséquence elles doivent subir les stress notamment biotiques dont sont responsables de
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nombreux types d’agents pathogeénes : virus, mycoplasmes, bactéries, champignons, nématodes,
insectes, protozoaires etc.

Les plantes ont elaboré au cours de leur évolution différentes stratégies qui leur
permettent de se défendre contre les agents pathogenes, si bien que la résistance chez les plantes

est la regle, et la sensibilité 1’exception.
4.1 Quelques définitions

4.1.1 Agents pathogenes nécrotrophes et biotrophes

Les agents pathogénes des plantes peuvent étre divisés en deux catégories (Dangl &
Jones, 2001) : ceux qui tuent ’hdte et s’en nourrissent (nécrotrophes) et ceux qui ont besoin d’un
hote vivant pour terminer leur cycle de vie (biotrophes), c’est le cas pour le pathosysteme

peuplier-Mlp.

4.1.2 Résistance non-hote et hote

La résistance est qualifiée de non-hote quand tous les génotypes d’une espéce donnée
sont résistants a toutes les souches d’un agent pathogene donne, ce niveau de résistance est
associé a des mécanismes de défense passive. Les barrieres physiques et chimiques constitutives
telles que la cuticule, la paroi cellulaire et les composés antimicrobiens produits
constitutivement, protégent la plante.

La résistance est qualifiée d’hote lorsque I’agent pathogéne est capable d’infecter une

espece donnée mais que certains génotypes de 1’espéce sont résistants.

4.2 Résistance constitutive

Pour pouvoir se nourrir, les organismes phytopathogenes doivent accéder aux cellules des
plantes. Les premieres barrieres que doivent contourner ces organismes sont les barrieres
physiques et chimiques constitutives de la plante. Cette résistance est passive car elle n’implique
pas une reconnaissance de ’agent pathogene par la plante. Les barriéres sont les cuticules, les

parois cellulaires, les enzymes antimicrobiennes et les métabolismes secondaires préformés.

4.3 Résistance induite

Lorsque ces barrieres sont franchies, les plantes déclenchent des mécanismes de

résistance induite.
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La perception de I’agent pathogéne par la plante hote active un réseau de signaux
moléculaires dont la finalité est I’induction des mécanismes de défense. Trois phases se
distinguent : la reconnaissance de 1’agent pathogéne, les événements de signalisation et enfin les

réactions de défense.

4.3.1 Le modeéle gene a géne

Le concept du modele géne a gene énoncé par Flor, (1971), en étudiant le pathosysteme
lin/rouille, implique un géne de résistance (R) de la plante codant une protéine, qui reconnait un
effecteur codé par un géne d’avirulence (Avr) de ’agent pathogene (figure 11).

En réalisant des croisements entre les variétés de lin, Flor a montré que la résistance était
mono-génique et dominante par rapport a la sensibilité. De facon similaire, en croisant des
isolats de Melampsora lini, il a montré que I’avirulence était mono-génique et dominante par
rapport a la virulence.

- Quand [P’alléle résistant du géne R est présent chez la plante, et que I’allele Avr est
présent chez 1’agent pathogéne, il y a reconnaissance du géne Avr par I’alléle R : il y a induction
des mécanismes de défense et I’infection est inhibée (réaction incompatible). L’absence de
maladie est le résultat d’une interaction incompatible entre 1’hdte et 1’agent pathogene, 1’agent
pathogene est avirulent et ’hdte est résistant.

- Quand l’alléle résistant du gene R est présent chez la plante, et que I’allele Avr est
absent chez I’agent pathogéne, il n’y a pas de reconnaissance de 1’agent pathogene : il n’y a pas
induction des mécanismes de défense et donc il y a une réaction compatible. La maladie est le
résultat d’une interaction compatible entre 1’hote et 1’agent pathogéne, 1’agent pathogeéne est
virulent et ’hote est sensible.

- Quand I’allele résistant du géne R n’est pas présent chez la plante, et que I’allele Avr est
présent chez ’agent pathogene, il n’y a pas de reconnaissance de I’agent pathogéne : il n’y a pas
induction des mécanismes de défense et il y a une réaction compatible.

- Quand I’allele résistant du géne R n’est pas présent chez la plante, et que I’allele Avr est
absent chez I’agent pathogene, il n’y a pas de reconnaissance de 1’agent pathogeéne : il n’y a pas
induction des mécanismes de défense et il y a une réaction compatible.

Flor en a conclu qu’a un gene de résistance dominant chez la plante correspond un géne
d’avirulence dominant chez le champignon. Ce modéle implique donc une spécificité du

génotype de la plante et de I’agent pathogene.
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Cette relation, appelée gene-pour-géne, a ensuite été suggérée dans de nombreux
pathosystémes, avec des agents pathogenes et des ravageurs divers (champignons, bactéries,
virus, nématodes, insectes).

Deux types de résistance induite peuvent étre distinguées suivant la reconnaissance de
I’agent pathogene, (i) la reconnaissance d’é¢léments constitutifs a 1’agent pathogene (éliciteurs) et

(i1) la reconnaissance des effecteurs de ’agent pathogéne.

4.3.2 Résistance par reconnaissance d’éléments constitutifs de 1’agent

pathogene

4.3.2.1 La reconnaissance de I’agent pathogéne

La reconnaissance d’un agent pathogéne est faite par des récepteurs des plantes, capables
de reconnaitre des éléments conservés chez les agents pathogénes (éliciteurs), appelés pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs), ceux-ci ont été changés en microbe-associated
molecular patterns (MAMPSs), car ces éléments conservés ne sont pas spécifiques des agents
pathogenes et sont presents aussi chez de nombreux microorganismes qui n’0nt aucun pouvoir
pathogene (Boller & Felix, 2009). Un MAMP est une molécule indispensable au micro-
organisme, qui peut étre détectée par des récepteurs des plantes appelés pattern recognition
recepteur (PRR). Ce sont des protéines transmembranaires qui signalent a la cellule végétale la
présence des MAMPs dans I’espace extracellulaire. Les PRRs provoquent une cascade de
signalisation qui permet a la plante de se protéger contre 1’agent pathogéne, c’est ce qu’on
appelle la PAMP-triggered immunity (PTI).

Les plantes reconnaissent aussi des molécules de dégradations cellulaires issues des
Iésions provoquées par les agents pathogenes. Ces éliciteurs sont appelés damage-associated
molecular pattern (DAMP). De méme que pour les MAMPs, ils sont reconnus par des PRRs
(Boller & Felix, 2009).

4.3.2.2 Contournement de la PTI

Pour contourner la résistance induite par la PTI, les agents pathogénes sont capables de
secréter une série de molécules, appelées effecteurs, qui inhibent les voies de signalisation
induites par la reconnaissance de 1’agent pathogéne. Ces effecteurs sont des protéines de
structure et de fonction trés diverses et peuvent agir dans ’espace inter et intracellulaire. On
parle d’effector-triggered susceptibility (ETS), lorsque I’agent pathogéne inhibe la PTI par

I’intermédiaire de ses effecteurs : la plante est alors infectée.
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4.3.3 Résistance par reconnaissance des effecteurs de I’agent pathogéne

En réponse a I’ETS, les plantes ont développé un autre systeme de défense stimulé par la
présence des effecteurs. C’est 1’effector-triggered immunity (ETI) (Chisholm et al, 2006).

4.3.3.1 Interactions entre protéine R et effecteur

Une reconnaissance directe entre le géne R et le géne d’Avr est appelé modéle ligand-
récepteur (figure 12 A). Ce type d’interaction est trés peu décrit dans la littérature, I’exemple le
plus récent est la reconnaissance directe entre les formes alléliques L5 et L6 d’un géne R du lin
avec ’effecteur AvrL567 de Melampsora lini (Dodds et al, 2004). La détection de I’effecteur par
la protéine R peut se faire aussi de fagon indirecte ; I’effecteur cible une protéine de la plante, ce
qui a pour conséquence sa modification, celle-ci est reconnue par la protéine R. Ce modéle est
appelé modele de garde (figure 12 B ; Bent & Mackey, 2007 ; Jones & Dangl, 2006).

4.3.3.2 Le modele en zigzag

Le modele en zigzag proposé par Jones & Dangl, 2006 (figure 13) est le modéle admis a
ce jour pour décrire les différents niveaux de résistance. 11 comporte différentes phases résumees
ci-dessous :

- Les plantes reconnaissent les MAMPs des agents pathogenes grace aux PRRs et
enclenchent la PTI: la plante est résistante (Cf. § 1-4.3.2.1). Cette réaction est de faible
amplitude, mais suffisante pour déjouer I’attaque de 1’agent pathogene.

- Grace a leur effecteur, certains agents pathogenes arrivent a contourner la PTI et a
infecter la plante : ¢’est ’ETS, la plante est sensible (Cf. § 1-4.3.2.2).

- Certaines plantes sont capables de reconnaitre spécifiquement la présence directe ou
indirecte de I’agent pathogéne grace a leurs protéines de résistance, ce qui déclenche la PTI : la
plantes est résistante (Cf. § 1-4.3.3).

- Les agents pathogénes évoluent avec de nouveaux effecteurs pour échapper a I’ETI et
inhiber la PTI. Les plantes elles aussi évoluent afin de reconnaitre les nouveaux effecteurs avec
de nouveaux genes R. Il s’agit donc d’une coévolution entre la plante et ’agent pathogéne, une
course entre les armes d’attaque et de défense. Récemment, Boller & Felix, (2009) ont proposé
un modeéle généraliste dans lequel les agents pathogeénes sont reconnus par des protéines

différentes : la reconnaissance déclenche alors un signal de danger universel.
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Tableau 2 : Liste non exhaustive de genes R clonés chez les végétaux.
Géne Classe Espece Agent pathogene Référence
Bs2 CC-NBS-LRR Poivron Xanthomonas campestris Tai et al, 1999
Cf 2/5 RLP Tomate Cladosporium fulvum Dixon etal, 1996;Dixon et al, 1998
Cf 4/9 RLP Tomate Cladosporium fulvum Jones et al, 1994
Dm3 CC-NBS-LRR Laitue Bremia lactucae Shen et al, 2002
Gpa2 CC-NBS-LRR Pomme de terre Globodera pallida Van der Vossen et al, 2000
Hcr\Vf2 RLP Pomme Ventria inequalis Belfanti et al, 2004
Hero CC-NBS-LRR Tomate Globodera
HRT CC-NBS-LRR Arabidopsis TCV
Hm1l Toxine réductase Mais Cochliobolus
12 CC-NBS-LRR Tomate Fusarium oxysporum Ori et al, 1197
L6 TIR-NBS-LRR Lin Melampsora lini Lawrence et al, 1995
M TIR-NBS-LRR Lin Melampsora lini Anderson et al, 1997
Mi CC-NBS-LRR Tomate Macrosiphum euphorbiae Milligan et al, 1998
Mi CC-NBS-LRR Tomate Meloidogyne incognita Rossi et al, 1998
Mla-1 CC-NBS-LRR Orge Blumeria graminis Zhouet al, 2001
Mla-6 CC-NBS-LRR Orge Blumeria graminis Halterman et al, 2001
Mlo proteine menbranaire Orge Erysiphe graminis Buschges et al, 1997
N TIR-NBS-LRR tabac Virus mosaique du tabac Whitham et al, 1994
P TIR-NBS-LRR Lin Melampsora lini
Pi-b CC-NBS-LRR Riz Magnaporthe grisea Wang et al, 1999
Pi-ta CC-NBS-LRR Riz Magnaporthe grisea Bryan et al, 2000
Prf CC-NBS-LRR Tomate Pseudomonas
Pto STK Tomate Pseudomonas syringae Martin et al, 1993
R1 CC-NBS-LRR Pomme de terre Phytophthora infecstans Collins et al, 1999
Rpl CC-NBS-LRR Mais Puccina
Rpgl 2STK en tandem Orge Puccina
Rpgl-b CC-NBS-LRR Soja Pseudomonas syringae Ashield at al, 2004
RPM1 CC-NBS-LRR Avrabidopsis Pseudomonas syringae Grant et al, 1995
RPP1 TIR-NBS-LRR Arabidopsis Hyaloperonospora parasitica Botella et al, 1998
RPP13 CC-NBS-LRR Arabidopsis Hyaloperonospora parasitica Bittner Eddy et al, 2000
RPP27 RLP Arabidopsis Hyaloperonospora parasitica Tor et al, 2004
RPP4 TIR-NBS-LRR Avrabidopsis Hyaloperonospora parasitica Van der Biezen et al, 2002
RPP5 TIR-NBS-LRR Arabidopsis Hyaloperonospora parasitica Parker et al, 1997
RPP8 CC-NBS-LRR Avrabidopsis Hyaloperonospora parasitica McDowell et al, 1998
RPS1 TIR-NBS-LRR Arabidopsis Ralstonia solanacearum Deslandes et al, 2002
RPS2 CC-NBS-LRR Arabidopsis Pseudomonas syringae Bent et al, 1994
RPA TIR-NBS-LRR Arabidopsis Pseudomonas syringae Gassmann et al, 1999
RPS5 CC-NBS-LRR Avrabidopsis Pseudomonas syringae Warren et al, 1998
Rx1 CC-NBS-LRR Pomme de terre virus de la pomme de terre Bendahmane et al, 1999
Rx2 CC-NBS-LRR Pomme de terre virus de la pomme de terre
Sw-5 CC-NBS-LRR Tomate Tospovirus
Vel et Ve2 RLP Tomate Verticillium Vinatzer et al, 2001
Xal CC-NBS-LRR Riz Xanthomonas oryzae Yoshimura et al, 1998
Xa2l RLK Riz Xanthomonas oryzae Song at al, 1995
XA26 RLK Riz Xanthomonas oryzae Sun et al, 2004
Xa27 - Riz Hyaloperonospora parasitica Gu et al, 2005




4.3.4 Evenements de signalisation et réactions de défense

Les voies de signalisation impliquées lors de la PTI et I’ETI sont généralement les
mémes. Il s’agit principalement de phosphatases et kinases, intervient aussi une régulation
d’hormones notamment 1’acide jasmonique, I’acide salicylique et I’éthyléne, et des mouvements
transmembranaires d’ions. La contribution de chacune des voies dépend de la nature de 1’agent
pathogéne ainsi que celle du récepteur impliqué dans sa reconnaissance.

Ces voies de signalisation aboutissent a la mise en place d’un ensemble complexe de
réactions de défense en vue de bloquer le développement de I’agent pathogéne. Il y a
renforcement des parois cellulaires et une accumulation de PRR. Il peut y avoir une réponse
d’hypersensibilit¢ (HR). Cette réponse consiste en une mort cellulaire localisée aux points
d’infection et qui a pour objectif de limiter la croissance de 1’agent pathogene en le privant d’un

moyen de multiplication.

5 Les genes de résistance

Depuis le milieu des années 1990, plusieurs dizaines de genes de résistance ont été isolés
et séquences (tableau 2), ce qui a permis d’étudier leurs séquences proteiques et d’en étudier leur
distribution dans les genomes nucléaires des plantes. La plupart de ces genes ont été isolés par
clonage positionnel, par transposon-tagging ou a 1’aide de mutants (Hulbert et al, 2001).

La plupart des résistances introduites dans les plantes cultivées appartiennent aux genes R

qui sont responsables de résistances hotes, ¢’est ce qui nous interessera ici.

5.1 Les différentes catégories de génes R

Les genes de résistance peuvent étre classés en cing catégories différentes, basées sur la
structure de leurs domaines protéiques pour lesquels ils codent (figure 14 ; d’aprés Padmanabhan
et al, (2009).

- La premiére catégorie code pour des protéines qui possedent un domaine serine -
thréonine kinase (STK). Ces protéines possédent un domaine catalytique ainsi qu’un domaine de
liaison a I’ATP. Le géne Pto, le premier géne de résistance cloné chez les plantes, appartient a
cette catégorie (Martin et al, 1994). Ces protéines peuvent aussi intervenir dans d’autres
fonctions biologiques. 1l y a peu de génes R qui appartiennent a cette catégorie.

- Les seconde et troisieme catégories contiennent la famille des genes possédant un
domaine nucleotide binding site (NBS) et un domaine leucine rich repeat (LRR). Ces genes

représentent 1’une des plus grandes familles de génes chez les plantes (McHale et al, 2006). En
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plus de ces domaines, ces genes portent un troisieme domaine en position N-terminale : pour la
seconde catégorie, c’est généralement un domaine Coiled-Coil (CC) et pour la troisiéme
catégorie, celui-ci est un domaine Toll-interleukin receptor (TIR). Les deux catégories de génes
NBS-LRR sont plus amplement présentées dans le paragraphe 1-5.2. Pour exemple, le gene L6
du lin qui confere la résistance au champignon Melampsora lini, code une protéine de type TIR-
NBS-LRR (TNL) (Lawrence et al, 1995). Le géne 12c-1 de la tomate, qui confere la résistance
au champignon Fusarium oxyporum, code une protéine de type CC-NBS-LRR (Simons et al,
1998).

Les 3 premieres catégories de génes de résistance codent pour des protéines localisées a
I’intérieur de la cellule (figure 14).

- Les quatriéme et cinquiéme catégories codent pour des protéines possédant un domaine
LRR extracellulaire et un domaine transmembranaire en C-terminal. La quatriéme catégorie
possede un domaine intracellulaire inconnu nommeé receptor-like protein (RLP) tandis que la
cinquiéme possede un domaine intracellulaire STK nomme receptor-like kinase (RLK) (figure
14). Les RLP sont représentés, par exemple, par la famille de génes Cf conférant la résistance
race-spécifiqgue a Cladosporium fulvum chez la tomate (Hammond-Kosack & Jones, 1997 ;
Thomas et al, 1997). Le géne Xa21 est un représentant de la cinquieme catégorie contrélant la
résistance du riz a Xanthomonass oryzae pv. oryzae (Song et al, 1995) et Ve de resistance a

Verticilium albo-atrum de la tomate (Kawchuk et al, 2001 ; Dixon et al, 1996).

5.2 Les genes de type NBS-LRR

Une grande majorité des genes de résistance isolés jusqu'a présent, appartiennent a la
grande famille des genes NBS-LRR (Cf. tableau 2, page 1-30). Il a été montré depuis peu que ces
genes pouvaient intervenir dans d’autres fonctions telles que le développement morphologique
pour un géne TIR-NBS-LRR chez A. thaliana (Faigon-Soverna et al, 2006) ou la tolérance a la
sécheresse pour un géne CC-NBS-LRR chez A. thaliana (Chini et al, 2004).

5.2.1 Les différents domaines

Les différents domaines constituant les génes NBS-LRR se retrouvent dans d’autres
régnes, mais ces génes composes de I’enchainement de ces différents domaines sont spécifiques

du régne végétal.
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5.2.1.1 Domaine LRR

Le domaine LRR comporte une série de motifs protéiques contenant des leucines ou
isoleucines et d’autres résidus hydrophiles. Le nombre de ces répétitions est extrémement
variable suivant les génes.

Ce domaine se retrouve dans de nombreuses protéines a fonctions biologiques diverses
chez les plantes, les animaux et les bactéries. Ce domaine est impliqué dans les interactions
protéine-protéine. Chez les plantes, il a été montré que ce domaine était a 1’origine de la
specificité des génes de résistance (Padmanabhan et al, 2009). Ce domaine pourrait donc

correspondre au domaine de reconnaissance des MAMPs ou des effecteurs de 1’agent pathogene.

5.2.1.2 Domaine NBS

Le domaine NBS possede des similarités avec des inducteurs de la mort cellulaire chez de
nombreux animaux (Van der Biezen & Jones, 1998). Sa fonction biochimique est la fixation et
I’hydrolyse de I’ATP et/ou le GTP, et sa fonction biologique pourrait étre I’activation de la
résistance (figure 15 ; Rafiqgi et al, 2009 ; Tameling et al, 2006 ; Tameling et al, 2002). Sans la
présence de I’effecteur, la protéine NBS-LRR présente une forme inactive avec le domaine NBS
qui est 1ié a I’ADP. Lors de la reconnaissance de I’effecteur par le domaine LRR, un changement
de conformation entraine la libération de I’ADP, le domaine fixe alors I’ATP, ce qui rend alors la
proteine active. Aprés induction du signal de défense, I’ATP est hydrolysé en ADP et la protéine
retourne a son état inactif.

Ce domaine est trés conserve a travers le monde végétal et est compose de huit motifs
différents : ils sont nommés P-loop (kinase 1), RNBS-A, Kinase 2, RNBS-B (Kinase 3), RNBS-
C, GLPL, RNBS-D et MHDV. Parmi ces huit motifs, trois sont des kinases qui seraient
responsables de la liaison a I’ATP ou ADP et de I’hydrolyse de I’ATP (Tameling et al, 2002)

5.2.1.3Domaine TIR et CC

La famille des génes NBS-LRR se divise en deux sous-classes d’aprés la nature du
domaine N-terminal: TIR-NBS-LRR et CC-NBS-LRR (Cf. § 1-5.1). Ces domaines jouent
probablement un rdle dans I’interaction entre les geénes de résistance et les génes situés en aval
dans la voie de transduction du signal.

- Le domaine CC est connu pour permettre les interactions protéine-protéine.

- Le domaine TIR : similaire au domaine Toll du systeme immunitaire de la drosophile et

similaire a I’interleukine-1 du systéme immunitaire humain chez les animaux.
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5.2.1.4 Domaine NLS

Un quatriéme domaine a été identifié dans certains genes NBS-LRR ; c’est le domaine
NLS (nuclear localization signal) qui a été retrouvé dans des génes TNL chez A. thaliana. Il
s’agit d’un domaine d’adressage au compartiment nucléaire. Ce domaine a été identifié chez 5
génes TNL de P. trichocarpa en position N-terminale (Kohler et al, 2008), et deux génes TNL
chez P. deltoides (Lescot et al, 2004). Une transformation chez le tabac d’un géne TNL de P.
tremula, avec et sans ce domaine, fusionné au géne rapporteur GFP (green fluorescent protein) a
permis de démontrer la fonctionnalité de ce domaine (Cf. figure 60, page V-116 ; Kohler et al,
2008).

5.2.2 Les différentes catégories

On retrouve les génes TIR-NBS-LRR (TNL) et CC-NBS-LRR (CNL) chez des espéces
angiospermes et gymnospermes (figure 16 ; McHale et al, 2006). Cela implique que 1’origine de
ces geénes est trés ancienne, ils sont apparus avant la séparation entre angiospermes et
gymnospermes. Aucun gene de la catégorie des TNL n’a été identifié chez les monocotylédones.

Les deux catégories de genes TIR-NBS-LRR (TNL) et CC-NBS-LRR (CNL) sont
largement representées chez le peuplier. 11 existe une troisiéme catégorie de génes NBS-LRR qui
differe par un autre type de domaine en 5’ ; ce domaine est le domaine BED-finger (BED), il
code pour un motif zinc-finger, dont la fonction serait la liaison a I’ADN. La découverte du
domaine BED a été publiée en 2000 et a été nommé BED-finger pour deux protéines de
drosophile connues sous les noms de BEAF et DREF contenant ce domaine (Aravind, 2000). Il a
été identifié 34 BED-NBS-LRR (BNL) chez le peuplier (Kohler et al, 2008). Cette catégorie de
genes pourrait correspondre a des régulateurs transcriptionnels induits en réponse a une attaque
d’un agent pathogene. Ce type de gene de résistance n’a pas encore été identifié chez d’autres
dicotylédones mais est présent chez le riz, une monocotylédone. Il semble donc que le riz et le
peuplier ont acquis de maniere indépendante cette architecture de géne. Un gene BNL nommé
Xal, a été identifié comme résistant a la bactérie responsable de blight du riz .

Les génes de résistance de type NBS-LRR sont regroupés en clade selon leur similarité
de séquence. Certains clades de ces genes, principalement pour les CNL, sont conservés chez
différentes espéces, ce qui implique une divergence ancestrale (figure 16 ; McHale et al, 2006).
A l’inverse, 1l y a des clades spécifiques a certaines especes qui montrent une expansion récente.
Les genes BNL sont proches phylogénétiquement de la catégorie des génes CNL (Kohler et al,
2008).
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Tableau 3 : Nombre de génes NBS-LRR chez P. trichocarpa,

A. thaliana, et Oryza sativa.
@ Kolher et al, 2008

b Meyer et al, 2003

¢ Zhou et al, 2004

Predicted protein domains Populus® | Arabidopsis® Rice®
Non-TIR-NBS-LRR 224 55 480
CC-NBS-LRR (CNL) 119 51 159
BED-NBS-LRR (BNL) 34 — 3
NBScc/sep-LRR (NL) 71 4 40
Other Non-TIR-NBS-LRR — — 278
TIR-NBS-LRR 91 94 —
TIR-NBS-LRR (TNL) 64 83 —
TIR-NBS-LRR-TIR (TNLT) 13 — —
TIR-NBS-LRR-NBS (TNLN) 1 - -
NBS-LRR-TIR (NLT) 1 - —
NBSr-LRR (NL) 12 2 -
Other TIR-NBS-LRR — 9 —
MIXED NBS-LRR 2 — —
TIR-CC-NBS-LRR (TCNL) 2 - —
Total NBS-LRR 317 149 480
Non-TIR-NBS 53 6 52
CC-NBS (CN) 19 4 7
BED-NBS (BN) 6 — —
NBS-BED (NB) 1 — —
NBScc 27 1 45
Other Non-TIR-NBS — 1 —
TIR-NBS 32 23 3
TIR-NBS 13 21 3
NBS-TIR 19 — —
Other TIR-NBS — 2 —
Total NBS 85 29 55

Total 402 178 535




Les genes de la catégorie des TNLs ont plus d’introns que les genes de la catégorie des
CNLs, qui peuvent méme ne pas posseder d’introns (Kohler et al, 2008).

Il a été montré aussi la présence de génes apparentés aux génes NBS-LRR ; ces genes ne
portent pas le domaine LRR. Il s’agit donc de génes TIR-NBS (TN), CC-NBS (CN) et BED-
NBS (BN). Il y a aussi des génes qui ne portent que le domaine NBS (N).

5.3 Organisation des genes NBS-LRR

Le séquencage de génomes complets apporte beaucoup d’informations sur le nombre, la
diversité et 1’organisation des génes NBS-LRR au sein des génomes. A. thaliania est la premiére
plante chez qui un inventaire exhaustif et complet des génes NBS-LRR a été établi ; elle forme
donc une référence pour les autres plantes séquencées ou cet inventaire a pu étre fait.

Bien qu’il y ait de nombreuses informations sur les genes NBS-LRR chez beaucoup
d’espéces de monocotylédones et de dicotylédones, peu d’informations sont disponibles chez les
especes pérennes. Le séquencage du peuplier et de la vigne donne les premiéres informations qui

demandent a étre complétées par d’autres.

5.3.1 Nombre de genes NBS-LRR

Le tableau 3 résume le nombre de genes NBS-LRR trouvés chez quelques genomes
séquencés (Kohler et al, 2008 ; Zhou et al, 2004 ; Meyers et al, 2003). Chez A. thaliana, 149
genes NBS-LRR ont été identifiés, dont la majorité appartient a la classe des TNLs (Meyers et
al, 2003 ; Meyers et al, 1999). A partir de la séquence du génome de P. trichocarpa v1.1, 402
genes de la famille des NBS-LRRs ont pu étre identifiés par Kohler et al, (2008) et 330 dans une
autre étude (Yang et al, 2008), le double d’A. thaliana. Le peuplier possede un nombre inférieur
de génes NBS-LRR a celui du riz, qui en compte 464 (McHale et al, 2006 ; Wisser et al, 2005),
et de la vigne, qui en compte 459 (Yang et al, 2008).

Chez le peuplier, de nombreux genes porteurs du domaine NBS sont dépourvus de
domaines LRR : 13 TIR-NBS, 19 CC-NBS, 7 BED-NBS et 49 genes porteurs uniqguement du
domaine NBS (Kohler et al, 2008). La phylogénie de ces génes avec le domaine NBS montre
qu’ils sont disséminés dans les différentes catégories, indiquant une relation étroite avec les
autres génes TNL, CNL et BNL (Kohler et al, 2008). Il est possible qu'au moins certains de ces
génes aient été mal assemblés et que d'autres domaines uniques n’aient pas été identifiés a ce

jour.
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5.3.2 Distribution des genes NBS-LRR

Les génes NBS-LRR sont rarement trouvés isolés dans le génome des plantes, ils sont
généralement regroupés dans des régions génomiques précises en clusters plus ou moins
complexes.

L’exemple le plus connu de singleton est celui du gene L chez le lin, qui contrdle la
résistance a la rouille du lin Melampsora lini, 13 formes alléliques ont été décrites.

Chez A. thaliana, 200 génes NBS-LRR sont distribués en 40 singletons et 43 clusters
(figure 17 ; Meyers et al, 2003). Chez le peuplier, les 170 génes NBS-LRR assignés aux
chromosomes sont répartis en 37 clusters et seulement 28% des génes sont en singletons (figure
18). Une repartition comparable a été observée chez le riz, la vigne, mais c’est aussi le cas chez
d’autres especes, ou les clusters de genes NBS-LRR sont alors identifiés par cartographies
génétique et physique (Geffroy et al, 2009 ; Ameline-Torregrosa et al, 2008).

La distribution des clusters n’est pas homogene sur les chromosomes : chez A. thaliana,
les chromosomes 1, 4 et 5 portent des clusters de genes NBS-LRR, tandis que les chromosomes
2 et 3 sont relativement dépourvus de ce type de génes (figure 17 ; Meyers et al, 2003). Chez le
peuplier, les génes de résistance sont concentrés dans trois clusters, sur les chromosomes 2, 11 et
19 (Kohler et al, 2008). Le plus gros cluster est celui de I’extrémité du chromosome 19 qui
comporte 31 génes qui se répartissent sur pres de 1,16 Mb (figure 19 ; Kohler et al, 2008).

Les clusters sont plus ou moins complexes, comprenant un nombre variable de genes et
d’alleles. Deux des plus gros clusters étudiés sont le locus Dm3 chez la laitue, et le locus B4 du
haricot. La proximité de genes entre eux dans un méme cluster fait que ce sont des régions
complexes et redondantes, qui sont difficiles a étudier.

En genéral, la plupart des génes localisés dans un méme cluster sont proches
phylogénétiquement et appartiennent donc a un méme clade. Mais il peut y avoir aussi des
clusters regroupant plusieurs catégories et/ou plusieurs clades de gene NBS-LRR de plusieurs
catégories comme chez A. thaliana. Ce sont donc des clusters de clusters appelés “super-
clusters” comme I’extrémité du chromosome 19 du peuplier ou sont présents les catégories TNL
et BNL (Kohler et al, 2008).

Les clusters de genes de résistance auraient une fonction de réservoirs de variations

alleliques pour résister a un nombre important d’agents pathogenes.
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5.4 Evolution des génes NBS-LRR

Dans le cadre de I’évolution entre les plantes et les agents pathogeénes (Cf. § 1-4.3.3.2),
les plantes doivent générer constamment de nouveaux alleles afin de créer de nouvelles
spécificités envers les nouveaux génes d’avirulence des agents pathogénes. Les mécanismes
“birth and death process” développés par Michelmore & Meyers, (1998) seraient a I’origine de la
grande variabilité observée. Plusieurs étapes de recombinaison intra et inter-locus, mutations et
conversions, seraient a I’origine de la grande variabilité des génes R et en particulier du domaine
LRR (Wicker et al, 2007 ; Meyers et al, 2003). Deux types d’évolution des génes R ont été
proposés : le premier est basé sur des échanges fréquents entre des paralogues via des crossing-
over intra-locus ; et le deuxieme est base sur une eévolution par mutation ponctuelle (Kuang et al,
2004).

5.4.1 Les mécanismes évolutifs

5.4.1.1 Expansion du nombre de génes

Le nombre important de génes NBS-LRR s’explique premiérement par des mécanismes
qui ne leur sont pas spécifiques :

- Les événements de polyploidisation, c'est-a-dire de duplication compléte d’un génome,
ont été observés et ont sirement joué un role dans 1’expansion de ces genes.

- La duplication segmentale conduit a la dispersion dans le génome des genes appartenant
a un méme clade.

L’existence de cluster est expliquée par des mécanismes de duplication en tandem :

- La recombinaison inégale entre paralogues (recombinaison non allelique homologue)
génere de nouvelles copies en tandem.

- La recombinaison non homologue ou illégitime génere aussi de nouvelles copies en
tandem.

- Les éléments transposables (ETs) de classe 11 ont la capacité de transporter des genes ou
des fragments de genes lors de leur transposition.

Il est difficile de dire lequel des mécanismes est prépondérant sur I’autre, ces modes

d’évolution peuvent tous intervenir, & des degres divers.

5.4.1.2 Création d’alléles

- Les génes R évoluent aussi de maniére classique avec des mutations ponctuelles et des

recombinaisons alleliques qui génerent de nouveaux alléles (Kuang et al, 2004).
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- Des recombinaisons hétérologues au sein d’un méme gene : avec les domaines LRR
répétés, il peut arriver qu’une recombinaison se fasse entre deux alleles d’un méme geéne au
niveau de deux repétitions LRR mais sans homologie. Cela joue sGrement un role dans la
diversité observée au sein de ce domaine, conférant a la plante un vaste réservoir allélique et

donc un réservoir de spécificité.

5.4.1.3 Conservation des nouvelles copies de génes.

- Néofonctionalisation : une modification dans I’une des deux copies donne une nouvelle
fonction. Pour les génes R, la modification peut donner une nouvelle spécificité pour un nouveau
géne Avr.

- Pseudogénisation : il s’agit d’élimination d’une des deux copies du géne, avec des
codons stop. Mais ces pseudo-genes sont des réservoirs pour la création de nouveaux alléles avec

des recombinaisons inégales ou non homologues.

5.4.2 Diversité a Pintérieur des génes

Les domaines TIR et NBS sont trés conserves, contrairement au domaine LRR qui est
trés variable en séquence et en taille. 1l apparait donc que la partie N-terminale de ces genes est
plus conservee que leur partie C-terminale. Cette variabilité du domaine LRR semble logique,
elle permet aux organismes de posséder une spécificité de résistance a une large gamme d’agents

pathogenes.

6 Génétique de la résistance aux rouilles foliaires du

peuplier

6.1 Résistance qualitative et résistance quantitative

Deux types de résistance sont distingués :

- Résistance compléte (qualitative) : I’agent pathogéne n’infecte pas la plante, la plante
est résistante. Cette résistance est généralement contrélée par un seul gene.

- Résistance partielle (quantitative) : I’agent pathogéne infecte la plante mais la plante y
est plus ou moins sensible. Cette résistance partielle est généralement contrélée par de nombreux
genes (résistance polygénique). Bien souvent, il est fait un abus de langage : on parle de résistant

pour un individu peu sensible et de non résistant pour un individu trés sensible.
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Les premiéres analyses génétiques de la résistance a MIp menées en France ont montré
I’existence de résistance qualitative et quantitative en fonction des souches de Mlp dans des
hybrides P. deltoides x P. trichocarpa dont les résistances qualitatives proviennent de I’espéce P.
deltoides (Pichot & Tessier du Cros, 1993a et b). Les especes P. trichocarpa et P. nigra
présentent une résistance quantitative a Mlp, mais aucune résistance qualitative n’y a été
détectée.

Dans une étude d’AFLP-RAPD dans un plan factoriel 2 X 2, Villar et al, (1996) ont
développé un marqueur RADP (M03/04_480) qui co-ségrege avec les résistances qualitatives,
hérité d’un parent de I’espéce P. deltoides dans des hybrides interspécifiques. Ce méme
marqueur a été utilisé par Lefévre et al, (1998) dans un plan multifactoriel 9 X 9. lIs ont pu
montrer que ce marqueur était lié aux résistances qualitative et quantitative, qui sont héritées
d’un parent de I’espéce P. deltoides. Les auteurs ont proposé une hypothese : un cluster de géene
gouvernerait la résistance qualitative et quantitative a différentes souches de Mlp chez ’espéce
P. deltoides.

6.2 Les loci de résistance qualitative a Mlp

6.2.1 Locus MER

6.2.1.1 Identification

L’¢tude de la résistance chez une famille issue du croisement entre la femelle P. deltoides
S9-2 et le méle P. nigra Ghoy (famille 87001) a permis de mettre en évidence un locus de
résistance a Mlp (Cervera et al, 1996), il a eté appelé MER pour « Melampsora Resistance ».
L’inoculation en laboratoire des 262 individus de cette famille montre une ségrégation 1:1 d’un
locus unique de résistance qualitative avec 3 souches différentes. Plus tard, Pinon & Frey, (2005)
ont montré que la virulence 7 contourne le locus MER. Pour identifier des marqueurs proches du
locus, les auteurs ont combiné deux techniques: I’AFLP (Amplification Fragment Length
Polymorphism) et le BSA (Bulked Segregant Analysis). Le principe de cette derniére est de
mélanger des ADN d’individus (bulk) de phénotype similaire pour un caractere donné et de
comparer les marqueurs AFLP entre deux bulks dont les phénotypes sont opposés (Michelmore
et al, 1991). Il permet de trouver des marqueurs AFLP qui sont associés a 1'un des deux
phénotypes et donc génétiquement lies au caractére étudié. Cent quarante quatre couples

d’amorces ont été testés sur des bulks d’individus sensibles et résistants et 123 descendants de la
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Figure 20 : Phénotypes d’individus descendants de la
famille 54 lors de I’infection par Mlp.

A : phépotype absence de sores (R;).

B : phénotype petit sore (r; Ryg).

C : phénotype gros sore (r; rys).



famille 87001, ce qui a permis de trouver trois marqueurs AFLP liés génétiquement a la

résistance.

6.2.1.2 Localisation

En produisant une carte génétique compléte de I’individu S9-2, Cervera et al, (2001) ont
localisé le locus MER a I’extrémité du groupe de liaison XI1X. Par la suite, une étude menée sur
512 individus a permis de localiser finement le locus MER (Zhang et al, 2001). Les individus
sont issus de trois familles différentes dont la mére est I’individu S9-2 ou un descendant de cet
individu porteur du locus MER. Un total de 556 couples d’amorces a été testé en BSA-AFLP. Ce
locus est entouré par deux marqueurs génétiques séparés par 1 cM. Le séquencage des produits
d’amplification AFLP a montré la présence de genes NBS-LRR a I’extrémité du chromosome
19, a proximité du locus MER (Zhang et al, 2001).

6.2.1.3 Séquence d’un clone BAC proche du locus MER

En 2004, Lescot et al, (2004) dans une tentative de clonage positionnel du locus MER, a
séquencé un clone BAC de 95 Kb distant de 0,4 cM du locus. Cette séquence est issue de P.
deltoides. Ce clone BAC a été entierement annoté ; il contient 3 genes de type TIR-NBS-LRR et
de nombreux éléments transposables. Le marqueur R7, développé sur la séquence de ce clone
BAC, a été localisé a 33,6 cM d’une extrémité du groupe de liaison XIX dans un autre pedigree
(Yin et al, 2004b).

6.2.2 Locus R;

Une famille issue du plan factoriel, la famille 54 (Villar et al, 1996 ; Cf. § 1-6.1), a été
particuliérement étudiée et est devenue une famille modéele pour I’étude de la résistance chez le
peuplier a Mlp. Cette famille, résultat du croisement entre P. deltoides (individu 73028-62) et P.
trichocarpa (individu 101-74), a permis de mettre en évidence 1’existence du locus Ry (figure
20 ; Dowkiw et al, 2003). Ce locus, hérité de la mere P. deltoides, contrdle une résistance
qualitative. Les 348 individus de la famille 54 ont été phénotypés avec 7 souches de Mlp avec
plusieurs pathotypes, ce qui a permis de caractériser son contournement par la virulence 1 ; c’est
pourquoi ce locus est appelé R;. La ségrégation 1:1 de cette résistance qualitative, avec quatre
pathotypes ne possédant pas la virulence 1, renforce 1’hypothése que le locus est gouverné par un
seul géne ou plusieurs trés proches physiquement. Avec 348 individus de la famille 54, la

premiére carte génétique de I’individu 73028-62 a montré que le locus R; était sur le groupe de
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liaison (LG) XIX (Jorge et al, 2005). Cette carte génétique a été réalisée avec des marqueurs

microsatellites et des marqueurs AFLP.

6.2.2.1 Cluster de génes a proximité de R,

Le 73028-62 porte une résistance qualitative a la souche de Mlp 93CV1 mais la
descendance de la famille 54 n’est pas résistance a cette souche. Lefévre et al, (1998) a émit
I’hypothése que la résistance a cette souche est gouvernée par deux genes proches en répulsion.
Dans 1’étude de 350 individus de la famille 54, Dowkiw, (2003) a trouvé 5 individus qui sont
résistants a la souche 93CVL1. Il a donc émis I’hypotheése d’une recombinaison entre les deux
génes en répulsion, ce qui permet de conserver la résistance hérité du 73028-62. Comme ces 5
individus sont de phénotype R; pour les souches qui ne portent pas la virulence 1, ces deux genes
en répulsion seraient liés au locus R, dont I'un deux pourrait étre R;. 1l y aurait donc un cluster
de genes de résistance a proximite de R;. La souche 93CV1 est différente aux autres souches qui
portent aussi la virulence 1, par la preésence de la virulence 7, par conséquent, ces deux genes en
répulsions contréleraient une résistance contournée par la virulence 7. lls ont donc été nommés
R7a €t R7p.

6.2.3 Les resistances qualitatives identifiées pour d’autres especes de
Melampsora

Le locus Lrdl d’une résistance qualitative a une souche de M. medusae a été identifié
dans une famille F; intra-espéce P. deltoides (Tabor et al, 2000). Les marqueurs RAPD utilisés
dans cette étude n’ont pas permis de localiser ce géne sur le génome et donc il n’est pas possible
d’étudier les relations entre Lrdl et les autres genes de résistance identifiés.

Le locus MXC3 (Melampsora x columbiana pathotype 3) d’une résistance qualitative est
hérité de P. trichocarpa a été identifié dans une population F; inter-espece P. deltoides x P
trichocarpa. Ce locus gouverne une résistance a M. x columbiana. Il a été localisé sur le groupe
de liaison 1V (Yin et al, 2004b).

Le locus Mmd1 contrdles une résistance qualitativedans une population F, P. trichocarpa
x P. deltoides infectés par M. medusae f.sp. deltoidae (Newcombe et al, 1996 ; Newcombe,
1998). Ce locus a également été impliqué dans la résistance quantitative a I'agent pathogéne dans
des conditions contrélées et sur le terrain. 1l a été cartographié sur un LG contenant aucun des

marqueurs gue nous avons utilisé.
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Figure 21 : Localisation des loci R, et R sur le chromosome 19.

Dans la barre représentant le génome, le rouge indique les trous de séquence et le noir indique la présence
de séquence. Les marqueurs microsatellites sont indiqués en noir, les marqueurs AFLP sont indiqués en vert
et les marqueurs SCAR ont indiqués en orange.



6.3 Un locus de résistance quantitative a MIp : Rys

La technique d’inoculation de disques foliaires exciseés permet la décomposition de la
résistance quantitative du peuplier a Mlp pour ses principaux éléments épidémiologiques : la
période de latence (LP), le nombre urédies (UN), la taille des urédies (US) pour un isolat donné
de Mlp dans des conditions environnementales contrdlées.

Dans I’étude de la méme famille, I’analyse génétique des individus en ségrégation montre
une distribution bimodale de la valeur phénotypique de la taille des sores (figure 24, page 11-67),
paramétre épidémiologique de la résistance quantitative a Mlp, ce qui indique un locus a
déterminisme simple avec probablement un seul géne, ou plusieurs génes liés génétiquement
(Dowkiw et al, 2003).

Ce locus de résistance, ségrége aussi dans les autres familles du plan factoriel dont le pere
est le 101-74 ce qui montre qu’il est hérité de cet individu P. trichocarpa. L’alléle Rys,
dominant, est responsable de la petite taille des sores, comparé a I’allele rys (figures 20, page I-
39). Ce locus est appelé Rys pour “resistance uredinia size”.

Ce caractére quantitatif a été rendu qualitatif afin de le cartographier genétiquement
(figure 24, page 11-67). La premiére cartographie génétique de 1’individu 101-74, établi avec des
marqueurs AFLP et microsatellite, a permis de localiser Rys sur un petit LG contenant trois
marqueurs génétiques, non assigné aux chromosomes (Jorge et al, 2005).

Afin d’identifier des marqueurs proches du locus Rys, une seconde démarche AFLP a été
réalisée avec des bulks d’individus (BSA) (Masle, 2005). Afin d’augmenter la puissance de cette
technique et de limiter les faux positifs, quatre couples de bulks (mélanges de 10 individus “gros
sores” et mélange de 10 individus “petits sores”) provenant de trois familles différentes issues du
pére 101-74 ont €té réalisés : 2 couples de bulks de la famille 54, 1 couple de bulks de la famille
64, 1 couple de bulks de la famille 84. Soixante deux couples d’amorces AFLP ont été testés, 55
de ces couples ont donné des résultats lisibles. Huit amplification des 4 422 obtenues se sont
révélées polymorphes entre les bulks de phénotypes opposés, présentes chez le 101-74 et
absentes chez le 73028-62. Ces marqueurs AFLP ont été confirmés sur 90 individus de la famille
54. Ces huit bandes AFLP ont été clonées puis séquencées. L’alignement des séquences AFLP
sur la séquence du génome a permis de cartographier Rys sur ’extrémité du LG XIX (figure 21 ;
Masle, 2005). Il y a aussi deux séquences qui s’alignent sur le scaffold 117. Ce scaffold porte
aussi des genes NBS-LRR. Ces séquences ont été utilisées pour développer des marqueurs

SCAR (sequence characterized amplified region) pour cartographier les 348 individus de la

1-41






famille 54. Ces couples d’amorces AFLP ont été redessinés avec 1’'une des deux amorces sur la

séquence du génome V1, ce qui a permis d’en cartographie génétiquement 3 d’entre eux.

6.3.1 Analyse de QTL

Le locus Rys est particulierement intéressant car il co-localise avec des QTL (quantitative
trait loci) pour les autres parametres épidémiologiques : la période de latence et le nombre de
sores. De plus, la mesure de la résistance en champs, dans 3 dispositifs différents, montre une co-
localisation avec le locus Rys (Jorge et al, 2005).

Une analyse de QTL a été effectué sur les descendants de la famille 54 qui a montré que
des QTLs des trois parametres de la résistance quantitative étaient liés aux deux loci R; et Rys.

7 Objectifs

7.1 Les objectifs de recherche de PINRA

La recherche d’une résistance durable a la rouille foliaire pour les peupliers cultivés est
devenue la problématique majeure de la filiere populicole (Jorge et al, 2005). En 2001, le GIS
Peuplier (Groupement d'Intérét Scientifique) a été créé par trois organismes (AFOCEL -
Cemagref - INRA), afin de mettre en commun leurs moyens et leurs compétences en matiere de
sélection du peuplier. L’objectif du GIS Peuplier est de définir la stratégie la plus appropriée
pour I'amélioration et la selection du peuplier, et donc de proposer des cultivars adaptés aux
conditions francaises notamment par rapport aux agents pathogeénes, mais aussi d’évaluer les
nouveaux cultivars étrangers.

Un projet coopératif entre quatre équipes de 'INRA (Orléans, Nancy, Evry et Bordeaux)
a été mis en place afin de répondre au probleme de résistance durable a la rouille du peuplier.
Les objectifs de ce projet sont avant tout d’identifier les solutions permettant de limiter les
pressions de sélection exercées sur des populations de Mlp grace a une meilleure connaissance
des bases génétiques et moléculaires de 1’interaction peuplier-MIp. Cette étude déterminera les
niveaux de variabilité génétique présents dans les populations de la plante hote et de 1’agent
pathogéne, ainsi que les facteurs déterminant la dynamique d’évolution des populations de Mlp.

Les énormes progres en biologie moléculaire ont permis de développer des outils pouvant
explorer le génome des deux espéces et de mieux en comprendre leurs complexités.

C’est dans cette thématique de recherche développée a 'INRA que s’inscrit cette these.
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Figure 22 : Stratégie pour le clonage positionnel du locus R.




7.2 Les objectifs de cette these

7.2.1 Organisation structurale de I’extrémité du chromosome 19

La séquence du génome est de mauvaise qualité pour I’extrémité du chromosome 19. De
plus, cette région porte de nombreux genes de resistance tels que des genes NBS-LRR et des
génes STK. Vu la complexité de la zone ou se trouvent les loci Rus et Ry, le premier travail de
cette these est de caractériser correctement ’extrémité du chromosome 19.

Le séquencage du génome du Peuplier, réalisé techniquement par le Joint Genome
Institute de la DOE (Californie, USA), a été mené en technologie WGS. Il s’agissait de I’un des
tous premiers séquencages en WGS et les lectures ne portaient que sur des extrémités d’inserts
de quelgues Kb, sans liens clones de mini-BAC, de Fosmides ou de clone BAC. Cette absence
est en majeure partie responsable de la mauvaise qualité de I’assemblage, le statut hétérozygote
constituant la partie mineure. Une amélioration de la qualité de 1’assemblage nécessite la
construction de liens clones complémentaires, de plus grande longueur ; les clones BAC
constituent 1’approche de choix pour cette ressource.

Une banque BAC de I’individu P. trichocarpa 101-74 porteur de I’alléle d’intérét Rys a
¢té construite a 'URGYV. Elle est utilisée tout d’abord pour la construction d’une carte physique

locale.

7.2.2 ldentification du géne Rys par clonage positionnel

Les résistances a Mlp introduites dans les peupleraies cultivées ont été jusqu’alors
uniquement des résistances qualitatives. Le rapide contournement des ces résistances oblige donc
a explorer d’autres pistes. Une autre approche peut étre I’étude d’une résistance quantitative
controlée par le locus Rys, qui produirait une pression de sélection moins importante sur Mlp.

L’objectif principal de ma thése porte sur I’identification du locus Rys par clonage
positionnel (figure 22).

Le clonage positionnel consiste a déterminer précisément la position d’un géne dans le
génome grace a des marqueurs moléculaires et a isoler un fragment d’ADN qui contient ce géne.
Le clonage positionnel est envisageable puisque le ratio de la distance physique sur la distance
génétique est de 200 Kb/cM, soit environ deux fois celui observé chez A. thaliana (Yin et al,
2004a).
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7.2.3 ldentification du géne R; par cartographie comparée

L’objectif secondaire est I’identification du locus Ri. En I’absence d’une banque BAC de
I’individu 73028-62 déja construite, I’identification du géne R; ne peut étre menée que par
cartographie comparée, en s’appuyant sur la carte physique et génétique du 101-74 et la
séquence du genome de Nisqually-1.

Comme les loci R; et Rys sont sur la méme extrémité du chromosome 19, cette démarche
pourra se faire en paralléle avec le clonage du locus Rys. De plus, elle permettra de connaitre la
relation entre les deux loci: s’agit-il de deux all¢les d’un méme géne ou de deux génes

différents ?
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1 Materiel Biologique

1.1 Famille 54

La famille 54 est la famille principalement utilisée dans ce travail. Elle est issue de
croisements contrblés entre la mére P. deltoides (clone 73028-62, Etat de I'Tllinois, USA) et le
pére P. trichocarpa (clone 101-74, Etat de Washington, USA). Le parent femelle (73028-62) est
hétérozygote au locus R; et donc de génotype [Ry/r1]. Le parent male (101-74) est hétérozygote
au locus Rys, donc de génotype [Rus/rus]. Des 348 premiers individus utilisés dans les études
précédentes, 336 ont pu étre utilisés dans cette these (nommés série 0). lls sont conservés en
pépiniére a 'INRA d’Orléans avec 2 pieds par clone.

Une premiere extension de la famille 54 a été réalisée en 2003 pour obtenir 1079
individus supplémentaires. Cette campagne supplémentaire de croisements contrlés a été
effectuée en trois series successives (nommees série 1, 2 et 3). lIs sont conservés en pépiniére a
I’INRA d’Orleans avec 3 pieds par clone.

Une seconde extension de la famille 54 a eté réalisée pour obtenir 729 individus
supplémentaires, durant cette these en 2007 (hommeée série 4).

La taille de la famille 54 étudiée s’¢leve donc & 2 144 individus. Les individus sont

nommeés par 66130 qui définit la famille 54 puis par le numéro propre a chaque individu.

1.2 Clone Nisqually-1

Des copies vegétatives de I’individu femelle Nisqually-1, utilisées pour la séquence
publiée (Tuskan et al, 2006), sont présentes a ’INRA d’Orléans. Cet individu, sensible a Mip,
forme de gros sores (Catherine Bastien, donnée personnelle); il est donc supposé ne pas porter
I’allele Rys.

1.3 Melampsora larici-populina

Dans cette étude, les souches de Mip 93ID6 et 98AG69 ont été sélectionnées pour
phénotyper la famille 54. La souche 93ID6 (souche référence pour la définition de R;) posséde
les virulences 3 et 4, ce qui permet de suivre la ségrégation de ’alléle R; car elle ne possede pas
la virulence 1. Les individus de la famille 54 sont par conséquent résistants ou sensibles a cette
souche. Cette souche permet aussi de suivre la ségrégation de I’allele Rys dans le cas ou

I’individu est sensible : la taille des sores peut donc étre évaluée quand I’individu est de
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phénotype ri. La souche 98AG69 (souche référence pour la définition de Rys) posséde les
virulences 1, 3, 4, 5 et 7. Elle permet de suivre la ségrégation de 1’alléle Rys pour la totalité de la
famille 54 car la virulence 1 contourne le locus R; : tous les individus sont sensibles a cette

souche et I’on peut donc mesurer les différents parametres quantitatifs dont la taille des sores.

2 Ressources Genomiques

2.1 Banque BAC de I’individu 101-74 P. trichocarpa

2.1.1 Construction de la banque BAC

La banque BAC a été constituée a partir du génotype 101-74 P. trichocarpa pére, de la
famille 54 ; ce clone a été choisi car il est porteur de 1’allele Rys. La banque a été construite a
I’URGYV par Boulos Chalhoub et Patricia Faivre Rampant a partir des noyaux extraits de feuilles
étiolées et avec differentes concentrations de I’endonucléase de restriction Hindlll (Chalhoub et
al, 2004). Le vecteur utilisé est Pindigo (Epicenter), porteur d’un gene de résistance a
I’antibiotique chloramphénicol, qui a été introduit dans la bacterie Escherichia coli, souche
DHI10B. La banque est constituée de 52 224 clones répartis dans 136 plaques de 384 puits

chacune.

2.1.2 Caractéristiques de la banque BAC

L’évaluation de la taille de 93 clones BAC a permis d’estimer la taille moyenne des
inserts a 150 Kb. Des marqueurs spécifiques du génome chloroplastique et mitochondrial ont été
utilisés et ont montré une amplification dans respectivement 3% et 0,3% des clones. La
représentativité de cette banque est de 15 fois la taille du génome haploide du peuplier
(équivalents génome de la banque = 15 X). Il y a donc théoriquement 7,5 X pour ’all¢le Ruys
(Giraut, 2005).

2.1.3 Organisation des pools

Pour optimiser le criblage, la banque a été organisée en pools plaques et en pools lignes.
Un pool plaque correspond au mélange de 384 clones d’une plaque, un pool ligne est le mélange

des 24 clones d’une ligne (Giraut, 2005).
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2.2 Séquences d’extrémité des clones BAC

Les séquences d’extrémité des clones BAC (BES) provenant des 20 premiéres plaques de
la banque BAC ont été déterminées au Human Center of Stanford University (ce qui représente
7680 clones BAC = 15 360 séquences, la couverture en clone représente 2,3 X). Elles ont été
obtenues avec la méthode de Sanger. La qualité des séquences a été vérifiée avec une fenétre
glissante de 50 pb : les bases ont été éliminées quand le score de qualité était en dessous de 20. 11
en résulte 13 249 séquences (815 clones BAC n’ont pas de BES, 481 clones n’ont qu’un seul
BES et 6384 clones ont leurs 2 BESs), la longueur moyenne des BESs est de 800 pb. Les
séquences du vecteur n’ont pas été éliminées dans cet ensemble. Pour les clones BAC

correspondants a la zone d’intérét, ces sequences ont été recherchées et éliminées manuellement.

3 Meéthodes

3.1 Méthode générale

Pour cloner un gene par clonage positionnel, deux approches complémentaires sont

généralement utilisées : le chromosome “landing” et le chromosome “walking”.

- Définition du chromosome landing : des marqueurs génétiques sont utilisés pour cribler
une banque BAC. Les clones BAC chevauchants sont assemblés en contigs. Ces contigs sont
allongés et ancrés a la carte génétique par I’intermédiaire des marqueurs génétiques (Ren et al,
2005).

- Définition du chromosome walking (marche sur le chromosome) : des marqueurs ou des

sondes spécifiques d’une zone sont utilisés pour le criblage d’une banque BAC. Les BES sont
produites et utilisées pour développer de nouveaux marqueurs ou sondes, devant cribler de
nouveau la banque BAC. Plusieurs cycles sont nécessaires pour que des clones BAC recouvrent
la totalité de la région étudiée (Ren et al, 2005).

Le jeu des premiers marqueurs génétiques qui permet de cribler la banque BAC, est
souvent insuffisant pour mener a terme le clonage positionnel (chromosome landing). Il est
nécessaire de poursuivre avec “la marche sur le chromosome” (chromosome walking).

Dans cette these, la stratégie est différente du fait de la disponibilité de la séquence du
génome de Nisqually-1. Apres I’identification des premiers marqueurs génétiques a proximité
des loci de résistance, il n’était pas nécessaire de faire une marche sur le chromosome ; en effet,
les premiers marqueurs génétiques indiquaient une zone précise sur un chromosome et il était

donc possible de développer de nouveaux marqueurs directement sur la séquence du génome.
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A : Dispositif experimental B : Disques foliaires aprés inoculation

(Dowkiw, 2003)

(Dowkiw, 2003)

C : Protocole d’inoculation et de Nombre de sores
mesure des parametres de la résistance 1
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Figure 23 : Protocole expérimental du phénotypage de la famille 54.

A : disques foliaires de 3 cm en flottaison sur de I’cau distillée, 14 jours aprés inoculation par Mlp. B : Dispositif expérimental
en condition contrélée. C : Protocole d’inoculation et de mesure de la résistance qualitative et des différents paramétres de la
résistance quantitative.




Pour la localisation de R;, la démarche est la cartographie comparée ; I’établissement des
cartes physiques et génétiques de I’individu 101-74 P. trichocarpa, en plus de la séquence du
génome de I’individu Nisqually-1 P. trichocarpa, ont servi pour développer la carte génétique de
I’individu 73028-62 porteur de I’alléle Ry, d’une autre espéce P. deltoides. Cette étape permettait
de connaitre les différences entre ces deux especes pour I’extrémité du chromosome 19 et ainsi

de savoir si cette cartographie comparée pouvait étre utile a la localisation du locus R;.

3.2 Evaluation de la résistance a Mlp

L’¢évaluation phénotypique de la résistance des individus de la famille 54 a été réalisée en
conditions contr6lées sur des disques foliaires. L’évaluation de la résistance a MIp et I’analyse
des résultats a été réalisée a 'INRA d’Orléans par Arnaud Dowkiw et Catherine Bastien
(Dowkiw et al, 2003).

Les souches de Mlp sont conservees a -80 °C. Les souches de pathogenes référencées en
virulence sont multipliées sur des feuilles du cultivar “Robusta” qui ne possede pas de résistance

qualitative.

3.2.1 Inoculation

Le bouturage des individus de la famille 54 et des individus témoins est réalise dans un
pot de 3 1 en serres, a 1’abri des contaminations extéricures de Mlp.

Le dispositif expérimental est organisé en 5 blocs randomisés dans une chambre de
culture climatisée (15 °C, 16 h de lumiere par jour) (figure 23 A). Une expérience peut réeunir
jusqu’a 350 individus. Dans chaque bloc, chaque individu est représenté avec un disque foliaire
de 3 cm de diamétre en flottaison sur de 1’eau distillée, la face inférieure de la feuille vers le haut
(figure 23 B). L’inoculation du champignon est faite par pulvérisation a I’aide d’un pulvérisateur
a chromatographie.

Le clone de peuplier Robusta sert de témoin positif de 1’inoculation et des cultivars
discriminants permettent de vérifier la combinaison en virulence des souches utilisées.
L’inoculation de boites de gélose permet une semi-quantification de 1’inoculum et la vérification
de ’homogénéité d’inoculation (figure 23 A). L’expérience est renouvelée pour chacune des
souches de Mlp. La souche 93ID6 permet de suivre la ségrégation de la résistance qualitative R;
et de mesurer les paramétres de la résistance quantitative pour les individus sensibles et la souche
98AG69 permet de mesurer les paramétres de la résistance quantitative pour I’ensemble des
individus.

Différents parametres de la résistance sont mesurés (figure 23 C) :
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Figure 24 : Distribution des moyennes phénotypiques clonales
d’une série d’individus de la famille 54 pour la taille des sores.
Les individus porteurs de gros sores sont déterminés porteur de ryg et les
individus porteurs de petits sores sont déterminés porteur de R, entre les
deux les individus sont de phénotype intermédiaire.



- La période de latence, définie comme le temps écoulé entre 1’inoculation et ’apparition
du premier sore, est mesurée avec une précision d’1/2 journée entre le 5°™ et le 13°™ jour aprés
inoculation.

- Le nombre de sores est compté 13 jours aprées inoculation.

- La taille des sores est évaluée 14 jours apres inoculation. Cette évaluation est faite
suivant une échelle & 5 classes, calibrée ensuite par analyse d’images en mm? (Dowkiw, 2003).

- La compatibilité (sensibilité) et I’incompatibilité (résistance) a la souche 931D6 sont

relevées 14 jours aprés inoculation.

3.2.2 Analyse de la taille des sores : le marqueur génétique Rys

Pour analyser le phénotype taille des sores en cartographie génétique, le phénotype de la
taille des sores a éteé transformé en un paramétre qualitatif. Pour chaque individu de la famille 54,
il faut donc déterminer si I’individu est de phénotype gros sores rys ou de phénotype petit sore
Rus (figure 24). Des limites, inférieure et supérieure, sont fixées pour délimiter les individus
porteurs de gros sores et de petits sores respectivement. Entre ces deux limites, les individus sont
déterminés comme phénotype intermédiaire ; ils sont analysés en cartographie génétique comme

des données manguantes.

3.3 Développement de marqueurs

Au cours de mon travail de nombreuses amorces PCR ont été dessinées pour développer
de nouveaux marqueurs physiques et génetiques. Les amorces ont été dessinées a I’aide du
logiciel Primer 3 (http://fokker.wi.mit.edu/primer3) avec les parametres par défaut du logiciel
sauf dans le cas indiqué ci dessous. Elles ont été dessinées avec une température d’hybridation
de 59°C et une taille de 22 nucléotides dans I’idéal.

A de nombreuses reprises, plus de deux amorces ont été dessinées sur un méme locus.
Souvent, il y en a eu quatre : deux dans un sens et deux dans le sens inverse. Nous obtenons donc

une combinaison de quatre couples d’amorces différents.

3.3.1 Vérification de la spécificité.

La spécificité des couples d’amorces a été testée systématiquement avec les logiciels
ePCR (Schuler, 1997) et BLASTn (Altschul et al, 1997). Cette vérification a été effectuée sur les
deux assemblages du génome et les séquences des clones BAC. Lorsque les séquences n’étaient
pas disponibles au moment du développement des couples d’amorces, la vérification a été faite a

posteriori.
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Figure 26 : Marqueurs génétiques développés a partir de séquences de produits d’amplification
PCR.

Les amorces noire et grise forment les couples d’amorces utilisés pour produire le produit d’amplification PCR
séquencé. Les bases verte et bleue représentent les SNP découverts, la base verte est la version du SNP qui est utilisée
pour observer la ségrégation dans la population F;. (A) Marqueurs CAPS : le méme couple d’amorces est utilisé pour
produire I’amplification PCR, ’endonucléase de restriction (ici HindlIl) est ensuite utilisée pour digérer I’all¢le 1
spécifiquement. (B) Marqueur dCAPS : les amorces verte et grise sont utilisées pour produire I’amplification PCR,
I’endonucléase de restriction est ensuite utilisée pour digérer I’alléle 1 spécifiguement. L’amorce verte a permis
d’introduire une base différente (en rouge) nécessaire pour créer le site de digestion sur 1’alléle 1. (C) Marqueur PASA :
les amorces verte et grise sont utilisées pour amplifier spécifiquement 1’alléle 1. La base rouge représente le
mésappariement supplémentaire qui permet a ’amplification de ne pas fonctionner sur les autres alleles. (D) :
Marqueurs PAMSA : Les trois amorces bleue, verte et grise sont utilisées dans une seul réaction PCR, les amorces verte
et grise sont utilisées pour amplifier spécifiqguement 1’alléle 1, les amorces bleu et grise sont utilisées pour amplifier
spécifiquement I’alléle 2. La base rouge représente le mésappariement supplémentaire qui permet a I’amplification de ne
pas fonctionner sur les autres alléles.



- Le logiciel ePCR permet de déterminer les éventuelles localisations de produit
d’amplification PCR pour un couple d’amorces donné dans une sequence donnée. Cette
localisation est donnée suivant une taille d’amplification maximum (ici, 1500 nucléotides) et un
nombre maximum de mésappariements par amorce, excepté les 3 premiéres bases en 3’ de
I’amorce (ici, avec 3 mésappariements maximum).

- Le logiciel BLASTn a été utilisé pour aligner les amorces avec les séquences (une e-
value inférieure a 30 et un mot minimal de départ de 7 nucléotides). Dans ce cas, il a fallu
regarder les alignements des deux amorces formant un couple pour vérifier qu’une amplification
est possible (donc que 'orientation des amorces sur la séquence est bonne) et que la taille
d’amplification est cohérente. De méme que pour ePCR, les résultats enregistrés sont pour un

maximum de 3 mésappariements par amorce.

3.3.2 Types de locus

Différents types de locus ont été recherchés pour développer les couples d’amorces :

- Une recherche de SSR (simple sequence repeat) a été réalisée a I’aide du logiciel
Sputnik (http://www.cbib.u-bordeaux2.fr/pise/sputnik.html) sur la séquence de I’extrémité du
chromosome 19 ou avec RepBase (Cf. § 11-3.7.3) pour les BES ou les séquences de clones BAC.
Les couples d’amorces ont été dessinés avec une taille d’amplification trés courte (75-150 pb)
pour révéler au mieux le polymorphisme de taille éventuel entre les différents alléles.

- Des couples d’amorces ont été dessinés sur les genes des séquences disponibles (STS
génique (sequence tag site)). Les genes NBS-LRR ont été sélectionnés en priorité. Des
alignements des différents génes redondants (MEGA4) ont été produits pour repérer les zones
spécifiques du locus désiré. Pour les génes les plus redondants, les couples d’amorces sont a
cheval sur les genes ; une amorce consensus aux différents genes a été dessinée a I’intérieur du
gene (qui est utilisée pour les différents couples) et des amorces spécifiques ont été dessinées a
I’extérieur des genes (figure 25).

- Des couples d’amorces ont été dessinés dans des zones inter-géniques (STS inter-
génique). En majorité, ces couples d’amorces ont été dessinés d’aprés les BES, mais dans
certains cas, des couples d’amorces ont aussi été dessinés sur la séquence du génome pour des
zones importantes ou il n’y avait pas de géne.

Pour les marqueurs STS, génique ou inter-génique, la taille recherchée est de 500 a 1 200
pb, ce qui donne plus de chance de trouver du polymorphisme dans le cas de séquencage de

produit d’amplification PCR.
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Produit Produit Produit

d’amplification d’amplification d’amplification
PCR PCR PCR
Amorce Amorce Amorce Amorce Amorce Amorce
spécifique consensus spécifiqgue  consensus spécifique consensus
—_— +— < — <
Genel NBS-LRR Gene2 NBS-LRR Gene3 NBS-LRR

Figure 25 : Couples d’amorces développés dans les genes TNL.

L’amorce rouge est une amorce fonctionnant & ’intérieur de plusieurs génes TNL, la réaction PCR se fait avec cette
amorce et une amorce spécifique d’un locus (bleue, orange ou verte) a I’extérieur du géne. Il en résulte une amplification
PCR a cheval sur le géne et dont la spécificité provient de I’amorce spécifique.



3.3.3 Développement de marqueurs génétiques sur des séquences de produits
d’amplification PCR

Des produits d’amplification PCR ont été séquencés (effectués chez Macrogen,
Genoscreen ou ATGC) dans le but de découvrir du polymorphisme utilisable pour le
développement de marqueurs génétiques. Ces produits d’amplification PCR ont été réalisés a
partir d’ADNg, ou pour le 101-74, des clones BAC provenant des deux haplotypes. Dans la
plupart des cas, le polymorphisme découvert était des SNP (single nucleotide polymorphism).
Des couples d’amorces ont été développés par rapport a ce polymorphisme pour suivre la

ségrégation de I'un des alleles d’un parent dans la descendance de la famille 54.

3.3.3.1 Utilisation d’une endonucléase de restriction

Pour exploiter les SNP découverts, la premicre méthode a été d’utiliser une endonucléase
de restriction pour marquer specifiquement un alléle et d’en voir la ségrégation dans la
population F;. Deux techniques ont éte utilisées, le CAPS et le dCAPS :

- Les marqueurs CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence) consistent a digérer un
produit d’amplification PCR par une endonucléase de restriction au niveau d’un SNP; la
digestion se produit uniquement sur un des 4 alleles et produit des fragments de tailles
différentes qui sont révélés par électrophorése, ce qui permet de marquer specifiquement cet
allele et d’en observer sa ségrégation dans la famille 54 (figure 26 A ; Konieczny & Ausubel,
1993).

- Les marqueurs dCAPS (derived CAPS) consistent a appliquer la méme méthode que
pour les marqueurs CAPS, mais le marqueur dCAPS utilise pour la PCR une amorce modifiée
afin d’introduire un site spécifique d’une endonucléase de restriction a proximité d’un SNP
(figure 23 B ; Michaels & Amasino, 1998).

Pour rechercher les endonucléases de restriction nécessaires aux marqueurs CAPS et
dCAPS, le logiciel dCAPS finder 2.0 disponible sur Internet
(http://helix.wustl.edu/dcaps/dcaps.html) a été utilisé (Neff et al, 2002).

Les digestions sont réalisées avec 5 pul de produit d’amplification PCR (Cf. § 11-3.4.1), 1
unité d’endonucléase de restriction (Invitrogen), le tampon correspondant (1 X final) et de I’eau

pour atteindre un volume final de 10 pl.
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3.3.3.2PCR spécifique d’un alléle

Pour exploiter les SNP découverts, la seconde méthode a été d’utiliser des amorces
spécifiques d’un all¢le pour marquer spécifiqguement cet alléle et d’en voir la ségrégation dans la
population F;. Deux techniques ont été utilisées, le PASA et le PAMSA :

- L’AS-PCR (allele specific PCR) aussi appelé PASA (PCR allele specific amplification)
consiste a dessiner une amorce avec le SNP identifié a la premiére base en 3 de I’amorce (figure
26 C; Gaudet et al, 2007 ; Bundock et al, 2006). Comme le SNP n’est pas suffisant pour que
I’amplification se produise spécifiqguement sur I’allele possédant la version désirée du SNP, un
mésappariement est introduit & la 3°™ base en 3’ de ’'amorce ; I’amorce fonctionne correctement
sur I’alléle possédant la version désirée du SNP (un mésappariement) mais ne fonctionne pas sur
les autres alleles (deux mésappariements).

Les marqueurs AS-PCR offrent plus de possibilité que les marqueurs CAPS ou dCAPS ;
en effet, on ne trouve pas toujours une endonucléase de restriction qui permet d’exploiter un
SNP. De plus, les marqueurs AS-PCR sont tres peu colteux avec seulement une amorce
supplémentaire.

Dans le cas ou le polymorphisme découvert lors du séquencage de produit
d’amplification était plus important qu’un simple SNP (plusieurs SNP cote a cote ou InDel
(insertion/delétion), une amorce spécifique a été développée sur ce polymorphisme ce qui revient
ainsi a un marqueur AS-PCR.

- Le PAMSA (PCR allele multiple specific amplification) consiste a dessiner plusieurs
amorces specifiques de différents alléles (figure 26 D). Chacune est dessinee pour étre spécifique
de I’'un des deux all¢les d’un des parents de la population. Pour développer ce type de marqueur,
il était nécessaire de connaitre 1’appartenance a I’un ou ’autre des haplotypes pour chaque base
polymorphe utilisée ; il était donc nécessaire de séquencer des produits d’amplification PCR
provenant de clones BAC. Le marqueur génétique correspondant est donc co-dominant ; une
amplification marque spécifiquement chacun des deux alléles d’un parent. Dans ces expériences,

les réactions PCR sont faites simultanément avec 3 amorces.

3.3.3.3 Nomenclature des couples d’amorces

Une nomenclature des couples d’amorces a été faite et est décrite ci-dessous :

- SSR des publications : dans les tableaux et les écrits, ils sont notés GCPM Y,
ORPM_Y et PMGC_Y et notés dans les figures G_Y, O Y etP_Y.

- SSR de I'INRA : dans les tableaux et les écrits, ils sont notés INRA_X (ou X est un

chiffre correspondant a la localisation sur la séquence utilisée) et notés dans les figures 1_X.
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Figure 27 : Protocole des réactions PCR.




- BES : ils sont notés avec la coordonnée du clone BAC puis —F ou —R suivant I’extrémité
FP ou RP.

- STS dans les genes R : ils sont notés RGAX

- STS dans les autres genes : ils sont notés PTX

- STS inter-génique : ils sont notés ncX
Un “s” avant le chiffre “X” est ajouté pour les couples d’amorces dessinés sur un scaffold non
assigné au chromosome 19.
Un “m” dénote les couples d’amorces dessinés sur le clone BAC provenant de I’individu S9-2 a
proximité du locus MER.
Un “-AS” aprés le chiffre identifie les couples d’amorces dessinés par rapport a un produit
d’amplification PCR et dont le but est d’avoir plus de spécificité.
Un “-dC” apreés le chiffre identifie les couples d’amorces développés pour un marqueur dCAPS
Un “-chiffre” apparait a la fin du nom dans le cas ou il y a plusieurs couples d’amorces sur un
méme locus.
Un “R” avant le chiffre identifie les couples d’amorces dessinés sur un clone BAC de

1I’haplotype hRys.
3.4 Réactions PCR et électrophorese

3.4.1 Protocole PCR

Les réactions PCR sont réalisées dans le mélange de 9,6 ul suivant : premix PCR 6 pl
(annexe 1), couple d’amorce 1 ul (5 UM pour chaque amorce, commandé chez Operon ou
Invitrogen), Taq polymerase 0,1 pl , ADN 2,5 ul contenant 7 ng ou 2,5 ul de culture bactérienne
diluée (au 1/50°™ lorsqu’il s’agit de pool ou au 1/100°™ lorsqu’il s’agit de clone individuel). Les
concentrations indiquées dans ce manuscrit sont celles initiales.

Les réactions PCR ont été effectuées suivant le protocole (figure 27) : 5 min a 94°C, suivi
de 35 cycles de : 20 s a 94°C qui correspond a la dénaturation de I’ADN, 30 s a une température
variable pour ’hybridation (Cf. ci dessous), 20 a 40 s a 72°C qui correspond a I’élongation des
produits d’amplification, et enfin 7 min & 72°C pour le temps final d’élongation. Ces réactions
PCR sont réalisées dans des thermocycleurs 96 ou 384 (Applied Biosystems, GeneAmp 9700).

Les températures d’hybridation des amorces ont été mises au point a partir d’une
température de base de 60°C puis une baisse ou une augmentation progressive de 2°C jusqu'a
trouver la température idéale. La température a été augmentée pour s’assurer d une amplification

spécifique du locus désiré, la température a été abaissée pour obtenir une amplification de bonne
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qualité. Dans certains cas, le temps d’hybridation a été abaissé a 20 s pour avoir une meilleure
spécificité (pour que les amorces s hybrident moins facilement sur d’autre locus) et augmenté a
60 ou 90 s pour avoir une meilleure amplification (pour que les amorces s hybrident mieux avec
le ou les loci désirés). Les températures et le temps d’hybridation (s’il est différent de 30 s) sont
donnés dans les annexes 3, 4, 5 et 6.

Le temps de I’élongation dépend de la taille du produit PCR: 20 s pour des
amplifications inférieures a 500 pb, 30 s entre 500 et 1000 pb et 40 s pour 1000 pb et plus.

3.4.2 Electrophorese

Les électrophoréses ont été réalisées dans des gels d’agarose de 1,5 % a 3,5 % (Lonza,
SeaKem LE Agarose) avec du TAE 0,5 X (Lonza, AccuUGENE TAE buffer : 2M Tris-Acetate,
0,05 EDTA, pH = 8,3) et quelques gouttes de bromure d'éthidium (0,625 mg/ml, une goutte pour
150 ml de gel). La concentration de I’agarose dépend de la taille des produits d’amplification
attendus ; plus le produit d’amplification est grand, plus la concentration de 1’agarose est faible.
Ces gels peuvent contenir jusqu’a 384 puits de migration. Les migrations des produits
d’amplification PCR ont été réalisées dans du TAE 0,5 X sous une intensité de 300 mA entre 20
min et 90 min. Le marqueur de taille 50 pb DNA Ladder (Invitrogen) a été utilisé pour mesurer
les produits d’amplification PCR. L’ADN a ¢été révélé avec un appareil photographique (BIO-
RAD, Gel Doc 2000).

Certains marqueurs génétiques ont nécessité une migration sur gel d’agarose “métaphore”
(Lonza, MetaPhor Agarose) ; cet agarose permet une meilleure résolution des produits
d’amplification PCR, ce qui est utile quand il y a différents produits d’amplification de taille tres

proches a séparer.

3.4.3 Test d’amplification des couples d’amorces

Les couples d’amorces développés sont testés sur I’ADNg des deux parents de la famille
54 : les individus 101-74 et 73028-62 et sur 6 descendants de la famille 54. Une partie des
couples d’amorces ont aussi été testés sur ’ADNg de I’individu Nisqually-1 utilisé pour le
séquencage du génome.

Les couples d’amorces issus de la bibliographie ont aussi été testés, il s’agit de SRR
(Tuskan et al, 2004) et un STS (Yin et al, 2004b), ainsi que les différents couples d’amorces
développés par rapport aux séquences de bandes AFLP (Masle, 2005).
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Données provenant de différentes
extractions d’un méme individu

Donnée de P'individu provenant _____—>1661300325

des différentes extractions

2 £ 552\ 53|3
= N w2 s~ 0 o N
=
< 661300325extracl [ 1 1 1 2 2
661300325 extrac2 1 1 2
1 1 1 1728 2 2 2
661300326 extracl | 2 2 - 2 2
661300326 extrac2 2 2 N
661300326 2 2 - 2 2 2 - 2
661300327 extracl [ 2 2 2 1 1
661300327 extrac2 2 2 2
661300327 2 2 2 2/2]- -1
661300328 extracl | 2 2 1 1 1
661300328 extrac? 2 1 1
661300328 22 1 1 1 1 11
661300329 extracl | 1 i 1 - 1 1
661300329 1 1 1 1 - -1

1
Taux d’erreurs du marqueur Mq6 : 1,5
erreurs / 4 données = 37,5 % d’erreurs

Figure 28 : Tableau des résultats de génotypage de la famille 54.
Les recombinaisons sont indiquées en vert, les erreurs qui ont été éliminées sont indiquées en rouge.




3.5 Cartographie génétique

3.5.1 Stratégie pseudo-testcross

Le peuplier est une espéce dioique et I’on ne posseéde pas de lignée fixée. De plus, le long
temps de génération ne permet pas d’avoir facilement des populations F, ou backcross. Les
études de cartographie génétique se font donc généralement sur des populations F;, créées a
partir de deux individus hétérozygotes, comme c’est le cas dans cette thése. La cartographie
génétique se fait avec la stratégie du pseudo-testcross ; cette stratégie consiste a étudier la
ségrégation dans la population F; entre les deux alléles d’un parent, sans tenir compte des alléles
apportés par 1’autre parent. Grace a la stratégie du pseudo-testcross, il est possible de construire
deux cartes parentales lors d’une méme expérience. La carte génétique du parent maternel
P. deltoides (génotype [Ri/ri]) a été réalisée simultanement a celle du parent paternel
P. trichocarpa (génotype [Rus/rus])-

3.5.2 Génotypage de la famille 54

L’ADNg des individus de la famille 54 a été extrait a ’aide de kit en plaque 96 (DNA
easy Kit, Quiagen). Les extractions ont éte réalisées a 'INRA d’Orléans par Vanina Guérin.

La répartition de ces ADNg dans des plaques PCR de 384 puits a été effectuée a 1’aide
d’un robot (Beckman, Biomek 2000).

Les couples d’amorces qui ont révélés une ségrégation dans la famille 54, d’aprés les
tests sur les parents et 6 descendants, sont ensuite utilisés en cartographie génétique de la famille
54. La plus grande partie de ces marqueurs genétiques a été utilisée sur les 336 premiers
individus de la famille. Certains de ces marqueurs ont été sélectionnés, sur des criteres de qualité
et de localisation, pour génotyper les 1079 individus de la premiere extension de la famille 54.

Une sélection différente a été faite pour la seconde extension de 729 individus de la famille 54.
3.5.3 Construction des cartes genétiques locales

3.5.3.1 Ordonnancement des marqueurs génetiques

Les électrophoreses de génotypage de la famille 54 ont été codées pour la construction
des cartes génétiques ; un 2 est noté pour une donnée montrant la présence de I’allele Rys pour
un marqueur donng, et un 1 est noté pour une donnée montrant la présence de 1’alléle rys. De

méme (figure 28), un 2 est noté pour une donnée montrant la présence de I’allele R; pour un
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marqueur donné, et un 1 est noté pour une donnée montrant la présence de 1’alléle r;. Chaque gel
a été lu au moins deux fois indépendamment.

L’ordre des marqueurs est déterminé par rapport a I’ensemble des données de
génotypage, c'est-a-dire tous les marqueurs et tous les individus. La place de chaque marqueur
est donnée par rapport aux autres marqueurs afin de minimiser le nombre de recombinaisons.

Chaque individu a été analysé individuellement pour déterminer son génotype sur
I’ensemble de I’extrémité du chromosome 19. La localisation des recombinaisons entre les deux
haplotypes d'un des parents a été déterminée manuellement (en vert dans la figure 28).

Dans de nombreux cas, des erreurs se sont produites lors du génotypage de la famille 54
ou du codage des résultats. Ces erreurs de génotypage ont été déterminées manuellement. A
I’origine, deux recombinaisons ne peuvent pas étre détectées a des distances génétiques trés
proches. Plusieurs types d’erreurs ont été remarques ; une erreur simple impliquant une double
recombinaison autour d’un locus (cas de I'individu 661300326 pour le marqueur Mq6), une
erreur au niveau d’une recombinaison, ce qui implique une triple recombinaison (cas de
I’individu 661300327 pour les marqueurs Mg5 et Mg6). Dans ce dernier cas on ne peut pas
savoir quelle est ’erreur parmi les deux possibles, et donc chacune est comptée comme une
demi-erreur. Lorsqu’un individu a été extrait plusieurs fois, les données correspondant a chaque
extraction ont été séparées pour voir d’éventuelles erreurs lors d’une extraction (cas de I’individu
661300329 pour la seconde extraction dans la figure 28).

Chaque erreur ou incohérence a éte etudiée en particulier, notamment en revenant au gel
de génotypage pour vérifier qu’il ne s’agissait pas d’une erreur de codage.

Pour chaque marqueur, le taux de données présentes, le taux d’erreur et le taux de

distorsion ont été calculés.

3.5.3.2 Utilisation du logiciel MAPMAKER

Les différentes cartes ont été construites avec le logiciel MAPMAKER (Lander et al,
1987). Les marqueurs validés pour cette construction présentent au moins 40% de données et
doivent posséder moins de 3,5 % d’erreurs. Les erreurs restantes ont été éliminées et notées

comme donnée manquante. Le logiciel est utilisé en fonction “Kosambi”, sans détection d’erreur.

3.5.4 Carte génétique consensus

La carte consensus entre les deux parents de la famille 54 a été produite en utilisant le
logiciel Biomercator v2.1 (Arcade et al, 2004). Elle a été effectuée par Véronique Jorge en

projetant la carte génétique maternelle P. deltoides sur la carte paternelle P. trichocarpa.
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3.5.5 Carte génétique fine

L’avancée du génotypage de la famille 54 a permis de travailler uniquement avec les
individus porteurs d’une recombinaison proche des loci de résistance. Entre les limites fixées
autour de ces loci, les distances génétiques sont calculées manuellement. On considere que le
reste des individus est connu et non recombinant pour la zone étudiée. L hypothése est donc que

ces individus ne possedent pas de double recombinaison dans cette zone.
3.6 Cartographie physique

3.6.1 Criblage de la banque BAC de I’individu 101-74

Pour construire la carte physique, la premiere étape a été d’isoler, dans la banque BAC de
I’individu 101-74, les clones BAC présents sur I’extrémité du chromosome 19.

Deux stratégies ont éte utilisées : le criblage de la banque BAC avec des marqueurs PCR
développés pour la zone d’intérét, et I'utilisation des données de BES effectuées sur les 20

premiéres plaques de la banque en les alignant sur la séquence du genome.

3.6.1.1 Criblage par PCR

Certains marqueurs développés, qui fonctionnent sur I’ADNg de I’individu 101-74, sont
utilisés pour trouver les clones BAC spécifiques de la région génomique désirée. Pour optimiser
le criblage de ces clones BAC, celui-ci est d’abord conduit sur les pools plaques, puis les pools
lignes correspondants aux pools plaques positifs, et enfin sur les clones individuels d’une ligne
correspondante.

En premier lieu, ce criblage a été effectué sur 88 plaques de la banque (équivalent 10 X).
La répartition de ces 88 pools plaque dans des plaques PCR de 384 puits a été effectuée a I’aide
d’un robot (Beckman, Biomek 2000) pour obtenir quatre fois ces pools plaques dans une plaque
PCR 384 puits et permet d’utiliser quatre marqueurs différent a la fois.

Quand la couverture n’est pas suffisante ou si la zone étudiée est particulicrement
intéressante, le criblage par PCR a été poursuivi sur les 48 autres plaques avec le méme mode
expérimental.

Lorsque plusieurs couples d’amorces proches physiquement ont permis d’identifier un
meéme pool plaque, un seul couple d’amorces a été utilisé pour effectuer le criblage des pools
lignes et des clones individuels. Les clones BAC ainsi trouvés sont nommés par leurs
coordonnées dans la banque BAC.

Certains de ces clones BAC ont été envoyés en séquencgage pour leurs extrémités.
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3.6.1.2 Criblage avec les BES des 20 premieres plaques de la banque BAC

Les BESs des 20 premieres plaques ont été alignées sur la séquence du génome de
Nisqually-1 pour la version V1, puis aprés pour la version V2 (BLASTn avec une e-value
inférieure a 10°-50). Les clones BAC sélectionnés sont ceux qui possédent un des deux BES
s’alignant correctement avec la zone d’intérét, cet alignement devant étre le meilleur de tous les
résultats d’alignements sur le génome.

Pour valider ces clones BAC, ils ont été testés avec des marqueurs qui correspondent a la

zone génomique que les deux BES délimitaient.

3.6.1.3 Culture des clones

Lorsqu’un clone BAC individuel a été identifié, une tres petite quantité de la culture de ce
clone a été étalée sur une boite de Pétri contenant 20 ml de milieu de culture LB agar (37 g/l)
avec I’antibiotique chloramphénicol (12,5 pg/ml).

A chaque fois, une colonie isolée dans la boite de Pétri a été prélevée avec un cure-dent,
qui a permis d’ensemencer une culture de 1 ml de milieu de culture FM glycérolé (annexe 1) et
contenant 1’antibiotique chloramphénicol (12,5 ug/ml). La culture a été menée a 37 °C pendant
15 h avec une agitation de 250 rpm. Ces cultures sont conservées au congélateur a -80 °C.

Ces cultures ont été diluées au 1/100°™ dans de 1’eau pour effectuer des PCR. Le
marqueur utilisé pour le criblage du clone BAC a été utilisé pour vérifier que la colonie isolée

correspond bien au clone BAC désiré.

3.6.2 Contigage des cartes physiques

Les différents clones BAC identifiés individuellement sont ensuite testés avec tous les
autres marqueurs qui fonctionnent a proximité. Les différents clones BAC qui ont permis
I’amplification d’un méme marqueur sont chevauchants, et de proche en proche, il a été possible
de construire des contigs de clones BAC. Les marqueurs qui ont été développés dans les BES ont
permis de délimiter les clones BAC dans les contigs et d’orienter les 2 BES d’un clone BAC.

Les marqueurs génétiques ont permis de différencier les clones BAC provenant de
chaque haplotype. Les contigs de clones BAC ont été assemblés indépendamment pour chaque
haplotype. 1l en résultait deux cartes physiques indépendantes, une pour chaque haplotype.
L’haplotype porteur de I’alléle Rys a été appelé I’haplotype “hRys”, I’haplotype porteur de
’alléle rys a été appelé 1’haplotype “hrys”.
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3.6.3 Assemblage des contigs

En premier, ’assemblage des contigs a été construit en utilisant leurs alignements avec la
carte génétique. En second, pour les finitions, les cartes physiques ont été alignées sur le génome
de Nisqually-1 (version V1 et V2) a I’aide des marqueurs PCR et des BES.

3.6.3.1 Alignement via les marqueurs PCR

L’alignement avec les marqueurs PCR a été établi avec les résultats des logiciels ePCR et
BLASTN (Cf. 8 11-3.3.1). Seuls les résultats avec un maximum de 2 mésappariements ont été pris

en compte dans ces alignements.

3.6.3.2 Alignement via les BES

Les séquences des clones BAC, dont la présence sur I’extrémité du groupe de liaison a

été prouvée, ont été alignées sur le génome (BLASTN, e-value inférieure & 10°%°

). Les meilleurs
résultats d’alignement ont été enregistrés pour chacun des BES.

Ces résultats ont été confirmés avec 1’alignement entre le BES et la ou les séquences
correspondantes du génome a 1’aide du logiciel MEGA4. Cet alignement manuel a permis de
déterminer si ce résultat était significatif (> 70 % d’alignement et > 80 % d’identit¢). De plus,
sur certains BES, il y avait des séquences de faible complexité (par exemple, les microsatellites)
qui ont été filtrées par le logiciel BLASTN et qui découpent les alignements. L’alignement
manuel par MEGA4 a permis de contourner ce probleme et de valider le raboutement des
alignements.

Ces sequences ont aussi été soumises sur RepBase pour détecter les eléments répétes,
notamment les éléments transposables (Cf. § 11-3.7.3).

L’orientation des 2 BES d’un clone BAC a été effectuée en premier lieu avec les
marqueurs PCR dessinés sur les BES ; le marqueur qui fonctionne sur les clones BAC
chevauchant d’un co6té du clone BAC, constitue une vérification expérimentale. En second lieu,
’orientation a été effectuée avec 1’alignement sur la sequence du génome ; mais il s’agissait la

d’un travail in silico, sans preuve expérimentale.

3.6.4 Extraction de BAC

Une pré-culture a été réalisée a partir de 10 pl de la culture d’un clone BAC dans 0,5 ml
de milieu 2YT (annexe 1) avec 12,5 pg/ml de chloramphénicol. Elle a été mise en culture a 37°C

pendant 24 h avec une agitation de 250 rpm. Puis une seconde culture, ensemencée avec 5 ul de
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la pré-culture, a été menée dans 1,5 ml de milieu de culture 2YT avec 12,5 pg/ml de
chloramphénicol & 37 °C pendant 15 h avec une agitation de 250 rpm.

L’extraction plasmidique a été menee par la méthode de lyse alcaline modifiée ; le
protocole de cette méthode est résumé ci dessous.

La culture a été centrifugée (1500 g, 30 min, T° ambiante) pour sédimenter les bactéries.
Le culot a été repris dans 100 ul de GET (annexe 1) et de la RNAse (100 pg/ml). Un ajout de
200 pl de NaOH/SDS (annexe 1) a été effectué, suivi dun repos pendant 10 min. Un ajout de
1500 ul d’AcK 5/3 M (annexe 1) a été effectué, suivi d’un repos pendant 10 min dans la glace
puis d’une centrifugation (1500 g, 40 min, T° 4°C). Le surnageant est repris dans un volume
équivalent (450 pul) d’isopropanol a -20°C, et la précipitation a été effectuée pendant 40 min a -
20°C. Une centrifugation a été effectuée (1500 g, 30 min, T° ambiante) et le culot a été lavé deux
fois avec 500 pl d’éthanol a 70° a -20°C. Les culots sont repris dans 20 ul d’eau pendant une
nuit a 4°C.

Les extractions plasmidiques ont été quantifiées par migration sur gel d’agarose d’un ul
de I’extraction plasmidique avec une gamme d’ADN A digéré par Hindlll, dont la concentration

était connue.
3.6.5 Evaluation de la taille des cartes physiques

3.6.5.1 Evaluation de la taille

Aprés D’extraction du vecteur, une digestion a été effectuée avec I’endonucléase de
restriction NotlI pour libérer I’insert. Elle a été effectuée avec 10 ul de I’extraction plasmidique, 1
unité de I’endonucléase de restriction Notl (Invitrogen), le tampon correspondant (1X final) et de
’eau pour atteindre un volume final de 20pl.

La migration du produit de digestion a été effectuée dans un gel d’agarose 1%, TBE
0,5 X (annexe 1) et une électrophorese en champs pulsé (BIO-RAD, CHEF MAPPER, angle de
120°, gradient de 6V/cm). La migration est menée pendant 14 h avec un marqueur de taille
(échelle de 50 Kb, BioLabs, Lambda Ladder PFG Marker).

3.6.5.2 Prise en compte des mesure des clones BAC dans les cartes physiques

Une coordonnée fictive pour chaque marqueur et de chaque BES a été donnée pour les
deux cartes physiques. Cette opération a été principalement réalisée premierement en utilisant les
coordonnées du génome de Nisqually-1 V2, ensuite ces coordonnées ont été corrigées avec les

données de longueur des clones BAC ; ceci a permis de construire les figures des cartes
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physiques et aussi d’aligner ces cartes avec les autres données telles que la séquence du génome,

ou avec les cartes génétiques, tout en gardant une échelle physique.

3.6.6 Fingerprints de clone BAC

Avant d’envoyer des clones BAC en séquencage, le fingerprint de ces clones a été
effectué pour vérifier qu’il n’y avait pas eu de réarrangement dans 1’insert avant séquengage.
Apres ’extraction du vecteur (Cf. § 11-3.6.4), une digestion a été effectuée avec I’endonucléase
Hindlll. Elle a été effectuée avec 20 pl de ’extraction plasmidique, 1 unité de I’endonucléase de
restriction Hindlll (Invitrogen), le tampon correspondant (1X final) et de 1’eau pour atteindre un
volume final de 40pl.

La migration du produit de digestion a été effectuée dans un gel d’agarose 1%, TBE
0,5 X (annexe 1) avec une électrophorese en champs pulsé (angle de 120°, gradient de 6V/cm).
La migration a été menée pendant 16 h avec un marqueur de taille 1 Kb+ (Invitrogen).

3.7 Analyse de séquences

3.7.1 Annotation automatique.

Le logiciel EUGENE a été utilisé pour I’annotation des clones BAC. Eugene est un
réconciliateur de différents logiciels avec ses propres algorithmes (effectué par Cécile
Guichard) :

- splice machine afin de déterminer les sites d'épissage.

- BLASTX sur deux banques protéiques : 1% alignement contre swissprot, 2°™ alignement
contre les protéomes d’A. thaliana, Medicago, le peuplier et le riz.

- Genome threader (équivalent de sim4) qui fait de I'alignement global de séquences

EST/cDNA sur une banque peuplier de 342 475 séquences.
3.7.2 ldentification des genes NBS-LRR

3.7.2.1 Motif MEME

Les motifs MEME développés par Kolher et al, (2008) et Meyers et al, (2003) ont été
utilisés pour trouver les génes NBS-LRRs du chromosome 19 (Annexe 2). Les motifs MEME de
Meyers ont été développés sur la séquence des génes NBS-LRR du génome d’A. thaliana et ceux
de Kolher sur la séquence des génes NBS-LRR du génome de P. trichocarpa version V1. Il

s’agit de séquences protéiques qui ont été alignés sur les séquences a 1’aide du logiciel tBLASTn
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(avec une e-value inférieure a 5 sauf pour les différents domaines LRR ou la e-value est
inférieure a 10). Les différents alignements des différents motifs MEME ont éteé raboutés suivant

leur sens sur la séquence, leur ordre et la taille qui les sépare afin d’identifier des génes.

3.7.2.2 Phylogénie de genes NBS-LRR

Pour une phylogénie des génes NBS-LRR, les domaines NBS ont été alignés entre eux
avec le logiciel MEGA4 ; ce domaine est présent dans un seul exon quels que soient les genes.
La phylogénie a été construite avec le logiciel MEGA4 suivant la methode du

« Neighbor-joining » et avec un bootstrap de 500 réplications.

3.7.3 RepBase

La soumission des séquences des clones BAC et des BES a été faite sur le site de GIRI
(http://www.girinst.org) en utilisant le programme CENSOR et la base de données d’ETs
RepBase (release 15.10). Cela a permis de connaitre et de filtrer les sequences de faible
complexité. Cela a surtout permis d’aligner les séquences aux éléments transposables (ETs)
présents dans la base de données. Le raboutement des différents alignements a été effectué en
regardant la taille, le score, 1’orientation des différents alignements, la catégorie des éléments

transposables et la distance qui sépare les différents alignements.

3.7.4 Alignement de sequence de grande taille

Les séquences de grande taille ont été alignées avec deux logiciels différents : le logiciel
Artemis Comparaison Tool et le logiciel Dot Plot.

- Le logiciel Artemis Comparaison Tool (Release 9) utilise les résultats d’alignements

obtenus avec le logiciel megaBLAST, sans filtre de faible complexité pour qu’il n’y ait pas de

coupure dans les alignements et une e-value faible (inférieure a 10™%

) pour qu’il n’y ait pas trop
de résultats parasites. Le logiciel Artemis Comparaison Tool effectue une représentation de ces
résultats, et il est possible de sélectionner les alignements représentés avec le score donné par
megaBLAST.

- Le logiciel Dot Plot produit directement des alignements entre deux séquences, la

premiére en abscisse et la seconde en ordonnée. La présentation des résultats permet une analyse

plus exhaustive et réelle que celle que fournissait le logiciel Artemis Comparaison Tool.
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1 Introduction

Pour réaliser le clonage positionnel du locus Rys (principalement) et le clonage du locus
R; (secondairement), la premiére étape de cette thése passait par I’étude de I’extrémité du

chromosome 19 du peuplier ou se trouvent ces 2 loci.

1.1 Vers le clonage positionnel de Rys

La séquence de référence du génome de Nisqually-1 P. trichocarpa contient beaucoup de
trous ; de nombreux scaffolds non encore assignés a des chromosomes peuvent combler ces
trous. La construction de cartes génétiques et physiques de cette région génomique permettra de
verifier I’ordre exact des séquences de 1’extrémité du chromosome 19.

- La séquence du génome sera utile au développement rapide de nouveaux marqueurs qui

permettent 1’élaboration des cartes physique et génétique.

- Les cartes génetiques seront utiles pour I’ordonnancement des marqueurs génétiques
développes sur la séquence du génome, et ainsi d’en vérifier le bon ordre. Elles permettront
surtout de localiser génétiqguement le locus Rys avec plus de précision. L’alignement des
marqueurs génétiques sur le génome permettra d’étudier les génes candidats pour ce locus.

- Les cartes physiques, complémentaires de la carte génétique pour I’ordonnancement des
marqueurs, seront utiles aussi pour développer de nouveaux marqueurs via les BES, qui a leur
tour permettront de combler les trous de la sequence du génome. Elles permettent surtout de
déterminer le ou les clones BAC porteurs de I’alléle Rys qui apres leur séquencage permettra

I’identification de cet all¢ele.

1.2 Vers le clonage positionnel de R,

L’exploitation de la synténie entre P. trichocarpa et P. deltoides aidera a la cartographie
génétique du locus R;. Les marqueurs dessinés sur les individus Nisqually-1 et 101-74 de
I’espéce P. trichocarpa, permettront 1’élaboration de la carte génétique du 73028-62 P. deltoides.
Cette cartographie comparée permettra d’obtenir trois résultats :

- Préciser la localisation du locus R; sur la carte génétique.

- Connaitre le ou les types de génes candidat en comparant au génome de référence.

- Connaitre la relation entre les loci Rys et Ry des parents de la famille 54 : s’agit-il de 2

formes alléliques d’un seul gene ou de deux genes distincts ?
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2 Reésultats

2.1 Séquence du géenome de Nisqually-1

2.1.1 D’aprés la version V1 du génome

La zone principale étudiée porte sur les premiers 3 millions de paires de base (pb) du
chromosome 19 de la séquence du génome de Nisqually-1 V1. Elle porte aussi sur le scaffold
117 de 1000030 pb supplémentaires indiqué par les séquences de produits d’amplification
AFLP (figure 21, page 1-41). Le choix de cette zone génomique repose sur la présence de
nombreux genes NBS-LRR révélés par 1’annotation automatique disponible de la version V1 du
génome, Ils sont moins présents apres ces 3 premiers Mb. il s’agit potentiellement de genes
impliqués dans la résistance d’une plante a un pathogéne.

Ces sequences comportent beaucoup de trous : sur un total de 4 000 030 pb, 943 150 pb
sont réparties en 308 trous (représentés dans la séquence par des suites de N), ce qui représente
23,58% de ces séquences dont cing trous font 100 Kb. Il reste donc 3 056 880 pb de séquence
travaillable.

L’annotation automatique du JGI a été examinée gene a gene a partir du « genome
browser » du JGI (http://genome.jgi-psf.org/Poptrl_1/Poptrl_1.home.html). Sur cette zone
d’intérét, 303 genes différents, codant des protéines, sont annotés, ce qui représente environ un

gene tous les 10 Kb.

2.1.2 D’aprés la version V2 du génome

La zone équivalente aux 3 premiers Mb de la V1 correspond aux 4 382 460 pb de la
séquence du second assemblage V2 (déterminé avec le logiciel BLASTn avec les 2 derniers Kb).
Dans cette seconde version, 1’ancien scaffold 117 de la version V1 a été intégré au chromosome
19. 1l y a 240 769 pb de trous répartis en 219 segments, ce qui représente 5,49% de ces
séquences (taille moyenne d’un trou : 1100 pb). Il reste 4 141 691 pb de séquence travaillable. 11
y a donc plus de 1 Mb de séquence supplémentaire travaillable dans cette seconde version.

Sur cette zone d’intérét, 409 genes différents sont annotés sur le “genome browser” du
JGI (http://www.phytozome.net/poplar.php). La proportion de géne est identique a la version

V1 : environ un géne tous les 10 Kb.
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Figure 29 : Alignement entre les 3 premiers Mb du chromosome 19 de la version V1 et la région

équivalente de la version V2 du génome de Nisqually-1.

Les échelles physiques sont indiquées en pb. Dans la barre de gauche représentant les séquences : I’absence de séquence est indiquée en
rouge, la présence de séquence est indiquée en noir. La barre de droite représente 1’échelle tous les 200 kb. Les alignements en rouge sont
dans le méme sens et en bleu ils sont en sens inverse. Le scaffold 117 encadré en vert a été intégré au chromosome 19 de la V1. Les génes
de résistance sont indiqués sur les séquences suivant les motifs qu’ils portent pour I’annotation automatique du JGI, ’annotation de Kolher
et al, (2008), et celle produite avec les motifs MEME. Le n° Protein ID est indiqué suivant le “genome browser” du JGI. Pour 1’annotation
consensus les genes de la catégorie des TNLs sont indiqués en rouge, les genes de la catégorie des BNLs sont indiqués en bleu, et les génes
STK sont indiqués en vert.



2.1.3 Les différences entre les deux versions de I’assemblage du génome

L’alignement entre les deux assemblages a été effectué avec le logiciel Artemis
Comparaison Tool qui représente les résultats de megaBLAST (e-value inférieure & 10°*% sans
filtre de faible complexité), seulement pour ceux qui ont un score de plus de 2 000. Les
alignements présentés en rouge montrent les alignements dans le méme sens et en bleu les
alignements en sens inverse. Cet alignement montre deux différences importantes dans 1’ordre
des séquences entre les deux assemblages : (i) les 350 premiers Kb de la version V1 sont placés
en sens inversé entre les 600 et 950 Kb de la version V2, (ii) les 250 Kb entre 100 et 300,5 Kb du
scaffold 117 de la version V1 sont placés en sens inverse de la version V2 entre les 2 800 et
3 050 Kb (figure 29).

Une correspondance entre les annotations automatiques des deux assemblages du génome
est donnée par le JGI. La correspondance est donnée lorsque le résultat de BLAT a plus de 90%
d’identité et plus de 80% de la couverture du CDS :

- Quarante deux des 303 geénes de la version V1 n’ont pas de correspondance avec ceux
de la version V2 (13,9%), un géne possede une correspondance sur le nouveau chromosome 12,
28 genes possedent des correspondances sur des nouveaux scaffolds non assignés a un
chromosome (9,2%). Les 232 genes restants ont une correspondance sur le nouveau chromosome
19, dont 5 ont deux correspondances.

- Cent six des 409 génes de la version V2 n’ont pas de correspondance avec ceux la
version V1 (25,9%). Les 303 genes restant ont une correspondance dans 1’ancien assemblage,
dont 76 ont plusieurs correspondances. Ces observations sont cohérentes avec la meilleure

couverture en séquence atteinte dans la version V2 du génome.
2.1.4 Les genes de résistance

2.1.4.1 Les genes NBS-LRR

2.1.4.1.1 D’aprés le génome de Nisqually-1 V1

Pour la version V1 du génome, trois différents parametres ont été suivis : I’annotation
automatique donnée sur le site du JGI, I’annotation faite par Kolher et al, (2008) et 1’alignement
des motifs MEME des génes NBS-LRR (annexe 2) sur la sequence (figure 29 ; tableau 4) :

- Par I’annotation automatique V1 (JGI), 81 génes ont été annotés comme RGA,
appartenant a la catégorie des NBS-LRR. Huit d’entre eux n’ont pas de domaine prédit

(HMMPfam et FPrintScan) mais ont leur meilleur score avec un géne NBS-LRR (comme tous
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Tableau 4 : Inventaire des genes NBS-LRR sur ’extrémité du chromosome 19.
Le nombre de genes est donné suivant les motifs qu’il porte et de la catégorie auxquels ils
appartiennent. Cette inventaire est donné pour I’annotation automatique du JGI, I’annotation de
Kolher et al, 2008, I’annotation produite avec les motifs MEME, et I’annotation consensus
produite a partir de ces différentes annotations.

z s & 29 s 218§
= < 2 F |8 S F | 3
A o Z 2 Z z
N m = m N
S s S
<
Sans motif 8 - - 1 - - 1
NBS (N) 7 4 14 8 8 8 8
NBS-LRR (NL) 10 5 4 10 - 4 4
LRR (L) 20 - 2 4 64 1 2
catégorie des BNL
BED-NBS-LRR (BNL) 5 12 4 15 - 24 35
BED (B) 1 - 1 1 3 2 2
BED-NBS (BN) 1 1 17 6 - 13 2
NBS-BED (NB) 1 1 1 1 - 1 1
catégorie de TNL
TIR-NBS-LRR (TNL) 1 14 18 | 18 - 18 | 18
NLS-TIR-NBS-LRR (n'TNL) - 3 4 4 - 5 5
TIR-NBS (TN) 13 - 1 1 - 2 2
NLS-TIR-NBS (nTN) - - 1 1 - 2 2
TIR(T) 14 - 5 5 4 - -
Total 81 40 72 75 79 80 82




les 79 genes). Il y a un géne ne possédant que le domaine B, un gene BN, un géne NB, 5 génes
BNL, 20 génes L, 7 génes N, 10 génes NL, 14 genes T, 13 génes TN, un géne TNL.

- L’annotation donnée par Kolher et al, (2008) prédit 40 genes. Il y a un gene BN, un
géne NB, 12 génes BNL, 4 génes N, 5 génes NL, 14 genes TNL, 3 génes nTNL. Ces annotations
ont été indexées au browser du JGI, elles sont donc identiques en terme de structure mais
difféerentes sur la prédiction des domaines.

- Les alignements des motifs MEME donnés par Kolher et al, (2008) et Meyers et al,
(2003) (annexe 2) ont été produits avec la sequence du chromosome 19. Les differents
alignements des différents domaines ont été raboutés suivant leur orientation et leur proximité
pour en déduire 72 genes NBS-LRR putatifs (ces genes sont qualifiés de putatifs car un simple
alignement par BLAST ne permet pas de vérifier qu’il y a bien les CDS : en effet, des codons
stop peuvent étre présents entre les différents motifs utilisés). 1l y a un gene B, 17 génes BN, 4
genes BNL, un géne NB, deux géne L, 14 genes N, 4 genes NL, 5 genes T, 18 genes TNL, un
gene TN, un gene nTN et 4 genes nTNL.

- Une annotation consensus a été réalisée entre ces trois démarches (figure 29), a I’aide
des alignements des trois paramétres observés pour un méme géne (MEGA4). L’alignement des
genes entre eux a permis d’assigner les génes N, NL et L a 'une des deux catégories BNL ou
TNL. Douze des génes putatifs caractérisés par les motifs MEME regroupent deux ou trois géenes
prédits par I’annotation automatique du JGI, et neuf des génes putatifs n’ont pas de génes prédits
par I’annotation automatique. Les domaines LRR n’ont pas toujours été caractérisés par les
alignements des motifs MEME. Dans le consensus, ils proviennent le plus souvent des
annotations automatiques du JGI et de celles produites par Kolher et al, (2008), mais également
des alignements des genes entre eux. Au total, 75 génes sont annotés : il y a un gene B, 6 genes
BN, 15 génes BNL, un gene NB, 4 genes L, 8 genes N, 10 génes NL, 5 genes T, 1 géne TN, 18

genes TNL, un géne nTN et 4 génes nTNL et un géne sans motif.

2.1.4.1.2 D’apreés Nisqually-1 V2

Pour la version V2 du génome, deux différents parametres ont été suivis : 1’annotation
automatique donnée sur le site du JGI et I’alignement des motifs MEME (annexe 2) sur la
séquence (figure 29 ; tableau 4) :

- L’annotation automatique du second assemblage du génome (V2) ne donne qu’un seul
domaine Pfam par gene, il est donc impossible de connaitre tous les domaines que portent les

genes NBS-LRR. Il y 79 génes qui possédent donc un domaine Pfam des genes NBS-LRR : 4
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Figure 30 : Phylogénie des genes NBS-LRR présents sur le chromosome 19.
Les génes provenant du clone BAC P. deltoides proche du locus MER sont indiqués en rose.




pour un domaine TIR, 3 pour un domaine BED, 8 pour un domaine NBS et 64 pour un domaine
LRR.

- De méme que pour la version V1, les motifs MEME donnés par Kolher et al, (2008) et
Meyers et al, (2003) ont été alignés sur la région d’intérét, et ont montré la présence de 82 génes
putatifs. 11 y a deux génes B, 13 génes BN, 24 genes BNL, un gene NB, un gene L, 9 genes N, 4
génes NL, deux génes TN, 18 génes TNL, deux genes nTN et 5 genes nTNL et un gene n (NLS).

- Une annotation consensus a été produite entre les deux paramétres observés, avec 1’aide
des alignements des genes entre eux : 82 génes NBS-LRR ont été déterminés : deux génes B, 2
génes BN, 35 génes BNL, un géne NB, deux génes L, 8 génes N, 4 genes NL, deux génes TN, 18
génes TNL, deux genes nTN, 5 génes nTNL, et un géne sans motif. Il y a aussi deux géenes
annoté comme RGA dans I’annotation du JGI qui n’ont pas de motif.

Dans la seconde version de 1’assemblage, il y a plus de génes NBS-LRR que dans la

version V1, ce qui est logique puisque il y a plus de sequence et plus de génes.

2.1.4.2 Phylogénie des génes NBS-LRR

L’alignement des domaines NBS des génes NBS-LRR a été produit avec le logiciel
MEGA4 pour établir la phylogénie de ces genes (figure 30). Ce domaine est présent chez les
deux catégories de géne (BNL ou TNL), il permet donc de faire une phylogénie compléte quelle
que soit la catégorie des genes. Le domaine LRR est présent chez ces deux catégories, mais il est
difficile de les aligner. Comme un bon alignement était nécessaire pour une bonne phylogénie, le
domaine LRR n’a pas été utilisé dans cette phylogénie. La phylogénie seépare clairement les deux
types de genes, les TNLs et les BNLs. Il est observé une plus grande diversité dans les genes
TNLs que dans les génes BNLSs. 11 n’est pas possible de définir correctement des clades pour les
BNL (figure 30).

2.1.4.3 Définition de clade pour les génes TNL

La phylogénie des genes TNLs (figure 31) présents sur cette extrémité du chromosome
19 a permis de définir 6 clades pour les TNLs. Des alignements avec les genes des différents
clades de TNL ont été produits sur le genome entier (V1) dans le but d’identifier des genes de
ces clades présents sur d’autres chromosomes ou sur des scaffolds non assignés a ces
chromosomes. Comme il y a une forte redondance sur ces génes TNLs, les génes identifiés ont
été alignés aux genes présents sur la zone d’intérét pour vérifier qu’ils provenaient bien des
mémes clades. Seuls les genes du clade 1 sont présents sur d’autres chromosomes (chromosome
1 et 7) et de nombreux scaffolds de la version V1 (scaffolds 2701, 272, 283, 2139, 4600 et 1268),

111-69



Clade 1

N2 nTNL287
Clade 2

Clade 3

Clade 4

N2 TNL144

Clade 5

Clade 6

Figure 31 : Phylogénie des génes TNL de I’extrémité du chromosome 19 de Nisqually-1 V2
Les génes provenant du clone BAC P. deltoides proche du locus MER sont indiqués en rose.



ainsi que sur le clone BAC P. deltoides proche du locus MER (Lescot et al, 2004). Les autres

clades n’ont que des génes présents sur 1’extrémité du chromosome 19.

2.1.4.4 Les genes STK

Pour les génes STK, seules les annotations automatiques du génome (V1 et VV2) ont été
regardees : 13 STKSs sur la version V1 et 30 STKSs sur la version V2 répartis en differents clusters
(figure 29, page 111-67).

2.2 Développement de marqueurs

2.2.1 Sur la sequence du génome de Nisqually-1

Cent trente-six couples d’amorces ont été dessinés sur la séquence du génome de
Nisqually-1 (134 sur la version V1 de I’assemblage du génome et deux sur la version V2). Il
s’agit d’une recherche positionnelle sur la séquence du chromosome 19.

Soixante et onze couples sont dessinés sur un locus unique du chromosome 19, et 44 sur
un locus unique du scaffold 117. Dix couples ont été dessinés sur deux loci différents a cause de
la redondance tres elevée entre différentes parties de I’extrémité du chromosome 19.

Les huit derniers couples sont dessinés sur des scaffolds non assignés aux chromosomes
du premier assemblage du génome V1 ; nous n’avons donc aucune donnée expérimentale
permettant de les intégrer a ce chromosome. Ces scaffolds ont été sélectionnés comme portant
des génes TNL qui appartiennent au clade 1 présent sur I’extrémité du chromosome 19 étudiée
(Scaffolds 2701, 272, 283, 2139, 4600 et 1268).

2.2.1.1 Marqueurs microsatellites

Parmi ces 136 couples d’amorces, 52 sont dessinés autour de répétitions de faible

complexité (SSR).

2.2.1.2STS

2.2.1.2.1 STS génique

Quatre-vingt couples d’amorces ont été dessinés sur la sequence du génome, et 68
couples d’amorces dessinés sur des génes ou a cheval sur des genes. Quarante six d’entre eux ont
été dessinés sur des génes NBS-LRR. Six sont a cheval sur ’extrémité 3 de genes TNL avec
une amorce consensus dans le domaine LRR, 16 sont dessinés sur I’extrémité 5 du géne avec

une amorce consensus dans le domaine TIR.
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Six couples d’amorces sont dessinés sur des génes NBS-LRR provenant des six scaffolds

non assignés.

2.2.1.2.2 STS non génique
Douze couples d’amorces ont été dessinés sur des zones inter-géniques du chromosome

19 et deux couples sur le scaffold 282.

2.2.2 Sur les BESs

Au fur et a mesure de ’avancée des travaux, 42 couples d’amorces supplémentaires ont
été dessinés sur les BESs (dont 2 fois 2 couples sur le méme BES) issues de 34 clones BAC
(dont 9 fois 2 couples ont été dessinées sur les 2 BESs du méme clone BAC) (annexes 3 et 4).
Les éléments transposables ont pu étre évités dans une bonne proportion, mais dans plusieurs

cas, aucune alternative n’a été possible.

2.2.3 Clone BAC P. deltoides proche du locus MER

Trois couples d’amorces ont été dessinés sur la séquence du clone BAC P. deltoides
proche du locus MER (Lescot et al, 2004). Ils ont été dessinés sur les 3 génes TNL de ce clone
BAC. Ces couples on été dessinés en utilisant 1’amorce consensus développée dans le domaine
TIR du clade 1.

2.3 Test des couples d’amorces

Deux cent cinq couples d’amorces ont été testés pour travailler sur les 3 premiers millions
de pb de Nisqually-1 V1 (y compris le scaffold 117).

En plus des 183 couples d’amorces nouvellement développés, neuf couples provenaient
de SCAR issus de la BSA-AFLP et un couple SCAR issu de RAPD (Masle, 2005 ; données
personnelles Véronique Jorge, Villar et al, 1996). Douze autres couples sont issus de la
bibliographie : 11 SSR (issus de BES de Il’individu Nisqually-1; Tuskan et al, 2004 ;
http:/www.ornl.gov/sci/ipgc/ssr_resource.htm) et un STS (R7 développé par Yin et al, (2004b)
sur le clone BAC proche du locus MER).

2.3.1 Test des parents de la famille 54

2.3.1.1 Matrice Nisqually-1

Parmi les 136 couples d’amorces dessinés sur Nisqually-1, 21 ne donnent pas de produit

d’amplification chez le 101-74, il en est de méme pour 47 couples chez le 73028-62. Dix couples
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ne marchent pas chez les deux parents de la famille 54. Pour ces derniers couples, ils ont montré
une amplification sur ADNg de Nisqually-1, ce qui a permis de veérifier le bon développement

des couples d’amorces et donc la cohérence de I’approche (figure 32).

2.3.1.2 Matrice BES

Parmi les 45 couples dessinés sur les BES, trois couples ne marchent pas chez le 101-74 :
il s’agit sirement de séquences de mauvaise qualité ; les amorces ont donc été dessinées sur des
séquences qui ne sont pas présentes chez le 101-74. Ces 3 couples d’amorces ne fonctionnent pas
non plus chez le 73028-62. Sur les 42 couples d’amorces qui marchent chez le 101-74, 18 ne
fonctionnent pas chez le 73028-62.

2.3.1.3 Matrice du clone BAC proche du locus MER

Quatre couples d’amorces ont été développés sur la séquence du clone BAC P. deltoides
proche du locus MER. Des 3 couples sur les genes NBS-LRR, un ne fonctionnait que sur le pere
101-74, un fonctionnait chez les deux parents, et le dernier ne fonctionnait pas chez les deux
parents de la famille 54. Le marqueur STS, développé par Yin et al, (2004b), ne fonctionnait que
chez la mere 73028-62.

2.3.2 Test sur un échantillon de la famille 54

Chaque marqueur qui montrait un polymorphisme chez 1'un des parents, ou qui ne
marchait pas chez 1’un des parents, a été testé sur 6 individus de la famille 54. Aprés avoir testé
plusieurs centaines de marqueurs, j’ai pu vérifier que parmi ces 6 individus, il y avait les quatre
possibilités pour I’ensemble de la zone testée : [Rus Ri], [Fus Ri], [Rus r1], et [rus ri].

Sur 216 marqueurs testés, 78 montraient naturellement une ségrégation. La figure 33
montre les différents cas ou une ségrégation a pu étre observée dans la famille 54 :

- Les marqueurs dominants pour I’un des parents (figure 33, cas 1) ségrége 1:1 pour 1’un
des parents ; il marque spécifiqguement sur I’'un des quatre alléles présents dans la descendance.

- Les marqueurs dominants pour I'un des parents et co-dominants pour 1’autre parent
(figure 33, cas 2). La ségrégation observée est de 1:2:1. Ces marqueurs permettent de faire un
pont entre les cartes génétiques des deux parents, par contre pour le parent ou c’est un marqueur
dominant, il n’est possible de déterminer que la moitié des génotypes pour ces marqueurs.

- Les marqueurs dont la ségrégation est révélée par une digestion d’une endonuclease
(figure 33, cas 3). Méme si ceux-ci fonctionnent sur les deux alléles d’un individu, la lecture des

génotypes se fait juste par présence ou absence de la digestion. En effet I’alléle non digéré est
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généralement masqué par I’autre parent ; la digestion ne marque pas spécifiqguement le second
alléle du parent cartographié.

- Les marqueurs co-dominants pour I’'un des parents (figure 33, cas 4) seégrégent 1:1 pour
I’un des parents, ils marquent spécifiquement les deux all¢les d’un parent parmi les 4 présents
dans la descendance.

- Les marqueurs double-dominants (figure 33, cas 5) ségrégent 1:1:1:1, il s’agit d un pont
entre les cartes genétiques des deux parents.

- Les marqueurs doubles dominants dont la taille d’amplification est identique aux deux
parents (figure 33, cas 7) ségrégent 1:3.

Bien que la plupart des SSR ait été développés chez P. trichocarpa, il y a quelques SSR
qui ne marchent pas, et la plupart ne fonctionne pas chez les deux alléles du pére P. trichocarpa.
La méme observation a éte faite chez la mere P. deltoides mais avec un rendement bien inférieur
(figure 32, page 111-72).

2.3.2.1 Compétition entre locus

Il y a avec certains marqueurs génétiques, des phénomenes de compétition entre locus
(figure 33, cas 6). En effet, dans le cas ou il y a des amplifications de différentes tailles
provenant de différents haplotypes, certaines amplifications ne se font pas quand il y a un
mélange de ces différents haplotypes. Dans ce cas, la ségrégation pour 1’un des parents n’est pas

visible pour I’ensemble des individus, mais seulement pour la moitié des génotypes.

2.3.3 Développement de marqueurs sur des produits d’amplification PCR

Quinze marqueurs ne montrant pas de ségrégation visible sur agarose, ont été séquencés
pour déterminer des SNP et des petites insertions/délétion. Les polymorphismes ainsi découverts
ont été utilisés pour développer de nouveaux marqueurs génétiques. Pour déterminer au mieux le
polymorphisme présent entre les deux alléles de chaque locus, les PCR ont été effectuées sur des
clones BAC appartenant aux deux haplotypes de 1’individu 101-74 : les 2 alleles des marqueurs
ont pu étres déterminés. Pour déterminer les haplotypes de la mére 73026-62, les PCR ont été
réalisées directement sur I’ADNg cet individu, donc des 2 haplotypes en méme temps, mais aussi
sur un des deux individus « aneuploides » qui ne présente qu’un seul haplotype pour la zone du
chromosome 19 étudié (Cf. § 111-2.4.2).

Sur onze couples d’amorces qui ont été dessinés sur la séquence de produits PCR issus de

I’individu 101-74, dix d’entre eux étaient dessinés par rapport a des SNPs. Ces nouveaux couples
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d’amorces ont été dessinés pour produire des marqueurs dCAPS ou PASA ou PAMSA. Ces 11

couples d’amorces ont pu étre utilisés en carte génétique.
2.4 Cartographie génétique de la famille 54

2.4.1 Phénotypage de la famille 54

2.4.1.1 Les 336 premiers individus

Les premiers individus ont été phénotypés lors de précédentes études avec 7 souches
différentes, dont 931D6 et 98AG69 (Jorge et al, 2005), qui sont les deux souches utilisées pour la
définition des loci R; et Rys respectivement.

- L’analyse du phénotype de la taille des sores a été faite sur une échelle de 1 a5,ilya
179 individus déterminés Rys, 149 individus déterminés rys et 8 individus qui ne possédent pas
de phénotype.

- Pour le locus Ry, il y a 190 individus déterminés R; et 145 individus déterminés ry et un

individu qui ne possede pas de phenotype.

2.4.1.2 La premiére extension

Les 1079 individus de la premiére extension de la famille 54 en 2003, ont tous été
phénotypés pour les deux souches 931D6 et 98BAG69, experiences menéees en 2004 et 2005 a
I’INRA d’Orléans par Arnaud Dowkiw et Catherine Bastien.

- L’analyse du phénotype de la taille des sores a été faite avec une analyse informatique
photographique plus précise, mais aussi a partir d’une lecture manuelle de la taille des sores sur
une échelle de 1 a 5. Il y a 512 individus déterminés Rys et 515 individus déterminés rys, 22
individus n’ont pas pu étre déterminés (taille des sores intermédiaire) et 30 individus n’ont pas
été phénotypés.

- Pour le locus Ry, il y a 513 individus déterminés R;, 501 individus déterminés r; et 65

individus qui n’ont pas été phénotypés.

2.4.1.3 La seconde extension

Les 729 individus de la seconde extension de la famille 54 en 2007, ont été phénotypés
avec les deux mémes souches de Mlp: seuls les individus possédant une recombinaison a
proximité des loci Ry et Rys et les individus de génotypes [ri] pour ’haplotype provenant de la
meére 73028-62 ont été utilisés. En effet, le phénotypage de ces individus a été fait apres le

génotypage (Cf. § 111-2.4.3.3 et § 111-2.4.4.3). Le but est d’étudier particuliérement ces individus
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Tableau 5 : Les individus atypiques de la famille 54.

? indique une phénotype non déterminé ou intermédiaire. En rose
sont indiqués le génotype ou le phénotype hérité de la mére 73028-
62, en bleu sont indiqués le génotype ou le phénotype hérité du pére
101-74.

3 | © |s53| 3 %
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= < S = 3 ®
D o < @~ % @ —_
o € 3 =, 3
o o D
[¢] >
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661300356 | [Ry,Rus.lus] R1, Rus série de base
661300419 | [R;,Rus,fus] R, Rus série de base
661300552 | [r;,Rys.lus] ry, Rus série de base
661300362 | [Ry,r,rus] R1, fus série de base
661302477 | [Ry,r,rus] Ry, ? premiéere extension

661302592 [ri,-] ?, fus premiéere extension

661302832 | [R,,Rus.lus] Ri, Rus | premiére extension

661303031 | [Ry,Rus,us] Ri,Rys | premiere extension

661302916 [ri-] ?,fus premiére extension

661303093 | [r,,Rus,rus] ri, Rus premiére extension

661303167 | [Ry,Rus.lus] Ri, Rus | premiére extension

661303221 | [Ry,Rus,us] Ri,Rys | premiere extension

661303254 | [Ry,Rus.lus] ?,Rus premiéere extension

661303275 | [Ry,Rus,lus] r1, Rus premiére extension

661303282 | [r,,Rus.lus] 2,? premiere extension

661303294 | [Ry,Rus,lus] Ri,Rys | premiere extension

661303412 | [r,,Ryus.lus] ry, Rus premiere extension

661303698 | [r;,Rus,lus] r;, Rus seconde extension

661303743 | [Ry,Rus.lus] Ri, Rus | seconde extension

661303782 | [R;,Rys,us] Ri,Rus | seconde extension

661303800 | [r;,Ryus.lus] ry, Rus seconde extension

661303818 | [R;,Rys,lus] ?,? seconde extension

661303719 | [Ry,r,rus] Ry, fus seconde extension

NINIFRP[WINININININININININININININININDIND]OIN[WIN

661303783 | [R;,r,rus] Ry, fus seconde extension




en QTL vis-a-vis des deux souches pour les parameétres quantitatifs ; en effet, quand les individus
sont r1, il n’y a pas de résistance totale qui masque la mesure des paramétres quantitatifs pour la
souche 93ID6 de Mip.

- Il'y a 154 individus déterminés Rys et 164 individus déterminés rys.

- Pour le locus Ry, il y a 50 individus déterminés R; et 267 individus déterminés r;.

2.4.2 Existence d’individus atypiques

L’analyse spécifique du génotype de chaque individu de la famille 54 a permis d’écarter
certains individus particuliers qui ne pouvaient pas étre analysés en cartographie génétique
(tableau 5). Ces individus se rangent en 2 catégories :

1°) les individus qui portent les deux haplotypes d’un des parents et un haplotype pour

I’autre parent. Il existe 18 individus qui possedent les deux haplotypes du pére 101-74 pour le
chromosome 19, 16 de ces individus qui ont éte phenotypés sont Rys. Ces 18 individus ont été
exclus de I’analyse de cartographie génétique pour le pére 101-74 ; en effet, nous ne pouvons pas
observer les éventuelles recombinaisons entre les deux haplotypes, par contre ils ont été pris en
compte pour I’établissement de la carte génétique de la mere 73028-62. Il existe aussi quatre
individus qui possedent deux haplotypes de la mére 73028-62, et sont de phénotype R;. Au total
22 individus des 2144 sont donc trisomiques ou triploides (soit plus de 1 %). Comme ces
individus n’ont pas été étudiés sur le reste du génome, nous ne pouvons pas savoir s’il s’agit de
trisomiques ou de triploides.

2°) deux individus n’ont pas hérité d’un haplotype du pére 101-74, mais ils ont bien

hérité d’un haplotype de la mére 73028-62. Ces individus ont été pris en compte pour la
cartographie génétique de la mére 73028-62, mais pas pour celle du pere 101-74.
Vingt trois des 24 individus atypiques ont été vérifiés sur plusieurs extractions, car il

pouvait s’agir de contamination des ADNg.
2.4.3 Cartographie génétique du pére 101-74

2.4.3.1 Carte géneétique locale utilisant les 336 premiers individus

La premicre carte génétique a été établie a partir de ’analyse des 336 premiers individus.
Dans cette série, il y a 3 individus atypiques qui ne peuvent étre analysés dans la carte génétique
(tableau 5) ; I’analyse a donc porté sur 333 individus (figure 34 B).

Au total, 68 couples d’amorces ont été utilisés pour génotyper les 336 premiers individus,

qui ont permis d’obtenir 69 marqueurs génétiques différents (annexe 3), dont deux marqueurs
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Figure 34 : Comparaison entre les cartes génétiques du pére 101-74 P. trichocarpa.

A : Carte génétique élaborée avec les individus de la premiére extension de la famille 54. B : Carte génétique élaborée avec
les 336 premiers individus. C : Carte génétique élaborée avec les individus de la seconde extension.

Les distances génétiques indiquées sont en cM. Les marqueurs possédants entre 1,5 et 3,5 % d’erreurs sont indiqués en
italique. Les marqueurs possédants entre 40 et 80% de données présentes sont indiqués en souligné. Les marqueurs qui ont
été utilisés a ’'URGV sont indiqués en rouge. Les marqueurs qui ont été utilisés a 'INRA d’Orléans et a ’'URGV sont

indiqués en orange.




AFLP (E5M5.7 et EAM2.7) déja inclus dans I’étude de Jorge et al, (2005) et 11 marqueurs dans
I’étude de Masle, (2005) dont 7 ont été réutilisés a ’'URGV pour fiabiliser ces résultats. Un
marqueur a été éliminé car il posséde plus de 3,5% d’erreurs (57L24-F) ; la carte génétique
regroupe et ordonne donc 68 marqueurs génétiques (sans compter le locus Rys).

Dix marqueurs génétiques ont été développés par rapport aux SNPs caractérisés par le
séquencage de produit d’amplification PCR : 2 CAPS (RGA836, PTs589), 2 dCAPS (RGA931-
dC, RGAs682-dC), 3 AS-PCR (97G9-AS-9, PTs623-AS, RGAs735-AS), 3 PAMSA (04J18-F-
AS, PTs693-AS, PTs776-AS).

Parmi ces 68 marqueurs génétiques, il y avait 11 marqueurs qui possédaient entre 1,5 et
3,5 % d’erreurs (en italique dans la figure 34), et 4 marqueurs qui avaient entre 40 et 80 % de
données présentes (en souligné dans la figure 34). Dans la globalité, les données qui ont servi a
construire cette carte génétique portent 94,6 % de données présentes avec un taux d’erreur
moyen de 0,57 %.

Le locus Rys a été introduit comme un marqueur génétique avec 97,6% de données
présentes, il co-localise avec 12 marqueurs génétiques, et est encadré par le marqueur 14N08-F
et le groupe de marqueurs PTs589 et INRA s601-1 qui sont distants de 0,9 cM. La ségrégation
au niveau des marqueurs qui co-localisent avec le locus Rys est de 52,25 % pour ’alléle [Rus]

(sans compter les individus atypiques).

2.4.3.2 Carte génetique locale utilisant la premiére extension

Certains marqueurs genétiques ont éte sélectionnés pour génotyper les 1079 individus de
la premiere extension de la famille 54. Ces marqueurs ont été sélectionnés par rapport a leur
qualité et leur proximité avec le locus Rys. Sur les 1079 individus, 12 individus atypiques ont été
éliminés de I’analyse (tableau 5), la carte génétique a donc été faite avec 1067 individus (figure
34 A). Sur les 25 marqueurs PCR qui ont été passés sur cette série, un marqueur a été éliminé car
il possédait plus de 3,5 % d’erreurs (RGA1159). La carte regroupe et ordonne 24 marqueurs
génétiques, parmi lesquels il y a 5 marqueurs qui possedent entre 1,5 et 3,5 % d’erreurs, et 3
marqueurs qui ont entre 40 et 80 % de données présentes. Dans la globalité, les données qui ont
servi a construire cette carte génétique portent 91,9 % de données présentes avec un taux
d’erreur moyen de 0,85 %.

Le locus Rys a été introduit comme un marqueur génétique avec 95,2 % de données
présentes. Sur les 12 marqueurs qui co-localisent avec le locus Rys dans I’analyse des 336
premiers individus, 5 marqueurs ont été passés sur cette seconde série, et encadrent le locus dans

un intervalle de 0,7 cM par un groupe de 2 marqueurs (RGAs135-1 et INRA s165-1) et un
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Figure 35 : Distribution de la famille 54 lors de deux expériences de phénotypage pour la taille

des sores.

Ces deux exemples correspondent aux expériences de deux séries de la premiére extension de la famille 54 avec la
souche de Mlp 98AG69. Les couleurs introduites dans I’histogramme correspondent aux génotypes des individus

de la famille.



groupe de 3 marqueurs (RGAs297, SCAR_E1M4 et RGAs352). Cette carte génétique permet
donc de préciser la localisation du locus Rys. La ségrégation au niveau du locus Rys est de
48,59 % pour I’alléle [Rys].

La figure 35 montre un exemple des courbes bimodales obtenues avec les données de
deux expériences de phénotypage. Le génotype au locus Rys est comparé aux résultats de la taille
des sores pour les descendants de la famille 54. De rares individus montrent un génotype [Rus] et
un phénotype gros sore rys et vice versa. De nombreuses vérifications ont permis d’en corriger
certaines (certainement des erreurs humaines) et en confirmer d’autres. Les vérifications ont

aussi porté sur des individus de phénotype intermédiaire qui se sont confirmés.

2.4.3.3 Carte génétique locale utilisant la seconde extension

Une derniere carte génétique a été développée a partir de la seconde extension. Sur les
729 individus, 5 individus atypiques ont été éliminés de 1’analyse (tableau 5), la carte génétique
est donc faite avec 724 individus (figure 34 C).

Une sélection de 15 marqueurs génétiques est utilisée pour déterminer le génotype des
individus supplémentaires. Cette sélection n’est pas exactement la méme que pour la premiere
extension : I’avancée du travail a permis de sélectionner des marqueurs de meilleure qualité, et la
sélection a été recentrée autour des deux loci R; et Rys. Parmi les 15 marqueurs, aucun n’a plus
de 3,5 % d’erreurs, il y a 4 marqueurs qui posseédent entre 1,5 et 3,5 % d’erreurs, et tous les
marqueurs ont plus de 80 % de données présentes. Dans la globalité, les données qui ont servi a
construire cette carte génétique portent 93,1 % de données présentes et un taux d’erreur moyen
de 1 %.

Le locus Rys a été introduit comme un marqueur genétique avec 43,6 % de données
présentes. Dans cette derniére carte génétique, le locus Rys co-localise avec 3 marqueurs
(RGAs135-1, 17N11-R et 125A14-F), il est encadré dans un intervalle de 1,1 cM par le
marqueur 14NO08-F et un groupe de 3 marqueurs (RGAs297, SCAR_E1M4 et RGAs352). La

ségrégation au niveau du locus Rys est de 49,52 % pour I’alléle [Rys].

2.4.3.4 Comparaison entre les cartes génétiques des trois séries de la famille 54

Cette nouvelle carte génétique a été alignée avec la carte génétique plus compléte faite a
partir des 336 premiers individus de la famille 54 ; les marqueurs sont colinéaires entre les deux

cartes et les distances génétiques sont du méme ordre.
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2.4.4 Cartographie génétique de la mére 73028-62

2.4.4.1 Carte génétique locale utilisant les 336 premiers individus

Pour la mere 73028-62, un individu atypique a été éliminé de ’analyse et a donc conduit
a une carte génétique avec 335 individus. Parmi les 27 marqueurs génétiques, 3 ont plus de 3 %
d’erreurs (Nc799-1, GCPM 2849, INRA 1944). Ces 3 marqueurs ont été ¢liminés de I’analyse,
la carte regroupe et ordonne 24 marqueurs génétiques (sans compter R;) sur ’extrémité du
chromosome 19 dans lequel se trouve le locus R;. Parmi ces 24 marqueurs génétiques, il y a 3
marqueurs qui possédent entre 1,5 et 3,5 % d’erreurs, et 7 marqueurs qui ont entre 40 et 80 % de
donneées présentes (figure 36 B). Dans la globalité, les données qui ont servi a construire cette
carte génétique portent un taux d’erreur moyen de 0,66 %, et 82,6 % de données présentes.

Le locus R; a été introduit comme un marqueur génétique avec 99,7% de données
présentes. Dans cette premiere carte génétique, R; est encadré par un groupe de marqueurs
(INRA 1211 et GCPM_79) et le marqueur INRA _920-3 distants de 1,6 cM. La ségrégation au
niveau du locus R; est de 55,82 % pour Iall¢le [R4].

2.4.4.2 Carte génetique locale utilisant la premiére extension

Certains marqueurs géenétiques ont été ensuite selectionnés pour genotyper les 1079
individus de la premiére extension. Ces marqueurs ont été sélectionnés par rapport a leur qualité
et leur proximité avec le locus Ry. Sur les 1079 individus, un individu atypique a été éliming,
I’analyse a donc été faite avec 1078 individus. Sur les 13 marqueurs génétiques qui ont été
passés sur cette serie (sans compter le locus R;), un marqueur a été éliminé car il possédait plus
de 3,5 % d’erreurs (SCAR_E1M4), la carte regroupe et ordonne donc 12 marqueurs génétiques.
Parmi ceux-ci, il y a 5 marqueurs qui possédent entre 1,5 et 3,5 % d’erreurs, et 6 marqueurs qui
ont entre 40 et 80 % de données présentes (figure 36 A). Dans la globalité, les données qui ont
servi a construire cette carte géenétique portent 78,6 % de données présentes et un taux d’erreur
moyen de 1,23 %.

Le locus Ry a été introduit comme un marqueur génétique avec 94 % de données
présentes. Dans cette seconde carte génétique, R; est encadré par deux groupes de marqueurs
génétiques distants de 2 cM (INRA 1211 et GCPM_79 pour le premier groupe, INRA 920-3,
RGAs2701-1 et 14N08-F pour le second). La segrégation au niveau du locus R; est de 51,39 %
pour I’allele [R4].
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Figure 37 : Alignement entre les cartes génétiques du 101-74 et du 73028-62.
A : Carte génétique du 101-74 élaborée avec les 336 premiers individus de la famille 54.
B : Carte génétique du 73028-62 élaborée avec les 336 premiers individus de la famille 54.
Les marqueurs communs aux deux cartes génétiques sont indiqués en rouge.



2.4.4.3 Carte génétique locale utilisant la seconde extension

Neuf marqueurs génétiques ont été sélectionnés pour génotyper cette derniere extension
de 729 individus supplémentaires. Deux individus atypiques ont été éliminés (tableau 5) :
I’analyse est donc faite avec 727 individus (figure 36 C). Un marqueur a été éliminé car il
possédait plus de 3,5 % d’erreurs (SCAR _E1M4), la carte ordonne 8 marqueurs génétiques dont
un marqueur possédant entre 1,5 et 3,5 % d’erreur, et 4 possédant entre 40 et 80 % de données
présentes. Dans la globalité, les données qui ont servi & construire cette carte genétique portent
75,3 % de données présentes et un taux d’erreur moyen de 0,52 %.

Le locus R; a été introduit comme un marqueur génétique avec 43,5 % de données
présentes. Dans cette derniére carte génétique, R; est encadré par deux groupes de marqueurs
génétiques distants de 1,7 cM (INRA_1211 et GCPM_79 pour le premier groupe, RGAs2701-1

et 14N08-F pour le second). La ségrégation au niveau du locus R; est de 54,12 % pour I’alléle

[Ra].

2.4.4.4 Comparaison des 3 cartes genétiques du 73028-62

De méme que pour les cartes génetiques du 101-74, les marqueurs génétiques sont
colinéaires et les distances génétiques sont de méme ordre entre les différentes cartes genétiques
du 73028-62.

2.4.5 Comparaison des deux cartes génétiques parentales

Il'y a 15 marqueurs genétiques dans la carte issue du génotypage des 336 premiers
individus, qui ségregent pour les deux parents en méme temps. Le marqueur INRA s404-1
ségrége chez les deux parents, mais il n’a pas eté placé sur le LG XIX pour le 73028-62, ce
marqueur n’a pu étre placé dans la carte génétique du génome entier (Véronique Jorge, donnée
personnelle). Le marqueur GCPM_2849 ségrege chez les deux parents, mais il a été écarté de
I’analyse de I’individu 73028-62 car il possede plus de 3,5% d’erreur.

Il'y a donc 13 marqueurs communs entre les cartes génétiques des parents pour les
premiers individus (figure 37). Il y a une parfaite colinéarité entre les deux cartes génétiques
parentales.

Le taux de recombinaison est plus élevé chez la mere que chez le pére pour cette région
génomiqgue ; entre les marqueurs INRA 524 et INRA 2879, la distance génétique chez la mere

est de 33,8 cM alors que chez le male elle est de 23,6 cM.
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Figure 38 : Alignement des cartes génétiques des deux parents et des séquences des deux assemblages

du génome de Nisqually-1.

Les cartes génétiques du 101-74 (B) et du 73028-62 (D) sont élaborées avec les 336 premiers individus de la famille 54. Les
séquences du génomes V1 (A) et V2 (C). Dans la barre de gauche représentant les séquences : 1’absence de séquence est
indiquée en rouge, la présence de séquence est indiquée en noir. La barre de droite représente 1’échelle tous les 200 kb. Les
marqueurs génétiques possédants plusieurs locus sur le génome de Nisqually-1 sont indiqués en orange.



La relation entre les deux loci de résistance R; et Rys était inconnue: il y a deux
marqueurs, 14N08-F et |_920-3, qui séparent les deux loci : R; et Rys ne constituent donc pas un

seul et méme géne avec différents alleles, il s’agit de deux génes differents.

2.4.6 Alignement des cartes génétiques avec le génome de Nisqually-1

Nous manquons de marqueurs qui permettraient de comparer les cartes génétiques entre
elles. Il est donc plus intéressant de comparer les cartes génétiques avec I’intermédiaire de la
séquence du génome.

L’alignement des cartes génétiques avec le chromosome 19 de la version V1 du génome
montre une large inversion entre les cartes génétiques des deux parents et le début de ce
chromosome. Le scaffold 117 s’intégre dans un trou précis de la séquence ; deux marqueurs
génétiques (GCPM_104 et nc1432-1) encadrent les marqueurs développés sur scaffold 117, et
sont placés aux premiers contigs encadrant ce trou de sequence (figure 38).

Dans cette inversion, plusieurs marqueurs montrent un locus unique dans la carte
génétique alors qu’il y a plusieurs locus sur la séquence du génome (GCPM 104, RGA1159,
22H17-F-2). Une partie de cette inversion est donc vraisemblablement déja représentée dans le
génome.

L’alignement sur le chromosome 19 de la version V2 du génome montre une région mal
assemblée entre les cartes génétiques et ce chromosome entre 2 800 et 3 050 Kb (figure 38).

Ces différents alignements renforcent la colinéarité entre les deux cartes génétiques ; en
effet, en comparant les cartes génétiques via la séquence du génome, on peut aussi voir la
colinéarité des marqueurs génétiques qui ne ségregent pas en méme temps chez les deux parents.

Le fait que les deux cartes génétiques parentales soient cohérentes entre elles et montrent
les mémes différences avec le génome renforce le fait qu’il s’agit d’erreurs d’assemblage. Ces
erreurs d’assemblage ne sont pas des duplications, que ce soient pour ’'une ou I’autre version ;
en effet, tous les couples d’amorces dessinés sur ces zones retombent dans une et méme zone

quel que soit I’individu.

2.5 Cartographie physique de I’individu 101-74

La zone étudiée pour I’élaboration de la carte physique a été réduite par rapport a la zone
étudiée en cartographie génétique. Ces limites sont les marqueurs génétiques RGA805 du c6té
télomérique du chromosome 19 et 47N12-F a Iextrémité du scaffold 117 du génome de
Nisqually-1 V1. Ces deux marqueurs sont espacés par 1 380 Kb sur la séquence du génome V2.

Cette zone a été recentrée sur les loci Rys et R;.
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2.5.1 Criblage de la banque BAC

2.5.1.1 Criblage par PCR

Cent cinq couples d’amorces ont été utilisés pour le criblage de 88 pools plaques de la
banque BAC, ce qui représente 10 X. Trente cinq d’entre eux ont servi a cribler les 48 autres
pools plaques restants de la banque BAC. Ces marqueurs utilisés correspondent aux zones ou la
couverture de la banque n’était pas suffisante avec les 88 premiers pools plaques.

Les pools lignes correspondant au pool plaque positif et les clones individuels d’une ligne
correspondante au pool ligne positif ont été criblés avec le méme couple d’amorces.

Le criblage de la banque BAC a permis I’identification de 95 clones BAC correspondants

a la zone d’intérét.

2.5.1.2 Criblage avec les BES des 20 premiéres plaques de la banque BAC

Dans le criblage des 88 premiers pools plaque, il y avait seulement 4 plaques communes ;
il peut donc y avoir de nouveaux clones BAC caractérisés par le criblage des 20 premieres
plaques de la banque BAC. De plus, ces clones BAC possedent des BES utilisables pour
redessiner de nouveaux couples d’amorces et donc permettent d’améliorer I’¢laboration des
cartes physiques.

L’alignement des 13 536 séquences de BES provenant des 20 premicres plaques de la
banque BAC avec la séquence du génome a permis d’identifier 30 clones BAC supplémentaires
potentiellement présents dans la zone d’intérét.

Les clones BAC sélectionnés ont eté recupéres par rapport a leurs coordonnées dans les
plaques de la banque. La confirmation par PCR avec un couple d’amorces concordantes avec la
localisation des BES a permis de valider 20 de ces clones BAC. Neuf des 10 clones BAC non
confirmés montrent une forte similarité avec des éléments transposables (Cf. § 111-2.5.2.2) et 4
d’entre eux correspondent a un élément particuliérement redondant a proximité du locus Rys. Un
autre clone BAC non confirmé (le clone 04P24) posséde une de ces extrémités sur un géne NBS-

LRR qui correspond au clade 1 des géenes TNL.

2.5.2 Utilisation des BES en cartographie physique

Il'y a 20 clones BAC qui possedent des BES provenant des 20 premieres plaques de la
banque BAC. En plus, parmi les 95 clones BAC criblés par PCR, 51 clones BAC ont été
séquencés a leurs extrémités. Au total, 71 clones BAC possedent un ou deux BES, ce qui a
permis d’obtenir 134 BES (8 clones BAC ne possédent qu’un seul BES). Sur ces 134 BES, 4
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couples de BES provenant de clones BAC différents correspondent a un méme locus, il y a donc

130 sequences différentes.

2.5.2.1 Alignement des BES sur la séquence du génome

2.5.2.1.1 Génome V1

L’alignement de ces 130 BES sur le génome de Nisqually-1 (V1) a permis de caractériser
215 alignements sur le génome, sachant qu’au maximum quatre alignements ont été pris en
compte. Dans de nombreux cas, ces alignements sont le raboutement de plusieurs alignements
qui ont été coupés par des séquences de faible complexité ou de courtes zones différentes. Six
BES n’ont pas d’alignement sur le génome, 10 BES n’ont pas été pris en compte car ils
possédaient trop d’alignements ; pour 7 d’entre eux, il s’agit d’éléments transposables (Cf. § I11-
2.5.2.2). La confirmation de ces alignements avec le logiciel MEGA4 a donc permis de valider
176 alignements, dont 126 correspondent a la zone d’intérét ; 39 alignements n’ont pas été

validés.

2.5.2.1.2 Génome V2

L’alignement de ces 130 BES sur le génome de Nisqually-1 (V2) a permis de caractériser
¢galement 215 alignements sur le génome, sachant qu’au maximum 4 alignements ont €té pris en
compte. Cing BES n’ont pas d’alignement sur le génome, quatre BES n’ont pas été pris en
compte car ils possédaient trop d’alignements; pour 3 d’entre eux, il s’agit d’¢léments
transposables. La confirmation des ces alignements avec le logiciel MEGA4 a permis de valider
161 alignements, dont 127 correspondent a la zone d’intérét ; 54 alignements n’ont pas été

validés.

2.5.2.2 REP BASE
Une analyse des BES a été effectuée par REP BASE. Trente quatre des 130 BES

possédent un élément transposable, 11 d’entre eux montrent un alignement de moins de 200pb.

2.5.2.3 Orientation des BES

L’orientation de ces BES a pu se faire de deux fagons :

- Des marqueurs dessinés sur un ou les deux BES d’un clone BAC ont été utilisés ; le
criblage des clones BAC individuels avec ces marqueurs a permis de voir de quel cété
I’extrémité se situe. En effet ces marqueurs ne marchent que chez les clones BAC chevauchant
pour 1'un de ces deux cotés. Cette méthode expérimentale a permis d’orienter les BES de 25
clones BAC.
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Figure 39 : Construction des cartes physiques pour chacun des deux haplotypes du 101-74.

A : carte physique de I’haplotype hRys, B : carte physique de I’haplotype hrys. L’alignement entre les deux cartes
physiques est faite avec les marqueurs PCR communs. A droite de chaque clone BAC (représenté par un trait noir
vertical) est indiqué la coordonnée de ce clone dans la banque BAC. Les marqueurs multi-locus sont indiqués par une
courbe regroupant les différents loci.



- L’utilisation des alignements des BES sur la séquence du génome a permis aussi de les
orienter. Il fallait que les deux BES soient en orientation inverse entre eux sur la séquence du
génome et espacés d’une longueur cohérente avec celle d’un clone BAC. Les BES de 36 clones
BAC ont été orientés par ces alignements.

Dix clones BAC possédants des BES n’ont pas pu étre orientés. Ces clones BAC ne
possedent pas de couple d’amorces sur 1’un des BES et ils ont des alignements incohérents sur le

génome, ce qui ne permet pas de les orienter.

2.5.3 Assemblage des contigs de clone BAC

Le criblage des clones BAC individuels avec 96 couples d’amorces a permis de
construire les contigs. L’appartenance a I’un ou 1’autre haplotype pour chacun des clones BAC a
pu étre déterminée a 1’aide des marqueurs génétiques (figure 39). Les deux cartes physiques ont
donc pu étre construites indépendamment pour chaque haplotype.

Cent quinze clones BAC ont été intégrés aux deux cartes physiques, 76 pour 1’haplotype
hRyus et 39 pour I’haplotype hrys. La carte physique de 1’haplotype hRys a donné deux contigs ;
le premier de 32 clones BAC, couvre 850 Kb, et est délimité par les marqueurs RGA805 et
97G09-R-1; et le second de 44 clones BAC, couvre 900 Kb, et est délimité par les marqueurs
04J18-1-R et 47N12-F. La carte physique de ’haplotype hRys a donné deux contigs ; le premier,
de 39 clones BAC, couvre 1 000 Kb, et est délimité par les marqueurs RGA805 et 78I101-R-1 ; le
second, de 9 clones BAC, couvre 350 Kb, et est délimité par les marqueurs RGAs682-dC et
99P13-R.

2.5.3.1 Les marqueurs multi-locus

Avec le criblage des pools plaques, de nombreux marqueurs se sont révélés multi-locus,
que ce soit a I’extérieur de la zone ou a I’intérieur de la zone.

Avec le criblage des clones BAC individuels, certains couples d’amorces se sont révélés
multi-locus a I’intérieur de la zone, sans pouvoir forcement différencier ces locus. Une partie de
ceux-ci a été éliminée, mais une zone, entre les marqueurs E5M5 et | 1211, renferme des
marqueurs qui sont tous multi-locus (figure 39). La redondance dans cette zone est trés
importante car certains de ces marqueurs sont dessinés dans des régions inter-géniques. Seul le
couple d’amorce GCPM_ 104 permet de construire correctement la carte physique de I’haplotype
hrys car il amplifie 4 locus avec 3 tailles d’amplification différentes. La carte physique de
I’haplotype hRys n’est pas correctement caractérisée pour la méme zone, en raison de 1’absence

de marqueur avec un polymorphisme de taille ou de marqueur mono-locus.
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Figure 40 : Alignement entre les cartes physiques et la carte génétique du 101-74.
A : carte physique de I’haplotype hR . B : carte génétique du 101-74 élaborée avec les 336 premiers individus de la
famille 54. C : carte physique de I’haplotype hrys. Seuls les marqueurs génétiques sont indiqués sur les cartes

physiques.



2.5.4 Alignement des cartes physiques avec la carte génétique

L’alignement des deux cartes physiques avec la carte génétique du méme individu a
permis de confirmer 1’assemblage interne de chaque contig et ’assemblage des contigs entre eux
(figure 40). La cohérence entre ces deux cartes physiques et la carte génétique renforce la bonne
construction de chacune des cartes.

Pour les 96 couples d’amorces utilisés pour la cartographie physique, seuls 42 d’entre eux

fonctionnent sur les deux haplotypes soit moins de la moitié.
2.5.5 Alignement de la carte physique hRys avec le géenome de Nisqually-1

2.5.5.1 Alignement via les couples d’amorces

Les coordonnées des couples d’amorces sur le génome de Nisqually-1 ont été
déterminées par e-PCR et par BLASTN. La limite prise en compte a été d’au maximum deux
SNP entre la séquence de I’amorce et la séquence du génome. L’alignement des marqueurs entre

la carte physique de 1’haplotype hRys et le genome est montré en noir dans la figure 41.

2.5.5.2 Alignement via les BES

Les cartes physiques ont été comparées a la séquence disponible de P. trichocarpa V1
(figure 41 A) et V2 (figure 41 C). La séquence du génome comporte de nombreuses
discontinuités dans la zone d’intérét et leur longueur est mal définie. Par exemple, d’apres les
données de cartographie, le scaffold 117 s’intégre au groupe de liaison XIX dans un trou de 100
Kb, alors que ce scaffold a une longueur de 1 Mb.

Par ailleurs, une région de 350 Kb environ apparait avoir été mal placée et inversée dans
I’assemblage V1 du JGI ce qui confirme ce qui a été déja remarqué avec les carte génétiques (Cf.
8 111-2.4.6). De méme, I’erreur de 250 Kb dans la version V2 de I’assemblage est aussi
confirmée.

L’alignement des BES sur le génome est montré en rouge dans la figure 41 et en vert

quand il y a un marqueur développé sur ce BES.

2.5.5.3 Estimation de la taille des cartes physiques

La bonne gestion des deux cartes physiques a été assurée en donnant une coordonnée
pour les différents parameétres des cartes physiques. Ces parameétres sont les marqueurs et les

BES et par conséquent les clones BAC.
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Figure 42 : Taux de recombinaison entre la carte génétique de 333 individus et la carte physique
de I’haplotype hR|j.
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Figure 43 : Taux de recombinaison entre la carte génétique de 1399 individus et la carte physique
de I’haplotype hR\j.




Quatre vingt treize clones BAC ont été mesures parmi les 115 des deux cartes physiques
(la taille moyenne est de 129 Kb).

Ces tailles mesurées expérimentalement sont comparées aux tailles théoriques sur la
séquence du génome. Ces tailles théoriques sont prises par rapport aux alignements des BES sur
le génome ou par rapport a I’alignement des couples d’amorces. Dans le cas des BES, la taille
théorique est précise mais dans le cas des couples d’amorces la taille est un intervalle.

La comparaison entre ces mesures a permis de définir les différences qui peuvent
intervenir entre le génome de Nisqually-1 et les cartes physiques du 101-74. Cette étape est
conduite indépendamment entre les deux cartes physiques. La taille de la carte physique de
I’haplotype hRys est d’environ 1 800 Kb. Par contre, la taille de I’haplotype hrys est difficile a
estimer du fait de I’'important trou qu’il possede.

Ceci a permis de caractériser les différences de taille qui existent entre les deux
haplotypes de I’individu 101-74 : la figure 39 (Cf. page 111-83) montre une différence de distance
entre les marqueurs 1_1211 et 4J18-F-AS : entre ces deux marqueurs, la distance sur I’haplotype
hrys est d’environ 270 Kb alors que elle est au minimum de 370 Kb sur I’haplotype hRys. Pour
cette méme zone les différences éventuelles de distances entre le 101-74 et Nisqually-1 ne
peuvent pas étre observées ; en effet, il s’agit de la zone ou les deux versions sont mal

assemblées.

2.5.6 Taux de recombinaison

La moyenne du ratio distance génétique/distance physique pour la zone est d’environ
1cM pour 200 Kb. II existe cependant une certaine variabilité de cette valeur a ’intérieur de la
zone étudiée.

La figure 42 montre les taux de recombinaison par rapport a la carte génétique 333 et la
carte physique de 1’haplotype hRys. La figure 43 montre les taux de recombinaison avec la carte
génétique faite a partir de 1399 individus (carte portant sur I’analyse des 336 individus et la
premiére extension de la famille 54).

Le taux de recombinaison est équivalent entre les deux cartes génétiques. Les figures
montrent deux zones qui sont particulierement recombinantes : les différences du taux de
recombinaison entre les deux cartes génétiques sont probablement dues au fait que les intervalles

ne sont pas exactement les mémes.

111-85



A : Génome V2 B : Carte physique C : Carte physique

Réarrangement local 101-74 101-74
du chromosome19 haplotype hR g haplotype hryg
|I-' ——— RGA805
350000 \
o
Zone 1l
Zone 1 o
o
ol
{
Zone 2
.: Zone 2
3
@
()
00
$e
Zone 3
L]
Zone 3 ‘. —— 78101-R-1
.I\
L]
(]
‘?o \
2813254—.—0
969 606 Py g |
e @00 —q
—F Zone 4
Zone 4 n — | | I
B - PTs589
\
[ —
\
E‘“ Zone 5
I
. 1 [ —— 'UHI —— 42M10-F
@
..
.. E— —— |
. /}/”””
O
@® Geénes TNL 500 Kb
® Génes TNL partiel
. @ Genes BNL
Marqueur multilocus ® Génes BNL partiels
@ GenesSTK
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2.6 Caractéristiques de la zone genomique

Dans ce premier travail, I’évaluation du polymorphisme et de la redondance est faite par
I’intermédiaire des marqueurs PCR, des BES, et de la taille des régions génomiques.

- Les BES localisés et orientés permettent de montrer le polymorphisme et la redondance
avec le génome de Nisqually-1.

- La mesure des clones BAC a permis de mesurer la taille physique des haplotypes du
101-74. Ceci a permis de comparer les tailles des deux haplotypes entre eux et avec le génome
de Nisqually-1.

- Les marqueurs PCR permettent d’aligner et donc de comparer les cartes physiques et de
montrer le polymorphisme lorsqu’il ne fonctionne pas et la redondance lorsqu’ils sont multi-
locus.

Par I’intermédiaire des comparaisons des deux haplotypes de I’individu 101-74, mais
aussi entre un des deux haplotypes du 101-74 et Nisqually-1, il est possible de délimiter cing
zones differentes suivant leur degré de polymorphisme et de leur redondance dans la région des
cartes physiques d’environ 1,8 Mb (figure 44). Il est donc proposé un réarrangement local des
contigs de séquence pour les deux assemblages du génome de Nisqually-1.

Zone 1) La premiere zone est peu complexe, depuis le marqueur RGA805 jusqu’au
marqueur SCAR_E5M5 (figure 44) ; les marqueurs fonctionnent généralement sur les deux
alléles d’un seul et méme locus, les alignements des marqueurs et des BES sur le génome sont
coheérents, et la taille du segment chromosomique est peu variable : 200 Kb pour le génome de
Nisqually-1 pour I’haplotype hrys, et 187 Kb pour ’haplotype hRys.

Zone 2) La zone suivante est particulierement redondante entre les marqueurs
SCAR_E5M5 et INRA_1211 pour une longueur d’environ 300 Kb. Lorsque le clone BAC est
chevauchant a cette zone, ’orientation des BES est faite en utilisant les données du BES
extérieur. Si le clone BAC est entierement dans la zone, les BES ne peuvent pas étre localiseés ;
ils ont différents alignements multiples a I’intérieur méme de cette zone. Plusieurs d’entre eux
possédent deux BES qui s’alignent a quelque Kb en orientation inverse et qui sont représentes
plusieurs fois. Les marqueurs PCR sont quasiment tous multi-locus au sein du méme haplotype
et ont parfois plusieurs localisations sur le génome de Nisqually-1, méme pour les marqueurs
dessinés dans les régions inter-géniques. L’hypothése est qu’il y a 3 répétitions d’environ 80 Kb
qui s’enchainent dans la méme orientation mais que seules 2 répétitions sont présentes dans

I’haplotype. Cette zone montre des duplications récentes qu’il est quasi impossible & assembler
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correctement avec le séquencage d’un génome en WGS et reste tres difficile a travailler en cartes
génétiques et physiques produites.

Seul I’haplotype hrys pour cette zone a pu étre correctement caractérisé car le marqueur
multi-locus GCPM_104 montre trois amplifications de taille différente, ce qui a permis
d’assembler correctement les clones BAC en contig. C’est pourquoi il y a une partie de
I’haplotype hRys sans marqueur ; il y certainement des marqueurs qui fonctionnent sans savoir
sur combien de locus.

Dans les zones tres dupliquées, I’assemblage des clones BAC en contig a été
problématique : les marqueurs étaient répétés a tres courte distance, il était impossible de
différencier les loci. Cela pouvait créer des incohérences dans les cartes physiques avec des
mauvaises interprétations du chevauchement des clones BAC. Cette zone de 300 Kb environ est
concernée par ces difficultés qui n’ont pas pu étre complétement contournées.

Zone 3) La zone délimitée par les marqueurs INRA 1211 et RGAs352 (pour I’haplotype
hRys) est particulierement hétérozygote (figure 44). Sur les 21 marqueurs fonctionnant sur
I’haplotype hRys, seulement huit fonctionnent sur I’autre haplotype du 101-74. La taille entre les
marqueurs INRA 1211 et 04J18-F-AS est trés différente, sur I’haplotype hrys elle fait environ
270 Kb alors que sur I’haplotype hRys, elle fait au minimum 370 Kb et au minimum 450 Kb sur
le genome version V2. Les marqueurs dessinés sur le génome ne fonctionnent pas toujours sur le
101-74, pourtant de la méme espece P. trichocarpa et aussi rarement sur I’individu 73028-62 P.
deltoides (Cf. figure 32, page I11-72). De plus, beaucoup de BES n’ont pas un bon alignement
avec le génome.

Cette zone contient un cluster de BNL et un cluster de TNL qui font tous partie du clade
1 des TNL. Ces derniers sont particulierement redondants a cause de leur nombre important mais
surtout pour la proximité de séquence qu’ils ont entre eux, méme dans leurs introns. C’est
pourquoi dans le clade, les couples d’amorces ont été dessinés a cheval sur les genes afin de
trouver une zone spécifique extra-génique ou dessiner I’amorce sur laquelle repose la spécificité
du couple.

Zone 4) Une autre zone entre les marqueurs RGAs352 et PTs589 montre une forte
redondance, mais cette fois-ci, hors du chromosome 19. Le marqueur INRA s404-1 ségrege
chez les deux parents, mais il n’est pas placé sur le LG XIX pour le 73028-62, ce marqueur n’a
pu étre placé dans la carte génétique du génome entier (Véronique Jorge, donnée personnelle).
D’autres marqueurs ont montré aussi étre multi-locus ; en effet, des clones BAC ont été
identifiés avec ces marqueurs mais ils ne proviennent pas de cette région. Cette zone correspond

a environ 260 Kb chez 1’haplotype hRys et au minimum a 350 Kb chez le genome version V2.
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Dans la carte génétique consensus, élaborée avec les 336 premiers individus et la premiére extension de la famille 54, les
marqueurs génétiques en bleu sont spécifiques du pére 101-74, en violet ils sont spécifiques de la mére 73028-62 et en nair ils

sont communs aux deux parents.




Elle n’a pu étre caractérisée pour I’haplotype hrys a cause d’un manque de couverture de la
banque BAC.

Zone 5) De nouveau, il y a une zone peu complexe, entre les marqueurs PTs589 et
42M10-F. Il'y a si peu de polymorphisme que la plupart des marqueurs fonctionne chez les deux
parents de la famille 54 et ne montre pas de ségrégation dans cette famille (Cf. figure 32, page
[11-72). Pour la cartographie génétique, il était nécessaire de séquencer des produits
d’amplification PCR pour caractériser et utiliser du polymorphisme. Les alignements des
marqueurs et des BES sur le génome sont cohérents (Cf. figure 41, page 111-84-85), et la taille du
101-74 est proche a celle de Nisqually-1.

Finalement, apres le marqueur 42M10-F, c’est le début d’une zone complexe avec de
I’hétérozygotie et de la redondance dans un cluster de génes STK. Cette zone est limitée pas un
trou dans la séquence du génome V1, la fin du scaffold 117, et vraisemblablement, il y a une
erreur d’assemblage dans la V2 avec une inversion de certains contigs montrée par quelques

marqueurs génétiques (Cf. figure 38, page 111-80).

2.7 Vers le clonage positionnel de Rys et R;

Il fallait déja remettre de 1’ordre dans la globalité de cette zone génomique de 1,8 Mb
avant de pouvoir élucider les localisations précises des loci R; et Rys individuellement (figure 41,
page 111-84-85). La construction de cartes physiques et génétiques précises était donc importante
pour retrouver un ordre cohérent dans cette région complexe.

Ce travail a permis de connaitre la relation entre les loci Ry et Rys : ils sont deux loci
différents. Le locus Rys est placé dans le cluster du clade 1 des TNL (figure 45). L’intervalle de
R; possede encore plusieurs catégories de genes ; des TNL, 3 génes du clade 1 dont Rys fait
probablement partie et un géne d’un autre clade, 6 genes de la catégorie des BNL et un géne
STK.

Les loci Ry et Rys sont placés dans une zone particulierement polymorphe mais avec des
genes treés redondants (zone 3 dans la figure 44, page 111-86). Les deux zones génomiques dans
lesquelles se trouvent les deux loci sont mal assemblées dans le génome de Nisqually-1,
I’intervalle de R; correspond a I’erreur du premier assemblage et qui est correctement placé dans
le second. L’intervalle de Rys, quant & lui, est placé correctement dans un scaffold non assigne a
un chromosome du premier assemblage et est mal placé dans le second assemblage.

Maintenant, le séquencage de clone BAC du 101-74, pour le clonage positionnel du locus

Rus, permettra de connaitre les réels genes qui sont dans I’intervalle de ce locus. Les nouveaux
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marqueurs dessinés dans la séquence des clones BAC permettront de restreindre au maximum
I’intervalle dans lequel se trouve Rys.

La cartographie comparée a permis de montrer la conservation de ’ordre des séquences
entre P. trichocarpa et P. deltoides. Le séquencage de clone BAC du 101-74 pour la région du
locus Ry et la séquence du génome aideront & dessiner de nouveaux marqueurs pour mieux
localiser ce locus.

De facon intéressante, le taux de recombinaison entre les marqueurs GCPM_79 et
INRA_920-3 est 2,3 fois plus important chez le 73028-62 que chez le 101-74. La distance
physique du genome de Nisqually-1 V2 entre ces deux marqueurs est de 170 Kb, le locus R; se
trouve dans une région avec un ratio de 90 Kb/cM. Avec 2140 individus de la famille 54, on peut

donc espérer localiser Ry dans un intervalle de 0,1 cM correspondant a 9 Kb.
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1 Le clonage positionnel du locus Rys

L’analyse de I’organisation d’une région trés complexe de pres de 4 Mb représentait une
étape indispensable et obligatoire pour le clonage positionnel du locus Rys.

Pour mieux localiser le locus Rys il était important d’analyser les séquences de I’individu
101-74 qui porte ce locus. Je présente donc dans ce chapitre les principaux résultats des
premieres annotations des clones BAC que j’ai pu effectuées en derniére étape de ma these. Le
but était de partir de ces séquences pour améliorer la cartographie fine du locus Rys et de

proposer la séquence d’un gene candidat pour I’alléle Rys.

1.1 Séquencage des clones BAC

Les quatre clones BAC 04J18, 97F12, 78101 et 97G09 ont éte sélectionnés pour étre
séquencés (figure 46) :

- Les clones BAC chevauchant 04J18 et 97F12 de I’haplotype hRys sont porteurs de
’allele Rys. Le clone 97F12 porte les marqueurs INRA_s165-1 et RGAs297 qui encadrent le

locus Rys. Le clone 04J18 porte uniqguement le marqueur INRA s165-1, mais il chevauche le
clone 97F12 du coté ou il n’y a qu’un seul recombinant qui permet de localiser le locus Rys (Cf.
8 1V-1.2.4.1). De plus, il porte certainement des génes TNL du clade 1 proches de ceux qui sont
dans I’intervalle ou se trouve Rys.

- Le clone BAC 78101, de I’haplotype hrys, porte le marqueur génétique 14N08-F d’un

coté du locus Rys, mais ne porte pas d’autres marqueurs qui permettent de connaitre maintenant
s’il est porteur de I’allele rys.

- Le clone BAC 97G09 de I’haplotype hRys porte certainement d’autres génes TNLS du

clade 1 dont le locus Rys fait probablement partie. Il correspond aussi a la méme zone que le
locus Ry ; il peut donc étre une aide pour le clonage positionnel de Ry par cartographie comparée.

Le fingerprint de ces BAC a été effectué avec 1’enzyme Hindlll pour Vérification. Le
séquencage des clones BAC a été effectué au Génoscope en lecture de type Sanger. Pour les
deux premiers BAC (04J18 et 97F12), des sous-clones de 10 Kb ont été produits pour ce
séquengage. L’assemblage de ces deux clones BAC chevauchants produit une séquence de
181 646 pb. La séquence du clone BAC 97G09 fait 199 976 pb et celle de 78101 fait 141 576 pb.
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1.1.1 Annotation des séquences génomiques

1.1.1.1 Annotateur EUGENE

L’annotation automatique afin de détecter les CDSs sur la séquence des clones BAC a été
faite par le programme EUGENE. Vingt trois génes ont été prédits sur les clones BAC
chevauchants 04J18 et 97F12, notés de A a W sur la figure 47. Neuf d’entre eux possedent des
CDS de moins de 1 000 pb. Trente trois genes ont été prédits sur le clone BAC 97G09, notés
d’Al a A33 sur la figure 47. Quatorze genes ont été prédits sur le clone BAC 78101, notés de B1
a B33 sur la figure 47.

Ces genes ont été par la suite expertisés par rapport a leur homologie avec des genes de
résistance connus et en parallele I’annotation des éléments transposables a été effectuée (voir ci-

dessous).

1.1.1.2 Les génes de résistance

Les motifs MEME des genes NBS-LRR donnés par Kolher et al, (2008) et Meyers et al,
(2003) (annexe 2) ont été alignés avec le logiciel tBLASTN sur les séquences des clones BAC
couvrant les deux haplotypes hRys ou hrys. Les différents alignements (des différents domaines)
ont été raboutés suivant leur orientation et leur proximité, ce qui a permis de déduire 31 genes
NBS-LRR putatifs (figure 47). Ces genes ont été nommés dans 1’ordre, par R_ ou r_ suivant
qu’ils appartiennent a 1’haplotype hRys ou hrys, puis par les domaines qu’ils contiennent, et
enfin par un chiffre qui correspond a leur localisation sur la séquence des clones BAC.

Pour les clones BAC chevauchant 04J18 et 97F12, les alignements avec les motifs
MEME ont permis de caractériser 11 genes putatifs du clade 1 des TNLs, qui sont tous dans la
méme orientation. Ces 11 genes putatifs co-localisent parfaitement avec les genes prédits par le
logiciel EUGENE, a I’exception d’une différence, pour le géne R TNL71 qui est bien plus
grand ; la fin du géne ne porte pas de motif MEME sur pres de six Kb. Parmi ces 11 genes
putatifs, six seulement semblent complets, avec dans cette ordre, les domaines TIR, NBS et
LRR, dont 3 ont aussi en premier le domaine NLS d’adressage au noyau. Pour quatre autres
génes putatifs, ils ne portent qu’un ou deux de ces domaines : deux génes avec seulement le
domaine LRR, un géne avec le domaine NBS et un gene avec les domaines NBS et LRR. Par
’alignement des geénes entre eux, ils ont pu étre placés dans le clade 1 des TNL. Le tout dernier
gene possede un enchainement particulier avec, dans cet ordre, les domaines TIR et NBS puis de

nouveau un domaine TIR.
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Pour le clone BAC 78101 de I’haplotype hrys, Six génes putatifs NBS-LRR ont été
détectés. lls semblent tous complets avec les domaines NBS et LRR, précédés pour cing d’entre
eux du domaine TIR, et le dernier du domaine BED. Les genes TNL sont dans la méme
orientation, en sens inverse du géne BNL. Ces six genes putatifs co-localisent parfaitement avec
les genes prédits par le logiciel EUGENE. Il y a aussi un géne STK, qui a été déterminé par
comparaison avec 1’annotation automatique du génome de Nisqually-1.

Pour le clone BAC 97G09, 14 génes putatifs possédent des domaines des genes NBS-
LRR. Parmi ces 14 génes putatifs, neuf seulement semblent complets avec les domaines NBS et
LRR, précédés pour cing d’entre eux par le domaine BED et 4 par le domaine TIR. Pour les cing
autres genes putatifs, trois d’entre eux ne possédent qu'un domaine BED, un gene porte les
domaines BED et LRR et le dernier possede les domaines NBS et LRR : celui-ci a pu étre placé
par alignement avec les autres génes dans la catégorie des BNL. Les genes TNL entre eux sont
dans la méme orientation, de méme pour les genes BNL entre eux, par contre les deux catégories
de genes ont des orientations opposées. Treize génes putatifs NBS-LRR co-localisent
parfaitement avec les génes prédits par le logiciel EUGENE, et un géne B ne correspond pas a
une annotation du logiciel EUGENE. Il y a aussi un géne STK qui a été déterminé par

comparaison avec le génome de Nisqually-1.

1.1.1.3 Eléments transposables

La détection et I’annotation des éléments transposables (ETs) ont été effectuées par
alignement des séquences des clones BAC sur le site de GIRI (http://www.girinst.org) en
utilisant le programme CENSOR et la base de données d’ETs RepBase (release 15.10, octobre
2010). Les alignements représentant un méme TE sur la séquence ont ensuite été regroupés
lorsqu’ils avaient des coordonnées et une orientation compatibles : la figure 47 présente ici un
descriptif non détaillé des éléments transposables présents sur la séquence des clones BAC, mais
il ne s’agit pas d’une annotation exhaustive.

Pour les clones BAC 04J18 et 97F12, 12 ETs ont été détectés ; il s’agit des éléments
transposables de type EnSpm, Copia et Gypsy. Les analyses montrent qu’une partie du géne F
correspond & un ET (nommé FA) et I'autre partie posséde les domaines TIR, NBS et LRR
(nommé FB). Tous les génes prédits par EUGENE et qui ne sont pas des génes NBS-LRR, co-
localisent avec les ETs (figure 47). lls représentent en effet des morceaux de CDS des ETs telle
que la transposase.

Pour le clone BAC 97G09, 11 ETs ont éte détectés ; il s’agit d’ETs de type Copia, Gypsy
et Harbinger. Un ET de type Copia s’est inséré dans le gene R BNL64.
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Pour le clone BAC 78101, quatre ETs ont été détectés ; il s’agit d’ETs de type Gypsy et
Copia.

Dans I’ensemble, les ETs sont pour la plupart des éléments a LTR. Dans la plupart des
cas, les LTR ne sont pas détectables par 1’alignement de la séquence sur elle-méme. Les résultats
des alignements des clones BAC sur la base d’ETs montrent des alignements partiels ; ce sont
probablement des ETs incomplets mais cela peut étre aussi des ETs différents de ceux de
RepBase.

1.1.2 Comparaison des séquences des clones BAC et du génome de référence

1.1.2.1 Orthologie entre les deux haplotypes du 101-74

Afin de déterminer les segments chromosomiques orthologues entre les deux haplotypes
du 101-74, des alignements par Dot Blot ont été produits entre les séquences des clones BAC
provenant des deux haplotypes différents (figure 48). Entre les clones BAC 97G09 et 78101, il y
a un segment chromosomique orthologue d’environ 37 Kb (encadré en rouge dans la figure 48),
et entre les clones 04J18-9F12 et 78101 il y a un segment chromosomique orthologue d’environ
18 Kb. Entre ces deux segments, il n’est pas possible de déterminer de 1’orthologie entre les
séquences des deux haplotypes. Ceci rend impossible la détermination d’orthologie pour un géne
dans la plupart des cas.

Entre les clones BAC 97G09 et 78101, il est possible de déterminer clairement les deux
formes alléliques pour deux genes : R_BNL106 avec r BNL3, R_STK112 avec r_STKO9. Dans le
cluster de TNL, il n’est pas possible de déterminer une orthologie stricte entre les génes des deux
haplotypes. Chacun de ces génes s’aligne avec tous les autres membres du cluster du deuxieme
haplotype sans que les identités et similarités des séquences puissent privilégier une orthologie.
Les régions inter-geniques ne s’alignent quasiment pas, aucune paire d’alléles correspondante a
un géne n’ayant pu étre définie.

Entre les deux clones BAC chevauchants 04J18 et 97F12 et le clone BAC 78101, les
mémes observations sont faites pour les génes TNL a I’exception du couple d’alleles R nTNL98
et r_TNL132. Mais ces deux alléles du méme géne ne portent pas les mémes domaines, I’all¢le
porté par I’haplotype hRys posséde en plus le domaine NLS d’adressage au noyau. De plus, ces
alleles s’alignent avec tous les autres geénes de 1’autre haplotype. Il n’y a donc que le bon
alignement des zones inter-géniques entourant ces deux alleles qui permettent de déterminer

’orthologie entre ces genes.
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1.1.2.2 Orthologie entre I’haplotype 101-74 et Nisqually-1

De méme, les alignements par Dot Plot ont été effectués entre 1’haplotype hRys du 101-
74 et le génome de Nisqually-1 V2 pour caractériser les segments chromosomiques ortholoques
entre ces séquences (figure 49). Méme s’il y a plus de régions qui s’alignent, il reste beaucoup de
régions qui ne sont pas orthologues. Une grande partie correspond au ceeur du cluster de génes
TNL du clade 1 et une seconde partie correspond au cluster de genes BNL, qui est plus étendue

pour I’haplotype hRys.

1.1.2.3 Différence de taille

Ces alignements révelent des différences importantes de taille entre les deux haplotypes
du 101-74 et le genome de Nisqually-1 V2 (figure 49). lls confirment 1’expansion de taille de
I’haplotype hRys par rapport a I’haplotype hrys remarquée avec la carte physique (Cf. § IlI-
2.5.5.3). Le segment chromosomique non orthologue entre les deux haplotypes fait 88 Kb pour
I’haplotype hrys avec 4 genes TNL et, au minimum, 147 Kb pour I’haplotype hRys avec 8 genes
TNL. Cette différence est au cceur du cluster de génes TNL du clade 1. Les segments non
orthologues du cluster de TNL semblent plus petits chez 1’haplotype hRys que chez Nisqually-1 ;
elle fait au minimum 124 Kb pour I’haplotype hRys avec 4 génes TNL et au minimum 239 Kb
pour I’individu Nisqually-1 avec 8 genes TNL. Un autre segment non orthologue entre
I’haplotype hRys et Nisqually-1 se situe au cceur du cluster de BNL, qui semble plus étendu en
nombre de génes mais aussi en ETs dans I’haplotype hRys que pour I’individu Nisqually-1.

Néanmoins, il est difficile de conclure sur ces différences de taille basées sur les
séquences disponibles de Nisqually-1 V2 et des clones BAC de hRys. En effet, le manque de la
banque BAC donne un trou de séquence dans I’haplotype hRys dont la taille est difficilement
estimable. De méme, le génome de Nisqually-1 est mal assemblé ; il a donc été proposé un
nouvel ordonnancement de différents contigs dans cette zone. La taille des trous entre ces
différents contigs réassemblés n’a pas pu étre estimée. De plus, comme la séquence du génome
n’est pas un haplotype mais le mélange (chimére) des 2 haplotypes de I’individu Nisqually-1, il
est donc possible que les différents contigs du génome proviennent des différents haplotypes qui
normalement doivent se chevaucher ; en effet, comme nous avons pu le voir entre les deux
haplotypes du 101-74, certaines séquences d’haplotypes différents correspondant a une méme
zone ne s’alignent pas, il n’est donc pas possible de le savoir pour Nisqually-1 sans un travail

approfondi sur ses deux haplotypes séparément.
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1.2 Cartographie génétique fine de Rys

1.2.1 Sélection des recombinants proches du locus Rys

Le séquencage du segment chromosomique portant Rys étant réalisé, une cartographie
génétique plus fine a été engagée en exploitant ces sequences d’une part et Iexistence de
recombinants entre les marqueurs génétiques les plus proches d’autre part. Seuls les 26 individus
recombinants entre les marqueurs 97G09-R-1 et RGAs352 pour I’haplotype provenant du pére

101-74, intervalle dans lequel se trouve Rys, ont été retenus pour la suite de 1’étude.

1.2.1.1 Re-phénotypage des recombinants

Bien que les tests pathologiques soient faits dans des conditions contrlées et
normalisées, le phenotype de 25 individus, parmi les 26 recombinants, a été verifié par la
réalisation d’une expérience supplémentaire : ceci dans 1’objectif de s’affranchir du biais entre
les différentes expeériences, ce qui pouvait fausser 1’évaluation phénotypique et donc le
classement des individus. Cette verification a permis aussi de confirmer la localisation du locus
Rus.

1.2.2 Développement de nouveaux marqueurs genétiques

Le développement de nouveaux marqueurs genétiques bases sur la PCR, a éte réalisé a
partir des séquences des clones BAC chevauchant 04J18 et 97F12 de I’haplotype hRys du parent
101-74. Une premiére approche a eté menée sur les 11 genes NBS-LRR en utilisant les amorces
consensus dessinées dans les domaines TIR et LRR et une amorce spécifique localisée dans les
zones inter-géniques. Quinze nouvelles amorces spécifiques ont été développées (ce qui forme
autant de couples d’amorces), sept pour I’amorce consensus sur le domaine TIR et huit pour
I’amorce consensus sur le domaine LRR. La forte homologie des genes NBS-LRR entre eux
dans notre zone d’intérét, a fait qu’il a été tres difficile de définir des amorces spécifiques ;
I’alignement des genes entre eux a donc été trés utile pour définir les zones spécifiques. Pour
compléter, quatre SSR (dont un développé sur Nisqually-1) et cing STS inter-géniques ont aussi
été développés sur la séquence des clones BAC (annexe 5).

Ces nouveaux couples d’amorces ont été testés sur les parents et 6 descendants de la
famille 54. Pour deux marqueurs qui ne ségregent pas, le séquengage de produit d’amplification
PCR a permis de détecter des SNPs et de les convertir en trois marqueurs génétiques
supplémentaires (par rapport aux SNP), dont deux correspondent a un méme locus, chacun

marquant un des deux alléles. Au total, 20 nouveaux marqueurs génétiques proches du locus Rus
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ont été développés (annexe 5) dont 15 ségrégent 1:1 pour le 101-74 et cing ségrégent 1:3 pour les

deux parents de la famille 54 (Cf. figure 33, cas 7, page I11-73).
1.2.3 Carte génétique fine du locus Rys dans la famille 54

1.2.3.1 Génotypage de la famille 54

Les ADNg de 24 individus ont été ré-extraits parmi les 26 individus recombinants, ce qui
a permis de Vérifier leur génotype tout en assurant la quantité suffisante pour la suite des
expériences.

Parmi les 21 nouveaux marqueurs génétiques, 15 ont été utilisés pour génotyper les
individus porteurs d’une recombinaison proche de Rys, ce qui forme 13 nouveaux locus
cartographiés génétiqguement (en gras dans la figure 50) ; deux couples de marqueur proviennent
d’un méme locus (RGAR96-2 avec RGAR96-4, ncR109-AS-1 avec ncR109-AS-2), ils ont
montré comme attendu une co-ségrégation compléte (figure 50). Treize marqueurs genétiques
préalablement utilisés dans la construction des cartes génétiques locales ont été réutilisés pour
réaliser une carte génétique fine et verifier ces résultats.

Par ailleurs, j’ai également confirmé la localisation physique des marqueurs par e-PCR ou
BLASTRn sur les séquences des clones BAC de I’haplotype hRys en regardant la correspondance

entre la taille d’amplification attendue et celle réellement obtenue par PCR sur ’ADNg.

1.2.4 L’allele candidat Rys

Aprés la premiére étape de cartographie locale, les marqueurs les plus proches
délimitaient I’allele Rysa un intervalle de 0,42 cM et 77 Kb de I’haplotype hRys, ou deux genes
TNL sont prédits. Les nouveaux marqueurs ont permis de mieux délimiter les intervalles
génétiques et physiques de I’alléle Rys Celui-ci est encadré par deux marqueurs génétiques
(INRA_R84, ncR109-AS-2) espacés de 0,14 cM en distance génétique, ce qui correspond a 26
Kb en distance physique. Le locus Rys co-localise avec quatre marqueurs génétiques
(INRA _R91, RGAR96-2, RGAR100-2, 04J18-F-AS). Dans cet intervalle il y a maintenant un
seul géne TNL qui est le candidat pour I’allele Rys. Ce gene identifié, R_nTNL98 porte aussi en
5’ un domaine NLS d’adressage au compartiment nucléaire.

Ce gene est dans la partie chevauchante entre les deux clones BAC 04J18 et 97F12, il a
donc été sequencé deux fois indépendamment. Dans la partie chevauchante de ces deux BAC, il

y a 59 Kb, ces séquences sont identiques avec deux courtes exceptions de quelques bases dans
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des régions de faibles complexités inter-géniques. On peut donc considérer que la séquence de ce
géne est particulierement sdre.

Pour le reste de la séquence dans cet intervalle de I’alléle Rys, il y a en amont du gene
candidat et en bordure de I’intervalle, un ET de type Gypsy, nommé R _ET107 avec deux génes

H et I. En aval du géne candidat, il y a un autre ET de type Gypsy, nommé R_ET94 (figure 51).

1.2.4.1 L’individu recombinant

L’intervalle déterminant le géne R_nTNL98 comme candidat pour Rys, est basé sur une
seule recombinaison observée d’un c6té du geéne Rys (figure 50), porté par I’individu 661303763.
En effet, sans cet individu recombinant, I’intervalle du géne Rys s’élargirait a trois génes
supplémentaires et couvrirait une région génomique non couverte par la banque BAC et donc
sans séquence disponible. Pour confirmation, cet individu a été génotypé sur 3 extractions
indépendantes d’ADNg. Il a également été phénotypé 2 fois pour chaque souche 98AG69 et
93ID6. Comme il est de phénotype rl, le phénotypage des deux souches a permis de déterminer

son phénotype Rys.

1.2.4.2 L’alléle rys

Parmi les 4 marqueurs génétiques co-dominants proches du locus Rys, deux (INRA_303-
1 et ncR109) délimitent un intervalle de 50 Kb environ sur 1’haplotype hrys ou deux genes TNL
(r nTNL105 et r TNL132) ont été¢ identifiés. Cet intervalle reste imprécis car I'un des
marqueurs flanquants (ncR109-AS-1) n’est pas présent sur le clone BAC séquenceé (78101).

Néanmoins, le géne r TNL132 est un bon candidat pour I’all¢le rys. En effet, on peut
considérer qu’il est I’orthologue au gene R_nTNL98 grace a la colinéarité des séquences des
deux haplotypes autour des deux alléles (Cf. § 1VV-1.1.2.1, figure 51). Autour du locus Rys, les

ETs sont conserveés entre les deux haplotypes.

1.3 Caractérisation de I’alléle candidat pour le locus Rys

Dans la zone génomique du locus Rys, une orthologie est faite entre I’allele R_nTNL98 et
I’alléle r_TNL132 (figure 51). L’alignement représente 18 Kb (Cf. figure 48, page 1V-94), mais
il n’y a que 82 % de bases identiques et 55 trous dans I’alignement. Il reste donc encore
beaucoup d’hétérozygotie, que ce soit dans le géne ou a I’extérieur, y compris dans les régions

promotrices du géene.
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1.3.1 Alignement des ESTs avec les deux alléles du géne candidat

Plus de 400 000 EST sont maintenant disponibles chez le peuplier. La séquence du gene
R_NTNL98 avec ses introns et 1000 pb situées avant et aprés le géne, a été utilisée pour
rechercher les ESTs. Trois cent soixante quatre EST ont été identifiés en utilisant le logiciel
BLASTN sur la base de données EST peuplier du NCBI (e-value inférieure a 1). Ces ESTs ont
ensuite été alignés avec la séquence du génome pour vérifier qu’ils provenaient bien du clade 1
des génes TNL, en regardant la localisation des meilleurs résultats d’alignement. En effet, avec
la redondance importante des genes NBS-LRR, beaucoup d’ESTs provenaient d’autres clades.
Au total, 87 ESTs ont été identifiés dans ce clade de génes et ont été alignés avec les génes
candidat Rys et rys a I’aide du logiciel MEGA4. Cela a permis de confirmer ’annotation faite
par le logiciel EUGENE pour les CDS du géne R_nTNL98 qui rassemblent 3 642 pb en 6 exons.
Les CDS du gene r_TNL132 font 3 522 pb en 5 exons (figure 52).

1.3.2 Comparaison entre les deux alléles du locus

La comparaison globale entre les alleles R_nTNL98 et r_ TNL132 (figure 52) montre une
différence majeure entre les deux alléles : la présence d’un exon supplémentaire au début du
geéne dans I’allele Rys. Cet exon de 79 pb code pour le domaine NLS d’adressage au noyau.

Dans la partie commune aux deux CDSs, il y a 3 InDels : un de 3 pb supplémentaires
dans le géne r_TNL132, un de 33 pb et un de 6 pb supplémentaires dans le gene R_nTNL98.
Pour le reste, on trouve aussi 153 SNPs (96,6 % d’identit¢), dont 122 changent la séquence
proteique. La protéine du gene R_nTNL98 est constituée de 1 214 acides aminés et la protéine
du gene r_TNL132 est constituée de 1 174 acides aminés. Dans la partie commune aux deux
proteines, il y a 122 acides aminés différents sur 1173 acides aminés. Il y a donc que 87 %
d’identité entre les deux protéines, sans compter les InDels.

Les motifs MEME issus de I’analyse faite par Kolher et al, (2008) et I’étude de Meyers et
al, (2003) regroupés dans I’annexe 2, ont été représentés dans la figure 53. Les exons du
domaine TIR sont tres proches avec seulement 5 SNPs dont 3 silencieux sur 496 pb (98,9 %
d’identité). L’exon codant le domaine NBS est le plus hétérozygote, avec les 3 InDels et 96
SNPs dont 16 silencieux pour 1 129 pb (91,2 % d’identité). Les trois derniers exons avec les
domaines LRR sont assez bien conservés, avec 54 SNPs dont 12 silencieux pour 1 941 pb
(97,2 % d’homologie).
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1.3.3 Comparaison entre les autres alléles des autres génes

1.3.3.1 Existe-t-il une autre forme allélique a Rys chez Nisqually-1 ?

Dans la séquence du génome, il n’est pas possible de définir un allele de ce locus car
aucun segment chromosomique orthologue n’est définissable pour la région du gene R_nTNL98,
quelle que soit la version de I’assemblage (figure 49, page 1V-95). Pourtant des amplifications
PCR ont été produites avec des amorces dessinées sur le géne R_nTNL98 sur I’ADNg de
Nisqually-1 : il est possible qu’un alléle rys soit présent chez cet individu mais qu’il n’ait

probablement pas été couvert dans la séquence du génome.

1.3.3.2 Rys parmi le clade de génes de TNL

Le premier exon du gene R_TNL98, codant le domaine NLS, a une identité de 98,7%
avec 4 autres génes (figure 54). Cet exon a une tres forte redondance puisqu’il y a aussi 11 génes
qui ont plus de 95% d’identité avec ce premier exon, dont trois ne sont pas localisés dans ce
cluster.

Le second exon du gene, codant le domaine TIR, a une identité de 99 % avec deux genes
d’autres haplotypes : le gene candidat pour rys et son voisin. Il a aussi deux autres genes qui ont
un exon trés proche, 98,8 et 98,6 % d’identité. C’est I’exon le plus redondant ; il a 28 génes qui
ont plus de 95 % d’identité avec cet exon dont 3 génes qui ne font pas partie de la région
génomique.

Le troisieme exon, codant le domaine NBS, est tres différent des autres géenes du clade,
notamment de 1’alléle candidat rys. Le seul géne qui possede une homologie de plus de 95 % est
un geéne porté par ’haplotype hRys, le plus proche voisin du géne R_nTNL98 en direction du
télomere. Il y a 9 génes qui possédent une identité supérieure au gene r_ TNL132 pour cet exon,
et qui proviennent du génome de Nisqually-1 et des deux haplotypes du 101-74.

Les trois derniers exons ont comme meilleur alignement le gene r_ TNL133.

1.3.4 Analyse de I’expression du gene candidat pour Rys

Pour étudier I’expression du gene candidat, il était nécessaire de développer des couples
d’amorces dans le géne. La redondance trés importante du clade 1 des TNL, dont le géne
R nTNL98 fait partie, représentait une difficulté majeure pour I’obtention de couples spécifiques
de ce gene. Pour y arriver, Frédérique Bitton, ingénieur dans 1’équipe, a utilisé I’alignement entre
les génes de ce clade. Il était intéressant de regarder tous les génes, méme ceux qui provenaient

d’autres individus : ceux de Nisqually-1 et ceux portés par le clone BAC a proximité du locus
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MER (Lescot et al, 2004). En effet, les séquences disponibles du 101-74 ne contiennent pas tous
les genes de ce clade, différents trous de la banque et certains génes de ce clade ne sont pas
présents dans ce cluster. De plus, il est nécessaire que les amorces ne fonctionnent pas chez le
73028-62 afin de pouvoir voir spécifiquement I’expression de I’alléle Rys dans la famille 54. Les
amorces ont été testées sur I’ADNg des deux parents, les individus recombinants proches de Rys
de la famille 54, des clones BAC, et des sous clones BAC (Cf. § 1VV-1.1) pour sélectionner des
marqueurs robustes et spécifiques de I’alléle.

Quatre bulks de 10 individus de phénotype Rys et quatre bulks de 10 individus de
phénotype rys ont été constitués a partir d’ADNec. Ils ont été créés a 2, 4 et 8 jours apres
I’inoculation de Mlp et sans inoculation. Deux marqueurs robustes (142 pb et 158 pb sur le
dernier exon du géne) ont été utilisés sur des bulks d’ADNc. Une premi¢re RT-PCR a été
réalisée au laboratoire, qui montrait une amplification de taille attendue chez le bulk Rys mais
absent du bulk rys au temps de 4 jours aprées inoculation.

A I'INRA de Nancy, une RTg-PCR a éteé réalisée sur la série de bulks aux différents
temps Rys et rus, avec 2, 4 et 8 jours aprés I’inoculation de MIp. Le géne s’exprime de plus en

plus avec le temps dans les bulks Rys, et ne s’exprime pas dans les bulks rys (figure 55).

2 Vers le clonage positionnel du locus R,

Il était intéressant aussi de cloner le locus Ry, contrdlant une résistance qualitative a Mlp.
Cela permettra d’étudier plus en profondeur les relations entre les deux loci R; et Rys,
notamment pour savoir si les deux loci, d’une résistance qualitative et d’une résistance
quantitative, sont déterminés par des genes de la méme catégorie, voire du méme clade de genes.

Certains résultats obtenus lors de la recherche du locus Rys ont permis d’avancer dans la
localisation génomique du locus R; proche de Rys ; certains marqueurs développés permettaient
de voir la ségrégation pour les deux parents en méme temps et d’autres marqueurs développés
pour Rys, ne ségrégaient que chez la mére 73028-62 et ont donc servi a cartographier le locus R;.
Pour la cartographie fine de Rj, il faut maintenant travailler prés de ce locus sur une zone
génomique restreinte.

Les ressources génomiques pour ’espece P. deltoides, notamment pour I’individu 73028-
62 porteur de Ry, ne sont pas autant développées que pour 1’espéce P. trichocarpa ; la base de ce
travail est donc la synténie entre les deux espéces. L’alignement des deux cartes génétiques P.
deltoides et P. trichocarpa a montré une bonne conservation de I’ordre des séquences entre les

deux espéces pour les 4 premier Mb de I’extrémité du chromosome 19 (Cf. § 111-2.4.5 et § 1lI-
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2.4.6). 1l s’agit maintenant de voir si la micro-synténie prés du locus R; est utilisable pour faire
aboutir le clonage du locus avec une stratégie identique a celle développée pour la cartographie
fine de Rys. En effet, les marqueurs étant dessinés a partir de séquence P. trichocarpa, le nombre
de marqueurs transférables est réduit.

2.1 Cartographie génétique fine du locus Ry

2.1.1 Sélection des individus recombinants proches du locus Ry

Il a été sélectionné 41 individus qui portent une recombinaison entre les marqueurs
génétiques INRA 1211 et RGAs2701-1 sur I’haplotype hérité de la mére 73028-62, parmi les
2140 individus qui sont utilisables pour la cartographie de R;. Ces deux marqueurs ne sont pas
les marqueurs les plus flanquants du locus Rj, ceci permet d’avoir une marge de sécurité afin
d’étre sir que ce locus Ry se trouve bien dans I’intervalle défini ; en effet, certains marqueurs
proches du locus permettent d’avoir seulement la moitié des génotypes pour la mére 73028-62
dans la famille 54. 1l peut aussi y avoir des erreurs de génotypage qui pourraient fausser la
localisation des recombinaisons et ainsi restreindre le nombre d’individus utilisable pour la
cartographie fine du locus.

Parmi ces 41 individus recombinants autour de Ry, ’ADNg de 37 d’entre eux a pu étre ré-
extrait : ceci a permis de verifier leur génotype tout en assurant la quantité suffisante pour la

suite des expériences.

2.1.2 Developpement de marqueurs génétiques

Entre les marqueurs INRA 1211 et RGAs2701-1, une zone d’environ 270 Kb du génome
de Nisqually-1 V2 est utilisée pour développer de nouveaux marqueurs genétiques qui
permettront de préciser la localisation du locus R;. Plusieurs approches ont été menees
successivement : la premiere a été de dessiner 14 couples d’amorces autour d’un microsatellite,
la seconde a été de dessiner neuf couples d’amorces sur les génes NBS-LRR en utilisant les
alignements des genes entre eux (MEGA4) et enfin la derniére a été de dessiner quatre couples
d’amorces STS inter-génique (annexe 6).

Les tests d’amplification et de ségrégation de ces nouveaux couples d’amorces sur les
parents et sur 6 descendants de la famille 54, ont permis de révéler cinq nouveaux marqueurs
génétiques pour la mére 73028-62 ; quatre marqueurs SSR et un marqueur STS génique.

Au total, avec les 9 marqueurs préalables, 36 couples d’amorces ont été dessinés dans

cette zone durant cette thése, 27 couples fonctionnent chez I’individu 73028-62, parmi lesquels 7
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fonctionnent seulement chez 1’haplotype hry et un seul fonctionne seulement chez I’haplotype
hR;. La séquence de Nisqually-1 semble avoir plus d’homologie avec 1’haplotype hri qu’avec

I’haplotype hR;.

2.1.3 Cartographie fine du locus R,

Les trois marqueurs génétiques SSR ont servi a génotyper les 37 individus recombinants.
Ces nouveaux marqueurs ont permis de restreindre I’intervalle dans lequel se trouve R; dans le
cluster de génes des BNL. Aprés, les couples d’amorces dans les génes ont été dessinés dans les
BNL. Le marqueur STS genique (RGAR811) a permis de restreindre I’intervalle ou se trouve Ry
a 0,66 cM. Dans cet intervalle, il n’y a que le seul gene BNL82 sur la séquence du génome de
Nisqually-1 V2 pour une distance de 26 Kb (figure 56). Un autre gene se trouve dans cet
intervalle : un gene de 759 pb et de fonction inconnue. Les marqueurs inter-géniques n’ont pas

permis de confirmer que le gene BNL82 était le locus R;.

2.2 Cartographie compareée

L’alignement entre le génome de Nisqually-1 V2 et le clone BAC 97G09 par Dot Plot a
permis de déterminer les zones complémentaires entre 1’haplotype hRys et le génome de
Nisqually-1 (figure 57). Il montre des différences importantes pour la région génomique au
niveau du locus R;.

L’intervalle ou se trouve le locus R; représente, sur le génome de Nisqually-1, 26 Kb
avec un seul gene BNL candidat, mais sur la séquence du clone BAC 97G09, cet intervalle
représente 70 Kb avec 4 génes de la catégorie des BNL (figure 57). Le géne R_BNL64 est un
gene candidat car il se peut que ’ET qui s’y est inséré, ne soit pas présent chez le 73028-62. 1l
permet d’exclure les génes TNL et le géne STK pour le locus R;. Il est donc probable que R; soit
un BNL et donc que les deux loci, Ry et Rys, proviennent de catégories différentes de genes
NBS-LRR.

Les différences importantes observées entre ces deux séquences proviennent d’individus
de I’espéce P. trichocarpa, et il est possible que les différences entre les espéces P. trichocarpa

et P. deltoides soient encore plus importantes.
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1 Clonage positionnel des loci de résistance

Dés le début de cette these, des difficultés ont été rencontrées dont la cause principale est
la structure complexe de ’extrémité du chromosome 19. Ces difficultés ont été contournées, ce
qui a permis de faire aboutir le clonage du locus Rys, qui est le premier clonage positionnel d’un
géne chez les arbres forestiers. Le clonage du géne R; n’a pas pu aboutir mais ce travail de these
a permis de le faire considérablement avancer.

Malgré la disponibilité de la séquence du génome P. trichocarpa clone Nisqually-1, il a
été indispensable de construire une carte génétique fine et une carte physique locale pour aboutir
au clonage du locus Rys. En effet, la séquence du génome qui a été publiée est de qualité
médiocre : il y a beaucoup de trous et de scaffolds non assignés aux chromosomes. De plus, la
séquence du génome a été réalisée a partir d’un individu différent de ceux utilisés dans cette
étude. Les différences entre ces individus étaient donc une difficulté supplémentaire. Ce travail
de clonage positionnel a donc nécessité un constant aller et retour entre les cartes génétiques, les
cartes physiques et la séquence du genome. Ce premier chapitre explique les difficultés

rencontrées et les techniques pour les contourner afin d’aboutir a ce clonage positionnel.

1.1 Développement de marqueurs

Plusieurs challenges se sont présentés rendant difficile le développement des marqueurs
utiles a 1’élaboration des cartes génétiques et physiques : le polymorphisme et la redondance de
I’extrémité du chromosome 19. Durant cette étude, plus de 430 couples d’amorces ont été
dessinés, mais seulement 96 d’entre eux ont été utilisés en cartographie génétique, et 95 en

cartographie physique.

1.1.1 Laredondance des séquences

Certains marqueurs ont été développés sur plusieurs locus du génome de Nisqually-1 (Cf.
figure 32, page 111-72), bien qu’il ait eu I’utilisation conjointe des logiciels ePCR et BLAST pour
en vérifier la spécificité. Parmi ces couples d’amorces, les expériences ont permis de voir qu’ils
n’étaient pas tous multi-locus et qu’il s’agissait d’erreurs dans I’assemblage du génome. A
I’inverse, de nombreux couples d’amorces spécifiques d’un seul locus se sont révélés
expérimentalement multi-locus. Et il en reste beaucoup qui doivent I’étre aussi, mais que les

expériences faites, n’ont pas permis de révéler.

V-105






1.1.2 Le polymorphisme

Le polymorphisme entre les haplotypes du génotype 101-74 et le génome de Nisqually-1
(SNP, InDel de tailles variables) n’a pas permis d’utiliser tous les marqueurs dans la famille 54.
Les marqueurs développés sur certaines parties de 1’extrémité du chromosome 19 de Nisqually-1
ne fonctionnaient que chez la mére P. deltoides et pas chez le 101-74 P. trichocarpa. La
difficulté due au polymorphisme 1’était particuliérement pour les régions des loci R; et Rys ; dans
la figure 32, page I11-72, Rys est placé au début du scaffold 117, ou de nombreux couples

d’amorces ne fonctionnent que chez le 73028-62.

1.1.3 L’irrégularité

La région génomique cible est constituée de séquences avec un fort niveau de
polymorphisme et une forte redondance, mais la principale difficulté a été que ces deux
parametres n’étaient pas reguliers. Il a donc fallu dans ce travail constamment adapter le type de

marqueurs a chaque région a ’intérieur de I’extrémité du chromosome 19.

1.1.4 La qualité des marqueurs

A de nombreuses reprises, plusieurs couples d’amorces ont été dessinés sur un méme
locus. Généralement, ils ont donné les mémes résultats a la différence qu’ils n’avaient pas la
méme qualité d’amplification. La sélection du meilleur marqueur parmi ceux testés a permis
d’obtenir les marqueurs utiles pour I’é¢laboration des cartes génétiques et physiques fiables,

indispensables a un travail de qualité.

1.2 Utilité des cartes génetiques

La carte génétique devait étre la plus aboutie possible, en effet, il n’était pas possible de
faire une approche “géne candidat”: le nombre de genes NBS-LRR et leur similarité
nucléotidique aurait rendu impossible une telle approche. Il fallait donc 1’élaboration d’une carte

génétique de qualité, ou la localisation du locus Rys devait étre parfaite.

1.2.1 Ré ordonnancement des sequences du génome

Les marqueurs génétiques développés sur la séquence et positionnés par cartographie
génétique conduisaient aussi a un ordre différent de celui indiqué dans la sequence du génome,
ce qui obligeait a repartir du génome pour redessiner de nouveaux margueurs. La reconstruction

d’un ordre plus cohérent entre carte genétique et séquences assemblées apparaissait donc
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incontournable pour redessiner de nouveaux marqueurs efficaces ; cette étape a amené

logiquement plus de robustesse dans les ressources disponibles.

1.2.2 Phénotypage de qualité

Le clonage positionnel d’un géne demande un phénotypage de qualité afin de localiser
correctement 1’alléle candidat pour le locus Rys.

La meilleure statistique utilisée pour la qualité du phénotypage de la famille 54 a abouti a
quasiment aucune incohérence entre le phénotype et le génotype pour le locus Ry mais il y a plus
d’incohérences pour le locus Rys (Cf. figure 35, page 111-77). Ces quelques incohérences sont
strement dues a quelques erreurs humaines et ont été vérifiees pour le phénotype comme pour le
génotype. Comme 1’étude de Jorge et al, (2005) I’a montré, il existe plusieurs autres QTL dans
cette population en ségrégation. Si tous les autres QTL ont un effet contraire au locus Rys, il se
peut que la lecture du phenotype soit faussée pour le caractére « taille des sores ». Mais il s’agit
la d’une partie mineure, en effet plus de 70% de la différence phénotypique est expliqué par le
locus Rys. Dans le cas d’incohérence génotype [Rus] et phénotype rys, il se peut aussi qu’il y ait
une mutation qui altére le géne Rys. Le cas le plus probable est une insertion d’un élément

transposable.

1.2.3 Construction des cartes géenétiques

Le clonage positionnel d’un géne demande une carte génétique fine de qualité afin de
déterminer correctement les marqueurs qui encadrent et localisent correctement le géne candidat

pour le locus Rys

1.2.3.1 Marqueurs génétiques dominants et co-dominants

L’obtention de marqueurs co-dominants est plus intéressante, ils permettent d’introduire
moins de faux négatif, ce qui arrive avec les marqueurs dominants. Dans ce cas, il est impossible
de différencier un individu homozygote “absent” d’un résultat négatif issu de 1’absence
d’amplification d’un fragment PCR. Mais il n’est pas toujours possible d’avoir des marqueurs
co-dominants ; pour certaines zones, il était impossible de trouver ces marqueurs dans le cas de

grands InDels.

1.2.3.2 Les données des cartes génétiques locales

La carte génétique de I’individu P. deltoides est effectuée avec une matrice moins

compléte, ne comportant que 82,6 % de données présentes. Ceci est di a plusieurs marqueurs
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dont I’amplification qui ségrége pour la femelle P. deltoides, est masquée par I’amplification du
pére P. trichocarpa pour la moitié des génotypes de la famille 54 (cas n°2 et cas n°6 dans la
figure 33, page 111-73).

Les couples d’amorces étant dessinés a partir de séquences P. trichocarpa, le hombre
d’amorces utilisables pour la cartographie de I’individu maternel appartenant a 1’espece P.
deltoides, est nettement réduit. De plus, lorsque les amorces amplifient chez P. deltoides, elles
amplifient aussi chez P. trichocarpa. La ségrégation des alleles P. deltoides est alors masquée

par la présence des alléles P. trichocarpa.

1.2.3.3 Les logiciels de cartographie génétique

Le logiciel de cartographie génétique a une grande importance dans 1’obtention d’une

carte genetique de qualité. Plusieurs logiciels ont été testes :

1.2.3.3.1 MAPMAKER

Le logiciel utilisé dans ce travail de thése a plusieurs défauts :

- La fonction « détection des erreurs» du logiciel MAPMAKER ne semble pas
fonctionner correctement. Une erreur est systematiquement déclarée quand il y a une donnée
manquante a proximité d’une recombinaison.

- Lorsque les marqueurs sont trop proches, le logiciel ne permet pas de les ordonner de
facon fiable.

- MAPMAKER ne fonctionne pas avec un grand nombre d’individus: il lui est

impossible de prendre plus de 2000 individus en une seule analyse.

1.2.3.3.2 Tmap

Un autre logiciel, Tmap (Cartwright et al, 2007) a été testé avec les mémes données de
cartographie génétique. Cette comparaison a été faite avec la carte génétique du 101-74 pour
1393 individus et 26 marqueurs. Ce sont les données que j’avais a la date du 20 novembre 2008,
elles comportaient 90,9 % de données présentes et un taux d’erreurs global de 0,82 % (figure
58). L’ordre des marqueurs génétiques donné par ce logiciel n’était pas en cohérence avec mon
analyse manuelle, qui était confirmée par la cartographie physique. Le logitiel Tmap produit une
carte génétique la plus petite possible en taille, méme s’il y a de nombreuses erreurs sur certains
marqueurs. Ce probléme ne peut étre contourné, car I’ordre des marqueurs donné par le logiciel
Tmap ne peut étre modifie.

Par conséquent, il était donc important de faire une analyse manuelle approfondie qui

permettait de déterminer chaque erreur et chaque recombinaison, et par conséquent de localiser
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correctement les loci de résistance. Le logiciel MAPMAKER a été retenu car il permettait de

forcer I’ordre des marqueurs déterminés manuellement.

1.2.3.4 Carte génétique consensus entre les parents

La comparaison entre la carte 101-74 et la carte génétique 73028-62 montre une bonne
conservation de ’ordre des marqueurs, mais révele des différences du taux de recombinaison
(Cf. § 111-2.4.5). Une zone peut avoir un taux de recombinaison différent entre les deux parents.
Par conséquent, une trop grande différence dans les distances génétiques peut aboutir a une carte
consensus dont ’ordre des marqueurs est erroné. Comme le montre la figure 45, page 111-88,
I’ordre les marqueurs est incohérent par rapport au génome, bien que ces mémes marqueurs
soient en cohérence quand il s’agit des cartes génétiques parentales individuelles. Il était donc
important de signaler la provenance de chaque marqueur. La construction de cartes génétiques

consensus est donc dangereuse.
1.2.4 L’existence d’individus atypiques

1.2.4.1 Chez la famille 54

L’existence d’individus atypiques (Cf. § II1-2.4.2) a rendu indispensable de regarder
précisement les données de génotypage pour chaque individu de la famille 54. En effet, avec le
jeu de marqueurs en majorité dominants, on ne pouvait pas les identifier facilement et les rares
marqueurs génétiques co-dominants qui montraient la présence des deux alléles d’un des parents
étaient interprétés comme des erreurs et eliminés des résultats. Et avec ce jeu de marqueurs
dominants qui est dans les deux phases (certains en association avec Rys et d’autres en
répulsion), les éveénements de recombinaison étaient surestimés et par conséquent, la
cartographie génétique aboutissait a des distances génétiques surévaluées.

Le regénotypage de ces individus était important pour vérifier qu’il ne s’agissait pas de

contaminations entre ADNg de plusieurs individus.

1.2.4.2 Dans d’autres études

L’existence d’individus atypiques tels que des triploides ou des trisomiques dans des
hybrides inter-espéces a déja été remarquée. Bradshaw & Stettler, (1993) furent les premiers a
caractériser des individus triploides ou trisomiques dans des descendances P. trichocarpa x P.
deltoides. Cervera et al, (2001) ont éliminé 7 individus triploides ou trisomiques sur 232 des

descendances de la mére S9-2 P. deltoides. Stirling et al, (2001), dans une tentative de clonage
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positionnel du locus MXC3, ont quant a eux déterminé 126 individus porteurs des deux

haplotypes maternels P. deltoides sur une population F; de 2028 individus.

1.2.4.3 Différences phénotypiques

Au niveau phénotypique, ces individus atypiques de la famille 54 n’ont rien de particulier
pour les différents paramétres quantitatifs et qualitatifs de la résistance (Cf. figure 35, page Ill-
77). lls sont en cohérence avec le caractere dominant des deux loci R; et Rys: lorsqu’il y a
présence de I’alléle Rys, le phénotype de ces individus est Rys et lorsqu’il y a absence de I’alléle
Rus, le phénotype est rys. 1l en est de méme pour le locus Rj.

Bradshaw & Stettler, (1993) ont montré que ces hybrides triploides avaient des
caractéristiques phénotypiques différentes des descendants diploides issus d’un méme
croisement. Les caractéres étudiés etaient la densité stomatique, le diametre des cellules
épidermiques et la longueur des pétioles.

Bradshaw & Stettler, (1993) ont montré que ces hybrides triploides étaient steriles. Ce
caractére est intéressant pour les peupleraies cultivées : l'absence de pollen viable et / ou de
graines pleines empécherait le flux de génes hybrides dans les populations voisines naturelles et
de réduire ou d'éliminer la nuisance des allergenes du pollen et du "coton”. Ces hybrides stériles
seraient des candidats logiques pour la manipulation par génie génétique par transgenése qui ne

seraient pas libérés dans I'environnement.

1.3 Utilité de la banque BAC et des cartes physiques

Le clonage positionnel des genes de résistance reste un challenge sans une banque BAC
d’un génotype porteur de la résistance, méme s’il y a la séquence compléte d’un génome de la
méme espece.

La qualité de cette séquence n’était pas suffisante pour développer tous les marqueurs
nécessaires a 1’aboutissement de ce travail, car il y avait beaucoup de trous. La carte physique
via les BES a été utilisée pour combler ces trous entre les différents contigs de la séquence.
Néanmoins, la disponibilité de la séquence du génome a été un avantage non négligeable dans ce
travail, il a permis d’accélérer les travaux de cartographie génétique et physique avec
I’¢laboration rapide de marqueurs.

Pour caractériser correctement les zones trés polymorphiques entre 1’individu qui a servi
a la séquence du génome et les deux haplotypes de I'individu de la banque BAC, il était
nécessaire d’utiliser les BES pour solidifier et compléter ’ordre des contigs. En effet, rien ne

pouvait réellement nous permettre, a partir du génome de Nisqually-1, de trouver I’un ou I’autre
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allele du locus Rys (Cf. figure 49, page IV-95). Rien qu’au sein de la méme espéce, les
différences de I’ordre des génes NBS-LRR dans un cluster n’est pas exactement la méme. Ceci
provient du fait il n’y a pas de relation d’orthologie dans ces génes provenant de plusieurs
haplotypes de la méme espece et méme entre les deux haplotypes d’un individu vivant, comme
c’est le cas pour les génes NBS-LRR sur I’extrémité du chromosome 19 chez le 101-74.

Il a fallu donc entreprendre une démarche de marche sur le chromosome pour combler
certaines zones. De plus, les marqueurs BES ont permis d’orienter les clones BAC dans le
contig. Les autres marqueurs permettaient seulement de localiser un clone BAC dans le contig
mais ne permettaient pas de I’orienter.

Les tentatives de clonage positionnel des genes de résistance, sans 1’utilisation d’une
banque BAC du génotype portant I’allele conférant la résistance, n’ont que peu de chance
d’aboutir. Par exemple, Coleman et al, (2009) chez la vigne, ont construit une carte génétique du
locus REN1 qu’ils comparent a la séquence du génome référence disponible. Cet investissement
permet de comprendre I’organisation et les génes candidats qui contrdlent cette résistance, mais
il sera trés difficile d’identifier le locus précisément. Le clonage du locus R; est certainement
dans le méme cas, et il serait tres utile d’investir dans une banque BAC de I’individu 73028-62
pour faire aboutir ce clonage.

Un manque de représentativité de la banque BAC a failli étre tres problématique a
proximité du locus Rys. En effet, il y a seulement quatre clones BAC pour I’alléle Rys alors que
’on en attendait sept ou huit. De plus, le géne est a proximité d’un trou de la carte physique a 90
Kb. C’est encore plus juste pour I’alléle rys avec seulement un clone BAC avec un trou dans la
carte physique a 10 Kb. Bien qu’il y ait eu cette démarche de marche sur le chromosome, les
cartes physiques ne sont pas complétes, il y a bien eu un investissement tres important sur les
marqueurs proches des extrémités des contig pour cribler la banque, mais sans réussite. Il reste
donc des régions non caractérisées dues au manque de clones dans la banque BAC. La
couverture en clones BAC par haplotype est de 7,75 X ce qui n’est pas suffisant pour espérer
avoir une couverture compléte de chacun des haplotypes. Pour limiter le nombre de régions

génomiqgues absentes des banques, il faudrait utiliser plusieurs enzymes pour leurs constructions.

1.4 Variation du taux de recombinaison

La variation du taux de recombinaison le long du chromosome 19 du peuplier n’est pas

une particularité du génome de cette espéce. Par exemple, la tentative de clonage positionnel du
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locus MXC3 chez le peuplier n’a pas eu cette chance car le taux de recombinaison est nul autour
du locus sur 300 kb (Stirling et al, 2001).

La possibilité de tomber dans une zone non recombinante aurait pu rendre impossible
cette démarche de clonage positionnel. En effet, avec plus de 2 000 individus, nous pouvions
espérer avoir un intervalle de moins de 0,1 cM ce qui représente 20 kb (200 Kb/cM pour le
peuplier ; Tuskan et al, 2006). Rys est localisé dans un intervalle de 0.14 cM qui représente
25kb, ce qui correspond quasiment a la valeur attendue. Mais cet intervalle est délimité par une
seule recombinaison pour un coté de I'intervalle (Cf. § 1V-1.2.4.1), sans laquelle Rys serait
localisé dans une région sans recombinaison pour au moins 91 Kb supplémentaires.

Pour le locus Ry, il semble qu’il y ait un taux de recombinaison plus propice au clonage
positionnel du locus, mais il manque une mesure physique fiable de I’intervalle dans lequel il se
trouve. 1l reste donc des recombinants avec lesquels il est possible de d’améliorer encore la

cartographie génétique de R;.

1.5 Distorsions de ségrégation

Il 'y a peu de distorsions de ségrégation dans la famille 54, seuls les marqueurs co-
localisants avec Rys présentent une distorsion lors de 1’analyse des 336 premiers individus. Des
individus en majorité de phénotypes ri rys trop sensibles sont morts, ce qui a diminué le nombre
des individus de cette catégorie. Sur I’ensemble de la famille, il y a donc eu une bonne
conservation des descendants, quel que soit le niveau de sensibilité.

A vrai dire, pour un clonage positionnel, ce n’est pas forcément un probléme, car ce qui
est intéressant est surtout de posséder des individus porteurs d’une recombinaison proche du
locus d’intérét pour le localiser finement. Par contre, un faible taux de distorsion permet de faire
une analyse correcte de QTL ce qui est indispensable pour le clonage d’un locus quantitatif tel

que Rys.

2 Le sequencage de génome

2.1 Les erreurs d’assemblage de la séquence du génome

Des erreurs de I’assemblage de la séquence du génome ont été révélées lors de ce travail
de thése. Elles sont principalement dues a la forte hétérozygotie, mais aussi aux diverses

séquences répétées.

V-112



Profondeur de couverture
en clones BAC

<———Marqueurs dérivé des BES
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Figure 59 : La carte physique de Nisqually-1 par fingerprint pour I’extrémité du chromosome 19.

De I’extérieur du cercle vers I’intérieur : Les chiffres indiquent la correspondance avec la séquence du génome V1. Les
triangles indiquent la présence de marqueur dérivés de BES, en bleu les marqueurs intégrés dans une carte génétique P.
trichocarpa, en rose les marqueurs qui n’ont pas pu étre intégrés a une carte génétique, en gris les marqueurs qui n’ont
pas été testés. Les barres représentent les clones BAC dont la couleur correspond au contig auxquels ils appartiennent. Le
dernier histogramme correspond & la profondeur en couverture en clone BAC avec une échelle de 5X. Les lignes
rassemblant plusieurs contigs montre un méme contig placé dans deux zones différentes du génome. La fléche rouge
indique la zone ou il y superposition de plus de deux contigs de clones BAC.

D’apres Kelleher et al, 2007



2.1.1 Hétérozygotie

L’assemblage des séquences produites pour le séquengage en WGS est trés compliqué
chez un individu diploide et hétérozygote. En effet, ’assembleur ne peut pas détecter la
complémentarité entre les deux haplotypes quand la zone est trés hétérozygote, il les place alors
dans deux régions différentes.

Quand la zone est fortement hétérozygote, il se produit un effet dit « effet ciseaux » qui
conduit a une inversion des séquences. Ce phénoméne a été remarqué pour la premiére fois lors
de la construction de cartes physiques par fingerprint chez la vigne (Scalabrin et al, 2010). Le
logiciel d’assemblage ne reconnait pas les deux alleles d’une méme zone génomique ; par
conséquent, il les place I’'une apres I'autre. La premicre est correctement placée et la seconde est
placee a la suite mais dans le sens opposé. Ces contigs de clones BAC correspondants a la zone
cible sont localisés dans 2 zones différentes (figure 59). Le contig de clones BAC de la carte
physique de Nisqually-1 le plus a I’extrémité du chromosome 19, est mal localisé (figure 59). On
peut émettre I’hypothése que ce phénomeéne est a I’origine de certaines erreurs d’assemblage
reperées dans les deux versions de la sequence du génome. Cette méme zone est montrée comme
fortement héterozygote chez Nisqually-1 (Yin et al, 2008). Ces errcurs d’assemblage pour une
part partent de la zone qui est trés fortement hétérozygote chez le 101-74 et dans laquelle sont les
loci Ry et Rys (zone 3 dans la figure 47, page 111-92).

Mais le plus étonnant dans le cas du peuplier est que ces zones mal assemblées en
inversion se trouvent a des distances tres éloignées ; 800 kb dans la version V1 et 1 800 kb dans
la version V2.

L’¢laboration d’une carte génétique dense aurait permis de contourner ce genre d’erreurs
d’assemblage. Il n’y a eu que 356 marqueurs microsatellites qui ont été utilisés dans la premiere
version de I’assemblage de Nisqually-1 et qui ont permis d’assigner 155 scaffolds aux
chromosomes (Tuskan et al, 2006) : cela fait en moyenne moins d’un marqueur génétique tous
les Mb. Dans la seconde version, I’augmentation des marqueurs dans les cartes génétiques a
permis d’assigner plus de séquences aux chromosomes et de corriger certaines erreurs (Drost et
al, 2009).

L’erreur a été de prendre un individu porteur de deux haplotypes et d’en faire une seule
séquence pour les deux haplotypes, ce qui pose des problemes pour des régions trés
hétérozygotes. Les cartes physiques et génétiques permettraient de mieux prendre en compte les
deux haplotypes et ainsi éviter ce type d’erreur. C’est une nécessité lorsque la région génomique

est complexe comme celle d’un cluster de géne NBS-LRR.
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2.1.2 Redondance

L’assemblage par WGS peut aussi étre problématique lorsque la zone est redondante. En
effet, I’assembleur ne peut pas détecter si des zones différentes et trés redondantes entre elles, ne
proviennent pas d’une méme zone, et il les incorpore dans une seule zone.

C’est le cas pour un autre zone, trés redondante, qui semble mal assemblée dans le
génome de Nisqually-1 (zone 2 dans la figure 44, page 111-86). Dans cette région il existe une
forte redondance due a des duplications récentes, ou méme les zones inter-géniques sont
redondantes. Dans la carte physique de Nisqually-1, produite par fingerprint (Kelleher et al,
2007), il y a superposition de plus de 2 contigs de clones BAC (fleche rouge dans la figure 59).
Le séquencage de ces clones BAC aurait permis de caractériser correctement la zone.

2.1.3 Le 101-74 : P. trichocarpa ?

Est-ce ce que les différences observes entre le 101-74 et Nisqually-1 révelent des
différences qui existent au sein de I’espéce P. trichocarpa ? Cervera et al, (2005) ont produit une
phylogénie du genre Populus avec des marqueurs AFLP sur des populations naturelles dont
I’individu 101-74 faisait partie. Cent cinquante et une bandes polymorphiques ont été analysées,
ce qui a permis de regrouper I’individu 101-74 parmi les autres individus P. trichocarpa.
L’individu 101-74 n’est donc pas un individu d’une autre espéce ou méme un individu atypique
de I’espéce P. trichocarpa. L’individu 101-74 et Nisqually-1 sont tous les deux originaires de
I’Oregon, récoltés le long de la riviére Nisqually. Le polymorphisme et la redondance observés
chez le 101-74 dans cette région génomique et entre le 101-74 et Nisqually-1 ne sont donc pas
dus a une différence d’espece.

Les différences dans ’ordre des séquences entre le 101-74 et Nisqually-1 ne sont donc
certainement pas dues a une différence d’espece, mais il s’agirait bien d’erreurs d’assemblage.
Ces erreurs de 1’assemblage du génome de Nisqually-1 sont confirmées par la carte génétique de
la mere 73028-62 colinéaire a celle de I’individu 101-74. Il renforce aussi I’idée que le

polymorphisme observé dans les régions des loci R; et Rys est une particularité de ces zones.

2.2 Les zones complexes dans le séquencage de genome

Beaucoup de génomes de diverses especes diploides, animales ou végétales, ont été
séquencés avec succes. Cependant, chez les espéces les plus hétérozygotes, la gestion des

haplotypes des zones complexes n’est pas assez prise en compte pour assurer un assemblage de
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bonne qualité. Avec les avancées des techniques de séquencage, de plus en plus de génomes
d’especes hétérozygotes, seront séquences.

Il est généralement recherché de placer seulement les scaffolds non assignés aux
chromosomes par 1’établissement de carte génétique a postériori. 1l devrait aussi étre recherché
ces zones complexes pour pouvoir mieux les assembler.

Les résultats de ce travail de thése montrent que pour les zones redondantes et
polymorphes, 1’établissement de cartes génétiques et physiques devrait probablement étre
envisagé. L’utilisation de clones BAC permet de séquencer indépendamment les deux
haplotypes et donc de contourner les deux probléemes majeurs propres au cluster de genes de
résistance : redondance et hétérozygotie (duplication, SNP, InDel). Le développement de cartes
génétiques permet de différencier les haplotypes. Elle permet donc de pouvoir mieux assembler
les zones les plus hétérozygotes d’un génome.

Avec les nouvelles technologies de séquencage, les données sont plus nombreuses pour
un moindre colt de production, mais les assemblages sont de moindre qualité. Pour un génome
complexe comme celui du peuplier, il est maintenant possible de faire 1’assemblage par
alignement sur la reférence du génome déja produit. Dans des zones comme celle de cluster de

geénes de résistance, on peut s’attendre a des résultats partiels, et méme erronés.

3 Les loci de résistance

3.1 Le locus Rys

Avec I’alignement de la carte génétique et de la séquence des clones BAC chevauchants
04J18 et 97F12, nous avons pu déterminer que le locus Rys correspond au géne R_nTNL98.
Mais ce résultat ne tient qu’a une seule recombinaison de la famille 54, porté par I'individu
661303763 (Cf. § IV-1.2.4.1). Le gene candidat pour rys n’est pas déterminé avec uniquement
les marqueurs génétiques, mais surtout pas l’orthologie qui existe entre la région du géne

candidat pour Rys et celle du géne candidat pour rys.

3.1.1 Le polymorphisme du locus Rys

De nombreuses différences ont été remarquees entre les alleles de Rys et rys. Mais nous
ne pouvons pas conclure sur la responsabilité de I’une d’entre elles pour expliquer la différence

phénotypique.

V-115



D’apres Kolher et al, 2008

B

Geéne candidat

* *
I ENNNRENEEERRRAANNNNNAE — "
vNENNNA-NEEEREAGENNNN=- A — .. oiicpur

Domaine NLS Kolher et al, (2008)

Figure 60 : le domaine NLS.
A : Localisation intracellulaire de la fusion du gene TNL et GFP, avec (a droite) ou sans (a gauche) le
domaine NLS chez le tabac. B : Alignement entre le domaine NLS du géne candidat pour R et le géne

utilisé par kolher et al, (2008). Les étoiles marquent les deux aa différents entre les domaines NLS des
deux genes.



Comme I’alléle rys n’est pas le plus proche en terme de séquence pour certaines parties
du gene R_nTNL98, candidat pour Rys, il est donc plus intéressant de comparer 1’alléle Rys avec
tous les génes du clade 1 de TNL. En effet, les autres genes de ce clade chez le 101-74 ne
conferent pas de résistance, pour le parametre quantitatif taille des sores. Cette comparaison peut
étre étendue a I’ensemble des geénes de ce clade provenant de la séquence du génome de
Nisqually-1. Cet individu est de phénotype gros sores donc rys, il ne posséde donc pas de géene
responsable de résistance quantitative agissant sur la taille des sores. La comparaison de la
séquence du gene candidat avec les autres génes du méme clade peut fournir quelques indices sur
les raisons de la résistance de I’allele Rys. Y a-t-il quelque chose de spécifique dans le géne
candidat qui explique cette résistance ?

La résistance conférée par Rys peut aussi étre due au bon enchainement de ces domaines :
avoir le bon promoteur, la présence du domaine NLS, un bon domaine TIR et NBS, ainsi qu’un

domaine LRR qui permet I’interaction directe ou indirecte avec I’effecteur de Mlp.

3.1.1.1 Domaine NLS

La différence la plus marquante est la présence d’un domaine NLS, d’adressage au
noyau, chez I’all¢le Rys comparé a I’alléle rys qui n’en posséde pas (Cf. § 1V-1.3.2). Parmi les
15 génes TNL complets (possédant I’enchainement de ces trois domaines) du clade 1 caractérisés
dans la séquence des clones BAC du 101-74, 9 d’entre eux portent le domaine NLS.

Le domaine NLS du gene candidat pour Rys est différente de deux acides aminés par
rapport au domaine utilisé par Kolher et al, (2008) (Cf. § 1-5.2.1.4) pour la validation de sa
fonctionnalité (figure 60). 1l reste donc a prouver la fonctionnalité du domaine NLS pour le géne
candidat R_nTNL98.

Est-ce que la localisation cellulaire de la protéine peut avoir de I’importance dans
I’expression de la résistance ? On peut trés bien imaginer, dans le modéle de garde, un effecteur
qui cible une protéine du compartiment nucléaire et que la protéine Rys détecte la modification
due a I'interaction effecteur-protéine. Dans cette hypothese, 1’effecteur n’est pas détectable dans

le cytoplasme, il est donc indispensable que la protéine R soit localisé dans le noyau.

3.1.1.2 Domaine LRR

Le domaine LRR est peut-étre a regarder en priorité car il est considéré comme
responsable de I’interaction plante-pathogene et donc de la spécificité de I’interaction. Les études
publiées montrent que la partie N-terminale des génes de type NBS-LRR sont moins

polymorphes que leur partie C-terminale et donc que les domaines LRR sont les plus
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Figure 61 : QTLs de résistance quantitative évaluée en laboratoire chez le 101-74 vis-a-vis de sept

souches de Mlp.
Cartographie génétique disponible au 26/07/2007 uniquement avec les marqueurs a position robuste. Les QTLs des
différents paramétres de la résistance qualitative sont alignés par rapport a la carte génétique.



polymorphes. Mais ce n’est pas le cas si I’on compare les génes candidats pour Rys et rys, ou le
domaine NBS est plus polymorphe que le domaine LRR. Mais en comparant I’ensemble de
génes du clade 1 de TNL, les domaines LRR sont bien plus polymorphes.

3.1.1.3 Domaine NBS

Il existe plus de polymorphismes entre les domaines NBS qu’entre les domaines LRR

entre les deux alléles du locus Rys.

3.1.2 Rys est-il le seul géne qui confere la résistance a Mlp dans le cluster ?

Une nouvelle détection de QTL a été entreprise par Véronique Jorge avec une carte
génétique dont les données datent du 26 juillet 2007 et avec les données phénotypiques de Jorge
et al, (2005) (figure 61). Des QTL prealablement localisés dans le méme intervalle sont localisés
avec une meilleure précision. Les deux autres parametres de la résistance qualitative (la latence
et le nombre de sores) montrent une segrégation dans la méme zone génomique. La question qui
en découle est de savoir si d’autres geénes, présents dans la région génomique de Rys, pourraient
étre responsables de la variabilité phénotypique observée pour ces deux autres parametres. En
effet il y a un nombre considérable de genes NBS-LRR qui sont susceptibles de contrdler un
autre parametre de la résistance a Mlp. De plus, un fort QTL tel que Rys, peut masquer un autre
QTL dont I’effet est moins fort.

La latence est un parametre qui est lié a la taille des sores ; plus ’apparition des premiers
sores est tardif, plus les sores seront petits au bout de 14 jours.

Par contre, le nombre de sore ne parait pas étre lié a la taille des sores. Il se peut que ces
parametres soient déterminés par d’autres loci que Rys. Pour ce parametre, les pics de LOD ne

sont pas localisés au méme endroit que Rys, mais ce sont des % qui sont beaucoup plus faibles.

3.1.3 L’expression de I’allé¢le candidat

L’induction d’un géne de résistance par I’infection de 1’agent pathogeéne, comme c’est le
cas pour Rys, n’a été reportée que dans un petit nombre de cas. D’autres cas ont montré que
certains génes NBS-LRR étaient affectés par le stade de développement ou par les conditions
environnementales (Tan et al, 2007), et qu’ils étaient exprimés spécifiquement dans certains
tissus.

Le nombre réduit d’EST détecté pour des genes NBS-LRR et les génes apparentés d’A.
thaliana, révéle un niveau d’expression relativement bas (Tan et al, 2007). C’est aussi le cas

chez le peuplier.
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Quels sont les mécanismes qui existent entre 1’attaque du pathogene et I’induction du géne
de résistance qui le reconnait spécifiquement et permet le déclenchement des mécanismes de
résistance ? 1l y a sirement beaucoup de cas différents, mais qu’en est-il pour le gene candidat
R _nTNL98 dont I’expression est augmentée par MIp ? Deux hypotheses :

- Sans Mlp, le géne est exprimé mais a un taux tres faible ce qui le rend indétectable, et la
reconnaissance de 1’agent pathogeéne par le produit du géne provoque une autorégulation positive
de lui-méme et donc de son expression qui va augmenter.

- Il peut s’agir aussi d’une perception universelle d’une attaque d’un agent pathogéne qui
provoque I’expression de ce géne, et dont le produit reconnait spécifiquement MIp.

Tan et al, (2007) ont montré aussi qu’il n’y avait pas de corrélation entre le placement des
génes dans les groupes et sous groupes des genes NBS-LRR ou leur localisation et des motifs
d’expression.

Méme si les résultats de Q-PCR obtenus avec des amorces spécifiques de Rys montrent
que I’expression de I’allele est stimulée lors de I’interaction, cela ne constitue pas une preuve

suffisante.

3.1.4 miARN

Klevebring et al, (2009) ont montré la présence de nombreux miARN sur I’extrémité du

chromosome 19, notamment des miARN qui ont une action sur les genes NBS-LRR.
3.2 Le locus R;

3.2.1 L’exploitation de la synténie entre P. deltoides et P. trichocarpa

L’hétérozygotie dans la zone de R; pour I’individu 101-74 de P. trichocarpa est
importante, mais aussi entre le 101-74 et Nisqually-1. Mais quelle est la situation pour
I’hétérozygotie entre les deux haplotypes chez 1’individu 73028-62 P. deltoides pour ce cluster
de BNL ? Le clonage positionnel de R; se trouve slrement dans une impasse due au fort
polymorphisme de la zone, mais en plus, il y a la barriere de ’espece.

Méme si on obtient des marqueurs sur des genes qui co-localisent avec la résistance Ry,
on ne pourra pas affirmer qu’il s’agit du géne R;. En effet, il se peut qu’il y ait d’autres geénes qui

co-localisent avec le locus R; dont un soit le gene responsable de la résistance.
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3.2.2 Les autres genes proches de R;

Une hypothése a été donné sur la présence d’une résistance contournée par la virulence 7
qui est controlée par deux génes en répulsion dans I’individu 73028-62 (Cf. § 1-6.2.2.1). Le fait
que deux genes NBS-LRR sont nécessaires pour une résistance a déja été rapportée (Ashikawa et
al, 2008).

Avec les cing individus qui sont résistants a la souche 93CV1 (Cf. 8 1-6.2.2.1), une
hypothese a été qu’il y a deux genes en répulsion et que ces cinq individus portent une
recombinaison entre ces deux génes et donc qu’ils sont les seuls a posséder la résistance héritée
du 73028-62. Mais ces cing individus sont de génotype [R;] ne portant pas de recombinaison
génomique a proximité du locus R;. L’hypothése de recombinaison entre les deux génes n’est
donc pas verifiee.

Ceci ne remet pas en cause I’hypothése de deux génes en répulsion, qui explique que la
plus grande partie de la descendance de la famille 54 n’a pas hérité de la résistance a la souche
93CV1. Méme si cela parait peu probable, il faudrait donc une réactivation d’un all¢le en

répulsion par rapport a R;.

3.3 Rys et R; : deux loci différents

La région du locus R; est différente de celle du locus Rys. Le premier est localisé dans un
cluster de génes BNLs, le second fait parti d’un cluster de génes TNLs. Mais ils sont tous les
deux localisés a une extrémité du chromosome 19. La co-localisation de loci de résistances
qualitatives et quantitatives dans un méme cluster de génes NBS-LRR a déja été remarquée
comme par exemple chez le haricot, et la vigne (Moroldo et al, 2008 ; Geffroy et al, 2000).

Ce travail permet de connaitre un gene qui contréle un parametre de la résistance
quantitative chez le peuplier et c’est un géne de la famille des NBS-LRR. Ceci a déja été
remarqué chez le riz (Wisser et al, 2005). Cette résistance quantitative est contrélée par un gene
NBS-LRR et a été contournée par différentes souches de Mlp (Dowkiw et al, 2010) comme pour
les résistances qualitatives.

Ceci suggere que les mécanismes de résistance quantitatifs et qualitatifs ont des
caractéristiques communes. On peut les placer toutes les deux dans des interactions géne R-
effecteur.

Les résistances quantitatives ne seraient simplement qu’une forme affaiblie des genes R.

C’est I’'une des hypothéses formulée par Poland et al, (2009). Dans le cas de Rys, il ne s’agit pas
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d’un géne de résistance qui a été particllement contourné par Mlp : en effet, le géne n’était pas

auparavant en présence de ce pathogene.

3.4 Le locus MER

Les séquences des 11 bandes AFLP développées par Zhang et al, (2001) pour
cartographier I’individu S9-2 P. deltoides porteur du locus MER, ont été alignées sur le
chromosome 19 du génome de Nisqually-1 V2 ; ceci permet de préciser la localisation de ce
locus sur la séquence du génome (figure 62), ce qui est nouveau. Les marqueurs AFLP E47G14
et E39F39r qui encadrent MER dans un intervalle de 1 cM, délimitent une région d’environ 390
Kb sur le chromosome 19, mais cet intervalle ne tient qu’a une seule séquence AFLP de 471 pb
qui est sur un gene NBS-LRR, et donc multi-locus.

Indirectement, par I’intermédiaire de la séquence du génome, la carte consensus du
pedigree 73028-62 P. deltoides x 101-74 P. trichocarpa a été alignée avec la carte de 1’individu
S9-2. Cet alignement permet de visualiser la localisation des 3 loci MER, R; et Rys par rapport a
la séquence du génome (figure 62).

La localisation du locus MER semble différente de celle du locus Rys, mais elle ne tient
qu’a la comparaison indirecte entre les deux locus via la séquence du génome. La localisation du
locus MER pourrait correspondre avec celle du locus R; ; I’intervalle dans lequel se trouve MER
chevauche celui de R;. Toutefois il est a souligner que cette analyse de la localisation des deux
loci provenant de I’espéce P. deltoides est faite avec I’intermédiaire d’une séquence provenant
de I’espéce P. trichocarpa.

Le marqueur RGAmM4-1 qui a été développé sur la séquence du clone BAC P. deltoides,
et localise a 0,6 cM du locus MER (Lescot et al, 2004), a été cartographié génétiquement chez
I’individu 101-74 P. trichocarpa. Sur la carte génétique consensus, il est placé entre les loci Rys
et R;. Ce marqueur ne fonctionnait pas chez le 73028-62. Encore une fois, les résultats
soulignent le fort niveau de polymorphisme qui existe dans cette zone du génome. Aujourd’hui
les données sont trop fragmentaires pour émettre une hypothese quant a la localisation précise du
locus MER.
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4 Cluster de genes R

4.1 Un super cluster de gene R

Les génes NBS-LRR ou les génes STK sont organisés en cluster sur le chromosome 19.
Le super cluster de genes NBS-LRR regroupe plusieurs clusters, avec une alternance entre
clusters des trois catégories différentes de génes : les BNLs, les TNLs et les STKs, mais il n’y a
pas de présence de génes CNL. Chaque cluster a des caractéristiques différentes en termes de
nombre de génes, de polymorphismes et de redondances entre les génes, et les zones inter-
géniques ainsi que les ETs

Le super cluster mesure prés de 3 Mb avec plus d’une centaine de génes putatifs : 27
génes STK, 45 genes BNL, et 31 génes TNL. C’est I’'un des plus gros caractérisé a ce jour,
comparé au cluster du locus Dm3 chez la laitue (Kuang et al, 2004), et au cluster du locus B4
chez le haricot (Geffroy et al, 2009). La diversité nucléotidique des génes observée peut
vraisemblablement permettre au peuplier de posséder un large réservoir d’alleles différents.
Cette diversité serait une adaptation de 1I’organisme pour répondre au mieux a 1’évolution des
pathogenes. En effet, les especes pérennes comme le peuplier, sont plus exposées aux
pathogenes avant leur reproduction et évoluent plus lentement. En effet, leur cycle de
reproduction est relativement long (entre 6 et 8 ans pour arriver a I’age de reproduction), ce qui

est trés désavantageux pour pouvoir s’adapter a I’évolution rapide des pathogénes comme MIp.

4.2 L’évolution des genes NBS-LRR

4.2.1 Les différents clusters

L’alternance des clusters de genes TNLs et de BNLs montre qu’il y a eu certainement des
réarrangements chromosomiques ancestraux a 'intérieur de cette extrémité télomérique. Ces
réarrangements se sont produits apres la duplication entiére du génome, il y a 65 millions
d’années. En effet, les génes des différents clusters ne se retrouvent que rarement a I’extérieur de

cette zone génomique. Ensuite, les génes ont évolué a ’intérieur des clusters.

4.2.1.1 Les clusters de TNL

Les génes TNL semblent évoluer par des duplications en tandem car les génes d’un
cluster sont dans la méme orientation. Ces duplications génerent de nouveaux genes a I’intérieur

du méme cluster. La vitesse d’évolution de chaque cluster semble différente car ils ont un
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nombre variable de genes. Chaque cluster de TNL représente un clade particulier ou un petit
nombre de clades.

4.2.1.2 Les clusters de BNL

Pour les génes BNL, les mécanismes évolutifs sont plus difficiles a définir ; en effet, les
différents clusters ne sont pas clairement définis par clade et des génes proches en séquence sont
parfois placés dans des clusters differents. Néanmoins, les génes dans un méme cluster sont dans
la méme orientation ; ils semblent donc évoluer eux aussi par des duplications en tandem.

Les BNLs du chromosome 19 sont plus semblables entre eux, qu’avec ceux situés sur les

autres chromosomes (Germain et al, 2010).

4.2.2 Clade 1 des TNL

Le cluster de genes TNL du clade 1 montre, au centre du cluster, une région trés variable
sur les séquences inter-géniques et une forte redondance des génes entre les deux haplotypes. A
I’extérieur du cluster, il y a la présence de régions génomiques orthologues. Ce type de
répartition pour des clusters de génes NBS-LRR a déja été remarqué chez d’autres espéces telle
que la banane et la pomme de terre (figure 63 ; Baurens et al, 2010 ; figure 64 ; Kuang et al,
2005).

Dans le cluster de géne dont fait partie Rus, le polymorphisme se concentre dans les
zones inter-géniques. Au centre des clusters, les recombinaisons se font certainement entre les
genes de résistance non orthologues : c’est la seule possibilité de recombinaison homologue. En
effet, ’homologie entre les génes est tres importante (Cf. figure 48, page 1V-94). Ces
recombinaisons conduisent a la création de nouveaux alléles. La recombinaison non orthologue
inter-génique est un moyen pour le peuplier de créer rapidement des alleles tres différents, en
réponse a I’évolution rapide de I’agent pathogene.

Mais il y a aussi des recombinaisons non homologues qui aboutissent a des genes
atypiques qui sont constitués d’une suite particuliére de domaines. Le gene R_TNT14 posséde
un domaine TIR, puis un domaine NBS partiel et, enfin, de nouveau un domaine TIR. D’autres
genes ne possedent que le domaine NBS ou que des LRR. Est-ce que ce sont des genes qui sont
exprimeés et traduits et dont la protéine peut avoir une action, ou bien, est-ce que ce sont des
pseudogenes ?

Le meilleur exemple est que le seul individu recombinant d’un coté de Rys, le 66303763,
est certainement une recombinaison non homologue : il porte les deux alleles du marqueur

INRA 303 (Cf. figure 51, page 1VV-98). Cela ne change rien a la localisation du locus ; en effet,
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I’individu 66303763 est de phénotype rys, le géne n’est donc pas sur la partie de I’haplotype
hRys dont il a hérité (Cf. figure 50, page 1V-97). Il montre un exemple de recombinaison non
orthologue qui peut se produire dans des zones trés fortement hétérozygotes.

Avec énormément de polymorphisme entre les deux haplotypes, on peut se demander ou
se situent les evenements de recombinaison, mis a part dans les genes de résistance. Des
recombinaisons inégales doivent se produire entre les deux haplotypes, notamment au niveau des
génes de resistance : c'est-a-dire une recombinaison entre des alléles de différents génes. Dans
cette hypothese, cela créera des nouveaux génes avec une séquence chimérique. Dans certains
cas, des recombinaisons peuvent créer des nouveaux genes avec des ordonnancements différents
entre les domaines TIR, NBS et LRR ou des génes partiels. Les espéces pérennes sont plus
sujettes aux attaques par des agents pathogénes avant leur reproduction et avec leur longue durée
de génération, il est donc impossible pour eux d’égaler le taux d'évolution d'un agent pathogéne
qui passe par plusieurs générations chaque année. Cette caractéristique peut avoir favorisé

I'expansion des genes de résistance.

4.2.3 Le cluster de BNL ou se trouve R;

La taille du cluster ou se trouve R; est différente entre I’haplotype hRys et Nisqually-1,
due a un nombre de génes différents mais aussi aux ETs.
On remarque qu’en dessinant des couples d’amorces sur Nisqually-1 dans la zone de Ry,

nous obtenons plus de marqueurs qui fonctionnent sur I’haplotype hr; que sur I’haplotype hRj.

4.3 Les éléments transposables

Chez la banane, les ETs sont plus présents dans les clusters de gene de résistance que sur
les régions voisines (Baurens et al, 2010). De plus, la zone d’intérét possede des éléments
transposables, qui pourraient étre un moteur supplémentaire d’événements de duplication en

tandem.
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1 Validation fonctionnelle du gene candidat Ry

Pour vérifier que le gene candidat R_nTNL98 est bien le géne responsable de la
résistance, il est nécessaire d’obtenir une preuve irréfutable qui se fera par I’intermédiaire d’une
transformation génétique.

Une premiére stratégie serait de réprimer cet alléle pour un individu de génotype [Rus].
L’obtention d’un phénotype rys serait la preuve de la réussite du clonage de Rys et surtout de la
fonction de celui dans la résistance. Une technique pour réprimer cet alléle serait I’ARN
interférence (ARNI). Mais avec la redondance importante du clade de génes dont fait partie le
géne candidat, il se pourrait que I’ARNi puisse réprimer d’autres genes. Réprimer I’alléle
candidat spécifiqguement semble donc compliqué.

Les perspectives pour la validation fonctionnelle se sont tournees alors vers I’introduction
de I’allele candidat par transgénése dans des génotypes sensibles qui portent donc de gros sores.
L’obtention d’un individu de génotype [rus] dans lequel a été introduit I’allele candidat par
transgénese et dont le phénotype serait Rys, serait la preuve de la réussite du clonage positionnel
du locus Rys. La transformation génétique chez le peuplier est possible mais elle reste difficile et
est dépendante du génotype qui est utilise.

Pour atteindre ce but, 1’idéal serait de faire la transformation génétique avec un fragment
d’ADNg natif, c'est-a-dire avec la séquence du géne avec ses introns et son promoteur. Dans ce
but, des fragments de 10 Kb utilisés pour le sequencage des clones BAC porteurs de Rys (04J18
et 97F12), ont été sélectionnés pour la transformation génétique d’un individu descendant de la
famille 54 de génotype et phénotype rys.

Des difficultés techniques ont été rencontrées a ’'INRA d’Orléans pour la transformation
génétique chez un descendant de la famille 54 et pour I’intégration d’un fragment de 11 Kb dans
un vecteur binaire (Courteille, 2009). C’est pourquoi, la transformation génétique devrait se faire
sur un individu qui n’est pas de la famille 54 mais sensible a Mlp, et que le transgene utilisé
devrait étre une séquence synthétisée correspondant au CDS du géne candidat avec le promoteur
natif,

Pour étudier les génotypes dans lesquels on a introduit I’alléle candidat Rys, les
marqueurs développés sur le CDS du géne spécifiquement et utilises pour I’étude de
I’expression, seront utiles pour vérifier I’expression de 1’all¢le introduit.

Ferrier-Cana et al, (2005) ont montré des modifications post-transcriptionnelles chez un

gene de type CNL qui donne plusieurs transcrits alternatifs. Dans ce but il serait intéressant de

VI-125






récupérer I’ADNc du géne candidat afin de vérifier le CDS, et donc obtenir une annotation
parfaite du géne candidat. En effet les EST qui ont été utilisés pour I’annotation ne montre pas
toujours une trés forte identité, il s’agit donc d’indices mais pas de preuve de la structuration en
intron et en exon (Cf. 8 IV-1.3.1). La partie la plus problématique est I’extrémité 3’ du géne. Une
démarche de 3 RACE serait donc utile pour s’assurer de cette annotation. Mais ce genre de
démarche n’est pas forcement utilisable sur I’ensemble du géne du faite de sa forte redondance

avec les autres genes du méme clade.

2 Compreéhension des mecanismes de cette résistance

2.1 Etude de I’expression du géne candidat

Pour étudier I’expression du géne candidat, il serait intéressant d’étudier le