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Résumé

Dans un contexte de changement climatique, notamment de raréfaction des ressources naturelles (en
particulier 'eau), les systémes de production doivent évoluer vers des systémes moins intensifs et plus
durables. Dans ce projet, des connaissances fondamentales acquises en génétique, en écophysiologie
et en modélisation sur les mécanismes d’adaptation au stress hydrique et d’élaboration de la qualité des
fruits, ont été utilisées pour tenter de définir des idéotypes variétaux de tomate adaptés a la contrainte
hydrique et améliorés sur des critéres de qualité du fruit. Pour cela des modéles de fonctionnement de la
plante et du fruit ont été utilisés afin de prédire le comportement de combinaisons alléliques aux QTL
dans des situations de stress variables ainsi que des algorithmes d’optimisation multicritéres. Une
population de lignées recombinantes issue du croisement entre une variété de tomate cerise et une
tomate de calibre moyen a été génotypée et phénotypée en conditions contrdle et de stress hydrique afin
de cartographier des QTL de réponse au stress, en lien avec la croissance de la plante et la qualité du
fruit. Ces données de QTL ont permis d’une part de rechercher d’éventuelles colocalisations avec des
génes candidats, d’autre part d’alimenter la partie modélisation et didentifier des paramétres
physiologiques et des genes susceptibles d’étre impliqués dans la tolérance au stress hydrique.
Parallelement, une collection de 140 accessions de tomate cultivées a été caractérisée dans les mémes
conditions, afin d’évaluer la diversité génétique des réponses au stress et rechercher des associations
entre génotypes et phénotypes. Ce projet a permis d'identifier des idéotypes, ressources, des marqueurs
et des génes potentiellement utiles pour la sélection de variétés moins gourmandes en eau et de bonne
qualité gustative. La démarche peut étre poursuivie avec d’autres stress (thermiques ou nutritionnels).
Elle montre l'intérét de combiner les modeles génétiques et écophysiologiques.

Mots-Clés : Durabilité, Efficience de I'eau, Idéotypes, Qualité des fruits, QTL

Abstract : Tomato response to water stress

In a context of climate change, especially the scarcity of natural resources (particularly water), production
systems must evolve towards less intensive and more sustainable systems. In this project, the
fundamental knowledge acquired in genetics, ecophysiology and modeling on the mechanisms of
adaptation to water stress and the development of fruit quality, have been used in an attempt to define
tomato variety ideotypes adapted to the water constraint and improved for fruit quality traits. For this
purpose, plant and fruit function models have been used to predict the behavior of allelic combinations at
QTL in variable stress situations as well as multi-criteria optimization algorithms. A population of
recombinant inbred lines from a cross between a cherry tomato variety and a medium-sized tomato was
genotyped and phenotyped under control and water stress conditions to map stress response QTL,
related to plant growth and fruit quality. These QTL were used on the one hand, to look for possible
colocalisations with candidate genes, on the other hand to feed the modeling part and to identify
physiological parameters and genes likely to be involved in tolerance to water stress. At the same time, a
collection of 140 cultivated tomato accessions was characterized under the same conditions, in order to
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evaluate the genetic diversity of stress responses and to look for associations between genotypes and
phenotypes. This project has identified ideotypes, resources, markers and genes potentially useful for the
selection of varieties that will be less demanding for water and having a good quality.

Keywords: Sustainability, Water use efficiency, Ideotypes, Fruit quality, QTL

Introduction

Alors que la sélection naturelle a favorisé les mécanismes d'adaptation aux contraintes
environnementales multiples, la sélection génétique des plantes cultivées orientée principalement vers
des objectifs de productivité économique, a entrainé la perte des caractéres de tolérance au stress, en
particulier concernant les facteurs de stress abiotiques. En effet, la domestication et la sélection moderne
ont fortement érodé la diversité allélique des génes présents chez les especes sauvages, rendant les
especes cultivées de moins en moins tolérantes aux stress environnementaux (Gur et Zamir, 2004 ;
Gorovits et Czosnek, 2007). Or, dans un contexte de changement climatique, notamment de raréfaction
des ressources naturelles (en particulier I'eau), les systemes de production doivent évoluer vers des
systémes moins intensifs et plus durables. Néanmoins certaines contraintes, abiotiques ou biotiques,
subies ou imposées, sont susceptibles de modifier le développement et la croissance de la plante, donc
le rendement et la qualité des produits récoltés. Parmi ces contraintes, 'eau est le principal facteur limitant
pour les productions agricoles et les pressions sur 'utilisation de cette ressource naturelle va s’accentuer
au cours des prochaines décennies (Gao et Georgi, 2008). L’augmentation de I'efficience d'utilisation de
I'eau des plantes cultivées est donc aujourd’hui nécessaire pour anticiper I'évolution du contexte de
production. L'une des difficultés principales réside dans le développement de stratégies efficaces pour
définir les idéotypes culturaux, en particulier du fait de la complexité des mécanismes impliqués dans la
réponse des plantes a la contrainte hydrique (Tardieu et al., 2011).

Une limitation en eau a des effets rapides et multiples sur le fonctionnement de la plante. En particulier
la fermeture stomatique et la diminution de la photosynthése qui conduisent a une diminution du
rendement et de la qualité. Chez la tomate, toutefois, un stress hydrique léger, en particulier pendant la
phase de maturation du fruit, peut avoir des effets positifs sur la qualité organoleptique dus @ une moins
forte dilution des composés d'intérét (sucres, acides). De plus, I'accumulation de certains composés
secondaires (vitamines, caroténoides, polyphénols...) peut étre stimulée par le stress (Poiroux-Gonord
et al., 2010). Cependant la recherche de compromis entre rendement et qualité est nécessaire. Cela
requiert entre autre de mieux explorer la variabilité génétique des caractéres de résistance au stress
hydrique et leur lien avec la qualité. Parmi les génotypes/especes résistants plusieurs stratégies
d’adaptation des plantes ont été mises en évidence (Tardieu et al. 2011). Les génotypes qui maintiennent
leur rendement en conditions de stress léger présentent en général des adaptations particuliéres en
termes de régulation stomatique et hydraulique (en lien avec la synthése d’ABA), de capacité
photosynthétique et d’allocation du carbone entre organes sources et puits, d’adaptations architecturale
et anatomique, et d’activation de la signalisation cellulaire et des systémes anti-oxydants (Sanchez-
Rodriquez et al., 2010).

Du point de vue géneétique, de nombreux travaux ont été réalisés sur les génes induits par le stress
hydrique et les principaux mécanismes moléculaires établis, en particulier chez Arabidopsis (Blum, 2011).
Cependant chez la tomate, seule une petite proportion de ces génes impliqués dans I'adaptation au stress
hydrique est connue (Labate et al., 2007 ; Fischer et al., 2011). De plus les génes qui varient en réponse
au stress hydrique sont impliqués dans une multitude de processus d’adaptation (ex. régulation
osmotique au niveau cellulaire) mais ne conférent pas forcément un phénotype résistant (Gong et al.,
2010). L’identification de génes de résistance nécessite en paralléle I'identification de QTL de traits de
résistance et la comparaison de génotypes ayant des comportements contrastés en conditions de stress
(Labate et al., 2007). A ce jour, la connaissance de la variabilité génétique disponible comme source de
sélection est trés dispersée et concerne un petit nombre d’accessions (Foolad et Lin, 1999). Elle porte
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principalement sur les espéces sauvages, S chilense et S pennellii, apparentées a la tomate cultivée,
adaptées a des conditions de stress majeurs, mais leur exploitation en sélection est souvent longue et
difficile (Labate et al., 2007). Peu de travaux de cartographie de QTL de tolérance au stress hydrique ont
été réalisés a ce jour, a I'exception de 'analyse de lignées d'introgression de S pennellii (Semel et al.,
2007 ; Gur et al., 2011) ou d’études réalisées a des stades jeunes (Foolad et al., 2003).

Cet ensemble de connaissances génétiques et (éco)-physiologiques est théoriquement exploitable pour
concevoir des idéotypes variétaux présentant des traits d’adaptation aux conditions de stress hydrique.
Les progres sont toutefois lents en raison de la complexité des caractéres de résistance et des fortes
interactions génotypes x environnement. Plusieurs études montrent que les modeles de simulation
intégrant I'effet de I'environnement et les pratiques culturales sont des outils trés utiles pour identifier des
interactions complexes entre les plantes, leur environnement, et les pratiques culturales (Bertin et al.
2010 ; Martre et al. 2011). Ces modeles couplés a des algorithmes d’optimisation efficaces peuvent aider
a concevoir, in silico, des systémes de culture alternatifs et performants. La conception assistée par
modéles a ainsi pris de 'ampleur ces dernieres années (Ould-Sidi et Lescourret, 2011). |l s’agit d'identifier
les meilleures combinaisons de variables de décision de fagon a satisfaire au mieux un ensemble de
criteres (économiques, environnementaux, de qualité) tout en respectant un certain nombre de
contraintes. Pour tenter de résoudre les problémes d’optimisation liés a ce type d'approche, les
métaheuristiques (algorithmes évolutionnaires, essaims particulaires) sont un recours crédible (Cardoso
et al. 2009 ; deVoil et al., 2006 ; Letort et al., 2008).

Dans ce contexte, les connaissances fondamentales acquises en génétique, en écophysiologie et en
modélisation sur les mécanismes d’'adaptation au stress hydrique et d’élaboration de la qualité des fruits
ont été utilisées, pour tenter de définir des idéotypes variétaux de tomate adaptés a la contrainte hydrique
et améliorés sur des crittres de qualité gustative et nutritionnelle. Pour cela des modéles de
fonctionnement du fruit ont été utilisés afin de prédire le comportement de combinaisons alléliques aux
QTL dans des situations de stress variables ainsi que des algorithmes d’optimisation multicritéres. Une
population de lignées recombinantes (RIL) issue du croisement entre une variété de tomate cerise et une
tomate de calibre moyen a été génotypée et phénotypée en conditions contrdle et de stress hydrique afin
de cartographier des QTL de réponse au stress, en lien avec la croissance de la plante et la qualité du
fruit. Ces données de QTL ont permis d’une part de rechercher d’éventuelles colocalisations avec des
génes candidats préalablement identifiés comme influencés par le stress, d’autre part d’alimenter la partie
modélisation et d'identifier des paramétres physiologiques et des génes susceptibles d'étre impliqués
dans la tolérance au stress hydrique. Parallelement, une collection de 140 accessions de tomate
cultivées, de tomate cerise et de leur ancétre sauvage (Solanum pimpinnellifolium) a été caractérisée
dans les mémes conditions, afin d’évaluer la diversité génétique des réponses au stress (en termes de
croissance et de qualité des fruits). Cette collection a été caractérisée pour plus de 7000 marqueurs SNP
et des associations entre traits et SNP mis en évidence.

1. Etude des déterminants génétiques et moléculaires de la réponse au stress
hydrique dans une population de lignées recombinantes de tomate

La premiere population étudiée consistait en 120 lignées recombinantes obtenues a partir du croisement
entre Cervil (lignée de type cerise de bonne qualité organoleptique) et Levovil (lignée de calibre normal).
Cette population est bien caractérisée pour des traits de qualité organoleptique (Causse et al., 2002) et
les deux parents, dont le génome a été séquence, présentent des phénotypes contrastés en termes de
réponse au stress hydrique. Une carte génétique saturée de 500 marqueurs SNP a été construite. Ces
lignées ont été phénotypées en conditions témoin (bien irrigué) et en condition de déficit hydrique (DH, -
50% d’apport en eau) en 2 lieux, Avignon et au Maroc (essai réalisé chez Gautier Semences) sur des
plantes en phase de production. De nombreux caractéres agronomiques et de composition des fruits ont
été évalués.
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Chez les deux parents, des diminutions significatives des diamétres des tiges et des longueurs des
feuilles sous I'effet du DH ont été observées alors que les hauteurs de plantes et dates de floraison n'ont
pas été affectées de fagon significative par le DH quel que soit I'essai. Les caractéres de qualité physique
et biochimique des fruits (fermeté, poids frais, teneur en MS, teneur en sucres solubles) présentaient des
interactions génotype x traitement (G x T) fortement significatives lors des deux essais. Celles-Ci
reflétaient une diminution plus importante du poids frais des fruits chez Levovil (génotype a gros fruits),
par rapport a Cervil (génotype a petits fruits), associée a une hausse plus importante de la teneur en
matiére seche et de la concentration des différents composés biochimiques exprimés en pourcentage de
matiére fraiche (Vitamine C, sucres, acides). Lorsque les concentrations en sucres et en vitamines C sont
exprimées en pourcentage de matiére seche, les interactions G x T ne sont plus significatives.

Chez les RIL, une importante variabilité phénotypique en condition de DH et en condition témoin a été
observée. De méme, une importante variabilité phénotypique de la plasticité des caractéres (mesurée
par le ratio delta_Var = (Var_DH — Var_T)/Var_T) a été constatée. Des interactions G x T trés fortement
significatives ont été relevées pour la majorité des caractéres étudiés, a I'exception du nombre de fruits
et de fleurs et des concentrations en glucose, fructose, acide malique et acide citrique exprimées en %
de matiére séche. De nombreux QTL ont été détectés (Figure 1).

L 25 20
-
5 20
215 13 12 11
2 10
Q0
g o
§® 6“0\ \>°§ <f§®
RS [e) ) >
& © N &
& S
(@)

Figure 1 : Synthése des nombres de QTL détectés dans les RILs sur les mesures sur plante et fruit & Avignon et
Agadir. Les QTL sont représentés suivant leur type : en orange, QTL constitutifs (communs aux conditions contrble
et DH) ; en bleu, détectés seulement en condition contréle ; en rouge, détectés seulement en condition de stress;
en violet, QTL interactifs.

1.1 Recherche de génes candidats

Sur la base de la bibliographie, une liste de génes/fonctions susceptibles d'intervenir dans la réponse
au stress hydrique a été établie. La liste a été complétée par une analyse de transcriptomique des genes
différentiellement exprimés chez les 2 lignées parentales suivant le régime hydrique (Figure 2).

Cervil

438

AA 105
N 300
A 24
A9

Figure 2 : Diagramme de Venn montrant les nombres de génes différentiellement exprimés entre les deux
conditions d'irrigation dans les fruits des lignées parentales Cervil et Levovil. Les fléches indiquent le sens des
modifications (vers le haut si les génes sont plus exprimés en déficit hydrique, et inversement)
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Ces génes ont été localisés in silico sur le génome et leurs localisations comparées a celle des QTL et
associations observées. Dans les régions présentant des QTL/associations et un nombre limité de génes,
des génes candidats ont été recherchés et leur diversité étudiée. L'ensemble de ces résultats ont été
publiés (Albert et al., 2016).

2. Analyse d’association pour la réponse au stress hydrique dans un panel de
lignées de tomate cerise

Une collection de 120 accessions qui compte essentiellement des tomates de type cerise a également
été phénotypée dans les mémes conditions de stress. En moyenne on observe une réduction du
rendement de 20% en DH et une augmentation du taux de solides solubles de 13%. Néanmoins une
grande diversité génétique est observée pour la plupart des traits, la condition (stress hydrique vs
contréle) ne représentant une grande part de la variation que pour les criteres de diamétre des tiges et
longueur des feuilles (Figure 3).
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Figure 3 : Proportion des différents facteurs dans la variation totale décomposée en somme des carrés des
écarts : W condition stressée ou controle, Gr groupe génétique, G génotype.

La recherche d’associations a ensuite été réalisée avec un modéle mixte multi-locus (package R MLMM
condition par condition et sur les variables de Delta) et multi-trait (MTMM qui permet de mettre en
évidence des associations présentant une interaction significative entre Génotype et Condition. Le
modéle prend en compte la structure (PCoA) et I'apparentement (K) entre les accessions. 141
associations ont été détectées, se répartissant en 25 associations interactives, 44 associations stables
dans les 2 conditions, 41 seulement détectées en controle et 31 détectées en DH (Figure 4). Parmi
celles-ci, 31 associations apparaissent « colocalisées » avec un QTL identifié dans la population RIL
pour le méme trait. Les intervalles de confiance autour des associations ont été estimés suivant la
décroissance du DL et de 1 & plus de 600 génes ont été listés sous les associations (Albert et al., 2017).
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Figure 4 : Distribution du nombre d’associations suivant leur type : en orange, QTL constitutifs (communs aux
conditions contrdle et DH) ; en bleu, détectés seulement en condition contréle ; en rouge, détectés seulement en
condition de stress; en violet, QTL interactifs.
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2.1 Recherche de genes candidats

Parmi les 186 QTL, 88 présentaient un intervalle contenant moins de 100 génes. Pour ces QTL, la
fonction des génes a été étudiée, ainsi que leur expression et les polymorphismes détectés dans les
génes candidats. Une liste de 41 génes candidats dont la variation pourrait étre impliquée dans des
traits de qualité et en réponse au stress hydrique a été établie.

3. Modélisation de la croissance et de la qualité du fruit en conditions de
contrainte hydrique

Un modéle de développement et de croissance du fruit en matiére fraiche et séche a été implémenté et
utilisé pour analyser la variabilité génétique observée dans la population et identifier des combinaisons
de parameétres physiologiques du modéle qui permettaient de limiter la chute de rendement en condition
de déficit hydrique chez des génotypes de qualité supérieure (fort taux de matiere séche des fruits en
condition témoin). Comme la sensibilité au stress hydrique des fruits est plus importante chez les lignées
a gros fruits, 'optimisation a été faite pour 3 classes de calibre. Dans une premiére étape le modéle
« fruit Virtuel » a été utilisé. Ce modele prédit les flux d'eau et de carbone dans le pédicelle et le fruit a
partir d’'un état physiologique de la plante caractérisé par le potentiel hydrique de tige, la concentration
en carbone de la seve et un certain nombre de paramétres liés au transport de I'eau et du carbone, de la
croissance cellulaire et du métabolisme et stockage des sucres (Figure 5).

Phloem water potential y, = y;, sucrose concentration C,,
T 1 Il 1 1 T T

Xylem Z |
I I Pedicel

<

Environment: Transpiration

Temperature (T)

Humidity (H)

—

Ve

Respiration
Water (w)

Dry matter (s)
Turgor (Py)

Figure 5 : Flux d'eau et de matiére séche dans le modéle tomate. Les fleches noires indiquent des flux d’eau, les
fleches grises indiquent des flux de sucres ou de matiére séche.

Une premiére analyse de sensibilitt du modele a permis de sélectionner 8 paramétres qui ont un poids
important sur les variables simulées qui nous intéressent (poids frais, poids sec, teneur en ms du fruit). 3
de ces paramétres sont impliqués dans le transport de I'eau, 4 autres paramétres sont impliqués dans le
transport du carbone, et le huitiéme paramétre est lié a I'extensibilité de la paroi cellulaire. Ces 8
parameétres indépendants de I'environnement, ont été estimés par optimisation sur la population a partir
des mesures réalisées en cinétique sur les lignées recombinantes (Figure 6).
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Figure 6 : Cinétiques de croissance en masse fraiche et seche osbervées en condition témoin (bleu) et stress
(rouge) pour 8 génotypes représentatifs de la population étudiée

Cette premiére étape a révelé un certain nombre de comportements inattendus a savoir des efflux d’eau
importants du fruit vers la plante en conditions de stress. Ces efflux sont compatibles avec le flétrissement
de certains fruits, observé en serre pendant I'expérimentation. De plus, au sein de la population observée,
les effets du stress sur la croissance en matiére fraiche et en matiere séche du fruit étaient trés variables
et parfois contraires entre génotypes. Ces réponses nous ont amené a questionner/modifier certaines
hypothéses du modéle en ce qui concerne le fonctionnement du fruit en conditions de stress hydrique.
La qualité des ajustements est illustrée Figure 7. L’erreur moyenne sur la population est de 17%, ce qui
est trés satisfaisant étant donné le faible nombre de paramétres ajustés.

7 ’
A ®
| @ P w4 @ L>9<V ’
’ s
’ ’
— s ’
i —
= ’ ]
o /’ Lev o © - 'fgv
@ ’ X w 7’
F ’ ] ’
£ ’ E .
] 7 5
o ’ 4
< Lev, 2
- % [*]
o 4
] .I [}
@ ’ @
a 7]
. .
© s
E - y 2
e
17 WD
o A
T T T T T T T T T T T T
0 20 40 80 80 100 120 0 2 4 6 8

Masse fraiche observée [g] Masse séche observée [g]

Figure 7 : Valeurs de masse fraiche (A) et séche (B) finale du fruit (a2 maturité) simulées par le modéle (ordonnées)
et mesurées (abscisses) en conditions témoin (bleu) et de déficit hydrique (rouge). Chaque point est I'un des 120
génotypes de la population étudiée.

Ce travail a permis de réaliser une analyse QTL des 8 paramétres du modéle et d’analyser au sein de la
population de lignées recombinantes les interactions complexes entre les différents processus impliqués
dans la réponse au stress hydrique au cours du développement du fruit et de définir les meilleures
stratégies d’adaptation sur le long terme ainsi que leurs impacts sur la qualité des fruits.
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La Figure 8 montre une Analyse en Composantes Principales (ACP) réalisée sur les paramétres du
modéle estimés sur la population qui a permis de segmenter la population en 5 groupes.

d=2

Groupe 5 : faible perte
de MF en deficit associée
a un transport actif des

Expansion
cellulaire : sucres élevé
x
N
o~
o
Transport actif ~ W Groupe 1: portenttous
sucres 8 ;
un allele Cervil aux
Lélv QTLsIpetlixsurle
. chromosome 8
Conductivité
hydraulique

PC1 (24.44%)

Figure 8 : ACP réalisée sur les paramétres du modéle et positionnement de 5 clusters sur les coordonnées dans
I'espace PC1-PC2.

4. Conception d’idéotypes culturaux adaptés a la contrainte hydrique et
améliorés sur la qualité

La gamme des valeurs de parameétres obtenue dans I'action précédente a enfin été utilisée pour explorer
la relation entre calibre du fruit et teneur en matiere séche dans différentes gammes d’alimentation en
eau. L'enjeu principal de cette action était de déterminer des combinaisons de parameétres/QTL
(idéotypes) et des pratiques pour augmenter I'efficience de 'eau et améliorer la qualité des produits, afin
de fournir aux sélectionneurs des cibles (locus) optimales pour la sélection. Plusieurs accessions ont été
identifiées, se rapprochant des idéotypes. Un second enjeu scientifique était également de comparer
I'efficacité de ces algorithmes d’optimisation pour la conception des systémes de culture innovants dans
le but de mettre a la disposition de notre communauté un outil efficace aussi générique que possible et
d’ancrer ['utilisation de ce type d’approches dans la communauté car il est encore trop peu exploité. Les
résultats sont publiés dans Constantinescu et al. (2016).

Conclusions et perspectives

Ce projet a permis d’identifier des combinaisons de parametres physiologiques (idéotypes), ressources,
des marqueurs et des génes potentiellement utiles pour la sélection de variétés moins gourmandes en
eau et de bonne qualité gustative. La démarche peut étre poursuivie en validant les paramétres/génes
identifiés, mais aussi en appliquant cette approche pour d’autres stress (thermiques ou nutritionnels) ou
d'autres populations (Ripoll et al., 2016). Elle montre l'intérét de combiner les modeles génétiques et
écophysiologiques.
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