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Résumé

Il n'existe pas encore a ce jour de variétés d'abricotiers et de péchers résistantes a la plupart
des bioagresseurs. La création de nouvelles variétés résilientes pour répondre dans la durée a
cette problématique est un des objectifs majeurs pour la liere. Cependant, la nature de la
résilience chez lePrunus demeure encore trés méconnue. Pour avancer dans la compréhension
de ce processus, un suivi de core-collections de 150 accessions d'abricotiers et de 206 accessions
de péchers menées en conditions de faible protection phytosanitaire et déployées respectivement
dans 2 et 3 sites, a été mis en place. Les notations des dégéats de 8 bioagresseurs présents en
conditions naturelles ainsi que de 3 traits phénologiques d'intérét ont mis en évidence une
diversité phénotypique marquée au sein des core-collections. Les traits mesurés ont montré des
héritabilités trés variables et la contribution de la part génétique a la variation phénotypique
s'est tres souvent avérée signi cative. Un fort e et de I'environnement et de l'interaction gé-
notype/environnement a également été identi é. Grace a un génotypage dense des accessions
de la core-collection de péchers, des analyses de la diversité ont été menées a bien et ont mis
en évidence une structuration importante en 3 grands groupes génétique. Les analyses GWAS
réalisées avec le modéle mixte multi-locus (MLMM) ont permis d'identi er 4 SNPs en relation
avec des traits phénologiques d'intérét : la date de pointe verte et la date de oraison. 2 SNPs
impliqués dans des di érences de sensibilité vis a vis de deux bioagresseurs majeurs chez le
pécher (coryneum et tordeuse orientale ou petite mineuse) ont également été détectés. Enn, 3
accessions cumulant de faibles symptémes pour I'ensemble des bioagresseurs étudiés ont été mises
en évidence. Cette identi cation de facteurs de résilience et de génotypes candidats représente
une piste intéressante a approfondir pour une future sélection sur la résilience.

Mots clés : abricotier et pécher; résilience ; bioagresseurs; core-collection; génétique
d'association
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Abstract

Title : Identi cation and characterization of phenotypic and genetic components of resilience
in apricot and peach by using genome wide association studies

To date, there are still no apricot or peach varieties that are resistant to most of the pests
and diseases. The development of new resilient varieties to deal with this issue in the long term
is one of the major challenges for the sector. However, the natureRrunus resilience is still
largely unknown. In order to progress in the understanding of this character, a monitoring of two
core-collections composed by 150 apricot and 206 peach accessions managed under conditions
of low phytosanitary protection and deployed respectively in two and three sites has been set
up. More speci cally, we observed the damages caused by eight di erent pests and diseases
present in natural conditions as well as three phenological traits of interest. We observed a
pronounced phenotypic diversity of these traits within the core-collections as well as very variable
heritability values. Moreover, the contribution of the genetic part to the phenotypic variation
was signi cant for most of these traits. We also identi ed a strong e ect of the environment and
of the genotype-environment interactions. In addition, thanks to a dense genotyping of the peach
core-collection accessions, we were able to perform diversity analyses. Thus, we highlighted an
important structuration of the peach core-collection in three large genetic groups. Furthermore,
by using genome wide association analyses performed with the multi linear mixt model (MLMM),
we detected four SNPs related to two key phenological stages - leaf and oral emergence - as
well as two SNPs linked to the resistance of two major peach diseases : coryneum and oriental
peach moth or leafminer. Finally, we identi ed three accessions with low symptoms for all of
the pests and diseases studied. This identi cation of resilience factors and candidate genotypes
represents an interesting opportunity for breeding resilience traits.

Key words : apricot and peach; resilience ; pests and diseases; core-collection ; genome
wide association studies
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1 - Introduction

1.1 Présentation du GAFL

L'Unité GAFL, Génétique et Amelioration des Fruits et Légumes, appartient au centre
INRAE Provence-Alpes-Cote d'Azur pttps://www6.paca.inrae.fr/gafl/ ). Les recherches
conduites au sein du GAFL sont centrées sur I'étude des espéces méditerranéennes. L'unité

meéne a bien une recherche de type académique mais un partenariat fort et varié avec les acteurs
de la création variétale potageére et fruitiere permet un ancrage des travaux dans la liére fruits
et léegumes.

L'unité est composeée de 2 equipes de recherche :

" L'équipe "Diversité, Adaptation, Déterminants et Intégration" (DADI) qui s'intéresse a la
tomate et aux principales especes fruitieres a noyaux méditerranéens qui sont l'abricotier
(Prunus armeniacg, le pécher Prunus persicg, I'amandier (Prunus dulcis) et leurs
porte-gre es;

" L'équipe "Résistance aux pathogeénes et aux ravageurs, Diversité et Durabilité" (ReDD).

Pour mon stage, j'ai été amenée a travailler avec les membres du groupe PRUNUS de I'équipe
DADI.

1.2 Contexte du projet : la réduction de l'utilisation des pesticides,
une nécessité en arboriculture fruitiere

Depuis le début des années 2000, il y a une réelle volonté de la part des pouvoirs publics de
réduire I'utilisation des produits phytopharmaceutiques dans I'agriculture comme en témoigne
la mise en place des plans Ecophyto 1 et 2 (Ministere-agriculture, 2020). Malgré cela, les
productions fruitieres sont encore aujourd'hui trés dépendantes des produits phytosanitaires.
Pour la production de péche et d'abricot on note des intensités de fréquence de traitements (IFT)
qui s'élévent respectivement & 20.3 et 11.8 (Cretin and Triqueno, 2018). A titre de comparaison,
I'lFT moyen pour les grandes cultures est de 4.6 (Crisan, 2019) et celui pour les cultures
légumiéres s'éleve a 7.5 (Chapelle, 2020).

Si les arboriculteurs souhaitent de plus en plus se tourner vers une approche de type protection
fruitiere intégrée (PFI) a n de réduire les risques environnementaux et de garantir la satisfaction
des consommateurs, les nombreuses contraintes qui pésent sur la liere viennent entraver cette
transition (Morel et al., 2013). Ces multiples contraintes sont tant d'ordre agronomique que
liées a des problématiques de qualité des fruits comme leur apparence ou encore leurs qualités
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organoleptiques (Blanchet et al., 2010). Mais le verrou fondamental est qu'il n‘existe pas
encore a ce jour de variétés résistantes a la plupart des bioagresseurs, et que le développement
de techniques alternatives a I'utilisation de traitements chimiques reste tres limité. De plus,
avec le réchau ement climatique on observe une expansion de l'aire de répartition géographique
et une augmentation de la virulence de certains bioagresseurs ce qui rend cette problématique
d'autant plus préoccupante |(Bourgeol|s, 2009; Jullien, 2020). Tous ces éléments permettent de
comprendre pourquoi la lutte chimique est encore aujourd'hui fortement mobilisée pour garantir
une production fruitiere performante et de qualité/ (Lamine et al., 2017).

Quelques projets s'inscrivant dans cette démarche de réduction des intrants phytosanitaires
ont vu le jour comme par exemple le projet Ecopéche qui vise a concevoir des vergers de péche-
nectarine conciliant une forte réduction des produits phytopharmaceutiques sans pénalisation
des performances technico-économiques (Plenet et al., 2019). Mais pour opérer cette transition
vers des dispositifs a faible utilisation de produits phytosanitaires, les espoirs se cristallisent tout
particulierement autour des leviers génétiques et de la recherche de nouvelles variétés. Celles-ci
devront alors étre résilientes dans le but de répondre dans la durée aux multiples contraintes
qui reposent sur les vergers.

1.3 Description des deux especes étudiées

1.3.1 Caractérisation taxonomique et génétique

L'abricotier et le pécher appartiennent tous les deux a la famille des Rosacées, et au genre
Prunus. Ce dernier regroupe les arbres fruitiers & noyaux et comprend d'autres especes cultivées
telles que les pruniersR. domesticaet P. salicina), 'amandier (P. dulcis) ou encore les cerisiers
(P. avium et P. cerasug. L'abricotier appartient au sous-genrePrunophora, et a la section
Armeniaca. L'espéce d'abricotier la plus commune est a ce jolrunus armeniaca Linné (L.)
(Lichou et al.,1989). Le pécher commurRrunus persica (L.) Batsch appartient quant a lui au
sous-genréAmygdalus Il existe plus de trois cent variétés de péchers qui peuvent étre regroupées
en guatre catégories : la péche proprement dite, la péche pavie, la nectarine et en n le brugnon
(Rehder,|1949; De Olivereira Lino, 2016).

L'abricotier et le pécher sont toutes deux des espéces diploides possédant 8 paires de
chromosomes (2n=16). Les génomes de ces deux espéces présentent une forte synthénie et sont
de petite taille avec 295 mégabases pour l'abricotier et 265 pour le pécher (Arumuganathan
and Earle,| 1991). Le génome du pécher a été séquence et annoté pour la premiére fois en 2013
(Verde et al/,|2013) et des re-séquencages ont permis en 2017 la sortie d'une deuxiéme version
(Verde et all, 2017). En n, dans le cas de l'abricotier, le premier génome a été assemblé en 2019
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(Jiang et al., 12019) et des séquencages d'autres accessions ont ensuite eu lieu depuis
(Aranzana et al|,|2019; Groppi et al., 2021).

1.3.2 Biologie

Le pécher et I'abricotier sont toutes deux des espéces pérennes ligneuses multipliées par voie
végeétative via gre age. Ce sont des arbres fruitiers dont les variants cultivés ont une croissance
rapide avec, dans le cas du pécher, une période juvénile relativement courte (2 a 3 ans), ce qui
participe notamment a lui conférer son statut d'espece modele pour [Bsunus (Van Nocker
and Gardiner,|2014). Le pécher est une espéce autogame préférentielle avec uniquement 5% de
fécondations allogames observées en condition naturelle et pas de systéme d'auto-incompatibilité
pollinique (Doré and Varoquaux, 2006). Dans le cas de l'abricotier en revanche, il existe un
systeme d'auto-incompatibilité gamétophytique qui empéche l'auto-fécondation et favorise
I'allogamie, méme s'il existe des variétés auto-compatibles (Miller and Gross, 2011). Ce trait a
d'ailleurs été sélectionné puisque cela permet notamment de sécuriser la production de fruits.

Du point de vue génétique, il est important de noter qu'avec le caractére auto-incompatible
de l'abricotier, I'hétérozygotie et donc la rétention d'alléles ont été largement favorisées. De
plus, la dérive génétique a été fortement limitée de part une taille de population e ective plus
importante que celle du pécher. Ceci explique notamment qu'aujourd'hui la diversité génétique
chez l'abricotier soit beaucoup plus importante que celle du pécher qui, lui, se reproduit
majoritairement par autofécondation (Fang et al., 2006).

1.3.3 Oirigine et diversi cation

L'abricotier et le pécher ont tous deux été domestiqués en Asie centrale et plus précisément
en Chine ou l'on retrouve la plus grande diversité génétique ainsi que les espéces ancestrales
et sauvages apparentées. La domestication de ces deux espéces aurait débuté de facon plus ou
moins conjointe il y a environ 5000 ans (Hu, 2005).

Concernant l'abricot, les premiéres formes domestiquées ont été disséminées en Asie de I'Est
ainsi que dans la région Irano-Caucasienne ou I'on observe un centre de diversi cation secondaire.
L'espéce se répand ensuite largement dans le bassin méditerranéen en suivant deux voies de
dissémination : les pays de I'Europe centrale et les pays Nord-Africain. Il ne sera introduit en
France qu'a partir du XVeme siécle|(Bourguiba et al., 2012, 2020). Pour le pécher, il a été
disséminé de I'extréme Orient vers I'lran, puis au niveau du bassin mediterranéen en empruntant
d'anciennes voies d'échanges commerciales. Il est introduit en Gréce vers 400 av. J.-C. et sera
ensuite disséminé en Europe Occidentale et notamment en France par les romains au début de
I'ere chrétienne (Faust and Timon, 1995; Li et al., 2019).
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Tableau 1 Bilan des principaux bioagresseurs de I'abricotier et du pécher (élaboration a

partir de Hilaire and Giauque (2003) et Lichou and Jay| (2012))

Abricotier
Et
Pécher

Moniliose sur fleurs, fruits et rameaux
(Monilia laxa, Monilia fructicola, Monilia

fructigena), Oidium (Podosphaer a tridactyla,

Sphaerothe ca pannosa), Rouille (Tranzscheli
a discolor Tranzschel , Litv Tranzscheli a
pruni-spinosae), Criblures a Coryneum

(Stigmina carpophila, Coryneum beijerinchii),

Plomb parasitaire (Chondrostereum
purpureum)

Type de

: Abricotier
bioagresseurs

Tavelure (Fusicladium carpophilum, Venturia
carpophila)

Maladies
fongiques

Taches bactériennes des arbres fruitiers a

Chancre Bactérien de l'abricotier
noyaux (Xanthomonas arboricola pv. Pruni)

(Pseudomonas syringae pv. syringae)

Maladies
bactériennes

Enroulement chlorotique de I'abricotier
(ECA) dit aussi European Stone Fruit Yellows

Maladies a
(ESFY) (Candidatus phytoplasma prunorum)

phytoplasmes

Virus

Ravageurs

Sharka (Plum pox virus)

Petite (Anarsia lir lla), Tordeuse
orientale (Cydia molesta), Pucerons (Myzus
persicae, Brachycaudus persicae, Hyalopterus
pruni, Mysus varians), Capnode (Capnodis
tenebrionis), Forficule (Forficula auricularia
L)

Cécidomye des fleurs de prunier (Contarinia
pruniflorum), Drosophile (Drosophyla
suzukii)

Cloque du pécher (Taphrina deformans)

Phony Peach Disease (PPD) (Xylella
fastidiosa)

Cicadelle (Empoasca vitis), Acariens du
pécher (Panonychus ulmi), Cochenille du
pécher (Eulecanium persicae), Tenthréde du
pécher (Symphyta), Scolyte du pécher
(Phloeotribus liminaris), Mouche
méditerranéenne des fruits (Ceratitis
capitata
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Grace a leur bonne adaptabilité a di érentes conditions climatiques, ces deux especes sont
actuellement présentes dans de multiples aires géographiques en climat tempéré. Concernant la
France, elles sont actuellement cultivées principalement dans les régions Auvergne-Rhone-Alpes,
Provence-Alpes-Cote d'Azur et en Occitanig (Hilaire and Giauque, 2003; Lichou and Jay, 2012).

1.3.4 Contexte économique : la culture de la péche et de I'abricot en France et
dans le monde

Avec une production annuelle d'environ 25 millions de tonnes (FAOSTAT, 2021c), la péche
représente le dixieme fruit le plus produit au monde, juste apres I'ananas et loin derriére la
pastéque et la banang (Statista, 2019). L'abricot quant a lui se trouve en vingtieme position,
avec une production mondiale annuelle de 4 millions de tonnes (FAOSTAT, 2021b). Pour cette
culture, le premier producteur est la Turquie qui assure environ 20% de la production mondiale.
Pour la péche il s'agit de la Chine qui assure prés de 60% de la production mondiale (FAOSTAT,
2021a).

En 2019, la production francaise d'abricots s'élevait & pres de 130 000 tonnes, placant la
France au troisieme rang européen derriere I'Espagne et I'ltalie (France-Agrimer, 2020b). Avec
une surface de production s'élevant a environ 12 200 hectares, la France est actuellement le
huitieme producteur mondial d'abricot. Concernant la péche, la France est le dixieme pays
producteur dans le monde avec une production estimée a 199 000 tonnes en 2019 sur 9 270
hectares |(France-Agrimer, 2020a). Précisons cependant que depuis les années 2010 on observe
un recul important des surfaces de péchers cultivés en France (Lamine et al., 2017).

1.3.5 Les principaux bioagresseurs : similarités et nuances

Les bioagresseurs s'attaquant aux abricotiers et aux péchers sont d'origines multiples : rava-
geurs, champignons, bactéries, phytoplasmes ou encore virus (tablehau 1). Les dégats engendrés
peuvent aller de la perte de rendement jusqu'a la mort de I'arbre. Si les bioagresseurs sont plutot
similaires entre les deux espéces, certaines maladies sont bien plus fréquentes chez une des deux
especes. Pour la majorité de ces bioagresseurs il y a actuellement trés peu de variétés résistantes,
seules des gammes de sensibilités plus ou moins élevées sont observables entre variétés. Dans
I'ensemble, les seuls recours reposent sur l'utilisation de traitements fongicides ou insecticides
préventifs ou curatifs qui ne sont e caces que sous certaines conditions.

Chez le pécher, le biogresseur le plus préoccupant est la cloque du pécher. Cette maladie
cryptogamique provoquée par le champignofaphrina deformans Tul. engendre un ralentisse-
ment de la végétation, une perte des feuilles voire une diminution de la production de fruits.
Une fois qu'il s'est développé, il est assez di cile a éradiquer et les traitements sont a ce jour
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Figure 1 lllustration des concepts de résilience (totale dans ce cas) et de robustesse (inspiré
de|Urruty et al.| (2016) et Clement et al. (2018))
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essentiellement préventifs (Hilaire and Giauque, 2003).

Concernant les abricotiers, ce sont les monilioses et le chancre bactérien qui sont les plus
préjudiciables. Les monilioses sur eurs ou sur rameaux sont des maladies fongiques provoquées
principalement par Monilinia laxa et Monilinia fructicola. Ces champignons provoguent un
desséchement des eurs et des rameaux, une apparition de chancre et des écoulements de gomme.
Malgré la prophylaxie, la lutte chimique est généralisée mais ne permet pas toujours de limiter
les dégats faisant de monilia le principal facteur limitant des productions d'abricotier. C'est tout
particulierement vrai en agriculture biologique ou il n'y a pas de traitement alternatif disponible
(Lichou and Jay,|2012). Le chancre bactérien quant a lui est causé par une bactérie aérienne
nomméePseudomonas syringae pv. syringad la n de l'automne, ces bactéries pénétrent et
progressent dans les tissus détruisant alors les faisceaux conducteurs. Au printemps, les branches
infectées ne débourrent pas, ou débourrent tardivement, et on observe un étrissement des
pousses voire un dessechement des branches. C'est depuis longtemps une cause de mortalité
dans les vergers et dans certains cas elle peut conduire les producteurs a devoir arracher leurs
parcelles. Il n‘existe pas a ce jour de produits curatifs et seules des mesures préventives, comme
le choix du porte gre e ou encore la hauteur de gre age, permettent de limiter I'apparition et la
propagation de la maladie. Ces mesures sont indispensables dans les zones septentrionales de
culture ou s'exprime la maladie, mais elles ne sont pas a elles seules su santes en cas de forte
pression de la maladie (Lichou and Jay, 2012).

1.4 L'opportunité de sélectionner la résilience

1.4.1 Présentation des concepts : résilience et robustesse

En biologie, un systeme résilient est décrit comme un systéme qui tend a revenir sur sa
trajectoire initiale apres une perturbation (externe ou interne au systéme) qui est venue agir
comme une contrainte vis-a-vis de son fonctionnement. Les modalités de ce retour (vitesse de
retour, degré de celui-ci, etc.) déterminent alors la capacité de récupération, ou de régénération
du systeme |(Sauvant and Martin| 2010; Clément et al., 2018; Sche er et|al., 2018). Un systéme
robuste quant a lui peut étre décrit comme un systeme fort, solide, ferme et résistant grace a sa
structure. La robustesse d'un systeme se quali e par rapport a une perturbation qui ne doit pas
le modi er ou modi er ses fonctionnalités principales|(Clément et &l!, 2018). La gurg|1 permet
d'illustrer la nuance entre ces deux concepts.

Pour nir, il est intéressant de noter que lorsque l'on parle de résilience animale ou végétale
face aux maladies, des études récentes s'accordent a dé nir la résistance et la tolérance comme
les traits constitutifs de la résilience aux maladies. La résistance étant la capacité d'un hote a
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limiter la charge pathogene a l'intérieur de I'h6te et la tolérance représente la capacité
d'un héte infecté a limiter les dommages causés par une charge pathogéne donnée (Mulder and
Rashidi, 2017).

1.4.2 Exemple de la sélection sur la résilience dans le domaine animal

Si l'idée de sélectionner la résilience n'a pas encore été beaucoup creusée dans le domaine
végeétal, cette approche commence en revanche a voir le jour dans les schémas de sélection
animale et apporte de nouvelles opportunités. Plusieurs études ont ainsi montré que la sélection
sur la résilience peut se révéler tres e cace et méme plus performante qu'une sélection sur ses
traits constitutifs, a savoir la tolérance et la résistance (Mulder and Rashidi, 2017; Berghof
et al.,|2019; Harlizius et al.| 2020; Knap and Doeschl-Wilson, 2020).

Pour sélectionner sur la résilience dans le domaine animal, le postulat est de ne pas se placer
dans des conditions sanitaires strictes, mais au contraire dans des cas ou les maladies peuvent
se propager. Il est alors intéressant de transposer ce principe en sélection végétale en travaillant
dans des conditions de réduction d'utilisation de produits phytosanitaires. Dans les deux cas
I'objectif est de pouvoir observer les réactions des individus vis a vis des multiples agresseurs
présents dans le milieu et donc leur résilience vis a vis de ces contraintes extérieures.

Cependant, la résilience n'ayant encore été que tres peu étudiée chez les fruitiers, avant
méme d'envisager une sélection sur ce trait, il faut d'abord I'étudier pour le comprendre et en
identi er les di érentes composantes.

1.5 La génétique d'association

1.5.1 Principe et limites

La génétique d'association est un outil qui permet de déceler des associations entre des
polymorphismes nucléotidiques et des phénotypes a n de comprendre l'architecture génétique
du caractere étudié |(Laurens et al|, 2018).

Pour appréhender cette méthode, il faut tout d'abord dé nir le déséquilibre de liaison (DL)
puisque la génétique d'association repose sur ce concept. Il s'agit d'une association non aléatoire
entre alleles a des locus di érents. Ce sont les di érentes forces évolutives (dérive génétique,
sélection, mutation) ainsi que I'existence d'une structure dans la population étudiée qui sont
les principaux facteurs responsables de I'apparition d'un déséquilibre de liaison. Du fait du
déséquilibre de liaison entre polymorphismes, les marqueurs proches et/ou en DL avec les
variants causaux montrent une corrélation signi cative avec le phénotype recherché. On parle
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donc d'une association statistique non aléatoire entre des marqueurs moléculaires et un
phénotype (caractére d'intérét) (Lander and Schork, 1994; Lipka et al., 2015). Les études
d'association a I'échelle du génome (GWAS) permettent de détecter ces associations et marquent
ainsi les régions génomiques sous-jacentes (QTL) (Visscher et|al., 2017; Tibbs Cortes gt al.,
2021). Précisons que la puissance de détection des QTLs est largement dépendante du panel
d'étude (de sa taille notamment), du trait considéré (héritabilité, tailles des e ets, etc.) ou
encore de la densité de génotypage (Myles et|al., 2009).

La génétique d'association présente de multiples avantages notamment chez les especes
fruitieres (lwata et al., 2016) : c'est une méthode trés puissante pour détecter des régions
impliqguées dans le déterminisme génétique de caractéres complexes et elle permet de travailler
au niveau de la population ce qui donne lieu & de possibles transpositions directes en amélioration
ou pour des diagnostics génétiques (Van Nocker and Gardiner, 2014; Laurens ¢t al., 2018)

Cependant, cette méthode a aussi des limites comme par exemple I'existence d'e ets confon-
dants (structure génétique en particulier mais pas uniqguement) qui peuvent créer des faux
positifs. S'il existe des solutions pour répondre a la problématique des faux positifs, précisons
gue cela entraine néanmoins une diminution de la puissance des analyses. Yu gt al. (2006)
proposent par exemple d'utiliser des modeles mixtes qui permettent de prendre en considération
la structuration génétique de la population d'étude et lI'apparentement génétique entre les
individus (kinship) réduisant ainsi largement les faux positifs.

1.5.2 Application chez l'abricotier et le pécher

Grace au développement des nouvelles techniques moléculaires, la génétique d'association
est un outil qui commence a étre de plus en plus utilisé chez les especes fruitieres pour avancer
dans la compréhension de l'architecture génétique de di érents caractéres d'intérét (lwata et al.,
2016; Laurens et al., 2018).

Pour ces deux especes, les di érentes analyses GWAS qui ont été réalisées jusqu'alors portent
sur I'étude des caractéres liés a la qualité du fruit, a la phénologie, a I'architecture de I'arbre ou
encore a l'auto-compatibilité pour I'abricotier (Martinez-Garcia et al., 2013; Micheletti et al.,
2015%;| Cao et al., 2016; Thurow et al,, 2020). Ceci a permis de réveler des marqueurs et voir
méme des génes d'intérét qui pourront étre le point de départ pour identi er des génes candidats
ou pourraient étre utilisés pour la sélection assistée par marqueurs (SAM) dans les programmes
de sélection modernes (Aranzana et al., 2019).

Concernant l'abricotier, on peut relever deux études publiées récemment portant sur I'analyse
de la résistance a la sharka et au chancre bactérien par la génétique d'association
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(Mariette et al.| 2016;|Omrani et al.,[ 2019).

En revanche dans le cas du pécher, il semble qu'aucune étude GWAS n'ait encore été menéee
a ce jour sur des résistances ou des tolérances vis a vis de bioagresseurs.

1.6 Objectifs du stage et stratégies mises en place

L'objectif global de ce stage est d'initier I'étude de la résilience et de la robustesse des arbres
fruitiers lorsqu'ils sont menés en conditions de faible protection phytosanitaire. Les sous-objectifs
sont : dans un premier temps d'identi er les criteres phénotypiques de la résistance ou de la
tolérance des parties végétatives de I'arbre vis a vis de multiples bioagresseurs. Puis dans un
second temps de mettre en évidence les facteurs génétiques liés a la ces gammes de sensibilité
pour essayer de disséquer l'architecture génétique de la résilience chez l'abricotier et le pécher.

Pour répondre a ces objectifs, il s'agira d'étudier le comportement d'abricotiers et de péchers
dans des conditions de faible protection phytosanitaire et ce dans plusieurs environnements.
En pratique cela consiste a mesurer des gammes de sensibilité pour un cortége naturel de
bioagresseurs sur des core-collections de péchers et d'abricotiers mises en place par INRAE. Une
comparaison des di érents résultats obtenus entre le pécher et I'abricotier permettra de voir s'il
y a des similitudes vis a vis de I'adaptation de ces deux especes a la réduction des pesticides et
si I'on est confronté aux mémes limites dans ces deux systemes. En n, les outils de génétique
d'association seront mobilisés chez le pécher pour identi er les zones du génome impliquées dans
la sensibilité a un ou de multiples bioagresseurs.

2 - Matériel et méthodes

2.1 Matériel vegeétal

Le matériel vegétal utilisé pour cette étude est constitué de deux core-collections d'abricotiers
et de péchers :

La collection d'abricotier comprend 150 accessions gre ées sur des porte-gre es pécher
Montclar® Chanturgue. Ces accessions ont été choisies parmi les collections INRAE pour
maximiser la variabilité phénotypique et génétique en se basant sur I'étude de marqueurs
microsatellites (Bourguiba et al., 2012). Ces 150 cultivars présentent une diversité génétique
large et sont issus de diverses origines géographiques représentant les cinq groupes génétiques
connus (Bourguiba et al.| 2020).
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Concernant le pécher, la collection est formée par 206 accessions toutes gre ées sur des
porte-gre es de type Montcla® Chanturgue et sélectionnées parmi les collections INRAE
conservées a Bordeaux et a Avignon. Le choix de ces accessions a été e ectué en deux étapes avec
dans un premier temps la réalisation d'une pré-sélection basée sur des informations de pedigree
ainsi que sur la connaissance de divers caractéres. Puis dans un second temps, le génotypage
d'une partie de ces accessions (réalisé avec une puce lllumina SNP 9k) a permis d'écarter les
accessions synonymes. La diversité génétique contenue dans cette core-collection est importante
avec notamment la présence d'accessions sauvages étroitement apparentéepaisica

2.2 Dispositif expérimental

La collection de péchers est présente sur 3 lieux ( gure 2) :

" Sur le site de la Station Expérimentale Fruits de Rhéne Alpes (SEFRA) a Etoile-sur-Rhéne
(Dréme);

" Sur le site de la Sica-Centrex a Torreilles (Pyrénées-Orientales) ;

" Sur le site des Garrigues de 'INRAE Saint Maurice a Avignon (Vaucluse).

Concernant les sites de Torreilles et de la SEFRA, le panel a été planté en verger n janvier
2019 selon un dispositif randomisé comportant 2 blocs avec une réplication par bloc pour chaque
accession. Deux modalités de plantation ont été mobilisées selon le bloc : le premier bloc a été
planté a été planté "en scion" (i.e. plantation du porte gre e gre € aprés prise e ective de la
gre e) et le second bloc a été gre é en place (i.e. plantation du porte gre e seul et gre age de
la variété quelques mois plus tard). Pour le site des Garrigues, il n'y a qu'un seul arbre par
accession de présent étant donné que cette parcelle a initialement été implantée avec un objectif
de conservation des accessions de la core-collection. Les arbres ont été plantés "en scion" n
janvier 2019 et la parcelle n'est pas strictement randomisée.

La collection d'abricotiers quant & elle est présente sur deux lieux ( gufe 2) :
" Sur le site INRAE de I'UERI Gotheron (Dréme);
" Sur le site INRAE de I'Amarine a Bellegarde (Gard).

Le panel d'abricotier a été planté en verger selon un dispositif randomisé comptant 5 blocs
avec une réplication de chaque accession par bloc. A Gotheron, ce sont des porte-gre es qui ont
été plantés début 2017 pour un gre age en place des accessions en n d'été de la méme année.
La plantation a eu lieu I'année suivante sur le site d’/Amarine selon le méme mode de plantation.
Le dispositif est complet sur le site de Gotheron et il est actuellement en cours d'étre complété
sur le site de I'Amarine.
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Pour I'ensemble des vergers, la regle générale du mode de conduite tend vers la diminution
voire I'absence de protection phytosanitaire. Dans le cas des vergers d'abricotiers, seule la
protection contre le psylle vecteur de I'Enroulement Chlorotique de I'Abricotier (ECA) est
maintenue pour éviter de perdre un nombre trop important d'arbre. Pour les péchers, des
traitements préventifs contre la cloque sont réalisés ainsi que de la confusion sexuelle et quelques
traitements insecticides notamment pour lutter contre la tordeuse orientale et les pucerons.

2.3 Phénotypage des caracteres d'intérét

Les di érentes notations ont été réalisées arbre par arbre entre 2020 et 2021 en respectant
les protocoles d'observation établis ci-aprés. Dans la mesure du possible, toutes les observations
ont été réalisées par au moins deux notateurs de facon simultanée.

2.3.1 Phénotypage des stades phénologiques

Trois traits relatifs a la phénologie ont été observés : les dates de oraison (dates auxquelles
50% des eurs d'un arbre ont atteint le stade 65 BBCH|(Meier, 2018)); les dates de pointe
verte (dates auxquelles 50% des bourgeons foliaires d'un arbre ont atteint le stade 09 BBCH
(Meier, |2018), uniguement pour le pécher) et la oribondité (estimation de la densité de eurs
par arbre, notée de 0 a 4, uniquement pour l'abricotier).

Les dates de oraison et de pointe verte sont exprimées en nombre de jours écoulés depuis le
1¢" Janvier de I'année de notation.

2.3.2 Phénotypage des bioagresseurs du pécher

Pour la majorité des notations des bioagresseurs sur pécher, ce sont les échelles de notation
de FRUINOV qui ont été utilisées (FRUINOV, 2019).

Les observations ont portée sur les bioagresseurs suivants : la cloque du pécher, 'oidium,
le coryneum, les pousses minées (par la tordeuse orientale du pécher ou la petite mineuse)
et les pucerons. Les di érentes échelles de notations utilisées pour chaque bioagresseurs sont
regroupées en annexe|A.

Concernant les pucerons, la méme grille de notation est utilisée pour I'ensemble des pucerons
observables sur péchers et pour chaque observation, le type de puceron présent a été relevé
(annexe[A.5). En n, étant donné que la tordeuse orientale et la petite mineuse provoquent des
dégats similaires, il est impossible de di érencier a I'+il nu le ravageur impliqué. Par la suite,
nous parlerons donc de pousses minées par la tordeuse orientale ou par la petite mineuse.
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2.3.3 Phénotypage des bioagresseurs de l'abricotier
Monilia sur eur et sur rameaux

Pour chaque arbre, l'intensité des attaques de moniliose est estimée en évaluant le pourcentage
de rameaux a eurs desséchés par le monilia par rapport a lI'ensemble des rameaux a eurs
de l'arbre. Les observations sont réalisées un mois apres oraison de maniére a ce que tous
les symptdomes de moniliose sur rameaux soient apparus et avant que le développement de la
végétation ne géne cette notation.

Rouille

Les notations de dégats de rouille se fonia I'estimation de quatre parametres : la fréquence
des symptdbmes (pourcentage de feuilles atteintes par au moins un symptéme) ; l'intensité des
symptémes (nombre moyen de symptédmes par feuille touchée) ; le pourcentage de feuilles chutées
a cause de la rouille et la "note globale de rouille” qui correspond, pour un individu donné, a la
somme de ses notes de fréquence et d'intensité de symptdmes. Les échelles de notation utilisées
pour noter les dégats de rouille sont présentes en annéxe|B.1.

Coryneum

Concernant la notation des dégats de coryneum sur abricotier, une double notation de la
fréquence et de l'intensité des symptémes a également été réalisée. Et de méme que pour la
rouille une "note globale de coryneum", qui correspond a la somme des notes de fréquence et
d'intensité des symptémes de coryneum pour un individu donné, a été calculée. Les échelles de
notation utilisées pour noter les dégats de coryneum sont présentes en anriexé B.2.

Chancre bactérien

Les notations de chancre bactérien se déroulent entre n mai début juin aprés la réactivation
vasculaire qui laisse apparaitre les symptémes. Pour chaque arbre, l'intensité des attaques est
estimée en évaluant le pourcentage de branches desséchées par le chancre bactérien.

2.4 Génotypage de la core-collection de péchers

Sur les 206 accessions appartenant a la core-collection de péchers, 192 ont été génotypées a
l'aide de la nouvelle version de la puce SNP lllumina a haute densité (18K) mise en place pour
I'étude du pécher. Cette puce a été développée par I'International Rosaceae SNP Consortium
(IRSC) et vient compléter la puce initiale pécher 9k (Verde et all, 2012). Le prélevement des
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échantillons et I'extraction de 'ADN ont été réalisés au sein du GAFL et le génotypage par
la société Neogen. Pour ces 192 échantillons, un ensemble initial d'environ 16,000 SNPs était
disponible a l'issue du génotypage.

2.5 Traitement statistigue des données

L'ensemble des analyses statistiques des données phénotypiques et génotypiques ont été
réalisées en utilisant le logiciel R version 4.0.2 (R-Core-Team, 2020).

2.5.1 Analyse des données phénotypiques

Dans le cas de l'abricotier, nous avons choisi de ne considérer que les données du verger de
Gotheron car le dispositif présent sur le domaine de I'Amarine n'était pas su samment complet
(environ un tiers des arbres sont manquants). Des régressions linéaires multiples ont été réalisées
pour modéliser la part des facteurs génétiques et environnementaux dans la variation observée.
Dans ce cas, I'environnement correspond a I'année d'observation. Di érents modéles ont été
testés en considérant le génotype comme e et aléatoire et en incluant des e ets spatiaux (bloc)
ainsi que des covariables pour certains traits lorsque c'était judicieux (risque de contamination
pour I'étude du monilia par exemple).

La note de risque de contamination au monilia est un facteur calculé pour chaque génotype
en utilisant des données de pluviométrie et de phénologie de la oraison dans le but d'apporter
une information supplémentaire vis a vis de la pression de la maladie dans la parcelle pour une
année donnée (Tresson et al., 2020).

Les modeles étudiés se présentent alors sous la forme suivante (équafion 1) :

Yigk = * it j+ ikt G+ G ikt ok (1)

avecGy N(O; 2) indépendantes et identiquement distribuées (iid) etc N (O; 2) iid.

Yijx estle phénotype de I'accession k dans I'environnement i et le bloc jest la moyenne
générale des observations; est I'e et xe de l'année i; ; estleet xe du blocj; ik l'eet
xe de la covariable liée a I'environnement i pour I'accession k (quand il y en a unéj, est
I'e et aléatoire de l'accession k;G ik est I'e et aléatoire d'interaction entre I'accession k et
I'environnement i; et enn i« le terme d'erreur aléatoire.

Ce modele permet d'estimer une variance génétiqug, une variance due a l'interaction
entre |'accession et I'année d'observationZ et une variance résiduelle 2. Une héritabilité au
sens large de chaque caractére étudié a été calculée selon la forfrjule 2 (Holland|et al.| 2003).
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2
H?= ———— )
ctn
avecn la moyenne du nombre d'années d'observation par accessiomBt la moyenne du
nombre de répétitions par accession et par an.

Dans le cas du pécher, étant donné que les blocs gre és en place présentaient trop d'accessions
manguantes en plus d'avoir une année de retard de croissance par rapport au bloc planté sur
scion, nous avons choisi de ne considérer qu'une seule répétition par lieu et par génotype.
De ce fait, il n'est alors pas possible d'interpréter les e ets d'interaction entre génotype et
environnement. Notons que dans ce cas, |'environnement correspond au lieu d'observation. Les
modeles ont été adaptés et se présentent alors sous la forme suivante (équafion 3) :

Yik = + i+ ix+ G+ ik 3)

avecGy N(O; &)iidet i« N(O; 2?)iid

ou Yk est le phénotype de l'accession k dans le lieu i;est la moyenne générale des
observations; ; est 'eet xe du lieui; ik I'eet xe de la covariable liée au lieu i pour
I'accession k (lorsqu'il y en a une)Gy est I'e et aléatoire de l'accession k;; et en n i le terme
d'erreur aélatoire.

Grace a ce modeéle, il est possible d'estimer une variance génétiqgeet une variance
résiduelle 2, ce qui permet de calculer I'néritabilité au sens large du caractére étudié en utilisant
la formule[4 (Holland et all,[200B).

2
H2=2—G2 4)
Y

avecnR la moyenne du nombre de répétitions par accession.

Ces modeles multi-environnements ont été utilisés pour modéliser les corrélations d'un
méme génotype entre les environnements (lieu ou année selon le trait étudié). Un modeéle
mono-environnement a également été réalisé pour chaque environnement selon le modéle linéaire
mixte suivant (équation|§) :

Yik;= + j+ kt Gt (5)

avecG; N(0; J)iidet j  N(O; ?)iid
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ou Yjx est le phenotype de l'accession k dans le bloc j;est la moyenne générale des
observations; ; estl'e et xe du bloc j;  I'e et xe de la covariable pour l'accession k (quand
il y en a une); G est I'e et aléatoire de |'accession k et enn j le terme d'erreur aléatoire.

L'héritabilité au sens large du caractere étudié a pu étre calculé en utilisant la méme formule
que précédemment (formulg]4) (Holland et all, 2003).

Des transformations des données ont été réalisées dans le cas des dégats de cloque et de
monilia en passant par Inf;;« + 1) an de corriger des distributions non-normales. Le choix de
la transformation a été justi € par une nette augmentation de la P-value obtenue avec un test
de Shapiro réalisé sur les résidus des modeles mixtes.

Des "Best unbiased linear predictors” (BLUPS) ont été calculés a partir des modeles mixtes
multi-environnements sur les e ets aléatoires G. Ces prédicteurs extraits des modeles mixtes
multi-environnements ont ensuite été utilisés comme données phénotypiques d'entrée pour les
analyses de génétique d'association.

Des analyses en composante principale (ACP) ainsi que des calculs de coe cients de
corrélation 2 a 2 ont été réalisés sur les BLUPs génotypiques calculés a partir des modeles
multi-environnements a n d'examiner les corrélations entre les di érents traits d'intérét étudiés.

Pour nir, a n d'intégrer I'ensemble des notes de dégats des bioagresseurs en un seul indica-
teur, un index a été calculé pour chaque accession. Dans un premier temps une normalisation
des données a été e ectuée a n de préserver la forme de la distribution de chaque variable tout
en les rendant facilement comparables sur une méme échelle allant de 0 a 1 (équdtjon 8 de
I'annexe[Q). Puis les notes relatives & chaque bioagresseur ont été pondérées selon I'importance
des dégats que peut causer ce bioagresseur. Les annexgs .1 ¢t D.2 récapitulent les pondérations
réalisées respectivement pour le pécher et pour I'abricotier. En n, pour chaque accession, les
notes pondérées relatives aux dégats des di érents bioagresseurs observés ont été sommées pour
obtenir une note nale par accession appelée par la suite "Note globale de dégat".

2.5.2 Analyse des données génotypiques pour la core-collection de péchers
Filtrage des données :

La matrice de marqueurs moléculaires issue du génotypage de la population de pécher a été
convertie en doses alléliques codées en 0 (homozygote pour l'allele de référence), 1 (hétérozygote)
et 2 (homozygote pour l'alléle alternatif) avec le package snpReady (Granato et al., 2008). Trois
ltres ont ensuite été appliqués a n d'éliminer les variants rares et ainsi éviter les faux positifs :

Un premier lItre sur la proportion de données manquantes au marqueur xé a 10%;
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~

" Un second lItre sur la fréquence d'allele mineur (MAF) qui a été xé a 2% (ce qui
correspond a 3.84 individus) ;

" Un dernier ltre sur le taux d'hétérozygotie au marqueur xé a un maximum de 98%.

Aprés l'application de ces di érents ltres, il reste prés de 14, 000 SNPs dans la matrice de
marqueurs moléculaires.

Estimation du déséquilibre de liaison :

Le déséquilibre de liaison (DL) a été évalué en utilisant la mesure ke (Hill and Robertson,
1968). La décroissance du DL a été examinée pour chaque chromosome en échantillonnant aléatoi-
rement 100 000 couples de marqueurs par chromosome. Les valeurg detra-chromosomiques
ont ensuite été tracées en fonction de la distance physique (Kb). La décroissance ajustée du
déséquilibre de liaison a été estimée a l'aide d'une courbe de régression polynomiale pondérée
localement (LOESS) calculée avec le package "stats". Ce travail a également été réalisé a I'échelle
du génome entier en échantillonnant 100 000 valeurs ceegarmi celles calculées pour chacun
des chromosomes.

Etude de la structuration génétique :

La structuration génétique de la core-collection de péchers a été évaluée a l'aide de trois
méthodes di érentes, toutes basées sur une réduction dimensionnelle a partir de la matrice de
dosage allélique :

" Une analyse en composante principale (ACP) qui a été réalisée sur les doses alléliques
avec le package ade4 sous R (Dray and Dufour, 2007);

Une analyse discriminante sur les composantes principales (DAPC) dont le but est d'iden-
tier et de décrire des groupes d'individus génétiquement apparentés (Jombart et al.,
2010). La méthode des K-means a été employée pour dé nir le nombre de groupes pour
un K allant de 1 & 10 avec le package Adegenet sous|R (Jombart, 2008);

Une analyse utilisant la méthode de sparse non-negative matrix factorization (SNMF) qui
détermine a partir d'une matrice de SNPs le nombre de groupes génétiques (K) puis qui
calcule la probabilité pour chaque lignée d'appartenir a un groupe génétique (Frichot et al.,
2014). L'inférence du nombre de groupes génétique a été réalisée avec un K allant de 1 a
10 et le choix du nombre de groupes a été fait en utilisant la méthode de cross-validation
ainsi que la méthode Evanno. Le R package LEA a été utilisé pour cette analyse (Frichot
and Francois, 2015).
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Estimation de l'apparentement :

L'apparentement entre les accessions de la core-collection a été évalué en se basant sur
I'estimateur proposé par VanRaden| (2008) (équatidd 9 de I'anneké E). Cette matrice de kinship,
nommeée K, a été calculée avec le package rrBLUP (Endelman, 2011). Une heatmap a été tracée
a partir de cette matrice pour permettre une évaluation visuelle de l'apparentement.

2.5.3 Etude de génétique d'association (GWAS) : modeéle mixte multi locus

Les analyses GWAS ont été realisées a l'aide d'une approche multi-locus en utilisant le
package MLMM ("multi linear mixt model") tel que proposé par|Segura et al. (2012). Nous
avons choisi de privilégier cette méthode car I'approche multi-locus permet de prendre en compte
une partie du biais statistique généralement attribué a la structure des populations ainsi qu'a
I'apparentement génétique entre les individus (Setakis et al., 2006).

Cette méthode est basée sur l'inclusion pas a pas du marqueur avec la plus petite P-value
comme régresseur xe dans un modele qui contient un e et polygénique aléatoire, comme dans
le modele GWAS classique de Yu et al. (2006) (équati@w 7). Les variances polygéniqués €t
résiduelles (2) sont réévaluées a chaque étape, et un nouveau balayage du génome restant est
e ectué. Plus les régresseurs sont intégrés dans le modele, plus la variance attribuée au terme
polygénique aléatoire est faible. Cette étape d'inclusion forward s'arréte lorsque la proportion
de variance expliquée par cet e et polygénique est proche de zéro. S'en suit une derniere étape
d'élimination backward qui consiste en une élimination itérative du cofacteur le moins signi catif
dans le dernier modele mixte jusqu'au modéle nul. L'identi cation du meilleur modéle se fait
en utilisant le critére "mbonf" qui sélectionne le modele le moins parcimonieux dont tous les
cofacteurs sont signi catifs (seuil 5% apres correction de Bonferroni).

Le modeéle nul (étape O de l'inclusion forward) s'écrit de la maniére suivante (équatioh 6) :
y= ot Zu+ (6)

avecu N(O; 2K), N(0; ?)

ouy est le vecteur des données phénotypiques, est le vecteur des e ets xes autres que
ceux dds aux marqueurs ou aux e ets de structuration du panel, Z est la matrice d'incidence
reliant les observations a leur génotypey est le vecteur des e ets aléatoires additifs et est le
vecteur des e ets résiduels correspondant a la part de variabilité phénotypique qui n'est pas
expliquée par le modéle. est un e et aléatoire qui suit une loi normale centrée réduite.
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Tableau 2 Bilan des notations e ectuées sur pécher dans les di érents environnements
d'étude

Figure 3 Boxplot représentant I'étendue de la distribution observée pour les di érentes
variables étudiées sur la core-collection de péchers selon le lieu d'observation

(A) date de pointe verte, (B) date de oraison, (C) note de dégats de cloque, (D) d'oidium,
(E) de coryneum et (F) de pousses minées par la tordeuse orientale ou la petite mineuse selon le
lieu d'observation, Garrigues (GA), SEFRA (SE) et Torreilles (TO).



Mémoire de n d'études Marie Serrie

Puis lors des étapes d'inclusion forward, les modeles GWAS s'écrivent de la maniéere suivante

(équation[7) :
y=X +Zu+ (7)

avecu N(0; 2K), N(0; ?)

ouy est le vecteur des données phénotypiques, X est la matrice d'incidence des e ets xes,
est le vecteur des e ets xes, Z est la matrice d'incidence reliant les observations a leur génotype,
u est le vecteur des e ets aléatoires additifs, est le vecteur aléatoire des erreurs. K correspond
a la matrice d'apparentement estimée a partir de tous les marqueurs disponibles (équafioh 10
de I'annexe| F).

Etant donné que ce modeéle ne tolére pas de données manquantes dans la matrice des SNPs,
une imputation des données manquantes a été réalisée avec la classe génotypique la plus fréquente
au marqueur.

Les résultats de GWAS sont représentés sur un manhattan plot avec le log(P-values)
correspondant a chaque SNP selon sa position sur le génome. Les marqueurs identi €s comme
signi cativement liés aux variations phénotypiques apparaissent comme supérieurs au seuil de
signi cativité calculé avec la méthode de Bonferonni en prenant en compte le nombre total de
tests e ectués (Abdl, 2007).

3 - Résultats

3.1 Analyse des données phénotypiques pour la core-collection de pé-
chers

3.1.1 Description préliminaire des caracteres et analyse de la variance

Chez le pécher, les données ont été collectées en 2021 dans les vergers des Garrigues, de
la SEFRA et de Torreilles (le tablead P récapitule les di érents caractéres observés). Le cas
des dégats de pucerons mis a part, on observe une ségrégation importante des di érents traits
étudiés parmi les accessions constituant la core-collection de péchers (gures A a F de lI'annexe
[G). Cette variabilité importante dans le comportement des accessions est particulierement visible
pour les traits liés aux stades phénologiques (avec des dates de pointe verte qui s'étalent du
27 janvier au 16 mars et dates de oraison du 8 février au 28 mars). Concernant les dégats
des di érents bioagresseurs, il y a une couverture de lI'ensemble des gammes de notation pour
chacun d'entre eux, méme si on peut relever dans le cas du coryneum une surreprésentation de
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Tableau 3 Tableau récapitulatif des résultats des modeles mixtes pour les di érents
caracteres d'intérét étudiés chez le pécher

G désigne l'e et génétique, R I'e et résiduel,nR la moyenne du nombre de répétitions par
accession et B correspond a I'héritabilité au sens large.

Figure 4 Visualisation des corrélations entre les di érents caracteres étudiés sur la
core-collection de péchers pour les di érents lieux d'observation

(A) Corrélation entre les dates de pointe verte, (B) entre les des dates de oraison, (C) entre
les notes de dégats de cloque, (D) entre les notes de dégats d'oidium, (E) entre les notes de
dégats de coryneum et (F) entre les notes de dégats de tordeuse orientale ou de petite mineuse
pour leurs lieux d'observation respectifs.
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la note "1" (gure C, D, E et F de I'annexe [G).

Pour I'ensemble des traits observés, on constate que le lieu d'observation a un impact
signi catif (tableau B). Excepté pour le coryneum, les dégats liés aux autres bioagresseurs
étudiés sont a la fois plus importants et plus variables aux Garrigues que dans les autres lieux
considérés (gureg B.C a F).

L'étude des corrélations entre les di érents environnements d'étude pour un trait donné
nous renseigne sur la stabilité de ce trait pour une accession donnée entre les environnements.
On constate alors que selon le trait étudié, ces corrélations entre environnements vont uctuer
considérablement avec des corrélations élevées pour les traits liés aux stades phénologiques ou
aux dégats de cloque et plus faibles pour les autres bioagresseurs ( glifes 4.A a F). Enn, on
constate que ce sont les caracteres qui ségregent le moins qui ont les corrélations inter-lieux les
plus faibles.

Pour les caracteres liés aux stades phénologiques, on note des héritabilités importantes
respectivement de 0.903 pour la date de pointe verte et 0.669 pour la date de oraison (tableau
[3). En revanche, pour les traits liés au dégats de bioagresseurs les héritabilités estimées sont plus
faibles allant de 0.113 pour les dégats de coryneum a 0.416 pour les dégats de cloque (tableau
[3). On constate de plus que I'e et génétique est signi catif pour I'ensemble des traits observés,
excepté pour l'oidium (tableau B).

Les dégats liés aux pucerons sont un cas particulier puisqu'on observe une répartition non
homogéene de dégats au sein des parcelles avec la présence de foyers d'infection (gures A et B
de l'annexe H). Tous les arbres n'ont donc pas été soumis a la méme pression de ce ravageur.
Aux Garrigues, 18 arbres sont colonisés par les pucerons et seulement 4 a la SEFRA avec un
seul génotype commun dans les deux environnements.

En n, concernant la "note globale de dégat”, on observe une variabilité importante de cette
note avec un écart type de 0.92 et une moyenne de 3.47 (glife 5). La note maximale est de
5.85 et la note minimale est de 0.63, aucune accession ne présente une note de 0. Enn, 2
accessions présentent une note inférieure a 1 (S1429 et S10326) et 10 accessions présentent
une note supérieure a 5 (S4575, S3985, S3971, S4113, S6209, S4577, S5022, S5782, S3969,
S2754). Di érents pro Is d'accessions sont observables : des génotypes sont durement touchés
par un bioagresseur et trés peu par d'autres; d'autres accessions en revanche sont moyennement
touchées mais par I'ensemble des bioagresseurs.
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Figure 5 Histogramme de la "note globale de dégat" calculée pour les individus de la
core-collection de péchers a partir des données de BLUPs génotypiques pour I'ensemble des
bioagresseurs étudiés

Figure 6 Corrélation entre les BLUPs génotypiques calculés pour les di érents caractéres
d'intérét étudiés pour la core-collection de péchers

Les cases de la matrice de corrélation qui présentent une étoile sont les cas pour lesquels les
corrélations entre traits sont signi catives.
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3.1.2 Etude des relations entre les di érents caractéres étudiés

En moyenne, excepté entre la date de pointe verte et la date de oraison ou le coe cient
de corrélation s'éleve a 0.67, on constate que les corrélations entre les di érents traits sont
globalement faibles ( guref §).

L'étude des résultats de I'ACP vient appuyer les observations réalisées précédemment
puisqu'en dehors d'une corrélation importante entre les caractéres de date de pointe verte et
de date de oraison, il ne semble pas y avoir de lien étroit entre les di érents traits. Aucune
corrélation multiple entre les traits n'est identi able (gure f]A, B et C). En outre, sur ces
biplots, la position des accessions forme un nuage de points globalement rond et non structuré.
Ainsi, aucune typologie particuliére des accessions ne semble observable. On constate cependant
gue des accessions se détachent sur certains axes avec par exemple I'accession S2873 présente
des dégats de coryneum trés importants ou encore les accessions S4715 et S3922 expriment
toutes deux des dégats conséquents pour la cloque et l'oidium.

3.2 Analyse des données phénotypiques pour la core-collection d'abri-
cotiers

3.2.1 Description préliminaire des caractéres et analyse de la variance

Dans le cas de l'abricotier, les données ont été collectées dans le verger de Gotheron entre
2020 et 2021 (le tableafi]4 récapitule les di érents caracteres observés).

S'il y a une ségrégation importante des di érents traits étudiés dans la core-collection
d'abricotiers, il y a cependant une forte uctuation de la variabilité selon les traits ( gure$ B.A
a K). Elle est trés importante dans le cas de la date de oraison ou pour la oribondité mais
elle est beaucoup plus limitée dans le cas des dégats de chancre (sur les 749 individus observés,
682 ont une note 0%) et pour le nombre de feuilles chutées da a la rouille (580 individus sur
742 notés présentent une note de 0). Pour les notes de fréquence et d'intensité de rouille et
de coryneum, on constate que la répartition entre les classes de notation n'est pas toujours
homogéne. Dans le cas de l'intensité de coryneum par exemple, il y a une surreprésentation
de la note "1" et une sous-représentation des notes "4" et "5". Les "notes globales" semblent
cependant corriger ces surreprésentations d'une des classes de notations tout en présentant une
forte variabilité (écart type entre 1.59 et 2.14) (tableay [5).

Pour I'ensemble des traits étudiés, on constate des valeurs d'héritabilité élevées, entre 0.55
pour le chancre et 0.89 pour l'intensité de rouille. De plus, I'e et génétique lié a chacun de ces
traits est signi catif (tableau p).
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Figure 7 Biplots issus de I'ACP réalisée sur les BLUPs génotypiques calculés pour les
di érents traits d'intérét chez le pécher

Représentation pour (A) les dimensions 1 et 2, (B) les dimensions 1 et 3, (C) les dimensions
2 et 3.

Tableau 4 Bilan des notations e ectuées sur abricotier pour les di érentes années d'étude

Dans le cas des dégats de rouille et de coryneum, la notation "fréquence” correspond au
pourcentage de feuilles atteintes par au moins un symptéme, la notation "intensité" représente
le nombre moyen de symptémes par feuille touchée et la "note globale" correspond pour un
individu donné, a la somme de ses notes de fréquence et d'intensité de symptémes. Pour la
rouille la notation "chutée" correspond a la part de feuilles chutées a cause de cette maladie.
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Seuls trois traits ont été observés sur plusieurs années : la date de oraison, la oribondité
et les dégats de monilia. L'e et de I'année est signi catif uniquement pour la date de oraison
et les dégats de monilia (gure$[9.A, B et C et tablea{i|5). Pour ces trois traits, le rapport
des variances génétique et d'interaction génotype/environnement est éleve : 2.77, 2.78 et 4.40
respectivement pour la date de oraison, la oribondité et le monilia. Ceci indique un fort
e et génétigue devant celui de l'interaction génotype/environnement. En outre, les coe cients
de corrélations calculés entre 2020 et 2021 sont assez élevés pour la date de oraison et la
oribondité ( gures A et B de I'annexe [} ce qui semble indiquer une stabilité importante de ces
traits pour les accessions observées entre les années d'étude. Cette corrélation est plus faible
dans le cas des dégats de monilia (gure C de I'annei)e I). Ceci peut s'expliquer notamment par
le fait qu'entre 2020 et 2021 il y a eu une uctuation importante de la pression de la maladie
(valeur du risque de contamination de 1.16 en 2020 et de 0.18 en 2021).

En n, concernant la "note globale de dégat", on observe une variabilité importante de cette
note avec un écart type de 0.72 et une moyenne de 3.75 (glirg 10). La note maximale est de
6.37 et la note minimale est de 1.24, aucune accession ne présente une note de 0. En n, seule
l'accession A1731 présente une note inférieure a 2 et 10 accessions présentent une note supérieure
a 5 (A1813, A4415, A4586, A2335, A4394 et A2924).

3.2.2 Etude des relations entre les di érents caractéres étudiés

Pour les dégats de coryneum et de rouille, les variables "fréquences”, "intensité" et "note
globale" sont fortement liées avec des coe cients de corrélation qui prennent des valeurs entre
0.64 et 0.98 ( gure[11). Ce constat est con rmé par le fait que leur eches sont tres proches les
unes des autres sur les di érents biplots (gureg 12.A, B et C). Si les notations en fréquence
et en intensité apportent des informations complémentaires, leur forte corrélation avec la note
globale semble indiquer qu'on peut se contenter d'analyser uniquement ce dernier caractére pour
étudier les gammes des sensibilités des individus.

La variable "dégats de monilia" est corrélée positivement avec la variable " oribondité"
(coe cient de corrélation de 0.5) mais elle est négativement corrélée avec la variable "date de
oraison" (coe cient de corrélation de -0.59). On peut également relever un pattern intéressant
qui est que la oribondité est négativement corrélée avec les dégats de chancre et de rouille
(coe cient de corrélation entre -0.23 et -0.47). Les autres variables observées ne semblent pas
étre particulierement corrélées deux a deux ( gure 11).

En n, aucun pro | trés distinct d'accessions ne semble se détacher avec une répartition en
un nuage de points globalement rond et non structuré sur les biplots (gures|12.A, B et C).
Seules quelques accessions ressortent comme ayant des dégats importants pour un bioagresseur
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Figure 8 Histogramme des observations cumulées sur les di érente années d'observation
pour les caractéres observés chez les individus de la core-collection d'abricotiers

(A) date de oraison, (B) oribondité, (C) note de dégats de monilia, (D) fréquence de
coryneum, (E) intensité de coryneum, (F) note globale de coryneum, (G) fréquence de rouille,
(H) intensité de rouille, (I) note globale de rouille et (J) note de dégats de chancre.
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en particulier, comme par exemple l'accession A3865 qui présente des dégats importants de
coryneum.

3.3 Analyse de la diversité génétique au sein de la core-collection de
péchers

3.3.1 Etude de la structure génétique du panel d'étude
Comparaison entre les résultats des méthodes DAPC, SNMF et ACP :

Les méthodes DAPC et SNMF permettent toutes deux de conclure quant a une structuration
génétique de la core-collection de péchers en 3 grands groupes ( g{ir¢s 13]et 14). Le choix du
nombre de groupe est basé sur I'étude des valeurs de BIC calculés pour chaque valeur de K dans
le cas de la méthode DAPC (annexe J) et sur la méthode Evanno appuyée par I'étude de la
courbe courbe de cross-entropy dans le cas de la méthode SNMF (gure A et B de I'annexe
K). Notons que la taille de ces 3 grands groupes est variable avec 55, 95 et 42 accessions
assignées au premier, au second et au dernier groupe avec la méthode DAPC et 57, 97 et 38
accessions assignées au premier, au second et au dernier groupe avec la méthode SNMF. Sur les
192 accessions génotypées, il y en a 182 qui ont été assignées au méme groupe entre les deux
méthodes. De plus, un tres faible nombre d'accessions ont été attribuées uniquement a un seul
groupe : 6 respectivement dans les groupes 1 et 2 ( gure 14). En n, en considérant un seuil
limite de 0.8 pour le coe cient individuel d'admixture, on observe un niveau élevé d'admixture
au sein de la core-collection avec 50% des accessions qui dépassent ce seulil.

En outre, on constate que certaines origines géographiques sont surreprésentées dans certains
groupes. Ainsi, les accessions du groupe 1 sont majoritairement originaires d'Europe, celles du
groupe 2 proviennent en grande partie d'’Amérique du Nord et celles du groupe 3 d'Asie (gures

[15.A et B)

Comparaison entre les groupes génétiques identi és et les "notes globales de
dégat" :

La gure de l'annexe[16 représente les boxplots de la "note globale de dégat" pour les
accessions de la core-collection de péchers en fonction du groupe assigné par la méthode SNMF.
La valeur de la note globale est signi cativement di érente entre les groupes identi €s par la
méthode SNMF. Les accessions du groupe 3 présentent en moyenne les notes les plus faibles et
celles du groupe 2 présentent en moyenne les notes les plus importantes. En n, précisons que les
2 accessions qui présentaient des "notes globales de dégat" inférieures a 1 (S1429 et S10326, voir
partie [3.1.2) sont attribuées au groupe 3 tandis que parmi les 10 accessions qui présentaient des
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Tableau 5 Tableau récapitulatif des résultats des modeles mixtes pour les di érents
caractéres d'intéréts étudiés chez I'abricotier

G désigne I'e et génétique, Gx I'e et d'interaction génotype année, R I'e et résiduel, n
la moyenne du nombre d'années d'observation par accessioR la moyenne du nombre de
répétitions par accession et par an et Hcorrespond a I'héritabilité au sens large.

Figure 9 Boxplot représentant I'étendue de la distribution observée pour les di érentes
variables étudiées sur la core-collection d'abricotiers selon I'année d'observation (2020 et 2021)

(A) date de oraison, (B) oribondité et (C) note de dégats de monilia.
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notes supérieures a 5; 9 ont été assignées au groupe 2.

3.3.2 Etude de l'apparentement au sein du panel d'étude

L'apparentement entre les di érentes accessions est globalement faible avec des valeurs
comprises entre -0.73 et 2.40. On peut cependant noter la présence de 7 couples avec une
valeur d'apparentement assez élevée (>2). Sur la heatmap issue des données de la matrice
d'apparentement, on observe que 3 blocs se détachent (anneke L). Ces trois clusters peuvent étre
reliés a la structuration du panel puisque les accessions assignées au groupe 1 par la méthode
DAPC sont dominantes dans le cluster situé en haut a droite sur la heatmap. Les accessions
assignées au groupe 2 sont majoritaires dans le cluster central. En n on observe une majorité
d'accessions assignées au groupe 3 pour celui en bas a droite.

3.3.3 Etude du déséquilibre de liaison a I'échelle du génome entier

La décroissance du déséquilibre de liaison est signi cative a partir de 325 Kbases ( gure¢ 17).
Sachant qu'avec nos marqueurs la taille du génome calculé vaut 225 Mbases, on peut considérer
gu'il faille au moins 692 marqueurs (225 000/325) espacés régulierement sur I'ensemble des
chromosomes pour assurer une couverture compléte du génome. Rappelons qu'apres ltration,
la matrice de SNPs utilisée pour les analyses GWAS compte environ 14 000 marqueurs. De plus,
la densité de marqueurs est globalement homogene sur 'ensemble des chromosome (anrjexe M).

3.4 Confrontation entre les données phénotypiques et génotypiques :
GWAS sur la core-collection de péchers

Les analyses GWAS, réalisées sur les BLUPs génotypiques calculés a partir des modeles
multi-environnements pour la core-collection de péchers, ont permis de détecter un total de 6
SNPs signi cativement associés a 4 traits di érents (tableali|6). Pour les dégats de cloque et
d'oidium, aucun SNP n'a été détecté ( gures A et B de I'annexg|N).

Concernant la date de pointe verte et la date de oraison, 2 SNPs ont été détectés pour
chacun de ces traits respectivement sur les chromosomes 2 et 4 et 1 et 2 (glirés 18.A et B).
On constate que pour I'ensemble de ces SNPs, les classes sont trés déséquilibrées (@gnnéxe O.1
et[P.1). Lorsque les 2 SNPs signi catifs pour chacun de ces 2 traits sont mis en cofacteurs, ils
expliguent conjointement 26.7% de la variance phénotypique dans le cas de la date de pointe
verte, et 23.5% dans le cas de la date de oraison. Ceci indique que ces deux traits semblent étre
des caractéres complexes. En n, I'étude des haplotypes formés par chacun de ces deux SNPs
(annexe[ P.1 e{ P.R) nous permet d'émettre I'hypothese d'un e et additif des alléles pour chacun
de ces traits.
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Figure 10 Histogramme de la "note globale de dégat" calculée pour les individus de la
core-collection d'abricotiers a partir des données de BLUPs génotypiques pour I'ensemble des
bioagresseurs étudiés

Figure 11 Corrélation entre les BLUPs génotypiques calculés pour les di érents caracteres
d'intérét étudiés pour la core-collection d'abricotiers

Les cases de la matrice de corrélation qui présentent une étoile sont les cas pour lesquels les
corrélations entre traits sont signi catives.
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Pour les dégats de coryneum, 1 SNP a été détecté comme ayant un e et signi catif. Il est
positionné sur le chromosome 1 avec une P-value de 2.79e-06 ( dure 18.C). Le coe cient
estimé pour ce SNP est négatif avec une valeur de -0.27 (annexe| O.3). De plus, ce SNP explique
16.7% de la variance phénotypique.

En n, concernant les dégats de tordeuse ou de petite mineuse, 1 SNP signi catif a été détecté
sur le chromosome 1 avec une P-value de 1.49e-06 ( gbre 18.D). La valeur de pente génotypique
pour ce SNP est de -0.30 (annexe Q.4) et il explique 17.5% de la variance phénotypique.

4 - Discussion

4.1 Validation du dispositif expérimental pour I'étude de la sensibilité
des arbres fruitiers a noyaux face a un large panel de bioagresseurs

Une des questions initiale qui s'est posée au déebut de cette étude était la suivante : les
dispositifs de type core-collection déployés en multi-site sous faible protection phytosanitaire
permettent-ils d'observer une variabilité génétique de multiples tolérances et résistances aux
bioagresseurs présents en conditions naturelles ?

L'analyse phénotypique nous a permis de véri er qu'une variabilité d'origine génétique
s'exprimait dans nos populations pour chacune des variables étudiées. En e et, tant dans le
cas de l'abricotier que du pécher, une large gamme de réponse des accessions est observable
pour les di érents caractéres notés au sein des core-collections. Ce constat reste a nuancer chez
le pécher car une seule observation par accession et par lieu a pu étre prise en compte ce qui
implique que I'e et génétique et I'e et arbre soient confondus.

De plus, a I'exception du cas des dégats d'oidium et de pucerons chez le pécher, la contribution
de la part génétique a la variation phénotypique est signi cative pour tous les caractéres. Dans
le cas de I'oidium, les traitements réalisés a Torreilles et aux Garrigues ont diminué la variabilité
d'expression des symptomes et sans doute gommeé l'e et génétique. Pour les dégats de pucerons,
nous avons vu que la pression de ce ravageur n'était pas homogene au sein des di érentes
parcelles. Les individus qui ne présentent pas de symptdmes ont tout simplement pu ne pas étre
confrontés a ce ravageur cette année.

Les héritabilités liées aux traits phénologiques sont trés élevées tant chez le pécher que
I'abricotier avec une uctuation entre 0.669 et 0.903. Ceci est en accord avec ce qui a déja été
trouvé dans la littérature, les dates de oraison étant des caracteres tres héritables chez ces
deux especes et les plantes en général (Souza et al., 1998; Dirlewanger et al.; 2012). Concernant
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Figure 12 Biplots issus de I'ACP réalisée sur les BLUPs génotypiques calculés pour les
di érents traits d'intérét chez I'abricotier

Représentation pour (A) les dimensions 1 et 2, (B) les dimensions 1 et 3, (C) les dimensions
2 et 3.

Figure 13 Distribution des accessions de la core-collection de péchers en cluster selon leur
attribution aux di érents groupes par la méthode DAPC dans le plan des deux principaux
facteurs discriminants
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les traits de dégats des di érents bioagresseurs, les héritabilités calculées sont plus importantes
chez l'abricotier (variation entre 0.55 et 0.89) que chez le pécher (variation entre 0.326 et 0.416).
Cela peut s'expliquer notamment par le fait que le nombre de répétitions étudiées chez le pécher
est plus faible mais également parce que ces arbres sont encore au stade juvénile et n‘ont pas
atteint leur équilibre physiologique contrairement aux abricotiers.

Notons que l'environnement, représenté par l'e et de I'année chez I'abricotier et par I'e et
du lieu chez le pécher, a un e et important sur I'ensemble des caractéres observés. Ainsi chez le
pécher, le lieu d'étude a un impact signi catif pour I'ensemble des dégats de bioagresseurs. Pour
I'abricotier, 'année a également un impact signi catif sur les dégats de monilia (seul bioagresseur
qui a été observeé sur plusieurs années). Ainsi, I'étude des corrélations pour un trait donné entre les
di érents environnements d'étude a révélé des corrélations élevées pour les traits phénologiques
(entre 0.408 et 0.824) et beaucoup plus faibles pour les dégats de bioagresseurs (entre 0.065 et
0.473). Il y a donc un e et important de l'interaction entre génotype et environnement sur le
comportement des arbres vis a vis des di érents bioagresseurs qui peut-étre due a I'hétérogénéité
de la pression des bioagresseurs ou encore au timing décalé des attaques entre les sites. Ceci
met en avant l'importance de la dimension multi-site dans I'étude de la sensibilité des arbres vis
a vis des bioagresseurs a n de prendre en compte ces interactions. Les vergers des di érents
sites viennent se compléter entre eux et permettent ainsi I'étude de l'impact de I'environnement
local, tels que le climat, I'e et des traitements ou encore du mode de conduite, sur les di érentes
accessions.

En n, I'étude de la diversité génétique de la core-collection de péchers a mis en évidence une
diversité importante du panel d'étude. Les analyses de structure menées sur la core-collection
nous ont permis de conclure gu'elle était composé de divers germplasmes avec une structuration
signi cative de la population. Une structuration en trois grands groupes a également été mise en
evidence chez le pécher dans plusieurs études (Micheletti et al., 2015; Mas-Gomez |et al., 2021).
Dans I'étude de Micheletti et al. (2015), les 3 sous-population identi ées se répartissent ainsi : la
population 1 composée de matériel occidental utilisés dans les programmes de sélection moderne,
la population 2 qui regroupe les accessions occidentales traditionnelles/peu sélectionnées et
la population 3 avec les accessions orientales. Notons que cette division importante entre les
cultivars orientaux et occidentaux est également présente dans notre panel d'étude. Enn, la
meéthode SNMF a permis de mettre en évidence un niveau élevé d'admixture entre les accessions
indiquant alors un fort brassage génétique entre les cultivars.

La diversité génétique déployée dans les core-collections permet donc une réponse phénoty-
pique large et di érenciée en conditions de faible protection phytosanitaire. Cette large diversité
génétique et phénotypique au sein des core-collections valide la composition du dispositif pour
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Figure 14 Barplot du pourcentage d'assignation de chaque accession de la core-collection de
péchers a chaque groupe identi é par la méthode SNMF

Figure 15 Distribution des accessions de la core-collection sur les deux premiers plans de
I'ACP réalisée sur les données en dose alléliques

(A) représentation de la proportion d'attribution des accessions a chacun des groupes obtenus
avec la méthode SNMF et (B) indication des origines géographiques des accessions
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mener a bien des études de génétique d'association dans le but de déterminer I'architecture
génétique de multiples résistances ou tolérances aux bioagresseurs. De plus, il a été mis en
évidence chez le pécher qu'une fois le DL pris en compte, la densité de marqueurs moléculaires a
notre disposition était su sante pour assurer une bonne couverture du génome, ce qui contribue
également a la validation du dispositif. Précisons cependant qu'avec le niveau de DL observé
(325 kbbase), cela ne permet qu'une faible précision pour la détection des zones du génome en
relation avec un caractere d'intérét ce qui peut représenter un probléme pour l'identi cation des
genes sous-jacent.

A ce jour, il ne semble pas que des dispositifs similaires soient déployés pour étudier les
multiples résistances aux bioagresseurs en arboriculture fruitiere. On peut cependant citer le cas
de deux panels dits "de référence" déployés dans plusieurs pays : "PeachRefPop" (Cirilli et al.,
2020) et "Apple RefPop" (Jung et al., 2020), méme si ce sont surtout des traits agronomiques
d'intérét qui ont été étudiés sur ces collections. Pour la collection de pommiers, des analyses
GWAS et des études de prédiction génomique ont déja pu étre menées a bien. Elles ont donné des
résultats probants pour la découverte de nouveaux QTLs. Ces deux exemples viennent conforter
la validation d'un dispositif de type core-collections déployées en multi-site pour I'étude de
caracteres complexes tels que la résistance a de multiples bioagresseurs.

4.2 Identication de prols d'individus adaptés aux conditions de
faible protection phytosanitaire

Tant pour l'abricotier que pour le pécher, les ACP réalisées n'ont pas permis de mettre
en évidence de typologies particulieres de génotypes : pas de pro Is d'individus globalement
robustes ou au contraire globalement sensibles. Une des hypothéses pour expliquer cela pourrait
étre qu'il n'y ait pas de forte corrélation entre I'architecture génétique des di érents des traits.
Pour le pécher, le fait que nos données proviennent d'une seule année d'étude peut également
expliquer ce constat. Dans le cas de I'abricotier, on peut aussi évoquer le fait que nos observations
reposent sur un faible nombre de bioagresseurs di érents. On peut alors envisager qu'en cumulant
des observations sur plusieurs années et sur un plus large panel de bioagresseurs, des pro Is
pourraient se dessiner et s'a rmer.

Cependant, grace au calcul d'une "note globale de dégat", on a pu mettre en évidence des
accessions qui présentent peu de symptomes et d'autres en revanche qui sont durement touchées
et ce par plusieurs bioagresseurs. Ainsi chez le pécher on a pu identi er deux accessions qui
cumulent de faibles symptédmes pour I'ensemble des bioagresseurs étudiés : SPLRAr(suensi3
gui une espece sauvage apparentee (Cao et fal., 2011); et S10326 (ZhuFen Chui Zhi) qui est un
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Figure 16 Boxplot de la "note globale de dégat" en fonction du groupe assigné aux
accessions de la core-collection de péchers par la méthode SNMF

Figure 17 Décroissance du déséquilibre de liaison a I'échelle du génome entier

La courbe jaune correspond a la courbe de régression polynomiale pondérée localement
(LOESS). La droite violette représente le moment ou la courbe de LOESS prend une valeur de
0.2.
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pécher ornemental originaire d'Asie non sélectionné pour la qualité de ses fruits (Hu et al.,
2003). Chez l'abricotier, seule l'accession A1731 (Beliana) semble se détacher. Il s'agit d'un
hybride entre les variétés Canino et Hamidi respectivement choisies pour son adaptation aux
conditions méditerranéennes et pour sa moindre sensibilité au monilia. En n, il est intéressant
de noter que pour les deux especes étudiées, il n'y a pas d'accession qui ne présente aucun dégat
pour lI'ensemble des bioagresseurs observés.

Il'y a donc une variabilité de la robustesse des accessions vis a vis des di érents bioagresseurs
avec certaines accessions qui semblent plus adaptées aux conditions de faible protection phytosa-
nitaire que d'autres. Rappelons qu'un systeme dit résilient est un systeme qui tend a revenir sur
sa trajectoire initiale apres une perturbation tandis que la robustesse d'un systeme se quali e par
rapport a une perturbation qui ne doit pas le modi er ou modi er ses fonctionnalités principales.
Ainsi, étant donné que les notations portent le plus souvent sur une seule année d'étude, il est
di cile de conclure quant a la résilience de ces accessions qui ont pu étre identi ées comme plus
robustes une année donnée. C'est en comparant les notes de dégats entre les années que I'on
pourra réussir a réellement étudier la résilience des arbres. En outre, pour réussir a quanti er
cette résilience, il serait intéressant de rajouter un paramétre d'étude, comme la vigueur de
I'arbre par exemple. Cela permettrait de voir dans un premier de temps I'évolution de la vigueur
d'un arbre d'une année a l'autre mais €également de comparer cette vigueur vis a vis des dégats
de bioagresseurs observés. La question suivante pourra alors étre explorée : est-ce qu'un arbre
qui présente des dégats importants une année va tout de méme réussir a poursuivre sa croissance
ou au contraire va-t-il étre trop durement impacté pour pouvoir maintenir sa vigueur ?

4.3 Déterminants génétiques des caractéres observés

Les travaux de génétique d'association engagés pendant cette étude ont permis de mettre
en évidence des régions génomiques impliquées dans la résistance ou la tolérance a di érents
bioagresseurs du pécher, ainsi qu'a deux traits phénologiques d'intérét. Deux SNPs ont été
mis identi és pour les traits de date de pointe verte et de date de oraison, respectivement
sur les chromosomes 2 et 4 et sur les chromosomes 1 et 2. En ce qui concerne les dégats de
bioagresseurs, 2 SNPs tous deux localisés sur le chromosome 1 ont été détectés respectivement
pour les dégats de coryneum et pour les dégats de tordeuse ou de petite mineuse.

Aucune colocalisation n'a pu étre décelée entre les positions des SNPs détectés pour le
coryneum et pour la tordeuse ou la petite mineuse. En e et si les SNPs détectés pour ces deux
caracteres sont tous deux localisés sur le chromosome 1, ils sont en realité relativement éloignés
(19 Mbases d'écart). De plus, le DL entre ces deux SNPs est trés faibié=0.0046) ce qui
indique une indépendance entre ces deux SNPs. Pour ces bioagresseurs, aucune étude de
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génétique quantitative n'‘a été menée jusqu'alors chez IBsunus. Il est donc intéressant de
noter que ce dispositif permet d'observer des bioagresseurs peu étudiés jusqu'alors et d'identi er
rapidement de nouveaux locus.

En ce qui concerne la date de oraison, ce caractere a déja été étudié chez le pécher. Trois loci
majeurs sur les chromosomes 4, 6 et 8 expliquant une large part de la variabilité phénotypique
observée pour le retard de oraison ont ainsi été identi és par des analyses GWAS (Cirilli etlal.,
2021). Des analyses de liaison ont également mis en évidence la présence de QTLSs sur les groupes
de liaison 2, 3, 4, 6 et 7| (Dirlewanger et al., 2012). Ces études illustrent le fait que la date de
oraison est un caractere complexe, tres héritable et sous contréle polygénique. Il est intéressant
de noter que les zones du génome mises en évidence dans ces études sont di érentes de celles
gue nous avons pu identi er. Il y a donc encore du polymorphisme et des zones du génome
a découvrir dans nos ressources génétiques pour des traits déja bien étudiés et d'intérét pour
I'adaptation future au changement climatique.

Si dans cette étude aucun SNP n'a pu étre détecté en lien avec la résistance a la cloque ou a
l'oidium, d'autres analyses réalisées sur pécher ont permis l'identi cation de QTLs de résistance.
Pour le cas de la résistance a la cloque, une analyse de liaison réalisée sur une descendance
F1 d'un croisement entre deuxPrunus (P.perscia (L.) Batsch cv Summergrancet une espece
voisine P.davidiana) a permis d'identi er deux QTLs majeurs sur les groupes de liaisons 3 et 6
sur la carte deP.davidiana (Viruel et al.| 1998). Ces résultats indiquent que la résistance a la
cloque, apportée paiP.davidiana dans ce cas, semble étre un caractere oligogénique. En ce qui
concerne l'oidium, des précédentes analyses ont mis en évidence la présence de génes majeurs
impliqués dans la résistance a cette maladie. Ainsi, Pascal et al. (2017) ont identi és un cultivar
de pécher, Pamirskij 5, qui posséde un locus monogénique dominant impliqué dans la résistance
a l'oidium : Vr2. Un autre locus, W3, a également été identi € dans une variété d'amandier
(Marimon et al., [2020).

En n, nos analyses GWAS nous ayant permis de détecter des régions génomiques impliquées
dans la résistance a deux bioagresseurs, nous avons pu identi er des individus de la core-collection
de péchers cumulant ces caractéres d'intérét. Parmi les 7 accessions qui cumulent les versions
alléliques favorables au niveaux des 2 SNPs détectés pour les dégats de coryneum et de tordeuse
ou petite mineuse, il y en a trois qui présentent des "notes globales de dégat" parmi les plus
faibles (avec une moyenne de note globale respective de 0.63; 1.10 et 1.32). Ces trois accessions
sont : P1908 P.davidiana) qui est une espéce voisine du pécher; SD40-44 qui est issue d'un
croisement inter-spéci que entreP.perscia (L.) Batsch cv Summergrandet P.davidiana; et
S1429 P.kansuensi$ qui est une espece sauvage apparentéee (Cao et|al., 2011). Les accessions
qui semblent prometteuses en terme de robustesse chez le pécher sont donc d'origine sauvage ou
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Figure 18 Résultats des GWAS reéalisées sur les accessions de la core-collection de péchers

(A) date de pointe verte, (B) date de oraison, (C) dégats de coryneum et (D) dégats de
tordeuse ou de petite mineuse. La ligne en pointillée correspond au seuil de signi cativité qui se
situe aux alentours de 5.4. Les points rouges sont les SNPs considérés comme signi cativement
associés au trait étudié (ce sont ceux pour lesquels leur -log10(P-value) est supérieur au seuil).
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apparenté.

4.4 Analyse critique des dispositifs expérimentaux et pistes d'amélio-
rations

Un des enjeux de I'évaluation des dégats des di érents bioagresseurs réside dans la qualité
du phénotypage. Les stratégies a mettre en place doivent donc s'appuyer sur des méthodes de
notation rigoureuses, basées sur les connaissances de la biologie et de la diversité des espéces
observées. Si les notations utilisées dans cette étude ont été mises en place de maniére a assurer
la plus grande robustesse possible du phénotypage réalisé, en faisait les notations par bindbme
par exemple, plusieurs pistes d'amélioration peuvent toutefois étre envisagées pour gagner en
objectivité :

On peut par exemple s'interroger sur le choix d'attribuer une note de dégats a chaque arbre
selon une échelle de notation. Cette question se pose tout particulierement pour les dégats liés a
la tordeuse ou a la petite mineuse pour lesquels il serait peut étre plus judicieux de compter le
nombre d'impacts liés a ces deux ravageurs plutét que d'attribuer une note générale. Cependant,
cela souléve d'autres problémes puisque les arbres ont potentiellement un nombre de rameaux
tres variable et il faut donc réussir a intégrer ce facteur "volume de l'arbre” dans les modeles
pour que l'information du nombre d'impacts soit réellement utilisable.

Une autre piste intéressante serait de réaliser un suivi temporel de I'évolution des maladies
sur les arbres. Des notations plus réguliéres permettraient de lisser les imprécisions qui peuvent
advenir lors de l'attribution d'une note pour un individu donné et de palier a la distribution
hétérogéne d'une attaque a un instant. Cela permettrait également de voir si certains individus
qui ont pu étre durement touchés a un moment donné se remettent de la maladie et continuent
leur croissance végétative ou non. Ce suivi intra-annuel de |'état général des arbres permettra
de commencer a toucher du doigt I'évaluation de la résilience des individus.

Des méthodes de phénotypage digital sont également envisageable pour gagner en précision
tout en augmentant le débit de phénotypage. Ce type de méthodes commence a étre mis en place
au GAFL avec des premiers tests de phénotypage par drone réalisés depuis mars 2021. Il s'agit
pour le moment d'appréhender ce qu'il est possible de tirer des images capturées. S'il semble
di cile pour l'instant de réussir a évaluer les dégats liés aux bioagresseurs avec ces images, on
peut cependant envisager dans un premier temps de réussir a dégager des informations sur la
vigueur des arbres, par le biais de leur volume par exemple.

De plus, il y a une véritable di culté a évaluer la "sensibilité réalisée" d'une accession vis a
vis d'un bioagresseur dans la mesure ou les pressions de ceux-ci sont variables entre les
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parcelles et méme au sein d'une parcelle pour une année donnée avec la présence de foyer
comme dans le cas des pucerons notamment. Une accession ne présentant pas de dégat n'a
peut étre tout simplement pas été en contact avec un bioagresseur sans pour autant étre
particulierement tolérante ou résistante vis-a-vis de ce bioagresseur. Il est alors dicile de
conclure a une faible sensibilité vis a vis d'un bioagresseur donné. En outre, travailler en
conditions naturelles entraine une forte in uence des conditions climatiques et donc des e ets
environnementaux importants sachant que certaines des maladies étudiées, notamment le monilia,
dépendent fortement de ces conditions climatiques (humidité et température). Pour pallier a ces
problémes, la consolidation du phénotypage sur le long terme avec des observations pluri-annuelles
va permettre de caractériser et de lisser les e ets des interactions génotype/environnement. La
mise en place et l'utilisation de modeles de risques de contamination, analogues a celui utilisé
sur monilia, permettant d'intégrer dans les modéles la pression de la maladie dans la parcelle
une année donnée est également une solution intéressante a mobiliser lorsque nécessaire.

En n, une limite importante du dispositif dans le cas de la core-collection de péchers
réside dans le nombre trop important d'arbres manquants dans les blocs gre és en place. Une
seule répétition par accession et par environnement n‘a donc pu étre étudiée cette année. Les
interactions entre génotype et environnement n‘ont donc pas pu étre quanti ées et de fagon
plus générale, I'e et de l'arbre et I'e et du génotype étant confondus dans nos modéle, cela
implique alors que la variance génotypique calculée englobe également la variabilité due a I'arbre.
Cependant, avec les remplacements qui ont déja été mis en place et qui se poursuivent, appuyé
par I'acquisition de données sur plusieurs années consécutives augmentant alors le nombre de
répétitions, ce biais sera corrigée dans les années a venir.

5 - Conclusion et perspectives futures

A travers cette étude nous avons vu que les dispositifs de type core-collection déployés en
multi-site et en conditions de faible protection phytosanitaire semblent adaptés pour I'étude de
la sensibilité des arbres fruitiers vis a vis de multiples bioagresseurs. Des premieres analyses
GWAS menées sur pécher ont permis de mettre en évidence des zones du génome en relation
avec des traits phénologiques d'intérét ainsi qu'avec des di érences de sensibilité vis a vis de
deux bioagresseurs majeurs a savoir le coryneum et la tordeuse orientale ou la petite mineuse.
En n, des accessions cumulant de faibles symptédmes pour I'ensemble des bioagresseurs étudiés
ont été identi ées tant chez le pécher que l'abricotier ce qui pourrait étre intéressant pour les
sélectionneurs. Ce constat doit étre nuancé car parmi ces accessions qui semblent prometteuses,
nombreuses sont en réalité des espéeces sauvages ou des apparentés et sont donc di ciles a
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sélectionner sur du court terme.

Une des premiéres perspectives sur le court terme est d'étudier la diversité génétique de la
core-collection d'abricotiers ainsi que de mener a bien des études de génétique d'association sur
cette espece. Dans cette continuité, une perspective intéressante serait de travailler avec des
modeéles de GWAS plus sophistiqués en réalisant par exemple des GWAS multitrait ou multisite
tant pour I'abricotier que le pécher.

Cette étude s'inscrit dans un projet a plus long terme qui vise a étudier la résilience des
arbres fruitiers conduits en conditions de faible protection phytosanitaire. L'objectif est de
réussir a décomposer les déterminants génétiques et phénotypiques des composantes de la
résilience, a savoir la résistance et la tolérance. Il s'agit donc ici d'une étape préliminaire qui a
notamment permis de développer des protocoles de notation des di érents bioagresseurs ainsi
gue des pipelines d'analyse. Elle sera complétée par un suivi des core-collections sur plusieurs
années qui permettra de progresser sur la dé nition et la caractérisation de la résilience chez les
Prunus.

En n, une autre perspective a creuser pourrait étre de réussir a identi er des traits structuraux
des arbres corrélés a des résistances vis a vis de certains bioagresseurs. Chez le pommier par
exemple, une étude a pu mettre en évidence un lien entre la durée de mouillabilité des feuilles,
qui dépend des propriétés structurelles et physicochimiques de la surface de la feuille, et la
sensibilité des cultivars a la tavelure du pommier (Leca et al., 2020). Il peut donc s'agir d'une
piste intéressante, ces traits étant en général moins in uencés par l'environnement.
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Travail réalisé par I'étudiante pendant le stage

J'ai commencé le stage par une étude bibliographique a n d'acquérir des connaissances
essentielles sur la culture de I'abricotier et du pécher ainsi que sur les concepts de résilience et
de robustesse.

Au cours de mon stage, j'ai participé a la ré exion autour du choix des échelles de notation
pour les di érents bioagresseurs ainsi qu'a leur amélioration. J'ai de plus participé a la prise
de nombreuses photographies des multiples symptédmes des di érents bioagresseurs. Grace a
ces photographies, j'ai réalisé une planche de notation pour la cloque qui va aider les futurs
opérateurs. D'autres planches de ce type sont en cours de réalisation pour le coryneum, I'oidium
ou encore les pucerons.

J'ai réalisé une dizaine d'observations en verger pour e ectuer les notations des dégats
de bioagresseurs dans les vergers de péchers des Garrigues et de la SEFRA. Au cours de ces
notations j'ai été amené a interagir et collaborer avec deux stagiaires d'lUT. D'autre part j'ai
assuré en autonomie le suivi de la oraison du verger des Garrigues.

J'ai également été amenée a faire quelques déplacements : a la SEFRA pour réaliser les
di érentes notations de bioagresseurs, a Gotheron pour réaliser une journée d'inter-calibration
des dégats de monilia, a Torreilles pour rencontrer la personne en charge des notations pour ce
verger et pour réaliser une notation des dégats observables a ce moment-la, ainsi qu'au domaine
de la Thomassine, un conservatoire de la biodiversité ou une partie de la core-collection de
péchers est présente, a n de noter les di érents dégats de bioagresseurs observables a cette
date-la.

Une grande partie de mon travail a également été de gérer les di érentes données : recueill,
stockage et formattage.

Les pistes de ré exion pour I'analyse des données étaient discutées lors de réunions avec
ma maitre de stage ainsi qu'avec Bénédicte ou Jean-Marc. J'ai réalisé I'ensemble des analyses
statistiques évoquées dans cette étude. Certains scripts R m'ont été fournis, pour I'étude du DL
notamment. Cependant, j'ai écrit en grande majorité des scripts personnefs Rmarkdown.

En n, l'analyse des résultats, leur discussion et la rédaction de ce mémoire ont été réalisées
avec l'appui de Morgane et Bénédicte.
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Annexes

A - Echelle de notation des di érents bioagresseurs
du pécher

A.1 Echelle de notation de la cloque du pécher

A.2 Echelle de notation de I'oidium
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A.3 Echelle de notation du coryneum

A.4 Echelle de notation des pousses minées par la tordeuse orientale
du pécher ou la petite mineuse

A.5 Echelle de notation pour les pucerons
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B - Echelle de notation des di érents bioagresseurs
de l'abricotier

B.1 Echelle de notation de la rouille

B.2 Echelle de notation du coryneum
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C - Formule de normalisation des do utlllsee

nnees
pour le calcul de la "note globale de dégat'

) Valeur - Minimum
Valeur transformée= . — (8)
Maximum - Minimum
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D - Tableaux recapitulatifs des pondérations rea-
lisées pour le calcul de la "note globale de déegat"

Le 3 a été attribué aux bioagresseurs responsables des dégats les plus importants, etle 1 a
ceux responsable des dégats les moins dommageables.

D.1 Note attribuée aux bioagresseurs du pécher

D.2 Note attribuée aux bioagresseurs de l'abricotier
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E - Formule utilisée pour le calcul de la matrice
de VanRaden

MM ©
K=-P— 9)
2 p p)
avecM la matrice des SNPsM' sa transposée ep; la fréquence de l'allele de référence au locus
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F - Formule utilisée pour le calcul de la matrice
d'apparentement exploitée dans les GWAS

WWwT

ouW est la matrice normalisée de génotypes composéanlemarqueurs, etW' sa transposée.
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G - Histogramme des observations cumulées dans
les di érents lieux d'observation pour les di erents

caracteres étudiés chez les individus de la core-
collection de péechers

(A) date de pointe verte, (B) date de oraison, (C) note de dégats de cloque, (D) d'oidium,
(E) de coryneum et (F) de pousses minées par la tordeuse orientale ou la petite mineuse pour
les individus de la core-collection de péchers dans les di érents lieux d'observation.
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H - Visualisation de la répartition des dégats des
pucerons dans les di érentes parcelles étudiées

(A) Parcelles des Garrigues, (B) parcelle de la SEFRA.
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| - Visualisation des corrélations entre les di é-

rents caracteres etudiés sur la core-collection d'abri-
cotiers pour les di erentes annees d'observation sur

le site de Gotheron

(A) Corrélation entre les dates oraison, (B) entre la oribondité et (C) entre les notes de
dégats de monilia pour 2020 et 2021.
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J - Valeur du BIC de chaque modele teste par
I'algorithme des k-means en fonction du nombre

de groupes (K) pour la core-collection de péchers
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K - Graphiques permettant le choix du nombre
de groupe (K) a conserver avec la méthode SNMF
réalisee sur la core-collection de péchers

(A) Valeur de cross-entropy en fonction du nombre K de populations testés. (B) lllustration
du résultat de la méthode Evanno.
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L - Heatmap réalisée a partir des données de la ma-
trice d'apparentement calculée pour la core-collection
de péchers

Sur lI'axe des ordonnées et des abscisses sont présents les noms des accessions, leur groupe
de structure assigné par la méthode DAPC ainsi que I'origine géographique des accessions.
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M - Densité de marqueurs par chromosome chez
le pécher
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N - Reésultats des GWAS pour (A) les dégats de
clogue, (B) les dégats d'oidium chez le pécher
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O - Distribution des BLUPs génotypiques pour les
di érents traits d'intérét etudles chez le pécher en

fonction de ['état alléligue des marqueurs mis en
évidence par GWAS

Les nombres en rouge au dessus de chaque boxplot correspondent aux nombre d'accessions
pour chaque état allélique (0, 1 ou 2) pour le marqueur étudié au sein du panel d'étude.

0.1 Distribution des BLUPs génotypiques pour la date de pointe
verte en fonction de I'état allélique du marqueur Peach-AO-0175780
et Peach-AO-0459115
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0.2 Distribution des BLUPs génotypiques pour la date de oraison
en fonction de I'état allélique du marqueur Peach-AO-0060498 et
Peach-AO-283581

0.3 Distribution des BLUPs génotypiques pour les dégats de cory-
neum en fonction de I'état allélique du marqueur SNP-IGA-116812
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0.4 Distribution des BLUPs génotypiques pour les dégats de tor-
deuse ou de petite mineuse en fonction de I'état allélique du
marqueur SNP-IGA-70791
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P - Distribution des BLUPs genotypiques pour
la date de pointe verte et la date de oraison en
fonction des haplotypes des marqueurs détectés par
GWAS

P.1 Distribution des BLUPs génotypiques calculés pour la date de
pointe verte selon I'haplotype constitué par le SNP Peach-AO-
0175780 (Chromosome 2) et Peach-AO-0459115 (Chromosome 4)

page 72






Mémoire de n d'études Marie Serrie

P.2 Distribution des BLUPs génotypiques calculés pour la date de o-
raison selon I'haplotype constitué par le SNP Peach-AO-0060498
(Chromosome 1) et Peach-AO-283581 (Chromosome 2)
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Résumé

Il n'existe pas encore a ce jour de variétés d'abricotiers et de péchers résistantes a la plupart
des bioagresseurs. La création de nouvelles variétés résilientes pour répondre dans la durée a
cette problématique est un des objectifs majeurs pour la liere. Cependant, la nature de la
résilience chez lePrunus demeure encore trés méconnue. Pour avancer dans la compréhension
de ce processus, un suivi de core-collections de 150 accessions d'abricotiers et de 206 accessions
de péchers menées en conditions de faible protection phytosanitaire et déployées respectivement
dans 2 et 3 sites, a été mis en place. Les notations des dégats de 8 bioagresseurs présents en
conditions naturelles ainsi que de 3 traits phénologiques d'intérét ont mis en évidence une
diversité phénotypique marquée au sein des core-collections. Les traits mesurés ont montré des
héritabilités trés variables et la contribution de la part génétique a la variation phénotypique
s'est tres souvent avérée signi cative. Un fort e et de I'environnement et de l'interaction ge-
notype/environnement a également été identi é. Grace a un génotypage dense des accessions
de la core-collection de péchers, des analyses de la diversité ont été menées a bien et ont mis
en évidence une structuration importante en 3 grands groupes génétique. Les analyses GWAS
réalisées avec le modeéle mixte multi-locus (MLMM) ont permis d'identi er 4 SNPs en relation
avec des traits phénologiques d'intérét : la date de pointe verte et la date de oraison. 2 SNPs
impliqués dans des di érences de sensibilité vis a vis de deux bioagresseurs majeurs chez le
pécher (coryneum et tordeuse orientale ou petite mineuse) ont également été détectés. Enn, 3
accessions cumulant de faibles symptémes pour I'ensemble des bioagresseurs étudiés ont été mises
en évidence. Cette identi cation de facteurs de résilience et de génotypes candidats représente
une piste intéressante a approfondir pour une future sélection sur la résilience.

Mots clés : abricotier et pécher; résilience ; bioagresseurs; core-collection; génétique
d'association
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