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Résumé

Le pois protéagineux est une culture d'importance économique en Europe, pour sa valeur protéique en
alimentation animale et sa valeur environnementale dans les rotations céréalieres. Cependant, le
développement de la culture se heurte a plusieurs facteurs limitants, dont deux principales maladies
fongiques, la pourriture racinaire due a Aphanomyces euteiches et I'ascochytose due a Didymella
pinodes. L’amélioration génétique de la résistance quantitative partielle a ces deux maladies constitue
un enjeu majeur pour le développement durable de méthodes de lutte intégrant la résistance variétale
comme composante incontournable. Cet article dresse une synthése de I'état des connaissances
actuelles sur i)- la diversité des facteurs génétiques contrdlant la résistance quantitative a A. euteiches
et a D. pinodes en fonction de la variabilité et de composantes du développement épidémique des deux
agents pathogenes, ii)- la stabilitt de leurs effets en fonction des environnements et des fonds
génétiques et iii)- le niveau de conservation des locus de résistance a A. euteiches entre le génome du
pois et celui de la légumineuse modele Medicago truncatula pour approcher leurs fonctions. Il décrit les
programmes de création de géniteurs exploitant les résistances génétiques étudiées, mis en place pour
soutenir la création variétale, ainsi que les stratégies envisagées de cumul de QTL pour la construction
de résistances efficaces et durables a ces principales maladies chez le pois.

Mots clés : ascochytose, Aphanomyces, QTL, sélection, création de géniteurs, populations
pathogénes, composantes épidémiologiques, Medicago truncatula, synténie

Abstract: Diversity and stability of genetic factors controlling resistance to main fungal
diseases in dry pea

Dry pea is an economically important crop in Europe, for its protein value in animal feed and its
environmental value in cereal rotations. The development of the pea crop has been hampered by
several limiting factors, among which two main fungal diseases, Aphanomyces root rot due to
Aphanomyces euteiches and ascochyta blight due to Didymella pinodes. Plant breeding for quantitative
partial resistance to both diseases is a high priority for the sustainable development of control methods
integrating resistant varieties as an essential component. This manuscript draws up a synthetic state of
current knowledge about i)- the diversity of genetic factors controlling quantitative resistance to A.
euteiches and D. pinodes depending on the variability and components of epidemic development of the
two pathogens, ii)- the stability of resistance QTL effects depending on environments and genetic
backgrounds and iii)- the conservation level of Aphanomyces resistance loci between the pea and
Medicago truncatula genomes for approaching resistance QTL functions. The manuscript describes pea
germplasm breeding programs integrating the genetic resistances studied, for supporting breeding of
pea varieties, as well as future QTL pyramiding strategies for the development of efficient and durable
resistances to both diseases in pea.
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epidemiologic components, Medicago truncatula, synteny

Introduction

Dans un contexte d’incitation a la réduction d’'usage des fongicides et de contournement fréquent des
résistances génétiques en agriculture, la dissection génétique des résistances quantitatives aux
maladies, a priori plus durables que les résistances monogéniques, a beaucoup progressé depuis une
quinzaine d’années avec le développement des outils moléculaires et de la génomique. Cependant,
méme si de nombreux locus génétiques de résistance quantitative (ou QTL, Quantitative Trait Locus)
ont été identifiés dans divers pathosystémes, leur exploitation en sélection reste difficile du fait de
linstabilité de leurs effets, en partie due a leurs interactions avec I'environnement et le fonds génétique.
Par ailleurs, leur diversité vis-a-vis du cycle et de la variabilité de la plante et de 'agent pathogeéne, ainsi
que leurs fonctions, restent encore peu connues chez les plantes (Kou et Wang, 2010). Une meilleure
connaissance de la diversité et de la stabilité des QTL de résistance aux maladies, ainsi que de leurs
fonctions, notamment par exploitation de la synténie avec les espéces modeles, permettra d’optimiser
les stratégies de combinaison et/ou de déploiement des locus de résistance, et ainsi d'augmenter les
niveaux de résistance chez les plantes tout en limitant 'adaptation des populations pathogénes.

Le pois protéagineux est une culture d'importance économique en Europe, pour sa valeur protéique en
alimentation animale et sa valeur environnementale dans les rotations céréaliéres (fixation d'azote
atmosphérique). Depuis une quinzaine d’années, les surfaces cultivées en pois ont été fortement
impactées par l'instabilité des rendements causée par différents stress biotiques et abiotiques, dont
deux maladies fongiques majeures, la pourriture racinaire précoce due a Aphanomyces euteiches et
l'ascochytose due a Didymella pinodes. En I'absence de lutte chimique efficace ou tolérable (plan
Ecophyto) contre ces maladies, I'utilisation de facteurs génétiques de résistance quantitative partielle
pour la création de variétés résistantes (Baranger et al., 2010) est considérée comme une stratégie
majeure de lutte contre ces maladies, en combinaison avec des méthodes de lutte culturales et
prophylactiques. Néanmoins, il n’existe aucune variété de pois résistante a 'une ou 'autre de ces deux
maladies commercialisée a ce jour, notamment du fait des difficultés de la sélection a exploiter ces
résistances quantitatives.

La connaissance i)- de la diversité des locus génétiques contrélant ces résistances (§lll) en fonction de
la variabilité (§l) et de composantes du développement épidémique (§ll) de I'agent pathogene, ii)- de la
stabilité de leurs effets en fonction des environnements et des fonds génétiques (§lll), et iii)- de leur
niveau de conservation entre le génome du pois et celui de la Iégumineuse modéle Medicago truncatula
pour approcher leurs fonctions (§1V), permettra d’envisager des stratégies de cumul de QTL pour la
construction de résistances efficaces et durables aux principales maladies chez le pois (§V, §VI).

I- Diversité des populations pathogénes
I-1- Diversité des populations d’A. euteiches

Une premiere étude de diversité des populations d’A.euteiches, réalisée par Wicker et al. (2001), a
partir d'une collection de souches frangaises et américaines avait permis de mettre en évidence
I'existence de deux pathotypes majeurs : le pathotype I, présent en France et aux Etats-Unis, et le
pathotype Ill, présent uniquement aux Etats-Unis. Plus récemment, la variabilité¢ du pathogéne a été
étudiée spécifiquement dans les pépiniéres de sélection frangaises et américaines dans lesquelles ont
été évaluées les populations de lignées recombinantes ayant permis de mettre en évidence des QTL de
résistance a A. euteiches.
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La virulence et I'agressivité de 51 isolats issus de trois pépiniéres frangaises (25 isolats) et quatre
pépinieres américaines (26 isolats) naturellement infestées par A. euteiches, ont été évaluées sur une
gamme différentielle de 6 génotypes de pois et une gamme différentielle de 5 génotypes de M.
truncatula. Sur la gamme de génotypes de pois, aucun nouveau pathotype n'a été identifié : le
pathotype | a été observé dans les pépiniéres frangaises et américaines, et le pathotype Ill uniquement
dans les pépinieres américaines, certaines étant infestées par 'un ou l'autre des pathotypes, d’autres
par les deux pathotypes. En revanche, l'utilisation de la gamme différentielle de génotypes de M.
fruncatula a permis la caractérisation de deux nouveaux groupes d'isolats, selon leur origine
géographique, i.e. un groupe frangais et un groupe américain. Les isolats américains sont moins
agressifs sur la gamme différentielle de pois que les isolats frangais, mais plus agressifs que les isolats
frangais sur la gamme différentielle de M. fruncatula. Par ailleurs, des différences d’agressivité ont été
observées au sein des pépiniéres et entre pépinieres étudiées, indépendamment de leur origine
géographique. Enfin, les isolats frangais et américains présentaient également des optimum thermiques
différents. Les résultats de cette étude suggerent que les populations d’A. euteiches présentes en
France et aux Etats-Unis ont été soumises a des pressions de sélection et des mécanismes d'évolution
différents.

I-2- Diversité des populations de D. pinodes

L’analyse de 144 isolats de D. pinodes échantillonnés pendant la saison culturale dans une parcelle de
pois d’hiver et dans une parcelle de pois de printemps a été effectuée afin de tester 'hypothése de
I'existence de deux populations différentes de D. pinodes, spécialisées sur culture de pois de printemps
ou de pois d’hiver, soumises a des régimes d’humidité et de température différents. Les données de
génotypage de I'ensemble des isolats, a 'aide de marqueurs dominants de type AFLP, ont montré que
les populations de D. pinodes isolées de pois de printemps et d’hiver étaient génétiquement
polymorphes, mais qu'aucune différentiation n’était observée entre populations d’isolats échantillonnés
sur pois d’hiver et sur pois de printemps. Les données de phénotypage obtenues pour 35 isolats (18
isolats collectés sur pois d’hiver, et 17 isolats collectés sur pois de printemps), a l'aide d’un test sur
feuilles détachées (Onfroy et al., 2007) sur une gamme de quatre génotypes résistants ou sensibles de
pois soumis a trois régimes climatiques (hiver, hiver tardif, et printemps), ont montré que les isolats
échantillonnés sur pois d’hiver et pois de printemps ne présentaient pas de spécialité selon le régime
climatique ou le génotype de pois testé. Pour tous les isolats phénotypés, la sévérité de la maladie était
moins importante i) en conditions « hiver » par rapport aux conditions « printemps » et ii) sur les
génotypes de pois résistants par rapport aux génotypes sensibles. Les isolats phénotypés n'ont donc
pas présenté de spécialisation aux conditions de développement ou a leur héte. L’ensemble de ces
résultats suggere ainsi que le développement de I'ascochytose sur pois d’hiver et de printemps est initié
par une unique population de D. pinodes, dans laquelle la pathogénicité serait un trait de vie plastique
et modulé par le statut physiologique de la plante héte (Le May et al., 2012a).

L’ensemble des nouvelles connaissances ainsi acquises sur la variabilité des souches d’A. euteiches et
de D. pinodes, en termes notamment de virulence et d’agressivité sont déterminantes, d’une part, pour
lidentification de QTL spécifiques de certain(e)s souches/pathotypes et, d’autre part, pour la définition
des critéres de choix des QTL a suivre dans le cadre des programmes de sélection.

ll- Composantes épidémiologiques de résistance

L'identification des composantes du développement épidémique d’'un agent pathogéne affectées par la
résistance partielle passe par la mise au point de méthodes d’étude fine de I'évolution de la maladie,
lidentification des composantes épidémiologiques associées a la résistance partielle sur une gamme de
génotypes différentiels, et la mise au point d'un test simple et rapide applicable a des quantités
importantes de matériel végétal.
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II-1- Composantes épidémiologiques de résistance a D. pinodes

L'expression de la résistance partielle du pois en conditions de contamination par D. pinodes a été
étudiée en utilisant une méthode fine, consistant & déposer une goutte de suspension de spores sur
stipules de pois détachées maintenues en survie (Onfroy et al., 2007). Deux composantes du
développement de I'agent pathogéne impactées par la résistance partielle chez la plante ont été plus
particuliérement identifiées et suivies : I'apparition des ponctuations et I'extension des Iésions. Les
facteurs déterminant les conditions optimales pour l'observation de la résistance partielle ont été
identifiés : il s'agit de I'dge de la colonie fongique avant la récolte des spores, la concentration des
spores, ainsi que la pathogénicité de lisolat utilisé lors de linoculation. La résistance partielle ne
s'exprime pas lorsque la concentration de spores est trop élevée ou lorsque lisolat utilisé est trop
agressif. Les résultats obtenus avec ce test rapide qui permet de décomposer les étapes du cycle
épidémique affectées par la résistance sont significativement corrélés avec ceux obtenus en utilisant le
test plus global de criblage sur jeunes plantes.

II-2- Composantes épidémiologiques de résistance a A. euteiches

Un test non destructif en rhizotrons, permettant l'identification de composantes du développement d’A.
euteiches affectées par la résistance partielle du pois, a été mis au point. Le dispositif permet
d'observer régulierement au travers d'une plaque transparente, a la fois le développement des racines
et I'évolution journaliére de la maladie sur le systéme racinaire. Les observations portent sur des
criteres d'architecture racinaire (nombre de radicelles visibles, longueur de la racine principale) et de
maladie (apparition des premiers symptdmes, évolution des nécroses sur la racine principale et les
radicelles). Les expérimentations réalisées sur une gamme différentielle de génotypes (Wicker et al.,
2001) ont permis de mettre en évidence deux composantes du développement épidémique d’A.
euteiches affectées par la résistance de la plante : la durée d'incubation et la vitesse d'extension des
symptdmes. Il apparait que la résistance partielle de certains génotypes joue sur I'une ou l'autre de ces
composantes, celle d’autres génotypes (tel que PI1180693 présentant le niveau de résistance le plus
élevé de la gamme différentielle) présente un effet sur les deux composantes.

Ces tests d’évaluation de I'évolution de I'ascochytose et de la pourriture racinaire sur pois, permettant
d’identifier finement les étapes du développement épidémique affectées par la résistance partielle,
peuvent désormais étre utilisés en routine sur un grand nombre de génotypes. Notamment pour les
études de génétique de la résistance, ils permettront d’identifier des QTL de résistance chez la plante
présentant un effet sur les composantes du développement épidémiologique de D. pinodes et d’A.
euteiches impactées par la résistance.

Ill- Diversité et stabilité des QTL de résistance

La diversité des locus génétiques de résistance a A. euteiches et D. pinodes, s’exprimant vis-a-vis des
principales composantes de la variabilité et du développement épidémique des agents pathogenes
décrits précédemment (§l, §lI), a été étudiée dans différentes sources de résistance. Leur stabilité
d’expression a également été analysée vis-a-vis de différents environnements.

IllI-1- QTL de résistance a A. euteiches

L’analyse génétique de la résistance a A. euteiches a été effectuée a partir de quatre populations de
lignées recombinantes (LR) issues de croisements biparentaux entre quatre sources de résistance
partielle identifiees aux USA (90-2079, 90-2131, PI180693, 552) et trois variétés sensibles (Puget, DSP
et Baccara). A partir de 'ensemble des données de génotypage et de phénotypage obtenues sur ces
populations (Tableau 1), un total de 27 méta-QTL de résistance a été identifié, incluant 7 régions
génomiques majeures, détectée de maniere trés stable dans deux a quatre populations de LR a partir
d’au moins 12 variables initiales (Hamon, 2010 ; Hamon et al., 2013 ; Figure 1).
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Tableau 1 : Cartes génétiques et données de phénotypage obtenues & partir des différentes populations de
lignées recombinantes (LR) étudiées pour I'analyse génétique de la résistance & A. euteiches et & D. pinodes

chez le pois.

. Lignées
( Clrioglzgmﬁnhée recombinantes Carte Phénotypage au cham Phénotypage en Références
smrjésisfa.ntg) (Génération) - | génétique ypag P| conditions contrélées
Origine
Résistance partielle a Aphanomyces euteiches
6 environnements
Baccara x 552 178 (F9) - INRA FR/USA sur 4 lieux,
(21253%?3“7 2 années 2 souches : RB84 (FR),| Hamonetal.,
k . Ae109 (USA) 2011
0s) 8 environnements
Baccara x P1180693 [178 (F8) - INRA FR/USA sur 4 lieux,
3 années
168 mas 11 environnements |6 souches : RB84, Ae78,/ Hamon et al.,
DSP x 90-2131 111 (F10) - USDA | (1046 cM FR/USA sur 5 lieux, Ae85, Ae106 (FR) ; 2013
kos) 4 années Ae87, Ae109 (USA) Hamon, 2010
Puget x 90-2079 127 (F10) - USDA (31%%?3“7 4 environnements USA |3 souches : Ae87, Ae109| Pilet-Nayel et al.,
getx B2 kos) sur 2 lieux, 2 années (USA) ; Ae106 (FR) 2002, 2005
Résistance partielle a Didymella pinodes
Champagne x 262 mas 2 environnements FR 3 souches, plantules
~hampagne: 164 (F9)-INRA | (1491 cM , ' | entiéres etfeuilles | Giorgetti, 2013
Térese 2 années . .
kos) détachées
351 mgs 2 environnements FR 3 souches, plantules
JI296 x DP 135 (F9) - INRA (1992 cM 9 . ' entieres et feuilles Prioul et al., 2004
années A
kos) détachées
216 mgs 2 environnements FR 3 souches, plantules
JI296 x FP 144 (F8) - INRA | (1881 cM 2 anné ’ entiéres et feuilles Giorgetti, 2013
années e
kos) détachées

(i) Une diversité modérée des locus de résistance a été observée vis-a-vis des sources de résistance,
suggeérant I'existence de bases génétiques communes entre les lignées parentales partiellement
résistantes étudiées. La quasi-totalité des méta-QTL regroupant au moins deux QTL initiaux ont en effet
été détectés a partir d'au moins deux populations de LR, chacun comportant deux a cinq alléles
contribuant a la résistance, selon les méta-QTL, issus des parents résistants voire des parents
sensibles.

(i) Une faible spécificité des QTL de résistance a également été mise en évidence en fonction des deux
principaux pathotypes d’A. euteiches décrits. En effet, les cing régions génomiques détectées pour la
résistance au pathotype Ill d'A. euteiches ont été également associées a la résistance au pathotype |
(Hamon et al., 2011). La faible spécificité des QTL a également été observée vis-a-vis de différents
criteres de notations (racinaire, aérien) et conditions de test (chambre climatique, champ) réalisés a
différents stades de développement de la plante. Par ailleurs, une grande stabilité d’expression de la
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plupart des QTL vis-a-vis de différents environnements a été observée, seuls 5 des 27 méta-QTL
identifiés ayant été détectés spécifiquement a partir d’environnements frangais ou américains.

(i) Des associations négatives entre alléles de résistance et alléles de traits morphologiques ou
phénologiques défavorables a la sélection du pois protéagineux ont été identifiées, spécialement dans
la source de résistance PI180693 aux QTL AePs1.2, AePs2.2 et AePs3.1 (respectivement, associations
résistance/feuilles normales, production d’anthocyanes et tardiveté). Des associations alléliques
positives ont également été mises en évidence, particuliérement au QTL AePs-5.1 (association
résistance/ graines lisses) (Figure 1).

LGI LGl LGII LGIV LGV LGVII
£ 1 = RE000
i : oo N -..-.;
- ; Ae-Ps3.1 E Ae-Ps4.1 (=Aph2)
= = =5.30% [ R=525% 226-38%
N A5100 -
= T|Ae-Ps2.2 N
= | R2=6-27% =
0@ = =
—|Ae-Ps1.2 | =
O(=Aph3) & EA.’,' ‘
2=5.20% E E e-Ps4.5
SRR =|(=Aph1) Ae-PST.6 ()
_ —| R*=5-44% 2=5-60% (C)
- ~20 CMIQ (b)
@090-2079 @90-2131 @ri180693 @552 (d) 10 QTL individusls

Figure 1 : Sept principales régions génomiques (QTL) identifiées pour la résistance a A. euteiches chez le pois, a
partir de 4 populations de lignées recombinantes issues de croisements biparentaux impliquant 4 sources de
résistance partielle (90-2079, 90-2131, 552, PI1180693), évaluées dans des environnements multiples (Tableau
1).

(a) noms des QTL d'aprés Hamon et al. (2011) et entre parenthéses, d’'aprés Pilet-Nayel et al.( 2002). (b) = longueur de
chaque ovale représentant l'intervalle de confiance de chaque QTL ; largeur de chaque QTL proportionnelle au nombre de
variables ayant permis sa détection (variables = indexes de nécrose racinaire et/ou de dépérissement aérien obtenus dans 7
a 17 environnements différents en conditions contrélées ou au champ, selon les populations de LR). (c) = % de variation
phénotypique minimum et maximum expliqué par chaque QTL, selon les variables. (d) =sources de résistance. LG =
groupes de liaison; Af, A and R : génes codant pour des caractéres morphologiques (feuilles normales/afila, production
d’anthocyanes, graines lisses/ridées).

I1I-2- QTL de résistance a D. pinodes

L’analyse génétique de la résistance a D. pinodes a été réalisée a partir de de trois populations de
lignées recombinantes issues de croisements biparentaux entre trois sources de résistance de pois
fourrager (DP et Champagne) ou protéagineux (FP) et deux cultivars sensibles, 'un potager (JI 296) et
lautre protéagineux (Térése). A partir de données de de cartographie génétique basées
essentiellement sur des marqueurs microsatellites, et de phénotypage des populations en conditions
controlées vis-a-vis de trois souches d’agressivité variée et au champ dans une gamme restreinte
d’environnements (Tableau 1), quatre QTL principaux contrblant la résistance a D. pinodes ont été
identifiés sur les groupes de liaison IIl, V et VI. Ces QTL ont été caractérisés comme (i) stables vis-a-vis
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des organes sur lesquels est évaluée la résistance (stipule ou tige), (ii) stables en fonction de
l'agressivité des souches considérées (iii) stables vis-a-vis d'au moins deux des trois sources de
résistance considérées. En outre, plusieurs QTL ont été caractérisés comme controlant soit
spécifiquement soit conjointement les composantes de résistance identifiées par Onfroy et al (2007),
i.e. 'apparition des ponctuations et I'extension des Iésions. Enfin, deux QTL ont colocalisé avec deux
génes majeurs controlant I'élongation des entre-nceuds (Le) et la sensibilité & la photopériode pour
linitiation de la floraison (Hr) sur le groupe de liaison Ill (Figure 1bis) (Giorgetti, 2013). Le QTL de
résistance a D. pinodes colocalisant avec le géne Hr a été identifié dans la méme région génomique
que le QTL Ae-Ps3.1 de résistance a A. euteiches.

LG LGII LG Gl LGY LGV LGVII
- HR AP, EL
= = AP, EL
- % VV V- v
= = vLoy - N
= = = EL
= +2296xDP
L) Champagne x Térese
Le O Ji206xFP

Figure 1 bis : Principales régions génomiques (QTL) identifiées pour la résistance a D. pinodes chez le pois, a
partir de 3 populations de lignées recombinantes issues de croisements biparentaux impliquant 3 sources de
résistance partielle (FP, DP, Champagne) (Tableau 1). AP : apparition des ponctuations ; EL : extension des lésions

IV- Cartographie comparée des locus de résistance entre le pois et M.
truncatula

L’exploitation de l'espéce légumineuse modéle M. fruncatula constitue une stratégie pour mieux
identifier les bases moléculaires de la résistance aux stress chez le pois, du fait i) du niveau de
conservation élevé (homologie de séquences, synténie) observé entre les génomes du pois et de M.
truncatula (Choi et al., 2004; Aubert et al., 2006) et ii) des nombreuses ressources biologiques et
génomiques développées chez cette légumineuse modéle depuis les années 2000 (Young et Udvardi,
2009, http://lwww.medicago.org/). Cette stratégie a été développée pour I'étude des bases génomiques
de la résistance a A. euteiches. M. truncatula est héte d’A. euteiches et présente une large variabilité
génétique pour la résistance/sensibilité a cet agent pathogene (Moussart et al., 2007a). A partir de deux
populations de LR, 'analyse génétique de la résistance réalisée chez M. truncatula, a permis de mettre
en évidence une région génomique a effet majeur (locus AER7) ou partiel (locus prAe1), selon la
population, a large spectre d’action vis-a-vis des pathotypes d’A. euteiches décrits chez le pois et la
luzerne, ainsi qu’un réseau d’autres locus génétiques plus spécifiques de certaines souches (Pilet-
Nayel et al., 2009; Djebali et al., 2009; Hamon et al., 2010). La région AER1/prAe1 est en cours de
clonage en vue d'identification et de validation fonctionnelle de genes orthologues chez le pois.
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Par ailleurs, le développement et la cartographie génétique ou in silico de 22 marqueurs «ponts» dans
les zones génomiques associées a la résistance a A. euteiches chez M. truncatula et chez le pois a
permis d’identifier a ce jour cing régions potentiellement synténiques contrélant la résistance a A.
euteiches chez les deux espéces. L'une d’entre elles correspond a la région synténique AER1/prAe1
co-localisant avec un QTL mineur identifié chez le pois (Ae-Ps3.2), ayant été spécialement détectée
chez les deux espéces a partir de données de résistance a la souche frangaise RB84 isolée du pois
(Hamon, 2010, Figure 2).
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Figure 2 : Cartographie comparée de locus de résistance a A. euteiches identifiés a partir de 4 populations de LR
chez le pois (Hamon, 2010 ; Hamon et al. 2011, 2013) et de deux populations de LR chez M. truncatula (Djebali
et al. 2009 ; Hamon et al., 2010).

(a), (b), (c), (d), (e) : cing zones génomiques de synténie potentielle entre des locus de résistance a A. euteiches identifiés
sur les groupes de liaison du pois (PsLG) et de M. truncatula (MtLG). Les QTL de résistance a A. euteiches identifiés chez le
pois et chez M. fruncatula sont représentés, respectivement, par des ovales verts et rouges. Les marqueurs “ponts”
cartographiés génétiquement chez les deux espéces sont indiqués en rouge, ceux cartographiés génétiquement chez le pois
et in silico chez M. truncatula sont indiqués en orange.

V- Création de géniteurs de résistance

Les sources de résistance a A. euteiches et D. pinodes utilisées pour I'analyse génétique de la
résistance chez le pois (§lll, Tableau 1) ont été exploitées dans des programmes de sélection
phénotypique récurrente, pour la création de géniteurs de bon niveau agronomique présentant des
niveaux de résistance partielle, disponibles pour la sélection variétale.

V-1- Création de géniteurs de résistance a A. euteiches

Depuis 2001, 46 géniteurs issus de quatre programmes de sélection du GSP (Groupement des
Sélectionneurs de Pois Protéagineux) initiés entre 1995 et 1999 a partir de croisements impliquant
essentiellement les sources de résistance 90-2131, P1180693 et 552 (§lll, Tableau 1), ont été identifiés
pour leur niveau de résistance/tolérance a A. euteiches, d’'une part, en conditions contrélées et, d’autre
part, sur un réseau multi-local et pluriannuel de pépiniéres infestées par A. euteiches (Roux-Duparque
et al., 2004 ; Moussart et al., 2007b). Le matériel génétique issu du dernier programme (AeD99)
présente un net progrés pour le niveau de résistance/tolérance a A. euteiches, associé a une
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amélioration de I'aspect agronomique (matériel court, a grain lisse, de feuillage afila et a fleur blanche
pour la majorité).

Une population de 110 lignées de validation de QTL (lignées parentales et lignées de sélection) a été
établie, sur la base du matériel généré dans trois des quatre programmes de sélection du GSP. La
stratégie employée a consisté a identifier ou sélectionner, deux pools de lignées, respectivement,
résistantes et sensibles, dans lesquels les alléles de résistance aux principaux QTL identifiés pourront
étre tracés et leurs fréquences comparées.

En particulier, & partir du dernier programme de sélection (AeD99), 16 lignées sensibles et 37 lignées
résistantes, issues de trois croisements impliquant essentiellement les meilleures F1 des programmes
précédents, ont été créées en 2005 par sélection phénotypique divergente. Les trois croisements
(nommés O, S et W) a l'origine de la sélection de ces lignées sont les suivants : O: (Rustic x 200) x
(Capella x Mn314) ; S: (90-2131 x P1180693) x (Capella x Mn314) et W: (90-2131 x P1180693) x 552.
P1180693, 90-2131 et 552 sont les témoins de référence partiellement résistants utilisés en France et
constituent les parents résistants de trois des quatre populations de LR utilisées pour I'analyse
génétique de la résistance a A. euteiches (§lll, Tableau 1). La lignée 200 est issue du programme de
sélection récurrente de E. Gritton (Wisconsin, USA ; Lewis et Gritton, 1992). La lignée Mn314 est issue
du programme de sélection de D. Davis (Minnesota, USA, Davis et al. 1995). Rustic et Capella sont des
variétés de pois protéagineux sensibles a A. euteiches. Les 53 lignées sélectionnées dans cette
population divergente ont été évaluées en conditions contrélées et au champ de 2005 a 2007, sur un
réseau multi-local de sept sites fortement infestés par A. euteiches et cinq sites sains, répartis dans
sept départements frangais. Parmi les lignées présentant un niveau de résistance intrinséque en
conditions controlées supérieur a celui du témoin PI180693, quatorze lignées, essentiellement issues
du croisement W, ont également un niveau de résistance au champ sur racines supérieur ou égal a
celui du témoin résistant 552. Ces résultats montrent i)- qu'il est possible d’augmenter les niveaux de
résistance a A. euteiches par cumul dalléles favorables et ii)- qu’'un bon niveau de résistance
intrinseque n’est pas toujours suffisant pour conférer un bon comportement au champ. Les lignées
présentant un bon comportement au champ présenteraient des combinaisons favorables d’alléles de
résistance et/ou de tolérance a la maladie.

Ces populations de validation de QTL permettront d'identifier des combinaisons d’alléles de résistance
aux sept principaux QTL, associées a un niveau élevé de résistance a A. euteiches en conditions
contrélées et au champ, ainsi que d'identifier des marqueurs d’intérét pour remplacer au moins une
partie des tests de résistance dans les programmes de sélection.

V-2- Programme de création de géniteurs de résistance a D. pinodes

Un programme de sélection récurrente pour la création de géniteurs de résistance partielle a D. pinodes
a été développé a I'INRA, visant & créer des géniteurs agronomiques cumulant des comportements de
résistance partielle a D. pinodes issus de différentes sources complémentaires, dont les sources FP et
DP étudiées par ailleurs par analyse de liaison génétique. La démarche a consisté successivement en
(i) la création d’une population de base issue d’un croisement pyramidal a huit parents résistants et/ou
agronomiques, (i) 'homogénéisation de cette population pour des caracteres agronomiques
indispensables pour l'intégration de ce matériel dans des programmes de création variétale, comme la
précocité a la floraison, le feuillage afila, le nanisme ou la couleur blanche des fleurs, (iii) son criblage
pour la résistance partielle en conditions contrélées et au champ dans différents environnements, (iv) la
réintégration en croisement des meilleures lignées pour la réalisation d'un second cycle de sélection,
incluant de nouvelles sources de résistance et de nouveaux cultivars. Ce projet, mené en collaboration
avec le GSP, a permis la production de 29 géniteurs agronomiques montrant une résistance partielle a
I'ascochytose identique & celle des meilleurs témoins et des caractéristiques agronomiques
acceptables, ce qui les rend directement utilisables en création variétale (Wissocq, 2003). Un deuxiéme
cycle pyramidal réintégrant ces lignées a été engagé au cours du contrat de branche 2006-2008 et a
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permis la création d’hybrides 4 voies et 'engagement de leur fixation par autofécondation, mais ce
programme a ensuite été interrompu faute de moyens.

VI- Perspectives : Vers la SAM pour la construction de résistances efficaces et
durables

L’ensemble des résultats acquis de dissection génétique de la résistance quantitative partielle a A.
euteiches et a D. pinodes et de création de géniteurs de résistance chez le pois permet d’envisager le
développement de stratégies de cumul de QTL par Sélection Assistée par Marqueurs (SAM) pour la
construction de résistances efficaces et durables. L'ensemble des marqueurs et géniteurs créés et
décrits dans les parties §lIl et §V de cet article sont a disposition des sélectionneurs pour favoriser la
SAM dans le domaine de la sélection privée.

L'introgression et le cumul de QTL de résistance a A. euteiches dans différentes lignées de pois de
printemps et d’hiver agronomiques ou élites ont été initiés a I'INRA en 2008, par back-cross assisté par
marqueurs. Le programme a consisté en cing schémas paralléles de croisement visant, dans chaque
schéma, a introgresser simultanément des alléles de résistance a un, deux ou trois des sept QTL
principaux de résistance a A. euteiches décrits en §llI, dans trois fonds génétiques (Contrat de Branche
SAMPOIS 2009-2011). Des lignées quasi-isogéniques pour un a trois QTL seront ainsi créées et
pourront étre intercroisées en vue de sélectionner des lignées isogéniques cumulant plus de trois QTL
de résistance. L’évaluation phénotypique des lignées créées permettra de valider I'effet des sept
principaux QTL de résistance a A. euteiches dans différents fonds génétiques et d'identifier des
combinaisons de QTL permettant d’augmenter les niveaux de résistance. Il permettra également
d’'obtenir du matériel végétal d'intérét pour la sélection du pois protéagineux et pour la recherche,
spécialement en vue de caractériser plus finement les modes d’action et les fonctions associé(e)s aux
principaux QTL de résistance (ANR-PEAMUST 2012-2019).

L'utilisation des QTL identifiés de résistance a I'ascochytose en SAM doit tenir compte du role de
I'architecture de la plante et du couvert sur le développement des épidémies d’ascochytose au champ.
Ce point a été étudié dans le cadre du projet ANR Systerra Archidemio, qui visait notamment a
proposer un modele couplé du développement de la plante et du pathogéne en conditions de culture en
parcelles (Calonnec et al., 2013). Un volet du projet visait par ailleurs & comprendre si les
colocalisations entre QTL de résistance et QTL/géne d’architecture sont dues a des effets pléiotropes
de génes/QTL d’architecture, ou & une liaison étroite entre QTL de résistance et QTL/géne
d’architecture. Les conséquences en termes d’analyse génétique et d'usage en sélection sont
importantes, notamment (i) pour la rupture éventuelle de liaison entre résistance et caractére délétére
d’architecture pour la création variétale (i) pour le cumul de facteurs génétiques contrélant la résistance
et de facteurs génétiques d’architecture, en vue d'un ralentissement plus efficace du cycle épidémique.

Afin de construire des résistances dont I'efficacité est durable, il sera enfin nécessaire d’analyser la
durabilité des effets des QTL de résistance (et de ceux contrélant 'architecture de la plante), seuls ou
en combinaison, en situation de pressions pathogénes. Particulierement, la mise en place de stratégies
de gestion durable des principaux QTL de résistance a A. euteiches en cours d’intégration dans les
schémas de sélection, constituera un enjeu majeur des lors que les premiéres variétés résistantes a A.
euteiches seront inscrites. En effet, dans un contexte ou de nombreux contournements de résistances
génétiques ont été observés chez les plantes, spécialement dans le cas de la résistance de la luzerne a
la race 1 d’A. euteiches aux USA (Grau et al., 1991), préserver l'efficacité de la résistance partielle du
pois a A. euteiches constituera un objectif incontournable pour maintenir le pois dans les assolements
céréaliers. Un programme d'étude de la durabilité de la résistance partielle & A. euteiches et de ses
composantes génétiques (QTL) dans des rotations a base de légumineuses hotes d’A. euteiches, a été
initié a 'INRA en 2012 (Le May et al., 2012b). Il consiste & analyser I'évolution des populations
pathogénes et l'efficacité de la résistance dans différents scénarii de successions culturales a base de
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légumineuses telles que le pois, la féverole, la luzerne ou la vesce, simulés par des cycles accélérés de
cultures en conditions contrlées de développement optimal de la maladie. Il permettra d'identifier des
successions culturales dans les rotations visant a préserver la résistance partielle et l'efficacité des QTL
de résistance a A. euteiches chez le pois.
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