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FIGURE 1 | Evolution du prix du chlorure de potassium (en noir) et de la consommation agricole
de potasse (en rouge) de 1960 a 2014. Sources : USDA (National Agricultural Statistics Service)” ;

FAOSTATE.



Introduction générale

Afin d'adopter une agriculture durable, I'évolution vers des systémes économes en intrants,
notamment en fertilisants, est indispensable. Le raisonnement de la fertilisation NPK passe
non seulement par une réduction des doses, mais également par l'optimisation de
I'assimilation de ces nutriments par les cultures. Si de nombreuses connaissances ont été
acquises sur la nutrition azotée, peu de données sont disponibles concernant la nutrition
potassique.

Cela peut étre expliqué par I’abondance relative en potassium des sols européens (et
globalement de tous les sols issus de pédogénése post-glaciation) ainsi que l'absence de
problématiques et sanitaires environnementales majeures liées a son transfert dans
I'environnement. Le potassium est pourtant souvent limitant dans les sols de nombreux pays
tels que la Chine, I'Inde et la plupart des pays d’Afrique (Pellerin et al, 2009). A cela s’ajoute
que tous ces pays a fort potentiel de développement agricole ne possédent pas de mines de
potassium (celles-ci étant présentes dans un nombre restreint de pays, principalement en
Europe de I’Est, en Russie et au Canada). La consommation de potasse par 1’agriculture a
ainsi fortement augmenté ces dernieres années (21.6 Mt en 2012, 37.6 Mt en 2014), tandis que
le prix des engrais potassiques ne cesse d’augmenter, restant a des prix trés €élevés depuis la
crise économique de 2008 (figure 1).

Au-dela de I’aspect agronomique, la production de végétaux riches en potassium est
importante pour la santé humaine. Des études épidémiologiques et cliniques ont ainsi montré
qu’une alimentation riche en potassium abaisse la tension artérielle, compense les effets
néfastes de I’excés de sodium sur cette derniere et réduit le risque de calculs rénaux (He and
MacGregor 2008). La tomate étant un des aliments les plus riches en potassium (256 mg pour
100 g) et le fruit le plus consommé au monde (Aprifel), il peut donc étre intéressant de

développer de nouveaux cultivars accumulant plus de potassium dans les fruits.

Dans le cadre du projet multipartenarial REVEIL (REcherche de Variétés Economes en
Intrants P et K pour la Laitue et la tomate, collaboration INRA PSH, GAFL, CTIFL, APREL,
GRAB), I'unité de recherche GAFL a pour objectif, d'une part, d’évaluer la diversité
génétique de I’efficience d’utilisation du potassium dans une core-collection de tomates a
petits fruits et d'autre part, de localiser des QTL intervenant dans la réponse au déficit en

potassium de fagon a pouvoir les exploiter en innovation variétale.



TABLEAU 1 | Classification et origine des espéces apparentées a la tomate cultivée (S.

lycopersicum) (Peralta et al. (2005).

Section Groupe Espeéce Origine géographique
Lycopersicon Neolycopersicon  S. pennellii Nord du Pérou au nord du Chili (0 —
4100 m)
Eriopersicon S. chilense Chili cétier et sud du Pérou (0 — 4000
m)
S. corneliomulleri Sud du Pérou (1000 — 4500 m)

. habrochaites

. huaylasense

Equateur andin et Pérou (104100 m)

Centre-nord du Pérou, Ancash (950 —
3300 m)

S. peruvianum Centre du Pérou au nord du Chili (0 -
3000m)
Arcanum S. arcanum Nord du Pérou, vallées cotieres et
intérieures des Andes (100 — 4000 m)
S. chmielewskii Sud du Pérou et nord de la Bolivie
(1200 — 3000 m)
S. neorickii Sud de I'Equateur au sud du Pérou (500
— 3500 m)
Lycopersicon S. cheesmaniae Tles du Galapagos (0 — 1300 m)

. galapagense

. lycopersicum

. pimpinellifolium

Tles du Galapagos (0 — 1600 m)

Forme cultivée. Probablement native
de I'Equateur et/ou du Pérou.
Sud-ouest de I'Equateur au nord du
Chili (0 —3000m)

Lycopersicoides

S. juglandifolium

Centre de la Colombie au sud du Pérou
(Apurimac) (1000-3200 m)

S. ochranthum Colombie andine, Equateur et Pérou
(1850 — 4100 m)
Juglandifolia S. lycopersicoides Sud du Pérou et nord du Chili (1250 —
3600 m)
S. sitiens Versants ouest des Andes au sud du

Chili (2000 — 3500 m)




L'objectif de ce stage était, dans un premier temps, de caractériser une population de tomates
a petits fruits génétiquement trés diversifiée pour 1’adaptation a un faible apport en K. Les
données ont ensuite été analysées pour identifier des QTLs associés a la tolérance a la faible
disponibilité en K*. A I’issue de 1’analyse, il a été recherché in silico des colocalisations avec
des génes susceptibles d’affecter la réponse des plantes (métabolisme, transport et stockage de
K").

1. Synthese bibliographique
1.1. Latomate (Solanum lycopersicum L.)

1.1.a. Taxonomie et diversité genétique

La tomate cultivée et les espéces qui lui sont apparentées appartiennent a la famille des
Solanaceae et plus précisément au genre Solanum, section Lycopersicon. Cette section
regroupe 13 especes relativement proches génétiquement et qui peuvent, plus ou moins
facilement, s'entrecroiser. Les autres taxons sont classés dans les sections Juglandifolia et
Lycopersicoides. Une forte barriere reproductive les sépare de la section Lycopersicon
(tableau 1). Toutes les tomates sauvages proviennent des régions andines, du nord du Chili
jusqu’a la Colombie, a I’exception de S. cheesmaniae, endémique des Tles Galapagos (Peralta
et al. 2008).

Malgré la tres grande diversité morphologique que I'on observe chez les tomates cultivées,
les données génomiques montrent une diversité génétique tres limitée par rapport a d'autres
espéeces cultivées et par rapport a ses espéces apparentées. Celle-ci s'explique par trois goulots
d'étranglement : (i) la domestication qui a sans doute débuté dans les vallées andines et s’est
poursuivie au Mexique, (ii) I'exportation d'un nombre réduit de cultivars en Europe et (iii) les
premiers programmes de sélection en Europe et aux Etats-Unis basés sur un pool réduit de
géniteurs (Ranc et al. 2008).

C'est la sensibilité aux maladies des variétés traditionnelles qui a initié I'intérét de
réinjecter la diversité génétique des especes sauvages pour leurs résistances. Ainsi, depuis les
annees 1930, plus de 30 genes de resistances aux bioagresseurs (pour environ 10 maladies)
ont été introgressés a partir de taxons sauvages. Notons qu'aujourd'hui, la généralisation de la
sélection assistée par marqueurs permet de cumuler plus de 10 génes de résistances. Ces
especes sauvages s'averent également une source de variabilité tres intéressante pour

I’adaptation aux stress ou I’amélioration de la qualité des fruits : par exemple S. cheesmaniae
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FIGURE 2 | Section longitudinale d'une fleur de tomate cultivée. A. Partie supérieures du pistil ;
B. Anthéres. (McGregor 1976)

[l Péricarpe
Graines
W Tissus loculaire
[ Septum (péricarpe radial)
[ Placenta
B Columelle (péricarpe interne)

1000 pm

10 mm

FIGURE 3 | Section équatoriale d’un fruit de tomate (cv. ‘M82°) au début de I’anthése (A) et au
stade ‘Light red’ (B). (http://tea.solgenomics.net)



et S. chmielewskii dont les fruits sont riches en matiere seche. Cette diversité génétique (plus
de 80.000 accessions répertoriées) est conservée dans de nombreuses collections au travers du
monde. Parmi les plus importantes, citons le Tomato Genetic Resources Center (TGRC) a
Davis aux Etats-Unis, qui posséde une importante collection d'accessions sauvages ainsi que
de mutants monogéniques, le Vavilov Institute (Russie) ou I’Asian Vegetable Research and
Development Center (AVRDC) a Taiwan. Des banques de génes plus modestes sont
entretenues dans de nombreux autres pays dont la France. L'unité de recherche GAFL de
’INRA conserve plus de 2500 accessions de tomate cultivée ainsi qu’une centaine

d’accessions appartenant aux taxons apparentés.

1.1.b. Génomique et génétique quantitative

Outre son importance économique, la tomate est considérée comme une espéce modele
pour I'étude des plantes a fruits charnus. En effet, son cycle cultural est relativement rapide
(120 jours en moyenne, permettant plusieurs cultures par an) et permet d'obtenir une quantité
relativement importante de matériel biologique. D'un point génomique, sa structure génétique
diploide (2n = 2x = 24) et son petit génome (~900 Mbp, soit beaucoup plus petit que ceux
d'autres especes comme le poivron (~3500 Mbp)) sont trés avantageux pour les études de
génétique. Enfin, elle bénéficie du support d'un réseau scientifique spécialisé dans les

solanacées : le Sol Genomics Network (http://solgenomics.net). Cette structure centralise de

nombreuses ressources géenétiques, moléculaires et biochimiques pour les rendre accessibles a
la communauté scientifique.

Le génome de la tomate a d'abord été étudié grace a de cartes génétiques basees sur des
marqueurs moléculaires tels des RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism ; (Foolad
et al. 1998)) et SSR (Simple Sequence Repeats ; (Yang et al. 2005)) dans I'objectif de mener
des études d'analyses de liaison. Toutefois, ces marqueurs ont été développés grace a la
détection de polymorphisme entre des accessions cultivées et des espéces sauvages, et sont
trés peu polymorphes lorsqu’utilisés sur une population intraspécifique. L'étude plus fine de la
diversité nucléotidique intraspécifique est devenue possible en 2012 avec l'obtention du
génome référence de la tomate (cv. ‘Heinz 1706”), ainsi que le développement de puces de
génotypages basées sur des SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) telles que la puce

SoICAP (http://solcap.msu.edu). Celle-ci a eu de nombreuses applications telles que de la

cartographie genétique (Sim et al. 2012) , I'étude de la diversité génétique des espéces proches
de la tomate (Blanca et al. 2015), ainsi que des travaux de génétiques d'association. La
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FIGURE 4 | Les étapes de la croissance du fruit : de I’anthése a la maturité. (adapté de
Giovannoni (2004))
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Protéines 8%

/7 Saccharose 1%

Glucose 22%

Teneur en minéraux (USDA - poids frais)

Magnésium 16.4 mg Pectines 7%
Phosphore 35.8 mg
Potassium 353 mg

Sodium 7.5mg Hemicellulose 4%
Zinc 0.3 mg
Cuivre 0.1mg
Manganése 0.3 mg Cellulose 6%
Sucres
48%
Mineraux 8%
Acides aminés
0,
dicarboxyliques 2% Fructose 25%
Lipides 2%
Acide malique 4%
— Acide ascorbique 0,5%
Pigments 0,4%
Acide citrique 9% 2% Volatiles 0,1%
Autres acides aminés,
—— Vitamines et Polyphénols 1,0%

FIGURE 5 | Composition du fruit de tomate a maturité. Les proportions des différents constituants
sont exprimées en % de poids sec total du fruit. SIA. : Substances insolubles a 1’alcool (adaptée de

Davis et Hobson (1981) ; USDA).



premiére population étudiée par GWAS avec cette puce comprenait des accessions cultivées a
gros et petits fruits, ainsi que des génotypes sauvages (Sauvage et al. 2014). Ce panel a
ensuite été retravaillé pour réduire les effets de structuration de la population (car causant une
réduction du pouvoir de détection et source de faux-positifs) pour les travaux de Albert et al.
(2016). D'autres types de populations ont par la suite été utilisées, telles que les populations
MAGIC (Multi Parent Advanced Generation Inter-Cross) (Pascual et al. 2015). Celles-ci
permettent de capturer une plus grande part de variabilité que les populations biparentales tout

en faisant abstraction des difficultés liees aux panels GWAS fortement structurés.

1.1.c. Caractéristiques développementales

La tomate cultivée est une plante au port herbacé, vivace a 1’état naturel, mais annuelle en
culture. On classe généralement les cultivars selon leurs types de croissance : indéterminée
(tige monopodiale) ou déterminée (tige sympodiale). Ce dernier type est d0 & une mutation
récessive du gene self pruning (sp) apparue en Floride en 1914. Ces plantes présentent un port
buissonnant relativement compact et fleurissent sur une courte période. Ces caractéristiques
permettent une récolte mécanique en plein champ pour la transformation industrielle. Les
variétés indéterminées sont quant a elles utilisées pour la culture de frais sous abri.

Les feuilles sont disposées de maniéres alternes, imparipennées et composées de 7 a 11
folioles plus ou moins dentelées. Les fleurs (figure 2), de couleur jaune, sont portées par des
cymes unipares. Selon le cultivar et les conditions environnementales, les fleurs peuvent étre
brévistyle (styles plus courts que les étamines) ou longistyle. Ce dernier morphe conditionne
la possibilité de la tomate a sortir de son régime autogame préférentiel. En culture sous abris,
la pollinisation est effectuée par le vibrage manuel des fleurs ou par des bourdons d'élevage
(Bombus terrestris). En plein champ, la fécondation est surtout assurée par le vibrage des
fleurs par le vent. Le fruit (figure 3) est une baie de forme, de poids et de couleur trés variable
selon la variété. Les graines sont réparties dans des loges remplies de gel. La paroi de l'ovaire
évolue en péricarpe charnu et délimite des loges. Le placenta constitue la partie centrale du
fruit et est a I'origine des tissus parenchymateux. Le nombre de loges, I'épaisseur du péricarpe
et I'importance du gel sont dépendants des variétes.

La croissance des fruits peut étre décomposée en trois périodes (figure 4) :

* Une premiére phase de croissance lente qui correspond a une période courte (une dizaine
de jours pour les petits calibres a une quinzaine de jours pour les plus gros calibres), durant

laguelle a lieu la majorité des divisions cellulaires.
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* Une deuxiéeme phase de croissance plus longue (environ une trentaine de jours) qui
correspond a une phase d’expansion cellulaire et de développement de 1’embryon. C’est
pendant cette période que 1’importation des composés carbonés est maximale, engendrant un
gradient de pression osmotique et causant I’entrée massive d’eau dans les cellules (pression de
turgescence). La fin de cette période de croissance est communément appelée stade ‘vert
mature'.

* Une troisieme phase dite de maturation est caractérisée par plusieurs transformations
biochimiques aboutissant a I'obtention du fruit mdr. Cette phase est déclenchée par un pic de
respiration, liée a une augmentation de la synthése d’éthyléne, tous deux caractéristiques des
fruits climactériques. Les changements physiologiques majeurs se produisant pendant cette
période conduisent a une dégradation de la chlorophylle, la synthése accrue de caroténoides,
une perte de fermeté (dégradation des composés membranaires) ainsi qu'une modification des
teneurs en sucres, acides et composes volatils (Giovannoni 2004). La composition du fruit
mar est décrite en figure 5.

La qualité gustative des fruits reléve de la combinaison de trois parameétres : la texture, la
saveur et les ardbmes. La texture se caractérise principalement par la fermeté du fruit. Cette
derniére dépend des propriétés structurales des tissus du fruit, comme la pression osmotique
au sein des cellules, 1’adhésion cellulaire ou les caractéristiques de modification des parois
cellulaires lors de la maturation. L’arome se définit par la composition et la concentration en
composés aromatiques volatils, dont plus de 400 ont pu étre détectés (bien que seule une
vingtaine soit présente en quantité suffisante pour étre percu par I'hnomme (Baldwin et al.
2000)). La saveur est, quant a elle, relative aux teneurs en sucres solubles et en acides
organiques. La saveur sucrée est liée principalement a la concentration en fructose, dont le
pouvoir sucrant est plus élevé que celui du glucose. La saveur acide est quant a elle associée a
l'acide citrique, aux concentrations plus importantes que 1’acide malique dans les fruits a
maturité (Grasselly et al, 2000). L'hérédité polygénique de ces trois paramétres implique des
centaines dizaines de QTL dont la plupart sont & effets mineurs (Causse et al. 2017). Au
contraire, les variations de la morphologie du fruit et de sa coloration sont associées a
quelques mutations majeures. Ainsi, les variations de forme du fruit peuvent étre expliquées
par 4 QTL majeurs : ovate (conférant une forme ovoide), sun (associé a une forme allongée),
ainsi que fas et Ic controlant le nombre de loges dans le fruit (Rodriguez et al. 2011).

De méme, la grande diversité de couleurs observables chez les tomates est majoritairement
due a des mutations dans les enzymes de la voie de biosynthese des caroténoides (figure 6).

Les couleurs brunes sont dues des mutations affectant la persistance de pigments



Pays Production Production transformée® Surface cultivée (en

totale(en Mt)? (en M) (% total) millier d'hectare) 2
Chine 59.62 6.20 104 1033.27
Inde 20.70 0.13 0.6 7970.00
Total UE 18.05 10,81 59.88 270.05
Italie 6.01 5.20 86.5 99.75
Espagne 5.16 3.35 64.92 60,82
Portugal 1.75 1.55 88.57 20,87
Pays-Bas 0.91 / / 1,79
Pologne 0.89 0.20 22.47 20,87
Grece 0.87 0.40 45.97 13,30
Roumanie 0.72 / / 46,81
France 0.66 0.19 28.78 3,50
Turquie 12.75 1.90 14.9 187.07
USA 10.91 9.90 90.7 126.07
Egypte 7.29 0.32 4.4 182.44
Iran 6.17 0.98 15.9 153.73
Italie 6.01 5.20 86.5 99.75
Brésil 4.23 1.45 34.3 61.53
Mexique 4.24 0.04 0.9 92.99
Total monde 170.8 34.83 20.4 4848.38

TABLEAU 2 | Classement des dix plus grands producteurs de tomates dans le monde en 2017.
Sources : FAOSTAT? ; World Processing Tomato Council (WPTC)P



chlorophylliens verts (normalement degradés a maturité) tels que les locus green flesh (gf) et
chlorophyll retainer (cl). Citons également le locus anthocyanin fruit (Aft), une mutation
dominante introgressée a partir de S. chilense qui est responsable de l'accumulation

d'anthocyanes sur le périderme du fruit.

1.1.d. Importance économique et modes de culture

Deux grands types de production de tomates coexistent. La production de fruits frais, qui
selon les régions, peut étre réalisée sous serres chauffées, abris non chauffés, ou en plein
champ; et une production destinée a la transformation industrielle qui est issue
essentiellement de cultures en plein champ. La production globale de tomate (d'industrie et
pour le marché de frais) est en constante progression. Elle est passée de 119 Mt en 2000 a 182
Mt en 2017 (FAOstat). La Chine est de loin le premier producteur mondial devant I’Inde et
I'ensemble des pays de I'UE suivis de la Turquie et des USA (tableau 2). Parmi les pays
composant cette derniére, la France se place en huitieme position (0,677 Mt). La production
francaise de tomate industrielle (139 000 t en 2018) permet seulement de couvrir 13,5 % de la
demande. De méme, la production de tomate en frais, bien que beaucoup plus importante (538
000 t en 2018), est également insuffisante pour une consommation nationale qui avoisine 800
000 t : les importations proviennent du Maroc, d’Espagne, de Belgique et des Pays-Bas.
Notons que malgreé le fait que les surfaces cultivées soient stables, la production francaise a
baissé de 9% en 5 ans. Cette baisse de production est due a I'évolution des choix variétaux
vers des tomates de type 'ancien' (types allongés, coeur et cotelées) moins productives que les
tomates grappe classiques, mais plus rémunératrices (données Agreste 2018).

Si la culture des tomates en terre sous tunnel est encore courante, la majorité de la
production francaise (97%) est réalisée sous serre hors sol. Les plantes sont enracinées dans
un substrat qui peut étre composé de laine de roche, de laine de verre ou de fibre de coco, qui
est recyclé a la fin de la campagne de culture. Les conditions climatiques (température,
humidité, taux de CO., et parfois photopériode et intensité lumineuse) sont modulées en
fonction du stade de développement des plants. L'apport des engrais dans I'eau d'irrigation est
ajusté tout au long du cycle de développement de la culture. Le pH et la conductivité des
solutions sont également contr6lés et ajustés : entre 5,8 et 6,0 pour le pH et maintenu autour
de 2,5 mS.cm pour la conductivité (Blanc 1987). Les plants sont tuteurés, habituellement sur
un seul fil, taillés pour éliminer les rameaux axillaires et effeuillés pour conserver un bon

équilibre végetatif/génératif. Les grappes de fruits ou de fleurs sont taillées en vue de leur
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FIGURE 8 | Symptomes sur fruit d'un déficit en K*. A. Loges asymétriques et léger brunissement
du systéme vasculaire (voir cercles). B. Marbrure de 1’épiderme du fruit résultant d'un marissement
inégal. (https://www.iriisphytoprotection.qc.ca)


https://www.haifa-group.com/

donner une longueur, un nombre de fruits et un poids satisfaisant pour les besoins du marché.
La protection contre les ravageurs peut intégrer des auxiliaires de cultures, notamment
Macrolophus pygmaeus, une punaise prédatrice agissant principalement sur les aleurodes,
mais egalement les acariens, les noctuelles, les thrips et les pucerons. Sont également utilisés
des auxiliaires parasitoides tels que les Trichogrammes, Encarsia sp. et Eretmocerus sp. Les
maladies fongiques, bactériennes et virales sont gérées par I'application de produits
phytosanitaires.

1.1.e. Carence en potassium : symptomes et conséquences agronomiques

Le potassium (K*) est le cation le plus abondant chez les plantes, dont la teneur avoisine
souvent celle de I'azote (environ 4-6% du poids sec de la plante). Impliqué dans de nombreux
processus physiologiques essentiels a la plante, il participe notamment a la neutralisation du
contenu cellulaire, au contréle de la polarisation membranaire et du potentiel osmotique
intracellulaire. En lien avec cette derniére fonction, il joue un réle majeur dans le contrdle de
la turgescence des cellules et est notamment impliqué dans les mouvements stomatiques.
Enfin, le K" joue un rdle important, direct ou indirect, dans la régulation d'activités
enzymatiques, la synthése des protéines, la photosynthése et I'homéostasie du pH
cytoplasmique (Wang et al. 2013). Lorsque la plante se trouve dans une situation de carence
en K, les flux de séve sont perturbés, ce qui se traduit par une diminution prononcée de la
vitesse de circulation de la seve phloémienne. Les photo-assimilas, en particulier le
saccharose dont la translocation dans le phloeme est dépendante du K*, s'accumulent alors
dans les feuilles. Cela provoque une photo-oxydation de I'appareil photosynthétique a I'origine
de chloroses (Hermans et al. 2006).

Chez la tomate, les symptdmes d'une carence en potassium se caractérisent dans un
premier temps par des taches chlorotiques apparaissant a la périphérie du limbe. Elles gagnent
ensuite progressivement les tissus internervaires puis finissent par se nécroser. La feuille
devient gaufrée et s'incurve vers le bas (figure 7). Ces symptdmes apparaissent généralement
sur les feuilles les plus agées, ce qui est la conséquence d'une remobilisation du K™ au profit
des organes plus jeunes. Le symptdme sur fruit se caracteérise par un marissement inégal qui
se manifeste par des marbrures de I'épiderme (blotchy ripening), une coloration irréguliére du
péricarpe et parfois un léger brunissement du systéeme vasculaire (figure 8). Les fruits

manquent egalement de saveur, de caroténoides, d'acidité, de fermeté et affichent de faibles



KAT3/KC1

()
<
<, ‘Ta % o &
<, O Z o 8 2 o o
2 % %0 c285c83238¢8 o L
Z. 0 0 AP oL LG9 o @ o
P 9o B R - S - - =Y < B = B - B S B SRS &
& .89 9-35%2%23588838L4 8 I &£
9 2222238883888 835888 80 T &
. Q o [ EN S T o ISER N
D M 0% B BB %2225308835582888 8L e
i Ny 0 Y BL ERBDHP P65 TS IS o0 &
o 9, Y08 %% 2% ¢ O e B s 5 TESEL S ST o
R 4 v %}\9 00%’, &oo aclﬁ /?D @ : 5 r $ & O_Ja Y &qub&h ,(\cb\ A Q\?‘i‘\
& (o] < 7) 7. O 2 3 o 3
R N O, B %oooo’po % © 2 2 8 $ o ? Q"§\§\& 208 gg'@ & ©
I Une 205 %S 2 S NG LN &
oJCY 7 P 99 o
090, S06, %00 %o % 5 $ & P & e @2
€ 0, 70 <, W A% o
2 S0, %2y, & o F & 2
Oy, 06‘6\9 ‘6:900 ”)& £ B & %O“ Q’?rg 1&860 P“u\
¢y o) 04y 9068 o, & 6o\‘! QQQ 1(30 AN
S/VO By 16, 004' “l ) s % & ® & 00 01 N \»\P‘\L
Y Oop, 0 006 Yy 900"70 . s 650 *10092901 a&¥ \—\P~\’~'\1
h &
Log OMSQOS Oo,flos < PR o 60\\100 005630 N
N, S0ay, o % 8 @ A29 o VR
0882008 log  Loa] % g sV Q088! 5
0106 os & ® sone\?0 o AR
£05 400 0
FOOND gggans, A0S oy al Y . 50“’6“)19\05150 HAKY
Hoflog -2 N o \yc019
609N) @ Sol HAKS
058911 Bgookjog o Soly 050005720
LOOND 065500600410 - Solyc04g025990 HAKY
809ND 0100106z194108 Solyc06g051830 HAK21
0v85006€0°AI08 o Solyc04g008450 HAK20
0BZ0PRI0S el S0lye039097860 a1
O'VH’L Solyco
£600690°M%S o s 08900820
0¢! oS ook Yeog,
Qgngaw"ﬁ‘\\og ® o Solyeg, %008790
610° Soy,.., 90818
590 oS e 20
o7 ot Sy, 0908
oo @k * Y0505, 10
\ ) & 77
10 o (7} 02
otk L0©W° WS 3 3 9?9056.7 0
o o 5 > 9010,
L g (0 e & 005, 30
. " 060%{{)%% 0@’4 ‘\0‘\\0% : R 006‘0)6’(9‘90
amile [ QO O o
U N &
oS e L) sy
o onx S SV & 6 5y
& ‘q/lfég @%Q Q,)\‘ \00-3 % @
S ) =
GLR T q§§§§§$®®
N oSS Qg
kco SEIESS55588%09¢
IR § 3 £
¥y S es SS<8 % a 2 B B
KEA dF TS $522%2%28% %% %
S O A O a = a o @ 2,
KUP/HAK/KT §&EA £8898238322%2%°
B e T <8 $238383%8%°
JF S8g83°7 Lz
Shaker LU Z 3;2 %
U THKT x =

FIGURE 9 | Dendrogramme représentant la diversité des protéines de transport impliquées
(supposées et avérées) dans les flux de potassium chez Solanum lycopersicum. Les séquences ont

été alignées selon la procédure ClustalW (R package msa) et l'inférence obtenue par la méthode
‘Neighbour joining' (R package Biostrings).



valeurs Brix (% de sucres insolubles). La production de fruits est également réduite et les
fruits sont de plus petits calibres (Woldemariam et al. 2018).

Contrairement a la carence en azote, la chlorose liée a la carence en potassium est
irréversible, méme si le potassium est administré en cours de culture. Pour prévenir ce
désordre physiologique, il convient donc d'assurer une fertilisation equilibrée. Il peut s'agir
d'apporter un correctif & base de potassium (chlorure ou sulfate de potassium) et éviter les

exces de calcium et de magnesium.

1.2. Métabolisme du potassium chez la tomate

1.2.a Structure et fonctions des transporteurs et canaux potassiques

Le potassium est réparti de maniere hétérogéne dans la plante. Alors que la concentration
cytoplasmique en K* reste trés stable (~ 100mM), la concentration vacuolaire est plus
variable : entre 10mM et 200mM selon la disponibilité en potassium et le type de tissus
(Wang and Wu 2013). En comparaison aux concentrations cellulaires en K*, la concentration
en potassium de la rhizosphere est beaucoup plus faible, typiquement entre 0.1 et 1mM
(Maathuis 2009). C'est grace a un systeme de protéines de transports spécialisés que les
plantes absorbent et redistribuent le potassium dans tous ses tissus.

On distingue deux grands types de systéemes de transport selon le sens de diffusion de
I’élément transporté et les mécanismes permettant son passage d’un compartiment a I’autre.
D'une part, les canaux ioniques qui permettent un transport passif des ions, c¢’est-a-dire dans le
sens du gradient électrochimique. Ils se caractérisent par la présence d’un pore qui, lorsqu’il
est ouvert, laisse passer les ions sans changement de conformation supplémentaire. D'autre
part, les transporteurs d'ions qui se différencient des canaux ioniques par le fait qu'ils
changent de conformation a chaque fois qu’ils laissent passer un substrat. On peut ensuite
classer les transporteurs en plusieurs catégories : (1) Les transporteurs uniports qui ne
transportent qu'un seul ion sans consommation d'énergie (utilisation du gradient
électrochimique), (2) les pompes ioniques (ou transporteurs primaires) qui transportent leurs
ions contre le gradient électrochimique grace a 1’énergie issue de I’hydrolyse d'un substrat
énergétique tel que I'ATP, (3) les co-transporteurs (ou transporteurs secondaires) qui
transportent des ions contre le gradient électrochimique grace au couplage avec le transport
d’un autre ion (dans son propre gradient). Selon le fait que les deux ions sont transportés dans

le méme sens ou le sens oppose, on parle de symport ou antiport.
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FIGURE 10 | Cinétique d'absorption du rubidium chez Arabidopsis thaliana cv. 'Col-0" (ligne
noire) ainsi que des transporteurs AtHAKS5 (ligne rouge) et AtAKT1 (ligne bleue)
individuellement. La ligne verte représente la cinétique d'absorption combinée des transporteurs
AtHAKS et AtAKT1. L'ensemble des données utilisées pour ce graphique ont été obtenues en
calculant les paramétres enzymatiques Km et Vmax pour I'absorption de rubidium radiomarqué (®°Rb*,
utilisé comme biomarqueur du potassium) sur des plantes wild-type (Col-0) et des mutants knock-
down aktl, hak5 et aktl-hak5 (Gierth and Maser 2007).

TABLEAU 3 | Synthése des connaissances sur les complexes CBL-CIPK impliqués dans la
réponse au déficit en K* chez Arabidopsis thaliana.

CBL CIPK Cible Réponse Référence
CBL1/9 CIPK23 AKT1 Augmentation de I'activité de AKT1 (Xu et al. 2006)

CBL4 CIPK6 AKT2 Augmentation de l'activité de AKT2 (Held et al. 2011)

CBLs CIPKs PP2Cs Levée de l'augmentation de l'activité de AKT1 (Lan et al. 2011)
CBL10  Aucun* AKT1 Module négativement I'activité de AKT1 (Ren et al. 2013)

Régulation de la translocation ou de la translocation du K*

CBL3 CIPK9 Inconnu (Liu et al. 2013)

entre les racines et les parties végétatives.

CBL1 CIPK23 HAK5 Augmentation de I'affinité de HAKS5 pour le K* (Ragel et al. 2015)

*Interaction directe



Les genes codants des transporteurs de K™ se répartissent en 6 familles décrites
succinctement ci-dessous (pour revue détaillée voir Genies (2017):

* Les canaux potassiques Shaker — 9 genes chez Arabidopsis et 16 chez la tomate : 1l s'agit
de canaux de type sélectif dont I'ouverture est activée lorsque le potentiel membranaire est
plus négatif que le potentiel d’équilibre du K*. Ils sont subdivisés en 2 groupes en fonction de
leurs capacités de rectification du potentiel membranaire : entrant chez les KIRC (K" Inward-
Rectifying Channels) et sortant chez les KORC (K" Outward Rectifying Channels).

* Les canaux TPK (Tandem Pore K* channel) — 5 génes chez Arabidopsis et 6 chez la
tomate : Leurs ouvertures, indépendantes du voltage, sont controlées par le Ca;" et le pH.

* Les canaux NSCC (Non-Selective Cation Channels) — 40 génes chez Arabidopsis et 35
chez la tomate : Ces protéines sont des canaux de types non sélectifs dont I'ouverture est
contr6lée par des ligands. On les subdivise en deux sous-familles : les CNGC (Cyclic-
nucleotide Gated Channels) et les GLR (Glutamate-Like Receptors) dont l'ouverture est
respectivement activée par des nucléotides cycliques ou des acides aminés.

* Les transporteurs KUP/HAK/KT (K™ transporter / high-affinity K*/ K* uptake) — 13 génes
chez Arabidopsis et 21 chez la tomate : Agissant probablement comme symporteur K*/H*, les
membres de cette famille sont tous impliqués dans I'absorption ou le transport de K.

* Les transporteurs TrK/HKT (Transporters K*/ High-affinity K™ Transporters) — 1 géne
chez Arabidopsis et 2 chez la tomate : Les membres de cette famille de transporteurs peuvent
agir comme uniport Na* ou symport K*/Na*.

* Les transporteurs CPA (Cation/Proton Antiporter) — 44 génes chez Arabidopsis et 32 chez
la tomate : Large famille composée d'antiports de cations monovalents (Na*/H* et K*/H"), elle
est subdivisée en 3 groupes : les KEA (K™ Efflux Antiporter), les NHX (Na*/H* Antiporter) et
les CHX (Cation/H* Antiporter).

Un arbre phylogénique représentant I'ensemble des transporteurs de potassium chez la tomate

est présenté en figure 9.

1.1.b. Absorption et transport du K* dans la plante

Les voies d'absorption et de transport K™ n'ont été que peu abordées chez la tomate
contrairement a l'espece modéle Arabidopsis thaliana. Je me baserai donc sur ces deux
especes (dont les génes seront désignés respectivement par les acronymes Sl et At) pour

décrire de maniere plus exhaustive les systéemes d'absorption et de transport du potassium.






Le potassium (et également la plupart des ions) présente une cinétique d’absorption
composée de deux systémes dépendants de la concentration de 1’ion. Lorsque la concentration
de I’ion dans le milieu est élevée (de ’ordre du mM), c’est le systéme dit basse-affinité qui
fonctionne parfois avec une cinétique quasi linéaire en fonction de la concentration en ion ou
qui suit une cinétique de Michaelis-Menten avec un K,, relativement élevé (comme c’est le
cas de K*). A l’opposé, le systtme dit haute-affinité est actif pour des concentrations
relativement faibles (de I’ordre du uM voire de la centaine de uM) et suit une cinétique de
type Michaelis-Menten avec un petit Km (figure 10). Chez Arabidopsis, I'absorption du K*
au niveau des racines est réalisée principalement (84%) par le canal Shaker AtAKT1 et le
symporteur H/K* AtHAKS5 (Gierth and Méaser 2007). Notons que ces protéines présentent des
orthologues chez la tomate, respectivement SILKT1 et SIHAKS5. (Nieves-Cordones et al.
2016). Quand [K*]ex: est tres faible (< 10 uM), AtHAKS est le seul transporteur impliqué dans
I'absorption du K*. Lorsque [K*]ext > 10 uM, le potentiel de membrane devient plus négatif
que le potentiel d’équilibre de I’ion K* ce qui permet le fonctionnement de AtAKT1. Enfin,
lorsque [K*]ext > 500 uM, l'activité de AtHAKS est réprimée alors que celle de AtAKT1
devient importante et prédominante. Il a également été récemment décrit que AtKUP7
contribuerait également a I'absorption du potassium en condition de déficit en K* (Han et al.
2016). Il semblerait qu'il existe un autre systeme encore non identifié impliqué dans
I'absorption du potassium pour des concentrations élevées (> 1mM) (Rubio et al. 2010).
Notons enfin la description récente du role de SIHAK10 dans l'absorption de K* via le
systeme mycorhizien (Liu et al. 2019). Spécifiquement exprimé dans les cellules contenant un
arbuscule endomycorhizien, il serait impliqué dans la translocation du K" entre les deux
organismes.

Apres avoir traversé les cellules de I'épiderme, le K* traverse les cellules du cortex jusqu'a
la stele. Ce cheminement s'opere par deux voies complémentaires, la voie apoplastique
(continuum des espaces extracellulaires) ou la voie symplasmique (a travers les cytoplasmes
interconnectés par les plasmodesmes). Notons qu'en dehors des régions apicales, la
subérisation de l'endoderme (cadre de Caspary) rend obligatoire le franchissement des
membranes cellulaires par la voie symplasmique. Le chargement du xyleme est assuré
essentiellement (plus de 50%) par le canal Shaker AtSKOR (orthologue chez la tomate :
SISKOR) (Gaymard et al. 1998). Le canal AtKUP7 aurait également la méme fonction, mais
son importance serait moindre (Han et al. 2016).

Aprés étre transloqué dans le xyléme, le K* ne circule pas de maniere unidirectionnelle.

Une partie du K* recircule des parties végétatives jusqu'aux racines a partir du phloéme. La
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FIGURE 11 | Représentation du systéme d'absorption et de transport du potassium dans la
plante.



translocation du K* dans le phloeme est réalisées par divers transporteurs dont AtKATL,
AtKAT2 et AtAKT2/3 (Lacombe et al. 2000). Cette recirculation permet une régulation de
I'absorption du K* au niveau des racines en fonction de son niveau dans les parties
végétatives. Elle a également un rdle important dans le transport dans le xyléeme du NO3z™ (voir
partie 2.e.), et permet également de redistribuer le K* des organes sénescents a ceux en
développement. Ce phénomeéne est relativement important puisqu'il a été estimé que 90% du
K™ exporté des racines aux organes végétatifs via le xyléme est réexporté via le phloéme aux
racines (Hell and Mendel 2010) (figure 11).

Les mouvements intracellulaires de K* entre le cytoplasme et les vacuoles ont plusieurs
fonctions comme la séquestration de K* ou le contrle osmotique de I'ouverture/fermeture
stomatique. La séquestration de K* permet non seulement de contréler I'homéostasie, mais
également de permettre a la plante de stocker du potassium. C'est donc un mécanisme
essentiel dans la tolérance au manque en potassium. Les protéines impliquées dans ces
mécanismes appartiennent a la famille des NHXs. Ces protéines sont des antiports K*/H"
mais peuvent également fonctionner comme des antiports Na‘*/H*. Elles jouent donc
également un réle dans la détoxification du sodium (Hanana et al. 2009). Chez Arabidopsis,
quatre de ces protéines sont exprimées dans le tonoplaste (AtNHX1-4) avec une contribution
plus importante des transporteurs AtNHX1 et AtNHX2 pour la translocation des ions Na* et
K* (Bassil et al. 2019). Les travaux de Galvez et al. (2012) chez la tomate concordent avec ce
systeme. Leurs travaux indiquent que, en condition de stress salin, l'espéce tolérante S.
pimpinellifolium présente une expression plus importante de SINHX3 et SINHX4
(respectivement orthologues de AtNHX1 et AtNHX2) par rapport a un cultivar sensible
(Galvez et al. 2012).

L'ouverture/fermeture stomatique par le mouvement des cellules de garde est régulée par
des modifications osmotiques. L'influx de K* dans les cellules de garde (ouverture) est
effectué par les complexes AtKAT1 et AtKAT2 (Lebaudy et al. 2010) ainsi que l'antiport
Ca?*/H* AtCHX20 (Padmanaban et al. 2007). L'efflux de K* est accompli essentiellement par
un canal a rectification sortante appelé AtGORK. Il est activé par la sortie d'anions de la
cellule de garde, c’est-a-dire la dépolarisation et son activation a pour effet une perte d'eau et

la fermeture des stomates (Hosy et al. 2003).
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1.1.c. Senseurs et voies de régulation

Si les conséquences phénotypiques dues au stress lié au déficit en K* (ci-aprés désigné
'stress K™) apparaissent apres plusieurs jours, la perception de la privation par la plante est
beaucoup plus rapide. Le premier événement détectable chez Arabidopsis est une
hyperpolarisation du potentiel membranaire des cellules racinaires. Elle parait quelques
minutes apres la privation en K* (Maathuis et Sanders, 1993). Le méme phénomeéne a été
décrit plus tard chez la tomate (Nieves-Cordones et al. 2008).

Un pic de production de ROS est détecté 6h (24h chez la tomate) apres la privation en K*

dans les cellules de I'épiderme de la zone d'élongation, ainsi que dans les cellules
méristématiques de I'apex racinaire (Shin et al. 2005 ; Hernandez et al. 2012). Elle serait due a
I'activité de plusieurs oxydoréductases, dont la NADPH oxydases AtRHD?2 et la peroxydase
AtRCI3 (Kim et al. 2010). L'accumulation de O2" et H202 qui en résulte régule I'expression de
plusieurs genes dont le transporteur de haute affinité AtHAKT5 (augmentation de la
transcription) (Kim et al. 2010).
En parallele a I'accumulation de ROS, sont détectés des changements dans la concentration
cytoplasmique en Ca?*. 1l est bien connu que la signalisation calcique intracellulaire joue un
role crucial pour plusieurs voies de transduction en réponse a des stress abiotiques. La
signature calcique observée chez Arabidopsis aprés privation en K* a été récemment décrite :
elle est composée de deux signaux Ca?* successifs ayant des patterns spatio-temporels
spécifiques (Behera et al. 2017). Elle entraine I'activation de complexes CBL-CIPK connus
pour réguler par phosphorylation de nombreuses protéines cibles.

La signalisation associée au déficit en K implique également de nombreuses
phytohormones telles que I'éthyléne, I'acide jasmonique et l'auxine qui sont trés souvent cités
dans la littérature. Dans les racines d'Arabidopsis, c'est apres 6 a 30h de privation en K* que la
transcription de génes liés a des voies de biosynthéses d'éthyléne est augmentée. Il en résulte
une production d'éthyléne deux fois supérieure par rapport au contrdle (Shin and Schachtman
2004). Kim et al. (2012) ont ensuite démontré I'importance de I'éthyléne dans I'élongation
racinaire et I'expression de AtHAKS5S (notamment via le facteur de transcription de type ERF
AtRAP2.11), ce qui suggere que I'éthyléne agirait comme un régulateur de la production de
ROS.

Le déficit en K* impacte également la concentration et la distribution en auxine dans les
racines. Il a en effet été montré que le déficit en K™ réduit la concentration racinaire en acide

indole 3-acétique (AIA) chez Arabidopsis (Shin et al. 2007). De plus, la carence en K*
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perturbe le transport de l'auxine dans les racines, ce qui entraine une distribution erratique de
cette phytohormone (accumulation au niveau des cellules du cylindre central situé dans I'apex
racinaire (Vicente-Agullo et al. 2004). Plusieurs auteurs ont ensuite montré que l'interaction
entre I'auxine et la signalisation liée au déficit K* implique des transporteurs potassiques.

En effet, I'expression de canal AtTHR1/AtKUP4 facilite les flux d'auxines dans les racines et
régule ainsi le développement des racines latérales. Le mutant perte de fonction thrl se
distingue notamment par une distribution aberrante du transporteur d'auxine AtPIN1 et un
blocage des flux d'auxines au niveau de l'apex racinaire (Dolan 2013). Le mécanisme par
lequel AtTHR1/AtKUP4 et AtPIN1 est toutefois encore inconnu. Inversement, le niveau
d'auxine module positivement I'expression de plusieurs canaux potassiques tel que AtKAT1 et
AtKAT?2 (Philippar et al. 2004). L'ensemble de ces résultats suggere que c'est le maintien des
flux d'auxines lors du déficit en K* qui serait associé a une tolérance. Zhao et al. (2018), par la
comparaison du transcriptome de deux cultivars de tomate sensible et tolérant au déficit en
K™, ont ainsi pu mettre en évidence des différences dans la transcription de génes liés a la
biosynthése et au transport de l'auxine. Plusieurs transporteurs d'auxine de type PIN (SIPIN2,
SIPINS et SIPIN10) sont exprimes de maniere plus importante chez le cultivar tolérant. Les
auteurs suggéerent que c'est I'expression de ces transporteurs qui serait a l'origine de la plus
forte accumulation d'auxine chez le cultivar tolérant ainsi que d'un ratio AlA/cytokinine plus
élevé (modification de I'architecture racinaire).

La concentration en cytokinine (CK) est également réduite lors du déficit en potassium.
Chez Arabidopsis, un mutants perte de fonction pour des récepteurs de CK (ahk2/ahk3) a
perdu plusieurs caractéristiques de la signalisation liée au stress K* tel que I'accumulation de
ROS et l'augmentation de la croissance des poils absorbants. De méme un mutant CK-
déficient  (iptl,3,5,7, présentant plusieurs mutations de plusieurs ATP/ADP
isopentenyltransferases impliquées dans la biosynthese de plusieurs formes de CK) accumule
plus de ROS et exprime de maniére plus importante le transporteur de haute affinité AtHAKS5
(Nam et al. 2012). Les résultats de cette étude suggérent donc que la réduction des cytokinines
lors du stress K* stimule I'accumulation de ROS, la croissance des poils absorbants et
I'expression de AtHAKS. Ces ajustements du cross-talk hormonal lors du stress K* participent
donc a la modification de I'architecture racinaire pour améliorer I'efficience d'absorption du
potassium.

Enfin, citons une probable voie de signalisation lié au stress K™ impliquant le métabolisme
des sucres. Plusieurs études ont suggéré que les sucres solubles pouvaient étre impliqués

indirectement dans la production de ROS via la formation de NADPH (produit de la phase
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oxydative de la voie des pentoses phosphates (Couée et al. 2006)). Ils auraient également un
autre réle dans la régulation du stress oxydatif via la détoxification du radical hydroxyle
(Matros et al. 2015). L'existence d'une telle voie de signalisation chez la tomate est suggérée
par les résultats de I'étude de transcriptomique de Zhao et al. (2018) (voir plus haut pour plus
de détails). Les auteurs de ce travail ont ainsi identifié plusieurs génes liés au transport des
sucres solubles dont I'expression était plus importante chez le cultivar tolérant en condition de
stress K*. Ces genes appartiennent aux familles de transporteurs SWEET et SLC (SoLute
Carrier), tous deux impliqués dans la translocation de sucres solubles des organes sources aux
organes puits (donc aux racines). Les auteurs suggérent que I'augmentation de I'allocation de
sucres solubles aux racines lors du stress K* participerait a la modification de I'architecture
racinaire indirectement en favorisant I'accumulation de ROS, et de maniére directe en
augmentant I'allocation de photo-assimilas aux racines. Des résultats similaires ont également
été observés au niveau du péricarpe des fruits de raisin ou I'expression des protéines
impliquées dans le transport du potassium et des sucres étaient fortement corrélés (Coetzee et
al. 2019).

1.1.d. Reégulation transcriptionnelle et post-traductionnelle des transporteurs de
K+

La régulation transcriptionnelle des transporteurs de K* est un mécanisme majeur dans le
mécanisme de tolérance au déficit en K*. Par exemple, il a été décrit chez la tomate qu'une
hyperpolarisation de la membrane entrainait une accumulation du transcrit du géne SIHAKS
(Nieves-Cordones et al. 2008). La question ici est de savoir comment les signalisations ROS,
éthylene et autres voies hormonales sont liées a I'accumulation de transcrit HAK5. Une
premiere réponse a été apportée en utilisant des lignées de type 'activation tagging' qui a
montré que le facteur de transcription RAP2.11 pouvait se fixer sur une séquence promotrice
(sur un élément GC-box) de AtHACKS5 et activer sa transcription (Kim et al. 2012). Avec la
méme technique, 4 autres facteurs de transcription augmentant la transcription de AtHAK5
ont été décrits : DDF2, JLO, TF_lIA, et bHLH121 (Hong et al. 2013). Plus recemment, le role
crucial du facteur de transcription AtARF2 en tant que répresseur de AtHAKS a été mis en
évidence. Lorsque le niveau en K n'est pas limitant, AtARF2 peut se fixer sur les éléments
AUXRE de la séquence promotrice de AtHAKS5 ce qui inhibe sa transcription. En condition de
stress K*, AtARF2 est phosphorylée ce qui léve sa capacité a se fixer sur AtHAK5 (Zhao et al.
2016). Notons que la transcription de HAK5 ne s'accompagne pas nécessairement d'une
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absorption de haute affinité du potassium. En effet Rubio et al. (2014) ont montré que chez
Arabidopsis et la tomate, la privation en azote (NO3’) et en phosphore (Pi) augmentait le
niveau d'expression de HAKS5, mais sans affecter I'absorption du K*. Lorsque les traitements -
NOs et -Pi étaient appliqués en méme temps que la privation en K, le niveau de transcription
de HAKSG5 et I'absorption du K* étaient similaires a un simple traitement -K*. Contrairement a
AtHAKS, la transcription du géne AtAKT1 est constitutive et n'est donc pas affectée par le
statut en potassium (Lagarde et al. 1996). La régulation de AtAKT1 est en fait de nature post-
traductionnelle.

La régulation post-traductionnelle est aussi un levier majeur de régulation des transporteurs
de K*. Le premier exemple décrit est I'activation par la privation en K* de AtCBL1-9 qui va
ensuite recruter la kinase AtCIPK23. Ce complexe va phosphoryler le canal AtAKT1 ce qui
permet d'augmenter l'influx de K* (Xu et al. 2006). Par la suite, plusieurs autres CBLS
interagissant avec des CIPKs impliqués dans la réponse au stress K* ont pu étre identifiés
(tableau 3). Arabidopsis compte au total 10 CBLs et 26 CIPKSs ; la tomate 13 CBLs et 23
CIPKs (Zhang et al. 2014).

Notons que certains complexes CBL/CIPK (AtCIPK6, AtCIPK16 et AtCIPK23) peuvent
interagir avec des phosphatases de type PP2Cs. Ces derniéres se lient, sur le domaine kinase
des CIPK afin de désactiver indirectement AtAKT1 en inhibant sa phosphorylation. 1l a
également été décrit que certains CBL interagissent avec les PP2C et inhibent leur activité, ce
qui améliore I'activation de I'AtAKT1 induite par la CIPK (Lan et al. 2011). Ces mécanismes
permettent une régulation trés fine de I'activité de AKT1. AtHAKS peut subir un autre pattern
de phosphorylation par un complexe formé par une Raf-like MAPKK appelée AtLK1 et une
calmoduline-like (AtCML9) ce qui favorise son accumulation au niveau de la membrane
(Brauer et al. 2016).

Hormis les mécanismes de phosphorylation/déphosphorylations, I'activité de AKTL1 est
régulée par des interactions avec d'autres sous-unités. Ainsi, dans sa forme hétérotétramérique
avec la sous-unité régulatrice AtKC1, l'activation de AtAKT1 nécessite un potentiel
membranaire plus négatif (de -70 mV) que sa forme homotétramérique (Geiger et al. 2009).
De plus, AtKC1 interagit avec des protéines SNARE : AtSYPA21 dont l'interaction a un
impact activateur sur AtAKT1/AtKC1l (Honsbein et al. 2009), et AtVAMP721 dont
I'interaction est inhibitrice (Zhang et al. 2015).
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1.1.e. Cross-talk entre les voies d'acquisition du potassium et du nitrate

La suggestion d'un couplage entre I'acquisition du nitrate (NOz") et celle du potassium
remonte aux années 60. Elle s'est concrétisée par le modele de Dijkshoorn-Ben Zioni
(Dijkshoorn et al. 1968) qui décrit le transport couplé du K* et du NOs™. Selon ce modeéle, ces
deux nutriments sont co-transportés dans le xyléme en interagissant comme contre-ion. Une
fois dans les parties végétatives, NO3z™ est réduit puis assimilé en acides aminés. Cette
synthese s‘accompagne d'une formation d'acides organiques pour détoxifier le groupe OH"
libéré par la réduction de NO2™ en NHa. Ces acides organiques, principalement du malate, sont
renvoyés aux racines par le phloéme toujours grace au K* en contre-ion pour y étre
décarboxylés. Les ions HCO3  sont finalement échangés contre de nouveaux NOs. La
recirculation du K* sert ainsi de signal régulant a la fois I'absorption du K* et celle du NOs’
(Coskun et al. 2017).

Les composants communs aux voies de régulation de l'acquisition et la translocation du
NOs et du K" ont été identifiés plus récemment. Il a pu ainsi pu étre montré que le complexe
AtCBL1/9-AtCIPK23 n'active pas seulement l'import de K via AtAKT1, mais régule
également le transporteur AtNRT1.1/AtCHL1. Cette phosphorylation a pour effet d'augmenter
I'affinité de AtNRT1.1/AtCHL1 pour le NOs™ et augmente donc son acquisition au niveau des
racines (Ho et al. 2009). Un autre exemple de la co-régulation du transport du K* et du NO3
est le transporteur de NOs™ AtNRT1.5. Le mutant perte de fonction (nrtl.5) présente une
concentration en K* dans le xyleme anormalement faible lorsqu'il est cultivé en condition de
déficit en NOs™ (Lin et al. 2008). Ce transporteur serait donc impliqué dans la translocation du
K* par un mécanisme encore non élucidé. Notons que cette méme étude a montré une
augmentation simultanée de la transcription de AtNRT1.5 et AtSKOR.

Un exemple concret du cross-talk pour I'acquisition de ces deux ions chez la tomate est
I'interconnexion de leurs voies de régulation. Zhao et al. (2018) ont ainsi montré par une étude
de transcriptomique que le déficit en K* affecte également I'expression de plusieurs
transporteurs de NOs". Inversement, la privation en NOz™ entraine l'augmentation du canal
potassique SIHAKS5 (Rubio et al. 2014). Tous ces résultats suggérent que I'amélioration de
I'efficience de I'acquisition du potassium doit également prendre en compte d'autres

nutriments, en particulier le NOs".
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1.1.f. Amélioration de ’efficience d’utilisation/d’absorption du potassium

L’adaptation d’un génotype a une faible quantité de potassium peut étre quantifiée par sa
KUE (potassium use efficiency). Cette variable reflete la capacité d’une plante a absorber
et/ou utiliser le K* et est généralement calculée comme le ratio entre la teneur en potassium et
la biomasse. La variation de la KUE entre génotypes d’une méme espece peut étre tres
importante. Par exemple, Yang et al ont rapporté une variation de KUE 6 fois supérieure entre
les génotypes les plus contrastés (min-max) d’une core-colection de riz (n = 134 genotypes).
Des études similaires ont été menées chez la tomate, mais sur des nombres plus limités de
génotypes, et montrent une étendue de variation de KUE atteignant 162% (n = 9 ; Chen and
Gabelman 1995) et 124% (n = 5 ; Sdnchez-Rodriguez et al. 2010) entre les génotypes les plus
et les moins performants. Ces résultats confortent 1’existence d’un potentiel d’amélioration de
la KUE de la tomate.

Afin d'améliorer I'efficience d’absorption ou d'utilisation du potassium, plusieurs études
ont été menées pour identifier des QTLs associés a la réponse au déficit en potassium chez
Arabidopsis (Prinzenberg et al., 2010), le blé (Zhao et al., 2014) ou le riz (Fang et al., 2015).
Toutefois, tres peu de genes candidats ont pu étre proposes. Citons néanmoins le transporteur
OsHKT2;1 qui a récemment été identifié par GWAS (Hartley et al. 2019) comme QTL
majeur pour l'adaptation au déficit en potassium. Notons que deux de ses homologues chez la
tomate, SIHKT1.1 et SIHKT1.2 ont également été identifiés comme QTLs pour la teneur en
K* et Na* a partir d’analyses de liaison effectuées sur deux populations biparentales
constituées du croisement entre une accession de S. lycopersicum et deux accessions
d’espéces décrites comme tolérantes au stress salin : S. cheesmaniae et S. pimpinellifolium.
Ces protéines ne sont pas directement impliquées dans le transport du K™ car fonctionnant
comme uniporteur de Na® (Asins et al. 2013). Sunarpi et al. (2005) suggérent que la
translocation de Na* via AtHKT1 dépolariserait les cellules du parenchyme xylémien, ce qui
aurait comme effet d’activer les transporteurs d’efflux de K* impliqués dans le chargement du
xyléme.

Citons également plusieurs approches de transgénese ayant amélioré de maniere significative
I’efficience d’utilisation du potassium. Par exemple, la surexpression du transporteur de haute
affinité OsHAKS5 chez le riz augmente I’influx de K™ des racines aux parties aériennes et
augmente le ratio K*/Na* dans les feuilles. Au contraire, I’inactivation de OsHAKS5 présente
des effets opposés (Yang et al. 2014). Toujours chez le riz, la surexpression du transgéne

ApKUP3 provenant de Alternanthera philoxeroide augmente la vigueur des plantes
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transformées et I’accumulation de K* dans les feuilles (Song et al. 2014). Notons que la
surexpression de transporteurs de potassium n’est pas systématiquement associée a une
meilleure efficience d’absorption/utilisation du potassium. Par exemple, la surexpression de
AtCHX14 chez Arabidopis thaliana diminue sa tolérance au déficit en K*, alors que le
knockout de AtCHX14 augmente sa tolérance au stress potassique (Zhao et al. 2015). Notons
que les mémes auteurs ont précédemment montré que la surexpression et le I’inactivation de
AtCHX13 présente des effets opposés a ceux observés pour AtCHX14 (Zhao et al. 2008). Ces
résultats suggerent donc que les transporteurs de potassium sont une cible prometteuse pour
I’adaptation au déficit en potassium, et étayent également la nécessité de mieux comprendre

les mécanismes physiologiques associés a la tolérance au déficit en potassium.

2. Matériels et méthodes

2.1. Matériel végétal

La population GWAS est constituée de 140 génotypes de tomate de petits calibres. Cette
core-collection a été constituée de maniére a maximiser la diversité génétique existante et
minimiser les effets de structures (notamment générés par les accessions de gros calibres).
Parmi ces 140 accessions, 108 appartiennent a l'espéce S. lycopersicum var. cerasiforme et
proviennent d'origines variées, 11 sont rattachées a I'espéce S. pimpinellifolium et proviennent
principalement du Pérou et de I'Equateur et 21 accessions sont regroupées dans un groupe
mixte comprenant a la fois des cultivars de tomates cerises, ainsi que des génotypes
probablement issus d'hybridations entre les deux groupes précédents (génotypes en
admixture). La structuration de la population GWAS est présentée en figure 12.

2.2. Données génomiques

La totalité de la population GWAS a été génotypée en utilisant la puce 'SoICAP Tomato
Infinium Array' (http://solcap.msu.edu/). Cette puce comporte 8784 SNP dispersés sur la
totalite du génome, mais dont seulement 7663 ont passé les tests préliminaires de qualité (Sim
et al. 2012). Un dernier filtrage a été appliquée de maniere a éliminer les marqueurs présentant
trop de données manquantes (> 10%), et ceux présentant un MAF faible (> 0.05) pour
éliminer les variants rares. La matrice de génotypage qui en résulte est finalement constituée

de 6100 SNP. Les SNPs ont été renommés selon leurs localisations sur le génome de la
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TABLEAU 4 | Composition en macroéléments des solutions nutritives (en mmol.L?). Les
différences de compositions entre traitements sont mises en évidence par les zones grisées. EC :
Electro-conductivité (en mS.cm™)

Traitement témoin Traitement stress 1 Traitement stress 2
EC 3,01 2,95 2,95
NOz 6,45 6,45 6,45
NH4* 0,8 0,8 2,83
SO 3,5 3,5 3,5
CI 8,04 9,31 9,31
H.PO4 1,76 1,76 1,76
K* 10,07 2,03 0
Ca?* 4,08 4,08 4,08
Mg? 4,8 4,8 4,8

Na* 0 9,30 9,30




tomate (version SL2.50) ; par exemple S02_4560050 signifie que le SNP se situe sur le
chromosome 2 a la paire de bases 45600050.

2.3. Dispositif expérimental

L'expérimentation a eu lieu dans une serre du site expérimental de I'INRA d'Avignon
(Domaine Saint-Maurice, Monfavet, France). Les génotypes ont été semés le 08/03 dans un
substrat neutre (bouchon de laine de roche — @ 2,3cm) puis ont été transplantés dans des cubes
de laine de roche (10 x 10 x 6,5 cm). Le 17/04, les plantes ont été déposées dans la serre
expérimentale sur des pains de laine de roche (1m x 15cm x 7,5cm) a raison de 3 plantes par
pains de culture. La disposition des génotypes dans la serre d'essai est présentée en figure 13.
Les génotypes sont disposés en deux conditions de traitement : témoins (2 repétitions par
génotypes) et stressee (3 répétitions). La composition des solutions nutritives au cours de la
culture est présentée dans le tableau 4. Le stress potassique a débuté le 30/04 (solution
nutritive 'traitement stress 1'), puis a été ajusté le 27/05 avec une nouvelle solution (‘traitement
stress 2'). La fertirrigation s'est déclenchée de maniére automatique lorsque I'humidité
volumique des pains de roche était inférieure & 65%. La température de serre était contrdlée
de maniere a étre au minimum de 16°C (chauffage) et régulée négativement a partir de 25°C
grace systeme d'ouverture des lucarnes de la serre couplé a un voile d'ombrage puis au
blanchiment de la serre.

Les plantes ont été tuteurées jusqu'a atteindre une hauteur de 2.20 m et les bourgeons
axillaires ont été éliminés pendant I'intégralité de la période de croissance (sauf sur les plantes
a croissance déterminée (sp)). Enfin, un traitement a base de soufre a été appliqué les 07 et

12/06 pour lutter contre I'acariose bronzée (Aculops lycopersici).

2.4. Phénotypage

Plusieurs caractéeres morphologiques ont été notes : la date de floraison des bouquets 2 a 7
(B2-B7, en jours juliens); la hauteur, le diametre de plante et la longueur de feuille au B6 (cm)
. le nombre de fleurs et de fruits au B6. A maturité, plusieurs mesures ont été réalisées sur
fruits frais (B6) :

- Poids moyen (g)

19



b SISO TSTOTIOTY 097 (74 OISO OISO 0cc 00V TOIOTON | MoHoTOIN | 08y [00G | 7oWoTOlN | 7Ol 079 0 OISO OISO 008
5L 631 6eC 82 1IH (353 66 (243 [625] 6€9 122 661
8L YOIV 880621 8G1 [ LIRS 722 VIH 8IE 86€ 8Ly 855 869 8TZ 82ZLIH 861
7 /S 1€2 €6€IH 11€ 168 69T\ el P2i 75 88062LH 0N /€9 IIZ ¥8¢-g 161
3L SOV 1 10WH | oG1 95T 1201 XN [ olt 96 1227 ] 9€9 oTZ J2Z1H 961
L oGT CEC GTE S6E oLy S5 GE9 STz G6L
24 2607 1 [Sseal ¥S1 (4 6N 6EC OIH (253 Y6 YIETN fAal vIv ] 1AW IR 79 [222 (AL €6EIH V6L
24 €G1 (334 €IE €6 T T €59 TTZ €61
7L SHIOv 1 6EESLURD 251 [£34 165N y1C OH [453 6 [2:3 4] 789 [422 6EH 6L
17 1T %4 TTE 165 966N Al 257 155 6351V 1 (ARSI 1€9 T2 | V-Iglon 16L
0L Y88 IN SOIPHL 0S1 02 065N 261 OIH 0l€ 06€ 0Ly 055 059 01z 6E20lH 062
EY 6L 62 60E 68 697 [ 629 607 5oL
39 T7EIN 62V 1 [543 82 SR 251 OH 80€ 88 656 N Al 3% [ 8 B6EBIUCD EOIES0) | 829 807 (ARSI yiC OH 881
79 Tv) 12 708 785 5% T 729 707 781
0 YYLIN 20007 1 op1 174 LR 811 OH 90E 08¢ 99 [ o 929 0L 9L
9 i (74 GOE 3 BYLIN 6ZVL V1 [si2 o] S BIPHL SO 8 529 G0Z SLLXON 261 OlH G8L
v S6LIN €65V il v BN 90Z-WOWN 70E 78 7oy e 729 707 V8L
0 eh1 374 €0E €88 552 ] €29 €07 €8/
79 IFEIN SHCIV 2l [444 CBON 00Z-WOIN 20E 8¢ ZEIN STYLV 42 4] [ZIxal SULOIA] 229 201 RSN 251 O 281
79 Tl 74 10 18€ TV TS 129 T0Z 18/
0 S22 602V 1 [ 0| 7N ZGWOIN 00€ 08¢ 0% [ 0% 029 007 08Z
X 1GZCIN 6 6lC 662 (53 TN 83ELV 1 (552 [53] 2001V 1 ] 619 669 GLLXN 8l1 OlH 6L
X 11N gl | 812 IR 7ol 862 (753 [ssi2 3] 819 [ [
S 1€ 11T 162 1I€ ISy 755 719 769 11
% LITIN GI9V1 3 ol RSN [l 9%6C (253 €561 SEELV] 52 [0S €6SIV1 ] 919 969 PLLXN 90Z-WOTA 9L
] G Glg S6C GIE 512 TS G19 69 [
7S 658IN 0L92V 1 3 (%4 PR S01621d ¥6¢ VIE [i2 ¥ES 719 769 27
s €l | €le €6¢ €16 6SITIN 252 €65 SY2LV1 OUBED €19 €69 ELLXON 00Z-LOWN [
%5 769 I\ 6192v1 23 [454 0L N ¥82eSrd 262 [753 5 4] [%] 769 [273
15 £3 Ve V62 VI €ZELV] 15y £ 119 169 V1L
s YOEIN 20vev ] oEL_| 02 RS 9G58EvH 062 0/€ GOGT I 0CELV 1 9512 0%5 602V 1 904-Dd 019 069 ZLLXN ZGUWOIN 0L
52 6C 60C 65 69€ o | 55 609 659 69L
37 9661 Z6ECY 1 8C 80C (AR £2800vd 88C (3 i 825 809 889 89/
12 Jr 102 182 198 GELIN L0ELY Iy 135 LN | eweiugasieD | /09 789 REN [eev] 29/
52 666 I\ ozl 902 BOIER0) 18290V 98¢ 99 12 95 909 989 99/
b2 80EeY1 Sl EA g8 GoE S G5 S09 G89 6o/
12 BYLIN J0ESV ve [ v0c SO 8 88921 v8e [ voe OCIY I V€21V vy 2] G/ Seq KB | 09 789 OLLXoN [erev] v9L
52 € 0C 8 ¢ 342 2] €09 £89 €9L
42 ZEIN S0V 1 Z 202 SUIOJIA] [zl 52 298 442 [74] 209 289 29L
52 T 0C 8 19 JOLETIN 82211 T ] 0/92V1 2 Inleg 109 189 YOL-XON SoL62ld 19/
W ZHEIN 8/0271 0z 00Z. Wwneym 1621V 082 09€ (%2 [—0cs 6192V 1 009 089 09Z
% 6 661 6.2 65€ BEV 615 665 679 6G.
ES €66 I\ [ZZIal 38 861 B €59d 8T 85 £9099 Y0CLV] 532 815 BI9CV IPISSIED 865 819 013N ¥8eesrd 59
3 L 261 1z =3 L8y 21§ 165 L9 18/
% 6SL2IN EYSIV] 9 [ %61 OURFD 8L XN 9T 95 32 oIS 965 99 9GL
3 G G61 GIT GG 28IV G20V GEY 15 202V ZNeuden | 6eg GI9 1-C0L XN 9958 SG/
Ve SOGLIN ZHSIV] v [ v6L 20d0d /9011 vIZ ¥GE [ 7IS 65 V19 ¥GL
53 3 €61 €LT €6 (332 €15 €65 €19 €6/
23 SELIA 605V 1 4 26l __| SRIUGEsID 610113 [k 25€ LYWL 2620V 1 (432 (45 2662V 1 JOSED 265 219 265N £2390vd 5L
TE | 161 V1 1GE TEV 115 165 179 1G/
b3 OGLTIN 98IV 1 0 06l _|_eIeq A 600173 02 05 32 015 065 09 05
5C 60 681 6% 6ve 00ZV/AM 8vI0V1 627 605 Wwinid pad 685 699 16X 18/90vd 6vL
24 LOLEIN 2071 80 831 Z neg 200113 8%¢ 8YE [543 805 802V 1 885 899 8v.
T 20 /81 19 e 12y 705 185 799 Lyl
E4 £9099 28IV 0| 98l [ESICe] Y8 99 orE JBd P Y88 1N 42 905 20€2V 1 Tews AL pad| 985 999 06 XN 889¢v 1 2
5 S0 g8l S92 GvE oy 505 685 G99 GL
VC 2V YOvIV] 70 78l | _¢.NEudEen 8T ¥9C e vy ¥0G 78S %99 2
£C €01 €8l €9¢ £vE Socev N [¥42 €05 G602V eAYO €86 €99 63X 1dns eyl
74 90LEMA Teal 20 281 JOSRD V-LZLXeN 74 e 742 205 285 29 228
4 10 181 192 L7E [¥42 106 185 199 Vvl
X 00BN\ Al 00 081 N P OCL XN 0% OrE 16CIV] TYLIN (142 005 810cV1 Jseiduopy 085 099 88 XN Aod ObL
5 66 [ 65C 6e€ (52 667 6.5 659 6EL
3 JBd p] [aal 86 8] KB P 811X [ 8€€ 8y 867 815 859 8eL
7 16 1] 152 16€ £G6od G6LIN Iy 167 221V INNAewp | 2s6 259 98 XN IINOAST 161
] 2pidns Szl % 9/l EIVe) 9LL XN 9G¢ 9ge oly 9%V 9/G 959 9L
3 56 [} [ Gee Sy 567 G/ 659 [
[ NPAOH SEEIV] 6 vl JSEe|dUop SLLXON ¥5e ¥EE 821 XN ZYEIN vy 6y EVSLV1 ebnoiesue) | /G %59 S3 XN [\Zal VEL
E €6 [} [ €€ €ly £6% €15 €59 €EL
4 JINONS] oAl Z6 2/l AN\ ABLD ZLL-XON 252 268 cly 452 2/S ¢s9 r49A
7 16 VIL I LEE 290L-"%5 TR 152 167 ZYSLV] Joonz LS 169 78 XN Pl LEL
J 0ZvIv] 06 0z 2bnoissLeD ELLXON 05g 0g€ 0Ly 067 0.5 059 0gL
5 €26V 68 691 [22 62€ 607 687 695 679 6L
8 L7L0v] foueyuow 88 891 Jopnz ZLLXON 8z | 8¢ 610L-"% LSTTIN 80 887 60SLY1 ()esuep 895 89 L/JXON wniey 82
L 18 291 ¢ 128 L0y 187 /95 7v9 12
9 [ 20EV] 98 991 [QESIe] VLY T (73 907 987 995 o9 2
E] S8 9oL ST 23 600L-" L1220 S0 S8y 9821V LNSAS S99 S9 2LXN o) 7]
2 0|l LEZIV 8 oL L.NSAS OLL YO 7T [723 YOy v8y oG 9 vel
3 €8 €91 €T €2€ €0y [3:74 €96 €79 €zl
[4 o) 821 28 291 9821 YOL XN e 1723 200175 658N 207 287 ZLI0V1 S8Z1 296 29 PR o) 22l
3 ToIRION oI 18 1oL ToIRION TE1BION e 12e oI TeIRTON | oy 2 ToIRION TeIRIOW | oo 179 TEIRION TN | |27
L aub Z.aubn £ aubr 7 aubr G aubi| 9 aubr /. aubr] g aubr 6 aubn QL aubr]

FIGURE 13 | Plan de la serre de culture. Les plantes en condition témoin (vert) et stressées (rose)

tions respectivement.
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- Colorimétrie, mesurée avec un colorimétre (Minolta CR300, Konica). Les coordonnées de
I'espace chromatique (L*, a*, b*) sont données pour chaque mesure.

- pH (Crinson compact titrator).

- Indice réfractométrique (Brix) grace a un réfractometre digital (Palette PR 101, Atago). Cet
indice correspond a la teneur en solides solubles (exprimée en °Brix) qui est corrélée avec la
teneur en sucres réducteurs et acides organiques.

- Acidite titrable (AT) par dosage au NaOH/phénolphtaléine. Les mesures sont réalisées grace
a un titrateur automatique (Crinson compact titrator ; en mmol/kg).

- Les teneurs en minéraux sur fruits (Mg, Al, Si, P, S, Cl, K, Ca, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu,
Zn, As, Se, Br, Rb, Sr, Mo, Cd, Ba, Hg, Pb — en % de poids sec) ont été mesurées grace a un
spectromeétre de fluorescence X (S1 TITAN, Bruker). Les échantillons ont été préalablement
déshydratés 4 jours a 70°C, puis ont été réduits en poudre fine grace a un broyeur oscillant.
Les dosages XRF avaient préalablement été calibrés par corrélation avec des données de
dosages obtenues par ICP-MS (spectrométrie de masse a plasma induit) sur 35 lignées.

2.5. Analyses statistiques (hors association)

L'ensemble des analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel R (3.5.3). Les
données brutes ont été transformées en utilisant la méthode de Box-Cox pour se rapprocher
d'une distribution normale (annexe 1 et 2).

L'effet génotypique (G), environnemental (E) et I'interaction entre ces derniers (GXE) pour
chaque phénotype ont été testés par ANOVA selon le modele linéaire suivant : Y;; = u +
a; + f; +a;.p; + € ouY;; est la valeur phénotypique du génotype i en condition j ; u est
la moyenne de la population ; a; est I'effet fixe du génotype i ; f5; est I'effet fixe de la
condition j ; € est I'erreur résiduelle.

Les estimateurs des variances génétique (a2) et résiduelle («2) ont été calculées avec le
modele linéaire suivant : Y;; = pu+ a; + . L'héritabilité au sens large (H?) a ensuite été
calculé tel que : H? = a? / (aé + a2).

La plasticité phénotypique a été calculée tels que : Ay; = (Ski — Cki)/Cri avec Ay; la valeur
de la plasticité du génotype i pour le trait k, Si; la moyenne du génotype i pour le trait k en

condition stressée et Cy; la moyenne du génotype i pour le trait k en condition contrdle.
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2.6. Analyse d'associations

L'analyse GWAS sur les 6100 SNPs a été conduite grace au modele d'association MLMM
(Modeéle Linéaire Mixte Multi-locus) de Segura et al. (2012) sur les 6100 marqueurs SNP. Cet
algorithme repose sur une inclusion séquentielle des marqueurs les plus significatifs en
cofacteurs (effets fixes). La variance attribuée au fond génétique pour le trait considéré
diminue ainsi @ mesure que les marqueurs sont ajoutés au modele. La résolution des différents
modeles linéaires est effectuée grace au modele EMMA (Efficient Mixed-Model Association)
qui est un modeéle mixte complet, ¢’est-a-dire dont la variance polygénique est estimée pour
chaque SNP (Kang et al. 2010). Une description du fonctionnement de I'algorithme MLMM
est présentée ci-dessous :

(1) Initialisation du modele initial (Y = Wa + X + Zu + €) qui inclut comme effets
fixes uniquement I’intercept et éventuellement des covariables supplémentaires que

I'utilisateur peut spécifier (par exemple un indice de précocite).

Forward inclusion (étape 1 - i)

(2) a partir du modele précédent, une analyse EMMA sur tous les marqueurs est lancée a
partir des estimateurs de REML 6 et 67 du modele défini a I'étape i — 1.

(3) Le SNP le plus significatif x; est sélectionné (sur la base de sa p-value obtenue par un
F-test) et est ajouté au modele comme effet fixe (cofacteur) a I'étape i, soitY = XB + Zu + ¢

(4) Les étapes (2) et (3) sont répétées tant que la pseudo-héritabilité A2 n'est
approximativement pas proche de 0, soit :

h? = az/Var(Y) = @2/(62+62)~0

Backward elimination (étape 1 - 1)

(5) Le SNP le plus moins significatif x; est retiré des cofacteurs et la pseudo-
héritabilite est réestimée.

(6) L'étape (5) est répétée jusqu'a ce qu'il ne reste qu'un seul marqueur sélectionne.

Afin de ne pas surestimer les p-values des faibles associations du fait de la faible taille de
la population d'étude, le nombre maximal de cofacteurs autorisé a été fixé a 3. Pour chaque
association, l'inflation de la statistique de test est vérifiée visuellement grace a un diagramme
quantile-quantile (qg-plot) et le pourcentage de variation expliqué (PVE) est estimé.

La covariable modélisant I'apparentement cryptique entre les individus a été estimée avec

la fonction PCoA du package R 'Factominer' a partir de la matrice de génotypage. Seules les
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trois premieres composantes ont été utilisées dans le modéle. Pour chaque trait etudié, la
matrice PCoA est re-estimée en ne conservant que les individus pour lesquels la valeur
phénotypique associée n’est pas manquante (afin d’éviter une imputation des valeurs
phénotypiques manguantes). La variance expliqguée moyenne pour 1’ensemble des traits est
d’environ 39%. La matrice de Kinship est estimée grace via la méthode IBS (ldentity-By-
State) a partir des 6100 SNPs de la matrice de génotypage. Le seuil de significativité choisi
pour la détection de QTLs est de 10 A titre comparatif, le test de Bonferroni, décrit

unanimement comme trés stringent, renvoie un seuil de 10~ pour 6100 marqueurs).

2.7. Calcul des intervalles de confiances et identification des genes candidats

Les intervalles de confiance autour des QTLs ont été obtenus grace a un algorithme écrit
en Python développé en interne. Celui-ci est basé sur la décroissance du désequilibre de
liaison (DL) entre paires de marqueurs autour du variant causal. Un premier intervalle de 2Mb
autour du marqueur est d'abord défini, avant d'étre resserré en amont et aval jusqu'a ce que le
DL entre le marqueur causal et celui testé soit inférieur a un seuil fixé (DL non significatif).
Nous avons choisi la valeur r? = 0.28 comme seuil a partir duquel le déséquilibre de liaison
entre deux marqueurs n'est plus considéré comme significatif. Celle-ci correspond au 95°
percentile de la distribution des rz de 100,000 paires de locus choisis aléatoirement et
appartenant a des groupes de liaison différents. Les matrices de DL ont été estimées grace a
l'estimateur rys, une forme corrigée du r? intégrant I'effet de la structure et de la kinship
(Mangin et al. 2012).

L'analyse du polymorphisme génétique a été realisée grace a un script Python développé
par Frédérique Bitton. Il permet d'extraire les variants alléliques d'un set donné de génotypes
reséquenceés, et annote de maniere de maniere automatique I'effet des mutations selon qu’ils
sont en dehors des génes ou bien causent des mutations synonymes, non synonymes, un
décalage du cadre de lecture ou un codon stop. Les 15 génotypes utilisés pour la recherche de
variants sont : Cervil, Criollo, LA1420, PlovdivXXIVa, BGV005895, BGV006767,
BGV006779, BGV006931, BGV008036, BGV008096, BGV008219 BGV008221,
BGV012627, BGV013161 et BGV013945. Les données VCF (Variant Call Format) de ces
accessions sont disponibles sur le site https://solgenomics.net/. Un jeu de données de RNAseq
a également été utilisé pour identifier les génes candidats. Il correspond au transcriptome du
cultivar ‘Heinz 1706 pour différents organes : racines, feuilles, bourgeons, fleurs, fruit 1cm,

fruit 2cm, 'Immature green’, ‘Mature green’, 'Breaker’, 'Breaker' + 5/10 jours.
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TABLEAU 5 | Partition de la variation phénotypique totale pour les traits morphologiques et
qualitatifs. L’effet génotypique (G), traitement (T) et leurs interactions (GXT) sont exprimés en
pourcentage par rapport a la somme des carrés des écarts totale. X, o et H? correspondent
respectivement aux moyennes, écarts-types et héritabilités au sens large mesurées dans les conditions
controle (C) et stressé (S).

FIGURE 14 | Distribution des teneurs en éléments minéraux sur fruits en condition contréle (C)
et stressée (S). La ligne solide et hachurée renvoie respectivement a la moyenne et la médiane. Les
bornes de la barre d'erreur correspondent aux 10 et 90°¢ percentiles

Tl’ait fc (O_C) fS (0_5) G T G X T H2C HZS
Brix 7,08 (1,39) 7,82 (1,07) 63,53 7,68 17,00 83,13 75,76
Diam_B6 14,35 (2,35) 12,94 (2,20) 66,26 7,25 12,88™ 73,11 78,27
AT 121,21 (27,26) 108,91 (27,22) 48,92 5,16™ 14,90™ 49,59 46,76
Poids 13,67 (12,39) 9,66 (7,52) 82,60 3,00 5,72 92,71 87,47
Long_B6 39,53 (5,47) 37,76 (5,1) 75,24 2,21 13,09™ 84,50 83,43
pH 4,15 (0,18) 4,20 (0,21) 81,74 1,74 6,60™ 86,84 82,90
Col_b 22,89 (7,17) 24,63 (7,75) 80,73 1,32 2,60 84,32 81,78
Col_L 40,22 (4,41) 41,22 (4,93) 75,98 1,32 2,57 80,13 75,77
Col_a 21,42 (6,73) 22,79 (7,06) 82,10 1,15 2,66™ 85,65 82,72
NbFI_B6 11,18 (5,56) 12,35 (8,47) 64,58 0,28 12,85™ 44,35 69,30
NbFr_B6 10,51 (5,21) 11,27 (7,03) 64,35 0,12m 11,37 43,70 66,10
Haut B6 126,00 (26,36) 125,61 (25,11) 93,38 0,04" 3,18 95,50 93,51
Flo_B7 142,26 (5,35) 142,11 (5,43) 92,00 0,01" 3,16™ 93,34 91,60
Flo_B6 137,47 (5,81) 137,40 (5,56) 93,65 0,00" 3,09 94,81 94,57
Flo_B5 133,01 (5,09) 132,87 (4,97) 93,47 0,01" 3,16™ 96,32 93,54
Flo_B4 128,23 (4,54) 128,05 (4,51) 92,44™ 0,02"s 3,88™ 95,41 93,34
Flo_B3 123,28 (3,63) 123,18 (3,53) 93,62 0,01" 2,89™ 95,12 93,99
Flo_B2 118,23 (3,42) 118,19 (3,27) 92,50 0,00" 3,55™ 94,79 93,06
*p <0.05, p < 0.01, ™ p < 0.001, ns non-significatif
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3. Reésultats

3. 1. Effet du stress potassique et correélation entre les variables

La variation expliquée par I’effet génotype est prédominante pour ’ensemble des traits
(48,92% a 93,65%, toutes p-values < 0.001) (tableau 5). La variation expliquée par 1’effet
traitement varie de 0 a 7,68%. Les traits Brix, Dia_B6, AT et Poids sont les variables les plus
affectées par le stress potassique (> 3%, p-value < 0.001). Au contraire, les traits Flo_B2-B7,
Haut_B6 et NbFr_B6 ne varient pas de maniére significative en fonction du stress (> 0.15, p-
value > 0.05). L’effet de I’interaction entre génotype et traitement est également tres variable
selon les traits (3,85 a 17%, toutes p-values < 0.001). Cet effet est particulierement fort pour
les variables Brix, Diam_B6, AT, Long_B6 et NbFr_B6 (> 12%).

L héritabilité au sens large (H?) varie de 43,7 a 96,32% en condition contrdle, et de 46,76 a
94,57% en condition stressée ce qui confirme que ces traits sont largement expliqués par des
mécanismes génétiques. Les traits Flo_B2-Flo_B7, Haut_B6, Col_a, pH, Long_B6, Poids et
TTS montrent une H? particuliérement élevée (> 85%). Les héritabilités pour un méme trait
¢taient plus fortes en condition contréle qu’en condition de stress potassique, malgré le plus

faible nombre de répétitions, sauf pour les traits Diam_B6, NbFI_B6 et NbFrB6.

Les éléments minéraux aluminium (Al), silicium (Si), titane (Ti), vanadium (V), chrome (Cr),
nickel (Ni), arsenic (As), sélénium (Se), baryum (Ba), mercure (Hg) et plomb (Bp) n'ont pas
été détectés ou sont présents a I'état de traces ( < 0.001% de matiére séche). Ils n’ont donc pas
été analyses. L'effet du stress sur la teneur en minéraux est tres significatif pour toutes les
variables sauf pour le manganese (figure 14). Le stress potassique diminue la teneur moyenne
en minéraux sauf pour le chlore dont la teneur est plus importante en condition stressée qu'en
condition controle.

Des corrélations significatives entre les variables sont observables et révelent I’existence
de liens statistiques entre certains traits liés a la qualité du fruit, la morphologie de la plante,
ainsi que la teneur en minéraux (figure 15). On peut ainsi observer une forte corrélation
positive entre le poids et les teneurs en chlore (Cl ; r > 0.55), potassium (K ; r > 0.44) et en
brome (Br ; r > 0.47). Le pH et le brix sont quant a eux fortement négativement corrélés a ces
mémes traits (r > 0.4, tous traits confondus). On observe également une forte corrélation

positive entre les teneurs en Cl, K et Br. De maniére moins marquée, on peut observer une
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FIGURE 15 | Corrélogramme de I’ensemble des traits retenus pour I’analyse GWAS. L’intensité
de la couleur et la taille des cercles sont proportionnelles aux coefficients de corrélation. Les
corrélations présentant une p-value > 0.01 (non significatives) ne sont pas représentées.



corrélation positive entre la teneur en phosphore et celles en cuivre (Cu ; r > 0.29) et en zinc
(Zn; r > 0.31). Les moyennes de chaque trait dans les 2 conditions sont plus ou moins
fortement corrélées. Ces liens seront utilisés ultérieurement pour comprendre certaines

colocalisations de QTLs.

3. 2. Détection de QTL via le modéle MLMM

Le modele mixte multi-locus (MLMM) a permis d’identifier un total de 64 associations
significatives (p-value < 10™) pour ’ensemble des 17 traits étudiés sous les trois modalités
d'étude (figure 16 ; annexe 4). Parmi elles, 25 associations présentent une p-value inférieure
au seuil de Bonferroni (8.10°%). Les intervalles de confiance estimés pour ces QTLs sont en
moyenne de 0.245 Mbp, mais avec une grande variation.

22 QTLs ont été détectés en condition témoin et 20 en condition stressée. Parmi eux, 5
QTLs (Poids — S09_02210922; pH — S04_66307772 et S06_40541271; Brix - S09_03477979,
Potassium - S05_64816591) ont été détectées dans les deux conditions (QTLs constitutifs).
Enfin, 22 QTLs de plasticité, c’est-a-dire relié a la stabilité des traits phénotypiques entre les

deux conditions (A), ont pu étre mis en évidence.

3. 3. Colocalisations de QTLs et sélection de génes candidats

On observe une grande variation dans la taille des intervalles de confiance autour des
QTLs (de 3 kb a 1.88 Mb, pu = 0.245 Mbp) ainsi que du nombre de genes qui y sont localisés
(de 1 a 87 géenes). Le nombre de genes inconnus (non annoté) est également variable (0 a
47%, = 0.14). Parmi les génes candidats identifiés, citons les QTLs :

- [S06_40544466 — pH.C / pH.S] qui présente dans son intervalle de confiance le géne
candidat Solyc06g072910 codant un transporteur de type ‘Aluminum-activated malate
transporter’ (SIALMT9). Les transporteurs ALMT sont impliques dans le transport (influx ou
efflux) du malate et du citrate dans différents organes chez la tomate (Sasaki et al. 2016).
SIALMT?9 est spécifiqguement exprimé dans les bourgeons floraux et les fleurs (annexe 3).
Les travaux Ye et al. (2017) ont validé par clonage positionnel le géne SIALMT?9.

- [S09_ 03477979 — Brix.C / Brix.S] /dont l'intervalle de confiance de 7458 pb recouvre 2
genes codant tous deux pour des béta-fructofuranosidase : Solyc099g010080 (Lin5) et
Solyc09g010090 (Lin7). Ces enzymes sont des invertases pariétales impliquées dans le
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Les couleurs rouge, bleu et vert indiquent que le QTL a été identifié

FIGURE 16 | Vue d'ensemble des QTLs identifiés par le modéle MLMM. Les QTLs sont représentés

par les segments colorés.
respectivement en condition stressée, contréle et delta (plasticité phénotypique). Les segments noirs

représentent la position des 6100 SNP de la puce SolCAP sur les chromosomes.




clivage du sucrose en hexoses. Leurs profils d’expression montrent que ces enzymes sont
exprimées uniquement dans les bourgeons et les fleurs (annexe 3). Le réle de Lin5 dans la
variation du taux de sucres du fruit a été montré par clonage positionnel (Lipman et al, 2002)
et a été confirmé via interférence par ARN (Zanor et al. 2009).

- [S02_46763987— Poids.C / Poids.S]. Ce QTL correspond a un QTL déja décrit dans la
littérature sous le nom de Ic (locule number ; parfois nommé Icn2.1) et augmentant le nombre
de locules de 2 a 3-4. Ce QTL a récemment été cloné : il est associé a deux SNPS en aval du
gene  WUSHEL, un facteur de transcription a homéodomaines impliqué dans la
différenciation des cellules du méristeme (Murios et al. 2011).

- [S09_02210922 — Poids.C / Poids.D]. Ce QTL a également déja été détecté dans une
population biparentale de tomates a gros fruits (fw9 ; Brekke et al. 2019).

- [S12_00241878 — Fe.C] dont l'intervalle de confiance de 5807 pb comprend un unique
gene candidat Solyc12g005400 codant pour le canal CNGC18. Cette famille de protéines est
décrite pour étre des canaux non sélectifs de cations (Kaplan et al. 2007). Son profil
d’expression montre que ce canal est actif dans les tissus foliaires, les bourgeons et les fleurs.

- [S12_47510753 — K.C] qui présente dans son intervalle de confiance (1.8 Mb) un
transporteur de type MSF (Major facilitator superfamily), Solyc129038220, fortement
exprimé au niveau des racines (annexe 3). Notons qu'une protéine homologue chez
Arabidopsis, ZIFL2 (At3g43790), est impliquée dans l'influx de potassium au niveau des
racines (Remy et al. 2014) Deux autres QTL pour la teneur en potassium ont été détectées :
[S11 55958042 — K.C] et [SO5 64816591 — K.C/K.S]. Cependant, aucun gene candidat n'a

pu étre relié a ces deux associations.

On peut également noter la colocalisation de 6 QTL sur le chromosome 4 (66.16 — 66.39
Mb ; figure 17). Le marqueur S04 66307772 a été détecté a la fois pour les traits Brix.C,
pH.C et pH.S (QTL constitutif). Cette colocalisation s'explique la forte corrélation négative
entre ces deux variables. Un géne candidat intéressant pour le trait Brix a été identifié : il
s'agit d'une diphosphate fructose-6-phosphate 1-phosphotransferase (PFP) fortement exprimé
lors de la maturation du fruit (Annexe 2). Un autre gene candidat pour étre le géne
Solyc04g082700 codant pour un transporteur SLC (Solute carrier family) impliqué dans le
transport de glucose selon 1’annotation ITAG.2.4. Notons qu'un QTL de Brix a détecté a la
méme position dans une précédente expérimentation (Albert et al. 2016).

Les QTL [S04 66394819 — P.C] ou [S04 66273758 — Cu.D] peuvent potentiellement étre
expliqués par le géne Solyc04g082610 codant pour un canal de type non sélectif (SIGLR3.3).
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3. Analyse du polymorphisme allélique

L'analyse du polymorphisme (SNPs et indels) sur 15 accessions ne montre qu'aucun des 12
génes candidats sélectionnés n'est affecté par une mutation a effet fort (codon stop par
exemple) dans sa séquence codante (tableau 6). Sept genes candidats présentent des
mutations de type faux-sens localisées dans leurs exons (effet faible a modéré). Quatre génes
(Solyc039114110, Solyc03g119640, Solyc049082700, Solyc09g010080) présentent des
indels (insertions ou délétions) sans décalage du cadre de lecture. Une unique délétion avec
décalage du cadre de lecture a été détectée : Solyc09g010080 qui présente une délétion (-T)

dans son premier exon.

4. Discussion

4.1. Biais expérimentaux

La premiére solution nutritive utilisée pour la condition stressée n'a pas induit de
symptomes visibles de stress sur la culture aprés 4 semaines (pas de différences
phénologiques et morphologiques entre les deux modalités). L'analyse de la composition
minérale des feuilles sur certains génotypes pour les conditions témoin et stressée étayait
également ce constat. Pourtant, les effets de la teneur en potassium sur la hauteur de plante, le
diamétre de tige ou la biomasse totale ont déja été décrits plusieurs fois dans la littérature (EI-
Nemr et al. 2012 ; Shah et al. 2016). Pour accentuer le stress, nous avons donc choisi de
modifier la composition de la solution nutritive en retirant totalement la source de potassium.
De fait, les QTLs de plasticité détectés refletent a la fois la capacité de la plante a accumuler
le potassium avant le second stress (efficience d'absorption) ainsi que la capacité de
remobilisation de son pool de potassium (efficience d'utilisation).

Afin d'éviter un biais lié a un différentiel dans I'électro-conductivité de la solution nutritive
entre les deux modalités de culture, il a été choisi de compenser le KNOs et le HoKO4P par du
NaCl. Ce choix est critiquable si I'on se réfere a plusieurs études récentes qui suggerent que le
potassium peut étre partiellement suppléé par du sodium chez la tomate (Idowu et Aduayi
2007 ; Amjad et al. 2014). En effet, la fonction d'osmolyte du potassium dans les vacuoles

(90% du K total) peut étre remplie par d'autres cations tels que le Na*. Il est donc probable
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TABLEAU 6 | Distributions des polymorphismes (SNPs et indels) pour 11 génes candidats sur 15
accessions de la core-collection. Les régions 'up/down' (pour upstream/downstream) correspondent
aux régions situées 1 kb en aval du site d'initiation de la transcription et 1 kb en amont du terminateur
de la transcription.

Gene SNP Indel
UTR  up/down intronique  faux-sens. synonyme  non-frameshift frameshift

Solyc01g095770 5 5 2 1

Solyc02g083950 2 18 4 2

Solyc03g114110 8 24 24 3 5 2
Solyc03g119640 1 19 9 1 1 1
Solyc04g082610 1 14 9 2

Solyc04g082700 6 12 19 2 2 1
Solyc04g082880 7 1

Solyc05¢g053370 5 24 13 1

Solyc069g072910 3 8 1 1 2

Solyc09g010080 4 26 25 8 9 1 1
Solyc12g005400 11 44 6

Solyc12g038220 15 7 4




que I'ajout de sodium dans la solution nutritive de la condition stressée ait réduit l'intensité du
stress. Par ailleurs, I'ajout de NaCl dans la solution nutritive a entrainé un différentiel de 15%
de chlorure entre les modalités, expliquant la teneur moyenne en chlorure plus élevée pour la
condition stressée. Au-dela de cette expérimentation, la substitution partielle de Na* par du K*
peut se justifier d’un point de vue économique ; le NaCl étant a 20% du prix du KCI (Almeida
et al. 2010). Il serait donc intéressant de se pencher sur I'impact de telles solutions nutritives
sur la qualité de variétés de plus gros calibre pour extrapoler ces résultats.

Pour corriger le protocole expérimental, une application de la restriction en potassium des
le début de culture (au repiquage par exemple) aurait peut-étre permis d'éviter que les plantes
ne constituent une réserve de potassium remobilisable. Il faudrait également baisser
drastiquement la teneur en potassium de la solution nutritive de la condition stressée, par
exemple & 0.5 mmol.L? (contre 2.0 mmol.L? ici), comme pour les expérimentations de
Walker et al. (2000), ou plus récemment Zhao et al. (2018). Enfin, pour éviter l'effet de
I'interaction entre sodium et potassium, il faudrait que les teneurs en NaCl* soient identiques
entre les deux traitements. Ce choix implique toutefois une différence d'électro-conductivité
entre les deux traitements (pour cette expérimentation, I'EC passerait de 2.95 a 1.90 mS.cm™?),

et donc potentiellement d'un nouveau biais expérimental.

4.2. Effet d'un déficit en potassium sur les variables

Le stress potassique a impacté négativement les traits morphologiques liés a la vigueur de
plante (diamétre, hauteur et longueur de feuille). Ces effets concordent avec les
expérimentations ayant mesuré ces effets (EI-Nemr et al. 2012 ; Shah et al. 2016). Les
variables phénologiques (dates de floraison des bouquets 2 a 7) n’ont pas été impactées par le
stress. Il n’est pas possible de conclure sur 1’absence réelle d’effets du déficit en potassium
sur les dates de floraisons, car le second stress a débuté trop tard (131 génotypes avaient déja
été notés pour la date de floraison B6 lorsque le stress potassique ‘ajusté’ a €té mis en place).
Bien qu’un léger impact du stress sur la couleur de 1’épiderme du fruit ait été detecté, ces
données n’ont pas été analysées au niveau des QTL, car risquant d’étre trop biaisées (récolte
de fruits surmatures). L’impact du stress est également significatif sur les composantes de la
qualité (diminution du poids et de I’acidité (acidité titrable et augmentation du pH) et
augmentation de la teneur en sucres solubles). Ainsi, le ratio sucres/acides augmente
lorsqu’on applique un stress potassique, ce qui risque d’affecter négativement la saveur du

fruit (communication personnelle ; Mathilde Causse). La restriction en potassium a eu
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également un impact sur le ionome des fruits. On observe une baisse de la teneur moyenne
pour chaque minéral, hormis pour le chlore et le manganese. Du fait de la distribution
particuliere des teneurs en Mn (figure 14), et le niveau d’imprécision de la mesure par XRF
pour ce minéral (0,0005 % pour une distribution variant de 0 a 0,0018%), nous ne pouvons
pas tirer d’interprétations sur ces données.

Il est intéressant de noter que certaines variables sont fortement corrélées entre-elles. La
corrélation négative entre le poids et le taux de solides solubles peuvent étre expliqués
notamment par un effet de dilution (ration sucre/matiére fraiche), mais également 1’existence
de fortes liaisons génétiques entre QTLs distincts (Lecomte et al. 2004). Les corrélations
positives entre toutes les teneurs en macro-éléments (K, Cl , Ca) confortent I'nypothése de
I'existence de voies de régulations communes pour l'acquisition de ces macronutriments (Shin
2014). Au contraire, on constate I'absence de corrélation entre la teneur en potassium et celles
en micronutriments (Mn, Fe, Cu, Zn — exception faite pour le brome) malgré le fait que le
stress potassique ait impacté négativement leurs teneurs moyennes. On peut donc supposer
que ces variables sont plus affectées par les interactions de type Génotype x Environnement
que les macronutriments. La corrélation entre la teneur en Br et celles en K et Cl est
probablement attribuable au fait que 1’anion Br™ est un analogue du CI" et utilise probablement
les mémes voies de transport que ce dernier (Lobet et Dutzler 2006). Enfin d’autres
corrélations en éléments minéraux, comme celle entre la teneur en P et Zn, ont déja été decrit

dans la littérature chez la tomate (Orabi et al. 1982).

4.3. Analyse des QTLs identifiés

L'analyse GWAS conduite au cours de cette expérimentation a permis de détecter 64
associations pour 1’ensemble des 17 traits étudiés sous les trois modalités. Au total, 22 QTLS
de plasticité, c’est-a-dire relié a la stabilité des traits phénotypiques entre les deux conditions,
ont été détectées. Parmi eux, 5 QTLs (Poids — S09 02210922; pH — S04 66307772 et
S06_40541271; Brix - S09_03477979, Potassium - S05_64816591) ont été détectées dans les
deux conditions (QTLs constitutifs).

3 QTL pour la teneur en potassium des fruits ont été détectés (S12 47510753,
S11 55958042, SO5 64816591). On peut également noter la colocalisation de 6 QTL sur le
chromosome 4 (66.16 — 66.39 Mb ; figure 17).

Concernant les polymorphismes, aucune mutation a effets forts (mutation non-sens par

exemple) n'a été détectée. Globalement, les mutations a effets modérés restent également
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rares. Cela reste toutefois attendu car la majorité des polymorphismes s‘observent dans les
régions intergéniques (Causse et al. 2013). Il donc possible que les polymorphismes causaux
affectent la régulation de la transcription des genes candidats sans impacter leurs séquences
protéiques. C'est notamment le cas de SIALMT9 dont la différence de transcription est
expliquée par un indel de 3-bp dans sa région promotrice qui empéche sa régulation par un

facteur de transcription (Ye et al. 2017).

4.4. Perspectives d'améliorations pour I'analyse de donnees GWAS

Méme si le modéle MLMM a été concu pour réduire le taux de faux positifs et surtout
préciser la position des QTL, le facteur d'inflation génomique (A) de certaines associations est
élevé (pa exemple pour S10 01688643 - Zn.D, A = 0,000355181). De plus, lorsque le nombre
de marqueurs devient important (> 500.000 sur données imputées), le temps de calcul
nécessaire rend le modele presque inutilisable. On utilise dans ce cas des modéles single-
marker (par exemple EMMAX) qui présentent une puissance de détection plus faible. Un
autre probleme récurrent en génétique d'association est la détection des associations liées a
des variants rares. Les méthodes de GWAS classiques sont basées sur le précepte que la
variation phénotypique est expliquée par des variants communs. De fait, les marqueurs ayant
une MAF (Minor Allele Frequency) trés faible (par exemple < 0.05) sont éliminés de
I'analyse. Pourtant, les alléles rares peuvent étre a I'origine de la variation du phénotype étudié
(on peut citer un exemple récent chez la tomate pour le taux d'apocaroténoides chez la tomate
(Gao et al. 2019)). De plus, il est possible que des variants communs pour lesquels une
association a été identifiée soient en déséquilibre de liaison avec plusieurs variants rares
éloignés et responsables de 1’association. La faible variation phénotypique associée au variant
commun peut ainsi résulter de quelques variants rares qui expliquent une plus grande
variation phénotypique chez un faible nombre de génotypes. Ce phénoméne, connu sous le
nom d'association synthétique, est illustré en figure 18.

Une solution a ce probléme est d'étendre le test d'association aux blocs haplotypiques
plutdt qu'aux marqueurs individuels. Les analyses basées sur les haplotypes ont lI'avantage
d'étre facilement interprétables, car plus proches de la réalité biologique (au sens de la
transmission des parents de segments chromosomiques aux descendants). De plus, les
haplotypes permettent de mieux capturer l'information provenant du déséquilibre de liaisons
que de simples marqueurs. Cela est imputable a la prise en compte de I'hétérogéneite

allélique, c’est-a-dire au fait que plusieurs mutations dans un gene peuvent affecter de
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maniere similaire le phénotype étudié, ainsi que des potentiels effets épistatiques entre SNPs
proches, mais sur des locus différents. Ce type d'approche est particulierement adapté aux
tomates a petits fruits, car leurs déséquilibres de liaison s’étendent sur de grandes régions.
Enfin, les travaux de JianTao Zhao, doctorant au GAFL, suggérent que le modéle hapQTL
(Guan 2014) apporte un net gain de puissance dans la détection de nouveaux QTLs par

rapport aux modeles EMMAX et MLMM (communication personnelle).

4.5. Perspectives d'améliorations pour le phénotypage de la core-collection

Certains génotypes sont peu adaptés au systéeme de culture sol (notamment CR181 qui n'a
pas survécu). D'autres sont phénotypiquement trop différents du reste de la population, ce qui
entraine des biais statistiques pour certains traits. Citons notamment les accessions
déterminées (allele sp - CR064 et CRO77) dont la mise a fruits a moins été impactée par le
stress du fait de sa précocité. Au contraire, les accessions de type 'multiflora’ (inflorescences
indéterminées portants des centaines de fruits - CR275 et CR124) étaient trop tardives, par
conséquent les bouquets 6 et 7 n'ont pas été conservés. Il serait donc plus intéressant de
remplacer ces génotypes par d'autres accessions. La taille de la population est également
limitée, mais contrainte par la place en serre.

Les analyses de minéraux au XRF pourraient étre également améliorées en augmentant le
nombre de mesures. Cela n'a pas cependant pas été possible pour cette expérimentation, car le
nombre de fruits disponibles fut insuffisant pour faire une seconde série d'analyses (trois
récoltes étant déja consacrées a 1’analyse des traits de qualité). Les répétitions techniques (sur
mémes échantillons) n'ont pas €té jugées utiles du fait de la stabilité des mesures du XRF. Par
contre, nous aurions pu analyser des répétitions sur quelques accessions pour estimer
I’héritabilité du trait et la part d’interaction G x E. Il pourrait étre également intéressant
d'analyser la composition minérale des feuilles. Ces données permettraient d'une part de
confirmer certains QTLs également détectés sur fruits, et permettraient d'autre part de mettre
en évidence des QTLs spécifiques a cet organe. L'analyse XRF sur feuilles de quelques
génotypes réalisés durant ce stage montre d'ailleurs que les teneurs foliaires en certains
minéraux presentent une variabilité plus importante que sur fruits. Par exemple, la teneur
foliaire en calcium varie de 0.55% a 2.40% de matiere séche contre 0.12 a 0.36% pour les
fruits (figure 19). De méme, la teneur en potassium sur feuille varie de 4.0 a 9.0 % pour les
feuilles, contre 2.5 & 5.5% pour les fruits). L’arrét subit de disponibilité de l'instrument XRF

ne nous a pas permis de finaliser ces analyses sur toute la population.
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Dans le cas d'expérimentation sur jeunes plantes (experimentation en cours a l'unité PSH
(Production Horticole Intégree) de I'INRA), il est possible de mesurer directement la teneur en
minéraux sur plante entiére. Ces donneées permettent notamment de calculer le coefficient
d'efficience d'absorption du potassium (quantité de K* absorbé par la plante par rapport a la
quantité de K* apportée) ainsi que l'efficience d’utilisation du K*, qui correspond au
rendement (quantité de matiere séche) par rapport a la quantité totale de K* absorbée. Réaliser
ce type de mesure sur 800 plantes nous a semblé inconcevable.

5. Conclusion générale et perspectives

L’orientation vers des cultures efficientes pour 1’utilisation des éléments minéraux est
cruciale pour une agriculture durable. Elles permettent d’améliorer la productivité dans les
systemes a faibles intrants et de réduire la pollution causée par une fertilisation excessive dans
les systemes intensifs. Dans le cas de la tomate, I’amélioration de 1’adaptation au déficit en
potassium nécessite d’introduire de la diversité génétique (génotypes sauvages et landraces)
du fait de la faible diversité génétique de la tomate cultivée. Pour répondre a cette
problématique, un panel de 140 génotypes de tomate génétiqguement trés diversifiés a été
phénotypé en condition contr6le et de déficit en potassium. Vingt-deux QTLs de plasticite,
c’est-a-dire reliés a la stabilité des traits phénotypiques entre les deux conditions, ont été
détectées. 3 QTL pour la teneur en potassium des fruits ont été détectés (S12_47510753,
S11 55958042, SO5 64816591), ainsi qu'une région comportant la colocalisation de 6 QTL
sur le chromosome 4 (66.16 — 66.39 Mb).

Nous avons également pu constater qu'une diminution drastique de I'apport en potassium
(2 mmol.L) avec apport de sodium (9.3 mmol.L?) n'avait pas d'impact sur la morphologie et
la phénologie de la plante. Ces résultats ouvrent la perspective d'études plus poussées pour
étudier I'impact d'une réduction de I'apport en potassium sur la qualité des tomates cultivées
hors sol. Ce résultat doit néanmoins étre étudié sur des accessions de plus gros calibre avant
d’étre extrapolé.

Pour poursuivre I'étude des mécanismes génétiques de la tolérance au déficit en potassium,
la perspective immédiate serait donc de refaire une nouvelle expérimentation en adaptant le
protocole pour que les conditions stressée et témoin soient suffisamment contrastées. Les
analyses GWAS sont ensuite généralement suivies de travaux visant a confirmer les génes
candidats précedemment identifieés. Une premiére approche peut étre d’analyser finement le

polymorphisme des genes candidats pour mettre en évidence les liens entre certaines
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mutations et la variation phenotypique observée. Il peut ensuite étre envisagé d’utiliser des
techniques d’édition du génome (par exemple Crisper-Cas9, déja utilisé au GAFL) pour
générer des mutations ponctuelles. On peut alors confirmer ou infirmer la relation de causalité

entre des variants alléliques et le caractere étudie.

6. Compétences acquises

Ce stage a été I'occasion pour moi de mettre en pratique les connaissances acquises lors de
mon cursus universitaire. Mais il m'a également permis d'acqueérir de nouvelles compétences
dans les domaines ci-dessous :

- Mise en place de protocoles expérimentaux

- Phénotypage (mesures morphologiques, qualité du fruit et teneurs en minéraux par XRF)

- Conduite et entretien d'une culture en serre

- Analyse de donneés et scripting (R, Python, Shell)

- Travail sur machine virtuelle (environnement Linux)

- Recherche de QTLs par génétique d'association (utilisation de modéles statistiques et
logiciels spécialisés (Plink, gtool), recherche de génes candidats, étude de polymorphismes

alléliques)
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ANNEXE 1 | Distribution des teneurs en minéraux (données non transformeées). Les teneurs sont
données en pourcentage de matiere de matiere séche.



40 1
204
0.
O S PH P
Diam

count

Q . 9,9 0
22107076707

6\.
v’, -

pH
60
401
20
0 n | | -
W D

ANNEXE 2 | Distribution des traits morphologiques et qualitatifs (données non transformées).
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ANNEXE 3 | Pattern d'expression spatiale des onze génes candidats pour la variété "Heinz 1706".

Les comptages de transcrits sont données en RPKM (
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Nb genes

Trait Marqueur Pval Alleles MAF FET Cof IC (down) IC (up) Nbgénes nonannotés Candidats
AT.C S12_62236243  3,46E-05 TIC 21,48 2,66E-21 0 62121974 62484851 38 7
AT.C S12 39615249 5,13E-05 G/A 25,54 7,19E-29 1 39545799 39616878 5 2
AT.S S01_78675745 1,75E-08 G/A 47,43 1,38E-38 0 78579761 78705157 10 0
AT.S S04_03821452  2,09E-06 G/A 31,16 3,64E-30 1 3636527 4103239 32 3
AT.S S04 00744120  3,25E-06 TIC 32,09 1,6E-32 2 741558 744713 2 0
Solyc09g010080
Brix.C S09_03477979  2,67E-07 AIG 48,91 4,71E-34 0 3477432 3484890 2 0 (Lin5)
Solyc04g082880
Brix.C S04_66307772  3,83E-05 TIC 10,14 1,32E-13 1 66300765 66310248 3 1 (PFP)
Brix.D S07_65052176  5,29E-05 G/A 5,80 3,92E-10 0 65050895 65062973 4 0
Solyc09g010080
Brix.S S09_05837005 2,43E-05 CIA 27,04 4,77E-26 0 5644111 6096766 32 8 (Lin5)
Brix.S S05_61633395  3,5E-05 AIG 5,80 3,92E-10 1 61608437 61812802 14 1
Diam.C S10_63832222  4,19E-06 AIG 16,67 2,89E-23 0 63806712 63832534 3 0
Diam.C S03_53105002  7,4E-05 G/A 34,81 3,18E-28 1 53087450 53241642 16 1
Diam.D S01_00986514  4,72E-07 TIC 29,26 3,32E-27 0 906718 1086886 17 1
Diam.D S04_66164607  3,83E-05 G/A 45,15 1,31E-31 1 66152971 66205831 7 0
HauteurB6.D S05_62699296  1,19E-05 AIG 11,76 7,35E-18 0 62636863 62738996 10 0
HauteurB6.D S07_61333917 1,78E-05 T/IG 26,81 6,31E-28 1 61198931 61442206 28 6
HauteurB6.D S07_02555727  8,66E-05 CIA 511 5,92E-09 2 2439123 2870461 38 3
LongueurB6.C ~ S09_01836575 7,88E-05 AIG 31,02 2,46E-31 0 1751746 1921149 19 0
LongueurB6.D  S09 01836575 1,56E-06 A/G 31,02 2,46E-31 0 1751746 1921149 19 0
Solyc06g072910
pH.C S06_40544466  4,39E-05 G/A 27,21 1,14E-27 0 40448784 40653320 31 5) (ALMT9)
pH.C S08_ 00035179  5,58E-05 TIC 36,50 5,87E-32 1 29999 140415 18 3
pH.C S04_66310248  9,75E-05 T/IC 27,21 8,77E-23 2 66205831 66394819 34 3
pH.D S11 05656480 5,39E-06 CIT 50,00 1,39E-35 0 5651800 5659261 2 0
Solyc04g082700
pH.S S04_66307772  7,37E-05 TIC 10,14 1,32E-13 0 66300765 66310248 3 1 (SLC)
Solyc06g072910
pH.S S06_40541271  9,42E-05 C/IT 24,81 1,76E-27 1 40538926 40546323 3 0 (ALMT9)
Poids.C S08_58369123  1,37E-06 CIT 10,87 4,24E-17 0 58127626 58745796 57 9
Poids.C S09_02210922  7,01E-06 TIC 36,30 2,31E-34 1 2210502 2258971 7 0
Solyc02g083950
Poids.C S02_46763987  6,92E-05 AIG 32,72 8,14E-32 2 46727897 46767771 4 1 (Wushel)
Solyc02g083950
Poids.D S02_45761358  4,69E-06 TIC 19,57 8,32E-26 0 45754552 45803170 6 1 (Wushel)
Poids.D S11 01765024 4,52E-05 TIG 4,32 1,11E-10 1 1656689 1924190 42 4
Poids.D S01_06229659  9,15E-05 CIT 10,58 3,17E-18 2 5823251 6840632 24 5
Poids.S S09_02445969 1,21E-06 AIG 4,32 1,11E-10 0 2411368 2446934 3 0
Ca.D S12 63995826  4,78E-07 G/A 14,23 2,53E-19 0 63987283 64057242 12 0
Ca.D S09_00293954  7,79E-06 T/IC 10,43 2,22E-15 1 239839 411890 30 5
Ca.D S10_ 56032405 3,07E-05 G/A 38,32 2,4E-37 2 55950776 56129131 15 1
Ca.S S08_03781365  1,05E-05 T/IA 43,43 1,12E-29 0 3732193 4103562 21 5
CL.D S06_01330594  7,14E-05 G/IT 33,96 9,03E-32 0 1326475 1339349 3 0
CL.D S01_80185807  7,59E-05 AIG 20,07 1,42E-24 1 80185248 80240816 4 1
Solyc03g119640
CLS S03 68738859  3,7E-05 AIC 7,61 2,23E-14 68628985 69243359 87 14 (ALMT)
Cu.C S04 55047877  6,8E-05 G/A 13,41 1,18E-21 0 54926481 55127267 19 7
Solyc03g114110
Cu.D S03 64348252  3,32E-07 AlG 11,59 5,83E-18 0 64198203 64374386 19 2 (CNGC14)
Solyc04g082610
Cu.D S04 66273758  3,33E-05 T/IC 16,06 2,5E-17 1 66205831 66394819 34 3 (GLR3.3)
Cu.S S01_64165763  2,83E-05 G/A 20,86 4,66E-27 0 63622104 64322523 16 5
Cu.S S11 03204584  4,32E-05 G/A 32,97 1,27E-29 1 3039963 3393788 48 5
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ANNEXE 4 | Liste des QTLs identifiés par analyse d’association sur la population GWAS.
C : contrdle ; S: Stress ; D : delta (QTL de plasticité). MAF : Minor allele frequency. FET : Fisher's
Exact Test. IC (down) / (up) : bornes inférieures et supérieures des intervalles de confiance.






Résumé

L’orientation vers des cultures efficientes pour 1’utilisation des éléments minéraux est cruciale
pour une agriculture durable. Dans le cas de la tomate, I’amélioration de 1’adaptation au
déficit en potassium nécessite d’introduire de la diversité génétique (génotypes sauvages et
landraces) du fait de la faible diversité génétique de la tomate cultivée. Pour répondre a cette
problématique, un panel de 140 génotypes de tomate génétiquement trés diversifiés a été
phénotypé en condition contr6le et de déficit en potassium. Vingt-deux QTLs de plasticite,
c’est-a-dire reliés a la stabilité des traits phénotypiques entre les deux conditions, ont été
détectées. Parmi eux, deux QTLs présentent des caractéristiques intéressantes pour la
sélection assistée par marqueurs. D'autre part, il a pu étre observé qu'une diminution drastique
de I'apport en potassium (2 mmol.L™?), avec apport de sodium (9.3 mmol.L™?), n'avait pas
d'impact sur la morphologie et la phénologie de la plante. Ces résultats ouvrent la perspective
d'études plus poussées pour étudier I'impact d'une réduction de I'apport en potassium sur la
qualité des tomates cultivées hors sol.

Mots clés : tomate, potassium, sodium, hors-sol, QTLs, génétique d'association, MLMM

Abstract

The orientation towards efficient crops for the use of mineral elements is essential for
sustainable agriculture. In the case of tomatoes, improving adaptation to potassium deficiency
requires the introduction of genetic diversity (wild genotypes and landraces) due to the low
genetic diversity of the tomatoes cultivated. To address this issue, a panel of 140 genetically
diversified tomato genotypes was phenotyped under control and potassium deficient
conditions. Twenty-two QTLs of plasticity, that is to say related to the stability of phenotypic
traits between the two conditions, were detected. Among them, two QTLs have interesting
characteristics for marker-assisted selection. On the other hand, it was observed that a severe
reduction in potassium supply (2 mmol.L™?), with sodium input (9.3 mmol.L™), did not have
an impact on the morphology and phenology of the plant. These results open the prospect of
further studies to study the impact of a reduction in potassium supply on the quality of soil-
less tomatoes.

Keywords : tomato, potassium, sodium, soil-less culture, QTLs, Genome Wide Association
Study, MLMM



