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Introduction générale

Tant 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) que I’Organisation des Nations
Unies pour I’ Alimentation et 1’ Agriculture (FAO) recommandent la consommation de fruits et
de légumes pour prévenir un grand nombre de maladies (Communiqué conjoint OMS/FAQO/84
du 9 novembre 2003). Accroitre la consommation de fruits et Iégumes est ainsi devenu un
enjeu important de santé publique au cours des dernieres années. Cette consommation dépend
des ressources €conomiques des populations, étant donné que le prix rapporté a 1’apport
énergétique peut étre 1’élément déterminant dans le choix nutritionnel (Drewnowski and
Darmon 2004). Cependant, la qualité des produits peut également jouer un réle important

dans le choix des consommateurs.

La qualité des fruits a probablement ét¢ un objectif de sélection important au cours de
I’histoire de leur culture (Janick 2003). Elle fait aujourd’hui 1’objet de travaux de sélection
variétale sur la plupart des especes consommées par I’homme. La qualité¢ des fruits est
généralement décomposée en deux groupes de caractéristiques. La qualité organoleptique
correspond aux caracteres d’aspect, de texture, de golt et d’aromes, tandis que la qualité
nutritionnelle renvoie a la composition en minéraux, en vitamines ou bien encore en
composé€s phénoliques. Par conséquent, c’est bien la qualité organoleptique, renvoyant a un
ensemble de caracteres pergus par I’homme via la vue, le toucher, I’odorat et le gotit, qui va

étre cruciale lors du choix des consommateurs.

La péche est connue comme étant un fruit d’été sain et savoureux dans la plupart des
régions tempérées. Il est, de nos jours, 1'un des principaux fruits commercialisé¢ en Chine, en
Italie, en Espagne, aux Etats-Unis et en Grece qui sont les premiers producteurs de péche dans
le monde. Parmi les Rosacées fruitieres, la péche est le deuxieme fruit le plus produit en
Europe aprés la pomme et le troisiéme dans le monde aprés la pomme et la poire (FAOSTAT:

http://faostat.fao.org/). Toutefois, la consommation de péche stagne en raison de la qualité peu

satisfaisante des fruits qui sont récoltés avant maturité pour pouvoir étre stockes et transportés
(Dirlewanger and Aras 2005). Un des objectifs majeurs pour les sélectionneurs de péches est
de trouver le bon compromis entre la qualité du fruit et I’immaturité a la récolte (Fideghelli et
al. 1998). La variation de la qualité des fruits a la récolte implique un grand nombre de
facteurs parmi lesquels les teneurs et la composition en acides organiques et sucres solubles
sont les principaux déterminants (Genard and Bruchou 1992). Le rapport sucre/acide constitue

une composante majeure de la qualité organoleptique. A maturité, les principaux sucres



solubles sont le saccharose, le fructose, le glucose et le sorbitol (DeJong and Moing 2008;
Moing et al. 1998). Par ailleurs, les principaux acides organiques sont les acides malique et
citrique, tandis que I’acide quinique est en plus faible quantité (Byrne et al. 1991; Moing et al.
1998).

Chez le pécher, le géne D (D pour Doux) a été décrit comme étant un gene majeur
dominant controlant le caractére non acide du fruit (Monet 1979; Yoshida 1970). Une
descendance F, de 208 individus issus d'un croisement entre une variété¢ de péche non acide
‘Ferjalou Jalousia®’ et une variété de nectarine normalement acide, ‘Fantasia’ (JxF)
(croisement réalisé par R. Monet) a été analysée pour différents caractéres agronomiques et a
servi a la réalisation d’une carte génétique (Dirlewanger et al. 2006). Le géne D a ainsi été
cartographié a I’extrémité du groupe de liaison 5. Il co-localise avec des QTL a effet majeur
impliqués dans ’acidité titrable, le pH, la teneur en acides organiques ainsi qu’avec des QTL
a effet plus faible pour la teneur en sucres solubles (Dirlewanger et al. 1999; Dirlewanger et
al. 1998). Les fruits non acides sont caractérisés par des concentrations moindres en acides
malique et citrique (Moing et al. 1998). Cependant ces variations ne sont pas dues a une
diminution d’expression ou d’activité¢ de la phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPC), une

enzyme clé impliquée dans la biosynthése du malate (Moing et al. 2000).

Pour identifier des genes d'intérét, 1'approche gene candidat peut étre utilisée lorsque
des hypothéses peuvent étre faites quant a la fonction biologique du géne (Pflieger et al.
2001). Cette approche a été entreprise avec succes pour plusieurs caracteres du fruit, tels que
les teneurs en anthocyanes pour lesquelles les voies de biosynthese et les genes de régulation
sont bien connus (Chagné et al. 2007; Ogundiwin et al. 2008) et tels que la dégradation de la
paroi cellulaire pour laquelle les genes impliqués ont déja été identifiés chez d'autres especes
(Peace et al. 2005). Cependant, I’approche gene candidat a été infructueuse pour
I’identification du ou des gene(s) 1ié(s) au locus D chez le pécher. En effet, 18 génes candidats
impliqués dans la synthése des acides organiques, leur dégradation et leur stockage vacuolaire
ont été étudiés (Etienne et al. 2002a; Etienne et al. 2002b). Parmi ces génes candidats, les
genes ayant montré une modification de leur expression dans les fruits non acides comparés
aux fruits normalement acides codaient pour des pompes a protons tonoplastiques. Cependant,
aucun de ces geénes n’a été cartographié sur le groupe de liaison 5 de la carte JxF ce qui a
exclu leur role direct dans le contrdle de 1’acidité par le locus D (Etienne et al. 2002a). Plus
récemment, plusieurs autres genes candidats potentiellement impliqués dans la croissance ou

I’acidité du fruit ont été sélectionnés et testés sur la descendance F, issue du croisement JxF



dans le cadre d’un projet Européen « European ISAFRUIT Integrated Project»

(http://www.isafruit.org/Portal/index.php) et, une nouvelle fois, aucun gene n’a été

cartographié dans la région du locus D (Le Dantec et al. Soumis a BMC Plant Biology). Les
questions qui se posent alors sont les suivantes, s’agit-il :

- d’un gene de régulation de la synthése ou de la dégradation des acides organiques
majeurs (type facteur de transcription),

- ou d’un gene de structure directement ou indirectement impliqué dans le stockage

vacuolaire des acides organiques majeurs?

La complexité des voies métaboliques de tous les acides organiques, ainsi que
I’implication de transporteurs, de canaux et de pompes a protons (Kovermann et al. 2007; Sze
et al. 2002), rendent l'identification du ou des gene(s) associés au locus D complexe par une
approche gene candidat étant donné le nombre important de genes potentiels. A titre
d’exemple, pour les pompes a protons de type V-ATPases, un a plusieurs genes ont été
identifiés chez Arabidopsis thaliana codant pour une méme sous-unité¢ sachant que ces V-

ATPases sont constituées de 14 sous-unités (Sze et al. 2002).

Dans ce cadre, I'objectif de ce travail était de comprendre les mécanismes
moléculaires et physiologiques du caractére « non-acide » chez le pécher, mais aucune
hypothése précise ne pouvait étre formulée quant au(x) type(s) de gene(s) impliqué(s). Par
ailleurs, selon (Tanksley et al. 1995), pour isoler des geénes d'importance agronomique dont la
fonction est inconnue et ou aucune hypotheése précise ne peut étre formulée, la stratégie de
clonage positionnel semble étre 1’approche la plus appropriée. Cette stratégie a permis dans de
nombreux cas 1’identification du gene intervenant dans le caractére étudié (Boualem et al.

2008; Loudet et al. 2007; Xiao et al. 2008; Zheng et al. 2008).

En conséquence, afin d’apporter des éléments de réponse aux questions soulevées ci-
dessus une approche de clonage positionnel a été menée dans le but d’identifier le ou les
gene(s) intervenant dans le controle de 1’acidité du fruit chez le pécher. Afin de retracer le
contexte et les différentes étapes de ce travail de thése, ce manuscrit est organisé en cinq

chapitres :

Le Chapitre 1 est une revue bibliographique décrivant le modele biologique, le pécher,
et sa place comme espéce modele chez les Prunus. Ce chapitre intégre aussi des notions
concernant la biologie du fruit ainsi que les acteurs et les mécanismes physiologiques connus

pour étre impliqués dans 1’élaboration de la qualité organoleptique et plus en détail ceux
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impliqués dans 1’acidité du fruit. Enfin, ce chapitre décrit les quatre grandes étapes de la
stratégie de clonage positionnel qui vont constituer les chapitres suivants correspondant aux
résultats obtenus a ’issu de ce travail.

Le Chapitre 2 reprend les différentes étapes que j’ai suivies et qui m’ont permis
d’aboutir a la réalisation de la cartographie fine du locus D. Ce chapitre a fait I’objet d’une
publication (Boudehri et al. 2009) et comprend la caractérisation de 1’acidité¢ du fruit, le
développement de nouveaux marqueurs, l’identification d’individus recombinants et la
localisation du locus D.

Le Chapitre 3 porte sur les travaux que j’ai effectués dans le but de réaliser la carte
physique du locus D. Pour cela, j’ai construit une banque BAC (Bacterial Artificial
Chromosome) et réalisé la marche chromosomique. A I’issu de cette étape, deux BAC
contenant le ou le(s) genes liés a ’acidité du fruit ont ét¢ identifiés et s€quencés.

Le Chapitre 4 décrit les génes candidats que j’ai identifiés au sein des BAC séquencés
et une étape additionnelle de cartographie génétique qui m’a permis de mettre en évidence
quelques genes potentiellement liés au caractere étudié.

Enfin, le Chapitre 5 porte sur les résultats préliminaires d’une approche
transcriptionnelle que j’ai initiée en parallele au clonage positionnel et qui a été réalisée en
collaboration avec 1I’équipe de C. Bonghi (Université de Padoue, Italie). Cette approche a été
mise en place afin de comparer les génes candidats positionnels a des genes candidats
transcriptionnels et ainsi de fournir un premier €lément pouvant confirmer I’implication dans

I’acidité du fruit chez le pécher d’un ou plusieurs géne(s) identifié(s) par clonage positionnel.
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Chapitre 1 - Revue bibliographique

1.1 - Le pécher
1.1.1 - Origine du pécher

Le nom du pécher, Prunus persica (L.) Batsch, a ét¢ donné par Linné (1758) pour
I’espece et par Batsch (1801) pour le genre. Son nom fait référence a la Perse dont il était
supposé étre originaire. En réalité, le pécher provient des montagnes de 1’Ouest de la Chine
(Hedrick 1917) (Scorza and Okie 1990) ou on le surnomme « arbre de la vie » (symbole de
I'immortalité et de la fécondité). Il y était cultivé depuis 4 000 ans avant J.-C ainsi qu’en
attestent des restes archéologiques de cette période ont été trouvés au Chekiang a I’Est du
centre d’origine. Des écrits chinois (Confucius) datant du I* siécle avant J.-C. mentionnaient
déja I’existence des péches, fruit favori des empereurs. Le pécher a ensuite été¢ disséminé
depuis I’Ouest de la Chine jusqu’en Grece en passant par la Perse 2 500 ans avant J. C en
empruntant la Route de la Soie, puis a Rome 500 ans plus tard (Figure 1). Les Romains

répandirent alors la péche, qu’ils surnommerent « la pomme persane », a travers leur empire.
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Figure 1 : Origine et premicres étapes de dissémination du pécher a travers le monde.

Les cercles correspondent aux points de départ et/ou d’arrivée de la dissémination. Le cercle
noir indique le centre d’origine du pécher. Les tracés orange et rouge indiquent
respectivement une dissémination avant et apres J.-C.
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Le pécher a ensuite été introduit et répandu sur le continent américain, a partir de la
Floride et du Mexique, par les conquérants espagnols et portugais vers 1600 et en Angleterre
en 1700. 11 fut introduit et cultivé en France (Jardin des Plantes) en 1685. Jean Baptiste de La
Quintinie chargé de gérer le potager créé par Louis XIII a Versailles et de fournir en fruits et
légumes la table de Louis XIV, créa plus de trente variétés dont la ‘Belle de Chevreuse’, la
‘Belle de Vitry’, la ‘Grosse Mignonne’ ou la ‘“Téton de Vénus’ car Louis XIV appréciait ce
fruit. Un développement rapide des cultures en Europe durant la révolution industrielle au

XIX™ si¢cle a vu I’apparition de nombreux cultivars.

1.1.2 - Classification du pécher

Dans la classification botanique, les caractéristiques de la fleur et du fruit permettent
de classer le pécher dans la série des Caliciflores appartenant a la sous-classe des
Dialypétales. La fleur de pécher est caractéristique, en forme de coupe formée par la soudure
des sépales, pétales et étamines a leur base mais ou les pétales sont indépendants, non
fusionnés.

Le pécher appartient a la classe des Rosid I et a I’ordre des Rosales. Dans la classe des
Rosid I on retrouve aussi ’ordre des Fabales auquel appartiennent les genres Medicago et
Lotus ainsi que ’ordre des Malpighiales comprenant le genre Populus (Soltis et al. 2000);
Figure 2).

La fleur de type cinq (5S + 5P +n5E + 1C) précise I’appartenance a la famille des
Rosacées. Le fruit de type drupe, provenant de la transformation de 1’ovaire monocarpellé,
classe le pécher dans la tribu des Prunées. Une classification phylogénétique du pécher a été
récemment établie (Potter et al. 2007). Cette classification basée sur une analyse combinée de
loci nucléaires et chloroplastiques ainsi que des criteres taxonomiques, a classé le pécher dans

la sous famille des Spiraeoideae et la tribu des Amygdalées (Figure 3).

Quatre especes apparentées au pécher ont été trouvées en Chine: P. davidiana (Carr.)
Franch ou péche des montagnes (Shan tao), P. mira Koehne ou péche Tibétaine (Xizang-tao),
P. kansuensis Rehd. ou péche sauvage (Kansu tao) et P. Ferganensis (Kost et Rjab) Kov. et
Kost (Xinjiang tao) (Hancock et al. 2008; Scorza and Okie 1990). Ces especes sont largement

utilisées pour I’introduction de caracteres tels que les résistances aux maladies.
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Le genre Prunus (encadré en rouge) appartient a la sous famille des Spiraeoidées et a la tribu

des Amygdalées.
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1.1.3 - Biologie et physiologie de la péche
1) Structure du fruit

La péche est un fruit charnu de type drupe composé d’un épicarpe plus ou moins
cutinisé, d’un abondant mésocarpe et d’un endocarpe épais et dur (noyau) contenant la graine
(Figure 4). L’épicarpe dérive des assises cellulaires de 1’épiderme externe de I’ovaire,
I’endocarpe provient des assises cellulaires de I’épiderme interne des carpelles et le
mésocarpe du parenchyme de la paroi ovarienne. La structure des fruits charnus est
remarquable par I’abondance du mésocarpe constitué a maturité de 75 a 95 % d’eau (Tucker

1993).

¥ Graine
A - Albumen
Y 4 Embryon
| Tegument

| Endocarpe

L | Mésccarpe

L — Epicarpe

Figure 4 : Structure de la péche, fruit de type drupe.

2) Développement du fruit

La nouaison est la premiere étape du développement précoce du fruit et correspond au
développement de ’ovaire. Aprés une premicre vague de divisions cellulaires, la croissance
de I’ovaire cesse puis reprend apres la fécondation des ovules.

La courbe de croissance est généralement décrite en mesurant le diametre, le poids
frais ou le poids sec du fruit. La croissance de la péche décrit une double sigmoide (Figure 5)
qui est décomposée en deux phases de croissance rapide (phase I et III) séparées par une
phase de croissance lente (phase II) (Etienne et al. 2002a; Moing et al. 2000). Au niveau
cellulaire, on distingue deux périodes de croissance : une période de divisions cellulaires
suivie d’une période d’expansion cellulaire qui a lieu jusqu’au début de la maturation.

La maturation est une phase de développement du fruit génétiquement programmée,
qui comprend I’ensemble des événements qui tendent a modifier la texture (perte de fermeté
du fruit), la flaveur (diminution de I’acidité du fruit, accumulation des sucres solubles et

syntheése de composés aromatiques) et la couleur d’un fruit (transformation des chloroplastes
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en chromoplastes, dégradation de la chlorophylle et synthése de caroténoides et anthocyanes).
Cette phase est initiée lorsque le fruit a quasiment atteint sa taille finale (Gillaspy et al. 1993).
Cet anabolisme nécessite des squelettes carbonés et de I’énergie qui est fournie par la
respiration. Les deux substrats respiratoires majeurs des fruits charnus sont les sucres solubles
et les acides organiques.

La péche est un fruit climactérique. Comme 1’abricot, la pomme, la prune, la poire, la
tomate le melon ou la banane, elle est caractérisée par une augmentation de la vitesse de
respiration dans les stades précoces de la maturation (pic ou crise climactérique) associée a
une augmentation transitoire de la production d’éthylene qui va activer de nombreux genes

intervenant dans les différentes étapes de la maturation (Gray et al. 1992; Trainotti et al.

2006b).
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Figure 5 : Croissance du fruit des variétés ‘Ferjalou Jalousia®’ et ‘Fantasia’ en fonction du
nombre de jours apres la floraison (Etienne et al. 2002a). Le diametre du fruit correspond a la
moyenne de 12 fruits pour chaque variété cultivée en serre.

3) Types de fruits

Sous le terme générique de « pé€che », sont regroupés différents types de fruits. On
distingue en réalité quatre grands groupes variétaux basés sur des caractéres a hérédité
simple (épiderme duveteux ou glabre, chair fondante ou ferme, adhérence de la chair au
noyau) (Figure 6):

- la péche : peau duveteuse, chair fondante, noyau libre,

- la nectarine : peau glabre, chair fondante, noyau libre,
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- la pavie : peau duveteuse, chair ferme, noyau adhérent,

- le brugnon : peau glabre, chair fondante, noyau adhérent.

(A) péche, (B) pavie, (C) nectarine, (D) brugnon.

La couleur de la chair des péches, nectarines et brugnons peut étre blanche, jaune ou
sanguine. La couleur de la chair des pavies est le plus fréquemment jaune orangé mais
quelques nouvelles variétés présentent une chair blanche. En France, ce type de péches est
cultivé presque exclusivement pour I’industrie. Par contre, dans d’autres pays tels que
I’Espagne et le Portugal, les pavies sont tres largement consommées en frais.

De maniere générale, on trouve dans chacun de ces groupes de fruits des génotypes a

fruits de forme sphérique ou plate dont la chair peut étre de saveur douce ou acidulée.

1.2 - Enjeux socio-économiques
1.2.1 - Espéces économiquement importantes de la famille des Rosacées

La famille des Rosacées est une grande famille comprenant aussi bien des plantes
herbacées vivaces que des arbustes ou des arbres. Elle comprend une centaine de genres et
plus de 2000 especes réparties dans le monde entier, bien que plus répandues dans les régions
froides et tempérées du Nord. Cette famille comprend de nombreuses especes
¢économiquement importantes, cultivées pour leurs fruits, leurs amandes, leur bois ou encore
pour leur valeur ornementale (Figure 7) (Arus et al. 2006). Une grande partie des fruits

cultivés dans les régions tempérées provient d’especes appartenant a cette famille.
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Figure 7 : Quelques espéces économiquement importantes de la famille des Rosacées et
diversité des types de fruits (Shulaev et al. 2008).

(A) pécher, drupe charnue ; (B) abricotier, drupe charnue ; (C) pommier, piridion (faux-fruit) ;
(D) fraisier, akenes (faux-fruit) ; (E) rosier, cynorrhodon, faux-fruit) ; (F) poirier, piridion
(faux-fruit) ; (G) cerisier, drupe charnue ; (H) prunier, drupe charnue ; (I) framboisier, poly-
drupes.

Le genre Prunus est le plus varié, regroupant un grand nombre d’especes fruitieres
¢conomiquement importantes telles que le pécher (Prunus persica (L.) Batsch), I’amandier
(Prunus dulcis (Mill.)), I’abricotier (Prunus armeniaca L.), le cerisier doux (Prunus avium
L.), le cerisier acide (Prunus cerasus L.) et le prunier (Prunus domestica L.). Ce genre se
caractérise par des especes produisant des fruits charnus a noyau appelés drupes.

Dans le genre Rubus, especes a fruits charnus et composés (agglomérats de petites
drupes), on retrouve le framboisier (Rubus idaeus), la mire (Rubus fruticosus agg.) et la ronce
petit-mirier (Rubus chamaemorus).

On retrouve aussi des especes économiquement importantes dans d’autres genres,
comme le fraisier (plusieurs especes du genre Fragaria), le pommier (Malus pumila (Mill.)),
le poirier (Pyrus communis), le néflier (Mespilus germanica), le cognassier (Cydonia

oblonga) ou encore I’églantier (Rosa canina).
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De nombreuses espéces de la famille des Rosacées sont utilisées comme plantes
d'ornement comme le rosier (genre Rosa), le laurier-cerise (Prunus laurocerasus L.) et les
especes des genres Potentia, Cotoneaster et Maloideae.

En ce qui concerne les Rosacées cultivées pour 1’industrie du bois, le merisier (Prunus
avium L.) est trés répandu pour la qualité de son bois. Il est qualifié¢ d’espece forestiere

«noble ».

1.2.2 - Importance et économie du pécher

Parmi les Rosacées fruiticres, le pécher est la deuxieéme espece dont le fruit est le plus
produit en Europe apres la pomme et le troisieme dans le monde apres la pomme et la poire

(FAOSTAT: http://faostat.fao.org/).

La péche est connue comme étant un fruit d’été sain et savoureux dans la plupart des
régions tempérées. Cependant, ce fruit est hautement périssable, mais en fonction des
exigences du marché et de la disponibilité des fruits, il peut étre trés rentable pour
I’agriculteur prudent. De nos jours, il est I'un des principaux fruits commercialisé en Chine, en
Italie, en Espagne, aux Etats-Unis et en Grece qui sont les premiers producteurs de péche dans
le monde.

En 2007, la production de péches a atteint plus de 10 Mt en Asie dont 8 Mt en Chine,
soit presque la moitié¢ de la production mondiale, 4,3 Mt en Europe dont 1,7 Mt en Italie,
2,2 Mt en Amérique dont 1 Mt aux USA et 800 000t en Afrique dont presque la moiti¢
produites par 'Egypte (FAOSTAT: http://faostat.fao.org/). Au total la production mondiale

de péches a atteint pres de 17,5 Mt en 2007.

En France, la production de péches est d’environ 400 000 t chaque année depuis 2004
ce qui classe ce pays au 4°™ rang parmi les producteurs Européens aprés I'Italie, I'Espagne et
la Grece. Les surfaces de production en France ont progressivement diminué ces quarante
dernieres années pour atteindre 17 500 Ha en 2007, soit presque 67 % de surfaces cultivées en
moins par rapport a 1961. Par contre, le rendement a été multiplié par quatre en 46 ans avec
229 143 Hg/Ha en 2007 contre seulement 61 820 Hg/Ha en 1961, ce qui a permis de
maintenir une importante production malgré la réduction des surfaces cultivées (FAOSTAT:

http://faostat.fao.org/).
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1.3 - Sélection et innovation variétale

1.3.1 - Création variétale et critéres de sélection

Les programmes de sélection ont connu une importante activité¢ ces dernicres années
dans le monde entier avec la création de plus d'un millier de nouvelles variétés avec pour
cibles principales les caractéristiques du fruit (calibre, coloration, fermeté) et la productivité.
Le XX™ siécle a ainsi été appelé « Golden Age of Peach Breeding » (Sansavini et al. 2006).
Le secteur privé est a ’origine de la majorité des nouvelles variétés de péche, bien que les
variétés utilisées pour le marché en conserve viennent du secteur public. Plus de la moitié des
variétés ont été créées aux Etats-Unis et 30% en Europe majoritairement en Italie et en France
(Sansavini et al. 2006).

En France, I'INRA développe des programmes de sélection sur cette espece depuis
1934, en complémentarité depuis une quinzaine d’années avec des entreprises prives
francaises de sélection (Monteux-Caillet René, Agro-Selection-Fruit, Pépinieres Valla
Georges) dont le poids en matiere d’obtention variétale devient important. Peu nombreuses
jusqu’a la fin des années 80, ces obtentions variétales représentent aujourd’hui environ 50%
des demandes d’inscription au Catalogue officiel et couvrent une large part des plantations de
péchers mises en place au niveau national dans tous les bassins de production. En 2003, 348
variétés de pécher étaient inscrites au Catalogue Officiel frangais des especes et variétés (Doré
et al. 2006) et en 2009, un nombre équivalent de variétés est en demande d’inscription.

Les méthodes de sélection les plus utilisées sont actuellement les hybridations

controlées. Les autofécondations et les semis de hasard sont de moins en moins employés.

Les objectifs de la sélection chez le pécher concernent la résistance aux maladies et
ravageurs, 1’allongement de la période de récolte, la qualité du fruit, la diversification des
types de fruits, ’architecture de I’arbre, la réduction des besoins en froid et I’aptitude post-
récolte a la conservation au froid. Nous nous concentrerons sur les programmes de
I’amélioration de la qualité du fruit chez le pécher.

Les premicres variétés étaient majoritairement des péches a chair blanche. Apres la
seconde guerre mondiale, des variétés américaines a chair jaune se sont imposées. La plupart
des cultivars sont des péches et nectarines a chair jaune, bien qu'un certain nombre de
cultivars a chair blanche aient été¢ développés en France, Chine, Japon et Corée du Sud
(Hancock et al. 2008). Dans les préférences des consommateurs, les nectarines et brugnons

blancs ou jaunes ont supplanté les péches. Pour chaque type de fruit, les sélectionneurs ont
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créé des gammes variétales dont les dates de maturité couvrent toute la période de production
(Monet 1992).

Parmi les progres les plus importants, on observe une amélioration notable de la
qualité des fruits avec I’augmentation de la taille, une couleur de la peau plus attractive,
l'augmentation du ratio chair/noyau et une gamme de variétés acides a douces dont la date de
maturité couvre toute la période de production pour tous les types de fruits.

Des objectifs de sélection originaux visent a renouveler I’assortiment variétal en
modifiant 1’aspect du fruit : péches et nectarines plates (Espagne et France) ; couleur de la
chair : péches et nectarines sanguines (France et Etats-Unis) et la texture de la chair : péches a

chair croquante (Etats-Unis) (Monet 1992; Okie et al. 2008) (Figure 8).

Figure 8 : Exemples de variétés de péches et déclinaison des caracteres de forme du fruit,
type de peau, couleur et texture de la chair.

(A) nectarine ronde a chair sanguine ; (B) Fercluse™" pavie a chair jaune ; (C) Platibelle
péche plate a chair blanche ; (D) Mesembrine®” nectarine plate a chair jaune.

Dcov

Des efforts considérables sont faits aussi pour améliorer la qualité des fruits en
améliorant leur apparence ainsi que leur saveur et arome. Plusieurs programmes européens se
sont engagés dans le développement de variétés intégrant les caractéristiques sensorielles des

anciens cultivars. Les programmes d’amélioration en Chine s’intéressent plus
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particulierement aux variétés a faible acidité et a fruit plat (Okie et al. 2008; Sansavini et al.
2006).

L’obtention de fruits fermes est également un objectif important de la plupart des
programmes pour améliorer la tenue des fruits, avec l'avantage supplémentaire de diminuer
les dommages causés lors des manipulations. Réduire les problémes post-récolte liés au
stockage des fruits a 4°C et au transport des péches sur de longues distances est un objectif
important pour les programmes des pays comme le Chili, 'Afrique du Sud, la Nouvelle-
Z¢lande et les Etats-Unis (Scorza et al. 2000) ou une grande partie de la production est
destinée a I’exportation.

La création d’une gamme de variétés de péchers adaptés a différents environnements
est également un objectif majeur. Les besoins en froid ont été considérablement réduits pour
¢tendre la culture des péchers a des régions ou les températures hivernales insuffisamment
froides sont limitantes telle que la Floride, le Brésil ou Israél. Compte tenu du réchauffement
climatique prévu pour les années a venir, les recherches pour limiter les besoins en froid
mobilisent de plus en plus d’équipes. L’amélioration de la tolérance au gel est aussi un
objectif de sélection afin de retarder la floraison dans les régions froides du Canada, de la
Pologne et de la Russie (Hancock et al. 2008). Le calendrier des récoltes a aussi été rallongé
de fagon spectaculaire a quatre-six mois au lieu de deux-trois mois avec la création de variétés

a maturation précoce et tardive.

Si ’avenir de la culture du pécher en France est conditionné en partie par la recherche
d’une meilleure rentabilit¢ économique (diminution des intrants, maitrise des cofits de
production), il s’inscrit aussi dans une politique de développement durable basée sur une
agriculture plus respectueuse de I’environnement, une limitation des risques sanitaires (virus,
bactéries, parasites fongiques) et I'innovation variétale (obtention de gammes nouvelles

d’excellente qualité gustative résistantes aux bio-agresseurs) (Doré et al. 2006).

1.3.2 - Variétés acides et non acides

La qualité du fruit est un critére incontournable de sélection chez les Rosacées
fruitieres et le rapport sucre/acide constitue une composante majeure de la qualité
organoleptique. Des variétés a fruits non acides ont été décrites chez de nombreuses especes
fruitieres : la péche (Monet 1979), le raisin (Boubals et al. 1971), la tomate (Stevens 1972),
les Citrus (Cameron and Soost 1977) et la pomme (Visser and Verhaegh 1978).
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Chez le pécher, il existe de nombreuses variétés non acides et normalement acides.
L’estimation de 1’acidité totale du fruit est basée sur les valeurs de pH et d’acidité titrable
(AT) pour estimer ’acidité totale, de jus obtenu a partir de la chair du fruit. Plus le pH sera
bas et I’AT élevée et plus le fruit tendra a étre acide et inversement plus le pH sera élevé et
I’AT basse et plus le fruit tendra a étre doux ou normalement acide. Parmi les variétés les plus
acides ayant un pH tres bas (pH < 3,35) et une acidité titrable élevée (AT > 184 meq/l) on
peut citer les variétés ‘Red Summer’ ‘Monaca’ ‘Brad July’ et ‘Zaiblabel’. Cependant,
certaines variétés normalement acides présentent des valeurs d’AT assez basses
(AT > 80 meq/l) malgré un pH tres bas (pH < 3,5) telles que ‘Dalin’ et ‘Momée Jade’. Parmi
les variétés acides les plus douces on peut citer ‘Orphile’, ‘Ordigan’, ‘Orcino’ et ‘Monag’ qui
présentent des pH tres élevés (pH > 4,5) et des valeurs d’AT trés basses (AT > 21 meq/l).
Parmi les variétés non acides, il en existe aussi qui présentent des pH assez bas (pH < 4,3)
malgré des valeurs d’AT tres basses (AT <20 meq/l) telle que les variétés ‘Akatsuki’ et
‘Shimizu Hakuto’ (Dirlewanger, communication personnelle).

Cependant, il n’existe pas de critéres universels pour des teneurs optimales en sucres
et acides du fruit chez les péches et nectarines. En réalité, les consommateurs different dans
leur appréciation du niveau d'acidité (Iglesias and Echeverria 2009; Kervella and Fouilloux
1992). Par contre, les fortes teneurs en sucre et, dans une moindre mesure une acidité plus
¢levée semblent étre des criteres favorables de qualité du fruit pour les consommateurs

europeens.

1.4 - Le pécher, une espéce modéle pour les Prunus

En plus de sa valeur économique élevée, le pécher est une espéce auto-compatible
permettant le développement de descendances F,. La disponibilité d’haploides doublés
(Pooler and Scorza 1997) et la possibilité¢ de raccourcir la période juvénile a 1 ou 2 ans apres
plantation (Scorza and Sherman 1996) sont aussi des avantages. Le pécher est une espece
diploide (2n = 2x = 16), et compar¢ a d'autres especes d'arbres, il présente I’avantage d’avoir
un génome de petite taille, environ 290 Mb soit un peu moins de deux fois celle de I’arabette
(Baird et al. 1994). Par rapport aux autres Prunus, le pécher est une des especes les mieux
caractérisées géndtiquement avec plus d’une quarantaine de génes controlant des caracteres
importants et a ségrégation mendélienne (Hesse 1975; Monet et al. 1996). Jusqu’ici, douze
genes majeurs a hérédité mendélienne controlant des caracteres de qualité du fruit ont été

décrits (Tableau 1). Outre ces avantages, le développement de nombreuses cartes génétiques
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et ressources génomiques ainsi que 1’existence d’une forte synténie au sein des Rosacées, font
de cette espece un bon candidat en tant que modele (Abbott et al. 2008). C’est pourquoi, le
pécher est considéré, par de nombreux auteurs, comme une des especes modeles de la famille

des Rosacées avec le pommier et le fraisier (Shulaev et al. 2008; Zhebentyayeva et al. 2008).

Tableau 1 : Locus majeurs controlant des caracteres de qualité du fruit décrits chez le pécher
(Adapté de Abbott et al. 2007; Dirlewanger and Arus 2005).

Caracteres du fruit Geénes GL Références

Monocarpellé / polycarpellé Pcp/pep GL3 Bliss et al. (2002)

Fruits a maturité / Pas de fruits a maturité Afaf GL6 Dirlewanger et al. (2006)

Couleur de la chair normale / chair sanguine (Blood flesh)  Bf/bf - Werner et al. (1998)

Fruit non acide / fruit normalement acide D/d GL5 Monet (1979) ; Dirlewanger et
al. (1998)

Noyau libre / adhérent F/f GL4 Bailey and French (1949) ;
Yamamoto et al. (2001)

Peau duveteuse / glabre G/g GLS (Blake 1932); Dirlewanger et al.
(1998)

Fruit plat / rond S/s GL6 (Lesley 1939); Guo et al. (2002);
Dirlewanger et al. (1998)

Amande ameére / douce Skisk GL5 Werner et Creller (1997); Bliss et
al. (2002)

Chair blanche/ jaune Yy GL1 Warburton et al. (1996); Bliss et
al. (2002)

Couleur de la peau rouge/verte Sc/Sc GL6-GL8 Yamamoto et al. (2001)

Couleur de la chair autour du noyau rouge / blanche Cs/cs GL3 Yamamoto et al. (2001)

Chair fondante / ferme M/m GL4 Peace et al. (2005)

Chair molle /dure St/st - Bailey and French (1949)

1.4.1 - Cartes génétiques et localisation de régions d’intérét

1) Cartes génétiques chez les Prunus

\

La premicre carte génétique Prunus publiée a été réalisée a partir de marqueurs
RAPD, morphologiques et un isozyme sur 96 individus F, issus d’un croisement entre les
deux lignées NCI174RL et °‘Pillar’ (Chaparro et al. 1994). Les descendances F,
interspécifiques et les populations de backcross ont aussi été largement étudiées en raison de
leur degré élevé de ségrégation comparé a la faible variabilité observée dans les populations
intraspécifiques de pécher. La premicre carte réalisée sur une descendance F, interspécifique a
¢té obtenue a partir d’un croisement entre un amandier et un pécher (Foolad et al. 1995). Au
total, 17 cartes génétiques ont été réalisées avec 16 populations issues d’especes du sous genre
Amygdalus (pécher, amandier, P. ferganensis et P. davidiana) et dont la grande majorité
implique le pécher en croisement intra- et interspécifique soit 15 cartes génétiques

(Tableau 2).
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Tableau 2: Cartes génétiques réalisées sur pécher a partir de croisements intra- et
interspécifiques (Arus et al. 2006; Hancock et al. 2008).
Plusieurs cartes génétiques JXF ont été réalisées avec un nombre différent d’individus et des
types différents de marqueurs, cependant seule la dernicre a été citée ici.

Type Taille de
: P Nb de Nb de o
Croisement de pop. Type de marqueurs la carte Références
. marqueurs GL
(taille) (cM)
P. persica x P. Persica
‘NC174RL’ x ‘Pillar’ F, (96) 88 RAPD, morphologiques 15 396 Chaparro et al. (1994)
. S Rajapakse et al. (1995); Abbott et
New Jersey Pillar” x KV 77119 F> (71) 79 RFLP, RAPD, SSR 13 540 al. (1998); Sosinski et al. (2000)
‘Suncrest’ x ‘Bailey’ F, (48) 145 RFLP, RAPD, AFLP 23 926 ét(’)t(’)‘(’)t)t ctal, (1998); Sosinski et al.
¢ s > Abbott et al. (1998); Lu et al,
Lovell’ x ‘Nemared F, (96) 153 AFLP, SSR 15 1297 1998; Sosinski et al. (2000)
‘Harrow Blood’ x ‘Okinawa’ F, (56) 76 RFLP, RAPD, SSR 10 - Gillen et Bliss (2005)
Shimada et al. (2000); Yamamoto
‘Akame’ x ‘Juseitou’ F, (126) 178 AFLP, RAPD, SSR, 8 571 et al. (2001); Yamamoto et al.
ISSR, PCR-RFLP
(2002)
Ferjalou Jalousia x ‘Fantasia F> (208) 187 . RFLP, SSR, AFLP, 7 621 Dirlewanger t al. (2006)
(JxF) isozyme, morphologiques
P. persica x P. Davidiana
‘Summergrand’ x clone P1908 Fi (77) 3297 RFLP, RAPD 39 159471 glr(li’;’;‘;)ger et al. (1996); Viruel et
‘Summergrand’ x clone P1908 F, (99) 175 RFLP, AFLP, SSR 8 1100 (Foulongne et al. 2003)
‘Guardian’ x ‘Nemaguard’ (putatif
P. persica x P. davidiana) F> (100) 158 AFLP, SSR 11 737 Blenda et al. (2007)
P. dulcis x P. Persica
. Joobeur et al. (1998); Aranzana et
‘Texas’ x ‘Earlygold’ F, (82) 827 1soenzyme§,T1§FLP, SSR, 8 524 al (2002); Dirlewanger et al.
(2004b); Howad et al. (2005)
. s RFLP, isoenzymes, SSR, Foolad et al. (1995); Bliss et al.
Padre’ x 54P455 F, (64) 161 CAP. RAPD 8 144 2002)
‘Garfi’ x ‘Nemared’ F, (113) 51 RFLP, isozymes 7 474 Jauregui et al. (2001)
P. cerasifera x (P. dulcisx P. persica)
P2175~ x  GN22- (Garfi” X p o0y 93166 SCAR, SSR 8-7 525716  Dirlewanger et al. (2004)
Nemared’)
(P. persica x P. ferganensis) x P. Persica
[TF7310828 (J.H. Hale x ‘Bonanza’) BC, (70) 216 RFLP, SSR, RAPD, 3 665 Quarta et al. (2000); (Dettori et al.

x P. ferganensis] x IF7310828

AFLP

2001); Verde et al. (2005)

Nb : nombre ; Pop : population ; GL : groupes de liaison

La carte génétique JxF, sur laquelle s’appuie ce travail, a été réalisée a partir d’une

descendance F, obtenue a partir de 1’autofécondation d’un hybride F; issu d’un croisement

entre deux variétés de pécher ‘Ferjalou Jalousia®’ produisant des péches plates non-acides et

‘Fantasia’ des nectarines rondes normalement acides. Cette population est en ségrégation pour

six caracteres : fruits non-acides/normalement acides (D), épiderme du fruit duveteux/glabre
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(G), forme du fruit plat /rond (S), noyau libre (péche et nectarine) /adhérent (pavie et brugnon)

(F), stérilité male (Ps), absence de fruit a maturité (af) ainsi que pour plusieurs caracteres

impliqués dans la qualité des fruits tels que les sucres solubles et acides organiques. Une

premiere carte JXF a été réalisée a I’aide de 124 marqueurs RFLP et SSR sur 63 individus F»

(Dirlewanger et al. 1998; Etienne et al. 2002b). Cette carte a par la suite été réactualisée sur

une descendance totale de 208 individus F, et comprend désormais 82 SSR, 10 EST et 43

AFLP répartis sur sept groupes de liaison correspondant a un total de 621 cM (Figure 9)

(Dirlewanger et al. 2006). Aucun marqueur n’a jusque la permis d’identifier un groupe de

liaison 8 suggérant que les parents ‘Ferjalou Jalousia®’ et ‘Fantasia’ seraient strictement

identiques pour ce groupe de liaison.
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Pour le sous-genre des Prunophora, cinq cartes génétiques ont été réalisées pour trois

descendances d’abricotier et une carte seulement pour le prunier myrobolan (P. cerasifera).

Les cartes abricotier ont été établies a partir de marqueurs AFLP, RFLP, RAPD et SSR
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(Hurtado et al. 2002; Lambert et al. 2004; Vilanova et al. 2003) alors que la carte génétique
du prunier myrobolan a été réalisée a partir de marqueurs SSR essentiellement issus de la

carte de référence TxE et des marqueurs SCAR (Dirlewanger et al. 2004a).

2) Carte de référence Prunus

La carte réalisée a partir de la descendance F, interspécifique issue du croisement entre
une variété d’amandier ‘Texas’ et une variété de pécher ‘Earlygold’ (TXE) a été désignée par
la communauté scientifique travaillant sur les fruits 8 noyau comme étant la carte de référence
pour le genre Prunus. A Iorigine, la carte TXE a été réalisée par un consortium de groupes
européens a partir de marqueurs codominants de type RFLP et isozymes répartis sur les huit
groupes de liaison (Joobeur et al. 1998). Cette carte a par la suite été complétée a 1’aide de
nouveaux marqueurs RFLP mais aussi de marqueurs SSR et STS couvrant une distance totale
de 524 cM. Au total, la carte TXE comprend 826 marqueurs codominants dont 11 isozymes,
185 marqueurs SSR, 361 marqueurs RFLP, cinq STS (Aranzana et al. 2003; Dirlewanger et
al. 2004a; Joobeur et al. 1998) et 264 SSR supplémentaires cartographiés par « bin mapping »
(Howad et al. 2005).

La carte TXE s’est révélée étre une ressource tres utile pour la communauté travaillant
sur les Prunus (Arus et al. 2006). Les marqueurs de la carte TXE ont été étudiés chez plusieurs
autres populations de Prunus, ce qui a permis de comparer les cartes génétiques entre elles et
d’établir une carte « framework » commune ou des genes majeurs et des QTL, identifiés sur
différents fonds génétiques, ont pu étre cartographiés.

La carte TxE a été rapidement saturée en utilisant une stratégie de cartographie
sélective ou « bin mapping » développée par Howad et al. (2005) a partir du génotypage de
seulement six individus. Le choix de ces six individus était basé sur le nombre et la position
des événements de recombinaison pour chaque individu. L’ensemble des points de
recombinaisons des six individus a permis d’identifier 67 « bins » correspondant a des régions
chromosomiques délimitées par les points de recombinaisons.

La carte TXE compte actuellement 827 marqueurs transportables couvrant une distance
génétique de 524 cM (Dirlewanger et al. 2004a; Howad et al. 2005). Vingt-huit génes majeurs
controlant des caractéres agronomiques et a hérédité mendélienne simple (Dirlewanger et al.
2004b) ainsi que 28 QTL (Arus et al. 2003), pour la plupart polymorphes chez le pécher, ont

¢té cartographiés sur la carte consensus TxE.
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1.4.2 - Ressources génomiques
1) Banque d’ADN génomique

Plusieurs banques BAC (Bacterial Artificial Chromosome) de pécher ont été
développées et déposées dans la base de données génomiques des Rosacées (GDR : Genome
Database for Rosaceae sur http://www.rosaceae.org). Trois des plus importantes banques
BAC sont celles qui ont été produites a partir des variétés ‘Nemared’, ‘Jingyu’ et ‘Lovell’. La
banque BAC du porte-greffe ‘Nemared’ (‘The Nemared’) a été générée a partir du mésocarpe
des fruits et contient 44 160 clones avec des inserts de 50 a 100 kb (Georgi et al. 2002). La
banque BAC du cultivar ‘Jingyu’ a été réalisée a partir de ’ADN extrait des feuilles et
contient 20 736 clones avec des inserts de 40 a 180 kb (Wang et al. 2001). La troisieéme
banque BAC a été construite a partir de I’ADN d’un haploide doublé (Plov 2-1N) issu du
porte-greffe ‘Lovell” et contient 34 560 clones avec des inserts de taille moyenne de 80 kb

soit une couverture 9,2 x le génome (Georgi, non publié).

2) Expressed Sequence Tag (EST)

Prés de 102 000 EST de Prunus ont été séquencés et déposés dans la base de données
EST dans NCBI (National Center for Biotechnology Information). Parmi ces EST, des SSR
ont été identifiés, ce qui a permis la cartographie de genes connus (Georgi et al. 2002; Jung et
al. 2005; Wang et al. 2002). Ces SSR sont moins polymorphes que ceux contenus dans des
régions intergéniques mais sont plus facilement transférables entre especes étant donné que
les régions transcrites sont tres conservées. La cartographie des EST peut aussi étre réalisée en
utilisant des banques BAC. En effet, une carte des transcrits a été développée par Horn et al.
(2005) en hybridant 1236 EST d’Unigene et 68 ADNc de pécher sur la banque
BAC Nemared (Georgi et al. 2002). Ils ont ainsi placé 11,2 % des EST et ADNc disponibles
en 2005 sur la carte génétique TXE. Trente deux EST d’un cluster se sont avérés, pour la
plupart d'entre eux, ne pas avoir de séquences homologues dans la base de données NCBI.
Ces auteurs ont alors suggéré que ces EST seraient peut étre spécifiques aux arbres fruitiers
ou qu’ils auraient rapidement évolué¢ a partir d'un ancétre commun pour développer de

nouvelles fonctions chez les arbres fruitiers.
En 2005, une base de données EST spécifique au pécher comprenant plus de 18 600
EST a été réalisée (http://www.itb.cnr.it/estree; (Lazzari et al. 2005). Il s’agit de la base de

données ESTree réactualisée en 2007 en Version VI et regroupant maintenant plus de 75 400
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séquences EST issues de 19 banques de pécher et trois d’amandier (Lazzari et al. 2008). Cette
base de données a €té établie a partir de banques EST développées et d’EST pris dans d’autres
bases de données publiques telles que GenBank ou le GDR (Genome Database for Rosaceae ;

http://www.mainlab.clemson.edu/gdr/ESTsearchPeach.html).  Ces bases de données

présentent donc des séquences communes. La collection de séquences de pécher d’ESTree
représente neuf génotypes (‘Bolero’, ‘Loring’, ‘OroA’, ‘Red Haven’, ‘Suncrest’,
“Yumeyong’, ‘O'Henry’, ‘Baby gold 5’ et ‘Fantasia’), quatre tissus (mésocarpe du fruit, peau
du fruit, jeune pousse et feuilles) et quatre stades de développement du mésocarpe (S1 :
premicres divisions et développement des cellules apres fécondation, S2 : durcissement du
noyau, S3: stade pré-climactérique et S4: stade post-climactérique). Cependant, la
distribution des séquences entre les banques ou les stades de développement est inégale : le
mésocarpe au stade post-climatérique est le plus représenté (Lazzari et al. 2008). Plus
récemment, pres de 11 000 EST de pécher ont été développés, a partir des mémes tissus et aux
mémes stades de développement chez les variétés OroA, Bolero et Suncrest, et ont été ajoutés
a la base de données ESTree (Vecchietti et al. 2009). Suite a I’assemblage des EST
développés et d’EST issus de bases de données publiques, ces auteurs ont obtenus pres de
18 000 unigenes.

La base de données ESTree est un outil tres utile pour I'analyse du transcriptome de la
péche mais peut aussi étre utilisé pour le transfert de ces EST a d’autres espéces Rosacées. La
transférabilité des EST entre Rosacées a déja été prouvée. En effet, 18 marqueurs EST-SSR
ont été développés a partir d'une banque d'’ADNc du mésocarpe de la variété de péche
“Yumyeong’ et ont pu étre transférés chez six autres espeéces de Prunus (amandier, abricotier,
cerisier, prunier japonais, prunier européen et Prunus ferganensis) (Vendramin et al. 2007).

Par ailleurs, des microarrays de pécher (WPEACH1.0) ont été développés a partir de
fruits de la variété ‘Fantasia’ (Trainotti et al. 2006a). Ces microarrays contiennent environ
4800 sondes oligonucléotidiques correspondant a un ensemble d’Unigenes dont la plupart
d'entre eux sont exprimés au cours de la derni¢re phase de développement du fruit. Ces genes
ont été classés en fonction de 1’ontologie des genes (Gene Ontology) de TAIR (The
Arabidopsis Information Resource) en trois grandes catégories basées sur la localisation

cellulaire, la fonction moléculaire et le processus biologique.
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3) Carte physique

Les cartes physiques sont des ressources importantes pour le développement de
marqueurs, la cartographie de génes et de QTL et le clonage positionnel. Elles servent aussi
de support au séquencage des génomes. Des cartes physiques sont disponibles pour le pécher
(Zhebentyayeva et al. 2008) et le pommier (Han et al. 2007).

En 2006, une premicre carte physique du pécher couvrant 50% du génome a été
¢tablie, comprenant 673 EST de I’Unigene pécher PP_LEa (Prunus persica ‘Loring’ fruit
EST) hybridés (Zhebentyayeva et al. 2008). La carte physique actuelle du pécher a été
construite en utilisant ’empreinte génétique de clones BAC (High-Information Content
Fingerprinting, HICF). L’utilisation de I’'HICF a permis I’assemblage de 2 138 contigs
(assemblages de séquences de BAC) composés de 15 655 clones (couverture de 4,3 x le
génome du pécher) provenant de deux banques BAC complémentaires (‘The Nemared’ et
‘Lovell’) (Zhebentyayeva et al. 2008). La longueur totale de tous les contigs a été estimée a
303 Mb soit 104,5% du génome. Cette carte physique a été ancrée aux huit groupes de liaison
de la carte de référence Prunus et intégrée a la carte du transcriptome (Horn et al. 2005).
Actuellement, la longueur totale des contigs ancrés a la carte génétique est estimée a 45 Mb
soit seulement 15,5% du génome. Au total, 2 636 marqueurs comprenant des marqueurs
génétiques, des EST, des marqueurs gene spécifique et des sondes Overgo ont été intégrés a la
carte physique et ont précisé I’assemblage (Zhebentyayeva et al. 2008). Ces premiers résultats
de carte physique participeront au séquencage du génome entier du pécher, prévu en 2010 a
partir de I’haploide doublé Lovell sélectionné par le Department of Energy Joint Genomics
Institute’s Community Sequencing Program, US pour le séquencage en shotgun avec une

couverture de 8 x le génome (Zhebentyayeva et al. 2008).

1.4.3 - Synténie pécher / Rosacées, Rosid I, Rosid 11

La comparaison des positions de marqueurs orthologues dans des cartes de liaisons
génétiques de différentes especes permet d’établir le degré d’homologie entre leur génome et
ainsi d’estimer le degré de synténie entre elles. La synténie €tait initialement définie comme la
présence de deux ou plusieurs geénes sur le méme chromosome, mais plus récemment sa
définition a été étendue a la description de la conservation de I’ordre des geénes entre deux

especes apparentées.
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1) Synténie pécher / autres Rosacées fruitiéres
- Au sein des Prunus

Des marqueurs communs entre les cartes construites a partir de descendances de
Prunus issues de croisements intra- et interspécifiques ont permis la comparaison entre les
génomes de pécher, d’amandier, d’abricotier, de cerisier, de P. cerasifera, de P. davidiana, et
de P. ferganenesis. Toutes les comparaisons ont montré une conservation de la synténie et de
la colinéarité (Arus et al. 2003; Dirlewanger et al. 2004b). Ce qui suggére que le génome des
Prunus est similaire au sein du genre, ce qui est en accord avec I’existence d’hybrides
interspécifiques fertiles connus pour de nombreuses especes de ce genre.

Seuls deux grands réarrangements chromosomiques, des translocations réciproques,
ont été révélés. Le premier réarrangement a été observé pour les groupes de liaisons G6 et G8
sur la descendance F, issue du croisement ‘Garfi’ x ‘Nemared’ (Dirlewanger et al. 2004b;
Jauregui et al. 2001). Cette translocation a aussi €été observée sur le croisement ‘Akame’ x
‘Juseitou’ (Yamamoto et al. 2005). Le deuxiéme réarrangement a été observé chez le prunier

myrobolan (P. cerasifera) et concerne les groupes de liaisons G3 et G5 (Lambert et al. 2004).

- Prunus / Malus

Une comparaison entre les génomes de pommier et de pécher a été réalisée a I’aide de
30 marqueurs communs entre la carte Prunus ‘Texas’ x ‘Earlygold’ et la carte Malus ‘Prima’
x ‘Fiesta’ (Dirlewanger et al. 2004b). Globalement, a chacun des groupes de liaison G1, G3 et
G4 Prunus correspondait deux groupes de liaison homéologues chez le pommier (L5, LS8, L9,
L10, L13 et L17) et 'ordre des marqueurs s’est révélé génétiquement identique (Figure 10).
Seule la moitié du groupe de liaison G1 Prunus correspondait aux groupes de liaisons
homéologues L13 et L16 du pommier alors que I’autre moiti¢ du G1 correspondait au L8. Le
groupe de liaison G1 correspondrait en réalit¢é au chromosome 1 qui serait le plus long
chromosome chez les Prunus mais qui n’a pas d’équivalent en longueur chez le pommier. De
plus, Sargent et al. (2009) ont aussi montré une synténie entre Prunus et Malus, entre le
groupe de liaison G2 chez les Prunus et les groupes de liaisons homéologues L1 et L7 chez
les Malus. Dirlewanger et al. (2004b) ont ainsi proposé deux hypotheses : soit le chromosome
1 (GI) se serait divis€ en deux chez un ancétre Malus proche du génome Prunus formant par
la suite le pommier amphidiploide, soit deux chromosomes ancestraux Prunus auraient

fusionné apres la séparation de ces deux genres.

32



Gl Li3 L16 (3 L2 L17

L4 4— MOC0E3 I fAGS3a MOCL1E MCIISb—4 MO 1152
AGSS S
)
P—— = 10 eM
¥ N Me-1 4 MC03%a 1 vicossn
LI
G4 L%
mcossa 1
MICIHIT - MO8k
10
LY5h L /
LY5EB / MO menset— 1. osd ricosn
MO / :
L. L?" || FAMCMETa
24 L MO T a A i
P F i R Meo3ea —— 1 nicnzon
LYzl \I 3
; TR
LI fAar-1) 4
ﬁ Lap-2
LY37. Moz 3
LYT6A \
1 dar-2
S
r’_d__d-/-' F MOI24a— FMOI24b
MOBI4A
| Lap-2, MCO2Z2
N vies

Figure 10 : Comparaison entre les cartes de liaison Prunus et Malus (Dirlewanger et al.
2004b).

Les groupes de liaison Prunus sont notés G et ceux des groupes Malus sont notés L suivi du
numéro du groupe. Seuls les marqueurs communs aux cartes Prunus et Malus sont indiqués.

- Prunus / Fragaria

Une comparaison entre les génomes du fraisier diploide et du pécher a I’aide de 71
marqueurs (RFLP, SNP, EST, SSR) cartographiés sur les cartes de références Fragaria et

Prunus et couvrant 78 % de chacun des deux génomes a été réalisée (Vilanova et al. 2008).

Globalement, en considérant seulement les groupes de liaison Prunus, ces travaux ont
montré que cinq de ces huit groupes de liaison possédaient la plupart des marqueurs identifiés
sur un seul groupe de liaison Fragaria (PG2-FG7, PG3-FG6, PG4-FG3, PG5-FGS5 et PG8-
FG2) (Figure 11). Les trois autres groupes de liaison Prunus contenaient les marqueurs de
deux ou trois groupes de liaison Fragaria (PG1-FG2/FG4, PG6-FG1/FG3/FG6 et PG7-
FG1/FG6). De plus, des travaux s’appuyant sur 1’utilisation de marqueurs gene-spécifiques,
ont confirmé que les groupes de liaison FG7 et FGS chez Fragaria correspondaient
respectivement aux groupes de liaison PG2 et PG5 chez Prunus (Sargent et al. 2009) avec une

inversion entre les groupes de liaisons FG7 et PG2.

Les résultats des travaux de Sargent et al. (2009) et Vilanova et al. (2008) suggerent

que ces deux génomes ¢loignés conservent une synténie et une colinéarité partielle, mais ont

33



subi de nombreux réarrangements (inversions, translocations, divisions et fusions) depuis leur
divergence a partir d'un ancétre commun. A partir de ces résultats de synténie, Vilanova et al.
(2008) ont propos¢ un schéma d’évolution des chromosomes des genres Prunus et Fragaria a

partir d’un ancétre commun (Figure 12).
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Figure 11 : Comparaison entre la carte de référence Prunus (groupes de liaison PG1 a PGS)
et Fragaria diploide (groupes de liaison FG1 a FG7) (Vilanova et al. 2008).

Les barres verticales indiquent des régions correspondant a des bins pour les marqueurs
cartographiés par bin mapping. Les marqueurs d'un groupe de liaison correspondant a des
groupes de liaison, de I’autre génome, autres que ceux qui se situent a proximité sont suivis
du nom du groupe de liaison correspondant indiqué entre parenthéses.
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Figure 12 : Schéma de 1’évolution des chromosomes Prunus (PG1 a PG8) et Fragaria (FG1 a
FG7) a partir d’un hypothétique génome d’une espéce Rosacée ancestrale a x=9
chromosomes (A1-A9) et représentation des réarrangements majeurs impliquant plus de deux
marqueurs communs (Vilanova et al. 2008).

2) Synténie Prunus / Rosid I et 11

La disponibilité récente de la séquence du génome de Populus trichocarpa (Tuskan et
al., 2006) et la séquence partielle de Medicago truncatula (Cannon et al. 2006) constituent des
ressources nouvelles utilisables pour des études de synténie entre les génomes de plantes.
Populus et Medicago appartiennent a la classe des Rosid I qui comprend également les
Prunus (Soltis et al. 2000) (Figure 2). Par conséquent, d'un point de vue évolutif, le genre
Prunus est plus proche des genres Populus et Medicago que d’Arabidopsis qui appartient aux

Rosid 1II.

- Prunus / Populus, Medicago (Rosid 1)

Des BAC de différentes espéces de Prunus ont récemment été comparés aux
séquences des génomes Populus et Medicago afin d’étudier la conservation de la synténie au
sein des Rosid I (Jung et al. 2009) Figure 13. Une forte synténie a été observée entre Prunus
et Populus avec des régions synténiques atteignant jusqu’a 477 kb chez Populus. De plus,
I’ordre des genes s’est aussi révélé bien conservé entre ces deux genres. Pour chaque BAC
Prunus, deux régions distinctes chez Populus ont ét¢é identifiées, correspondant a des régions
génomiques dupliquées chez Populus. Ces mémes travaux ont également révélé des régions
synténiques conservées entre les BAC Prunus et le génome partiellement séquencé de

Medicago mais a un niveau moindre et montrant parfois des réarrangements. Une des plus
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importantes régions conservées entre ces deux genres, concerne un BAC Prunus de 133 kb
qui s’est avéré synténique d’une région d’environ 184 kb sur le chromosome 2 de Medicago
et qui a mis en évidence une translocation. Les auteurs suggerent que le génome Prunus est
plus proche de celui de Populus que de Medicago qui dans l'évolution est pourtant plus

proche du genre Prunus que Populus.
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Figure 13 : Exemple de régions synténiques conservées entre des BAC de pécher et les
génomes de Populus et Medicago (Jung et al. 2009).

- Prunus / Arabidopsis (Rosid 11)

Plusieurs travaux ont comparé les séquences d'A. thaliana aux positions: (1) de
marqueurs RFLP cartographiés sur TXE, pour la plupart développés a partir de séquences EST
d’A. thaliana (Dominguez et al. 2003); (2) d’EST pécher ancrés sur la carte consensus Prunus
et par cartographie physique sur des contigs de BAC Prunus (Jung et al. 2009; Jung et al.
2006); (3) d’une séquence complete et de séquences partielles de deux clones BAC de pécher
(Georgi et al. 2003); et (4) d’une séquence complete d'un seul clone BAC de P. cerasifera
(Claverie et al. 2004).
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Des régions microsynténiques ont ¢été détectées entre les cinq chromosomes
d'Arabidopsis et sept des huit groupes de liaison de la carte de référence Prunus ainsi qu’avec
77 contigs de BAC a I’aide d’EST ancrés a la carte physique du pécher (Jung et al. 2006).

Les régions synténiques des deux ensembles de données (carte génétique et carte
physique) se sont révélées étre de petites régions ne contenant que quelques paires de génes
conservés (Jung et al. 2009; Jung et al. 2006). La plus grande région conservée identifice est
de 25cM sur le GL2 chez les Prunus correspondant a 5,4 Mb sur le chromosome 5
d’Arabidopsis (Dominguez et al. 2003).

La synténie entre le pécher et Arabidopsis est apparue fragmentée : tous les groupes de
liaison Prunus contenant des régions synténiques correspondent a plus de deux chromosomes
d'dArabidopsis, et la plupart des contigs de BAC correspondent a plusieurs régions synténiques
conservées correspondant a plusieurs chromosomes d'Arabidopsis (Jung et al. 2006). Ce
systtme complexe de synténie entre Prunus et Arabidopsis indiquerait des duplications

multiples du génome et la perte de genes chez Arabidopsis (Jung et al. 2009).

1.5 - La qualité organoleptique du fruit et ses composantes

La qualité d’un fruit charnu comme la péche peut se subdiviser en deux groupes : la
qualité organoleptique liée a des criteres sensoriels et la qualité nutritionnelle liée
principalement aux minéraux, vitamines et composés phénoliques.

La qualité organoleptique des fruits est I’ensemble des criteres reliés a 1’aspect (forme
et couleur), la texture, le gotit, I’odeur et ’ardme du fruit. Le golt ou la saveur est le résultat
de quatre impressions principales : sucré, salé, acide et amer résultant de I’interaction entre les
composés non volatils et les récepteurs de la langue. Parmi les -caractéristiques
organoleptiques, l’odeur et I’arome jouent un rdole prédominant. Ils correspondent a
I’interaction des composés odorants avec les récepteurs olfactifs. On distingue 1’odeur et
I’ar6me selon que les molécules volatiles suivent respectivement la voie nasale directe ou la
voie rétro nasale. Les composés volatiles des péches varient en fonction du type de fruit et du
génotype (Visai and Vanoli 1997). Bien que les sens de I’odorat et du gotit soient différents,
la proximité des organes des deux sens et leur connexion a travers le pharynx rendent la
séparation des perceptions du got et de I’ardme difficile. On utilise alors le terme de flaveur
pour désigner I’ensemble des deux (Pangborn 1963).

La qualité organoleptique d’un fruit ou d’un autre produit peut étre évaluée suite a

I’établissement d’un profil sensoriel ou par des mesures instrumentales (Infante et al. 2008).
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L’analyse sensorielle des caractéristiques organoleptiques est réalisée par un jury expérimenté
qui évalue certains criteres sur une échelle d’intensité de chacun des descripteurs. Des
descripteurs d’ordre olfactifs (odeur du fruit), visuels (calibre, couleur globale, pourcentage
de la couleur la plus foncée, couleur de la chair...) et tactiles (velouté de la peau, adhérence
du noyau a la chair) sont analysés sur péche intacte. Puis une analyse gustative permet
d’évaluer la flaveur (saveur acide, sucrée, amere, ardmes) et la texture (fermeté, jutosité,
fibrosité, fondant) du fruit.

Pour mesurer la qualité de facon objective et homogene, les professionnels utilisent
plusieurs outils sur fruit entier ou sur jus. Le réfractometre mesure la teneur en solutés
solubles totaux, le titrateur permet d’évaluer I’acidité totale et le pénétrometre mesure la
fermeté. Ce dernier outil est utilisé pour déterminer la période de récolte et contrdler la
maturation lors de la conservation en chambre froide. La calibreuse permet de trier les fruits
en fonction de leur taille et les "codes couleurs" permettent d’apprécier la qualité visuelle et la
coloration des fruits. Une qualification des couleurs peut également étre réalisée a 1’aide d’un
chromametre.

Cependant, la notion de qualité organoleptique des fruits reste trés subjective. Par
exemple, en ce qui concerne l’acidit¢ des péches, en Asie (Chine, Japon et Inde
principalement) et au Brésil les péches et nectarines non acides sont tres appréciées des
consommateurs, tandis que dans les pays situés dans le nord les préférences des
consommateurs se portent sur des fruits acidulés (Monet 1979). Néanmoins, on peut tout de
méme définir assez facilement et objectivement des seuils en-deca et au-dela desquels

I’impression globale ressentie est mauvaise (Huet 1978).

1.6 - Métabolisme et transport des acides organiques et sucres solubles dans

le fruit

La qualité de la chair des fruits dépend beaucoup de leur teneur totale en sucres et
acides mais aussi des sucres et des acides individuellement (Esti et al. 1997). L’acidité est un
des déterminants majeurs du golit chez les baies (tomate, raisin, agrumes...) et les drupes
(péche, prune, cerise...). Les sucres et acides organiques jouent donc un réle important dans

la flaveur des fruits (Esti et al. 1997; Jensen 1986; Sweeney et al. 1970).
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1.6.1 - Composition et métabolisme des acides organiques

La part respective des acides organiques a des répercussions sur la qualité
organoleptique des fruits charnus a maturité étant donné leur différence de saveur et
d’intensité de perception (Gardner 1966). La quantité d’acides organiques observée dans le
fruit mar résulte de synthéses et de transformations métaboliques dans différents

compartiments des cellules du fruit tout au long du développement (Rolin et al. 2000).

Les acides malique et citrique sont généralement les acides organiques les plus
courants et abondants dans les fruits charnus (Tucker 1993). Par ailleurs, I’acide tartrique peut
aussi étre présent en abondance dans certains fruits comme le raisin ou les acides organiques
majeurs a maturité sont les acides malique et tartrique.

Chez la péche, a maturité, les principaux acides organiques sont les acides malique et
citrique, tandis que ’acide quinique (Byrne et al. 1991; Moing et al. 1998; Sweeney et al.
1970; Wu et al. 2005) et I’acide shikimique sont en plus faible quantité (Wu et al. 2002). Ces
acides organiques contribuent considérablement a l'acidité totale des péches et nectarines
(Anet and Reynolds 1953; Esti et al. 1997) et leur quantité varie en fonction de la variété. Les
fruits de la variété non acide ‘Ferjalou Jalousia®’ contiennent deux fois moins d’acide
malique et cinq fois moins d’acide citrique que les fruits de la variété normalement acide
‘Fantasia’ (Moing et al. 1998). Le gofit de I'acide malique a été décrit comme étant plus fort et
plus persistant que celui de I’acide citrique (Souty and André 1975). L’acide quinique a été
décrit comme étant Iégérement acide et amere et aurait des propriétés antibactériennes

bénéfiques pour la santé.

De nombreuses enzymes sont impliquées dans la biosynthese et la dégradation des
acides organiques majeurs chez la péche. Certaines de ces enzymes ont été étudiées de
maniere ciblée au niveau de leur activité ou de leur expression dans le fruit d’une espece

donnée, comme la phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) et ’aconitase.

La PEPC (EC 4.1.1.31) est une enzyme clé dans la biosynthése des acides malique et
citrique dans le fruit (Figure 14). Cette enzyme cytosolique est treés régulée (Chollet et al.
1996; Izui et al. 2004) et catalyse la B-carboxylation de la phosphoenol/pyruvate pour produire
I’oxaloacétate et du phosphate inorganique. L’oxaloacétate formé est réduit par la malate
déshydrogénase NAD-dépendante (MDH, EC 1.1.1.37) pour donner le malate. L’oxaloacétate
et le malate peuvent entrer dans le de Krebs pour donner du citrate et d’autres métabolites. Le

malate peut également étre converti en pyruvate par l'enzyme malique (ME). Deux types de
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ME sont connus, la NAD-dépendante (EC 1.1.1.39) qui catalyse la réaction: malate + NAD"
= pyruvate + CO, + NADH, et la NADP-dépendante (EC 1.1.1.40) (Wheeler et al. 2005).
Cependant, I’attribution d’une fonction a une enzyme n’est pas simple sachant qu’il en existe
plusieurs isoformes. Par exemple, pour la NADP-ME des études ont montré chez Arabidopsis
thaliana que des changements minimes dans la structure primaire sont responsables des
différents comportement cinétique de chaque isoforme (Wheeler et al. 2008). Ainsi, la co-
expression de certaines isoformes dans le méme compartiment cellulaire n’impliquerait pas

une redondance mais représenterait la spécificité de leur fonction.
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Figure 14 : Enzymes intervenant dans le cycle de 1’acide citrique identifiées dans les cellules
de sac a jus par Katz et al. (2007).

(1) Aconitase, (2) Isocitrate déshydrogénase, (3) complexe 2-oxoglutarate déshydrogénase:
E1-Oxoglutarate déshydrogénase, E2-dihydrolipoamide, E3-Dihydrolipoyl déshydrogénase,
(4) Succinyl CoA synthétase, (5) Succinate déshydrogénase, (6) Fumarase, (7) Malate
déshydrogénase, (8) Citrate synthase, (9) ATP citrate lyase, (10) Enzyme malique, (11)
Pyruvate déshydrogénase, (12) Cytosolique aconitase, (13) Cytosolique isocitrate
déshydrogénase, (14) PEP carboxylase, (15) Cytosolique malate déshydrogénase et (16)
dicarboxylate / tricarboxylate transporteur (CTG1104002).

La PEPC régule également le pH cytosolique et la reconstitution anaplérotique des

intermédiaires du cycle de Krebs consommés dans les biosyntheses (Chollet et al. 1996). La
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PEPC peut également contrdler la synthése des acides organiques qui sont accumulés par la
suite. Dans le fruit, l'accumulation des acides organiques est régulée durant son
développement (Monselise 1986).

Chez la péche (Moing et al. 1999), la pomme (Beruter 1998 ) et le citron (Clark and
Wallace 1963) les activités de la PEPC mesurées au cours du développement du fruit sont
supérieures chez les génotypes a fruits non acides par rapport aux génotypes a fruits
normalement acides. Cependant, ces différences d’activités ne correspondent pas a des
différences de concentration en acide malique au méme titre que I’activité de la MDH ne rend
pas compte des différences de concentration en acide malique entre fruits non acides et
normalement acides. Ces données doivent étre interprétées avec précaution puisqu’il existe
probablement plusieurs isoformes de PEPC exprimées dans le fruit de péche comme cela a été
montré chez la tomate (Guillet et al. 2002).

Chez le pommier, ’acide malique est le principal acide organique. Il s’accumule dans
les jeunes fruits puis diminue au cours de la croissance et la maturation du fruit (Ulrich 1970).
Les principales enzymes impliquées dans la synthése du malate étudiées chez la pomme sont
aussi la PEPC et la malate déshydrogénase NAD-dépendant (Blanke et al. 1987). Le malate
peut également étre décarboxylé en pyruvate via I’enzyme malique NADP-dépendante (Dilley
1962). Au cours du développement, une PEP carboxykinase catalysant la décarboxylation du
malate en phosphoenolpyruvate (PEP) via ’OAA a été mise en évidence dans la baie de raisin
(Ruffner and Kliewer 1975) et plus récemment son rdle dans la maturation a été discuté chez
la tomate (Bahrami et al. 2001).

Chez les Citrus, 1'acide citrique est ’acide organique majoritaire. 11 est responsable en
grande partie de l'acidité des cellules et diminue au cours du développement des agrumes
(Shimada et al. 2006). Il représente de 60 a 90% des acides organiques totaux des agrumes.
Néanmoins, les concentrations d’acide citrique sont trés contrastées entre les différentes
especes, la clémentine possédant la teneur la plus faible et le citron la plus élevée presque dix
fois celle de la clémentine (Sinclair 1984 ).

Chez les Citrus, le role de l’aconitase (qui transforme le citrate en isocitrate)
mitochondriale dans ’accumulation de 1’acide citrique a été mis en avant (Sadka et al. 2000).
Plus récemment, une analyse du protéome chez les Citrus a permis 1’identification de
protéines impliquées dans le métabolisme des sucres et acides organiques du fruit. La majorité
des enzymes intervenant dans le cycle de l'acide citrique ont été identifiées y compris la
pyruvate déshydrogénase, citrate synthase, aconitase, NADP+ isocitrate déshydrogénase

(IDH) (décarboxylation oxydative de I’isocitrate en 2-oxoglutarate), le complexe 2-
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oxoglutarate déshydrogénase (conversion du 2-oxoglutarate en succinyl-CoA + COy),
succinyl-CoA ligase (conversion du succinyl-CoA en succinate), succinate déshydrogénase
(oxydation du succinate en fumarate), fumarate hydratase (conversion entre fumarate et
malate), et malate déshydrogénase (MDH) (Katz et al. 2007) (Figure 14). Le citrate peut étre
produit soit par la condensation de l'oxaloacétate et de I'acétyl-CoA catalysée par une citrate
synthase (EC 2.3.3.1) ou par ADP + phosphate + acétyl-CoA + oxaloacétate catalysée par
I'ATP-citrate synthase (ou ATP:citrate lyase ; ACL, EC 2.3.3.8), deux enzymes identifiées
dans les cellules des sacs a jus (Katz et al. 2007). Ces auteurs ont identifi¢ différentes formes
pour chaque type de protéine correspondant a différents compartiments et parfois deux ou
trois formes différentes pour un méme compartiment. Ceci confirme la complexité du

métabolisme des acides organiques dans les cellules des tissus du fruit.

1.6.2 - Composition et métabolisme des sucres solubles dans le fruit

Les fruits charnus sont des organes puits qui importent, via le phloeme,
essentiellement deux formes d’assimilats photosynthétiques issus des feuilles adultes : le
saccharose et pour les Rosacées fruitieres ligneuses le sorbitol en plus du saccharose (Bieleski
1982). Le saccharose, le glucose et le fructose sont les principaux sucres solubles de la péche
a maturité comme pour la majorité des fruits charnus, ainsi que le sorbitol accumulé en tres
faibles quantités (DeJong and Moing 2008; Moing et al. 1998; Moriguchi et al. 1990;
Robertson et al. 1990). Les trois sucres majeurs ont des impacts différents sur le gofit
puisqu’en termes de douceur, si le saccharose est noté 1, le fructose sera noté 1,75 et le

glucose 0,75 (Doty 1976; Pangborn 1963).

Les sucres sont transportés par le phloeme et importés dans les cellules du fruit soit
par la voie symplastique par les plasmodesmmes, soit par la voie apoplastique par des
transporteurs (Lalonde et al. 2004). Ces deux modes d’importation pourraient dépendre du
tissu et du stade de développement (Zhang et al. 2006). Les sucres solubles se répartissent
donc entre les compartiments apoplastique, cytosolique et vacuolaire. La répartition de chaque
sucre peut étre différente selon le compartiment. Chez la pomme, les hexoses sont
essentiellement présents dans la vacuole (95 a 100%), le sorbitol se trouve plus dans
I’apoplaste (60%) que dans la vacuole (40%) et le saccharose dans 1’apoplaste et le cytosol

(Yamaki 1984).
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Le saccharose est le principal assimilat photosynthétique stocké dans le fruit. Le
saccharose peut étre transporté de 1’apoplasme dans les cellules par des transporteurs de
saccharose ou peut étre dégradé par les invertases de la paroi cellulaire en glucose et fructose,
qui a leur tour peuvent étre transportés par des transporteurs d’hexoses (Koch 2004).

Il existe trois types d'invertases: les invertases acides vacuolaires, les invertases acides
extracellulaires ou apoplastiques et les invertases neutres cytosoliques (Figure 15).

L’invertase apoplastique a fait I’objet de nombreuses études chez la tomate mais son
role dans I’importation des photoassimilats n’a été démontré que récemment. En effet, des
variations de lactivité de I’invertase apoplastique LINS expliquent I’effet d’un QTL
contrdlant le degré brix des fruits de tomate (Fridman et al. 2004). Le polymorphisme de ce
geéne, exprimé dans la fleur et le fruit, se traduit par une modification de son affinité pour le
saccharose. De plus, la dérégulation de TIV1, qui code pour une invertase vacuolaire chez la
tomate, entraine une diminution de la teneur en sucres et de la taille du fruit (Klann et al.
1996). Ces enzymes seraient impliquées dans la phase précoce de développement du fruit qui
fait suite a la fécondation. La transition vers les phases plus tardives de stockage et de
mirissement est caractérisée par la prise en charge du saccharose par la saccharose synthase
(SuSy). Son activité, localisée dans le cytosol, est corrélée au plus fort taux d’accumulation de
matiere seéche et de croissance du fruit de tomate (Sun et al. 1992). La dérégulation du gene
codant pour cette enzyme, qui entraine une réduction de la taille des fruits, a permis de
montrer qu’elle jouait un role important dans le déchargement du saccharose durant la phase
précoce de développement du fruit (D'Aoust et al. 1999). L’INV et la SuSy assurent le clivage
du saccharose en deux monosaccharides qui sont alors pris en charge par le métabolisme
central de la cellule. Les tomates domestiquées, dont les fruits sont plus grands en taille que
ceux des especes sauvages, présentent une activité accrue au niveau des INV solubles et des
SuSy, ce qui augmente les taux d’hexoses (Kortstee et al. 2007; Schauer et al. 2005). 11 a été
proposé que ces activités conditionnent le développement du fruit en régulant I’accumulation

d’amidon et la force de puits.
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Figure 15 : Localisation et fonctions des invertases selon Sturm (1999).

Chez le pécher, les invertases acides joueraient également un réle clé dans la
croissance et la composition du fruit et une étude d’expression a également mis en évidence le
role de l'invertase neutre codée par PpNII dans le développement du fruit (Nonis et al. 2007;
Vizzotto et al. 1996).

Le sorbitol ne s’accumule pas dans le fruit des Rosacées fruitieres ligneuses car il est
rapidement métabolisé. Chez le pommier, le fructose est produit en abondance alors que peu
de glucose est formé en raison de la transformation du sorbitol en fructose par I’action de la
sorbitol déshydrogénase (Beruter and Studer-Feusi 1997) dont cinq génes s’exprimeraient
dans le fruit (Nosarzewski and Archbold 2007). Le fructose est par conséquent le sucre
majeur formé chez la pomme. Ceci impliquerait que 'utilisation du glucose et du fructose
dans le métabolisme des fruits nécessite des régulations distinctes (Beruter 2004). Chez le
pécher, une sorbitol déshydrogénase NAD-dépendante (NAD-SDH ; EC 1.1.1.14) a été isolée.
L’activité de cette NAD-SDH s’est révélée variable au cours du développement du fruit avec
une forte activité dans les fruits verts suivie d une baisse temporaire de cette activité puis une
nouvelle augmentation a maturité. Yamada et al. (2001), suggerent que I’activité de cette
NAD-SDH serait régulée au niveau trancriptionnel.

Par ailleurs, les teneurs en saccharose ou sorbitol dans les tissus du fruit peuvent aussi

étre controlées par I’implication de transporteurs (Amemiya et al. 2006; Gao et al. 2003).
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1.6.3 - Variations des teneurs en acides organiques et en sucres solubles au cours du

développement de la péche

Les fruits charnus accumulent les acides organiques jusqu’a la maturation du fruit,
puis ces acides organiques sont généralement utilisés pour la respiration et leur concentration
nette diminue (Tucker 1993). L'acidité du fruit chez le pécher, comme la plupart des fruits
charnus, résulte de la synthese et de I'accumulation des acides organiques majeurs, les acides
malique et citrique. Cela se produit au cours des premiers stades de développement du fruit,
de la fin de la division cellulaire a I’initiation de la maturation (Etienne et al. 2002a).

Chez la péche, le rapport de ’acide malique sur I’acide citrique présente deux maxima,
I’un au début du développement du fruit et I’autre a maturité physiologique du fruit (Chapman
and Horvat 1990; Chapman et al. 1991). La quantité d’acide quinique libre semble étre fixée
trés tot mais varie en fonction de I’alimentation carbonée du fruit (Souty et al. 1999).
L'augmentation de l'acide malique (premier pic) est concomitante avec la premiere étape de la
croissance rapide des fruits, tandis que l'augmentation de l'acide citrique (deuxiéme pic) est
concomitante avec le début de la deuxieme phase de croissance rapide (Figure 16) (Etienne et
al. 2002a). Les deux phases de croissance rapide sont associées au grandissement des cellules
du mésocarpe ou les acides organiques sont stockés (Masia et al. 1992). L’accumulation des

acides organiques dépend également du génotype (Figure 16).
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Figure 16 : Concentrations en acide malique et citrique, et en hexoses et saccharose du
mésocarpe des fruits de ‘Ferjalou Jalousia®’ et ‘Fantasia’ sur la base du poids sec, en
fonction des jours apres la floraison (d'apres Etienne et al. 2002a).

(A) acide malique (B) acide citrique (C) glucose + fructose (D) saccharose.
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Chez certaines especes fruitieres les sucres solubles sont accumulés principalement
avant la maturation du fruit et peuvent étre stockés sous forme d’hexoses ou d’amidon
(pomme, tomate, banane). D’autres espéces fruitieres telles que la péche, la fraise ou le raisin,
continuent d’accumuler ces assimilats pendant la maturation du fruit, ce qui va participer au
développement de la saveur du fruit (Tucker 1993).

Les concentrations en glucose et fructose augmentent considérablement au cours de la
phase I du développement puis diminuent en milieu de phase II. Ce profil d’évolution dépend
de la variété. Ainsi, cette diminution s’est révélé plus importante pour la variété non acide
‘Ferjalou Jalousia™ (Etienne et al. 2002a). Par ailleurs, la forme de la courbe d’accumulation

du saccharose ainsi que la concentration a maturité varierait selon les années.

1.6.4 - Accumulation et transport des acides organiques et sucres solubles dans le fruit

Le stockage des acides organiques et sucres solubles se fait dans la vacuole et leur
passage depuis le cytoplasme jusque dans la vacuole a travers le tonoplaste (membrane
vacuolaire) est régulé par trois catégories de protéines: les pompes a protons, les
transporteurs et les canaux (Martinoia and Rentsch 1994; Sanders and Bethke 2000). Le
transport via les pompes et les transporteurs est un transport actif des molécules alors que le
transport via les canaux se fait sans consommation d’énergie, on parle alors de diffusion

facilité (Sanders and Bethke 2000).

1) Les pompes a protons tonoplastiques

Deux types de pompes a protons ont ¢té identifiés sur le tonoplaste et qui sont les
protéines les plus abondantes de cette membrane. Il s’agit des V-ATPases (EC 3.6.1.3) qui
hydrolysent I’ATP et des V-PPases (EC 3.6.1.1) qui hydrolysent le pyrophosphate (Gaxiola et
al. 2007; Martinoia 1992; Taiz 1992). Le role principal de ces pompes est d'acidifier la
vacuole, de fournir de I'énergie pour le transport des ions minéraux et des métabolites (dont
les sucres et acides organiques) et ainsi d’intervenir indirectement dans la turgescence et

I’expansion des cellules.

- Les V-ATPases
Les V-ATPases ou H'-ATPases vacuolaires catalysent le transport actif de un a trois
protons en fonction du pH cytoplasmique (Davies 1997) suite a I’hydrolyse d’une molécule

d’ATP. Les V-ATPases ont une structure plus complexe que les H -ATPases situées sur la
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membrane plasmique (P-ATPases). Les V-ATPases sont des enzymes multimériques
composées de deux sous complexes : le complexe périphérique V; constitué de huit sous
unités (noté de A a H) et responsable de I’hydrolyse de I’ATP, et le complexe membrane-
intégrale V, constitué¢ de six sous unités (a, c, c’, ¢’’, d et e) et responsable de la translocation
des protons (Figure 17) (Domgall et al. 2002; Gaxiola et al. 2007). Plus de 26 génes codant
pour des sous-unités de la V-ATPase ont été identifiés chez Arabidopsis thaliana. La majorité
des sous-unités du complexe V; sont codées par un seul gene, alors que les sous-unités du
complexe Vo sont codées par plusieurs genes situés dans des régions dupliquées du génome
(Sze et al. 2002).

Chez les Citrus, la différence de pH entre les limes acides et les limes douces serait au

moins en partie due a des différences d'activité de la V-ATPase (Brune et al. 2002).

ADP+Pi

Figure 17 : Schéma de la structure de la V-ATPase d’apres Gaxiola et al. (2007).

- Les V-PPases

Contrairement aux V-ATPases, les V-PPases ou H'-PPases vacuolaires sont des
enzymes constituées d’une seule sous unité qui utilisent du phosphate inorganique (PPi)
comme source d’énergie a la place de PATP (Martinoia et al. 2000). Les H'-PPases se
composent d'une seule chaine polypeptidique possédant entre 14 et 17 domaines
transmembranaires. Un modele de base de la topologie membranaire des H'-PPases a été
proposé par Mimura et al. (2004). Ces auteurs ont propos¢ une structure de base applicable a
toutes les H'-PPases contenant 16 domaines transmembranaires et plusieurs grandes boucles
cytoplasmiques contenant des motifs fonctionnels. Des travaux plus spécifiques, sur les V-

PPases chez Vigna radiata ont montré 16 domaines transmembranaires et huit boucles
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cytoplasmiques (CL : cytoplasmique loop) (Figure 18) avec un site de fixation du substrat en
CL3 (Hsiao et al. 2007).

Vacuolar side
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Figure 18 : Mode¢le de la topologie membranaire de la V-PPase prédit chez le haricot mungo
(Vigna radiata) par Hsiao et al. (2007).

Les 16 segments transmembranaires sont encadrés et les huit boucles cytoplasmiques sont
indiquées de CL1 a CLS.

Par ailleurs, il existerait deux types de H'-PPases phylogénétiquement distincts : le
type 1 dont lactivité serait dépendante du K’ cytosolique et modérément sensible a
I’inhibition par le Ca®*, et le type II qui serait insensible au K" mais trés sensible au Ca®".
Selon Belogurov et Lahti (2002), la conversion de la H'-PPase K'-dépendante en forme K'-
indépendante serait le résultat d’une substitution A460K (remplacement d’une alanine par une
lysine en position 460).

Les H'-PPases vacuolaires ou V-PPases seraient fortement stimulées par le K présent
du coté cytosolique du tonoplaste (Maeshima 2000; Martinoia et al. 2000). Chez le poirier,
des travaux sur une V-PPase isolée a partir du fruit ont montré que le pH optimal pour son
activité était de 7,0 £ 0,5 et que I'ajout de 50 mM de potassium multipliait par quatre son
activité (Suzuki et al. 1999). Récemment une étude sur la baie de raisin a révélé I’existence de

deux isoformes de la V-PPase (Venter et al. 2006) comme dans la péche (Etienne et al.

2002a).
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Les V-ATPases et les V-PPases importent les protons dans la vacuole contre leur
gradient de concentration (transport actif primaire) acidifiant ainsi la vacuole par rapport au
cytoplasme. Le fonctionnement de ces pompes produit un potentiel électrique positif a travers
le tonoplaste et un gradient de pH ¢levé. Ce gradient fournit de I’énergie nécessaire a 1’entrée
ou la sortie, par les transporteurs, des ions et métabolites primaires tels que les acides
organiques, les sucres et les acides aminés.

Par ailleurs, des travaux réalisés sur la tomate, ont étudié le role de la V-ATPase dans
le fruit. En utilisant des constructions anti-sens de la sous-unité¢ A de la V-ATPase sous le
controle d’un promoteur spécifique du fruit, Amemiya et al. (2006) ont observé une
diminution de la concentration en saccharose et de la taille des fruits liée a une diminution du
nombre de V-ATPases dans les fruits. Cependant, les plantes transgéniques anti-sens ne
présentaient pas de modifications des concentrations en glucose et fructose. Ces résultats ont
ainsi montré I'importance de la V-ATPase, non seulement dans la croissance des fruits, mais
aussi dans la composition en sucres chez la tomate.

Il a aussi été montré que l'activité de la V-ATPase était variable au cours du
développement des fruits de tomate (Coker et al. 2003). Une forte activité a été mise en
évidence dans les jeunes fruits, qui décroit en cours de développement puis augmente pendant
la maturation des fruits. Des variations similaires ont aussi été observées chez la poire
(Shiratake et al. 1997a), la poire Japonaise (Suzuki et al. 2000) et dans la baie de raisin
(Terrier et al. 2001). Chez la poire et dans la baie de raisin, le rapport de I’activité de la V-
PPase sur I’activité de la V-ATPase indique que la V-PPase est la pompe a protons majeure
de la membrane vacuolaire dans les jeunes fruits et que la contribution de la V-ATPase
augmentant avec le développement du fruit, celle-ci devient la pompe a protons majeure
pendant les dernieres phases de développement du fruit (Shiratake et al. 1997b; Terrier et al.
2001). Chez la péche, des travaux visant a identifier des différences d’expression des V-
ATPase et V-PPase chez les variétés ‘Ferjalou Jalousia®’ et ‘Fantasia’, ont aussi montré des
variations de I’activité de ces pompes a protons au cours du développement du fruit (Etienne
et al. 2002a). Ces variations ¢taient similaires a celles observées chez la tomate, la poire ou le
raisin. De plus, des différences d’expression ont été observées entre les deux génotypes
étudiés pour les V-PPases qui ont montrées une expression plus importante chez la variété

non acide ‘Ferjalou Jalousia®’ pendant la phase de croissance rapide du fruit.
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2) Les transporteurs tonoplastiques

Le transport des sucres et acides organiques via les transporteurs est actif puisqu’il est
dépendant de I’échange de protons produits par les pompes a protons tonoplastiques
(Huberman et al. 2005).

Dans la plupart des systémes étudiés, il avait été suggéré que le citrate traversait le
tonoplaste en utilisant le méme transporteur que le malate (Oleski et al. 1987; Rentsch and
Martinoia 1991). Plus récemment, différents travaux menés sur les acides organiques majeurs
ont mis en évidence I’implication de transporteurs spécifiques.

Pour le malate, deux mécanismes de transport distincts ont été identifiés: cet acide
dicarboxylique peut entrer dans la vacuole, soit par un canal spécifique de l'anion malate®
(Hafke et al. 2003), soit par un transporteur vacuolaire identifié et caractérisé chez A. thaliana
en utilisant des mutants de délétion (Emmerlich et al. 2003) (Figure 19). L’absence du
transporteur AfTDT (Arabidopsis thaliana Tonoplaste Dicarboxylate Transporteur) affecte le
métabolisme des acides organiques ainsi que la régulation du pH cytosolique (Emmerlich et
al. 2003). Chez Arabidopsis, une forte réduction des teneurs en malate et fumarate a été
observée dans les compartiments cellulaire et vacuolaire chez des mutants de délétion de ce

transporteur malgré la présence d’un canal de malate dans le tonoplaste (Hurth et al. 2005).

tonoplast
_ pl

- plasma membrane
- oytosol

- vacuofar lumen

Figure 19 : Processus de transport du malate et des sucres a travers le tonoplaste chez A.
thaliana (Neuhaus, 2007).

Un transporteur vacuolaire CsCitl (Citrus sinensis citrate transporteur 1) de type
symport citrate /H" a été identifié chez 1’orange (Shimada et al. 2006). L’expression de

CsCitl est la plus élevée au stade de développement ou les concentrations en citrate
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commencent a décliner et coincide avec l’augmentation du pH de la vacuole. CsCitl
interviendrait dans ’efflux du citrate de la vacuole vers le cytoplasme durant la maturation du
fruit. Ce transporteur peut réaliser le co-transport des H'. L’efflux de citrate H'-dépendant ne

dépend pas du potentiel électrique a travers le tonoplaste.

Des transporteurs de sucres potentiellement localisés au niveau du tonoplaste ont été
identifiés en utilisant des approches de protéomique (Carter et al. 2004; Endler et al. 2006) ou
des études immunologiques (Chiou and Bush 1996). Des transporteurs de saccharose ont été
identifiés chez ’orge HvSUT?2 et ’arabette AzfSUT4 (Weise et al. 2000; Weschke et al. 2000)
et localisés sur le tonoplaste des cellules du mésophylle (Endler et al. 2006) (Figure 19).
HvSUT?2 et AtSUT4 catalysent un co-transport H' / saccharose lorsqu’ils sont synthétisés chez
la levure. Ces transporteurs seraient impliqués dans le transport du saccharose de la vacuole
vers le cytosol. Plus récemment, une nouvelle famille de protéines situées sur le tonoplaste a
¢été identifiée chez A. thaliana. 11 s’agit des TMT (Tonoplast Monosaccharide Transporter)
(Wormit et al. 2006) (Figure 19). Ces transporteurs TMT joueraient un role majeur dans le
transport des hexoses dans la vacuole, principalement en condition de stress. Le transport du
glucose et du fructose nécessiterait de 1'énergie et se ferait par le méme transporteur. A notre
connaissance, a ce jour, les données sur le role de ces transporteurs dans le fruit ne sont pas

disponibles.

3) Les canaux ou protéines tunnels tonoplastiques

Les acides organiques sont généralement transportés a travers le tonoplaste a 1’aide de
canaux (diffusion facilité). Selon plusieurs études, les acides di et tri carboxyliques
utiliseraient la méme protéine canal pour traverser le tonoplaste et entrer dans la vacuole
(Emmerlich et al. 2003; Oleski et al. 1987; Ratajczak et al. 2003). Toutefois, un canal a anion
sélectif spécifique au malate a été identifié comme étant la principale voie d’entrée du malate
dans la vacuole chez une Kalanchoé (Hafke et al. 2003). La sortie des acides organiques

pourrait €tre assurée par un autre canal (Martinoia et al. 2000).
Pour ce qui concerne les sucres solubles, des expériences sur vacuoles isolées a partir

de feuilles, ont montré que I’absorption du saccharose se faisait également par diffusion

facilitée (Kaiser and Heber 1984; Martinoia et al. 1987), un mécanisme de transport qui
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permet un équilibre rapide entre le cytosol et la vacuole. La diffusion facilitée du saccharose
dans les vacuoles a été également observée dans les fruits de tomate (Milner et al. 1995).

Il a été montré, dans la poire, que le transport du glucose et du fructose était aussi
réalisé, dans une moindre mesure, par diffusion facilitée et par le méme transporteur. Ce
systeme de transport des hexoses serait par ailleurs, différent de celui du saccharose et du
sorbitol (Shiratake et al. 1997b). Cependant, ce type de canaux reste a caractériser au niveau

moléculaire.

1.7 - Controle de acidité dans les fruits charnus

Des variétés non acides ont été décrites chez plusieurs especes autres que le pécher,
telles que le pommier (Visser and Verhaegh 1978), la tomate (Stevens 1972), la vigne
(Boubals et al. 1971), le melon (Yamaguchi et al. 1977) et les Citrus (Cameron and Soost
1977).

Chez le pommier, un mutant non-acide de la variété ‘Usterapfel’ a révél¢é une teneur en
acide malique dix fois inférieure a celle des fruits normalement acides (Beruter 1998 ). La
forte teneur en acide malique serait, chez le pommier, controlée par 1’allele dominant au
niveau du locus Ma (Maliepaard et al. 1998), contrairement a I’allele dominant au locus D
chez le pécher qui contrdle le caractére non acide du fruit. Ceci implique que Ma et D
agiraient a différents points de controle physiologique. De plus, Ma et D ne sont pas localisés
sur des chromosomes homologues : Ma est situé sur le groupe de liaison 16 sur la carte Malus
(King et al. 2001), homologue du groupe de liaison 1 chez les Prunus (Dirlewanger et al.
2004b), alors que D est situé sur le groupe de liaison 5 sur la carte Prunus qui est homologue
au groupe de liaison 6 et 14 chez Malus (Sargent et al. 2009).

Une approche geéne candidat a été réalisée afin d’identifier le ou les gene(s) lié(s) au
locus D chez le pécher. Plusieurs genes candidats impliqués dans la synthese des acides
organiques, leur dégradation et leur stockage vacuolaire ont été étudiés (Etienne et al. 2002a;
Etienne et al. 2002b) (Figure 20). Parmi les genes étudiés, six ne présentaient pas de
différence d’expression entre fruits non acides et fruits normalement acides (Etienne et al.
2002a). Les génes ayant montré une modification de leur expression dans les fruits non acides
comparés aux fruits normalement acides sont les pompes a protons tonoplastiques
PRUpe;AtpvAl, PRUpe, Vp2 et a un niveau moindre PRUpe; Vpl. PRUpe;Vpl et PRUpe;Vp2
au pic d’acide citrique et a maturité, ainsi que PRUpe; AtpvAI qui était plus exprimé dans les

fruits de la variété non acide pendant la phase de division cellulaire. Cependant, aucun de ces
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genes n’a été cartographié sur le groupe de liaison 5 de la carte JXF ce qui exclut leur role

direct dans le contrdle de I’acidité par le locus D (Etienne et al. 2002a).
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Figure 20 : Mod¢ele simplifi¢ montrant les geénes candidats, impliqués dans les principales
voies d'accumulation des sucres et acides organiques dans le fruit, isolés (étoiles en gras) chez
le pécher (Etienne et al. 2002b).

Plus récemment, 55 geénes candidats impliqués dans la qualité du fruit ont été
sélectionnés et testés sur la descendance F; issue du croisement JXF dans le cadre du projet

Européen ISAFRUIT (http://www.isafruit.org/Portal/index.php), dont plusieurs genes

candidats pouvant intervenir dans le caractere acide du fruit. Une nouvelle fois I’approche
gene candidat n’a pas permis d’identifier le ou le(s) geéne(s) liés au locus D étant donné
qu’aucun de ces genes candidats n’a été cartographi¢ dans cette région (Le Dantec et al.

Soumis a BMC Plant Biology) (Annexe 2).

Chez les Citrus, la faible teneur en acide citrique est controlée par I’allele récessif du
gene acitric (Fang et al. 1997). L’acidité des fruits chez les Citrus serait liée a la capacité a
accumuler I’acide citrique dans la vacuole. Cependant, Canel et al. (1995) n’ont pas mis en
¢vidence un mécanisme de transport du citrate défectueux au niveau du tonoplaste des cellules
de sac a jus des fruits non-acides. De méme, Sadka et al. (2001)ont montré que la différence
entre les fruits acides et non-acides ne pouvait pas étre reliée a des modifications d’expression

ou d’activité de la citrate synthase. Les variétés non acides accumulent I’acide citrique en
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faibles proportions ce qui serait probablement dii a son exportation hors de la vacuole
(Albertini 2007; Albertini et al. 2006). Deux geénes candidats, tels que l'invertase acide et
I’isocitrate déshydrogénase cytoplasmique ont été identifiés comme étant différentiellement
exprimés entre les variétés de Citrus acides et les non acides (Albertini 2007). Il reste a
démontrer si ces deux genes candidats sont directement ou indirectement liés au contrdle de
I’acidité.

Chez le melon, le gene So (Sour) a été décrit par Kubicki (1962) comme étant
dominant et responsable du gotit acide-aigre du fruit. Cependant, le gotlt seul n'est pas un
parametre précis puisqu’il comprend différents composants. Par ailleurs, des travaux menés
sur I’acidité des melons par Danin-Poleg et al. (2002) ont mis en évidence un géne majeur
dominant, désigné pH, identifi¢ sur le groupe de liaison 1 sur la base de mesures de pH de la
chair du fruit sur deux populations. L’association génétique des génes So et pH n’a cependant
pas encore été établie (Danin-Poleg et al. 2002).

L'acidité du fruit peut aussi étre contr6lée par plusieurs régions chromosomiques
comme chez la tomate ou plusieurs QTL ont été identifiés pour l'acidité titrable ainsi que le
pH (Chaib et al. 2006; Fulton et al. 2002). Plusieurs genes candidats ont été proposés (Causse
et al. 2004) mais a ce jour le mécanisme(s) du contrdle génétique de 'acidité de la tomate et

des autres fruits reste a élucider.

Enfin, comme nous I’avons montré précédemment, les voies métaboliques de synthese
et de dégradation des acides organiques ainsi que la compartimentation avec stockage des
acides majeurs dans la vacuole, sont complexes. L’existence de plusieurs isoformes pour une
méme enzyme accentue cette complexité. De plus, la régulation du métabolisme au cours du
développement et le transport des acides organiques impliquent I’intervention de différents
effecteurs et de différentes protéines qui peuvent étre des transporteurs, des canaux et des
pompes a protons. Un certain nombre de ces protéines ont déja été identifiées et caractérisées
chez certaines especes mais il reste encore des protéines a identifier et des questions a ¢lucider

sur leur fonction, localisation, régulation et évolution.

En I’absence d’a priori sur le ou les géne(s) associés au locus D chez la péche et étant
donné la complexité des mécanismes décrits précédemment, l'identification de ce ou ces
genes par une approche de clonage positionnel semble plus appropriée que par une approche

gene candidat. L’identification du ou des geéne(s) intervenant dans le contréle de I’acidité du
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fruit chez le pécher permettra ainsi de comprendre au moins en partie, les mécanismes

moléculaires et physiologiques sous-jacents.

1.8 - La stratégie de clonage positionnel

En I’absence d’a priori sur le geéne potentiellement impliqué dans la variation d’un
caractere, c’est a dire si rien n’est connu sur son déterminisme physiologique et moléculaire
une approche de clonage positionnel peut permettre son identification (Tanksley et al. 1995).
La stratégie de clonage positionnel a déja permis chez différentes especes, et dans de
nombreux cas, I’identification du géne dont les mutations conférent les phénotypes étudiés.
Le clonage positionnel comprend généralement quatre étapes :

- la localisation précise du locus cible dans un petit intervalle génétique par cartographie

fine,

- 'utilisation des marqueurs les plus proches pour la marche sur le chromosome,

- le séquencage de la région contenant le locus et la prédiction de genes candidats,

- ’identification et la validation du gene responsable du phénotype étudi€.

1.8.1 - Cartographie fine

La cartographie fine consiste a rechercher des marqueurs localisés dans un trés petit
intervalle autour du locus d’intérét et a les cartographier précisément a partir de ’analyse d’un
grand nombre d’individus. Cette recherche peut se faire a partir de lignées quasi isogéniques
ou par analyse de mélanges d’individus (BSA : Bulk Segregant Analyses) ne différant que
pour le locus étudié. L’analyse d’individus en mélange a été développée par Michelmore et al.
(1991) et consiste a partir d’une population ségrégeant pour un géne majeur, a regrouper
I’ADN des individus ayant les phénotypes les plus extrémes en lots (« bulks ») et a comparer
ces mélanges a ’aide de marqueurs moléculaires. Seuls les marqueurs liés au locus étudié
révéleront un polymorphisme entre les lots. Le polymorphisme révélé peut étre un
polymorphisme de taille des fragments (marqueurs codominants) ou bien un polymorphisme
de type présence/absence des fragments (marqueurs dominants) (Figure 21). Ces marqueurs
sont ensuite cartographiés pour vérifier ces liaisons et déterminer la distance génétique qui les
sépare du locus étudié. La technique de BSA permet ainsi de saturer une région

chromosomique cible avec de nouveaux marqueurs moléculaires.
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Figure 21 : Bases génétiques de la BSA, exemple d’un gene de résistance (Michelmore et al.
1991).

(A-D) génotypes au niveau de quatre marqueurs RAPD. L’all¢le dominant pour le marqueur
B est lié a I’allele R de résistance et est polymorphe entre lots. Les autres marqueurs, qui sont
polymorphes entre les parents, ne sont pas liés au locus de résistance et donc apparaissent
monomorphes entre lots.

Les techniques permettant de cribler un grand nombre de marqueurs simultanément
comme les marqueurs AFLP, sont tres utiles pour la réalisation de la cartographie fine (Vos et
al. 1995). Cette technique permet de balayer au hasard tout le génome et de rechercher ainsi
les marqueurs liés au locus étudié. Cependant, les marqueurs AFLP identifiés par BSA ne
sont pas tous fortement liés au géne d’intérét et recouvrent généralement un intervalle
génétique de 10 a 20 cM. Les marqueurs les plus proches sont alors transformés en marqueurs
PCR spécifiques (SCAR ou CAPS) et testés sur un grand nombre d’individus pour réaliser la

cartographie fine de la région.

1.8.2 - Marche sur le chromosome et cartographie physique

La marche sur le chromosome consiste a se rapprocher progressivement du gene
recherché en utilisant des marqueurs développés a partir de clones génomiques (BAC,

YAC ou cosmides) se chevauchant partiellement (Ward and Jen 1990).

1) Construction d’une banque de grands fragments

L’approche par clonage positionnel consiste, dans un premier temps, a créer une
banque de grands fragments. Les clones BAC sont les plus souvent utilisés. Ils atteignent en
moyenne 100 a 200 kb et sont préférés aux YAC dont la taille peut aller jusqu’a 400 kb mais
qui sont difficiles a multiplier (Lefebvre et al. 2004). La taille d’une banque BAC est souvent
exprimée en nombre de copies du génome. Pour avoir une chance élevée de retrouver le gene

d’intérét, le nombre de clones dans la banque BAC dépendra de la taille physique totale du
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génome. Statistiquement, pour que la banque porte le géne voulu avec une probabilité de

99%, la taille de la banque doit faire au moins 4,6 fois celle du génome (Lefebvre et al. 2004).

Cependant, I'utilisation de cette technique pour les plantes supérieures peut étre
longue en raison de la taille de leur génome. En effet, un marqueur situé a 1 cM du gene
d’intérét peut étre en réalité a une distance physique de plusieurs centaines de kilobases.
L’évaluation du rapport distance physique / distance génétique est donc important dans une
approche de clonage positionnel. L’utilisation de lignées quasi isogéniques ou de la BSA
permet de chercher des marqueurs qui sont a une distance plus faible que la taille moyenne
des clones BAC utilisés. En criblant la banque a I’aide de ces marqueurs, on peut espérer
« atterrir » directement sur les clones contenant le gene, au moins chez les especes a petit

génome. On parlera alors de « chromosome landing » (Tanksley et al. 1995).

2) Cartographie physique

L’étape de cartographie physique peut se faire des lors que I’on dispose de marqueurs
suffisamment proches du locus d’intérét. Elle correspond a l'ordonnancement des clones
chevauchant a I’aide de marqueurs issus de la carte génétique et du s€quengage des extrémités
des BAC (BACends) pour reconstituer le fragment d'ADN de départ (Figure 22). La banque
BAC est criblée a 1’aide des marqueurs PCR spécifiques les plus proches du geéne. Les
extrémités des BAC, identifiés a 1’aide de ces marqueurs, sont séquencées et de nouveaux
marqueurs sont définis pour identifier des clones BAC chevauchants et allonger ainsi la carte
physique par une marche sur le chromosome. Les marqueurs communs a plusieurs clones
permettent de les ordonner les uns par rapport aux autres pour constituer un contig. Un clone
est supposé porter le géne d’intérét lorsqu’il contient les deux marqueurs qui encadrent

génétiquement le locus cible.
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a) Cartographie du géne cible C avec des marqucurs moléculaires
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Figure 22 : Les principales étapes du clonage positionnel selon Lefebvre et al. (2004)

Cependant, la marche sur le chromosome peut parfois poser des problemes liés a la
présence de séquences répétées, nombreuses chez les especes végétales. Un criblage de la
banque a 1’aide d’un marqueur situ¢ dans une région répétée peut conduire a 1’identification
de clones BAC n’appartenant pas au méme contig et qui cependant peuvent étre assemblés

par erreur.

1.8.3 - Séquencage, identification et validation du géne

Le clone BAC identifié comme portant le locus d’intérét est sous-cloné puis les
nouveaux clones contenant les génes candidats sont intégralement séquencés. L’analyse bio-
informatique de la séquence est ensuite réalisée afin de prédire le nombre et la localisation des
genes présents dans la séquence. Les comparaisons de cette séquence avec les séquences
présentes dans les bases de données peuvent fournir des indications sur la fonction des genes
predits.

Dans certains cas, un contig est construit pour chacun des deux all¢les afin d’identifier
le géne responsable du phénotype étudié parmi les différents genes identifiés dans la région
séquencée. Une fois les alleles séquencés, il s’agit alors de comparer les deux séquences

obtenues. Les différences relevées indiqueront potentiellement le gene recherché. Cette
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démarche a déja été entreprise et a permis I’identification du geéne Ma responsable de la
résistance aux nématodes chez le prunier myrobolan (Claverie et al. 2004).

Apres clonage, il est nécessaire de démontrer I’implication de la variation allélique du
géne dans la variation phénotypique. La démonstration la plus probante du clonage du geéne
recherché est la complémentation fonctionnelle, quand des mutants fonctionnels sont
disponibles. Si la mutation est récessive, il faut complémenter le mutant avec l’allcle
fonctionnel. Si la mutation est dominante de type « gain de fonction », il faut isoler le gene
mutant et I’introduire dans le phénotype sauvage pour déterminer s’il lui confere le phénotype
mutant. Mais d’autres faisceaux de preuve peuvent également étre utiles pour confirmer
I’implication d’un géne : mesurer le niveau d’expression du gene au niveau de I’ARN
messager (RT-PCR quantitative, northern blotting) ou bien au niveau protéique (western
blotting) ou encore en mesurant Iactivité enzymatique (Pflieger et al. 2001). Par exemple,
chez la tomate, le clonage positionnel a été utilisé pour trouver le géne responsable du défaut
de maturation du fruit. L’implication du geénes a été prouvée par répression du géne et par sa
complémentation (Vrebalov et al. 2002). Enfin, la génétique d’association peut étre envisagée
pour confirmer I’implication des variations alléliques dans la variation phénotypique. Par
exemple, dans le cas du déterminisme du sexe du melon, le géne responsable de la transition
monoécie/andromonoécie a fait ’objet d’un clonage positionnel et une étude de génétique
d’association conduite sur environ 500 accessions de melons, représentative de la diversité de
cette espéce dans le monde a montré une complete association entre un SNP au niveau du
gene et ’andromonoécie. De plus, il a été montré que le géne était sous sélection positive

récente (Boualem et al. 2008).
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Cartographie fine du locus D






Chapitre 2 - Cartographie fine du locus D

Ce chapitre a fait ’objet d’une publication (Boudehri et al. 2009) et comprend la
caractérisation de ’acidité du fruit, le développement de nouveaux marqueurs, 1’identification
d’individus recombinants et la localisation du locus D. Cet article intitulé « Phenotypic and
fine genetic characterization of the D locus controlling fruit acidity in peach » a été publié

dans la revue BMC Plant Biology et a été placé en Annexe 2.

2.1 - Matériel végétal

2.1.1 - Matériel utilisé pour la carte génétique

La recherche de marqueurs liés a D et la carte génétique a ¢té réalisée sur une
descendance F, de 208 individus, obtenue a partir de I’autofécondation d’un seul hybride F,

issu d’un croisement entre deux variétés de pécher ‘Ferjalou-Jalousia®’ et ‘Fantasia’.

‘Ferjalou’ est une obtention INRA (Bordeaux, France) créée en 1990. Cette variété de
saison (maturité pendant la deuxieéme quinzaine de juillet en Languedoc) produit une péche
plate a chair jaune non-acide. Réputée pour son excellente qualité gustative, c’est la premicre
variété produisant un fruit plat inscrite au Catalogue Officiel frangais des especes et variétés.

Cette variété est commercialisée sous la marque JALOUSIA®.

‘Fantasia’ a été créée en 1975 par 'USDA (Georgie, Etats-Unis). C’est une variété
produisant une nectarine ronde a chair jaune normalement acide de saison (fin juillet en
Languedoc), issue du croisement de ‘Gold King’ par un semis libre de ‘Red King’ (Figure
23). C'est une variété de référence, tres plantée dans toutes les régions de production pour sa
rusticité. Encore présente dans les vergers, elle a occupé une grosse part du marché des

nectarines jaunes dans les années 1980.

Parmi les 208 individus F;, 63 ont été plantés en 1993 et 145 en 2000. La totalité de la
population a été greffée en 2001 pour éliminer I’effet de 1’age sur les caractéres quantitatifs.

Cette descendance F, (‘Ferjalou Jalousia®’ x ‘Fantasia’, JxF) est en ségrégation pour
six caracteres : fruits non-acide/normalement acide (D), épiderme du fruit duveteux/glabre
(G), forme du fruit plat /rond (S), noyau libre (péche et nectarine) /adhérent (pavie et brugnon)
(F), stérilité male (Ps), absence de fruit a maturité (af) ainsi que pour plusieurs caracteres

impliqués dans la qualité des fruits tels que les sucres solubles et les acides organiques.
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Parmi les 208 individus, 151 produisent des fruits a maturité tandis que 57 produisent
des fruits plats qui avortent aprés deux mois de croissance. Ces 57 individus ne pouvant étre

phénotypés pour les caracteres du fruit, n'ont donc pas été utilisés pour la localisation de D.

2.1.2 - Constitution des lots

La recherche de marqueurs liés a D a été réalisée par BSA/AFLP. L’ étude se base sur
la constitution de quatre lots d’individus en mélange : deux lots (Bpi, Bp2) comprenant des
individus a fruits non-acides (D/D ou D/d) et deux lots (Bg;, Bg2) @ fruits normalement acides
(d/d). Chaque lot est constitué de ’ADN de 11 individus en quantités égales. Le choix des
individus a été fait sur la base des données de pH et d’acidité titrable (AT) relevées sur deux
années (2002 et 2003). Les individus aux phénotypes extrémes, ayant les pH les plus €levés et
des valeurs pour ’acidité titrable les plus basses, ont été choisis pour les lots non-acides. Les
individus extrémes, ayant les pH les plus bas et des valeurs pour I’acidité titrable les plus

élevées, ont été choisis pour les lots normalement acides.

2.1.3 - Production d'hybrides pour la cartographie fine de D

En vue du clonage positionnel du locus D, un ensemble de 25 arbres a été autofécondé
durant le printemps 2004. Ces 25 arbres correspondent a sept génotypes distincts, tous
hétérozygotes pour D, ‘fréres’ ou ‘cousins’ de I’hybride F;-JF:21. Trois individus sont issus
du croisement JxF (F;-JF:21, F-JF:28, F;-JF:104) dont celui qui est a I'origine des 208
descendants F, (F;-JF:21) et deux autres individus (F;-FJ:47 et F;-FJ:49) sont issus du
croisement inverse (FxJ) (Tableau 3). L’individu F;-FP:10 est issu d’un croisement entre

‘Fantasia’ et ‘Fercopale Platina™” (FxP) et F;-PF:77 est issu du croisement inverse (PxF).
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Tableau 3 : Origine et nom des individus F, ayant servi a la réalisation de la carte génétique
JxF et de la carte fine du locus D.

Croisement Hybride Nom générique Nombre
F, des descendants F, d’individus F,

Individus F, ayant servis a la réalisation de la carte génétique JxF

‘Ferjalou Jalousia®’ x ‘Fantasia’ F,-JF:21 S8220 208
Produisant des fruits & maturité 151

Individus F, produits pour la réalisation de la carte fine du locus D

‘Ferjalou Jalousia®’ x ‘Fantasia’ F,-JF:21 S8220 418
F-JF:28 S6184 113
F,-JF:104 S7133 182
‘Fantasia’ x ‘Ferjalou Jalousia®’ F,-FJ:47 S6422 451
F,-FI:49 S6421 106
‘Fantasia’ x ‘Fercopale Platina®’ F,-FP:10 55848 405
‘Fercopale Platina®’ x ‘Fantasia’ F,-PF:77 S6361 203
Total des individus F, produits 1 878
Individus F; identifiés par SAM pour le géne Af comme produisant des fruits a 1510
maturité
Total des individus F, utilisés pour la cartographie fine 1718

‘Ferjalou Jalousia® est homozygote pour I’alléle dominant (DD). ‘Fantasia’ est
homozygote pour I’allele récessif (dd). Les sept hybrides F; sont hétérozygotes (Dd) pour D.
L’alléle dominant de ‘Ferjalou Jalousia® provient de la variété ‘Kiang-Si’, originaire de
Chine. Les variétés ‘Fercopale Platina® et ‘Ferjalou Jalousia® sont issues du méme
croisement ‘Kiang-Si’ x ‘Independance’ (Figure 23). Ces deux variétés produisent des péches

plates et possedent le méme allele dominant pour le locus D.

Pour réaliser les autofécondations, deux méthodes ont été utilisées : certains arbres ont
¢té placés sous cage et pour les autres les branches ont été ensachées (Figure 24, A et B).
Grace a une lutte antigel efficace, 13 000 fruits verts ont été répertoriés en avril 2004. Plus de
5 000 péches ont été récoltées entre mi-juillet et fin aoft, la maturité des 7 génotypes utilisés
étant tres étalée. Apres désinfection et élimination du tégument de ’amande, ces dernieres ont
¢té placées en cultures in vitro (Figure 24, C et D). Apres deux mois de vernalisation, les

embryons commengant a germer ont été placés en chambre de culture puis transférés en serre.

62



‘Le Grand’

Mutation spontaV wiation spontanée

‘Red King’ x & ‘Gold King’ x (‘Red King’ x &)
‘Kiang-Si’ x ‘Independance’ ‘Fantasia’
[D]A/ \ [d]
F1:4 F1:12
Autofécondiy W)fécondation
‘Ferjalou Jalousia®’ ‘Fercopale Platina®’

[D] [D]

Figure 23 : Origine des variétés de péches ‘Ferjalou Jalousia®’, ‘Fantasia’ et ‘Fercopale
Platina®’.

Le phénotype correspondant au locus D est indiqué pour chaque variété. Les variétés dont le
phénotype est [D] produisent des fruits non acides et les variétés dont le phénotype est [d]
produisent des fruits normalement acides.

Figure 24 : Création des hybrides Fo.
Autofécondations : A, en cage et B, en sachet. C, D, culture in vitro des embryons; E, mise en
pot des jeunes plantules en serre.

A partir des 5 000 hybrides mis en culture in vitro en 2004, 1 878 plantules ont été
obtenues. Une sélection assistée par marqueurs, liée au géne af (aborting fruit) ségrégeant
dans la descendance, a permis d’éliminer un quart de ces individus dont les fruits n’arriveront

pas a maturité (Dirlewanger et al. 2006). Ainsi, parmi les 1 878 plantules obtenues, 1 510
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devraient porter des fruits a maturité (Tableau 3). En 2005, 1 084 individus, parmi les plus
vigoureux, ont ¢té plantés et 426 au printemps 2006. Le pécher, ayant une période juvénile
courte, peut fructifier au bout de la deuxieéme année. Ainsi, seuls les arbres plantés en 2005
ont donnés leurs premiers fruits en été¢ 2007. L’ensemble de ces opérations a été assuré par le
personnel de 'UREF (Unité de Recherches sur les Especes Fruitieres) et de 'UE (Unité

Expérimentale) Arboricole de Bordeaux.

2.1.4 - Caractérisation phénotypique
1) Analyses phénotypiques

Des observations sont faites sur I’ensemble des arbres a analyser dés 1’apparition des
fruits, afin de noter 1’évolution du stade de développement du fruit (aspect : couleur, taille et
au toucher) et d’anticiper la récolte des arbres qui arrivent & maturité. Les mesures sont
réalisées sur fruits frais le jour méme de la récolte. L’optimum était de faire, pour chaque
génotype, deux prélevements de six fruits mirs a quelques jours d’intervalle soit 12 fruits au
total. Cependant, compte tenu du fait qu’il s’agissait de la premiere année de fructification
pour certains individus recombinants, le nombre de fruits était parfois inférieur a 12 (de 0 a 40

fruits par arbre).

Chaque fruit est entierement écrasé a 1’aide d’un pressoir. Pour un méme génotype, les
jus des six fruits sont mélangés a un volume équivalent pour déterminer le pH, I’acidité
titrable et I’indice réfractométrique (IR) comme décrit précédemment par Dirlewanger et al.
(1999). La mesure du pH est réalisée a 1’aide d’un pH-metre. L’acidité titrable (AT) est
mesurée a 1’aide du titrateur (Titroline). La titroline mesure aussi la valeur du pH de départ de
la solution (jus+eau) qui est aussi prise en compte pour une confirmation du phénotype. La
valeur d’acidité titrable obtenue est exprimée en milliéquivalents H' (meq) par litre de jus.
L’IR (en °Brix) a dans un premier temps été mesuré afin d’estimer la teneur en sucre du fruit.
Cependant n’ayant pas trouvé de corrélation avec les génotypes, ces données n’ont pas été

utilisées par la suite.
2) Identification des seuils

La cartographie fine de D repose en partie sur les résultats du phénotypage des
individus F,. Le phénotypage des 1510 individus F, n’étant pas envisageable, seuls les

individus recombinants, c'est-a-dire présentant un événement de recombinaison dans la région
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du locus D, ont été analysés. Ces individus ont été identifiés a partir des résultats de

génotypage a I’aide des marqueurs encadrant ce locus (voir paragraphe 2.2.4).

Par ailleurs, afin de distinguer sans ambiguité les individus produisant des fruits non
acides de ceux produisant des fruits normalement acide et d’éviter toute erreur de classement
de ces derniers, les individus homozygotes (DD et dd) et hétérozygotes (Dd) parmi les 208 F»,
ont été¢ analysés dans le but de définir des seuils. Les individus, n’ayant subit aucun
événement de recombinaison, ont été sélectionnés et classés sur la base de leur génotype dans
I’intervalle MA026a-BPPCTO041. Un test de Student a été utilis€¢ pour comparer les moyennes

des valeurs de pH et AT entre les individus hétérozygotes et homozygotes.

2.2 - Méthodes

2.2.1 - Extraction de ’ADN génomique

L’ADN génomique a ¢été extrait a partir de jeunes feuilles terminales. Quinze
milligrammes de poids frais ont été recueillis pour chaque arbre et mis dans des microtubes de
1,2 ml en plaque de 96 puits contenant une bille en tungstene (3 mm de diametre). Elles ont
¢té broyées dans de l'azote liquide a l'aide d'un Mixer Mill MM 300 (Retsch, Haan,
Allemagne) pendant 1 min et 30 s. L'ADN génomique a été extrait selon la méthode décrite

précédemment par Viruel et al. (1995).

2.2.2 - Recherche de marqueurs liés au locus D par BSA-AFLP

La recherche de marqueurs liés au locus D a été réalisée par BSA/AFLP avec les
enzymes Pstl et Msel. Le choix des individus constituant les lots a été fait sur la base des
données de pH et d’AT relevées sur deux années (2002 et 2003).

La technique AFLP a été réalisée suivant le protocole mis au point par Vos et al.
(1995) avec quelques modifications. L’ADN génomique (250 ng) a été digéré par deux
enzymes de restriction Psfl et Msel dans un volume de 17,5 pl. La premiere amplification
PCR a été réalisée avec des amorces non sélectives et ensuite la deuxiéme amplification PCR
a ¢té réalisée avec des amorces possédant deux nucléotides sélectifs pour Pst et trois pour
Msel. Les produits de PCR sont ensuite mélangés avec un volume égal de tampon de
chargement (95% formamide, 0,05% xylene cyanol, bleu de bromophénol 0,05%, EDTA 10
mM, pH 8,0). Le mélange est mis a 95°C pendant 5 min puis rapidement refroidi dans la

glace. Les échantillons sont ensuite déposés sur un gel dénaturant de polyacrylamide de 4,5%
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et visualisés apres une coloration au nitrate d'argent telle que décrite par Bassam et al. (1991).
Seize amorces PstI+2 et 64 amorces Msel+3 ont été testées correspondant a un total de 1 024
combinaisons d’amorces. Les marqueurs issus des combinaisons d’amorces PstI+2 / Msel+3
ont été désignés comme pXX-YYY (X pour les nucléotides sélectifs pour PstI et Y pour les
nucléotides sélectifs pour Msel). Les combinaisons d’amorces AFLP ayant révélées un
marqueur polymorphe entre lots non acides et normalement acides sont ensuite utilisées pour

génotyper les 208 individus F, de la population de cartographie.

2.2.3 - Transformation de marqueurs AFLP en SCAR ou CAPS

Les marqueurs AFLP les plus proches du locus D ont été sélectionnés pour étre
transformés en marqueurs PCR spécifiques pour une utilisation plus facile a grande échelle tel
que le criblage des 1 510 individus F, supplémentaires et la banque BAC. Apres coloration au
nitrate d'argent, le fragment correspondant au marqueur polymorphe a été prélevé a 1’aide
d’un cone, directement sur le gel de polyacrylamide sec (Cho et al. 1996) et dissous dans 15
ul d'eau déionisée. Pour les marqueurs codominants, le prélevement a été effectué sur les deux

b

parents (‘Ferjalou Jalousia® et ‘Fantasia’), un individu F, non acide et deux individus F,
normalement acides. Pour les marqueurs dominants le prélevement a été effectué sur le parent
possédant 1’alléle dominant non acide (‘Ferjalou Jalousia™) et trois individus F, non acides.
Les amplifications ont ensuite été réalisées dans les mémes conditions de réactions PCR que
I’amplification sélective mais a partir de 1 pl de dilution et des amorces sans nucléotides
sélectifs.

Les produits ont ensuite été séparés sur un gel d'agarose a 2.0%, purifiés a I’aide d'un
kit de purification (MinElute® PCR Purification Kit, Qiagen, Hilden, Allemagne), puis clonés
dans le vecteur pGEM-T easy vector (Promega, Madison, WI, USA). Les clones ont été
séquencés par la société Cogenics (Meylan, France). Sur la base des séquences obtenues, des
amorces spécifiques ont été¢ développées a l'aide du logiciel Primer3 (version V.0.4.0). Les

®
> et

amorces spécifiques ont ensuite été testées sur les deux parents (‘Ferjalou Jalousia
‘Fantasia’), I’hybride F; (F;-JF: 21), des individus non acides et des individus normalement
acides. Le mélange réactionnel (10 pul) était constitué de 0,2 uM de chaque amorce, 200 uM
de dNTP, 10 ng d'ADN, 0,26 U de Taq polymérase (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri,
USA) et de 1x de tampon PCR fourni avec l'enzyme. Les réactions PCR ont été effectuées

comme suit : 2 min a 94 °C, suivi par 38 cycles de 45 s a 94 °C, 45 s au Tm, 45 s a 72 °C,
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avec une ¢longation finale de 5 min a 72 °C. Enfin, les fragments amplifiés ont été testés sur

gel d'agarose a 2 ou 3% ou sur gel de polyacrylamide dénaturant a 4,5%.

2.2.4 - Génotypage et identification d’individus recombinants

Les 1 510 individus F;, produisant des fruits a maturité ont été utilis€s pour compléter
la population de cartographie et ainsi réaliser la cartographie fine du locus d’intérét sur la base
de 1 718 individus F,. Ces individus ont été¢ génotypés a I’aide de deux marqueurs SSR et
trois marqueurs SCAR qui couvrent une large région contenant le locus D: MA026a et
BPPCTO041, précédemment cartographiés sur la carte de liaison JXF (Dirlewanger et al. 2006)
et trois marqueurs SCAR issus de marqueurs AFLP. Les individus, ayant subi au moins un
¢vénement de recombinaison dans cette région, ont été identifiés puis génotypés a 1’aide de
trois autres marqueurs SCAR et d’un marqueur SSR (CPPCT040) précédemment cartographié
a extrémité du groupe de liaison 5 de la carte de référence ‘Texas’ x ‘Earlygold’ (TxE)

(Dirlewanger et al. 2004a).

2.2.5 - Cartographie de marqueurs AFLP, SCAR et CAPS

Pour chaque marqueur, on vérifie qu’il ségrége de fagon mendélienne. Le logiciel
Mapmaker (Lander et al. 1987) est ensuite utilisé pour traiter la matrice de données. Les
groupes sont réalisés avec un LOD supérieur a 5. Le LOD (LOD score : log of the odds ratio)
correspondant au log;o du rapport des deux hypotheses (liaison / non liaison). Ce la signifie
que la vraisemblance pour qu’il y ait une liaison entre deux locus est au moins supérieure de
100 000 a celle de I’absence de liaison. La distance génétique est calculée a partir du
pourcentage de recombinaison en utilisant la formule de Kosambi qui tient compte des
doubles crossing-over. La représentation graphique de la carte de liaison génétique de

‘Ferjalou Jalousia®’ x ‘Fantasia’ est réalisée a 1’aide du logiciel Fitmaps.

2.2.6 - Cartographie fine du locus D

La cartographie fine a ¢té établie a partir de la combinaison des données de
phénotypages et des résultats de génotypages. La comparaison du phénotype des individus
recombinants par rapport au point de recombinaison permet la localisation précise du locus
d’intérét et donc I’identification des marqueurs bordant cet intervalle. La position du gene est
identifiée par rapport aux marqueurs qui I’encadrent. Parmi les 308 individus recombinants

identifiés, 149 individus ayant produit des fruits en 2007 et 2008, ont pu étre phénotypés.
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2.3 - Résultats

2.3.1 - Caractérisation de ’acidité du fruit

Pour localiser précisément la position du locus D, il est nécessaire de développer de
nouveaux marqueurs mais aussi de phénotyper des individus recombinants. L’analyse du
phénotype d’individus homozygotes et hétérozygotes dans la région de D s’avere
indispensable a la définition de seuils permettant de distinguer les phénotypes non-acides des
phénotypes normalement acides parmi les individus recombinants.

Parmi les 208 individus F, qui ont servi a réaliser la carte génétique JxF, 151 individus
produisant des fruits a maturité, ont été¢ phénotypés. Ces individus ont été classés en trois
groupes correspondant a trois génotypes distincts au niveau du locus d’intérét sur la base des
résultats de génotypage a I’aide de plusieurs marqueurs compris dans I’intervalle MAO26a-
BPPCT041: homozygotes pour [’allele provenant du parent ‘Ferjalou Jalousia®’ (JJ),
homozygotes pour I’allele provenant du parent ‘Fantasia’ (FF) et hétérozygotes (JF).

La comparaison des moyennes de pH et AT entre génotypes JJ et JF, FF et JF, et entre
JJ et FF a été réalisée en utilisant le test de Student. Une différence significative (P<0,01) a
¢té observé pour le pH et I’AT pour chacune des comparaisons (moyennes des pH : JJ=4,57 ;
JF=4,36 ; FF=3,63 ; moyennes des AT : JJ=36,5 ; JF=48,2 ; FF=109,7 meq/l).

Les individus homozygotes JJ ont montré des valeurs supérieures a 4,12 pour le pH et
inférieures a 51,9 meq/l pour ’AT (Figure 25). A I’inverse, les individus homozygotes FF ont
montré des valeurs inférieures a 3,93 pour le pH et supérieures a 65,6 meq/l pour ’AT (Figure
25). Pour les individus hétérozygotes les valeurs varient entre 3,80 et 4,87 pour le pH et entre
28,1 et 90,0 meg/l pour I’AT. Il en résulte que les individus normalement acides
correspondants uniquement aux génotypes homozygotes FF ont des valeurs inférieures a 3,8
pour le pH et supérieures a 100 meq/1 pour I’AT et que les individus non acides correspondant
aux génotypes JJ et JF présentent des valeurs supérieures a 4,0 pour le pH et inférieures a

60 meq/l pour I’AT.
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Numbre d'individus

33 34 35 36 37 38 39 4 41 42 43 44 45 46 47 48
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45
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25 1
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20-30  40-50 60-70  80-90 100-110 120-130 140-150 160-170
Acidité titrable (megq/l)

Figure 25 : Fréquence de distribution du pH et de I’acidité titrable a partir de I’analyse des jus
de fruits des individus F; ayant servis a la réalisation de la carte génétique JXF.

La valeur indiquée correspond a la moyenne des données relevées en 2007. Les individus
homozygotes pour ’allele ‘Fantasia’ sont indiqués en blanc, pour I’allele ‘Ferjalou Jalousia’
en noir et les individus hétérozygotes en gris.

Ces observations montrent ainsi que des individus ayant un pH compris entre 3,8 et
4,0 et une AT entre 60 et 100 meq/l peuvent étre soit homozygotes dd soit hétérozygotes Dd
pour le locus D. Ces individus sont considérés comme intermédiaires et ne peuvent donc pas

étre utilisés pour la cartographie fine de D.

2.3.2 - Développement et cartographie de marqueurs liés au locus D par BSA-AFLP

Pour identifier des marqueurs AFLP liés au locus d’intérét, quatre lots ont été
constitués : deux lots d’individus a fruits non-acides (Bp; et Bp;) et deux lots d’individus a
fruit normalement acides (Bg; et Bqy). Toutes les combinaisons PstI+2/Msel+3 ont été testées.
Sur les 1 024 combinaisons testées, 960 (94%) ont donné des produits d’amplification de
bonne qualité.

Trente a 90 marqueurs de 60 a 1 000 bp ont été obtenus par combinaison d’amorces

avec un taux de polymorphisme évalué a 6,5% entre les deux parents.
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En utilisant la BSA-AFLP, les marqueurs présents dans les lots Bp; et Bp, mais
absents dans les lots Bg; et Bg sont potentiellement liés au locus étudié. Ceci a abouti a
I’identification de 34 marqueurs AFLP li¢ a D. Un a trois marqueurs ont été identifiés par
combinaison d’amorces. Dix neuf combinaisons d’amorces ont révélé un seul marqueur
polymorphe entre lots non-acides et normalement acides. Six ont révélé deux marqueurs
différents liés (pGC-AGG, pCA-GCG, pTC-CAC, pCA-ACC, pCA-TCC et pAA-ACA). Une
d’amorce a permis d’identifier trois marqueurs (pGC-TCT). Les marqueurs AFLP ayant

montré un polymorphisme entre les lots non-acides et normalement acides ont été ensuite

utilisés pour le génotypage des 208 individus F, afin de les cartographier sur la carte JxF
(Figure 26).

Figure 26: Marqueurs AFLP révélant un polymorphisme entre lots non-acides et
normalement acides sur gel dénaturant de polyacrylamide.

Les marqueurs AFLP ayant révélé une bande uniquement pour les lots Bp; et Bp, sont
entourés d’un trait plein. Les marqueurs AFLP ayant montré une bande de faible intensité
pour les lots Bg; et By, non sélectionnés pour la cartographie sur la carte JXF, sont entourés
d’un trait discontinu.

Les 34 marqueurs AFLP identifiés, comme étant potentiellement liés a D, ont bien été
cartographiés sur le GL5 (Tableau 4). Les marqueurs ayant révélé un polymorphisme net
entre les bulks, ont été cartographics entre 0 et 22 cM alors que les marqueurs pour lesquels
une faible bande avait été observée pour les bulks normalement acides ont été cartographiés

au-dela de 27 cM.
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Tableau 4 : Position des marqueurs AFLP sur le groupe de liaison 5 (GLS5) de la carte JxF
réalisée a partir de 208 individus F,

Marqueur AFLP Position sur le Marqueur sélectionné Marqueur
taille en pb* GLS5 (en cM) pour transformation SCAR
pAC-AAC4()2_|_412F 0 Oui D-Scarl
pGG-TACz 15J-221F 0 Oui D-Scar2
pGC-AGG4 30J-450F 0.7 Oui D-Scar0
pTC-CTGy7¢; 0.7 Oui D-Scar7
pGT-TTG g3, 0.7 Oui Monomorphe
PCA-GCGy49F 0.9 Oui Monomorphe
pTC-GTAz 18F-2197J 1.8 Oui D-Scar3
PCA-GCGy 325 33 Oui Monomorphe
pTC-CACz 06] 4.1 Non

pTG-TGG47 0J 4.9 Oui D-Scar6
pCA-GTA3 907] 5.6 Non

pCA-ACCl 687 9.1 Non

pGC-TCTz 32F 9.2 Non

pGG-TGA3 807J 10 Non

pCC-AGTzz 3] 11.7 Non

pTA-TCC470 J-475F 11.7 Non

pCC-GAAQ()QJ 12 Non

pCT-CAT203J 12.2 Non

pAG-GTAz 027 12.4 Non

pTA-GTG(, 00J 15.2 Non

pGC-TCT3 807 16.2 Non

pGC-TCT3 70F 17.4 Non

pGT-TCTS 507 21.8 Non

pAT-TTC3 607 22 Non

pTA-CTC3 177 22.2 Non

pCA-TCC40 0J 27 Non

pTC-CAC350F 30.2 Non

pAA-ACA253 F-255 1 39.8 Non

pCA-GAC1 58] 40.7 Non

pCA-ACCz 547 46.6 Non

pGC-AGGSUUJ 47.8 Non

pCT'ATC220J 63.6 Non

PAA-ACA400; 68 Non

pCA-TCC;7¢; 78.1 Non

* Indication de la taille de chaque all¢le pour les marqueurs AFLP codominant set d’un seul alléle pour les
marqueurs AFLP dominants.’ ‘Ferjalou Jalousia®”, " ‘Fantasia’.

2.3.3 - Transformation des marqueurs AFLP proches du locus D en SCAR et CAPS

Pour un génotypage plus rapide et efficace sur un nombre plus important d’individus
et pour le criblage de la banque BAC, les marqueurs AFLP les plus proches de D ont été
sélectionnés pour éEtre transformés en marqueurs PCR spécifiques (Tableau 4). Neuf
marqueurs liés a D ont été séquencés pour identifier un polymorphisme permettant de les
transformer en marqueurs de type SCAR ou CAPS. Parmi ces neuf marqueurs AFLP, quatre
¢taient des marqueurs codominants et cinq des marqueurs dominants. Le séquengage des

marqueurs AFLP codominants pGC-AGG 4305.450F, pAC-AAC4025.412F €t pPGG-TAC; 5.
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221F a révélé un polymorphisme de type microsatellite (SSR) pour pGC-AGG 430;5-450F €t
PAC-AAC4025-412F €t un polymorphisme de type InDel de six nucléotides pour pGG-
TAC;155-2215. Ces marqueurs ont ainsi été transformés directement en SCAR codominants
(D-Scar0, D-Scarl and D-Scar2) pouvant étre révélés sur gel agarose ou séquenceur a
capillaires Beckman (Tableau 5 ; Figure 27). Par contre, le polymorphisme observé pour le
marqueur AFLP pTC-GTAzisr.219;5 sur gel acrylamide correspondait a un InDel de
seulement un nucléotide mais I’analyse des séquences des deux alleles a révélé trois autres
polymorphismes de type SNP. Un des SNP détectés a été choisi et révélé apres digestion par
I’enzyme Accl. L’observation directe sur gel d’agarose, du CAPS ainsi développé a été

nommé D-Scar3 (Figure 27).
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Figure 27 : Individus F; analysés a ’aide de marqueurs SCAR sur gel agarose ou séquenceur
a capillaires.

(A) D-Scar0 sur gel agarose 3%; (B) D-Scarl sur gel agarose 2%; (C) D-Scar3 digéré par
Accl, sur gel agarose 2%; D, D-Scar6 sur gel agarose 3%; (E) D-Scar7 digéré par Msel, sur
gel agarose 3% ; (F) En bleu, profil d’un individu hétérozygote pour D-Scar2 sur séquenceur
a capillaires (le marqueur en vert correspond a MA026a qui a ét¢ multiplexé avec D-Scar2).
Les bandes ou pics spécifiques de chaque allele sont indiquées (D pour non acide et d pour
normallement acide).

72



Pour la transformation des marqueurs AFLP dominants, des amorces spécifiques ont
été définies a partir de la séquence de ’allele dominant D. Ces amorces ont été testées sur les

2

parents ‘Ferjalou Jalousia® et ‘Fantasia’ et sur I’hybride F;-JF:21 qui est a l'origine de la
descendance F, de cartographie. La comparaison des séquences obtenues pour le marqueur
pTG-TGG470; a permis la mise en évidence d’une délétion de six nucléotides chez le parent
‘Fantasia’ par rapport a la séquence de ‘Ferjalou Jalousia®. pTG-TGGs70; a donc été
transformé en SCAR et renommé D-Scar6. Pour pTC-CTGy7¢j, le séquencage des deux
alleles a révélé un polymorphisme de type SNP qui a permis de développer le marqueur

CAPS D-Scar7 apres digestion des produits PCR par I’enzyme Msel (Figure 27).

Tableau 5: Marqueurs PCR spécifiques de type SCAR et CAPS développés a partir de
fragments AFLP liés au locus D

Marqueur AFLP Marqueur Séquence des amorces Taille' P? Tm. Enzyme
taille en pb- SCAR spécifiques (5°-3") (pb) (°C)  de restriction
pGC-AGGy305.450r D-Scar0  F GTGCACAGCTATCTCCTTTC 160(J) SSR 52 non
R CTCATGGCAACAACATATTC 175 (F)
PAC-AAC4025.412F D-Scarl ~ F GGGATGTGGGTATGTCGTA 345(J) SSR 55 non
R ACAAGGAGGAAGCTCTGG 364 (F)
pGG-TAC, 55221 D-Scar2 ~ F CCTTACGTCTACGACGACAAC 142 (J) InDel 54 non

R TGAGTCCTGAGTAATACTGTTCATGTG 148 (F)

pTC-GTA; s3F-219; D-Scar3  F GTTGACATGAAACAAATGACATTG 180 (J,F) SNP 52 Accl
R CAGTCGTTCTTGTAGTTCACATGC

PTG-TGGy470; D-Scar6  FF CATGGCCCCATCTTTTCAC 92() InDel 55 non
R GACCAGTTGCATCTCATTCATATTGG 98 (F)
pTC-CTGy7; D-Scar7  F CTGGTCATCTACCGTCTC 334 (J,F) SNP 55 Msel

R TCCAACTCCAAGGCTTGC

" (J) ‘Ferjalou Jalousia™ , (F) ‘Fantasia’, * Type de polymorphisme détecté.

Par contre, les séquences des marqueurs AFLP dominants pGT-TTGss;, pCA-
GCG49r et pCA-GCGy;,; n’ont révélées aucun polymorphisme. Le polymorphisme observé
entre les lots a 1’aide des marqueurs AFLP ne se situait donc qu’au niveau du site de

restriction des enzymes Pstl et/ou Msel.

2.3.4 - Identification des individus recombinants

Le phénotypage de toute la descendance (1 510 individus) n’était pas envisageable.
Une sélection des individus recombinants a été entreprise sur la base des données de
cartographie obtenues sur les 208 individus F, a partir des marqueurs SSR et AFLP non

transformés. Deux marqueurs distants de 9,2 ¢cM (pGC-AGG et BPPCT041), encadrant le
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locus D ont été utilisés pour le génotypage des 1 510 individus (Figure 28). Deux cent douze
individus recombinants entre ces 2 marqueurs ont été identifiés tous types de recombinaison
confondus (JH, FH, JF avec J : ‘Ferjalou Jalousia®’ (DD); F : ‘Fantasia’ (dd), H : hybride F,
(Dd).

MA026a
D-Scar1 (pAC-AAC4024-412F)

pAC-AAC4on.412F D-Scar2 (pGG-TACz15J.zz1F)

——— PGC-AGG4304-450F I
MAO026a w

PGG-TAC2154.221F = D-Scar0 (pGC-AGG4304-450F)
pTC-CTG4704 D-Scar7 (pTC-CTGa704)
PGT-TTG13sy pPGT-TTG13sy

D D

pCA-GCG1 49F

D-Scar3 (pTC-GTAz21s8F-2194)
pCA-GCG132,y
pTC-CAC2064

D-Scar6 (pTG-TGGa4704)

PTC-GTA218F-2194
pTG-TGG47oJ
PCA-GCG1324.149F
pTC-CACzosJ
pCA-GTA390J

1

I pCA-ACC16sy pCA-GTA3904
I BPPCT041 PCA-ACC1634
1 pGC-TCT232F BPPCT041

|

pGC-TCT232 F

Figure 28 : Carte génétique du locus D situé a I’extrémité du groupe de liaison 5.

Ordre des marqueurs établi sur la base des 208 individus F, a I’aide des marqueurs AFLP (a
gauche) et a ’aide des marqueurs AFLP transformés en SCAR codominants (a droite). Les
individus recombinants dans I’intervalle indiqué en rouge n’ont pas été sélectionnés pour le
phénotypage en 2007.

Parmi les 212 individus recombinants, 151 individus plantés en 2005 ont donné des

fruits pour la premicre fois 1’été 2007 et ont pu étre phénotypés.

Toutefois, ’abondance de fruits chez les 151 recombinants sélectionnés, était variable
(69 individus avec plus de 10 fruits, 30 avec cinq a neuf fruits et 52 ayant de 0 a quatre fruits).
De plus, 15 génotypes ont eu des fruits qui n’ont jamais miri. Au total, 109 individus ont pu
étre phénotypés (recombinants : JH, FH, JF). Ainsi, parmi les 109 individus phénotypés en
2007, 49 ont été réellement informatifs, sept sont intermédiaires et 55 se sont avérés non
informatifs car non acides pour des individus recombinants de type DD-Dd.

Par la suite, trois marqueurs SCAR (D-Scar0, D-Scar2 et D-Scar6) et 2 SSR (MA026a
et BPPCT041) répartis sur 9,2 cM encadrant le locus D sur la carte JXF, ont été testés sur les
1 510 individus. L’ordre des marqueurs D-Scar0, D-Scar2 et MA026a établi sur la base des

208 individus F,, s’est retrouvé modifié. Il s’est donc avéré nécessaire de vérifier 1’ordre des
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marqueurs dans cette région. Les 1 510 individus ne pouvant étre génotypés a l’aide des
marqueurs AFLP non transformés, une nouvelle carte a alors €té établie sur les 208 individus
F, en tenant compte du nouvel ordre des marqueurs et en utilisant tous les marqueurs SCAR
(D-Scar0, D-Scarl, D-Scar2, D-Scar3, D-Scar6 et D-Scar7). Ainsi, I’ancienne et la nouvelle
carte génétique ont pu &tre comparées (Figure 28). L’ordre de plusieurs marqueurs s’est
retrouvé modifié par rapport a I'ordre initial déduit des analyses des individus de la
cartographie. MA026a s’est révélé étre situé a ’extrémité du GL5 et D-Scar0 situé entre D-
Scar2 et D-Scar6 et non a I’extrémité du GLS5. La sélection d’individus recombinants ayant
été réalisée a I’aide du marqueur D-Scar0, les individus recombinants entre MA026a et D-
Scar0 n’ont donc pas été identifiés. Les nouvelles données obtenues sur les 1 510 individus
ont donc conduit a I’identification de 71 nouveaux individus recombinants non pris en compte

pour le phénotypage en 2007.

2.3.5 - Caractérisation phénotypique des individus recombinants

Parmi les 1 718 individus génotypés, 308 individus recombinants ont été détectés,
parmi lesquels 149 individus ayant produit des fruits ont été phénotypés. Les valeurs
moyennes d’AT et pH obtenues pour les individus recombinants varient de 15 a 167 meq/1 et

de 3,36 a 5,59 respectivement (Figure 29).
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Figure 29 : Distribution des individus recombinants entre MAO026a et BPPCTO041
phénotypés, en fonction du pH et de I’acidité titrable des jus de fruits.

Les valeurs indiquées correspondent aux données relevées en 2007. Les individus situés en
dehors des cadres « F, a fruits non acides » et « F» a fruits normalement acides » sont
considérés comme intermédiaires.
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Des seuils ayant été¢ définis pour la caractérisation phénotypique, les individus
recombinants dont le pH est inférieur a 3,8 et I’AT supérieure a 100 meq/l sont considérés
normalement acides. A l'inverse, les individus dont le pH est supérieur a 4,0 et ’AT

inférieure a 60 meq/1 sont considérés non acides.

Au total, parmi les 149 individus recombinants phénotypés, 110 individus ont produit
des fruits non acides, 14 ont produit des fruits normalement acides et 25 ont été considérés
comme intermédiaires et n’ont pas ¢été classés. Parmi les 110 individus produisant des fruits
non acides, seulement 40 individus se sont avérés informatifs car présentant une

recombinaison entre génotype hétérozygote (Dd) et homozygotes récessif (dd).

De plus, pour une localisation plus précise et siire, les individus dont les valeurs de pH
et d’AT sont proches des seuils fixés n’ont pas été pris en compte pour la cartographie fine de
D. Par conséquent, seuls 52 individus recombinants ayant des valeurs extrémes pour le pH
(entre 3,36 et 3,68 pour les individus a fruits normalement acides et entre 4,20 et 5,55 pour les
individus a fruits non acides) et I’AT (entre 104 to 167 meq/l pour les individus a fruits
normalement acides et entre 17 to 56 meq/l pour les individus a fruits non acides) ont servi a

la localisation de D.

2.3.6 - Cartographie fine du locus D

La cartographie fine du locus D a nécessité le génotypage d’une large descendance
afin de préciser 'ordre et la position des marqueurs mais aussi I’identification d’individus
recombinants. La carte génétique fine a ainsi été réalisée a 1’aide des données de phénotypage

des individus recombinants ainsi que des résultats de génotypage.

1) Génotypage et ordre des marqueurs sur le groupe de liaison 5

Le génotypage de la descendance a été réalis€é en deux étapes successives. Dans un
premier temps, trois marqueurs SCAR (D-Scar0, D-Scar2 et D-Scar6) et deux marqueurs SSR
(MAO26a et BPPCTO041) précédemment cartographiés sur le GLS5 de la carte JxF et
recouvrant une large région contenant le locus D, ont été utilisés pour le génotypage des 1 510
individus F, supplémentaires. Ces cinq marqueurs codominants ont donc été analysés sur un
total de 1 718 individus, correspondant aux 208 individus F, ayant servis a réaliser la carte
JXF et aux 1 510 individus F, supplémentaires. Les résultats obtenus ont permis d’identifier
308 individus ayant subi au moins un événement de recombinaison entre les marqueurs

MAO26a et BPPCT041 bordant la région contenant D.
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Dans un deuxieme temps, les 308 individus identifiés comme recombinants ont été
génotypés a I’aide de quatre autres marqueurs (D-Scarl, D-Scar3, D-Scar7 et CPPCT040)
situés a I’intérieur de I’intervalle bordé¢ par les marqueurs MA026a et BPPCT041.

Les événements de recombinaison observés entre ces neuf marqueurs ont ainsi permis
de préciser I’ordre et la position de ces marqueurs sur le haut du GLS5. Le marqueur MA026a
se situe a I’extrémité du GLS5 puis viennent dans 1’ordre les marqueurs D-Scar2, D-Scarl, D-

Scar7, D-Scar0, CPPCT040, D-Scar3, D-Scar6 and BPPCT041 (Figure 30).

0.0~~~ MA026a

0.4 D-Scar2
1.0 D-Scar1
2.0 D-Scar7
2.1 % D-Scar0
2.5 |_[CPPCT040
3.3 | D-Scar3
5.2 D-Scar6
10.2 BPPCT041
86.1 CPDCT022

Figure 30 : Carte génétique fine du locus D situé a I’extrémité du groupe de liaison 5.

Les marqueurs SSR et SCAR sont indiqués a droite et les distances génétiques, exprimées en
cM a partir du marqueur MA026a, sont indiquées a gauche. La partie grisée correspond a la
localisation du locus D.

2) Combinaison des données de génotypage et de phénotypage

L’information donnée par le phénotype fournit une indication précise sur la position
du geéne étudié. Par exemple, si un individu recombinant se révele homozygote dd entre deux
marqueurs A et B, et hétérozygote Dd entre les marqueurs B et C et que cet individu présente
un phénotype non acide, cela signifie qu’au niveau de ce géne cet individu est hétérozygote et
donc que le geéne recherché est situé entre les marqueurs B et C. Par le méme raisonnement, la

comparaison des données de phénotypage des 52 individus recombinants aux phénotypes
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extrémes par rapport au point de recombinaison entre les marqueurs permettrait la localisation
de D.

Trente six individus recombinants ont été détectés entre CPPCT040 et BPPCT041
indiquant que le locus d’intérét se situe au dessus de CPPCT040. Par ailleurs, 14 autres
individus recombinants entre MA(026a et D-Scar7 indiquent que D ne se situe pas dans
I’intervalle entre MA026a et D-Scarl (Tableau 6). Enfin, deux individus recombinants entre
D-Scar0 et CPPCT040 ont permis la localisation de D dans un intervalle encore plus petit :
I’individu S5848-228 a montré que D était situé au dessus de CPPCTO040 alors que I’individu
S6422-237 a démontré que D était localisé en dessous de D-ScarO (Tableau 6). Par
conséquent, on peut en conclure que D est situé dans un intervalle de 0,4 cM entre les

marqueurs D-Scar0 et CPPCT040 (Figure 30).

Tableau 6 : Phénotypes et génotypes des individus F, recombinants informatifs. Les
génotypes sont donnés pour neuf marqueurs codominants situés autour du locus D.

Individus P! Genotype® (G) Nb d’individus
MAO026a D-Scar2 D-Scarl D-Scar7 D-Scar0 CPPCT040 D-Scar3 D-Scar6 BPPCT041 Fy*
552201156 (D] _ﬁ 13
S8220-1321 [d] F F F F F F F F 3
S5848-350  [D] F F 11
S8220-1090 [d] F F F F F F 3
S5848-332  [D] F 2
S6422-022  [d] F F F F F F 2
S5848-228  [D] F F 1
S6422-237  [D] F F F F F 1
S$8220-2037 [d] F F F 1
S8220-1188 [D] F F F 7
S6361-020  [d] F F F F F F F 2
S5848-147  [D] F F 1
S6422-452  [d] F F F F F F F F 1
S8220-1045 [D] F 2

T'p: Phénotype, [d]: fruits normalement acides, [D]: fruits non acides, > F: homozygote pour 1’alléle Fantasia (dd), H:
hétérozygote surligné en gris (Dd), * Nb d’individus F, ayant le méme phénotype et génotype.
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2.4 - Discussion

Dans ce chapitre, nous avons décrit les premieres étapes indispensables au clonage du
ou des gene(s) controlant l'acidité des fruits chez la péche. En effet, la caractérisation
phénotypique et génétique du locus D a permis de localiser précisément et avec certitude sa

position, étape cruciale pour la réalisation de la carte physique de cette région.

Le faible polymorphisme observé entre les variétés ‘Ferjalou Jalousia®’ et ‘Fantasia’
en utilisant des marqueurs AFLP avait déja été montré dans des travaux antérieurs en utilisant
des marqueurs de type SSR et RFLP (Dirlewanger et al. 2006). Ce faible taux de
polymorphisme serait la conséquence de la trés faible distance génétique entre ces deux
variétés (Dirlewanger et al. 2006) en plus de la faible variabilité connue chez le pécher (Arus
et al. 2006). En utilisant la méthode classique de ’AFLP en combinaison avec I’analyse
discriminante par lots ou BSA, 14 marqueurs AFLP ont été cartographiés dans un intervalle
de 10 cM autour du locus D et aucun marqueur n’a été cartographié sur un autre groupe de
liaison. Ces résultats ont confirmé que le caractere non acide de la péche n'est pas complexe et
serait contrdlé par un seul géne ou un ensemble de genes groupés. L’analyse des séquences
des marqueurs AFLP sélectionnés pour étre transformés en SCAR a révélé, que dans la région
du locus D, la fréquence des SNP était 3,6 fois plus faible que celle indiquée dans la carte de

référence Prunus TXE (Illa E., communication personnelle).

Par ailleurs, ’ordre et la position des marqueurs AFLP sur le GLS, établi sur la base
des 208 individus se sont révélés étre erroné. L utilisation des marqueurs SCAR codominants
sur un plus grand nombre d’individus a révélé des incohérences pour certains individus qui
présentaient parfois deux recombinaisons successives. En procédant a un nouveau génotypage
des 208 individus de la cartographie a I’aide des marqueurs SCAR, l'ordre de certains
marqueurs s’est retrouvé modifié par rapport a 'ordre initial établi sur la base des marqueurs
AFLP. Les changements les plus importants ont concerné MA026a, qui s’est révelé étre situé
a Pextrémité du GLS, et D-Scar0, qui s’est révélé étre situé entre D-Scar2 et D-Scar6 et non a
I’extrémité du GLS. Les différences observées s’expliquent par I'utilisation des marqueurs
SCAR codominants a la place des marqueurs AFLP dominants qui parfois ne permettent pas
de situer les événements de recombinaisons et donc rendent leur cartographie moins précise.

Ces différences s’expliquent également par le gain de précision du fait de

I’augmentation du nombre d’individus analysés. De nouveaux individus recombinants ont été
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identifiés ce qui a permis d’établir un ordre précis des marqueurs. Une nouvelle carte
complete du GLS a alors été réalisée a partir des 208 individus, pour lesquels les données sur
tous les autres marqueurs étaient disponibles, tout en tenant compte de 1’ordre obtenu grace
aux 1 510 individus supplémentaires.

De plus, le génotypage de la totalité des 1 718 individus a I’aide des neuf marqueurs
codominants les plus proches, a permis de préciser les distances entre marqueurs. Les
marqueurs MA026a, D-Scar2 et D-Scarl, qui co-localisaient sur la base des 208 individus, se
sont révélés étre distants respectivement de 0,4 cM et 0,6 cM. La méme observation a ¢té faite

pour les marqueurs D-Scar7 et D-Scar0 qui se sont révélés étre distants de 0,1 cM.

Pour identifier précisément la position du locus D, il s’est avéré nécessaire d'identifier,
parmi les 1 510 individus F, supplémentaires, les individus ayant subi au moins un événement
de recombinaison dans la région de locus D. La stratégie établie pour la réalisation de la carte
génétique fine sur un total de 1 718 individus F,, a consisté au génotypage des individus en
deux étapes. Dans un premier temps, les 1 718 individus F; ont été génotypés a I’aide de cinq
marqueurs codominants et répartis sur une distance de 9,2 cM comprenant le locus D. Dans
un deuxiéme temps, seuls les individus identifiés comme étant recombinants dans I’intervalle
MAO026a-BPPCT041 comprenant D (308 individus) ont alors été génotypés a I’aide d’autres
marqueurs codominants étroitement liés a D. Cette stratégie en deux étapes successives a
permis I’obtention de résultats complémentaires tout en réduisant considérablement le nombre

d’individus a génotyper et a caractériser phénotypiquement.

La cartographie fine d’un geéne ou locus d’intérét n’est possible que si les données de
génotypage sont confrontées aux données de phénotypage. Le phénotypage des individus
recombinants dans la région contenant le locus D était donc une étape clé de ce travail.

L'acidité des fruits est généralement évaluée soit par des mesures de pH soit par des
mesures d’AT. Cependant, pour la caractérisation de l'acidité des fruits chez le pécher et
I’identification de D, l'utilisation des deux mesures pH et AT s’est révélée indispensable. De
plus, la définition de seuils pour ces mesures de pH et AT basés sur I’analyse d’individus
n’ayant subi aucun événement de recombinaison dans l'intervalle MA026a-BPPCT041
contenant le locus D, a permis une caractérisation plus précise du phénotype étudié. Ainsi,
’utilisation des deux types de mesures, soient pH et AT, ainsi que 1’identification de seuils
correspondant aux individus a fruits non acides et normalement acides pour chacune des

mesures a permis un classement sans ambiguité¢ des individus recombinants. Cette stratégie a

80



ainsi permis d’éviter toute erreur de classement des individus recombinants & phénotype

intermédiaire pouvant étre soit homozygote (dd) ou hétérozygote (Dd) pour le locus D.

Le développement de marqueurs étroitement liés au locus et le phénotypage des
individus recombinants a donc permis la localisation précise du locus D dans un intervalle de
0,4 cM. L'acidité des fruits étant un critére majeur de sélection, les marqueurs développés
pourraient étre utilisés en sélection assistée par marqueurs pour permettre la sélection précoce

d’arbres portant le phénotype désiré.
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Chapitre 3
Carte physique du locus D






Chapitre 3 - Carte physique du locus D

Ce chapitre porte sur les travaux effectués dans le but de réaliser la carte physique du
locus D. Pour cela, une marche sur le chromosome a été effectuée en utilisant une nouvelle
banque BAC réalisée dans le cadre de ce travail. A I’issue de cette étape, deux clones BAC

contenant le ou le(s) genes li€s a ’acidité du fruit ont été identifiés et séquencés.

3.1 - Matériel

La banque BAC a été réalisée a partir de ’ADN de I’hybride F;-JF:21 issu du
croisement entre ‘Ferjalou Jalousia®’ et ‘Fantasia’, hétérozygote pour D et a ’origine de la

descendance F, utilisée pour la cartographie.

3.2 - Méthodes

3.2.1 - Construction de la banque BAC PPJFH

La banque BAC PPJFH (P : Prunus ; P : Persica; JF : croisement ‘Ferjalou Jalousia®’
x ‘Fantasia’ ; H: digéré par Hindlll) a été réalisée a 1I’Unité Mixte de Recherche en
Génomique Végétale (Evry) en 2007 selon le protocole proposé par (Peterson et al. 2000).
Les noyaux des cellules ont été isolés a partir de 32 g de jeunes feuilles congelées dans 1'azote
liquide. L’ ADN a été partiellement digéré par I’enzyme Hindlll. Les fragments de restrictions
obtenus ont été¢ soumis a une simple et a une double sélection en fonction de leur taille en
utilisant le systéme CHEF-DRIII (Bio-Rad, Hercules, Californie) par électrophorése en
champ pulsé (Pulse Field Gel Electrophoresis, PFGE). On parlera de « sizing » (un ou deux
sizing) le deuxieme sizing permettant d’éliminer un maximum de petits fragments. L'ADN
contenu dans l'agarose coupé en morceaux a été extrait par électroélution et a été cloné apres
une réaction de ligation avec le vecteur plndigoBAC-5 (Hindlll Cloning-Ready,
EPICENTRE® Technologies). Des bactéries E. coli DH10B (Invitrogen) électrocompétentes
ont été transformées par ¢lectroporation et les transformants ont été sélectionnés sur boites de
Pétri LB-Xgal-IPTG agar contenant 12,5 mg / ml de chloramphénicol. Les colonies blanches
ont été repiquées a 1’aide d'un Q-Bot (Genetix Ltd., Hampshire, UK) et stockées dans des
microplaques de 384 puits (Genetix Ltd., Hampshire, UK) a -80 C. Les clones BAC de

chaque plaque ont été¢ mélangés pour constituer un « pool » de 384 clones par plaque (désigné
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« pool-plaque »). Les clones BAC de chaque pool-plaque ont été remis en suspension dans de

l'eau stérile et I'ADN a été extrait suivant un protocole de midiprep.

3.2.2 - Isolement des clones positifs

Dans un premier temps, pour chaque marche sur le chromosome ou « walk » les
plaques positives ont été identifiées par criblage des pools-plaque. Dans un second temps, les
16 clones de chacune des 24 colonnes de la plaque positive ont été mélangés (pool-colonne) et
criblés afin d'identifier la colonne positive. La troisieme étape a ensuite consisté a identifier
les clones BAC positifs par criblage des 16 clones de chaque pool-colonne positif. Pour
chaque criblage, les amplifications par PCR ont été réalisées comme décrit dans le chapitre
précédent pour les marqueurs SCAR et SSR. L'ADN des clones BAC positifs a ensuite été
extrait suivant un protocole de midiprep. Pour le « fingerprint », I’ADN extrait a été digéré
par Hindlll et les produits de digestion ont été soumis a une électrophorése sur un gel
d’agarose a 0,6% durant une nuit a 50V. L’ADN extrait a aussi été digéré par Notl et les
produits de digestion ont €té soumis a une électrophorese en champ pulsé¢ (PFGE), comme
décrit précédemment par Peterson et al. (2000): 25 pl d'ADN de chaque clone ont été digérés
par Notl dans un mélange réactionnel de 30 pl et chargés sur PFGE. La taille des inserts a été
estimée en utilisant le marqueur de taille PFGE lambda (BIOLABS, Francfort, Allemagne).
Les clones isolés sont nommés comme suit : X-Y-Z en fonction de leurs coordonnées dans la
banque BAC ou X correspond au numéro de la plaque 384 (1 4 158), Y a la colonne (1 a 24)

et Z au numéro du clone sur la colonne Y (1 a 16).

3.2.3 - Séquencage des BACends

Les clones BAC positifs isolés sont comparés sur la base des résultats de fingerprint
pour éviter les doublons et aussi selon la taille révélée par PFGE. Les clones, ayant les plus
grands inserts et les profils de « fingerprint » les plus différents, sont choisis pour le
séquencage de leurs deux extrémités. Les clones sont mis en culture « stab » (culture du clone
sur agar) et envoyés a GATC biotech (Konstanz, Allemagne) pour un séquencage dans les

deux sens (forward et reverse) afin d’obtenir les séquences des deux extrémités.

3.2.4 - Développement de marqueurs a partir des séquences de BACend

Les amorces sont dessinées sur la séquence de I’extrémité du BAC a ’aide du logiciel

Primer3 (version V.0.4.0) de fagon a obtenir une séquence la plus longue possible. Les
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marqueurs développés sont nommés en fonction du clone BAC dont ils sont issus. Ainsi les
marqueurs développés a partir des extrémités du BAC 109-15-06, par exemple, seront
désignés comme suit: Fol09-15-06 pour I'extrémité obtenue par un séquencage en
« forward » a partir de ’amorce M13-F du vecteur et Re109-15-06 pour I’extrémité obtenue
par un séquengage en « reverse » a partir de I’amorce M13-R. Chaque marqueur est testé en
amplifiant I’ADN de ‘Ferjalou Jalousia®’ et ‘Fantasia’ afin d’identifier un polymorphisme
entre ces deux parents. Le mélange réactionnel et les conditions de PCR ont été effectuds
comme décrit dans le chapitre précédent pour les marqueurs SCAR et SSR. Les produits de

I’amplification ont ensuite été séquences par la société Cogenics (Meylan, France).

Les marqueurs polymorphes ont été utilisés pour le génotypage de 85 individus
recombinants entre les marqueurs D-Scar2 et D-Scar3 et pour le criblage de la banque BAC.
L’intervalle D-Scar0-CPPCT040, contenant le locus D, a ¢été identifi¢ dans le chapitre
précédent. Cet intervalle contenant le locus D est inclus dans I’intervalle D-Scar2-D-Scar3. 11
a volontairement été élargi pour la cartographie des nouveaux marqueurs issus de la marche
chromosomique afin que la position de ces derniers soit identifiée sans ambiguité. De plus,
cela a aussi permis de vérifier que les deux marqueurs issus de BACend d’un méme clone
étaient bien situés de part et d’autre du marqueur ayant permis son isolation. Les marqueurs
monomorphes ont seulement été utilisés pour le criblage de la banque BAC et donc la
réalisation de la carte physique. Certains marqueurs, mémes polymorphes, n’ont pas été
cartographiés génétiquement ou physiquement s’ils se situaient en dehors de I’intervalle D-

Scar0-CPPCTO040 contenant le locus D.

3.2.5 - Séquencage des clones BAC contenant le locus D

Les clones ont été mis en culture « stab» et envoyés a GATC biotech (Konstanz,
Allemagne) pour un séquencage en Sanger. Une banque « shotgun» de taille d'inserts

d’environ 2 kb a été construite.
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3.3 - Résultats

3.3.1 - Caractéristiques de la banque BAC

La banque BAC PPJFH est constituée de 158 plaques correspondant a 60 672 puits au
total. Neuf ligations on été utilisées pour la réalisation de cette banque. Ces ligations ont été
réalisées a partir de fragments d’ADN extraits des différents morceaux d’agarose prélevés a
des niveaux différents en fonction du marqueur de taille et apres un ou deux « sizing » selon
les cas. Des tests ont été réalisé€s sur une dizaine de clones pour chacune des ligations utilisées
afin d’apprécier la taille moyenne des inserts et le nombre de puits ne contenant pas de clone.
On estime que cette banque comprend environ 52 000 clones contenant des inserts (60 672 au
total avec 14% de puits vides) d’une taille moyenne de 90 kb, allant de 50 a 130 kb, ce qui

correspondrait a un recouvrement de 15 fois le génome haploide du pécher (290 Mb).

3.3.2 - Evaluation du ratio distance physique / génétique

Le rapport distance physique / distance génétique est un parametre important a prendre
en compte dans les approches de clonage positionnel afin d’évaluer la faisabilité du projet et
le temps nécessaire a son aboutissement. Pour le clonage positionnel du locus D, ce rapport a
¢té estimé a I’aide de marqueurs définis a partir des séquences de BACend d'un clone BAC
109-15-06, positif (Tableau 7) pour les deux marqueurs D-Scar0 et D-Scar7. Deux marqueurs
CAPS ont été développés a partir du séquengage en « Forward » et « Reverse » des extrémités
du BAC 109-15-06. Les deux marqueurs CAPS (Fo109-15-06 et Re109-15-06) ont ensuite &té
cartographiés. La distance génétique les séparant a été estimée a 0,6 cM. Ces deux marqueurs
CAPS ont été développés a partir des séquences des extrémités du BAC 109-15-06 dont
I’insert a été estimé a 150 kb. Ces résultats supposent donc que 1 cM correspondrait a 250 kb
dans la région de D.

L’identification de ce rapport a ainsi permis d’estimer le nombre de marches ou
d’étapes nécessaires a son clonage. Le rapport distance physique / distance génétique ayant
été estimé a 250 kb/cM, I’intervalle de 0,4 cM contenant le locus D correspond alors a une
distance physique de 100 kb. Par conséquent, en utilisant les clones BAC de la banque
PPJFH, contiennent des inserts en moyenne de 90 kb, une a deux marches chromosomiques

devraient suffire a identifier un clone BAC contenant le locus D.
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3.3.3 - Marche sur le chromosome et développement de marqueurs a partir de BACend
1) Premiére marche sur le chromosome (Walk 1)

Dans un premier temps, La banque BAC PPJFH a été criblée a I'aide des quatre
marqueurs codominants les plus proches qui encadrent le locus D. Ce premier criblage a été
réalis€ a I'aide des marqueurs D-Scar7 et D-Scar0O se situant d’un c6té du locus, et de
CPPCTO040 et D-Scar3 se situant de I’autre co6té. Le criblage de la banque BAC a I’aide de ces
quatre marqueurs a permis 1’identification de 38 pools-plaque positifs. Les marqueurs D-
Scar7, D-Scar0, CPPCT040 et D-Scar3 ont révélé respectivement 12 (Figure 31), 4, 6 et 16
pools positifs. Parmi ces pools-plaque, quatre se sont révéles positifs avec les deux marqueurs
D-Scar0 et D-Scar7 suggérant que la distance physique entre ces deux marqueurs était petite.
Afin de réduire le nombre de clones BAC a isoler a partir des pools positifs, seulement 17
pools ont été choisis dont les 12 pools positifs avec D-Scar7 (comprenant les quatre pools
communs avec D-Scar(Q) et les six pools positifs avec CPPCT040 (comprenant un pool
commun avec D-Scar7). Le marqueur D-Scar3 étant situé a 0,8 cM de CPPCT040, les pools
positifs, qu’il a révélés, n’ont pas été¢ sélectionnés. En effet, sachant que I’isolement des
clones est un travail assez lourd, 1’ajout de 16 pools portant a 38 le nombre total de clones a

isoler n’était pas négligeable.

129 138 131 133

Figure 31 : Criblage des pools-plaque de la banque PPJFH a I’aide du marqueur D-Scar7.
Les cercles rouges indiquent les 12 pools positifs identifiés.
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Parmi les 17 pools positifs sélectionnés, un pool (identifié a ’aide de CPPCT040) a
révélé deux clones positifs apres isolement. Ainsi, au total 18 clones ont été isolés puis soumis
a une électrophorese en champs pulsé (PFGE) pour identifier la taille de leur insert et digérés
par HindlIll pour révéler leur empreinte génétique (fingerprint). Parmi ces 18 clones, six
clones ayant les plus grands inserts et des profils de fingerprint différents ont été choisis pour
le séquencage de leurs extrémités. Ces six clones correspondent a trois clones identifiés
positifs avec D-Scar0 et D-Scar7 (69-15-02, 109-15-06 et 133-11-14) et trois avec CPPCT040
(43-01-03, 67-08-01 et 111-01-06).

Le séquencage des BACends de ces six clones a permis le développement de huit
marqueurs polymorphes entre les deux parents (Tableau 7). Ces huit marqueurs (Re69-15-02,
Fo109-15-06, Re109-15-06, Re43-01-03, Fo67-08-01, Re67-08-01, Fol11-01-06 et Relll-
01-06) ont été localisés génétiquement sur la base des individus recombinants entre D-Scar2
et D-Scar3. Parmi ces marqueurs, Re109-15-06 (Figure 32), Re67-08-01 et Re111-01-06 ont
été cartographiés dans I’intervalle D-Scar0-CPPCTO040. Ils ont été ensuite utilisés pour le
criblage des pools-plaque de la banque BAC pour les positionner sur la carte physique. Les
cing autres marqueurs ont été localisés en dehors de I’intervalle D-Scar0-CPPCT040
contenant le locus D. Ces marqueurs n’ont pas été utilisés pour la carte physique a 1’exception
du marqueur Fo109-15-06 qui a servi a I’estimation du rapport entre la distance physique et la

distance génétique.

Par ailleurs, les marqueurs non polymorphes ont aussi été utilisés pour cribler la
banque BAC afin d’identifier leur position sur la carte physique. Cependant, pour certains
marqueurs monomorphes, plus d’une centaine de pools-plaque se sont révélés positifs
suggérant 1’existence de séquences répétées au sein du génome et n’ont donc pas pu étre
positionnés sur la carte physique. Ainsi, seul le marqueur Rel33-11-14 a été identifié sur la
carte physique dans l’intervalle D-Scar0-CPPCT040. Au total, quatre marqueurs issus de
BACend ont été utilisés pour le criblage de la banque BAC et ont ainsi permis d’identifier de

nouveaux pools-plaque positifs pour une deuxieme étape de marche sur le chromosome

(Walk 2).
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Figure 32 : Exemples de marqueurs développés a partir des séquences de BACend et utilisés
pour I’analyse d’individus F, recombinants entre D-Scar2 et D-Scar3.

(A) R109-15-06 et (B) F18-21-09, marqueurs CAPS révélés sur gel d’agarose 2% et
développés respectivement a partir des séquences d’une extrémité du BAC 109-15-06 au
Walk 1 et du BAC 18-21-09 au Walk 2. Le profil du parent ‘Ferjalou Jalousia®’ est indiqué
par la lettre « J », celui du parent ‘Fantasia’ par la lettre « F » et celui de I’hybride F; par la
lettre « H » (La lettre « C » indique le controle PCR négatif).

2) Deuxiéme marche sur le chromosome (Walk 2)

Le deuxie¢me criblage de la banque BAC, a I’aide des quatre marqueurs Re109-15-06,
Re67-08-01, Rel11-01-06 et Re133-11-14 développés a partir des séquences de BACend a
permis la réalisation de la deuxi¢me étape de marche sur le chromosome. Ce « Walk 2 » suit
exactement les mémes étapes que le « Walk 1 ». A I’issue de ce deuxiéme criblage, 36 pools-
plaque ont été identifiés positifs, avec au moins un des quatre marqueurs, parmi lesquels neuf
pools déja identifiés au « Walk 1 ». Ainsi, parmi les 27 pools identifiés au « Walk 2 », 13 ont
été sélectionnés pour I’isolement du clone positif. Les plaques 18 et 98 ayant révélés deux
clones chacune, au total 15 clones ont été isolés. Ces 15 clones ont été soumis a une PFGE et
a un fingerprint, a ’issu desquels neuf clones ont été choisis pour le séquencage de leur
BACend : trois positifs avec Re67-08-01 (30-02-03, 36-05-08 et 114-01-01), deux positifs
avec Rel111-01-06 (130-11-01 et 149-10-09), un clone positif avec les marqueurs Re67-08-01
et Relll-01-06 (75-20-14) et trois clones positifs avec Re109-15-06 (18-21-09, 98-13-15 et
77-05-03).

Le séquencage des BACends de ces neuf clones a permis le développement de sept
marqueurs polymorphes dont seulement trois ont pu étre utilis€s pour le génotypage des
individus recombinants sur un total de 17 marqueurs (Tableau 7). Par ailleurs, 13 marqueurs,
comprenant les marqueurs polymorphes cartographiés génétiquement ou non, ainsi que des
marqueurs monomorphes, ont pu étre utilis€és pour un troisieme criblage de la banque a partir
des pools-plaques. Ce troisiéme criblage a conduit a I’identification de 52 pools positifs,
parmi lesquels 34 avaient déja été identifiés lors des précédents criblages. Les 18 pools
supplémentaires semblent correspondre a des clones contenant des inserts de petite taille

puisqu’ils se sont révélés positifs avec peu de marqueurs.
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Enfin, a I’issue des « Walks 1 et 2 », 11 nouveaux marqueurs ont été localisés dans
I’intervalle D-Scar2-D-Scar3 a partir de ’analyse des 85 individus recombinants et 17
marqueurs ont été localis€s par rapport aux marqueurs D-ScarQ D-Scar7 et CPPCT040 sur la
base des trois séries de criblages de la banque BAC. L’analyse individus recombinants a
I’aide des marqueurs issus de BACend servira a la localisation du gene responsable du
phénotype étudié. Les résultats des criblages serviront a la réalisation de la carte physique

contenant le géne.

3.3.4 - Cartographie physique de la région et identification des clones contenant D

Deux étapes de marche chromosomique ont été nécessaires pour couvrir la région
contenant le locus D. Afin de réaliser la carte physique de cette région il a été nécessaire
d’analyser les clones isolés a I’aide des 19 marqueurs et ainsi de confirmer si les pools positifs
communs a différents marqueurs correspondaient bien a un seul et méme clone. Suite aux
deux Walk, 33 clones ont été isolés (18 au Walk1 et 15 au Walk 2). Parmi ces clones, ceux
qui se sont révélés positifs avec les marqueurs situés a ’extrémité de la région contenant le
locus étudié et dont I’insert se prolonge en dehors de cette région n’ont pas été utilisés pour la
réalisation de la carte physique. Ainsi, 20 clones ont été sélectionnés et testés a 1’aide des 19
marqueurs localisés dans cette région (Tableau 8). Afin d’éviter tout probleme lié¢ a des
éventuelles contaminations entre les clones lors de I’extraction de ’ADN (midi-prep), les

amplifications ont été réalisées directement sur les clones en cultures.

Tableau 8: Clones BAC isolés, testés a I’aide de 19 marqueurs situé¢s dans la région
contenant le locus D.

Marqueurs*
Clones |Fo98 | D-7 | D-0 | Re18 [Re109| Re98 [Re133|Re114| Re36 | Re30 [ Fo18 | Re77 [ Re75 | Re67 |Re 149|Re 111/ Fo149|CPP40| Fo75
138-23-11|  + - - - - - - - - - - - - - -

109-15-06] +
98-13-15 | +
69-15-02 -
133-11-14
72-21-10
18-17-11
18-21-09
95-03-01
98-03-09
77-05-03
114-01-01
36-05-08
30-02-03
48-08-12
75-20-14
67-06-01
67-08-01
149-10-09
111-01-06

* Seul le début du nom des marqueurs issus des BACend est indiqué. D-7, D-0 et CPP40 correspondent
respectivement a D-Scar7, D-ScarQ et CPPCT040. Le symbole « + » indique qu’une amplification a été observée
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avec le marqueur correspondant et a I’inverse le symbole « - » indique 1’absence d’amplification (Re77 est un
marqueur dominant).

Les résultats des tests sur clones isolés ont montré que tous les clones testés étaient
chevauchant et que toute la région avait été recouverte (Tableau 8). En tenant compte du
recouvrement au niveau de chaque marqueur, le recouvrement de la région contenant le locus
D a été estimé a 6x. Ces résultats ainsi que les résultats de génotypage des individus
recombinants a I’aide des marqueurs polymorphes issus de BACend, ont permis de réaliser la

carte physique de la région et de localiser le locus D (Figure 33).

[D] 2007 [d] 2008 Ind 8220-229
[d] AT basse en 2008 Ind 8220-103
D] Ind 5848-228
[d] Ind 6422-072

Recombinants informatifs [D] Ind 6422-237
/(Nb. Total de recombinants) (4) 41(9) 11(4) : (0) 0) 2 (0)
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Figure 33 : Carte physique de la région contenant le locus D.

Les marqueurs D-Scar0 et CPPCT040 en rouge indique ’intervalle dans lequel le locus D a
été localisé sur la carte fine. L’intervalle Re109-Fo18 (correspondant aux marqueurs Fo109-
15-06 et Fo18-21-09) encadré en vert indique la région contenant le locus D identifiée suite
au développement de marqueurs issus de BACend. Les marqueurs Fol09 et Rel09
(correspondant aux marqueurs Fol09-15-06 et Rel09-15-06) en bleu correspondent aux
BACend ayant servis a identifier le ratio distance physique / distance génétique. Les BAC 18-
17-11 et 77-05-03 en rouge ont été sélectionnés pour étre entierement séquences.

Au total, 15 individus recombinants ont été identifiés dans 1’intervalle D-Scar0O-
CPPCTO040 contenant le locus D. Parmi ces individus recombinants, seuls cinq individus se
sont révélés informatifs (Figure 33 ; Tableau 9). Les 10 autres individus n’ont pas été utilisés

pour identifier la position du locus D soit par ce qu’ils sont encore jeunes et n’ont pas produit
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de fruits et donc n’ont pas pu étre phénotypés, soit par ce que la recombinaison était de type
DD-Dd et donc le phénotype étant forcément non acide il ne permet pas de localiser le locus
D. La comparaison des données de génotypage des cing individus recombinants informatifs
(S8220-229, S8220-103, S5848-228, S6422-072 et S6422-237) avec les données de
phénotypage a permis de localiser plus précisément le locus D (Tableau 9). Le phénotype des
individus S8220-229 et S8220-103 s’est avéré ambigiie variant d’une année sur 1’autre pour
I’individu S8220-229 et présentant des valeurs de pH et AT contradictoires pour I’individu
S8220-103 (données non présentées). Par ailleurs, les données de phénotypage et de
génotypage des individus S5848-228, S6422-072 et S6422-237 se sont révélées suffisantes
pour permettre l’identification du locus D dans un intervalle plus restreint que celui
précédemment identifié¢ entre les marqueurs D-Scar0 et CPPCT040. Les résultats obtenus
pour les individus S5848-228 et S6422-237 ont permis la localisation du locus étudié dans
I’intervalle Re109-15-06-Re75-20-14. Les résultats de I’analyse de I’individu S6422-072 ont
permis de réduire encore cette région a un intervalle bordé par les marqueurs Re109-15-06 et

Fo18-21-09 (Tableau 9).

Tableau 9 : Phénotype et génotype des individus F, recombinants dans 1’intervalle D-Scar0-
CPPCT040 contenant le locus D. Les génotypes sont donnés pour huit marqueurs
codominants situés autour du locus D.

Individus Génotype et Phénotype
recombinant D-Scar0 Re109-15-06 Phénotype Fo018-21-09 Re75-20-14 Re67-08-01 Re149-10-09 Re111-01-06 CPPCT040

S$8220-229 H H [D] puis [d] F F F F F F
S$8220-103 H H [d] F F F F F F
S5848-228 H H [D] H F F F F F
S6422-072 F F [d] H H H H H H
S6422-237 F F [D] H H H H H H
S$8220-1409 H H pas de fruit F F F F F F
S6422-483 H H pas de fruit F F F F F F
S7133-174 H H pas de fruit F F F F F F
S7133-107 H H pas de fruit H F F F F F

Génotype, F: homozygote pour 1’alléle ‘Fantasia’ (dd), H: hétérozygote surligné en gris (Dd). Phénotype, [d]:
fruits normalement acides, [D]: fruits non acides.

Les marqueurs situés entre Re109-15-06 et Fo18-21-09 sur la carte physique n’ayant
pas pu €tre ancrés a la carte génétique, les points de recombinaisons pour les individus S8220-
229, S8220-103, S6422-072 et S6422-237 ne peuvent pas €tre identifiés précisément et ne
sont représentés qu’a titre indicatif dans la Figure 33. En conséquence, a ce stade de I’étude,
I’intervalle le plus petit contenant le locus D est compris entre Re109-15-06 et Fol18-21-09.
Cing clones BAC se sont révélé couvrir entierement cet intervalle et il a été possible

d’identifier I’allele porté par chaque BAC en utilisant les marqueurs codominants Re109-15-
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06 et Fo18-21-09. Les trois clones 95-03-01, 98-03-09 et 77-05-03 ont été identifiés comme
portant I’allele dominant D et les clones 18-21-09 et 18-17-11 se sont révélé porter 1’allele

récessif d (Figure 33).

3.3.5 - Séquencage de deux BAC contenant le locus D

Deux BAC ont été envoyés a GATC Biotech pour étre séquencés. Les BAC choisis
correspondent a un allele chacun. Chaque allele ayant ¢été identifié dans plusieurs BAC
différents, le choix s’est porté sur les BAC couvrant toute la région contenant D, identifié
entre Re109-15-06 et Fo18-21-09, et ayant les plus grands inserts. Pour I’allele dominant D le
BAC choisi a été le BAC 77-05-03 dont la taille de I’insert était estimée a environ 100 kb sur
PFGE ce qui a été confirmé apres le séquencage a 98 kb. Pour I’allele récessif d le BAC
choisi a été le BAC 18-17-11 qui contenait un insert estimé a 70 kb sur PFGE et précisé apres
son séquencage a 78 kb.

Apres vérification de la qualité des séquences et élimination de la séquence du vecteur
ayant servi a la réalisation de la banque shotgun, la couverture du séquengage de chacun des
deux BAC a été estimée a 11x. En raison d'un trés faible taux d'échec de séquencage, un
assemblage assez satisfaisant a été obtenu, pour lequel, dans presque tous les cas, ’orientation
des contigs était slire. La taille des inserts de la banque « shotgun » était comprise entre 2 et 3
kb. Le pourcentage de séquences de faible qualité éliminées a été estimé entre 5 et 8% et le
pourcentage de vecteurs vides entre 5 et 11%. La contamination par E. coli a été évaluée dans
une fourchette comprise entre 5% et 11% ce qui, selon le prestataire de séquencage (GATC
Biotech), reste acceptable.

Dans un premier temps, le séquencage des BAC a conduit a ’obtention de plusieurs
contigs de tailles variables. Neuf contigs d’environ 1500 pb a 34 kb ont été obtenus pour le
BAC 77-05-03 et six contigs d’environ 630 pb a 38 kb pour le BAC 18-17-11. L’analyse des
deux BAC n’a pas pu étre réalisée sur ces contigs étant donné la présence de discontinuités de
la séquence (« gaps ») parfois dans les génes eux-mémes. Un séquencage supplémentaire a
donc été nécessaire. Ainsi 1’étape de finition (« finishing ») a permis de combler les gaps pour
les deux BAC par Primer Walk (définition d’amorces pour amplifier les parties manquantes)
jusqu'a I’obtention d’un contig unique pour chacun des deux BAC c'est-a-dire une séquence
continue et ordonnée générée par I'assemblage de clones chevauchants.

Les différents marqueurs précédemment identifiés dans I’intervalle Rel8-21-09 et

Fo18-21-09, y compris ceux bordant cet intervalle, ont été recherchés au sein de la séquence
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de chacun des deux BAC afin de vérifier I’ordre de ces marqueurs précédemment défini sur la
carte physique. Les sept marqueurs ont été retrouvés sur les deux BAC et dans le méme ordre
qu’identifiés sur la carte physique. Le marqueur Re77-05-03 situé en dehors de cet intervalle,

a été identifié en plus sur la séquence du BAC 77-05-03.
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3.4 - Discussion

Pour estimer le rapport distance physique / distance génétique a proximité du locus D,
un clone BAC a été ancré a la carte génétique. La distance génétique, identifiée entre les
marqueurs développés a partir des extrémités de ce BAC, a permis d’estimer ce ratio a
250 kb / cM. Ce ratio a été estimé a 10 a 35 kb / ¢cM au niveau du locus evergrowing (evg)
chez le pécher (Bielenberg et al. 2008). Ces ratios sont plus petits que le ratio moyen estimé a
553 kb / cM sur la carte de référence Prunus TXE (Howad et al. 2005) en fonction de la taille
du génome (Baird et al. 1994). Ce résultat n’est pas surprenant, étant donné que le ratio
distance physique / distance génétique est connu pour étre variable le long des chromosomes
(Ballvora et al. 2001; DeScenzo and Wise 1996; Fridman et al. 2000). Cependant,
l'identification de ce rapport dans la région du locus D était essentielle pour I’estimation du
nombre de marches chromosomiques nécessaires pour le clonage du locus D. Ainsi, le locus
D ayant été localisé dans un intervalle de 0,4 cM, la distance physique correspondante a été
évaluée a 100 kb. Une ou deux marches sur le chromosome ont été estimées nécessaires pour
le clonage du locus D. Cette estimation s’est révélée exacte puisque deux €tapes de marche

chromosomique (Walks 1 et 2) ont été nécessaires pour couvrir la région contenant le locus D.

De nombreux marqueurs ont été développés a partir des séquences de BACend issues
de la banque BAC PPJFH réalisée au cours de ce travail. La banque BAC PPJFH est
constitué¢e d’environ 52 000 clones contenant des inserts de 50 a 130 kb, ce qui correspond a
un recouvrement de 15 fois le génome haploide du pécher (Baird et al. 1994). Comparée aux
banques ‘The Nemared’ (Georgi et al. 2002), ‘Jingyu’ (Wang et al. 2001) et ‘Lovell’ (Georgi,
non publié), cette banque BAC possede le plus grand nombre de clones et le taux de
recouvrement le plus élevé ce qui augmente les chances de réaliser une carte physique
complete d’une région donnée. L’utilisation de la BAC PPJFH pour le clonage positionnel du
locus D a ainsi permis de réaliser avec succes la carte physique complete de cette région. De
plus, I’utilisation de cette banque BAC a permis de développer plus facilement et rapidement
des marqueurs exploitables puisqu’elle a été réalisée a partir de I’ADN de I’hybride F; issu du
croisement JxF. Par ailleurs, cet hybride F; est hétérozygote pour plusieurs caracteres
agronomiques, 1’utilisation de la banque BAC PPJFH permettrait aussi la dissection génétique
d’autres genes tels que Af (fruits a maturité/pas de fruits), S (fruit plat/rond), G (peau
duveteuse/glabre) et Ps (stérilité du pollen).
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Les marqueurs développés pour le clonage du locus D ont pu été localisés
génétiquement et/ou physiquement. Les marqueurs polymorphes ont servi a I’analyse des
individus recombinants permettant ainsi la localisation du locus D et les marqueurs qui se sont
révélés monomorphes ont aussi pu étre exploités. Le criblage de la banque BAC PPJFH a
’aide des marqueurs monomorphes a permis leur localisation sur la carte physique et ainsi la
saturation de la région étudiée. L’identification de nouveaux pools positifs a 1’aide de ces
marqueurs monomorphes permet aussi le développement de nouveaux marqueurs au méme
titre que les marqueurs polymorphes. Ceci est un des avantages de 1’utilisation d’une banque
BAC pour le développement de nouveaux marqueurs dans une région donnée puisque tout
marqueur polymorphe ou monomorphe est exploitable. Par contre, certains marqueurs
peuvent correspondre a des régions répétées du génome. Le criblage de la banque BAC a
I’aide de ce type de marqueurs peut conduire a I’identification de faux pools positifs
correspondant a des régions autres que celle étudiée pouvant étre situées sur d’autres
chromosomes. Le « fingerprint » des faux clones positifs peut confirmer qu’ils se situent sur
une autre région si le profil de digestion ne présente pas de bandes communes avec les profils
des clones situés dans la région étudice.

Enfin, a l'issue des deux Walks, 11 nouveaux marqueurs ont été localisés dans la
région contenant le locus D a partir de I’analyse des 85 individus recombinants et 17
marqueurs ont été localisés par rapport aux marqueurs D-Scar0 D-Scar7 et CPPCT040 sur la
carte physique. Le phénotypage et I’analyse des individus recombinants a I’aide des
marqueurs développés ont permis de confirmer la position du locus D dans I’intervalle D-
Scar0-CPPCT040 précédemment identifié. Parmi ces individus recombinants, cinq individus
présentent un ¢événement de recombinaison et un phénotype permettant de préciser la
localisation du locus D dans un intervalle délimité par les marqueurs Rel109-15-06 et Fol8-
21-09. Parmi ces cinq individus recombinants, deux individus présentaient un phénotype
ambigu variant d’une année sur ’autre ou présentant des valeurs de pH et AT contradictoires.
Bien que les données des trois autres individus soient, a ce stade du travail, suffisantes pour la
localisation du locus D dans I’intervalle Re109-15-06 et Fo18-21-09, il sera nécessaire par la
suite de préciser le phénotype de ces deux individus ainsi que celui des individus n’ayant pas
encore produit de fruits en raison de leur jeune age. Ces nouvelles données permettront
d’identifier précisément le ou les géne(s) responsable(s) de I’acidité du fruit parmi les génes

qui seront identifié¢s au sein des deux BAC séquencés, le 77-05-03 et le 18-17-11.
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Chapitre 4

Exploitation des s€quences des BAC :
recherche et analyse de genes candidats






Chapitre 4 - Exploitation des séquences des BAC : recherche et

analyse de génes candidats

Ce chapitre décrit la stratégie d’identification des geénes candidats identifiés au sein
des clones BAC séquencés et une nouvelle étape de localisation du locus D par rapport aux

événements de recombinaison. Tous les résultats de ce chapitre sont confidentiels.

4.1 - Méthodes d’analyse

Les séquences des deux BAC étant de tres grande taille (98 kb et 78 kb), la recherche
de genes par similarité de séquence n’a pas été possible en utilisant les séquences enticres. Il a
donc été nécessaire, dans un premier temps, de rechercher les différents ORF (Open Reading
Frame) afin de pouvoir fragmenter les séquences de ces deux BAC en fonction des genes
prédits. Les séquences fragmentées, contenant chacune un gene prédit, ont alors été utilisées
pour rechercher les geénes correspondant par homologie de séquences dans des bases de
données publiques. Par la suite, le développement de nouveaux marqueurs dans les séquences
des BAC a alors été nécessaire afin de réduire la région contenant le locus D a un intervalle
plus petit et ainsi de réduire le nombre de genes candidats potentiellement impliqués dans le

controle de I’acidité du fruit.

4.1.1 - Prédictions des ORF au sein des BAC séquencés

Pour une meilleure précision, la prédiction des genes présents dans les BAC séquencés

a été réalisée en utilisant différents logiciels :
- GENSCAN (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html),
- GeneMark.hmm'"? (http://exon.biology.gatech.edu/eukhmm.cgi),

- et FGENESH (http://www.softberry.com/berry.phtml).

4.1.2 - Identification des génes candidats présents dans la séquence des BAC

Afin d’identifier les génes prédits a partir de la séquence des BAC, une recherche par
homologie de séquence a été réalisée en effectuant des alignements locaux par BLASTX,
TBLASTX et BLASTN contre les bases de données GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) et TAIR (http://www.arabidopsis.org/Blast/).
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4.1.3 - Localisation fine des événements de recombinaison dans I’intervalle contenant le

locus D délimité par les marqueurs Re109-15-06 et Fo18-21-09

Les séquences des deux BAC ont été comparées en réalisant des alignements multiples

par ClustalW enutilisant le logiciel BioEdit v7.0.9 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/page2.html).

Ces alignements ont été réalisés dans le but d’identifier différents sites polymorphes entre les
deux alleles, de type InDel et SNP, pouvant étre révélés aisément sur gel agarose. Des
marqueurs PCR spécifiques répartis le long de la séquence consensus ont été développés avec
des intervalles de 5 a 10 kb entre les marqueurs. Les amorces ont été dessinées a I’aide du
logiciel Primer3 (version V.0.4.0) et les enzymes de restriction identifiées a 1’aide des
logiciels Restriction Mapper v3 et NEBcutter V2.0 pour les marqueurs révélant un
polymorphisme de type SNP. Ces marqueurs ont ét¢ nommés comme suit DX-Y, avec X
correspondant au numéro du marqueur sur le BAC (1 2 9) et Y correspondant a la position de
la premic¢re base de I’amorce « Forward » sur le BAC 77-05-03 (20 754 a 77 842). Ces
marqueurs ont ensuite été¢ utilis€és pour le génotypage des individus recombinants dans
I’intervalle délimité par les marqueurs Re109-15-06 et Fo18-21-09. Le mélange réactionnel et
les conditions de PCR ont été effectués comme décrit dans le chapitre 2 pour les marqueurs

SCAR et SSR.
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4.2 - Résultats

4.2.1 - Identification des génes candidats présents dans les deux BAC séquencés

Les résultats obtenus a 1’aide des logiciels de prédiction de genes se sont révélés tres
variables. La plupart des ORF ont été prédits avec tous les logiciels utilisés et pour les deux
alleles a I’exception d’une région située a partir de la base 37 000 jusqu’a la base 54 000 sur
le BAC 77-05-03. La précision de la position des ORF étant légerement variable, les données
obtenues a I’aide de ces logiciels ont servi de base de départ pour la recherche de geénes par
homologie de séquences. L’analyse par alignements locaux (BLAST) du contig entier de
chaque BAC, soit les 98 kb et les 78 kb, contre les bases de données n’a abouti a aucun
résultat. Il a donc été nécessaire de fragmenter chaque contig en tenant compte des prédictions
obtenues pour délimiter les genes potentiels. Les différents alignements réalisés ont ainsi
permis d’identifier 11 génes et quatre rétro-transposons sur le BAC 77-05-03 et 10 genes et
un rétro-transposon sur le BAC 18-17-11 (Tableau 10 ; Figure 34). Le géne GluR s’est avéré
tronqué sur le BAC 18-17-11 par rapport au BAC 77-05-03, car situé¢ a ’extrémité de la
séquence du BAC (Figure 34).

Tableau 10 : Liste et fonction probable des genes identifiés sur la séquence du BAC 77-05-
03 a I’aide de logiciels de prédiction de genes et par recherche d’homologie de séquence par
BLASTX contre la base de données GenBank.

La position indiquée sur le BAC correspond a la région présentant les similarités les plus
fortes ce qui peut inclure des introns et des exons ou ne correspondre qu’a une partie du gene
dans la base de données. Lorsque les résultats présentant les similarités les plus fortes
correspondent a des génes non identifiés, le résultat retenu est le premier indiquant une
homologie avec un gene identifié.

Abbréviation Position sur le Fonction probable et organisme E-value
BAC
TIF 0-5500 transcription initiation factor, putative Ricinus communis 3,00E-56
Rtr 7200-8400 retrotransposon protein, putative, Oryza sativa 4,00E-47
Rtr 10500-13200  retrotransposon protein, putative, Oryza sativa 1,00E-124
AK-HSDH 14900-23300  aspartokinase-homoserine dehydrogenase Glycine max 1,00E-56
Hyp 23700-28900  hypothetical protein Vitis vinifera 0.0
Al 33500-36900  aminoimidazolecarboximide ribonucleotide transformylase/inosine monophosphate 3,00E-69
cyclohydrolase [P. trichocarpal
Mlo 37400-42100  Protein MLO, putative Ricinus communis 6,00E-29
KUP 49200-49700  KUP; potassium ion transmembrane transporter Arabidopsis thaliana 8,00E-43
Hyp 55100-63600  conserved hypothetical protein Ricinus communis (Vps517?) 3,00E-54
GAPB 68400-71000  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase B subunit Glycine max 5,00E-74
Hyp 73700-76500  conserved hypothetical protein Ricinus communis 1,00E-93
GebG 78400-79800  Glucan endo-1,3-beta-glucosidase precursor, putative Ricinus communis 0.0
GluR 81500-8600 glutamate-gated kainate-type ion channel receptor subunit GluRS Populus trichocarpa 0.0
Rtr 88200-89300  putative transposase Oryza sativa 8,00E-90
Rtr 95100-98000  reverse transcriptase, putative; 16838-20266 Arabidopsis thaliana 0.0
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Figure 34 : Schéma illustrant les différents ORF identifiés et leur ordre sur les séquences des
clones BAC 77-05-03 (en orange) et 18-17-11 (en vert) a I’aide de logiciels de prédiction de
geénes et recherche de genes par homologie de séquence par BLASTX contre la base de
données GenBank.

4.2.2 - Elimination de génes candidats par localisation fine des événements de

recombinaison
1) Développement de marqueurs dans ’intervalle Re109-15-06-Fo18-21-09

Afin de délimiter un intervalle plus petit contenant le locus D et ainsi de réduire le
nombre de genes candidats potentiellement liés au caractere étudié, de nouveaux marqueurs se
situant le long des BAC séquencés ont été développés. Neuf marqueurs ont été définis en
fonction du polymorphisme observé entre les deux BAC 77-05-03 et 18-17-11. Parmi ces
neuf marqueurs, huit marqueurs étaient basés sur des polymorphismes de type InDel et un
marqueur sur un polymorphisme de type SNP sur la base de I’alignement des deux séquences
(Tableau 11). Cependant, seuls cinq marqueurs (D4-38500, D6-54888, D7-64418, D8-71713
et D9-77842) ont pu étre exploités et ont été utilisés pour le génotypage des neuf individus
recombinants identifiés dans le chapitre précédent. Les quatre autres marqueurs n’ont pas pu
étre utilisés. Les amorces dessinées pour ces marqueurs n’ont pas permis 1’amplification de la
séquence (D5-48904), ou bien ont amplifié des bandes non spécifiques (D1-20754 et D3-
31174). Dans le cas du marqueur D2-25233, le polymorphisme n’a pas pu étre observé.
L’utilisation des cinq marqueurs D4-38500, D6-54888, D7-64418, D8-71713 et D9-77842
ayant été suffisante pour la localisation des événements de recombinaison, les quatre

marqueurs qui n’ont pas pu étre développés n’ont pas fait I’objet d’analyses supplémentaires.
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Tableau 11 : Marqueurs PCR spécifiques développés a partir de 1’alignement des séquences
des BAC 77-05-03 et 18-17-11 correspondant aux alleles D et d provenant respectivement des
parents ‘Ferjalou Jalousia®’ et ‘Fantasia’.

Les marqueurs ont été définis en fonction du polymorphisme observé entre les deux alleles.

Marqueur  Séquence des amorces Taille* Type de Enzyme Observation
spécifiques (5°-3”) (pb) polymorphisme de restriction
D1-20754 F GTTCAAGCTTCATCATATCCTC 85(J) InDel - Amplification
R GAAAGCATTAGTGAATAGTGACC 93 (F) non spécifique
D2-25233 F CAGTCCTTTTTCCTTGTGGT 148 (J) InDel - Polymorphisme
R AGGCTTTTGTGCATTAGTTG 168 (F) non observé
D3-31174 F GACGGGAGGTCAAAATCTAA 225(1) InDel - Amplification
R GATCTACGGAAGCCTAGTGG 202 (F) non spécifique
D4-38500 F GCAAATCCATTAATTGTTAGAAAC 101 () InDel - -
R CTGCATGCATCCATATAAATC 109 (F)
D5-48904 F CCACTTTATGTGGCATATGA 233 () InDel - Pas
R TAATGGTGTGGGTAGGGTTT 212 (F) d’amplification
D6-54888 F TGAATGATTGTGGATGCTCT 99 () InDel - -
R GGTCACTGAGTTTGGCACA 106 (F)
D7-64418 F GAGAATGACACATCGAGCAT 201 (J,F) SNP Hpy188111 -
R GACTAAACCCGTGTTTTCAGA
D8-71713 F GCATCTTCCAACCGTACTTT 227 (1) InDel - -
R CCTTACTTAAGCGGGCTGT 177 (F)
D9-77842 F GCAAAAGTGAATGAAGAAGC 235(1) InDel - -
R CGTGAGCTTGACTGATTCC 215 (F)

* (J) ‘Ferjalou Jalousia®, (F) ‘Fantasia’

2) Localisation fine des événements de recombinaison

Les neuf individus présentant une recombinaison entre les marqueurs Re109-15-06 et
Fo18-21-09 de type Dd-dd, identifiés dans le chapitre précédent, ont été analysés a I’aide des
cing nouveaux marqueurs D4-38500, D6-54888, D7-64418, D8-71713 et D9-77842

développés a partir de la séquence des BAC.

Les événements de recombinaison ont été localisés pour les neuf individus
recombinants (Tableau 12). Cependant, le phénotype des individus S8220-229 et S8220-103
étant ambigu et celui des individus S8220-1409, S6422-483, S7133-174 et S7133-107 n’ayant
pas pu étre analysé, la localisation du locus D par rapport a ces événements de recombinaison
n’était pas possible. Par ailleurs, les résultats de phénotypage et de génotypage des individus
S6422-072 et S6422-237 ont permis d’identifier plus précisément la position du locus D dans
un intervalle d’environ 16 kb bordé par les marqueurs D4-38500 et D6-54888 (Tableau 12).

102



Tableau 12: Phénotype et génotype des individus F, recombinants dans I’intervalle
contenant le locus D délimité par les marqueurs Re109-15-06 et Fo18-21-09.

Les génotypes sont donnés pour deux marqueurs développés a partir des séquences de
BACend (Re109-15-06 et Fol18-21-09) et cinq marqueurs développés a partir des séquences
des deux BAC 77-05-03 et 18-17-11 entie¢rement séquencés.

Individus Génotype et Phénotype

recombinant Re109-15-06 D4-38500 Phénotype D6-54888 D7-64418 D8-71713 D9-77842 Fo18-21-09
S$8220-229 H H [D] puis [d] H F F F F
S8220-103 H H [d] F F F F F
S5848-228 H H [D] H H H H H
S6422-072 F F [d] H H H H H
S6422-237 F F [D] H H H H H
S8220-1409 H H pas de fruit F F F F F
S6422-483 H H pas de fruit H F F F F
S7133-174 H H pas de fruit H H H F F
S7133-107 H H pas de fruit H H H H H

Génotype, F: homozygote pour 1’alléle ‘Fantasia’ (dd), H: hétérozygote surligné en gris (Dd). Phénotype, [d]:
fruits normalement acides, [D]: fruits non acides.

3) Analyse de la séquence candidate

Le locus D a été localisé dans un intervalle d’environ 16 kb bordé par les marqueurs
D4-38500 et D6-54888 (Figure 35). Dans cet intervalle de 16 kb, deux genes ont été prédits.
Il s’agit d’un gene de résistance a 1’oidium (Mlo-like) et d’un transporteur de potassium

(KUP-like) (Tableau 10).
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Figure 35: Position des marqueurs issus des séquences de BACend (en noir) et des
marqueurs définis a partir de la séquence entiere des BAC 77-05-03 et 18-17-11 (en bleu) par
rapport aux genes predits et intervalle contenant le locus D (en rouge).

La position des marqueurs issus des séquences de BACend a été identifiée par alignement
multiple (ClustalW) de ces séquences par rapport a la séquence enticre du BAC 77-05-03.

- Polymorphisme entre les deux all¢les

L’alignement des séquences des deux BAC a révélé un grand nombre de sites
polymorphes et plus particulierement dans la région candidate. Au total, 303 mutations et 139

InDel ont été observées sur toute la longueur de 1’alignement des BAC, dont pres de 46 %
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situées dans I’intervalle compris entre les marqueurs D4-38500 et D6-54888. La majorité de

ces polymorphismes se situent entre les positions 48 000 et 55 000 sur le BAC 77-05-03.

- Recherche d’EST de pécher pour I’identification d’exons

L’alignement local obtenu pour la région ayant montré une similarité de séquence avec
le géne Mlo de résistance a ’oidium, a révélé des exons et des introns aisément identifiables
contrairement a la région contenant le transporteur de potassium. Seule une partie du gene a
pu étre identifiée avec une tres forte homologie. Une recherche d’EST par des alignements
locaux (BLASTN et BLASTX) dans ESTree et GenBank, a alors été réalisée pour la région
contenant le transporteur de potassium. Onze EST de pécher ont été identifiés, répartis de part
et d’autre de la région ayant permis d’identifier le transporteur ce qui a conduit a

I’identification de quelques exons.
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4.3 - Discussion

L’analyse des séquences des BAC 77-05-03 et 18-17-11, correspondant
respectivement aux alleles D et d, a permis I’identification de 11 genes et trois rétro-
transposons sur le BAC 77-05-03 et de 10 génes et un rétro-transposon sur le BAC 18-17-11.
Le développement de cing nouveaux marqueurs D4-38500, D6-54888, D7-64418, D8-71713
et D9-77842 a partir de la séquence de ces deux BAC et leur utilisation pour le génotypage
des individus recombinants a permis la localisation fine des événements de recombinaison
dans D’intervalle Rel09-15-06-Fo18-21-09 contenant le locus D. Ainsi, les données de
phénotypage comparées aux résultats de génotypage des individus recombinants S6422-072 et
S6422-237 ont permis d’identifier plus précisément la position du locus D dans un intervalle
d’environ 16 kb bordé par les marqueurs D4-38500 et D6-54888. Dans cet intervalle de
16 kb, deux genes ont été prédits. Il s’agit d’un géne de résistance a 1’oidium (Mlo-like) et

d’un transporteur de potassium (KUP-like).

Des hypothéses autour du géne Mlo-like

Une région identifiée dans I’intervalle contenant le locus D a révélé une homologie de
séquence avec des protéines codées par des genes Mlo (Mildew resistance locus 0) présents
chez Ricinus communis, Hordeum vulgare et Oryza sativa et avec des protéines potentielles
prédites chez Vitis vinifera et Populus trichocarpa. Les protéines MLO sont spécifiques aux
plantes. Constituées de sept domaines transmembranaires, elles sont situées au niveau de la
membrane plasmique. Les genes Mlo interviennent dans la résistance quantitative a I’oidium.
Ces genes différent des genes intervenant dans la résistance qualitative de type interaction
gene pour gene qui comprend des genes codant pour les protéines de la famille des NBS-LRR
(Nucleotide Binding Site-Leucine-Rich Repeat) regroupant la majorité des genes de résistance
identifiés (Stein and Somerville 2002). Les génes Mlo jouent un réle important dans le retard
et la prévention de la mort cellulaire (Piffanelli et al. 2002).

Le géne Mlo a été identifié pour la premicre fois par Biischges et al. (1997) chez
I’orge par une approche de clonage positionnel. L’intervention de ce géne dans la résistance a
I’oidium a été largement décrite. Cependant, les fonctions biologiques des protéines MLO
restent encore inconnues. Par ailleurs, des conséquences sur le métabolisme lors d’une
infection ont ¢€té mises en évidence chez I’orge. En effet, Swarbrick et al. (2006) ont montré
que, lors d’une interaction sensible a I’oidium, la photosynthese était progressivement réduite

dans les cellules infectées ainsi que dans les cellules adjacentes au niveau des feuilles. Cette
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baisse de la photosynthese était associée a une augmentation de l'activité des invertases et a
une accumulation d’hexoses. Lors d’une réaction de résistance, la photosynthese était
¢galement réduite mais de maniere plus forte. L’activité de I’invertase apoplastique était aussi
augmentée mais plus rapidement et dans une plus grande mesure que pour ’interaction
sensible et était aussi accompagnée par une accumulation d’hexoses.

Ces résultats pourraient alors conduire a proposer Mlo en tant que candidat potentiel
impliqué dans le déclenchement d’une cascade de réponses impliquant les sucres solubles.
Toutefois, dans le modele orge, les modifications des activités invertase sont liées a une
réponse de défense au niveau des cellules infectées. Par conséquent, dans notre étude, les
différences d’acidité observées au niveau du fruit pourraient €tre liées a une expression de
Mlo non liée a un stress biotique. En effet, chez A. thaliana, des études ont révélé 1’existence
de 15 geénes Mlo (Devoto et al. 2003) qui seraient impliqués dans divers aspects de la réponse
et du développement des plantes. Les résultats de ces travaux suggerent que leur implication
dans les mécanismes de défense face a 1’oidium ne serait pas la fonction primaire des
protéines AtMLO et que chacune de ces protéines posséderait une fonction particuliere (Chen
et al. 2006). Ainsi, si ce gene était impliqué dans le contréle de I’acidité du fruit, une
explication serait que les protéines Mlo aient une ou d’autres fonctions dans le fruit que celles
décrites jusqu’a présent, ou encore qu’il s’agisse d’un gene qui présente une forte similarité

de séquence avec ce gene de résistance mais qui aurait une toute autre fonction.

Des hypothéses autour du géne KUP-like

Le deuxiéme géne identifié dans la région candidate, code pour un transporteur de
potassium de la famille des KT/HAK/KUP (K+ uptake Permease). Cette protéine est
constituée de 12 régions transmembranaires. Il existe environ 12 KUP chez Arabidopsis, et
ces protéines seraient localisées au niveau de la membrane plasmique ou du tonoplaste
(Rodriguez-Navarro and Rubio 2006). Il existerait deux clusters de transporteurs
KT/HAK/KUP. Les différences fonctionnelles entre les transporteurs de ces deux clusters
pourraient étre liées aux ions qu'ils transportent et a la membrane au niveau de laquelle ils
fonctionnent. Par ailleurs, tous ces transporteurs sont probablement des symporteurs K ™-H"
(Rodriguez-Navarro 2000). Les transporteurs du cluster II seraient pour la plupart
tonoplastiques (Senn et al. 2001) et seraient impliqués dans I’efflux des K™ et H' de la vacuole

vers le cytoplasme (Rodriguez-Navarro and Rubio, 2006). L’expression des KUP est souvent
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régulée au niveau transcriptionnel en réponse aux concentrations de K', mais la régulation de

leur activité au niveau de la protéine reste peu connue (Whiteman et al. 2008).

Cependant, seule une partie du géne a pu étre identifiée par similarité de séquence, ce
qui ne permet pas de préciser a quel cluster appartient le transporteur identifié ni sur quelle
membrane il est localisé. Pour cette partie du géne, la faible homologie de séquence observée
n’est pas surprenante puisqu’une trés faible similarité de séquence a ¢été rapportée
précédemment entre les 12 KUP chez A. thaliana (Whiteman et al. 2008), entre différents
HAK (Nieves-Cordones et al. 2008) et entre les différents transporteurs KT, HAK et
KUP (Quintero and Blatt 1997; Senn et al. 2001) avec, a titre d’exemple 41 % d’identité entre
AtKT1/KUPI1 et AtHAKS (Senn et al. 2001). De plus, la majorité des travaux réalisés sur les
KUP, ont étudié ces transporteurs au niveau des racines et de jeunes pousses mais peu
d’études ont été réalisées pour ces transporteurs au niveau du fruit ce qui pourrait aussi

expliquer I’homologie de séquence incomplete.

Le choix du séquencage d’un BAC pour chaque allele avait été fait dans le but
d’identifier plus facilement le ou les géne(s) responsable(s) de 1’acidité du fruit en comparant
les séquences des deux alleles pour chacun des génes candidats des BAC. La comparaison de
ces séquences a révelé que la région séquencée était extrémement variable au sein méme des
exons prédits. En particulier, de nombreux sites polymorphes ont été détectés dans 1’intervalle
D4-38500-D6-54888 correspondant a la région candidate identifiée, ce qui rend difficile
I’identification du geéne responsable du phénotype étudié par simple comparaison des
séquences. Par la suite, il faudra donc caractériser ces genes au niveau nucléotidique en
identifiant les introns, exons et le promoteur, et une possibilité serait dans un premier temps
d’isoler, a partir du fruit, les ARN correspondants. Les polymorphismes observés au niveau
de la région candidate situés dans les exons, seront alors étudiés par rapport aux modifications
qu’ils engendrent (mutation silencieuse ou synonyme, mutation non-sens, décalage du cadre

de lecture etc...)

Pour participer au choix entre ces deux candidats, il sera donc intéressant de vérifier le
phénotype des individus n’ayant pas encore produit de fruits en particulier celui de I’individu
S8220-1409. Les quatre individus S8220-103, S6422-072, S6422-237 et S8220-1409
recombinant dans I’intervalle compris entre D4-38500 et D6-54888 sont les individus les plus
informatifs. Il sera donc nécessaire de développer de nouveaux marqueurs dans cette région
d’environ 16 kb afin de préciser encore plus finement les événements de recombinaison dans

cet intervalle. Cette étape permettra alors I’identification précise du gene lié a ’acidité du
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fruit, Mlo ou KUP, et la localisation du polymorphisme responsable de la variation observée

entre les deux variétés étudiées.
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Chapitre 5 - Approche transcriptionnelle

Ce chapitre s’intéresse a une approche transcriptionnelle initiée en complément du
clonage positionnel. Cette approche ayant pour I’instant abouti a des résultats préliminaires,
ce chapitre ne sera pas traité comme les précédents avec une structure classique de type
matériel-méthodes-résultats. Les premiers résultats seront présentés aprés la description du

projet.

5.1 - Description du projet

Une approche transcriptionnelle, comparant les différences d’expression de genes
entre fruits non acides et fruits normalement acides a été entreprise dans le but d’identifier
¢galement des genes candidats. Dans cette optique, un projet en collaboration avec
I’Université de Padoue en Italie a été initi€ en 2007. Ce projet visait a identifier des genes
candidats différentiellement exprimés a ’aide de micro réseaux (microarrays) développés par

Trainotti et al. (2006a).

Cette équipe, avec un consortium italien (Genomics Studies in Prunus), a développé
des microarrays de pécher (WPEACHI.0) a partir d’EST de mésocarpe du fruit de la variété
‘Fantasia’ a quatre stades de développement et en utilisant les EST présentes dans la base de
données « Genome Database for Rosaceae » du Clemson University Genomics Institute.
‘Fantasia’ est 1'un des grands-parents de notre descendance de cartographie F,. Ces
microarrays contiennent environ 4 800 sondes oligonucléotidiques (70-meres) correspondant
a un ensemble d’unigenes dont la plupart d'entre eux sont exprimés au cours de la dernicre
phase de développement du fruit. Ces genes ont été classés en fonction de I'ontologie des
genes (Gene Ontology) de TAIR (The Arabidopsis Information Resource) en trois grandes
catégories basées sur la localisation cellulaire, la fonction moléculaire et le processus
biologique (Figure 36). Ces microarrays ont notamment été utilisés pour I’étude de la
maturation ou de la conservation apres récolte chez le pécher (Trainotti et al. 2006a; Ziliotto

et al. 2008; Ziosi et al. 2007).
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Figure 36 : Distribution des geénes sur- et sous-exprimés , entre les phases de développement
pré-climactérique et climactérique, basée sur leur homologie avec le protéome d’Arabidopsis
et groupés en fonction de l’ontologie des genes (Gene Ontology ; GO) en trois grandes
catégories : (A) la localisation cellulaire, (B) la fonction moléculaire et (C) le processus
biologique (Trainotti et al. 2006a).

Notre étude a été réalisée a partir de chair de fruit prélevée sur les parents de la
descendance de cartographie F; et certains individus F, cultivés sur le domaine expérimental

des Jarres (UE arboricole du DGAP, Toulenne).

Le protocole établi pour cette étude a été défini en concertation avec Claudio Bonghi
de ’Université de Padoue. Il porte sur 1I’étude des parents (‘Ferjalou Jalousia®’ et ‘Fantasia’),
six individus F; homozygotes non acides (DD) et six individus F, homozygotes normalement
acides (dd). Deux lots de quatre fruits ont été prélevés pour chacun de ces individus a trois
stades différents a une semaine d’intervalle: (1) deux semaines avant maturité, (2) une
semaine avant maturité et (3) un dernier stade a maturité. Ces prélevements ont été réalisés
durant 1’été 2007 et les échantillons de fruits coupés (20g /fruit), non broyés, ont été
conservés a - 80 °C et expédiés sous forme congelée en Italie. L’extraction des ARN, la
synthese et le marquage des ADNc, I’hybridation des microarrays, la mesure des intensités et
I’analyse statistiques des données des microarrays ont été réalisées a 1’Université de Padoue
selon le protocole décrit par Trainotti et al (2006a). Le minimum de comparaisons nécessaires
pour une analyse complete et pertinente a été décidé en commun accord entre les deux

équipes (Figure 37).
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Figure 37: Schéma des comparaisons choisies pour I’identification des genes
différentiellement exprimés dans le fruit des individus non acides par rapport au fruit des
individus normalement acides.

5.2 - Résultats préliminaires et discussion

La comparaison des transcriptomes de ‘Ferjalou Jalousia®’ et ‘Fantasia’ sur fruit miirs
a ’aide des microarrays fPEACH 1.0 a révélé 124 genes différentiellement exprimés entre les
deux variétés (Annexe 1). Soixante dix geénes seraient surexprimés chez la variété ‘Ferjalou
Jalousia®’ et 54 chez ‘Fantasia’. Parmi les 124 genes différentiellement exprimés, ceux
codant pour les enzymes clés impliquées dans le métabolisme des acides organiques telles que
la citrate synthase mitochondriale, la MDH cytoplasmique NAD-dépendante et I’isocitrate
déshydrogénase cytoplasmique NADP-dépendante, n’ont pas été détectés. Les genes
intervenant dans le stockage vacuolaire tels que les pompes a protons présentent sur les
microarrays, une H'-ATPase et deux H!-pyrophosphatases déja testées par Etienne et al.
(2002a) n’ont pas non plus été détectés. Ces données sont donc en accord avec les travaux
précédents qui ont montré de trés faibles différences en termes de quantité de transcrits de ces

genes.

Par ailleurs, parmi les génes surexprimés chez ‘Ferjalou Jalousia®’ deux genes codant
des enzymes impliqués dans le métabolisme du glutamate ont été trouvés. Il s’agit de la
glutamate déshydrogénase (GDH) et de la glutamate décarboxylase (GAD) impliqués dans le
catabolisme du glutamate. Une étude précédente avait montré que les taux de glutamate dans
les fruits mirs de ‘Ferjalou Jalousia®’ étaient significativement inférieurs a ceux mesurés
dans les fruits mirs de ‘Fantasia’ (Albertini 2007). Une corrélation entre le niveau d'acidité et
le catabolisme du glutamate a précédemment été¢ mise en évidence chez les Citrus (Moing et
al. 1999). Le glutamate obtenu a partir du citrate qui est métabolisé en isocitrate, puis en 2-
oxoglutarate (cette étape est catalysée par la GDH), est catabolis¢ via la voie connue sous le
nom de GABA (gamma aminobutyrate) shunt (Fait et al. 2008), dans laquelle la premiere
étape est catalysée par la GAD. Chez les Citrus, le GABA shunt serait activé par la libération
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du citrate de la vacuole, par conséquent, l'acidose cytosolique (Cercos et al. 2006). Le
métabolisme du GABA a été également impliqué dans la régulation du pH chez la tomate.
Une diminution nette du pH vacuolaire a été mise en évidence pendant les 15 premiers jours
apres l'anthese, passant de 4,5 a 3,6, concomitante avec une forte accumulation du GABA et
de la GAD dont l’activité a été multipliée par 10 au cours des huit premiers jours de
développement (Rolin et al. 2000). Chez les fruits doux des Citrus, Albertini (2007) a suggéré
que le citrate était exporté de la vacuole vers le cytoplasme pour étre métabolisé en a-
cétoglutarate par I’isocitrate déshydrogénase NADP dépendante. L’a-cétoglutarate produit
serait alors métabolisé par I’intermédiaire du glutamate par la GDH en GABA. Chez les fruits
acides, le citrate serait directement accumulé dans la vacuole et la voie du GABA shunt ne

serait pas induite.

Ces candidats expressionnels connus (GAD et GDH) de la voie du GABA shunt
surexprimés chez la variété ‘Ferjalou Jalousia®’ non acide, suggereraient alors un défaut de
stockage vacuolaire du citrate ce qui confirmerait I'une des hypotheéses de départ impliquant

le stockage d’un acide organique majeur chez la péche.

Parmi les geénes surexprimés chez ‘Fantasia’, ont été identifiés des genes impliqués
dans la biosynthese (ACC oxydase) et 'action de I'éthyléne (récepteur de I'éthyléne) (Ziosi et
al. 2007) ainsi que des genes régulés par I'éthylene telle qu’une expansine. Chez le pécher, il a
été montré que ’expansine pourrait étre impliquée dans le relachement de la paroi cellulaire
qui se produit au cours de I'accumulation des acides organiques ou de la maturation (Hayama
et al. 2006; Hayama et al. 2000). Ces différences d’expression pourraient correspondre a un

lIéger décalage du stade de maturation entre les fruits des deux génotypes.

Ces résultats préliminaires seront par la suite complétés par les données microarrays
des autres stades de développement précédant la maturation ainsi que par les données sur les
individus F». En effet, il est prévu la constitution d’un lot d’individus a fruits non acides (D)
et un lot d’individus a fruit normalement acides (d) et la comparaison de ces lots entre eux et
avec les parents ‘Ferjalou Jalousia®’ et ‘Fantasia’ comme décrit précédemment. L utilisation
des lots repose sur le principe de la BSA décrit dans le chapitre 2. La comparaison des parents
seuls révele en réalité toutes les différences existences entre ces deux variétés. L’utilisation
des lots d’individus F, homozygotes au niveau du locus D et choisis uniquement sur ce criteére

sans tenir compte des autres caracteres en ségrégation, permettra uniquement I’identification
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de genes candidats différentiellement exprimés pour le caractére étudi€¢. Ces comparaisons
seront réalisées pour les différents stades étudiés afin de suivre I’expression de ces geénes au
cours du développement du fruit. L’analyse de la totalité de ces résultats apportera alors des
réponses plus précises sur les genes intervenant dans [’acidité du fruit au niveau
transcriptionnel. La comparaison des genes candidats positionnels et transcriptionnels obtenus

par ces deux approches pourrait constituer un élément important pour leur validation.
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Chapitre 6 - Discussion générale - Conclusion

La qualité du fruit est un critére incontournable de sélection chez les especes fruitieres
et I’acidité constitue une composante majeure de la qualité organoleptique. Toutefois, les
mécanismes physiologiques et moléculaires controlant I'acidité des fruits charnus sont encore
mal connus. Le travail réalisé dans le cadre de cette thése avait pour but I’identification du ou
des genes controlant ’acidité du fruit chez le pécher en tant qu’espece modele des Rosacées.
La recherche de ce(s) gene(s) par une approche géne candidat ayant jusque 1a été infructueuse,
une approche de clonage positionnel a donc été menée afin d’identifier le ou les gene(s)
responsable(s) de I’acidité du fruit.

De nombreuses études ont été réalisées sur des caracteres d’intérét agronomique
intervenant dans la qualité organoleptique du fruit (aspect, texture, golit et arome) et ce chez
différentes especes telles que la tomate, la vigne, les Citrus, le melon et le pommier par
exemple. Ces travaux ont suivi différentes stratégies dont des stratégies de cartographie
génétique (Causse et al. 2004), d'identification de génes candidats (Beruter 2004), d'études de
synténie (Dirlewanger et al. 2004b), d'analyses d'expression au niveau transcriptomique ou
protéomique (Katz et al. 2007) ainsi que des approches de clonage positionnel par exemple
pour I’identification du gene SUN chez la tomate (Xiao et al. 2008). Cependant, a notre
connaissance, peu d’approches de clonage positionnel ont été réalisées chez des especes
pérennes et elles n’impliquaient pas des genes intervenant dans la qualité du fruit, c’est le cas
du geéne evergrowing chez le pécher qui intervient dans la formation du bourgeon terminal
(Bielenberg et al. 2008). L’une des principales limites de cette approche est la création d'une
large population nécessitant un grand verger entretenu durant plusieurs années. Ainsi, ce
présent travail, décrit pour la premiere fois le clonage positionnel d’un locus intervenant dans

la qualité du fruit chez une espece pérenne par une approche de cartographie fine.

Identification des génes candidats mis en évidence par le clonage positionnel

L’approche de clonage positionnel a permis de mettre en évidence deux genes
candidats dans un intervalle de 16 kb : un géne de résistance a 1’oidium (Mlo-like) et un gene
codant pour un transporteur de potassium (KUP-like).

Comme nous I’avons expliqué précédemment, méme si quelques travaux suggerent
une implication des protéines MLO dans le développement de la plante (Chen et al. 2006),
outre leur implication dans la réaction de résistance a 1’oidium, les fonctions biologiques des

genes Mlo restent inconnues. Cependant, des travaux ont mis en €vidence des conséquences
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sur le métabolisme des sucres solubles (Swarbrick et al. 2006). L’existence de plusieurs genes
Mlo tels que décrits par Devoto et al (2003) et d’une ou plusieurs fonctions possible pour
chacun de ces genes conduit a penser que certains de ces genes pourraient étre impliqués dans

des reprogrammations du métabolisme de base des cellules végétales.

Le deuxiéme géne identifié¢ dans la région candidate est un transporteur de potassium
de la famille des KT/HAK/KUP. Il est important de noter que le potassium est le cation le
plus abondant chez les plantes, et notamment dans les fruits, constituant jusqu'a 10% du total
du poids sec. Le potassium remplit des fonctions physiologiques importantes et il est
nécessaire a l'activation des enzymes, a la stabilisation de la syntheése protéique, a la
neutralisation des charges négatives sur les protéines, au maintien du pH cytoplasmique ainsi
qu’a la régulation osmotique et de la croissance (Nieves-Cordones et al. 2008). Récemment
plusieurs études se sont intéressées a des canaux ou des transporteurs de K™ chez la vigne
intervenant entre autres dans la taille des baies (Davies et al. 2006; Piffanelli et al. 2002).

Le transporteur identifié ici, serait un transporteur de type symporteur K'-H" et donc
interviendrait dans I’efflux du H'. Ceci expliquerait aisément son implication dans I’acidité de
la vacuole s’il s’agit d’un transporteur tonoplastique puisque les protons contribuent
majoritairement a ’acidification de la vacuole. Par ailleurs, nous pouvons supposer qu’un
dysfonctionnement au niveau du symporteur K'-H" pourrait entrainer une modification de la
quantité de K exporté en dehors de la vacuole. Ceci pourrait aboutir a une augmentation de
I’activité des V-PPase. En effet, chez le haricot, une augmentation de la concentration de K"
du coté cytosolique du tonoplaste augmente 1’activité des V-PPase au niveau de 1’hypocotyle
(Maeshima 2000; Martinoia et al. 2000). Cette augmentation d’activité a aussi été¢ démontrée
chez la poire au niveau du fruit (Suzuki et al. 1999). De plus, des différences au niveau des
profils d’expression de deux isoformes de V-PPase ont déja été observées chez la péche
(Etienne et al. 2002a). Ces V-PPase étaient plus exprimées dans les fruits de la variété non
acide. Dans ce cas, I’'implication des V-PPase étant indirecte dans le controle de I’acidité du
fruit, cela expliquerait pourquoi ces génes candidats n’ont pas révélé de co-localisation avec
le locus D.

Une autre hypothése pourrait concerner la modification du gradient électrochimique
qui est utilisé par les transporteurs tonoplastiques d’anions organiques (Martinoia et al. 2000).
Une modification de I’activité ou du patron d’expression du symporteur H'-K™ pourrait
modifier ce gradient. Pour affiner cette hypothese, il faudrait savoir si ce symporteur est un

transporteur d’influx ou d’efflux sur notre modele pécher.
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Par ailleurs, un canal de K, qui a fait I'objet d’un brevet, a été identifié¢ chez la vigne
comme intervenant dans la taille des baies et la composition en acides organiques en
augmentant la teneur en acide tartrique (Pratelli et al. 2004; FR2865738). Ainsi, si ce canal de
K" influe sur la concentration en acide tartrique des baies de raisin, nous pouvons supposer
quun transporteur de K' pourrait aussi influer sur la concentration de certains acides
organiques dans les fruits charnus.

De plus, comme cela a été dit plus haut, le potassium assure des fonctions
physiologiques diverses importantes. Chez Arabidopsis, il a été montré, qu’au niveau des
racines et des jeunes pousses, une variation de I’apport en potassium induisait de nombreuses
perturbations au niveau de la glycolyse (Armengaud et al. 2009). Dans le cas d’une
diminution de K', ces auteurs ont mis en évidence une augmentation des concentrations en
saccharose, glucose et fructose au niveau des racines et des jeunes pousses. En parallele, ils
ont observé une diminution sévere de la teneur en pyruvate et en acides organiques au niveau
des racines. Le potassium pourrait avoir un role régulateur au niveau de la pyruvate kinase.

Tous ces résultats laissent a supposer qu’au niveau du fruit, des variations de
concentrations en K" dans le cytoplasme et/ou la vacuole, dues a un dysfonctionnement d’un
transporteur de type KUP, pourraient conduire a des perturbations aux niveaux des différentes
voies de biosynthese et de stockage des acides organiques et sucres solubles qui constituent
une composante majeure de la qualité organoleptique du fruit.

Cependant, méme si tout porte a croire que KUP-like est le candidat idéal, pour
I’instant, il n’est pas possible de I’affirmer. Les deux types de geénes identifiés (Mlo-like et
KUP-like) correspondent a des familles de protéines encore peu connues et pour lesquelles
tous les génes n’ont pas encore ¢té caractérisés. Ceci confirme 1’importance du choix de
I’approche utilisée pour I’identification de genes pouvant étre impliqués dans des mécanismes
complexes de voies métaboliques, de régulations ou de transport de métabolites. L’approche
de clonage positionnel a donc permis ’identification de deux candidats potentiels pour le
contrdle de I’acidité du fruit au niveau du locus D alors que 1’approche gene candidat n’avait
jusque la pas abouti. Ceci s’explique par le fait que les genes intervenant dans les mécanismes

physiologiques et de régulation ne sont pas tous connus.

116



Identification de génes candidats mis en évidence par ’approche transcriptionnelle

Les résultats préliminaires de I’approche transcriptionnelle ont mis en évidence les
genes GAD et GDH, deux candidats connus de la voie du GABA shunt. Ces candidats se sont
révélés surexprimés chez la variété non acide ‘Ferjalou Jalousia®’ par rapport a la variété
normalement acide ‘Fantasia’. Le GABA shunt a ¢été associé a diverses réponses
physiologiques, dont le métabolisme azoté, la protection contre les stress oxydatifs,
I’osmorégulation, la signalisation et la régulation des flux de carbone dans le cycle des acides
tricarboxyliques et du pH cytosolique (Bouche and Fromm 2004). Au niveau de la voie du
GABA shunt, ce serait ’activité de la GAD qui pourrait participer a la régulation du pH
cytosolique chez les plantes. De plus, les résultats de travaux effectués chez les Citrus
(Albertini 2007) suggerent que, chez les fruits doux, le citrate serait exporté de la vacuole et la
voie du GABA shunt serait induite impliquant ainsi la surexpression de la GDH et la GAD
contrairement aux fruits acides ou le citrate serait stocké dans la vacuole. Ces résultats
impliqueraient un défaut de stockage vacuolaire du citrate. Cependant, cette stratégie, utilisant
I’approche transcriptionnelle, réveéle une différence d’expression de genes qui peut étre
simplement le résultat d’une série de mécanismes physiologiques induits par un autre gene en
amont. Cet inconvénient est notamment du au fait que les voies métaboliques de synthese et
de dégradation des acides organiques, et notamment leur régulation, sont complexes.
L’existence d’effecteurs, pouvant activer ou inhiber [Dactivité de deux enzymes
différentiellement exprimées, laisse a penser que la différence d’expression observée pourrait

étre une conséquence et non la cause directe du contrdle génétique de I’acidité du fruit.

Combinaison des résultats du clonage positionnel et de I’approche transcriptionnelle

Les deux approches utilisées ont €t¢ mises en place afin de comparer les genes
candidats positionnels aux geénes candidats transcriptionnels et ainsi de fournir un premier
¢lément pouvant confirmer I’implication dans I’acidité du fruit chez le pécher d’un ou de
plusieurs gene(s) identifié(s) par le clonage positionnel. Les genes potentiellement intervenant
dans I’acidité du fruit et ayant été révélés différentiellement exprimés a maturité entre la
variété non acide ‘Ferjalou Jalousia®’ et la variété normalement acide ‘Fantasia’ n’ont pas ¢té
identifiés par le clonage positionnel. La région contenant le locus D identifiée par clonage
positionnel a révélé I’existence des génes Mlo-like et KUP-like qui a priori n’auraient pas de
lien direct sur I’expression de la GAD et de la GDH. Cependant, a environ 17 kb de la région

candidate, un récepteur de glutamate (GluR-like, glutamate receptor like) a été identifié. La
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découverte d’un role de signalisation du glutamate chez les plantes n’est que trés récente. En
1998, une famille de génes AtGLR homologues aux geénes iGluR (Ionotropic Glutamate
Receptors) intervenant dans la signalisation au niveau du systeme nerveux chez les
mammiferes, a été identifi¢e chez Arabidopsis (Lam et al. 1998). Chez les animaux, le
glutamate se comporte comme un neurotransmetteur qui active des canaux cationiques
récepteurs de glutamate et déclenche des cascades de signaux électriques ou Ca®". Les iGluR
sont perméables au Na*, au K™ et au Ca®". Chez les plantes, les GluR coderaient pour des
canaux non sélectifs au niveau de la membrane plasmique (Davenport 2002) et seraient
impliqués notamment dans la transduction du signal lumineux (Lam et al. 1998). Le rdle
récepteur du glutamate ne semblerait pas toujours conservé pour certains canaux non sélectifs
proches des GluR, et leur localisation sur d’autres membranes n’est pas exclue (Davenport et
al. 2002). Un homologue, GluRO, identifié chez une cyanobactérie serait activé par le
glutamate et serait un canal ionique sélectif du K™ (Chen et al. 1999). Cependant, aucune
étude n’a mis en évidence ce type de canal sélectif au K chez les eucaryotes et les fonctions
physiologiques de ces GIuR chez les plantes restent mal connues (Davenport et al. 2002). Sur
notre modele, il n’apparait donc pas de lien évident entre le GluR-like et les genes candidats
expressionnels, GAD et GDH. Si le glutamate apparait étre un régulateur de ces GluR qui
permettraient le passage de cations a travers la membrane plasmique (Forde and Lea 2007), il
pourrait s’agit d’un géne mineur intervenant dans une cascade de signalisation impliquant le
glutamate. Si le GluR-like s’exprime dans les tissus du fruit, le glutamate pourrait alors étre
impliqué a la fois dans la régulation de la concentration en protons et en cations monovalents
dans différents compartiments cellulaires. Toutefois, le GluR-like n’ayant pas été localisé
dans la région candidate, il ne serait donc pas directement li¢ au contrdle de I’acidité du fruit.
Sa présence dans les BAC séquencés pourrait indiquer que cette région regroupe un certain
nombre de genes dont deux genes (KUP-like et GluR-like) pouvant intervenir dans le

transport ou la diffusion de cations inorganiques.

Conclusions

Les différentes approches menées au cours de cette étude ont permis d’identifier deux
genes candidats par I’approche de clonage positionnel, les génes Mlo-like et KUP-like, et
deux genes candidats par une approche transcriptionnelle, les génes GDH et GAD impliqués
dans la voie du GABA shunt. L implication potentielle de chacun de ces genes a été discutée.

L’implication du geéne Mlo-like semble étre moins évidente que celle de KUP-like qui
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apparait comme le géne candidat le plus probable étant donné les fonctions physiologiques
connues du K" dans les cellules végétales et les modifications observées dans le métabolisme
des acides organiques et sucres solubles liées a des variations de concentrations en K. Ainsi,
si le géne KUP-like est responsable du contrdle génétique direct de I’acidité du fruit,
I’expression différentielle des genes GDH et GAD observée entre les variétés non acide et
normalement acide pourrait étre la conséquence de I’acidification du cytosol due a une

augmentation de 1’efflux de protons hors de la vacuole.

Dans un premier temps, il faudrait envisager la caractérisation des séquences des deux
candidats positionnels et des études d’expression au cours du développement du fruit et dans
différents tissus. Pour le géne KUP-like, seule une partie de la séquence a révélé une
homologie avec celles présentes dans les bases de données publiques. Par ailleurs, autour de
cette séquence partielle révélée, nous avons identifié des EST de pécher issues de bases de
données publiques permettant ’identification de régions codantes. Il serait intéressant de
rechercher des similitudes entre ces EST identifiés par homologie de séquence autour de cette
région et les séquences des différents transporteurs de la famille des KT/HAK/KUP.
L’extraction de I’ARN correspondant, permettra ensuite d’identifier les introns et exons sur la
séquence nucléotidique et ainsi d’étudier les SNP et InDel observés entre les deux alleles. Par
ailleurs, si le gene KUP-like est celui qui intervient en amont dans le contrdle de I’acidité du
fruit, la concentration en K" dans les cellules correspondrait probablement au phénotype
direct li¢ au géne. Ainsi, le dosage du K chez les variétés parents ‘Ferjalou Jalousia®’ et
‘Fantasia’ ainsi que 1’étude de I’expression de KUP-like dans les tissus du fruit et d’autres
organes a différents stades de développement permettra d’apporter des éléments
supplémentaires pour la validation de KUP-like. Le dosage du K’ et une étude d’expression
de KUP-like chez différentes variétés non acides et normalement acides connues, serait aussi
a entreprendre afin d’associer un haplotype a une variation phénotypique, ce qui, en plus de
confirmer la fonction du geéne, permettrait d’identifier le polymorphisme associé a chaque
allele. Une approche similaire pourrait étre envisagée pour le gene Mlo-like, apres avoir
vérifié qu’il s’exprime bien dans le fruit. L’étude de I’expression du géne Mlo-like, au cours
du développement du fruit, chez les variétés ‘Ferjalou Jalousia®’ et ‘Fantasia’ ainsi que
d’autres variétés permettrait la mise en évidence ou non de I’implication de ce géne dans le

controle de ’acidité du fruit.

Des études de comparaison de s€quences pourront étre envisagées pour les genes Mlo-

like et KUP-like mais aussi pour toute la séquence des BAC. Des études de synténie entre
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différentes espeéces de Prunus ont précédemment suggéré que le génome des Prunus était
conservé au sein du genre (Arus et al. 2003; Dirlewanger et al. 2004b). Ces séquences
pourront alors apporter de nouvelles informations quant a 1’organisation du génome des
Prunus au sein de cette région. Une comparaison de ces séquences de BAC de pécher avec
des séquences d’espeéces appartenant a d’autres genres de la famille des Rosacées ainsi
qu’avec d’autres especes fruitieres pourra étre envisagée. L’étude de la microsynténie au sein
des Rosacées permettra d’apporter de nouveaux éléments sur la conservation et 1’ordre des
genes, leur orientation et les éventuels réarrangements structurels au niveau de cette région et,
a travers la génomique comparative, contribuera a accroitre nos connaissances sur les
processus d’évolution et de diversification au sein de cette famille comme cela a été réalisé
chez Oryza (Ammiraju et al. 2008). Les séquences contenant les génes Mlo-like et KUP-like
ont révélé une homologie de séquence avec des genes Mlo et KT/HAK/KUP chez différentes
especes dont Populus trichocarpa, Vitis vinifera et Arabidopsis thaliana. 11 serait également
intéressant d’étudier la microsynténie au niveau de ces BAC au sein des Rosid. Cette
approche permettra d’étudier la conservation et ’évolution de ces genes au sein des Rosid

comme cela a été réalisé pour le melon (Deleu et al. 2007).

Enfin, la validation de I’implication du géne candidat dans le controle de I’acidité du
fruit, pourra étre envisagée chez le prunier domestique (Prunus domestica), dont la
transformation a été rendue possible récemment (Petri et al. 2008), contrairement au pécher.
Si ce geéne se révele transférable a d’autres especes, 1’identification du geéne contrdlant
I’acidité du fruit chez le pécher, apportera des éléments nouveaux dans la compréhension des
mécanismes physiologiques et moléculaires sous-jacents chez cette espece mais aussi chez les
autres especes a fruits charnus, dont la qualité organoleptique est un critere majeur de

sélection.

Par ailleurs, une partie de I’expertise et des « outils » mis en place pour isoler le gene
D (la descendance de 2 086 individus F, qui ségrége pour plusieurs caracteres agronomiques
ainsi que la banque BAC PPJFH) pourront aussi étre utilisés pour isoler d’autres geénes
majeurs controlant des caracteéres d’intérét agronomique tels que G (peau duveteuse/glabre),
Ps (stérilité du pollen) ou encore Af (fruits a maturité/pas de fruits) et S (fruit plat/rond) qui
co-localisent sur le GL6 de la carte JXF et pour lesquels une cartographie fine de la région a

déja été réalisée et une carte physique est en cours de réalisation.
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Abstract

Background: Acidity is an essential component of the organoleptic quality of fleshy fruits.
However, in these fruits, the physiological and molecular mechanisms that control fruit acidity
remain unclear. In peach the D locus controls fruit acidity; low-acidity is determined by the
dominant allele. Using a peach progeny of 208 F, trees, the D locus was mapped to the proximal
end of linkage group 5 and co-localized with major QTLs involved in the control of fruit pH,
titratable acidity and organic acid concentration and small QTLs for sugar concentration. To
investigate the molecular basis of fruit acidity in peach we initiated the map-based cloning of the D
locus.

Results: In order to generate a high-resolution linkage map in the vicinity of the D locus, 1,024
AFLP primer combinations were screened using DNA of bulked acid and low-acid segregants. We
also screened a segregating population of 1,718 individuals for chromosomal recombination events
linked to the D locus and identified 308 individuals with recombination events close to D. Using
these recombinant individuals we delimited the D locus to a genetic interval of 0.4 cM. We also
constructed a peach BAC library of 52,000 clones with a mean insert size of 90 kb. The screening
of the BAC library with markers tightly linked to D locus indicated that | ¢cM corresponds to 250
kb at the vicinity of the D locus.

Conclusion: In the present work we presented the first high-resolution genetic map of D locus in
peach. We also constructed a peach BAC library of approximately 15% genome equivalent. This
fine genetic and physical characterization of the D locus is the first step towards the isolation of the
gene(s) underlying fruit acidity in peach.
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Background

Peach [Prunus persica (L.) Batsch]| belongs to the Spiraeoi-
deae subfamily of the Rosaceae [1]. The Prunus genus is
characterized by species producing drupes as fruit, and
contains a significant number of economically important
fruit tree species such as almond (Prunus dulcis (Mill.)),
apricot (Prunus armeniaca L.), sweet cherry (Prunus avium
L.), sour cherry (Prunus cerasus L.) and plum (Prunus
domestica L.).

Compared to other tree species, peach has a relative small
diploid genome (290 Mb) [2], and a short juvenile phase
(two to three years). Therefore, peach is considered as a
model species for Rosaceae family and a physical map of
its genome has been initiated [3].

Among fruit producing rosaceous crops, peach is the sec-
ond most important fruit crop in Europe after apple and
the third worldwide (FAOSTAT: http://faostat.fao.org/).
However, the consumption of peaches and nectarines is
stagnant due to the low quality of fruits that are harvested
at an immature stage for storage and shipment reasons
[4]. One of the major objectives for peach breeders is to
find the right compromise between quality and immatu-
rity at harvest [5]. The variation in fruit quality at harvest
involves a large number of interrelated factors [6] among
which organic acid and soluble sugar contents and com-
position are major determinants [7]. In ripe peach fruit,
malic and citric acids are the predominant organic acids,
while quinic acid accumulates in lower amounts [8,9].
Moreover, the major soluble sugars are sucrose, fructose,
glucose and sorbitol [9,10]. Sucrose is the predominant
soluble sugar at maturity while sorbitol accumulates at
very low levels.

In peach, the D locus (D is for 'Doux' meaning 'sweet' in
French) was described as dominant and controlling the
'low-acid' character of fruit [11,12]. Based on previous
segregation analyses of an F, population (JxF) obtained
from a cross between 'Ferjalou Jalousia® low-acid variety
and 'Fantasia' normally-acid variety, the D locus was
mapped on linkage group 5 [13]. It is co-localized with
major QTLs for pH, titratable acidity (TA), organic acids
concentration and with small QTLs for sugars concentra-
tion [14]. Low-acid peach fruit is characterized by reduced
contents of malic and citric acids [9], which, however,
cannot be explained just by the reduced expression or
activity of phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) [15],
a key enzyme involved in malate synthesis. 'Ferjalou Jal-
ousia® fruit has half the concentration of malic acid and
one-fifth that of citric acid of 'Fantasia' variety [9]. Using
the candidate gene approach, 18 genes involved in
organic acid synthesis, degradation or vacuolar storage
were studied [16,17]. Expression analyses in fruit of six

http://www.biomedcentral.com/1471-2229/9/59

selected candidate genes did not show a clear difference
between the normally-acid and low-acid varieties [17].
The genes showing a modification of their expression in
the low-acid fruit compared to the normally-acid fruit
were the tonoplastic proton pumps PRUpeAtprAl,
PRUpe;Vp2, and to a lesser extent PRUpe;Vpl. PRUpe;Vp1
and PRUpe;Vp2 at citric acid peak and maturity, and
PRUpe;AtpvA1l during cell division showed higher expres-
sion in the fruit of the low-acid variety ('Ferjalou Jalou-
sia®). However, none of these candidate genes were
located on linkage group 5, excluding their direct role in
the control of acid content by the D locus [17]. More
recently, in the European ISAFRUIT Integrated Project
http://www.isafruit.org/Portal/index.php, several candi-
date genes involved in fruit quality were selected and
tested on the JxF F, mapping population. However, none
of them was located in the region of the D locus (Dirle-
wanger E., manuscript in preparation)

Low-acid varieties have already been described in apple
[18], tomato [19], grape [20] and several Citrus species
[21]. In apple, a non-acid mutant from the 'Usterapfel'
variety showed a content in malic acid ten times less than
the normally-acid one [22].

The high level of malic acid was reported to be controlled
by the dominant Ma allele [23] suggesting that Ma and D
act at different physiological control points. A cDNA-AFLP
analysis, coupled with a bulk segregant analysis (BSA) was
recently used to screen genes differently expressed
between low- and high-acid apple fruits [24]. The authors
reported the isolation of a cDNA whose expression could
only be detected in low-acid fruit at an early stage of fruit
development. Nevertheless, this cDNA showed no
homology with any sequences in public databases. More-
over, the Ma and D loci are not located on homologous
chromosomes: Ma is located on linkage group 16 in Malus
[25], homologous to linkage group 1 in Prunus [26] and D
is located on linkage group 5 in Prunus which is homolo-
gous to linkage groups 6 and 14 in Malus [27]. For Citrus,
the low level of citric acid is controlled by a recessive gene
named acitric [28]. Fruit acidity in Citrus seems to be
linked to the capacity to accumulate citric acid into the
vacuole. Low-acid varieties accumulate low amount of cit-
ric acid probably because it is exported out from the vacu-
ole [29,30]. Two candidate genes such as acid invertase
and cytoplasmic isocitrate dehydrogenase were identified
to be differentially expressed between acid and low-acid
Citrus [30]. Fruit acidity can also be controlled by several
chromosome regions as in tomato where several QTLs for
titratable acidity and pH were identified [31,32] and sev-
eral candidate genes were proposed [33]. However, to
date the mechanism(s) of the genetic control of fruit acid-
ity remains to be elucidated.
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In order to identify genes of interest, candidate gene
approach can be used when assumptions can be made
regarding the biological function of the gene [34]. This
approach was successfully undertaken for several fruit
traits including anthocyanin content for which the bio-
synthesis pathway and regulating genes were well known
[35] and cell wall degradation where implicated genes
were identified in other species [36]. However, to isolate
agronomically important and botanically relevant genes
with unknown function and where no clear hypothesis
can be made, chromosome landing seems the main strat-
egy by which map-based or positional cloning could be
applied [37]. The complexity of organic acids metabolic
pathways as well as the difficult understanding of the reg-
ulation of their transporters and channels and related pro-
ton pumps [38,39] has hampered, so far, the
identification of the gene(s) associated to the D locus
using a candidate gene approach. Thus, in order to under-
stand the molecular and physiological bases of this trait, a
positional cloning strategy was initiated and a fine map of
the D locus has been constructed. To identify the gene(s)
underlying acidity control at the D locus, the first step was
to construct a fine map of the D locus. The aims of the
present work were: (1) the characterization of the fruit
acidity trait, (2) the increase of the number of markers
tightly linked to the D locus, (3) the conversion of the
nearest markers into Sequence Characterized Amplified
Region (SCAR) and Cleaved Amplified Polymorphic
Sequence (CAPS) markers, (4) the construction of a high-
resolution genetic map of this locus and definition of the
position of the D locus with new recombinant individuals
phenotyped, and (5) the evaluation of the genetic dis-
tance/physical distance ratio around the D locus using a
BAC library.

Results

Fruit acidity characterization

Among the 208 individuals used for the genetic linkage
map, only 151 trees producing fruit were phenotyped for
pH and titratable acidity and were classified into three
subgroups corresponding to the three genotypes:
homozygous for 'Ferjalou Jalousia® allele (JJ) and for
'Fantasia' allele (FF), and heterozygous (JF) at the targeted
locus (Fig. 1). A significant difference (Student's t-test, P <
0.01) was observed for pH and TA for the comparisons of
JJ and JF genotypes, FF and JF genotypes, and JJ and FF
genotypes (pH mean values for JJ = 4.57, JF = 4.36, FF =
3.63; TA mean values JJ = 36.5, JF = 48.2, FF = 109.7 meq/
1) suggesting that the D allele is partially dominant.
Homozygous JJ genotypes showed values higher than
4.12 for pH and lower than 51.9 meq/l for TA. On the
opposite, pH and TA values for homozygous FF genotypes
were respectively lower than 3.93 and higher than 65.6
meq/l. The pH of heterozygous JF genotypes ranged from

http://www.biomedcentral.com/1471-2229/9/59

3.80to 4.87 and TA ranged from 28.1 to 90.0 meq/1. Thus,
normally-acid phenotypes that correspond exclusively to
genotypes FF showed pH value lower than 3.8 and TA
value higher than 100 meq/l while low-acid phenotypes
corresponding to genotypes JJ or JF showed pH values
higher than 4.0 and TA value lower than 60 meq/l1. These
results indicate that individuals with intermediate acidity
(pH values between 3.8 and 4.0 and TA values between 60
and 100 meq/l) can be either homozygous dd or hetero-
zygous Dd at the D locus and therefore, they cannot be
reliably classified into normally-acid or low-acid pheno-

type.

Identification and mapping of AFLP markers linked to the
D locus

Among the 1,024 primer combinations tested, 960 pro-
vided readable amplification products. Thirty to 90 bands
were observed on AFLP gels per primer combination with
a size range from 60 to 1,000 bp, but only 6.5% of the
bands were polymorphic between the 'Ferjalou Jalousia®
and 'Fantasia' parents. Markers whose bands were present
in Bp; and Bp, bulks and absent from By, and B, bulks
were potentially linked to the D locus (Fig. 2). A total of
34 markers were identified as putatively linked to the D
locus (Table 1). Nineteen primer combinations each
revealed only one D-linked marker, six primer combina-
tions produced two D-linked markers (pGC-AGG, pCA-
GCG, pTC-CAC, pCA-ACC, pCA-TCC and pAA-ACA) and
one primer combination revealed three D-linked markers
(pGC-TCT). As expected, all 34 AFLP markers were
mapped on linkage group 5. AFLP markers close to the D
locus (within 22 ¢cM) were clearly polymorphic between
bulks. AFLP markers mapped further away (beyond 27
cM) were polymorphic markers between bulks but with a
very faint band for "d" bulks. Fourteen AFLP markers were
located within the first 10 cM containing the D locus.

Conversion of AFLP markers into SCAR and CAPS markers
Nine AFLP markers linked to the D locus were converted
into simple codominant PCR-based markers. Four of
them were codominant markers and five were dominant
markers (Table 1). The codominant AFLP markers (pGC-
AGG  4301450r PAC-AAC, 095 415p and pGG-TAC,5)5)5)
were successfully converted into SCAR markers (D-Scar0,
D-Scarl and D-Scar2) and were confirmed as codominant
markers (Table 2, Fig. 3). The codominant AFLP markers
PTC-GTA, gr.19; Tevealed a deletion of one nucleotide in
'Fantasia' compared to 'Ferjalou Jalousia®. After sequenc-
ing the two alleles, three single nucleotide polymor-
phisms (SNPs) were detected; one of them was revealed
after digestion with the restriction enzyme Accl and
directly observed on agarose gel. This codominant
Cleaved Amplified Polymorphism Sequence (CAPS)
marker was named D-Scar3 (Fig. 3).
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Table I: AFLP markers mapped on linkage group 5 (LG5) based on 208 )JxF F, individuals

AFLP marker Position on LG5 (cM from the top)

size in bp*

Selection for conversion into SCAR SCAR marker

PAC'AAC4021-4|2F 0

PGG-TAC, 501F 0

PGC-AGG 301450 0.7
PTC-CTG 0.7
PGT-TTG, g 0.7
pCA-GCG 496 0.9
PTC-GTAy 219 1.8
PCA-GCG 3y 33
pTC-CACy 4.1

PTG-TGGyq 49
PCA-GTA;g 5.6
PCA-ACC g 9.1

pGC-TCTy3¢ 9.2
PGG-TGA;g 10

pCC-AGTy; 1.7
PTA-TCCrp.475¢ 1.7
PCC-GAA 12

pCT-CAT 12.2
PAG-GTAy,, 12.4
PTA-GT Gy 152
pGC-TCT3gy 16.2
pGC-TCT350¢ 17.4
pGT-TCTss 21.8
PAT-TTCyq 22

pTA-CTCy 222
PCA-TCCyqq 27

pTC-CAC;5r 30.2
PAA-ACA, 53¢ 555 398
PCA-GAC, g4 40.7
pCA-ACC;s5y 46.6
PGC-AGGgy 47.8
pCT-ATCyyy 63.6
PAA-ACA 4 68

PCA-TCCyyq 78.1

Yes D-Scarl
Yes D-Scar2
Yes D-Scar0
Yes D-Scar7
Yes Monomorphic
Yes Monomorphic
Yes D-Scar3
Yes Monomorphic
No

Yes D-Scar6
No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

* Allele sizes for both parents are indicated for codominant markers, while only allele size for one parent is indicated for dominant markers. )

'Ferjalou Jalousia®, F 'Fantasia'.

For the dominant AFLP markers, primers were designed
from the sequences of individuals carrying the D allele.
They were then tested on 'Ferjalou Jalousia®, 'Fantasia'
and on the F;-JF:21 hybrid used to construct the F, map-
ping progeny. The comparison of the sequences obtained
for the pTG-TGG,,, marker revealed a deletion of six
nucleotides in 'Fantasia' as compared to 'Ferjalou Jalou-
sia® sequence. This AFLP marker was then transformed
into a codominant SCAR marker (D-Scar6) (Fig. 3). For
pTC-CTG,; the sequencing of the two alleles revealed
one SNP. The alleles can be discriminated by digesting the
PCR products with Msel. This CAPS marker was called D-
Scar7 (Fig. 3). For the three dominant AFLP markers pGT-
TTGgg, PCA-GCG o and pCA-GCG,3,;, no polymor-
phism was detected.

The six polymorphic SCAR markers were subsequently
used to genotype the 208 individuals of the genetic link-

age map; it confirmed that their localization was the same
as AFLP markers (data not shown).

Furthermore, considering the total size of the obtained
sequences (2,711 bp), this analysis revealed seven SNPs.
Based on these results the frequency of the SNPs at the
vicinity of the D locus was estimated to 2.6 SNPs per kb.

High resolution mapping of the D locus

The fine mapping of the D locus was performed in two
steps using the six SCAR markers described in the present
study and three SSR markers MAO26a, BPPCT041 and
CPPCT040 already mapped to the proximal end of the
linkage group 5 [13,26]. The first step was to genotype the
1,718 individuals from the seven segregating populations
with three SCAR markers (D-Scar0, D-Scar2 and D-Scar6)
and two SSR markers (MA026a and BPPCT041) spanning
aregion of 10.2 cM around the D locus (Fig. 4). A total of
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Primer co
Pst+2
Mse+3
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Figure 2

AFLP markers detecting polymorphisms between low-acid bulks and normally-acid bulks revealed on polyacr-
ylamide gel. AFLP markers showing a band in low-acid bulks (By, and Bp,) but not in normally-acid (By, and B,) bulks are
surrounded with a continuous line. AFLP markers showing a faint band in B, and B, bulks, not selected for genetic mapping,
are surrounded with a dotted line.

308 individuals were found to have at least one recombi-
nation event between the farthest markers, MA026a and
BPPCT041. The second step was to genotype the resulting
308 recombinant individuals with the three other SCAR
markers (D-Scarl, D-Scar3 and D-Scar7) and CPPCT040
which were located within the spanned region. According
to the recombination events between these nine markers,

it was possible to determine the precise marker order on
linkage group 5 (Fig. 4).

For the 149 recombinant individuals which produced
fruits in 2007 and 2008, TA mean values varied from 15
to 167 meq/l and pH mean values ranged from 3.36 to
5.59 (Fig. 5). Among these recombinants, 110 individuals

Table 2: SCAR and CAPS markers developed from AFLP fragments linked to the D locus

AFLP markerg;,. np,'!  SCAR marker  Primer sequence (5'-3') Size! (bp) P2 Annealing temp. (°C)  Enzyme
PGC-AGG 430,450 D-Scar0 F GTGCACAGCTATCTCCTTTC 160 ()) SSR 52 no
R CTCATGGCAACAACATATTC 175 (F)
PAC-AAC 1034128 D-Scar| F GGGATGTGGGTATGTCGTA 345() SR 55 no
R ACAAGGAGGAAGCTCTGG 364 (F)
PGG-TAC, 5.¢ D-Scar2 F CCTTACGTCTACGACGACAAC 142()  InDel 54 no
R TGAGTCCTGAGTAATACTGTTCATGTG 148 (F)
PTC-GTAy 5521 D-Scar3 F GTTGACATGAAACAAATGACATTG 180 (J,F) SNP 52 Acdl
R CAGTCGTTCTTGTAGTTCACATGC
PTG-TGG g D-Scaré F CATGGCCCCATCTTTTCAC 92 () InDel 55 no
R GACCAGTTGCATCTCATTCATATTGG 98 (F)
PTC-CTGyy D-Scar7 F CTGGTCATCTACCGTCTC 334(,F) SNP 55 Msel
R TCCAACTCCAAGGCTTGC
'()) 'Ferjalou Jalousia®, (F) 'Fantasia’, 2 Polymorphism observed.
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F, individuals screened with SCAR markers on agarose gel. (a) D-Scar0 on 3% agarose gel (b) D-Scar| on 2% agarose
(c) D-Scar3 digested with Accl, on 2% agarose gel (d) D-Scaré on 3% agarose gel (€) D-Scar7 digested with Msel, on 3% agarose
gel. Specific band for each allele is indicated (d for normally-acid and D for low-acid).

were classified as producing low-acid fruit, 12 were iden-
tified as producing normally-acid fruit and 27 were con-
sidered as intermediate and were therefore, not classified.
Among the individuals producing low-acid fruit, only 40
individuals recombining from heterozygous (Dd) to
homozygous (dd) were informative. Then, only 52
recombinant individuals with extreme values for pH
(from 3.36 to 3.68 for individuals with normally-acid
fruit and from 4.20 to 5.55 for individuals with low-acid
fruit) and TA (from 104 to 167 meq/l for individuals with
normally-acid fruit and from 17 to 56 meq/I for individu-
als with low-acid fruit) were used to identify the position
of the D locus. Among the 52 recombinant individuals so
selected, 36 recombinant individuals between CPPCT040
and BPPCT041 indicated that the D locus was located
upper than CPPCT040, while fourteen other individuals
recombining between MAO26a and D-Scar7 proved that
the D locus was not localized between MA026a and D-
Scarl (Table 3). Two phenotyped individuals recombin-
ing between D-Scar0 and CPPCT040 reduced the interval
containing the D locus: S5848-228 showed that the D
locus was located upper than CPPCT040 while S6422-237
demonstrated that it was located below D-Scar0O (Table 3).
Therefore, it can be concluded that the D locus is localized
in a 0.4 cM interval between D-Scar0 and CPPCT040 (Fig.
4).

Evaluation of the physicallgenetic distance ratio around
the D locus using a new BAC library

The peach BAC library produced from F;-JF:21 DNA con-
tained about 52,000 clones. Based on the analyses of a
subset of clones, the average insert size was estimated at
90 kb, ranging from 50 to 130 kb. According to these pre-

liminary results the covering of this BAC library was esti-
mated at 15-16 x the peach haploid genome. D-Scar0 and
D-Scar7 were used to screen the BAC library and four pos-
itive clones were found with D-Scar0 and 12 with D-Scar7.
Three of the four positive clones with D-Scar0 were found
to be also positive when screened with D-Scar7. The ratio
between the genetic and physical distances was estimated
using markers defined from BACend sequences of a posi-
tive clone common to both D-Scar0 and D-Scar7 (Table
4). A distance of 0.6 cM was estimated between the two
CAPS markers F109-15-06 and R109-15-06 (Table 4)
derived from the BACend sequences of one BAC contain-
ing an insert of 150 kb. This results in 1 cM corresponding
to 250 kb in the region of the D locus.

Discussion

We describe in this paper major steps towards the cloning
of the gene(s) controlling fruit acidity in peach, by pheno-
typic, genetic and physical characterization of the D locus.

The low polymorphism observed between 'Ferjalou Jalou-
sia® and 'Fantasia' using AFLP markers was previously
reported using RFLP and SSR markers [13] and was likely
the consequence of the very low genetic distance between
these two parental varieties [13]. Polymorphic markers
would have been considerably increased by deep sequenc-
ing methods of the AFLPs [40]. Using the classical AFLP
method in combination with bulk segregant analysis, 14
AFLP markers located within the 10 ¢cM region harbouring
the D locus were identified and no marker was mapped to
another linkage group. These results confirmed that acid-
ity trait in peach is not complex and should be controlled
by a major gene.
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Figure 4

Fine genetic map of the D locus on the distal end of
linkage group 5. SSR and SCAR markers are on the right
and genetic distances are indicated on the left from the top
(cM) and based on the analyses of 1,718 F, individuals. The
grey part corresponds to the position of the D locus.
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Sequence analysis of the AFLP markers selected for con-
version into SCAR revealed, at the vicinity of the D locus,
an SNPs frequency 3.6 fold lower than the one reported in
the 'Texas' x 'Earlygold' (TXE) reference Prunus map
derived from an almond x peach interspecific cross (Illa
E., personal communication).

To more accurately position the D locus, it was necessary
to identify individuals of the extended population that
had recombination events tightly linked to the D locus.
The strategy followed in the present work involving two
successive steps (firstly the genotyping of 1,718 individu-
als with the D locus-flanking markers and secondly the
analysis of the recombinant individuals with additional
tightly linked markers) reduced considerably the number
of individuals that needed to be genotyped and phenotyp-
ically characterized. Fruit acidity is usually evaluated by
pH or TA measurements. In this work, the use of both pH
and TA was essential for the characterization of fruit acid-
ity. In addition, the definition of thresholds based on the
analyses of individuals without recombination event in
the MA026a-BPPCTO041 interval allowed a precise charac-
terization of the phenotype. Thus, the phenotyping of the
recombinant individuals with the pH and TA threshold
strategy prevented misclassification of intermediate indi-
viduals that can be either homozygous (dd) or hetero-
zygous (Dd) for the D locus.

The development of tightly linked markers and the phe-
notyping of recombinant individuals allowed the precise
localization of the D locus. As fruit acidity is a major selec-
tion criterion, the D-linked markers could be used for
marker assisted selection which would allow early selec-
tion of trees with the desirable character.

To estimate the relationship between the genetic and the
physical distance at the vicinity of the D locus we
anchored a BAC clone to the genetic map. Based on this
analysis the ratio was estimated to 250 kb/cM. At the
peach evergrowing (evg) locus the ratio was estimated to 10
to 35 kb/cM [41]. These ratios are smaller than the esti-
mated average ratio on the TXE Prunus reference map [42]
which is 553 kb/cM according to the genome size [2]. This
is not surprising, as the physical/genetic distance ratio is
known to vary along chromosomes [43-45]. The identifi-
cation of the physical/genetic distance ratio in the vicinity
of the D locus was important for estimating the number
of walks needed for cloning the D locus. The D locus was
localized in a 0.4 cM interval corresponding to a physical
distance of 100 kb. Thus, one or two walks with BAC
clones with an insert size of 90 kb should be sufficient to
identify a BAC clone harbouring the D locus.
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Table 3: Genotypes and phenotypes of F, recombinant individuals for nine markers framing the D locus

Individual P! Genotype? (G) No of F, *
MA026a D-Scar2  D-Scarl D-Scar7 D-Scar0 CPPCT040 D-Scar3 D-Scar6  BPPCTO04I

$8220-1186  [D] H H H H H H H H F 15
$8220-1321 [d] F F F F F F F F H 3
$5848-350 [D] H H H H H H H F F I
$8220-1090  [d] F F F F F F F H H 3
$5848-332 [D] H H H H H H F F F 2
$6422-022 [d] F F F F F F H H H 2
$5848-228 [D] H H H H H F F F F |
S6422-237 [D] F F F F F H H H H |
$8220-2037  [d] H H H F F F F F F |
$8220-1188  [D] F F F H H H H H H 7
$6361-020 [d] H H F F F F F F F 2
$5848-147 [D] F F H H H H H H H |
S6422-452 [d] H F F F F F F F F |
$8220-1045 [D] F H H H H H H H H 2

I'P: Phenotype, [d]: normally acid fruit, [D]: low acid fruit, 2 F: homozygous for the 'Fantasia' allele (dd), H: heterozygous highlighted in bold (Dd), *

Number of F, individuals having the same phenotype and genotype

Sequenced BAC clones in peach [41,46], plum, apricot
[46] and pear [47] revealed a gene density of 14 to 36
genes per 100 kb genomic sequence. Thus, in the 100 kb
D locus region 14 to 36 candidate genes are expected. To
identify the D gene(s) among these candidate genes, the
aim will be to map accurately the recombination events
relative to the predicted genes. To facilitate this analysis,
the PPJFH BAC library was constructed from the F;-JF:21
hybrid between 'Ferjalou Jalousia® and 'Fantasia’ to iden-
tify one BAC clone for each allele. The two orthologous
BAC clones will be sequenced and annotated and geneti-
cally dissected. In further analyses, the natural variability
of the candidate genes will be explored within a peach
germplasm collection to associate the haplotype to the
phenotypic variation. Functional studies such as reverse
genetics experiments should then provide further evi-
dence for or against their involvement in fruit acidity.

The complete sequencing of the BAC clones will provide
candidate genes for the D locus. These candidate genes
may be structural genes implicated in metabolism or
transport in agreement with our existing knowledge of
fruit physiology or genes with novel structural or regula-
tory functions. Sequencing data will also provide informa-
tion about Prunus genome organization in this particular
region, which may be compared to homologous region in
other Rosaceae species and even other fruit species.
Microsystems analysis across Rosaceae species will pro-
vide insight into gene order, orientation and structural
rearrangements of this particular region and through com-
parative genomics, may contribute to improve our knowl-
edge on evolutionary and diversification processes among
this family as demonstrated for Oryza [48].

Conclusion

In conclusion, the present work describes, for the first
time, the fine mapping of a locus involved in a fruit qual-
ity trait on perennial plants via the chromosome landing
approach. The development of tightly linked markers and
the phenotyping of recombinant individuals allowed the
precise localization of the D locus in a 0.4 cM interval cor-
responding to 100 kb. Using the constructed PPJFH BAC
library with a mean insert size of 90 kb, one or two walks
should be sufficient to identify a BAC clone harbouring
the D locus. To our knowledge, only few fine genetic maps
were realized using a large number of trees and only for
resistance genes [49,50]. One of the major limitations for
this strategy is the generation of a large population requir-
ing an extended orchard maintained over several years.
Our mapping population of 2,086 plants that segregates
for many agronomic traits as well as the PPJFH BAC
library will permit the genetic dissection of, not only the
D locus, but also other traits such as Af (aborting fruit), S
(flat/round fruit), G (peach/nectarine) and Ps (pollen ste-
rility). This mapping population could be also exploited
in any future genome sequencing project in peach where
anchoring sequences or BAC contigs to the genetic map is
a crucial step.

Methods

Plant material

The genetic linkage map was based on the segregation
analyses of a peach F, progeny. This progeny includes 208
individuals obtained from the selfing of a single F, hybrid
(F;-JF:21) issued from a cross between 'Ferjalou Jalousia®™
a low-acid fruit variety and 'Fantasia' a normally-acid fruit
variety. This population segregates for six Mendelian traits
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Figure 5

Biplot of pH and titratable acidity of fruit juice. Mean
values observed in 2007 are represented. pH and TA biplot
for F, individuals recombining between MAQ26a and
BPPCTO041, phenotyped among the 1,718 F, individuals. Indi-
viduals not included in squares are considered as intermedi-
ate.

(low-acid/normally-acid fruit D, peach/nectarine G, flat/
round fruit S, clingstone/freestone F, pollen sterility Ps,
aborting fruit Af) [13] and for several characters involved
in fruit quality as soluble sugar and organic acid concen-
trations [17]. Among the 208 individuals, 151 produced
fruit at maturity while 57 produced flat fruit that fell after
two months of growth and were not used in this study
(Table 5).

For the fine mapping of the D locus, a total of 1,878 F,
additional individuals were obtained from the selfing of
seven different F, genotypes (Table 5). Three F, individu-
als were issued from the cross between 'Ferjalou Jalousia®
and 'Fantasia' (F,-JF:21, F;-JF:28, F;-JF:104), two from the
reverse cross (F;-FJ:47, F;-FJ:49), one from a cross between
'Fantasia' and 'Fercopale Platina®™ (F,;-FP:10) and one
from the reverse cross (F,-PF:77). 'Ferjalou Jalousia® is
homozygous for the dominant allele (DD), 'Fantasia’ is
homozygous for the recessive one (dd) and the seven F,
hybrids are heterozygous (Dd) for the D locus. 'Ferjalou
Jalousia® dominant allele is derived from 'Kiang-Si' that
originated from China. 'Fercopale Platina® and 'Ferjalou
Jalousia® shared the same common grandparents ('Kiang-

http://www.biomedcentral.com/1471-2229/9/59

Si' and 'Independence') (Fig. 6), and both had the same
dominant allele for the D locus and produced flat
peaches. According to a marker assisted selection for the
Af gene that segregated in the 1,878 F, individuals, 1,510
individuals were identified to produce fruit at maturity
and were therefore genotyped. Among them, 1,084 indi-
viduals were planted in 2005 and 426 in 2006. The fine
map was based on the genotyping of a total of 1,718 F,
individuals including the mapping population of 208
individuals and the 1,510 F, additional individuals that
should produce fruit at maturity (Table 5).

Fruit acidity phenotyping

The 151 F, individuals of the mapping population pro-
ducing fruit and recombinant individuals among the F,
progenies were phenotyped in 2007 and 2008. Two har-
vests separated by four days were performed for each indi-
vidual. For each harvest, six fruits/individual were
collected at maturity stage. TA and pH analyses were
measured on fruit juice by using an equal volume of juice
from each fruit as described previously [14].

To avoid any misclassification of recombinant individu-
als, we decided to rely on the analyses of homozygous and
heterozygous individuals and to define thresholds in
order to distinguish individuals with low-acid fruit from
those with normally-acid fruit. Individuals, without
recombination event, were selected on their genotype in
the MA026a-BPPCT041 interval. Student's t-test was used
to compare pH and TA mean values between homozygous
and heterozygous individuals.

DNA extraction

Genomic DNA was extracted from young expanded termi-
nal leaves. Fifteen milligrams of fresh weight were col-
lected for each tree in 96 collection microtubes of 1.2 ml
containing a tungsten carbide bead (3 mm diameter).
They were ground in liquid nitrogen by using a Mixer Mill
MM 300 (Retsch, Haan, Germany) for 1 min and 30 s and
genomic DNA was extracted according to the method pre-
viously described [51].

BSA-AFLP

For Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)
assay combined with BSA, two low-acid (D/D or D/d)
DNA bulks (Bp;, Bp,) and two normally-acid (d/d) DNA

Table 4: Markers developed from BACend sequences of a positive BAC clone with both D-Scar0 and D-Scar7

BACend marker Primer sequence (5'-3") Size* (bp) Polymorphism  Annealing temp. (°C) Enzyme

F109-15-06 F GTAGGATGAACTCAAAGGTG 570 (J, F) SNP 52 Tsp5091
R GTTGGTAATGACACTGGCTA

R109-15-06 F GTGGACTTCATCCCATCTAC 540 (), F) SNP 54 Hincll

R GGTCCAGAAGATGATGCAC

*()) 'Ferjalou Jalousia®', (F) 'Fantasia’
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Table 5: Origin of F, individuals used for map construction and fine mapping of the D locus

Cross F, name F, name Number of F, individuals
F, used for the construction of the genetic linkage map
'Ferjalou Jalousia® % 'Fantasia' F\-JF:21 $8220 208
Producing fruits 151
F, additional individuals produced for the fine mapping of the D locus
'Ferjalou Jalousia®' x 'Fantasia' F\-JF:21 $8220 418
F,-JF:28 S6184 113
F,-JF:104 S7133 182
'Fantasia' X 'Ferjalou Jalousia® F\-FJ:47 S6422 451
F,-FJ:49 S6421 106
'Fantasia’ x 'Fercopale Platina® F,-FP:10 $5848 405
'Fercopale Platina®' x 'Fantasia’ F\-PF:77 S6361 203
Total of the additional F, individuals 1,878
Additional F, that will have fruits according to MAS for the Af gene 1,510
Total of the F, individuals used for fine mapping 1,718

bulks (By;, Bg,) were used to identify putative markers
linked to the D locus [52]. Individuals were selected
among the 208 F, used for the genetic linkage map accord-
ing to juice pH and TA values measured in 2002 and 2003.
Equal amounts of DNA from eleven individuals from the
JxF F, mapping population were pooled to construct each
bulk.

The AFLP technique was performed following the proto-
col developed by [53] with some modifications. Genomic
DNA (250 ng) was digested with two restriction enzymes
Pstl and Msel in a volume of 17.5 pl. The first PCR ampli-
fication was performed with primers having no selective
nucleotide and then the second PCR amplification was
carried out with primers having two selective nucleotides
for Pstl and three for Msel. PCR products were mixed with

Le Grand

Bud mutali:V wi mutation

Red King x J& Gold King x (Red King x &)

- \

Kiang-Si x Independence Fantasia
['i]/ \ [d]
F1:4 F1:12

Self polinaﬁ‘oy \Sej polination

Ferjalou Jalousia® Fercopale Platina®
[D] [D]

Figure 6

Origin of 'Ferjalou Jalousia®', 'Fantasia' and 'Ferco-
pale Platina® peach varieties. The phenotype for the D
locus is indicated for each variety. Varieties with [D] pheno-
type produce low-acid fruit and varieties with [d] phenotype
produce normally-acid fruit.

an equal volume of loading buffer (95% formamide,
0.05% xylene cyanol, 0.05% bromophenol blue, 10 mM
EDTA, pH 8.0). The mixture was heated for 5 min at 95°C,
and then quickly cooled on ice. Each sample mixture was
loaded on a 4.5% denaturing polyacrylamide gel and vis-
ualized by the silver staining system as described by [54].
Sixteen Pstl+2 primers and 64 Msel+3 primers were tested
consisting in a total of 1,024 primer combinations. Mark-
ers derived from Pstl+2/Msel+3 primer combinations were
named as pXX-YYY (X for the selective Pst] nucleotides
and Y for the selective Msel nucleotides). Subsequently,
polymorphic AFLP primer combinations between bulks
were used to screen the 208 F, individuals of the mapping
population.

Conversion of AFLP markers into SCAR and CAPS markers
AFLP markers linked to the D locus were selected for con-
version into PCR markers for further easy use in large-
scale screening of the 1,718 individuals and BAC library.
After silver staining, marker fragments of the parents and
of two F, individuals were picked with a tip on the dried
polyacrylamide gel [55] and dissolved in 15 ul deionized
water. PCR amplifications were performed using 1 pl dilu-
tion with the same conditions as the selective PCR for
AFLP reaction but with primers without selective nucle-
otides. The products were separated on 2.0% agarose gel,
purified using a MinElute® PCR Purification Kit (Qiagen)
and then cloned into the pGEM-T easy vector (Promega,
Madison, WI, USA). Clones were sequenced by Cogenics
(Meylan, France) and specific primers were designed
using Primer3 software (version V.0.4.0) based on these
sequences. Designed primers were then tested for PCR
amplification on low-acid individuals, normally-acid
individuals and also on 'Ferjalou Jalousia®, 'Fantasia' and
the F, hybrid (F;-JF:21). Reaction mixtures (10 pl) con-
tained 0.2 uM of each primer, 200 uM of ANTP, 10 ng
template DNA, 0.26 U of Tag DNA polymerase (Sigma-
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Aldrich), 1x PCR buffer provided with the enzyme. PCR
reactions were carried out for 2 min at 94°C, followed by
38 cycles of 45 s at 94°C, 45 s at annealing temperature,
45 s at 72°C, with final elongation for 5 min at 72°C.
Finally, the amplified fragments were tested for their pol-
ymorphism on a 2 to 3% agarose gel or 4.5% polyacryla-
mide denaturing gel.

Segregation analysis and map construction

Each polymorphic marker was tested by a chi-square for
goodness of fit to the segregation ratios 1:2:1 expected for
codominant markers and 3:1 expected for dominant
markers in a F, population. The linkage map was con-
structed using the MAPMAKER/EXP V3.0 software [56].
Markers were first divided into linkage groups using a crit-
ical LOD score threshold of 5. The Kosambi function was
used to convert recombination units into genetic dis-
tances.

Fine mapping

The 1,510 additional individuals that would have fruit at
maturity were used to complete the mapping population
to a total of 1,718 individuals segregating for the D locus.
These individuals were screened for five markers, two SSR
markers and three new SCAR markers, spanning a large
region around the D locus: MAO26a and BPPCT041, pre-
viously mapped on JxF linkage map [13] and three AFLP
markers transformed into SCAR markers. Recombinant
individuals detected in this region were genotyped with
three other AFLP markers transformed into SCAR markers
and CPPCT040 a SSR marker mapped on the top of the
linkage group 5 of 'Texas' x 'Earlygold' linkage map [26].
The phenotype of the recombinant individuals compared
to the recombination point enabled the localization of
the D locus. Among the 308 recombinant individuals
detected, 149 individuals producing fruit in 2007 and
2008 were phenotyped for fruit pH and TA.

Bacterial Artificial Chromosome (BAC) library
construction

The Prunus persica PPJFH BAC DNA library was realized at
URGYV (INRA, Evry) and constructed as described previ-
ously [57]. Nuclei were isolated from 32 g of young leaves
frozen in liquid nitrogen from F; hybrid DNA hetero-
zygous for all the mendelian characters segregating in the
JXF cross. Restriction fragments were subjected to a double
size selection in a CHEF-DRIII apparatus (Bio-Rad) by
pulse field gel-electrophoresis (PFGE). The DNA from the
agarose slices was electroeluted and cloned into the pIndi-
goBAC-5 (Hind III Cloning-Ready) Vector (EPICENTRE®
Technologies) for ligation reactions. Competent E. coli
DH10B cells (Invitrogen) were transformed by electropo-
ration and transformants were selected on LB-Xgal-IPTG
plates containing 12.5 pg/ml chloramphenicol. White
colonies were picked using a Genetix Q-Bot and stored in
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384-well microtiter plates (Genetix) at -80°C. The PPJFH
BAC library was composed of 150 plates corresponding to
57,600 total BAC clones. BAC clones from each plate were
mixed into pools of 384 clones (designated 'plate pools').
The BAC clones from each plate pool were resuspended
into sterilized water and DNA extracted before PCR reac-
tions. In the first step, positive plates were identified by
screening the plate pools then in the second step the 16
clones of each of the 24 columns of the positive 384-well
plates were pooled together and screened to identify the
positive column. The third step consisted in identifying
the positive BAC clone by screening the 16 clones of each
positive column pool. PCR amplifications were carried
out as described before for PCR experiments. Extracted
DNA from BAC clones was digested with Notl and the
digestion products were subjected to pulsed-field gel elec-
trophoresis (PFGE) as described previously [57]: 25 pul
DNA from each clone was digested by NotI in a 30 pl reac-
tion mix and loaded on PFGE. Insert size was estimated
using the PFGE lambda ladder (BioLabs, Frankfurt, Ger-
many).

To associate a genetic distance to the physical distance
obtained with the PFGE, primers were designed using
Primer3 software (version V.0.4.0) based on two BACend
sequences of a chosen positive BAC clone for two markers
(D-Scar0 and D-Scar7). The primers of two markers were
tested for PCR amplification on 'Ferjalou Jalousia® and
'Fantasia' to identify polymorphism between the parents.
Reaction mixtures and PCR conditions were done as
described for SCAR markers and the amplified fragments
were then sequenced. Obtained markers were used to gen-
otype only individuals recombining between D-Scarl and
CPPCT040 framing D-Scar0 and D-Scar?.
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Abstract

The sugar/acid ratio is an essential component of the organoleptic quality for
fruits in the Rosaceae family. The D gene, controlling the non acid trait in peach, is
dominant and segregates as a mendelian character. Using a mapping progeny of 207 F,
individuals derived from a cross between two peach varieties ‘Ferjalou Jalousia®‘ and
‘Fantasia’, the D gene was mapped on linkage group 5. Using the BSA-AFLP method
with 960 primer combinations, 12 AFLP markers were identified within 10 cM around
the D gene. Two of them co-segregate with the D gene. The fine mapping of the region
around the D gene, based on the analyses of an extended F, progeny of 1510 hybrids, is
in progress. Three AFLPs were transformed into codominant SCARs and will be used to
screen a new BAC library obtained from the F; hybrid that is the parent of the F,
progeny. Screening of the BAC library with the flanking markers of the D gene will
allow the identification of the clones containing the D and d alleles.



INTRODUCTION

Peach (Prunus persica (L.) Batsch) is the second most important fruit tree crop in
Europe after apple. It is a diploid species (2n=16) with a short juvenile period (2-3 years) and
a small genome (262 Mb) (Arumuganathan and Earle, 1991) about twice the size of that of
Arabidopsis thaliana. Therefore, peach is considered as a model for Rosaceae (Abbott et al.,
2002).

A peach F, progeny, obtained from the self pollination of one F; individual issued
from a cross between Ferjalou Jalousia® and Fantasia (JxF), segregating for several
mendelian traits, was analyzed for fruit quality traits and used for the construction of a genetic
linkage map. The D gene controlling the “non-acid” character of peach fruit (Monet 1979)
was mapped on linkage group 5 and co-localized with Quantitative Trait Loci (QTLs) with
major effects involved in the control of pH, titratable acidity (TA), organic acid contents and
with QTLs with low effect for sugar contents (Dirlewanger et al., 1998; Dirlewanger et al.,
1999). However, to date no co-localization with candidate genes was found (Etienne et al.,
2002). Therefore, a positional cloning strategy is in progress to understand the molecular and
physiological bases of the acid content controlled by the D gene.

MATERIALS AND METHODS

Plant Material

A peach F, progeny including 207 individuals (JXF F,), obtained from the self
pollination of one F; hybrid issued from a cross between Ferjalou Jalousia® and Fantasia, was
analyzed for fruit quality traits. For the fine mapping of the D gene, 1510 F, additional
individuals were analyzed.

BSA-AFLP

For Bulked Segregant Analysis (BSA, Michelmore et al., 1991) individuals from the
JxF F, mapping population were used. Four bulks were compared: two bulks with low-acidity
fruits (D/D) or (D/d) and two bulks with normally acid fruit (d/d), of 11 individuals each.
Nine hundred and sixty Pst+2/Mse+3 primer combinations were tested (Dirlewanger et al.,
2006).

Phenotyping

To determine the phenotype of each recombinant individual, two replicates per
individual, of six fruits each, were harvested at maturity stage. The two harvests were
separated by four days.

Titratable acidity (TA) and pH analyses were done on fruit juice by using an equal
volume of juice from each fruit as described previously by Dirlewanger et al. (1999).

Construction of a Bacterial Artificial Chromosome (BAC) library

The BAC library was realized at URGV (INRA, Evry) from F; hybrid DNA
heterozygous for all the mendelian characters segregating in the JxF cross according to
Peterson et al. (2000).

RESULTS

BSA and SCAR markers development

Using the BSA-AFLP method, 33 AFLP markers were detected on the linkage group 5
(LGS) of the JxF genetic linkage map. Among them, 12 AFLPs were located within 10 cM
containing the D gene, with two markers cosegregating with this gene. Three AFLP markers



were transformed into sequence characterized amplified region (SCAR) markers. The upper
SCAR marker (SCAR1) and a previously developed microsatellite marker (BPPCT041)
(Dirlewanger et al., 2006) spaced out by 9.2 cM were used to identify recombinants between
them among the 1510 F, individuals. Fourteen percent of recombinant individuals were
identified between these two markers.

Phenotyping

The individuals recombining between the two markers (SCAR1 and BPPCT041) that
produced fruits were phenotyped. The juice titratable acidity values vary from 15 to
160 meq/L and the juice pH data range from 3.3 to 5.5. The non acid character segregating as
a mendelian trait the thresholds used to distinguish the acid from the non acid individuals
would be 60 meq/L and 4.2 for the titratable acidity and the pH, respectively (Fig1).
However the individuals that have pH value between 4 and 4.3 or titratable acidity data
between 50 and 65meq/L are considered as intermediate and will not be used for the fine

mapping.

BAC library

We estimate that the peach BAC library realized from the F; hybrid DNA contains
about 52 000 clones with a mean insert size of approximately 90 kb and a 15-16 x coverage of
the peach haploid genome.

DISCUSSION

The BSA strategy enriched the region containing the D gene and allowed the detection
of new markers more closely linked to D. Three AFLP markers tightly linked to the gene
were transformed into specific codominant PCR markers. Genotyping with SCAR1 and
BPPCTO041, allowed the identification of recombinant individuals among the extended
progeny. Markers located between SCAR1 and BPPCT041 will be used to genotype the
recombinants in order to precise the position of the recombination. Preliminary results
obtained for recombinant individuals indicate that the pH and titratable acidity thresholds are
4.2 and 60 meq/L, respectively. The phenotype of each recombinant individual compared to
its genotype will indicate the location of the D gene more precisely than the actual genetic
map based on 207 individuals. The new BAC library will be screened with flanking SCAR
markers to identify positive BAC clones for chromosome landing. The physical map of each
allele will be constructed and the two sequences will be compared in order to identify the D
gene.
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Detection of QTLs controlling major fruit quality components in peach
within the European project ISAFRUIT

E. Dirlewangerl, G. Cardinet', E. Illa®, K. Boudehri', C. Renaud', S. Monllor', C. Croset®, M.
Maucourt®, C. Deborde®, J.L. Poéssel’, W. Howad?, P. Arus®, A. Moing4.
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Abstract

ISAFRUIT is an European integrated project aimed at increasing fruit
consumption with the goal to improve health of the European citizens. One of the
objectives of the work package GENFRUIT is to set the genetic basis of fruit quality by
mapping the major genes and QTLs involved (Work package 6.1). This is performed on
two peach (Prunus persica L. Batsch) and two apricot (Prunus armeniaca L.) progenies.
Only results obtained on one of the two peach progenies, the F, progeny of 207 hybrids
issued from the Ferjalou Jalousia® x Fantasia cross (JxF), will be described in this
paper. This progeny is segregating for 6 Mendelian traits (peach or nectarine (G), flat or
round fruit (S), non acid or acid fruit (D), clingstone or freestone (F), male sterility (Ps),
no fruit at maturity (af)) and for quantitative characters involved in fruit quality. This
progeny was evaluated for various characters such as blooming and maturity date, fruit
fresh and dry weight, flesh firmness, juice soluble solid content; pH and acidity. The
quantification of the flesh concentration in 15 to 20 major metabolites (glucose, fructose,
sucrose, citrate, malate, major amino acids and some major secondary metabolites) was
performed in Bordeaux using proton NMR spectroscopy of polar extracts. Phenolics
profiling using HPLC-DAD was performed in Avignon.

Candidate genes involved in fruit sugar or acid contents and fruit development
were bin mapped in the referenced map ‘Texas’ x ‘Earlygold’ and in JxF. Preliminary
results on QTL detection concerning fruit quality characters are presented. First
colocalisations of QTLs with candidate genes were identified. In the future, the
colocalisation of QTLs with candidate genes, and the colinearity of QTLs detected on the
different populations analyzed in the ISAFRUIT project will be examined.



INTRODUCTION

ISAFRUIT is an integrated European project (2006-2009,
http://www.isafruit.org/Portal/index.php) that aims to increase the consumption of fruits by
providing high quality products obtained from durable cultivation methods which respect the
environment, and to contribute to the improvement of human health. This multi-disciplinary
project has associated 40 research organisms and 20 companies from 14 European countries
and two outer countries. The project is built on 7 pillars: 1- Consumer driven and responsive
supply chain, 2- Fruit and human health, 3-Improved appeal and nutritional value of
processed fruit, 4- Quality, safety and sustainability- Improved postharvest chain
management, 5- Quality, safety and sustainability- Improved preharvest chain, 6- Genetics of
fruit quality and implementation of better fruit cultivars, 7- Knowledge management.

One of the objectives of the work package GENFRUIT (Work package 6.1) is to set
the genetic bases of fruit quality by mapping the major genes and QTLs involved. This is
performed on two peach (Prunus persica L. Batsch) and two apricot (Prunus armeniaca L.)
progenies.

Only preliminary results obtained on one of the two peach progenies, the F, progeny
of 207 hybrids issued from the Ferjalou Jalousia® x Fantasia cross (JxF), are presented.
Candidate genes (CGs) putatively involved in fruit quality were selected and bin mapped in
‘Texas’ x ‘Earlygold’ reference Prunus map (TXE) and JxF and CG-QTL co-localizations
were studied.

MATERIALS AND METHODS

Plant Material

The JxF peach F, progeny including 207 individuals, obtained from the self
pollination of one F; hybrid issued from a cross between Ferjalou Jalousia® and Fantasia, was
analyzed for fruit quality traits in summer 2006 and 2007.

Field, physical and biochemical characterizations (blooming and maturity dates, fruit
and stone fresh weights, flesh firmness, coloration, total soluble solids, titratable acidity, pH)
of fruit quality have been performed during summers 2006 and 2007.

Six fruits per genotype were harvested at maturity stage. Titratable acidity (TA) and
pH analyses were done on puree obtained from an equal flesh weight of each fruit. In order to
be able to compare the QTLs detected on JXF with those detected on the other peach progeny
and on the two apricots ones, a unique procedure for peach and apricot was followed.

In addition, the components of the fruit flesh were analyzed using 1D 1H-NMR
metabolic profiling for the major metabolites at INRA Bordeaux (Moing et al., 2004) or
HPLC for the phenolic components at INRA Avignon (Moing et al., 2003).

Candidate genes (CG) analyses

CGs were selected from the EST bank developed at the INRA of Bordeaux named
CGPPB and from COS (Conserved Ortholog Set) markers named COSCG. The COS markers
are available on the SOL Genomic Network database (http://www.sgn.cornell.edu/, Fulton et
al., 2002). CGs involved in sugar and acid metabolism, phenolic metabolism and fruit
development were selected. Sixty one couples of primers were designed using Primer3 in
order to include one or several introns, to produce fragment of maximum 600 pb and with a
Tm of 57°C. Intron positions were previously determined by comparing the EST sequence of
the CG with Arabidopsis orthologs.




Bin mapping of the candidate genes

CGs were mapped on the ‘Texas’ x ‘Earlygold’ reference Prunus map (TxE)
(Dilewanger et al., 2004) and on JXF by using bin mapping procedure (Vision et al., 2000).
On TxE, the bin mapping set consists of six individuals of the TXE mapping population plus
Earlygold and the F; hybrid (Howad et al., 2005). On JxF, 10 individuals used for the
construction of the linkage map (Dirlewanger et al., 2006) plus the two parents and the F,;
hybrid were selected for the bin mapping. Sixty eight bins were identified in TxE and sixty
five in JxF.

QTLs analyses

QTL analyses were performed only on data obtained during summer 2006 using
MultiQTL software (Britvin et al.,, 2001; http://esti.haifa.ac.il/poptheor). Multiple Interval
Mapping (MIM, Kao, Zeng & Teasdale 1999) was used to detect QTLs with the ‘fitting
cofactors’ option of the software. According to the principles of MIM, a QTL with the highest
effect is first found and is taken as a cofactor to control the genetic background, while another
QTL is searched in a different position. This procedure, iteratively repeated until no further
QTL is found, takes into account effects due to the QTLs present in other chromosomes.
Therefore, the precision and power to detect QTLs are increased.

RESULTS

Candidat genes selected

In total, 61 CGs were selected, 57 CGPPBs from the ESTs developed at INRA
Bordeaux and 4 COSCGs from COS markers. Thirty four CGs are involved in sweetness or
acidity, 14 in phenolics, nine in fruit development and four are potentially involved in fruit
characters.

Bin mapping of the CGs

Among the 61 CGs selected, 55 CGs (51 CGPPBs and 4 COSCGs) were bin mapped
in TxE (four are monomorphic in TXE and two have not been mapped yet). By analyzing the
TxXE bin mapping set, the CGs could be placed in 31 bins, with one to four CGs per bin
(Fig.1).

No polymorphism was detected with the COSGCs in JxF. Among the 32 CGPPBs that
have been tested yet, six were bin mapped in JxF. Four are located on linkage group 5 and
two on linkage group 7. Among the four CGs mapped on linkage group 5, two are involved in
sugar and acid metabolism and the two others are involved in fruit growth and development.

QTLs detection

QTLs were detected for all characters. QTLs detected from fruits harvested in 2006
are shown in Fig. 1 (QTLs for phenolic components are not represented). QTLs involved in
many characters are gathered in few regions, especially on linkage group 5, 4 and 6.

Actually, CGs and QTLs colocalised in JxF linkage groups 5 and 7 for sugar and acid
characters.

DISCUSSION

The bin mapping strategy, already validated on TxE, was used successfully on JxF to
map the CGs. The comparison of their location in TXE and JxF maps confirms the huge
degree of synteny that was already reported among the Rosaceae (Dirlewanger et al., 2004).

These results are in agreement with those obtained from data on fruits harvested in
2002 and 2003 (Dirlewanger et al., 2005) and will be compared to those from fruits harvested



in 2007. In the future, the colocalisation of QTLs with candidate genes, and the colinearity of
QTLs detected on different populations analyzed in the ISAFRUIT project will be examined.
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Abstract An improved genetic linkage map was con-
structed from a peach Ferjalou Jalousia® x Fantasia (JxF)
F, population. Ferjalou Jalousia® is a flat low-acidity
clingstone peach, and Fantasia is a round, normally acidic
freestone peach. This population is segregated for six
Mendelian characters: pollen sterility, peach or nectarine
fruit, flat or round fruit, clingstone, or freestone fruit. It also
segregates for the D major gene controlling the fruit’s low
acidity. A new character is reported here for the first time
that segregates as a Mendelian character: trees bearing
aborting fruits. These trees have flowers, but fruits start to
fall 2 months after blooming. This recessive character has
been named A4f. We demonstrate that it is linked to the flat
shape of the fruit. The previous map obtained from this
cross was constructed using 63 individuals, whereas the
present map was constructed using 207 individuals.
Moreover, 82 simple-sequence repeat (SSR) markers,
including 10 expressed sequence tag-SSRs, and 43 ampli-
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fied fragment length polymorphism (AFLP) markers were
added. Molecular markers linked to the six Mendelian
characters were identified, and one of them has already
been used for marker-assisted selection. This map will be
used for detection of quantitative trait loci controlling
organoleptic and nutritional fruit quality in peach.

Keywords Tree improvement - Genetics - Linkage map

Introduction

Among temperate fruit crops, the peach (Prunus persica L.
Batsch) breeding industry is one of the most dynamic
(Fideghelli et al. 1998). Peach breeders continuously
release new commercial cultivars, most of which are tasty
and aromatic. Peach is the second most important fruit crop
in Europe after apple and is the most important in the genus
Prunus. 1t is a diploid species (2n=16), with a small
genome, almost twice larger than Arabidopsis (Baird et al.
1994). Peach is genetically the best-characterized Prunus
species in which a fair number of genes controlling
important traits have been identified and display a Mende-
lian behavior (Hesse 1975; Monet et al. 1996; Dirlewanger
and Aruas 2004). Peach breeding is time-consuming,
especially for fruit-specific characters, because the trees
must be grown for at least 3 or 4 years before they bear
fruit. Therefore, molecular markers linked to these traits are
of great value for the identification and selection of plant
genotypes with the desired characters long before the traits
are expressed.

Several linkage maps, obtained by using molecular
markers, are available today in peach (Chaparro et al.
1994; Rajapakse et al. 1995; Dirlewanger et al. 1998;
Abbott et al. 1998; Lu et al. 1998; Yamamoto et al. 2001).

@ Springer
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Linkage maps were also developed from interspecific
progenies: almond x peach (Joobeur et al. 1998; Aranzana
et al. 2002; Jauregui et al. 2001; Foolad et al. 1995; Bliss et
al. 2002), peach x Prunus ferganensis (Quarta et al. 1998,
2000; Dettori et al. 2001; Verde et al. 2005), and Prunus
davidiana x peach (Foulongne et al. 2003). The Texas
(almond) x Earlygold (peach) linkage map (TxE) is
considered to be the reference map of the Prunus genus
(Dirlewanger et al. 2004b). However, to date, many peach
agronomic characters have not been mapped: 19 among the
42 single-gene traits are described (Dirlewanger and Arts
2004; Dirlewanger et al. 2004b). Moreover, among the
characters that have been already mapped, very few can be
selected by using marker-assisted selection.

In the present work, in nearly all the Prunus simple-
sequence repeats (SSRs) already published, peach
expressed sequence tag (EST)-SSRs and amplified frag-
ment length polymorphism (AFLP) markers were tested for
their polymorphism on the intraspecific peach F, progeny
Ferjalou Jalousia® x Fantasia (JxF) to complete the map
developed by Dirlewanger et al. (1998), in which quanti-
tative trait loci (QTLs) were identified (Dirlewanger et al.
1999; Etienne et al. 2002). The previous map has been
constructed based on the analysis of 63 F, individuals
instead of 207 that were used in the present map. The
previous JxF map was composed of ten linkage groups
(G1-G10), but only seven of them (G1-G7) were anchored
to the TXE reference map (G8—G10 not sharing a common
marker with TxE). The F, progeny is segregated for five
characters that were already reported as Mendelian:
pollen sterility, peach/nectarine, low-acidity/normally
acidic fruit, clingstone/freestone, and flat/round fruit.
Moreover, some of the trees did not yield any fruit at
maturity during the 3 years of observation. This character
has never been reported previously, and we named it Af
for “aborting fruit”.

The pollen sterility was first reported to be controlled by
a single recessive gene, designated as Ps (Scott and
Weinberger 1944), and was mapped for the first time by
Chaparro et al. (1994). It was reported to be located in a
small linkage group (30 cM length) arbitrarily called G8
because no common polymorphic marker with TXE was
then detected (Dirlewanger et al. 1998). The nectarine
character is controlled by a recessive gene, G, which
determines the glabrous character of the fruit skin (Blake
1933). It was previously mapped in linkage group 5
(Dirlewanger et al. 1998). The low-acidity character,
originating from the south of China (Reimer 1904), was
reported to be controlled by a single dominant gene, D
(Yoshida 1970; Monet 1979). Although the acid content is a
quantitative measure of continuous nature, the fruits can be
classified into two groups, that is, normally acidic and low
acidity, depending upon their pH value: fruits with less than
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pH 3.9 are considered as normally acidic, and those with
more than pH 4.0 are considered as low-acidity fruit. The
major gene D was mapped in linkage group 5 (Dirlewanger
et al. 1998). The freestone or clingstone character is
controlled by a single gene, F, the freestone type being
dominant (Bailey and French 1949). It was not located in
the JxF map (Dirlewanger et al. 1998) but in other maps
(Abbott et al. 1998; Quarta et al. 1998; Yamamoto et al.
2001). In the Akame x Juseitou F, progeny, it was reported
to be located in linkage group 6 (Yamamoto et al. 2001).
However, the linkage groups of this map were not assigned
according to the TXE map. In the peach x P. ferganensis
BC, linkage map, the F' gene was located in linkage group
4, all the linkage groups being assigned accordingly to the
TxE linkage map (Quarta et al. 1998; Dettori et al. 2001).
The flat fruit character originating from China was reported
to be controlled by a dominant gene, which was named S
for “saucer-shaped” (Lesley 1940). Most flat peach varie-
ties had excellent flavor with a sweet taste, low titratable
acidity (TA), and high sugar content (Ma et al. 2003). They
were also reported to have flowers with pistil lower than
stamen and to have, for most of them, fertile pollen (Ma et
al. 2003). This S gene was located in linkage group 6
(Dirlewanger et al. 1998).

Tightly linked markers were detected only for the G and
S genes: an AFLP marker was cosegregating with the G
gene and two markers, a restriction fragment length
polymorphism (RFLP) marker (PC2) and an AFLP marker
cosegregated with the S gene (Dirlewanger et al. 1998).

The objectives of this work were (1) to detect molecular
markers tightly linked to several Mendelian agronomic
characters, allowing marker assisted selection; (2) to
increase the number of transferable markers to allow
comparative mapping analyses; and (3) to increase the
precision of the map and its density, useful for further QTL
detection.

Materials and methods
Plant material

A peach F, population, including 207 individuals, was
analyzed for the construction of the genetic linkage map. It
was issued from the self-pollination of a single tree, derived
by crossing Ferjalou Jalousia® with Fantasia (Fig. 1).
Ferjalou Jalousia® is a clingstone, flat peach with low
acidity (pH 4.55 and TA=24.2 mEgq/l, evaluated on a
mixture of an equal volume of juice of six mature fruits
in 2003). Fantasia is a freestone, round nectarine with
normally acidic fruits (pH 3.33 and TA=131.7 mEq/l,
evaluated on a mixture of an equal volume of juice of six
mature fruits in 2003). The first 63 individuals were planted
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Fig. 1 Characteristic of the
parents and of the F, progeny
used for the construction of the
peach linkage map JxF and for
the marker-assisted selection for
the Af gene

Ferjalou Jalousia®

Peach (G/g)

Flat fruit (S/s)
Non-acid fruit (/D)
Clingstone (f/f)

Pollen fertility (Ps/ps)
Non aborting fruit [4f]

Fantasia

Nectarine (g/g)

Round fruit (s/s)

o Normally-acid fruit (d/d)
W Freestone (F/f)

] Pollen fertility (Ps/ps)

L¥! Non aborting fruit [4/]

F, Hybrid

Heterozygous for all the characters

Self pollinisation l :

#207 I, individuals planted in 2003 used for the
construction of the genetic linkage map

@339 additional individuals planted in 2005, submitted
to marker assisted selection for the Af gene

in 1993, and the 144 additional individuals were planted in
2000. The 207 individuals were grafted in 2002 (two trees
per individual) to synchronize all the trees for further QTL
detection and planted in an orchard in November 2003. In
2005, 1,339 additional individuals not used for the
construction of the genetic linkage map were submitted to
a marker-assisted selection for the Af gene to separate
individuals that will not produce fruits at maturity. These
individuals will be used for the fine mapping of the
agronomical characters that segregate in the F, progeny,
according to a bulked segregant analysis (BSA).

Evaluation of the agronomic Mendelian characters

Flowers and fruits were observed on nongrafted trees
during 3 years (2002, 2003, and 2005) and on grafted trees
during 1 year (2005). The pollen sterility was evaluated
according to two procedures: directly on an orchard and by
proline test (Palfi and Koves 1984). In an orchard, the
pollen fertility was evaluated on mature anthers according
to the coloration of the pollen: orange pollen is fertile, and
uncolored pollen is sterile. Ripe pollen of many plants has

Peach (G/g)

Flat fruit (S5/s)

Non-acid fruit (D/d)
Freestone (F/f)

Pollen fertility (Ps/ps)
Non aborting fruit (4f/af)

extremely high proline concentration (2%; Palfi et al.
1988). The quality of these pollens is proportional to their
proline content. Isatin reagent colors the pollen grains in
deep blue or black when their proline content is high. For
the evaluation of proline content, 20 young flowers per tree
were picked up before the opening of the anthers. The
anthers were then collected and dried for 10 min at 90°C.
The pollen was stored at room temperature and can be kept
1 year before analysis. The coloration was performed using
a mixture of 100 ml acetone, 1 ml 0.25 M citric acid, and
0.5 g isatin. Pollen was laid between microscope slides and
micro coverglass with one drop of the isatin mixture and
placed for 10 min at 90°C. The proportion of fertile pollen,
stained in dark, was evaluated. The pollen was reported to
be sterile if less than 10% fertile pollen was observed.
When the two methods were not in agreement, the proline
evaluation was repeated.

Fruits were observed for all trees at two stages: within
2 months after blooming and at maturity. At early maturity
stage, all trees had fruits. At more advanced stages of
maturity, fruits from a part of the progeny dropped down.
At this stage, peach and nectarine can be distinguished as
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well as flat or round fruits. At maturity, fruits were
evaluated for the clingstone and freestone character and
for juice pH.

For the low-acidity character, to avoid any misclassifi-
cation of intermediate fruits, TA was also taken into
account. In our present work, fruits were reported to be
low-acidity if the two following conditions were present:
pH >4 and TA <90 mEq/l; pH and TA were measured on
fruit juice as described previously (Dirlewanger et al.
1999).

DNA isolation

Fifteen milligrams of young expanded terminal leaves were
collected in a plate of 96 collection microtubes of 1.2 ml
containing a tungsten carbide bead (3-mm diameter). They
were ground in the presence of liquid nitrogen by using a
Mixer Mill MM 300 (Retsch) during 1 min and 30 s.
Genomic DNA was then directly extracted in these tubes
following the method described by Viruel et al. (1995).
DNA concentrations were measured using a spectropho-
tometer (LQuant BIO-TEK Instruments, Inc.).

SSR and AFLP analysis

Several sources of Prunus SSRs were tested for their
polymorphism in the F, progeny (Cipriani et al. 1999;
Sosinski et al. 2000; Cantini et al. 2001; Aranzana et al.
2002; Dirlewanger et al. 2002; Lopes et al. 2002;
Yamamoto et al. 2002; Clarke and Tobutt 2003; Decroocq
et al. 2003; Struss et al. 2003; Hagen et al. 2004; Messina et
al. 2004; Mnejja et al. 2004; Testolin et al. 2004; Vaughan
and Russell 2004) according to the procedure described by
Dirlewanger et al. (2002). Separation of SSR alleles was
performed on acrylamide gel, and only few SSRs were
analyzed directly on agarose gel (2%) when the two alleles
were different enough in size (BPPCT023, UDAO033,
UDAO048, UCDCH14, EMPAO0O1). The previous JXF map
(Dirlewanger et al. 1998) included AFLP markers obtained
by using EcoRI/Msel primer combinations (named eXX-
YYY, X being the selective nucleotides for EcoRI primers
and Y the selective nucleotides for Msel primers). In the
present work, AFLP markers were added thanks to a BSA
for the D character to increase the number of markers
linked to this character. Two bulks were compared: the bulk
(D) included 11 individuals with low-acidity fruits (D/D) or
(D/d) and the bulk (d) included 11 individuals with
normally acidic fruit (d/d). The individuals from each bulk
were chosen according to the pH value and to the TA
measured in 2002 and 2003. The bulk (d) includes
individuals with the lowest pH value (ranging from 3.08
to 3.62) and the highest TA value (ranging from 90 to
213 mEqg/l). At the opposite, the bulk (D) includes
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individuals with the highest pH value (ranging from 4.34
to 4.79) and the lowest TA value (ranging from 20 to
65 mEq/l). Nine hundred sixty Ps#l/Msel primer combina-
tions were tested. Selective amplifications were performed
using Pstl primers with two selective nucleotides and Msel
primers with three selective nucleotides (named pXX-YYY,
X being the selective nucleotides for Ps#l primers and Y the
selective nucleotides for Msel primers). Only combinations
giving polymorphism between the bulks were analyzed on
the progeny.

All the polymorphic SSRs were analyzed on the 207 F,
individuals. For the AFLPs, markers derived from Pstl/
Msel primer combinations (named pXX-YYY) were ana-
lyzed on all the 207 F; individuals. The AFLP derived from
Ecol/Msel primers (named eXX-YYY) were previously
analyzed on a subset of the progeny (Dirlewanger et al.
1998). Several markers per combination were often
detected and were named from the highest size to the
smallest (a—g).

Segregation analysis and map construction

Each polymorphic marker was tested by x? analysis for
goodness of fit to the segregation ratios 1:2:1 expected for
codominant markers and 3:1 expected for dominant
markers in an F, population. The linkage map was
constructed using the MAPMAKER/EXP V3.0 software
(Lander et al. 1987). Markers were first divided into linkage
groups using a critical lod score threshold of 5. The
Kosambi function was used to convert recombination units
into genetic distances. Map figure was obtained using the
FITMAPS software (Graziano and Artas 2002).

Results
Segregation of the agronomic characters

For pollen sterility, congruent results between orchard
observations and pollen isatin staining were obtained for
197 among the 207 F, individuals. The peach/nectarine,
flat/round fruit was observed on all the 207 F, individuals
at an early stage of fruit development (I month after
blooming). All the trees having no fruits at maturity bore
flat fruits, peaches, or nectarines that started to fall 2 months
after blooming. The flowers of these hybrids presented
abnormal pistil, shorter and thicker than those found on
tree-bearing fruits at maturity, and fruits crack on the
pistillar side (Fig. 2). The freestone and low-acidity fruit
character can only be evaluated on mature fruits. Conse-
quently, only the 151 individuals having fruits at maturity
were analyzed. Moreover, notations were given only for
nonambiguous observations. The segregation results are
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b)

L4

Fig. 2 Flowers and pistils of representative F, JXF individuals with
aborting fruits (a) and with fruits at maturity (b)

summarized in Table 1. All these six characters (pollen
sterility, peach/nectarine, flat/round fruit, clingstone/free-
stone, and aborting fruit) followed a Mendelian segregation
(1:3 expected for an F, population in the case of a dominant
character): the probability associated to the y* test was
higher than 0.1 for all the characters (Table 1). The
character aborting fruit appears to be controlled by a single
recessive gene.

Marker polymorphism detected in the F, population

Among the 397 Prunus SSRs tested, 208 were developed
from peach, 65 from apricot, 40 from almond, 54 from
sweet cherry, and 30 from Japanese plum (Table 2). They
originated from cDNA libraries (84), or from genomic
libraries (313). The proportion of SSRs giving amplifica-
tion was very high [94.5%; slightly higher for SSRs

Table 1 Segregation of the Mendelian characters in the JxF F, progeny

originating from cDNA library (96.4%) than from genomic
library (93.9%)] and varied between 81.5% for those
developed in sweet cherry and 99.0% for those developed
in peach.

The proportion of polymorphic SSR markers (20.0%)
varied according to their origin. It was much higher for
SSRs derived from genomic DNA (22.1% average, ranging
from 10.5% for those derived from almond to 27.5% for
those derived from peach) than for those derived from
cDNA (12.3% average, ranging from 10.9% for those
derived from peach to 17.6% for those derived from
apricot).

Among the 960 AFLP combinations tested, 13 showed a
clear polymorphic fragment between the bulks (D and d)
and were tested on all the progeny. Additional markers, not
linked to the D gene, observed with these combinations
were also mapped. A total of 43 AFLP markers (Ps#l/Msel)
were located on the JXF map, 16 of them being located in
linkage group 5.

Linkage map

All the 181 molecular markers segregating in the popula-
tion mapped in a linkage group. Among them, only 11,
spread over the linkage groups 1, 3, 4, 5, and 6, presented a
distorted segregation (0.01<P<0.05). The nomenclature and
orientation of each linkage group was given accordingly to
the reference TXE map (Joobeur et al. 1998). The resulting
map (Fig. 3) comprises 187 loci (82 SSRs, 37 RFLPs, 61
AFLPs, 1 isoenzyme, and 6 agronomical characters) linked
in seven linkage groups instead of the expected eight and
covers 621.2 cM (Table 3). No polymorphic marker was
detected on linkage group 8. For the other linkage groups,
the number of markers varied between 17 (G3) and 41
(GS5). The mean distance between markers was 3.3 ¢cM but

F, parents F, F, progeny Total Xz P
Ferjalou Jalousia® Fantasia

Pollen fertility Pollen fertility Pollen fertility Pollen sterility Pollen fertility 197 0.29 0.59
(Ps/ps) (Ps/ps) (Ps/ps) (n=46) (n=151)

Peach (G/g) Nectarine (g/g) Peach (G/g) Nectarine (n=51) Peach (n=156) 207 0.01 0.9

Flat fruit (S/s) Round fruit (s/s)
Nonaborting fruit Nonaborting fruit
(AD (Af)

Clingstone (f/f) Freestone (F/f)
Low-acidity fruit Normally acidic fruit
(D/D) (d/d)

Flat fruit (S/s)
Nonaborting fruit
(Af/af)
Freestone (F/f)
Low-acidity fruit
(D/d)

Round fruit (n=56)

Aborting fruit
(n=56)

Clingstone (n=44)

Normally acidic fruit
(n=35)

Flat fruit (n=151) 207 0.47 0.5
Nonaborting fruit 207 0.47 0.5
(n=151)

Freestone (n=100) 144 2.37 0.12
Low-acidity fruit 115 1.81 0.18
(n=80)

 Probability associated to the X test; segregation data were tested for deviation from the expected

Mendelian ratio expected in an F, population (1/3)
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Table 2 Proportion of polymorphic SSR markers according to their origin

Prunus species SSR name Origin Reference Number of SSRs
Tested Amplified Polymorphic
P. persica Pchems cDNA library  Sosinski et al. 2000 5 5 0
M Yamamoto et al. 2002 8 8 1
LF GenBank accession number BF717100% 2 2 1
EPPB Dirlewanger et al. (personal development)® 18 18 0
ECUPP GenBank accession number BU04- - - -* 31 31 5
Total 64 64 (100.0%) 7 (10.9%)
UDP Genomic library Cipriani et al. 1999; Testolin et al. 2000 26 25 8
Pchgms Sosinski et al. 2000 8 8 0
CPPCT Aranzana et al. 2002 35 34 9
BPPCT Dirlewanger et al. 2002 41 41 13
MA Yamamoto et al. 2002 28 28 7
SSRGDR GDR database (http://www.genome.clemson. 6 6 2
edu)
Total 144 142 (98.6%) 39 (27.5%)
P. armeniaca AMPA c¢DNA library  Hagen et al. 2004; Decroocq et al. 2003 20 17 (85.0%) 3 (17.6%)
AMPA Genomic library Hagen et al. 2004 17 17 3
SsrPACITA Lopes et al. 2002 21 19 4
UDAp Messina et al. 2004 7 7 1
Total 45 43 (95.6%) 8 (18.6%)
P. dulcis CPDCT Genomic library Mnejja et al. 2004 31 29 2
UDA Testolin et al. 2004 9 9 2
Total 40 38 (95.0%) 4 (10.5%)
P avium PS Genomic library Joobeur et al. 2000; Cantini et al. 2001 5 2 0
PceGA Downey and Iezzoni 2000 4 4 0
PMS Cantini et al. 2001 6 5 1
UCD-CH Struss et al. 2003 10 7 2
EMPA Clarke and Tobutt 2003 20 17 3
EMPaS Vaughan and Russell 2004 9 9 3
Total 54 44 (81.5%) 9 (20.5%)
P. salicina CPSCT Genomic library Mnejja et al. 2004 30 27 (90.0%) 5 (18.5%)

Total cDNA 84
Total genomic 313
Total 397

81 (96.4%) 10 (12.3%)
294 (93.9%) 65 (22.1%)
375 (94.5%) 75 (20.1%)

#SSRs developed from EST sequences present in GenBank
GDR Genome Database for Rosaceae

varied according to linkage group (1.8 ¢cM for G2 to 6.1 cM
for G3).

The proportion of single-locus SSRs polymorphic in JxF
F, progeny was very different according to the linkage
group (Table 4). Among the 397 SSRs tested, 310 were
already assigned to linkage groups according to the other
Prunus linkage maps. Among them, 33 were already
reported to be located in linkage group 8 (Aranzana et al.
2003; Dirlewanger et al. 2004a,b; Lambert et al. 2004;
Verde et al. 2005; Howad et al. 2005). None of them was
polymorphic on the JxF F, population: two gave no
amplification; three gave the amplification of several bands
identical in Ferjalou Jalousia®, Fantasia, and in the F,
hybrid; 19 gave amplification of a single allele identical in
the two parents and in the hybrid; and 9 allowed detecting
polymorphism between Ferjalou Jalousia® and Fantasia.

@ Springer

However, in all the cases, Ferjalou Jalousia® was homozy-
gous with one allele, and Fantasia was heterozygous and
always shared a common allele with Ferjalou Jalousia® that
was inherited in the F; hybrid. For the other groups, the
number of polymorphic SSR markers varied between 5 and
14, and the percentage of polymorphic markers varied from
13.2 (G3) to 37.8% (G6).

Markers linked to agronomical characters
and marker-assisted selection

All the Mendelian agronomic characters were located on
the linkage map (Fig. 3): £ in G4; D and G in GS5; and Ps,
S, and Af'in G6. The F gene was located between two SSRs
(UDAp-431/b was at 1.2 ¢cM and BPPCT009/b at 2.2 cM).
The D major gene cosegregated with pTC-CTG/a and pGT-
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Fig. 3 Linkage map of peach chromosomes based on the intraspecific
F, population of a cross between a low-acidity peach (Ferjalou
Jalousia®) and a normally acidic nectarine (Fantasia) by using
MAPMAKER with a lod value higher than 5 (except two regions
linked with a lod value between 3 and 5). Linkage groups have been
labeled as G1 to G7 according to the Texas x Earlygold reference map
(TxE). The names of the markers are listed on the right of each
following by the distance from the top of the linkage group calculated

Table 3 Number of markers and total genetic distance covered in each linkage group in the JxF map
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with the Kosambi function. Loci in italics are the morphological
markers. Loci in bold are new SSR markers that were integrated to the
map. For the SSRs detecting several loci, each of them is indicated by
different alphabetical letters (SSR name/a, b, c¢). Underlined loci are
the anchor points with the Prunus reference map (Dirlewanger et al.
2004b). Loci with an asterisk after the locus name had distorted
segregations (P<0.1). F Freestone; D low acid; G peach; Ps pollen
sterility; S flat; Af aborting fruit

Linkage = Agronomical =~ RFLPs  SSR locus (single locus) AFLPs  Isozyme  Number of Linkage group  Mean distance
groups characters markers size (cM) between markers
Gl 0 13 16 an 8 1 38 126.9 33

G2 0 3 8 7 11 0 22 39.7 1.8

G3 0 6 5 5) 6 0 17 104.5 6.1

G4 1 4 14 (10) 6 0 25 80.7 32

G5 2 4 13 (13) 22 0 41 102.1 2.4

G6 3 5 14 (14) 4 0 26 85.0 32

G7 0 2 12 an 4 0 18 82.3 4.5

G8 0 0 0 0) 0 0 0 0 -

Total 6 37 82 (71) 61 1 187 621.2 33
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Table 4 Proportion of single-locus SSRs polymorphic in JxF F,
progeny according to each linkage group

Linkage group Number of single-locus SSRs

Tested Polymorphic Polymorphic (%)

Gl 52 11 21.2
G2 43 7 16.3
G3 38 5 13.2
G4 37 10 27.0
G5 38 13 342
G6 37 14 37.8
G7 32 11 34.4
G8 33 0 0.0

Total 310 71 229

TTG/a and it is framed by three markers at 0.4 ¢cM and by
three markers within 1.3 ¢cM on the other side (Fig. 3). The
G gene was located between the SSR CPSCT030 (5.4 cM)
and the RFLP marker PC115 (1.4 cM) and cosegregated
with the eAC-CAA1 marker. The Ps gene was located on
the top of linkage group 6, the nearest marker (RFLP
FG40) being at 4.8 cM. The S gene was collocated with
several markers: two SSRs (MA040a and MAO14a) and
one RFLP (FG25). The character aborting fruit cosegre-
gated with the S character. The 207 F, individuals analyzed
for the construction of the genetic linkage map can be
classified into three types (Table 5, Fig. 4): (1) the trees
with round fruits growing normally and homozygous for
the Fantasia allele of MAO14a, (2) the trees with flat fruits
growing normally, heterozygous for MAO14a, and (3) the
trees with flat fruits aborting 2 months after flowering,
being homozygous with the Ferjalou Jalousia® allele of
MAO040a. The SSR MAO14a was then used to identify the
individuals that will not have fruit at maturity among the
1,339 additional individuals before planting them in an
orchard. Ferjalou Jalousia® is heterozygous for MAO14a
with allele sizes of 142 and 136 bp, Fantasia is homozygous
with an allele size of 148 bp, and the hybrid F, is
heterozygous with an allele size of 136 bp from Ferjalou
Jalousia® and 148 bp from Fantasia (Fig. 5a). As the two

Table 5 Genotype and phenotype of F, individuals around the S and
Af genes

Ferjalou Fantasia F, Three types of F;
Jalousia® individuals
MAO040a 136/146 148/148 136/
148 136/136 136/148 148/
148
S/s S/s s/s S/s S S s/s
Af/af Af Af Af af/af  Af Af
Number of 56 95 56
F, hybrids

S Flat fruit; s round fruit; 4f nonaborting fruit; af aborting fruit
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alleles segregating in the progeny were very different in
size (136 bp for the allele linked to the flat type and 148 bp
for the allele linked to the round type), the analyses can be
done directly on agarose gel 2% (Fig. 5b): 299 individuals
were found to be homozygous with the 136-bp allele
originating from Ferjalou Jalousia®, 700 were heterozy-
gous, and 340 were homozygous for the 148-bp allele
originating from Fantasia.

Discussion
Marker polymorphism

In agreement with previous results on the transportability of
microsatellite markers across the genus (Cipriani et al.
1999; Dirlewanger et al. 2002; Lambert et al. 2004), SSRs
from different Prunus species amplified DNA from the
peach individuals used: 95.6% for apricot, 95% for almond,
90% for Japanese plum, and 81.5% for sweet cherry. As
peach and almond are part of the same Prunus subgenus
Amygdalus, a high value of transportability between these
two species was expected. A high proportion of transport-
able SSRs was also observed with apricot and Japanese
plum, two species belonging the Prunophora subgenus. A
lower proportion was observed with the SSRs from sweet
cherry belonging to the Cerasus subgenus, suggesting that
this subgenus is genetically more distant than the Pruno-
phora subgenus from the Amygdalus subgenus.

Among the 397 SSRs tested in the JxF F, progeny, 75
revealed a polymorphism. This rate of polymorphism
(20%) is lower than that reported in other Prunus
progenies: 33.1% in a peach x P. ferganensis BC; (Verde
et al. 2005) and 70% in a F, peach X P. davidiana
(Foulongne et al. 2003). This low level of polymorphism in
the JxF F, population was already observed (Dirlewanger
et al. 1998): 22.8% of the RFLP probes were polymorphic
by using six enzymes. This is the consequence of the very
low genetic distance between the two parents of the
progeny (Dirlewanger et al. 2002), although they differ
for many agronomical characters. The proportion of
polymorphic SSRs was much higher for SSR originating
from genomic libraries (22.1%) than for those originating
from cDNA libraries (12.3%). SSRs developed from EST
sequences are more informative because homologous
function can be identified, but the amplified sequence is
less variable. Among the 84 EST-SSRs tested, 10 were
polymorphic and located in the linkage map.

Linkage map and comparison with the reference Prunus map

The previous JXF linkage map, constructed with 63 F,
individuals, included RFLP, rapid analysis of polymorphic
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Fig. 4 Representative fruits

2 months after blooming. Nec-
tarines and peaches of the F,
individuals can be divided into
three types: a Round fruit
growing normally, b Flat fruit
growing normally, and ¢ Flat
fruit aborting 2 months after a)
blooming. The hypothesis
concerning their genotype is
indicated

Round fruit (s/)
Non aborting fruit (4/74f)

b) Flat fruit (5/5)
Non aborting fruit (Af/af)

¢) Flat fruit (8/5)
Aborting fruit (af/af)

DNA (RAPD), and AFLP markers (Dirlewanger et al.
1998). As already mapped RAPD and AFLP markers were
dominant markers and less informative than the RFLP and
SSR markers, only the AFLPs that mapped with a lod
higher than 5 in regions poor in markers were kept in the
new map. The previous map was composed of 11 linkage
groups: G4 was divided into two linkage groups, and G8 to
G10 were not assigned accordingly to the TXE map because
they did not share any common markers (Dirlewanger et al.
1998). G8 of the precedent map, including the Ps gene,
merged with the top of G6 of the present map; G10 of the
precedent map merged with the bottom of G3 of the present
map; and G9, including only nontransportable markers
(RAPDs and AFLPs), was discarded. The present linkage
map is now composed of seven linkage groups instead of
the eight expected. All the linkage groups (G1 to G7) were
assigned accordingly to the reference TXE Prunus map by
using 46 common anchor markers (16 in G1 and 1, 3, 8, 7,
5, 6 in G2 G3, G4, G5, G6, and G7, respectively; Fig. 3).
Common markers were in the same order in the two maps
except two RFLPs (AG36 and AG116) in G1. These two
RFLPs segregated as single locus in JxF and as multilocus
in TxE. Different loci may be polymorphic in the two
maps. This confirmed the high degree of conservation
between Prunus genomes (Dirlewanger et al. 2004b). No
marker remained unlinked. A total of 82 SSR loci were
added in this new map, and among them, 29 were mapped
for the first time.

The percentage of polymorphic SSRs varied according
to the linkage group. The distribution of markers over the
Prunus linkage groups was already reported not to be
uniform: the highest number of markers was encountered
on G1 and the lowest on G8 (Foulongne et al. 2003). In the

Nectarine Peach
(g/8) [G]
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TxE reference map, 38 SSRs were located in G1 and 17 in
G8, with the biggest gap between SSRs in G8 of 11 cM,
between PS1h3 at 31.6 ¢cM and CPDCT024 at 42.6 cM
(Dirlewanger et al. 2004b). Among the 33 SSRs known to
be located in G8 in other Prunus linkage maps, none was
polymorphic in the current population. A subset of them
allowed detecting polymorphism between Ferjalou Jalousia
and Fantasia, but the two parents always shared a common
allele that was inherited in the F; hybrid. Consequently,
chromosome 8 of each of the two parents is not identical,
but the probability to detect SSR marker heterozygous in
the F; is very low. In the BC, map, issued from the
segregation analyses within a P. persica X P. davidiana
backcross, linkage group 8 was not represented: only one
marker revealed polymorphism in this population (Quilot et
al. 2004).

Segregation of the agronomic Mendelian characters
and marker-assisted selection

All the agronomic characters segregated according to
Mendelian ratio. As previously reported (Dirlewanger et
al. 1999; Etienne et al. 2002), the D gene controlling the
low acidity of the fruit can be analyzed as a major gene.
The presence of trees having flowers but with aborting
fruits is reported here for the first time. Thanks to the
codominant SSR markers MA040a and MAO14a, it was
possible to conclude that individuals homozygous for the
flat allele do not bear mature fruits. The dominant S allele,
already known to control the flat shape of the fruit (Lesley
1940), affects many other characters especially when it is
homozygous. The pistil of the flower is very short and
thick, and the fruits do not grow normally. Among the trees
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F, hybrids used for the construction of the JxF linkage map

202
Ferjalou Jalousia®

Fantasia

o

ZE8CRRRRERRE

210

< 148 bp
<= 146 bp

E —_

b
Fig. 5 Analyses of F; individuals with the MAO14a SSR marker. The
alleles are indicated by arrows. The longer one (148 bp) is inherited
from Fantasia and is linked to the round-shape fruit and nonaborting
fruit (4f) alleles. The smaller one (136 bp) inherited from Ferjalou

Jalousia is linked to the flat fruit (S) and aborting fruit (af) alleles.
a Analyses on acrylamide gel of several F, individuals used for the

producing aborting fruits, some have flowers with fertile
pollen, and some have flowers with sterile pollen. Conse-
quently, this character is not linked to pollen sterility,
located on the top of G6. The hypothesis of pollen with
self-incompatibility system was discarded by adding for-
eign pollen on flowers (data not shown). Fruits on
pollinated trees started to fall 2 months after pollination.
Additionally, all the fruits that fall prematurely display a
crack on the pistilar side of the fruit even when they were
very small (Fig. 4). The mechanism of this premature fall of
the fruits is not yet elucidated. However, by using the SSR
marker MAQO14a, our results suggest that the two characters
flat fruit and aborting fruit are controlled by a single gene,
and the protein encoded by this gene modulates fruit
development: when being heterozygous (Ss), the shape of
the fruit is flat, and the fruit development is not disturbed,;
when being homozygous (SS), the shape is flat, and the
fruit development is inhibited. However, the presence of
two tightly linked genes could not be rejected yet: the
dominant allele of the S gene being linked to the recessive
allele of the Af gene. The knowledge of the function of the
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construction of the genetic linkage map JxF and of the parents.
Individuals with a black dot do not have fruit at maturity. b Analyses
on agarose gel of F, individuals not used for the construction of the
genetic linkage map but for the fine mapping of the agronomical
characters that segregate in the progeny. Individuals with asterisk
should not have fruit at maturity and were separated from the others

genes affecting fruit shape would be the key to understand
the manner in which mutations in these genes perturb
development processes. In pepper and eggplant, fruit shape
determination was mainly associated with growth (Kano et
al. 1957). In tomato, several major genes controlling fruit
shape were identified (Ku et al. 2000; Van der Knaap and
Tanksley 2001, 2003; Van der Knaap et al. 2002). However,
based on all of the genetic and mapping studies conducted
to date, it is estimated that less than ten loci account for the
majority of the changes in size and shape (Tanksley 2004).
The first two size and shape QTLs cloned (fw2.2 and ovate)
code for novel plant-specific proteins responsible for
alterations due to changes in regulation rather than in the
sequence and structure of the encoded protein (Frary et al.
2000; Liu et al. 2002). The ovate gene, conditioning both
the pear shape and the elongated fruit shape, corresponds to
a putative regulatory protein expressed from the early stage
of floral development (Liu et al. 2002). The mutation
associated with a change from round to elongated or pear-
shape fruit results from a premature stop codon presumably
responsible for a putative loss of function consistent with
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the recessive behavior of the elongated or pear-shaped
allele. In peach, the s recessive allele responsible for the
round shape appeared to correspond to a gene necessary for
fruit development.

In conclusion, the current linkage map, including 82 new
SSR loci, represents a useful resource for plant breeders
working on Prunus. Because of the high level of colinearity
and synteny among the Prunus species (Dirlewanger et al.
2004Db), the present map can help in covering the Prunus
genome. Moreover, for each Mendelian character studied,
linked molecular markers were identified. The character
aborting fruit controlled by the recessive allele Af,
described here for the first time, is linked to the dominant
allele S controlling the flat shape of the fruit. Marker-
assisted selection was then performed to identify, before
planting them in orchard, the individuals which should not
bear fruit at maturity. As SSR and AFLP markers
cosegregating and enframing the D gene were identified, a
cloning strategy will be initiated, and recombinants will be
searched among the individuals that will have normal fruit
at maturity. The present map will be used for a new
detection of QTLs involved in the fruit component that
determine fruit quality to precise and complete previous
analyses.
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Fine mapping of the D gene controlling fruit acidity in peach and screening of a new BAC
library

Boudehri K, Cardinet G, Capdeville G, Troadec C, Caboche M, Bendahmane A, Dirlewanger E.

" INRA, UREF, BP81, 33883 Villenave d’Ornon cedex, France
> INRA/CNRS/UEVE, UMR 1185 Recherche en Génomique Végétale (URGV), CP5708, 91057 Evry
cedex, France

Peach (Prunus persica (L.) Batsch) is the second most important fruit tree crop in Europe after
apple. It is a diploid species (2n=16) with a short juvenile period (2-3 years) and a small genome (262
Mb) about twice the size of that of Arabidopsis thaliana. Therefore, peach is considered as a model for
Rosaceae. A peach F, progeny (JxF) obtained from a cross between Ferjalou Jalousia” and Fantasia,
segregating for several mendelian traits, was analyzed for fruit quality traits and used for the
construction of a genetic linkage map. The D gene controlling the “non-acid” character of peach fruit
was mapped on linkage group 5 and co-localized with QTLs with major effects involved in the control
of pH, titratable acidity, organic acid contents and with QTLs with low effect for sugar contents. To
understand the molecular and physiological bases of the D gene, a positional cloning strategy is in
progress. Thirty tree new markers were added on linkage group 5 using a BSA-AFLP method. Eleven
AFLP markers were located within 10 ¢cM containing the D gene. Two SSR markers and four AFLP
markers transformed into SCARs were used to identify recombinants among 1510 F, additional
individuals obtained for the fine mapping of the D gene. A new BAC library was realized for the
isolation of the D gene using F; hybrid DNA (obtained from the JXF cross) which is heterozygous for
this character. This new BAC library was realized at URGV and contains about 52 000 clones with a
mean insert size of approximately 90 kb corresponding to 15-16x coverage of the peach haploid
genome. The BAC library was screened with nearest codominant markers in order to identify clones
containing the D and d alleles. Positive clones were already identified for each allele with the D-Scar(
marker cosegregating with the phenotype. A physical map will be constructed for each allele and the
two sequences will be compared in order to identify the D gene. According to the high level of
synteny reported within the Rosaceae, the results should be transferred to the other species of this
family.

Keywords: BSA-AFLP, fine mapping, BAC library, fruit acidity, peach.
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Oral Presentation

From the Fine Mapping to the Cloning of the D Gene Involved in Quantitative Traits in
Peach Fruit Quality

Karima Boudehril, Gaélle Cardinet', Gaélle Capdevillel, Mohamed-Amine Belka', Michel Caboche?,
Abdelhafid Bendahmane?®, Elisabeth Dirlewanger'.

"' INRA, Unité de Recherche sur les Espéces Fruitieres (UREF), BP81, 33883 Villenave d’Ornon
cedex, France

> INRA/CNRS/UEVE, UMR 1185 Recherche en Génomique Végétale (URGV), CP5708, 91057 Evry
cedex, France

A peach F, progeny (JxF), obtained from a cross between Ferjalou Jalousia® and Fantasia,
segregating for several mendelian traits, was analyzed for fruit quality traits and used for the
construction of a genetic linkage map. The D gene controlling the “non-acid” character of peach fruit
was mapped on linkage group 5 and co-localized with QTLs with major effects involved in the control
of pH, titratable acidity, organic acid contents and with QTLs with low effect for sugar contents. To
understand the molecular and physiological bases of the D gene, a positional cloning strategy is in
progress.

Using a BSA-AFLP method, 11 AFLP markers were located within 10 cM containing the D
gene, with 2 markers co-localizing with this gene. Two SSR markers and three AFLP markers
transformed into SCARs were used to identify recombinants among 1510 F, additional individuals.
The fine genetic map of the region around the D gene was realized after genotyping and phenotyping
of these individuals. A new BAC library was realized for the isolation of the D gene using F; hybrid
DNA (obtained from the JxF cross). Screening of the BAC library will be realized with flanking
markers to identify the clones containing the D and d alleles and a physical map will be constructed
for each allele and the two sequences will be compared in order to identify the D gene. The same
strategy can be used for other traits segregating in this progeny and the results could be transferred to
other Rosaceae.

Key words: Fine mapping, gene cloning, BAC library, fruit quality, peach
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Toward the isolation of the D gene controlling the acidity of the peach fruit
by positional cloning

K. Boudehril*, G. Cardinetl, C. Renaudl, Y. Tauzinl, C. Troadecz, D. Jublotz, A. Moing3, A.
Bendahmane?, E. Dirlewanger’
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Peach (Prunus persica (L.) Batsch) is the second most important fruit tree crop in
Europe after apple. It is a diploid species (2n=16) with a short juvenile period (2-3 years) and
a small genome (262 Mb) about twice the size of that of Arabidopsis thaliana. Therefore,
peach is considered as a model for Rosaceae. A peach F, progeny (JxF), obtained from the
self pollination of one F; individual issued from a cross between Ferjalou Jalousia® and
Fantasia, segregating for several mendelian traits, was analyzed for fruit quality traits and
used for the construction of a genetic linkage map. The D gene controlling the “non-acid”
character of peach fruit was mapped on linkage group 5 and co-localized with Quantitative
Trait Loci (QTLs) with major effects involved in the control of pH, titratable acidity (TA),
organic acid contents and with QTLs with low effect for sugar contents. To understand the
molecular and physiological bases of the D gene, a positional cloning strategy is in progress.

Using a Bulked Segregant Analysis — Amplified Fragment Length Polymorphism
(BSA-AFLP) method, 11 AFLP markers were located within 10 cM containing the D gene,
with 2 markers co-localizing with this gene. The nearest AFLP markers will be transformed
into SCARs (Sequence Characterized Amplified Regions) and used to identify the
recombinants among 1510 F, additional individuals. Two codominant SCARs were already
obtained: M2 and M3 readable on agarose and acrylamide gel respectively. The fine genetic
map of the region around the D gene will be realized after genotyping and phenotyping of
these 1510 individuals. The two flanking SCAR markers will be used for screening a new
Bacterial Artificial Chromosome (BAC) library for chromosome landing. This new BAC
DNA library was realized at URGV from F; hybrid DNA obtained from the JXF cross. This
BAC library (partially digested by HindlIll) contains 52 000 clones with a mean insert size of
approximately 90 kb and a 15-16x coverage of the peach haploid genome. Screening of the
BAC library will be realized with flanking SCARSs to identify the clones containing the D and
d alleles. The physical map for each allele will be constructed and the two sequences will be
compared in order to identify the D gene. The same strategy can be used for other mendelian
traits and the results can be transferred to other Rosaceous fruit trees and particularly to the
Prunus genius.
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Vers le clonage du géne D contrdlant le caractere non acide du fruit chez
le pécher (Prunus persica (L.) Batsch)
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A., *MOING, A., 'DIRLEWANGER, E.
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Une nouvelle carte génétique a été réalisée a partir d'une descendance F, de 207
individus, issus d'un croisement entre une péche plate non acide Ferjalou Jalousia®
et une nectarine ronde normalement acide, Fantasia. Cette descendance est en
ségrégation pour plusieurs caractéres Mendéliens dont le géne D contrélant le
caractére non acide du fruit. Ce géne est dominant et co-localise avec des QTL a
effets majeurs controlant I'acidité titrable, le pH et la teneur en plusieurs acides
organiques ainsi que d’autres QTL a effet plus faible pour les sucres solubles.
Cependant, aucun géne candidat n'a encore été localisé dans cette région (1).
Actuellement, aucune hypothése majeure ne peut étre formulée quant aux types de
genes impliqués. L’objectif de ces recherches est l'identification, par une approche
de clonage positionnel, des genes présents dans la région contenant le géne D. Une
cartographie fine de cette région par BSA avec des marqueurs AFLP est en cours :
960 couples d'amorces Pst/Mse ont été testés. Vingt quatre marqueurs sont liés au
gene D, et parmi les 6 déja cartographiés, 1 co-localise avec le géne. Les marqueurs
AFLP les plus proches seront transformés en SCAR pour cribler les clones BAC de
la banque qui sera réalisée a partir de I'nybride F4, hétérozygote pour tous les
caractéres Mendéliens en ségrégation. L’identification du géne D aprés clonage
permettrait de comprendre les mécanismes physiologiques sous-jacents et compte
tenu de la synténie importante existante au sein des Rosacées fruitiéres ligneuses,
et particulierement des Prunus, les résultats obtenus pourront étre transférés a
d’autres espéces de cette famille (2).

(1) Etienne, C., Rothan, C., Moing, A., Plomion, C., Bodénés, C., Svanella-Dumas,
L., Cosson, P., Pronier, V., Monet, R., Dirlewanger, E. (2002) Candidate genes and
QTLs for sugar and organic acid content in peach [Prunus persica (L.) Batsch].
Theor. Appl. Genet. 105, 145-159.

(2) Dirlewanger, E., Graziano, E., Joobeur, T., Garriga-Calderé, F., Cosson, P.,
Howad, W., Arus, P. (2004) Comparative mapping and marker-assisted selection in
Rosaceae fruit crops. Proc Natl Acad Sci USA 101, 9891-9896.
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FINE MAPPING OF THE SAUCER GENE (S)

CONTROL
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INTRODUCTION:

n k.

AT

The single, dominant gene regulating saucer (flat) vs. non-saucer (round) fruit shape (S/s) affects also flower and fruit development of
homozygous SS trees (Fig. 1). These individuals have flowers with abnormal pistil, short and thick. Fruits remain very small and are all
cracked at the pistilar end. They fall two months after blooming. The stone shape is modified and the germination is affected. Based on
the segregation analyses of the Ferjalou Jalousia® x Fantasia population including 208 F, individuals (Fig. 2) the S locus was mapped
on LG6 and co-localized with a co-dominant microsatellite marker MAO14a (Fig. 3). The objectives of this study are the identification of
the gene(s) responsible for the flat shape and the understanding of the way it affects flower and fruit development. In the present work
we present the fine mapping of the S locus, the first steps towards its identification.

Fig. 1: Comparison of fruits, flowers, stones
and seeds of round vs flat peach

Fig. 2: F, mapping population

Flat

]
2 months after blooming

. aturity _
Fruits Ferjalou Jalousia®
Peach (G/g)
Flat fruit (S/s)
Low acid (D/D)
Aborting Fruit [Af]

Fig. 3: JxF LG6 based on
208 F, individuals

Fantasia
Nectarine (g/g)
Round (s/s)
Acid fruit (d/d)
Aborting fruit (af)

Flowers

F1 heterozygous for the
mendelain characters

=) PPJ'FH BAC
library

F2Individuals

Mapping population (JxF): 208 individuals
Fine mapping: 2161 individuals

LG6
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CPPCTO004 (9.2)
EMPaS01 (14.9)
pCC-AGTa (34.3)
EMPA004 (35.3)
UDP98-407 (38.7)
pTG-TGGd (46.6)
MAO027a (55.7)
pCC-GAAd (55.9)
BPPCT025 (56.2)
pCT-GTAa (57.5)
pCC-GAAf (67.4)
pCA-TGTef (69.6)
UDP98-412 (72.1)
MAO040a (72.4)

Fig. 4: Genotyping of F, individuals with
MAO14a and AMPA121 on agarose gel

Fig. 5: Genotyping of F, individuals with
MAO040a and UDP98-412 on agarose gel
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RESULTS .
Fig. 6: Fine map of the S locus based on 828

> Fine mapping of the S locus using five SSR markers (Fig. 3 and 6). individuals
90 trees recombining within this region were identified and will be screened
with new markers. The S locus was framed by two markers : MAO14a and

BPPCTO18 (Fig. 6).

» Screening of the PPJFH new BAC library (52 000 clones with a mean
insert size of approximately 90 kb,15x coverage): positive clones were already
detected with BPPCT018, MAO40a and MAO14a. BAC-end sequences will be
used to developed new markers for the construction of a physical map..
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* “Les Jarres” INRA Experimental Unit for growing the

progeny in their orchard.
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FURTHER STEPS...
Chromosome walking and identification of the BAC clones containing
the S locus







Isolatlon of the gene(s) underlying frmt acidity in peach by positional cloning
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Introduction

Acidity is an essential component of the organoleptic quality of fleshy fruits. However, the physiological and molecular mechanisms controlling fruit
acidity remain unclear. In peach low-acidity is determined at the D locus by the dominant allele. Using a peach F, progeny (JxF), obtained from a cross
between Ferjalou Jalousia® and Fantasia, segregating for several Mendelian traits (Fig. 1), the D locus was mapped on linkage group 5 and co-
localized with QTLs with major effects involved in the control of fruit pH, titratable acidity (TA), organic acid contents and with QTLs with low effect for
sugar concentration. To identify the gene(s) underlying acidity control at the D locus in peach, a positional cloning strategy was undertaken. A fine
genetic map of the region containing the D locus was realized based on an extended progeny and using SSR and SCAR markers. These markers
were used for the screening of a new peach Bacterial Artificial Chromosome (BAC) library and the identification of BAC clones containing the D locus.

Material

Fig. 1: Origin of the F2 progeny used for the construction of the
genetic linkage map and the location of the D locus

Fig. 2: F, individuals screened with (1) D-Scar1,
(2) D-Scar3 and (3) D-Scar6 on agarose gel

* 1718 F2 individuals used for the fine mapping

+ JxF F1 hybrid DNA used for the construction
of the BAC library (Fig. 1)

Methods

» AFLP markers were transformed into
Sequence Characterized Amplified Region
(SCAR) or Cleaved Amplified Polymorphic
Sequence (CAPS).

* Fruits were harvested at maturity. Two
repeats of 6 fruits per genotype were analyzed

Ferjalou Jalousi

Peach (G/g)

Flat fruit (S/s)
Low-acid fruit (D/D)
Clingstone (f/f)
Pollen fertility (Ps/ps)
Non aborting fruit [Af]

Nectarine (9/g)
Round fruit (s/s) s
Normally-acid fruit (d/d)
Freestone (F/f)
. Pollen fertility (Ps/ps)
'l Non aborting fruit [Af]

for pH and TA.

* For the PPJFH BAC library, DNA was
partially digested by Hindlll.

F, individuals

208 ind. => genetic map
Planted in 2002

+ 1510 ind. => positional cloning
Planted in 2005 and 2006

Fig. 4: Fine map of

Results

* Six AFLPs were converted into codominant SCARs or CAPSs: D-Scar0 (MO0),
D-Scar1, D-Scar2, D-scar3, D-Scar6 and D-Scar7(M7) (Fig. 2).

+ 307 recombinant individuals were identified between MA026a and BPPCT041.

* 133 recombinants produced fruits and were phenotyped (Fig. 3).

* A fine map of the D locus was constructed based on 1718 individuals and D
was localized in a 0.4 cM interval (Fig. 4).

* A new BAC library named PPJFH was constructed. It contains 52 000 clones
with a mean insert size of approximately 90 kb and a 15x coverage of the peach
haploid genome.

* A BAC clone (n°109) positive with MO and M7 was used to estimate the
physical/genetic distance ratio : 250 Kb/cM in the region of the D locus.

« A physical map was constructed (Fig. 5) after two chromosome walking steps.

» Two BAC clones harbouring the D locus, one for each allele, were sequenced
(Fig. 5) and eleven predicted genes were found: receptor (Rcp), transporter (Trp),

resistance (Res), hypothetical protein (Hyp), enzyme (Enz), transcription factor
(TF) (Fig. 6).

Fig. 5: Physical map of the D locus
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Further steps...

» Synteny analyses within the Rosaceae and other fruit crops
« Validation of the candidate gene(s): qRT-PCR, Tilling in tomato.
« Variability analyses of the candidate gene(s) using EcoTilling

Acknowledgments
* INRA, Ministry of Foreign Affairs of Algeria and the “Conseil
Régional d'Aquitaine” for funding this research.

» The technical team of UREF-INRA Bordeaux for producing the
hybrids, fruit harvesting and biochemical characterization.

« “Les Jarres” INRA Experimental Unit for growing the progeny.

VII In'rerna‘rlonal each Symposium J'une é-'fl 20()9 Llecd *' f-.






A ¢ L e L YRR TTRR Y fa . W W VA T %
QTL analysis of characters mvolved in fruit quality in Prunus persica '

and related species and co-localization with candidate genes in the

European Project ISAFRUIT

Dirlewanger, E', Boudehri K', Renaud C', Fouché M', Craset C?, Le Dantec L', llla E2, Lambért P2,
Debc&rde C43, Maucourt M45, Quﬁlot B?, Howad W2, Moing A%, Poessel ..IL2 Arus P3

T INRA, UR419 Unité de Rechgrches surles Espéces Frmtléres B.P. 81 ' F-83 140 Villenave & Omon  France.
2INRA, UR1052, Unité de Génétique et Amélioration des Fruits et Legumes, Domaine St.Maurice;B.P. 94, F-84148 Montfavet, France.
3 IRTA: Centre de Recerca en Agrogenomica CSIC-IRTA-UAB, Carretera de Cabiils Km 2, 08348 Cabrils (Barcelona), Spain.
4INRA; UMR619, Fruit Biology, INRA, Université de Bordeaux 1, Université de Bordeaux;2, 5 Péle Métaboleme-Fl Ixorge, IFR103 BVI, B.P.

81, F-33 140 Vlllenave d’Ornon, France.
S b ] Wl

Introduction: ISAFRUIT is an integrated European project aimed at increasing fruit consumption with the goal to improve health of the

(Work package 6.1). In Prunus this was performed on two peach (Prunus persica L. Batsch) and two apricot (Prunus armeniaca L.) progenies. Only
results obtained for the two peach progenies are presented here.

Material and methods: Two peach progenies were analyzed: an intra-specific F, progeny issued from Ferjalou Jalousia® x Fantasia cross
(JxF) and an inter-specific progeny referred to as BC2 derived from a cross between a peach and a clone of a wild related species Summergrand x clone
P1908 (Prunus davidiana) (Fig 1). The composition of fruit flesh was evaluated on 130 individuals in JxF and 122 in BC,. The major metabolites were
evaluated using "H-NMR metabolic profiling (Fig 2) and phenolic compounds were determined by HPLC-DAD (Fig 3). The genetic maps derived from the

Fig 2: "H-N i ili Fig 3: HPLC-DAD metabolic profiling
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» 163 CGs were selected and primer pairs designed, 133 CGs were bin mapped in the TXE Prunus reference map
» JxF: 8 CGs were mapped in JxF and co-localization CG/QTL were identified in LG5 (phenolics) and LG7 (sweetness) (Fig 4)
» BC,: 4 regions on 3 LGs were selected in order to check the co-localizations between CGs and QTLs (Fig 5)
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Towards map-based cloning: fine mapping of the D gene involved in
peach fruit acidity
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Introduction
Peach (Prunus persica (L.) Batsch) is the second most important fruit crop in Europe after apple. It is a diploid species (2n=16) with a short juvenile

period (2-3 years) and a small genome (262 Mb) about twice the size of Arabidopsis thaliana. Therefore, peach is considered as a model for Rosaceae. A
peach F2 progeny (JxF), obtained from a cross between Ferjalou Jalousia® and Fantasia, segregating for several Mendelian traits (Fig. 1), was analyzed
for fruit quality traits and used for the construction of a genetic linkage map. The D gene controlling the “non-acid” character of peach fruit was mapped on
linkage group 5 and co-localized with Quantitative Trait Loci (QTLs) with major effects involved in the control of pH, titratable acidity (TA), organic acid
contents and with QTLs with low effect for sugar contents. To understand the molecular and physiological bases of the D gene a positional cloning
strategy is in progress. A fine genetic map of the region containing the D gene based on an extended progeny was realized using SSR and SCAR
markers. These markers will also be used for the screening of a new Bacterial Artificial Chromosome (BAC) library for chromosome landing.

. | Fig. 4: Fine mapping of the D gene on LG5

Material Fig. 1: Origin of the F2 progeny used for the construction of the
—_— genetic linkage map and the location of the D gene
» 1718 F2 individuals used for the fine mappin . : ' i
PPING B [Ferjalou Jalousia® At posterond ) Cremosme gt o,
* JXF F1 hybrid DNA used for the construction peacn (04 " il L Necarne (09) ot betueen e e o e i)
H f at fruit (S/s, 4 fi J ound fruit (s/s)
of the BAC library (Fig. 1) Non-acid fruit (/D) [j§ : : Normally-acid fruit (d/d) Non-acid Normally-acid
Clingstone (f/f) 4 d 2 Freestone (F/f) fruit fruit
.l Pollen fertility (Ps/ps) . X | B Pollen fertility (Ps/ps)
; i o= Non aborting fruit [Af]

MethOds Non aborting fruit [Af] i
« AFLP markers were transformed into 1
Heterozygous |F; Hybrid

Sequence Characterized Amplified Region

(SCAR). |
. Self pollination L

« Fruits were harvested at maturity. Two
repeats of 6 fruits per genotype were analyzed
for pH and Titratable Acidity.

) _For the BACnllbrary DNA was partlally 208 ind. => genetic map + 1510 ind. => positional cloning
digested by Hindlll Planted in 2002 Planted in 2005 and 2006

B) Chromosome representation according

F, individuals |
|_BPPCT041

Fig. 2: F, individuals screened with (1) D-Scar1, (2) Fig. 3: Distribution of the phenotyped recombinants and
D-Scar3 and (3) D-Scar6 readable on agarose gel homozygous individuals between MA026a and BPPCT041 for
pH and Titratable acidity (TA).
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Fig. 5: Partial screening of the BAC library with D-Scar0
on 2% agarose gel.

Results
* Six AFLPs were converted into codominant SCARs: D-Scar0, D-Scar1, D-Scar2, D-scar3,

D-Scar6 and D-Scar7 (Fig. 2).
» 307 individuals identified as recombinants between MAO26a and BPPCT041 markers. T
* 133 recombinants produced fruits and were phenotyped (Fig. 3).

* Fine genetic map: D gene localized between D-Scar1 and D-Scar3 (Fig. 4B).

* New BAC library containing 52 000 clones with a mean insert size of approximately 90 kb

and a 15-16x coverage of the peach haploid genome. Firsts screening highlighted positive

clones for each allele using the closest marker D-Scar0 (Fig. 5).

Positive clones

Perspectives | Acknowledgments
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» Second phenotyping (Summer 2008)
« Screening of the BAC library and BAC end sequencing => Physical map for each allele | research.
*“Les Jarres” INRA Experimental Unit for

* BAC clones sequencing => 1 for each allele => Identification of the D gene
growing the progeny in their orchard.

» Microsynteny : Rosaceae, Populus, Vitis.






QTL analysis of metabolites involved in fruit quality in Prunus species and
co-location with candidate genes in the European Project ISAFRUIT
Preliminary results obtained on P. persica related species
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Introduction: ISAFRUIT, an integrated European project, aims at increasing fruit consumption with the goal to improve health of the consumers. One of
the objectives of the work package GENFRUIT is to set the genetic basis of fruit quality by mapping the major genes and QTLs involved (Work package 6.1).
This is performed on two peach (Prunus persica L. Batsch) and two apricot (Prunus armeniaca L.) progenies. Only results obtained on peach are presented.

Materlal and methods Two peach progenies were analysed: one is an intraspecific F, JxF progen;ig 1: Peach progenies

progenies issued from Ferjalou Jalousia® x Fantasia cross (JxF) and the second derived from an
Ferje (.

interspecific cross between the peach Summergrand and the clone P1908 of a wild species ,_:'- ! : EgProgeny
related to peach, Prunus davidiana (BC,) (Fig 1). The composition of fruit flesh was evaluated on _“1‘?2 igeiviguAS
130 individuals in JxF and 122 in BC,. The major metabolites were evaluated using 'H-NMR _
metabolic profiling (Fig 2) and the phenolic compounds were determined by HPLC-DAD (Fig 3). BC, progeny

. . . . Summergrand
The genetic maps derived from the progenies have been constructed or saturated using anchor 3umme,g,and  Zéphir
markers mapped to the reference ‘Texas’ x ‘Earlygold’ (TXE) map. QTL analyses were performed persica 'E - -

on fruits harvested in 2006. The same analyses will be done on fruits harvested in 2007.

Prunus llavtduma

Fig 2: "H-NMR metabolic profiling
JxF n°61

Main specificities of each progeny and common points
between JxF and BC,

/' » Metabolite compositions differ in the two progenies

- Two ‘unknown’ phenolics (Fig 3: components 6 and 8) are mainly detected with HPLC in the JxF progeny
- Most other phenolics have a higher concentration in the BC, than in the JxF progeny (Figs 2 and 3)

Residual water

Prunasin

» Correlations (Pearson) between metabolites reveal similarities and differences between
the two progenies
BC

- Negative correlations are
observed between sucrose and
secondary metabolites in both
progenies.

- Positive correlations are
observed between several
secondary metabolites in both
progenies.

acids

Fig 3: HPLC-DAD metabolic profiling
IXF %61

- Differences between progenies
o are observed for correlations

1- neochlorogenic acid nE o between amino acids and
secondary metabolites.

metabolites.

2- p-coumaroylquinic acid

f » QTLs detected in the two progenies

3- catechin | Sugars Organic acids Amino acids Phenolics

4- prunasin Sorbitol LG6  Fumarate LG4 Alanine LG5 3,5-dicaffeoylquinic acid LG4
" 5- chiorogenic acid Xylose LG6  Succinate LG2 Valine LG4, LG6,LG7  Neochlorogenic acid LG6
6- unkown peakl RT = 64 min [N Quinate LG6, LG7 Chlorogenic acid LG6
Prunasin LG6

| 7- 3,5-dicaffeoylquinic acid 4
1 20 AWUJMLS unkoun peaiz RT = 93 min » QTLs with major effect for Malate (R?=54.5), Citrate (R?=38.1) and Fumarate (R?=22.9) are all

located on LG 5 in JxF. In the BC,, the main QTL for Malate is located in LG1 and its effect is
much lower (R2=8.3); for Fumarate the main QTL is located on LG4 (R2=6.3)

Prunasin: an unexpected component » For some metabolites no common QTLs between the two progenies was detected

Prunasin (D delonitrile-B-D-gl ide) is a JxF BCZ
cyanogenic compound already described to be Fructose LG5, LG6 LG1
present in peach leaves, stems, roots and mature Glucose LG5, LG6 LG7
seeds. This compound was detected for the first
time in fruit flesh by 'H-NMR and HPLC. Sucrose LG5, LGS, LG7 LG4

Prunasin is potentially toxic by rel of Malate LG5, LG6 LG1

cyanide when hydrolyzed QTLs were detected in H

LG 5 in JxF (L0%=13yalnd R?=37%) and in LG 6 in Catechin . LGS LG1, LG2, LG6
the two progenies (LOD=4 and R2=11% for JxF; + p-Coumaroylquinic acid LG3, LG5, LGG, LG7 LG2, LG4

R?=27% in BC,).

Colocallsatlon between candidate genes and QTLs

Position from the top
Gandiaate Sinmerng T Wetabliechrscte: of LGS in cM (R?)
(Retorsnca Prunus map) nally o

genes. 2.7 (13.2%)
O s Example of LG5 ot
CGPPB280S 1 4.2(19%)
Ccoppass02  Aqu @ i 1 n 0(6.9%)

Trait

Soluble solid contents  74.41 (131 /b
Titrable acidity 4.2 (66.1%)

PH fruit 419 (70.6%)

oo - 2781%
IEE— ool : % 0.8 (22.9%) Asn 58 (13.2%)

Foe e Candidate Juuuuly  QTLs e S

P o . g enes . 0.8 (54.5%) Ala 75 (10%) - 75 (10%)

copanre n n Jxi 16 (16.9%) Val 68 (6.7%) - 75 (13.4%)

COPPC280T  ADP-ghcose pyophosphoryase " in black hi 77 (5.9%)

. n oo 3-monooygensse (EC 1.14.1 « s 2 Catechi) :

FIPH_PETHY (Q9509) Flavonod 3-manonxygenase (£C 1.14.1321) cted in BC2 1 ¥
Flavonad 3-nyosyiase ClICEINDCE Y

1ADs box prote (Sepslatar) e grow ordeveipment Prunasin 42(36.7%)
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Detection of QTLs controlling major fruit quality components
in peach within the European project ISAFRUIT
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Introduction

ISAFRUIT is an integrated project aimed at increasing fruit consumption with the goal to improve health of the European citizens.
One of the objectives of the work package GENFRUIT is to set the genetic bases of fruit quality by mapping the major genes and
QTLs involved (Work package 6.1). This is performed on two peach (Prunus persica L. Batsch) and two apricot (Prunus armeniaca
L.) progenies. Only results obtained on one of the peach progenies, the F, progeny of 208 hybrids issued from the Ferjalou
Jalousia® x Fantasia cross (JxF), are presented. Candidate genes (CGs) putatively involved in fruit quality were selected and bin
mapped in Texas x Earlygold (TxE) and JxF and CG-QTL co-localizations were studied.

Candidate [Bin mapping in] Mapping in
e P Annotation

Material and methods b ==

yiosalk (EC

The JxF progeny is segregating for 6 Mendelian traits (peach or nectarine (G), flat or round
fruit (S), non acid or acid fruit (D), clingstone or freestone (F), male sterility (Ps), no fruit at
maturity (Af)) and for quantitative characters involved in fruit quality. This progeny was
evaluated for various characters such as blooming and maturity date, fruit fresh and percent
dry matter, flesh firmness, juice soluble solid content; pH and titratable acidity. The
quantification of the flesh concentration in 15 to 20 major metabolites (glucose, fructose, o
sucrose, citrate, malate, major amino acids and some major secondary metabolites) was ; e o T
performed using proton NMR spectroscopy of polar extracts. Phenolics profiing was e

14-3-3 protei 4 (PBLT4)
[Puttiv plastc glucose Uansporer

performed using HPLC-DAD. The JxF progeny was evaluated for all these characters for s e AT

fruits harvested in summer 2006 and 2007. QTL analyses were performed using MultiQTL [%% ingopns | TR S

sporer.

software with the Multiple Interval Mapping option. ’ e e e

‘monomorphic [Vacudlar ATP (EC36314)

— By ¥ —u [ 1 [NProgress | wiater-stress induced tonoplast ntrnsic protein (1C 18 14)
n progress_| Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, cylosolc
yruvate Kinase, cylosol sozyme (EC 2.7.1.40)

Results & e
*61 CGs were selected (57 from ESTs developed at INRA Bordeaux and 4 from COS [§ e e —

mmmmm phic | Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

markers), Table 1. | T et

* 52 CGs were bin mapped in TxE (4 are monomorphic in TXE and the others have not been '
mapped yet) AL T T e

yruvate kinase. cylosolic sozyme (EC 2.7.1.40)

* 6 CGs were bin mapped in JxF (32 from the 52 mapped in TXE have been tested yet) o e

i [NADP:

* QTLs were detected for all characters. QTLs detected from fruits harvested in 2006 are |{ o [ s
shown in Fig 1 (QTLs for phenolic components are not represented). These results are in [
agreement with those obtained from data on fruits harvested in 2002 and 2003 (Dirlewanger o
et al 2006, Acta Hort 713, 65-72) and will be compared to those from fruits harvested in 2007. N W

monomorp! I progress

monomorp! In progress

* Actually, CGs and QTLs colocalised in JxF linkage groups 5 and 7 for sugar and acid s
characters. -

Fig 1 : Bin mapping of CGs involved in fruit quality components in TxE and JxF maps and localization of QTLs controlling sugar and acid components (yellow
circles) and development characters (blue circles) in the JxF map

61 IxF 61 TxE 62 IxF 62 TxE 63 IxF 63 TxE 64 IxF 64 TxE 65 IxF 66 IxF 66 TxE 67 IxF 67 TxE 68 TxE
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QTLname: qP-Xxx1 2% (LOD) M.

q = quantitative trait 1 rerccenos

P = Prunoideae

Xxx = code of the character (TA: titratable acidity, pH, SSC: soluble solid content, Mal: malic acid, Cit: citric acid, Qui: quinic acid, Suc: succinic acid, Glu: glucose, Fru: fructose, Sucr:
sucrose, Ala: alanine, Asn: asparagine, Asp: aspartate, Fw: fruit weight, Sw: stone weight, DM: dry matter, Blo: blooming date, Mat: maturity date, Dev: fruit development)

1: linkage group

2%: percentage of explained variance
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Profils métaboliques de la péche et de I’abricot
pour I’étude des bases génétiques de la qualité des fruits de Prunus

dans le projet européen Isafruit
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Matériel végétal
Introduction Avignon
Le projet intégré européen Isafruit (2006-2009) a pour objectifs d’accroitre la Summergrand
consommation de fruits par la fourniture de produits de haute qualité, issus de méthodes de Summergrand Zéphlr

production durables et respectueuses de I’environnement, et de contribuer ainsi a
I’amélioration de la santé humaine. Ce projet pluridisciplinaire associe 40 organismes de
recherches et 20 entreprises de 14 pays européens et 2 pays extracommunautaires. Pécher

L’analyse des bases génétiques de la composition des fruits en vue de la création de "‘

. . nouvelles variétés fruitiéres de haute qualité est abordée par notre groupe de travail sur
F deux espéces fruitieres majeures du genre Prunus, la péche (Prunus persica L. Batsch) et Prunus davidiana

I’abricot (Prunus armeniaca L.) dans le cadre du « Workpackage » 6.1 du programme.

La caractérisation physique et biochimique de la qualité des fruits est engagée sur Goldrich
deux descendances par espéce. Pour chacune de ces descendances, la composition de la chair N\
des fruits de 120 hybrides environ sera analysée par profils métaboliques RMN- 'H 1D pour Descendance F,
les métabolites majeurs a2 Bordeaux (Moing et al. 2004) et par analyse ciblée par HPLC pour Aot 2 B m 132 individus
les composés phénoliques a Avignon (Moing et al. 2003). D

k Moniqui
il L e

Bordeaux

Profils RMN-H 1D représentatifs pour chacune des espéces étudiées

Prunus davidiana
P 1908

L1 Prunus armeniaca
t Abricot Goldrich %

Prunus persica
Nectarine Zéphir

Malic acid
Residual ethanol

Pécher

La comparaison des signatures
spectrales montre des
différences importantes entre
les espéces et entre les parents
de chaque descendance. Les
métabolites identifiés (3 sucres
solubles, 5 acides organiques, 7
acides aminés et quelques
métabolites secondaires
majeurs) sur les spectres des
extraits polaires de fruit des 13 » 5
parents et de chaque génotype 4 T . Descendance F
de chaque descendance seront Abricotier L1 1 R L
quantifiés avec la méthode A 120 individus
ERETIC.

il

Taspartic acid

Tk acid

Asparagine

partic acid

%j

L ]
. Conclusions
Profils HPLC des polyphénols représentatifs de chacune des espéces L’analyse combinée des données phénotypiques, obtenues
notamment a partir des profils métaboliques, et des données de
o N Les composés phénoliques cartographie génétique menée en paralléle sur les descendances
:\fldc néochlorogénique 280 nm jouent un réle essentiel dans la

permettra de localiser des QTL (Quantitative Trait Loci)
impliqués dans le controdle génétique des paramétres de qualité

qualité des fruits sur les plans
organoleptique (coloration,
astringence, amertume...) et 5 £ E i 5
nutritionnel (comme des fruits de Prunus. Une attention particuliére sera portée aux
tioxydant: t: t) . 11 ~ - ~ oz e
i "lfa:';'l',’_el'l'l,)w_s clusters de QTL pour une espéce donnée et a la colinéarité de
DAD et caractérisés par QTL entre espéces (Dirlewanger ef al. 2004; Lambert et al.

i spectrométrie de masse. Les ‘ i
Prunus :
;::;Z:,tﬂg’,;f::g: . principaux composés de la chair 2004, QllllOt et al. 2004).
sont des dérivés de ’acide

Prunus davidiana
P 1908

Catéchine ,]unc chlorogénique

Epicatéchine

v caféique (acides chlorogénique 1 .
- o stviecorossnigue s i AR :
— flavan-3-ols sous forme de = ol

monomeéres (catéchine et
épicatéchine) ou de polyméres
Prunus persica PX ) poy 1
Nectarine Zéphir

(procyanidines) constituant les Références i
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RESUME

La qualité du fruit est un critére incontournable de sélection chez les Rosacées fruitiéres, et 1’acidité constitue une
composante majeure de la qualité organoleptique. Toutefois, les mécanismes physiologiques et moléculaires contrdlant
l'acidité des fruits restent mal connus. Chez le pécher, le caractére non acide du fruit est controlé par le locus D. Une
descendance F, de 208 individus issus d'un croisement entre une variété de péche non acide ‘Ferjalou Jalousia™ et une
variété de nectarine normalement acide, ‘Fantasia’ (JXF) a été analysée pour différents caractéres agronomiques dont 1’acidité
du fruit. Cette descendance a servi a la réalisation d’une carte génétique et ainsi a la localisation du locus D sur le groupe de
liaison 5 (GL5). Ce locus co-localise avec des QTL a effet majeur impliqués dans I’acidité titrable, le pH, la teneur en acides
organiques ainsi que des QTL a effet plus faible pour la teneur en sucres solubles. De nombreux génes candidats impliqués
dans la synthése des acides organiques, la dégradation et le stockage vacuolaire avaient été précédemment étudiés.
Cependant, aucun géne candidat n’a encore €té cartographié dans la région du locus D, excluant ainsi leur role direct dans le
controle de I’acidité du fruit. Ceci s’explique par la complexité des voies métaboliques des acides organiques et par
I’implication de transporteurs, de canaux et de pompes a protons qui rendent 1l'identification du ou des gene(s) associés au
locus D plus complexe par une approche géne candidat. Par conséquent, une approche de clonage positionnel a ét¢ menée
dans la présente étude afin d’identifier le ou les geéne(s) intervenant dans le contrdle de I’acidité du fruit chez le pécher, dans
le but de comprendre les mécanismes moléculaires et physiologiques sous-jacents.

La recherche de marqueurs liés au locus D a été réalisée par BSA-AFLP. Trente quatre marqueurs AFLP ont été
cartographiés sur le GLS5 et les six marqueurs les plus proches ont été convertis en marqueurs SCAR codominants. Une carte
génétique fine de la région contenant le locus D a ensuite €té réalisée a partir d’une descendance F, élargie a 1 718 individus
et a I’aide des six marqueurs SCAR et trois marqueurs microsatellites précédemment cartographiés dans cette région.
L’ensemble des données de génotypage et de phénotypage des individus ayant subi un événement de recombinaison dans la
région du locus d’intérét, a permis la localisation précise du locus D dans un intervalle de 0,4 cM. En paralléle, une banque
BAC d’une couverture estimée a 15 fois la taille du génome haploide du pécher a été réalisée et son criblage a permis
d’évaluer le rapport distance physique/distance génétique dans cette région a 250 kb/cM. Aprés deux étapes de marche sur le
chromosome, une carte physique de la région a été construite en intégrant 16 marqueurs issus du séquengage d’extrémités de
BAC. Un clone BAC de 98 kb contenant I’alléle D et un autre de 78 kb contenant 1’alléle d ont été séquencés. L’annotation
des séquences des deux alléles a mis en évidence onze génes candidats. De nouveaux marqueurs développés a partir des
séquences de ces deux BAC ont ensuite permis de préciser la localisation du locus d’intérét dans un intervalle de 16 kb. Dans
cette région deux genes ont été identifiés : un géne de résistance et un géne codant pour un transporteur. Une approche
transcriptionnelle a été initiée en complément du clonage positionnel afin de fournir un premier élément pouvant confirmer
I’implication d’un ou plusieurs géne(s) candidat(s) positionnel(s) dans 1’acidité du fruit chez le pécher.

Mots clés : Clonage positionnel, carte génétique, carte physique, banque BAC, Prunus persica, qualité du fruit

ABSTRACT

Acidity is an essential component of the organoleptic quality of fleshy fruits. However, the physiological and
molecular mechanisms that control fruit acidity remain unclear. In peach low-acidity is determined at the D locus by the
dominant allele. A peach progeny of 208 F, individuals obtained from a cross between ‘Ferjalou Jalousia®™ (a low-acid peach)
and ‘Fantasia’ (a normally-acid nectarine) varieties (JXF) was analyzed for several agronomical traits. This peach F, progeny
segregating for several mendelian traits, was analyzed for fruit quality traits including fruit acidity and used for the
construction of a genetic linkage map. The D locus was mapped to the proximal end of linkage group 5 (LGS) and co-
localized with major QTLs involved in the control of fruit pH, titratable acidity and organic acid concentration and minor
QTLs for sugar concentration. Several candidate genes involved in organic acid synthesis, degradation or vacuolar storage
have previously been studied. However, none of these candidate genes were located in the region of the D locus, excluding
their direct role in the control of fruit acidity by the D locus. The complexity of organic acid metabolic pathways as well as
the involvement of transporters and channels and related proton pumps has hampered, so far, the identification of the gene(s)
associated to the D locus using a candidate gene approach. Thus, in order to investigate the molecular and physiological bases
of fruit acidity in peach, a positional cloning strategy of the D locus was undertaken for the isolation of the gene(s)
underlying this trait.

Using a BSA-AFLP method, 34 AFLP markers were mapped to the LGS, and the six nearest markers were
transformed into codominant SCAR markers. These SCAR markers and three previously mapped SSR markers were used to
genotype an F, segregating progeny extended to 1,718 F, individuals. A high-resolution map of the D locus was realized after
genotyping and phenotyping recombinant individuals. Using these recombinant plants we delimited the D locus to a genetic
interval of 0.4 cM. We also constructed a peach BAC library with a covering estimated at 15 times the peach haploid
genome. The screening of the BAC library with tightly linked markers indicated that 1 ¢cM corresponds to 250 kb at the
vicinity of the D locus and allowed the construction of the physical map in two walks integrating 16 markers obtained from
the BACends sequences. Two BAC clones harbouring the D locus were identified and sequenced; one BAC clone of 98 kb
containing the D dominant allele and another one of 78 kb containing the d recessive allele. Eleven predicted genes were
found in the sequenced region. A new set of markers was developed which allowed the localization of the D locus in a 16 kb
interval. In this region, two genes were identified: a resistance gene and a gene encoding for a transporter. A transcriptional
approach was initiated in addition to the positional cloning strategy to provide a first element which could confirm the
involvement of one or more identified positional candidate gene(s) in the control of peach fruit acidity.

Keywords: Positional cloning, fine mapping, BAC library, physical map, Prunus persica, fruit quality



