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Résumé

La culture du soja (Glycine max (L.) Merr.) a connu une forte expansion au Canada surtout
grace au développement de lignées a maturité hative facilitant sa culture plus au nord. En
parallele le nématode a kyste du soja (NKS ; Heterodera glycines Ichinohe), parasite du soja,
est devenu le premier ravageur du soja mondialement et il s’installe progressivement au
Canada. L’utilisation de cultivars résistants demeure le moyen le plus efficace pour réduire
les pertes associées au NKS. Cependant une seule source de résistance a été¢ largement
exploitée en Amérique, soit I’accession PI 88788. Son utilisation intensive a exercé une forte
pression de sélection sur le NKS pouvant maintenant surmonter cette résistance presque
partout aux Etats-Unis. De plus PI 88788 présente une maturité trés tardive la rendant mal
adaptée aux régions canadiennes. Cette étude visait a déterminer les régions génomiques
conférant la résistance au NKS chez la variété de soja Suzuhime (PI 494182) laquelle affiche
une grande résistance au NKS et la maturité la plus hative parmi les accessions résistantes.
Pour ce faire 149 lignées issues d’un croisement entre la variété Costaud (haut rendement,
maturité hative, mais sensible au NKS) et Suzuhime ont été génotypées et évaluées pour leur
résistance au NKS permettant de réaliser une analyse QTL (« quantitive trait loci ») et ainsi
identifier les locus de résistance. Ces lignées ont aussi ¢été évaluées pour certains caractéres
agronomiques dans le but de déterminer I’impact de la sélection des all¢les de résistance sur
les performances agronomiques. Finalement, grace au reséquencage de PI 494182 et
Costaud, nous avons identifié les alléles en présence pour certains genes de résistance connus.
Ce travail permettra d’identifier des marqueurs génétiques de résistance au NKS et ainsi
faciliter le développement de cultivars combinant maturité hative, rendement élevé et

résistance au NKS.
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Avant-propos

Ce mémoire débute avec une introduction générale portant sur la problématique du nématode
a kyste de soya et les objectifs principaux de ce projet de maitrise. Le premier chapitre fait
un survol de la littérature et améne le lecteur a se familiariser avec les travaux de recherche
antérieurs sur le nématode a kyste du soya. On y aborde aussi des concepts utiles a la
compréhension de ’article au point de vue de la biologie du nématode a kyste et du soya, des
genes de résistances majeurs, des groupes de maturité et des outils de sélection assistée par
marqueurs. Le deuxiéme chapitre comporte le manuscrit intitulé «Characterizing resistance
to Soybean Cyst Nematode in PI 494182, an early maturing soybean accession». Dans cet
article, je présente le matériel et méthode ayant permis d’atteindre les objectifs du projet de
recherche ainsi que les résultats des travaux et analyses. L’article se conclut avec une
discussion qui situe ces résultats dans le contexte des travaux publiés antérieurement dans ce
domaine. Je suis le premier auteur du manuscrit et j’ai mené la majorité des expériences et
analyses qui y figurent. Francois Belzile, Louise O’Donoughue, Benjamin Mimee et Davoud
Torkamaneh ont aussi participé a I’¢laboration de ce manuscrit. L’article a été soumis pour
publication dans le périodique Crop Science. Le mémoire se termine par une conclusion
générale qui résume les résultats obtenus dans ce projet et de leur importance dans le contexte

actuel et futur.



Introduction générale

Actuellement on estime la population mondiale a 7,6 milliards d’individus, un chiffre qui
pourrait atteindre les 8,5 a 10 milliards d’ici 2050 selon une récente estimation (Lutz et Samir
2017). Pour soutenir une telle croissance démographique, on prédit que la production
mondiale de denrées alimentaires devra augmenter de 20 a 70 % par rapport a la production
actuelle (Hunter et al. 2017). Par ailleurs, méme si on affirme que la production agricole
actuelle est en mesure de subvenir aux besoins alimentaires mondiaux, 16 000 déces

infantiles causés par la malnutrition sont recensés chaque jour (Ashrf et al. 2012).

Les habitudes alimentaires sont en transition dans plusieurs pays émergents ou les dites
tendent a s’enrichir en protéine de source animale. Ainsi la demande de produits végétaux
riche en protéines pour soutenir I’élevage pourrait étre appelée a doubler d’ici 2050 (FAO,
2019). De toutes les espéces agricoles, le soya est celle qui offre le plus haut rendement en
protéine par unité de surface et se situe au deuxi¢me rang des cultures quant a la teneur en
huile par surface cultivée, devancée uniquement par le palmier a huile (Elaeis
guineensis Jacq.) (Pagano et Miransari, 2016). Ainsi, selon la FAO, le soya présente un
potentiel nutritif fort intéressant et sa culture pourrait jouer un réle important pour aider a

résoudre le probléeme de la faim (FAO, 2004).

La culture du soya a connu une forte expansion au cours des dernicres décennies et se situe
présentement au quatriéme rang mondial des cultures en matiere de surface cultivée
(FAOSTAT, 2019). Le plus grand producteur actuel est les Etats-Unis d’ Amérique ot le soya
fut introduit en 1765. Ce n’est qu’en 1893 que la culture du soya débuta au Canada
(STATCAN, 2017). La production canadienne était initialement limitée au sud de I’Ontario
mais en 1976, suite aux efforts de recherche, débuta I'utilisation de lignées a maturité hative
et tolérantes au froid. A partir de ce moment, les cultures de soya canadiennes ont connue
une expansion continue et fulgurante. Le Canada est maintenant le 7° pays producteur de soya

et occupe la 5° position des exportateurs mondiaux.

Le NKS est un parasite vermiforme présent dans le sol, il pénétre les racines du soya ou il
puise les éléments essentiels a sa croissance, au détriment de la plante. Le NKS est

présentement le parasite qui engendre le plus de pertes dans la majorité des pays producteurs



de soya (Riggs 1977; Koenning et Wrather 2010; G. Tylka et Marett 2014). Aux Etats-Unis
seulement on estime que les pertes de rendement engendrées par le NKS atteignent 1,2
milliard de dollars annuellement. Au Canada, la présence du NKS a été rapportée pour la
premiére fois dans le sud-ouest de I’Ontario en 1987 (Anderson et al. 1988) et plus

récemment dans la province de Québec (Mimee et al. 2014).

A ce jour, le moyen de lutte principalement employé pour limiter le développement des
populations de NKS est I'utilisation des cultivars résistants. Ce moyen de lutte a ’avantage
d’étre le plus économique et celui ayant le moins d’impact sur I’environnement, tout en
offrant un excellent contrdle sur le développement du NKS. Depuis les années 1980, une
seule source de résistance au NKS a été largement exploitée commercialement en Amérique,
il s’agit de I’accession PI 88788. Cette source a longtemps été celle offrant la meilleure
résistance au NKS et 95 % des cultivars résistants au NKS disponibles en ce moment en sont
issus (Tylka et Mullaney, 2016). Cependant, on observe de plus en plus de cas de
régions, arrive a se reproduire sur les cultivars dérivés de PI 88788. D’autres sources de
résistance alternatives sont envisagées. Entre autres, les lignées dérivées du cultivar Peking,
offrent maintenant un meilleur rendement et une résistance plus stable au NKS que les lignées

dérivées de PI 88788 (McCarville et al. 2017).

Dans les régions nordiques du globe, 1’utilisation de lignées a maturité hative est essentielle
pour atteindre la maturité des cultures avant la fin des courtes saisons estivales. Cependant,
les sources de résistance au NKS étudiées a ce jour possédent une maturité tardive et sont
mal adaptées aux régions du nord. De plus, des modeles de prédiction des effets des
changements climatiques prédisent que la hausse des températures devrait favoriser le
développement des populations de NKS dans les régions nordiques (Gendron St-Marseille et
al. 2019), rappelant la nécessité de développer des lignées résistantes et hatives. C’est grace
aux travaux de Young (1995) qu’a été identifié la lignée résistante PI 494182 (Suzuhime),
qui parmi la gamme de lignées résistantes recensées a ce jour, présente la maturité la plus
hative (Hussey et al. 1991; Diers et al. 1997; J. Zhang et al. 1999; Arelli et al. 2000b). De
plus PI 494182 possederait un potentiel de résistance plus large, notamment contre des

populations de NKS ayant contourné la résistance de PI 88788.



L’objectif principal de ce projet de recherche consistait a identifier les régions génomiques
conférant la résistance chez P1 494182. Dans ce but, nous avons procédé a une analyse QTL
(quantitative trait loci) portant sur une population biparentale de 149 lignées recombinantes
fixées (RIL) provenant du croisement Costaud x P1 494182. Le cultivar Costaud posséde une
maturité hative, un haut rendement et est sensible au NKS. Ainsi, la population RIL était en
ségrégation pour la résistance au NKS et les 149 lignées ont été évaluées pour leur niveau de
résistance dans une expérimentation contrélée en serre. Le génotypage par séquencage GBS
(« genotyping by sequencing ») a été utilisé pour génotyper les lignées et a permis de produire
un catalogue de marqueurs SNP (« single nucleotide polymorphism ») des variants au sein
de cette population. Nous avons ensuite procédé a une analyse QTL permettant d’identifier
les régions génomiques impliquées dans la résistance. De plus, grace aux données de
reséquencage complet de PI 494182 et Costaud, nous avons pu identifier précisément les
alléles présents chez ces deux lignées pour certains génes de résistance connus. En dernier
lieu, les données pour certains caractéres agronomiques importants (teneur en protéine et en
huile, date de maturité, poids de 100 grains) ont été utilisées pour déterminer si la sélection
de lignées portant les alleles pour les QTL de résistance identifiés chez PI 494182 aurait des
impacts indésirables sur ces caractéres agronomiques. Les marqueurs génétiques identifiés
dans cette étude pourront étre utilisés dans les programmes de sélection visant a développer

des variétés a la fois hatives et résistantes.



Chapitre 1 Revue de la littérature

1.1 Le nématode a kyste du soja (NKS)

1.1.1 Maladies du soya

Plusieurs stress biotiques peuvent entrainer des pertes de rendement chez le soya (Figure 1).
Parmi ces stress, on retrouve notamment des especes d’oomycetes, dont Phytophthora sojae
causant la pourriture phytophthoréenne et de champignons comme Fusarium virguliforme,
responsable du syndrome de la mort subite du soja ou Sclerotinia sclerotiorum causant la
pourriture a sclérotes. Ces microorganismes ont engendré des pertes moyennes de rendement
équivalentes a 10 %, 8 % et 5 % respectivement sur I’ensemble des pertes causées par des
maladies aux FEtats-Unis entre 1996 et 2014 (Kim et al. 2016). Certaines espéces de

Reniform Nematode Root-knot and other

1% nematodes
2%

Soybean cyst
nematode
36%

Virus
2%

Brown stem rot
3%

Sclerotinia stem rot
5%

Sudden death
syndrome
8%

Charcoal rot
8%

Seedling diseases
9%
Chapitre 1- Figure 1. Pertes de rendement estimées sur la production de soya aux Etats-
Unis par différentes maladies de 1996 a 2014 (Kim et al. 2016).



nématodes causent aussi des pertes importantes aux cultures de soya. Parmi les plus
communes on retrouve le nématode a galles (Meloidogyne incognita), le nématode réniforme
(Rotylenchus reniformis) et le nématode a kyste du soja (NKS, Heterodera glycines), lesquels
sont responsables pour 2 %, 1 % et 36 % des pertes engendrées par des maladies
respectivement. On considére que le NKS est, de tous les parasites du soya, celui qui génere
le plus de pertes dans la plupart des pays producteurs (G. Tylka et Marett 2014). Les données
américaines des deux derniéres décennies montrent que de toutes les sources de stress
biotiques affectant le soya, le NKS est le parasite entrainant les plus importantes pertes de

rendement.

1.1.2 Cycle de vie du NKS

Le NKS est un parasite obligatoire du soya et se trouve dans le sol. Le NKS nécessite un
apport en nutriments provenant de la plante pour pouvoir compléter son cycle de vie qui
comprend plusieurs phases de développement (Figure 2). Le cycle de vie débute au
printemps, alors que les ceufs sont dans le sol et écloront a I’arrivée de conditions favorables.
A la sortie de I’ceuf, le nématode entre dans la phase infectieuse (juvénile de deuxiéme stade
ou J2) et commence sa migration vers la plante. Arrivé a la surface de la racine, dans la zone
d’¢longation de celle-ci, le NKS insére une fine pointe (stylet) dans les tissus de la plante et
injecte des cellulases pour dissoudre les parois cellulaires et pénétrer au travers des tissus de
la plante. Le nématode au stade J2 progressera jusqu’au faisceau vasculaire de la plante et
choisira une cellule qui sera le lieu d’initiation d’un syncytium, une cellule reprogrammée
par le nématode qui deviendra un puit nutritif hautement actif pour le parasite. Le J2 se
nourrira pendant au moins trois jours, le syncytium gagnera en taille, incorporant d’autres
cellules avoisinantes pour soutenir la croissance du nématode. Les stades de développement
J3 et J4 se produisent a I’intérieur de la racine. Ensuite, environ la moiti¢ des nématodes se
différencient en femelles, alors que 1’autre moitié se différencie en males adultes qui migrent
vers I’extérieur de la racine pour retourner dans le sol. Les femelles continueront a croitre
rapidement et, éventuellement, leur corps émergera a la surface de la racine ou elles resteront
accrochées. Les males atteindront les femelles a la surface racinaire et pourront les féconder

puis mourir quelque temps apres. Généralement, 21 a 22 jours séparent le moment de 1’entrée



dans la racine et le début de la production des ceufs sous conditions optimales. Au total,
environ 500 oeufs seront produits et, sur ce, la moitié¢ resteront a 1’intérieur du corps de la
femelle et 1’autre moitié¢ sera excrétée hors du corps de la femelle dans une matrice
gélatineuse. Les ceufs contenus dans la matrice gélatineuse écloront durant la saison en cours.
Peu de temps apres la formation des ceufs la femelle meurt et son corps se durcit, formant
une capsule protectrice pour les ceufs n’ayant pas été excrétés ; c’est cette capsule que 1’on
appelle le kyste. Les ceufs sont protégés a I'intérieur du kyste et écloront lorsque les
conditions seront favorables les années subséquentes. Les ceufs peuvent survivre jusqu’a 11
ans a ’intérieur du kyste (Inagaki et Tsutsumi 1971), conférant une trés grande capacité de

survie au NKS.
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Chapitre 1- Figure 2. Cycle de vie du nématode a kyste du soya (illustré par le Dr. Melissa
Mitchum)



1.1.3 Classification de la virulence du NKS

Il est important de déterminer le profil de virulence (« Hg type », en anglais) des populations
de nématodes en présence dans le sol. Cette information permet de déterminer la source de
résistance qui sera la mieux adaptée et apte a contrdler la reproduction du parasite. On
détermine le profil de virulence des populations de NKS a 1’aide d’un test standardisé, le
SCEO08 (Standardized Cyst Evaluation 2008) (Niblack et al. 2009) qui permet d’établir le
niveau de reproduction des nématodes sur sept lignées résistantes établies pour ce test,
nommeées lignées indicatrices (Peking, PI 88788, P1 90763, P1 437654, P1209332, P1 89772,
PI 548316). Pour chacune des lignées indicatrices, on compte le nombre de kystes présents
sur les racines 30 jours apres I’inoculation et le nombre de kystes est rapporté en pourcentage
du nombre de kystes présents sur la variété de référence sensible (cv Essex ou cv Lee 74).
Cette valeur représente le « Female Index » (FI). Les populations de NKS qui auront atteint
un FI supérieur a 10 % seront considérées comme étant virulentes sur cette lignée indicatrice
et le numéro correspondant a cette lignée sera attribué¢ au Hg type de la population de NKS.
Par exemple, une population de NKS qui peut se reproduire sur les lignées PI 88788, PI
209332 et PI 548316 obtient le profil de virulence Hg type 2.5.7 (Tableau 1). Certaines

populations de nématode a kyste moins virulentes, comme le Hg type 0, se reproduiront

Chapitre 1- Tableau 1. Attribution des Hg type pour le nématode a kyste du soya
(Kim et al. 2016).

Indicator number Indicator name HG type
25.7 1.2:5.7 0 2.7 1.3.5.6.7 12.34.56.7

1 PI 548402 b +° L - R
2 PI 88788 + _ " " 2
3 P1 90763 - - - _ 3. "
4 P1437654 - - - - - +
5 P1209332 2 = 2
6 P1 89772 - - ~ 0 + "
7 PI 548316 + + . e TE +
Susceptible Lee 74 + 3 + + + 17

Pickett + i 1 2

*Le signe (-) indique que la valeur de Female Index sur la lignée indicatrice est moins que 10.

® e signe (-) indique que la valeur de Female Index sur la lignée indicatrice est plus que 10.



seulement sur la lignée sensible de référence, alors que des populations trés virulentes,

comme un Hg type 1.2.3.4.5.6.7, se reproduiront sur toutes les lignées indicatrices.

1.1.4 Le NKS et son impact sur les cultures de soya

Plusieurs parasites ont un effet visible marquant sur la plante. Par exemple, certains
champignons développent un mycélium sur les feuilles ou certains virus causent des motifs
reconnaissables sur les feuilles. Le NKS aura pour impact principal de priver la plante
d’¢éléments nutritifs essentiels qui seront monopolysés par le parasite. Ainsi, les symptdmes
qui sont associés au nématode a kystes sont subtils et souvent confondus avec les symptomes
de carence, de sécheresse ou de sol acide. Généralement les changements physiques induits
par le NKS se résument a un jaunissement des plantes et une croissance réduite, deux
changements qui sont difficilement observables. Souvent les symptomes ne seront pas
décelables et les populations de NKS se multiplieront pendant une dizaine d’années avant
que les cultivateurs ne réalisent la présence du parasite. Dans certains cas, des pertes de
rendement allant jusqu’a 30 % ont été observés sans qu’aucun symptome ne soit visible
(Wang et al. 2003) Pour cette raison, il importe de faire des tests fréquents de dépistage du
NKS.

1.1.5 NKS; portait de la situation en Amérique du Nord

Le NKS a été découvert en 1915 au Japon par Hori (1915) et la premicre identification sur le
continent américain remonte a 1954 (Winstead, Skotland, et Sasser 1955). On pense que le
NKS serait parvenu en Amérique par 1’importation d’échantillons de sol en provenance du
Japon pour I’'importation de souches de Bradyrhizobium japonicum (Davis et Tylka 2000).
Le développement des populations de NKS a vite pris de I’ampleur aux E.-U. durant les
années 1950 suite a une forte expansion des superficies consacrées a la culture du soya. Une
quarantaine fédérale a été mise en place en 1957, mais levée en 1972 en raison de son
inefficacité (Davis et Tylka 2000). En 2008, un recensement du parasite démontra que 76 %
des champs de soya dans le nord des Etats-Unis étaient colonisés par le NKS (Niblack et al.
2008). Puis en 2014, le NKS était rapporté dans tous les états américains producteurs de soja

(Figure 3) (Tylka et Marett 2017).



Chal?itre 1- Figure 3. Distribution du nématode a kyste du soya

aux Etats-Unis et au Canada: 1954 a 2014 (Tylka et Marett, 2014).
Au Canada, le NKS a été identifi¢ pour la premicre fois en 1987 dans le comté de Kent en
Ontario (Anderson et al. 1988) et dans la province de Québec en 2013 (Mimee et al. 2014).
En Ontario, le NKS est maintenant présent dans 75 % des comtés producteurs de soya
(Gouvernement du Canada, 2013). Plus récement, la présence du parasite été confirmée dans
le centre du Canada, ou au Manitoba, quatre champs testés sur un total de 116 démontrérent
la présence du NKS (« Soybean Cyst Nematode », Manitoba Pulse and Soybean Growers
2019). On estime que de nouvelles zones d’établissement du NKS pourraient avoir pris place

au Canada, mais que le parasite ne sera pas rapporté tant que les populations n’auront pas



atteint une certaine densité. Ce fut le cas au Dakota du Nord ou on estime que le NKS fut

présent de 5 a 7 ans avant que les symptomes qui menerent a sa détection n’apparaissent.

Au Québec, ce sont 32 % des champs échantillonnés dans 10 régions productrices de soja
qui ont été testés positifs pour la présence du NKS (Figure 4). Le parasite a été identifié pour
la premiere fois en Montérégie et les populations les plus denses se trouvaient sur le territoire
du Centre-du-Québec (Mimee et al. 2016). Les densités de population trouvées étaient
relativement faibles, les quantités d’ceufs trouvés dans les kystes étaient basses et seulement
15 % des échantillons positifs contenaient des ceufs viables. Le nombre moyen d’ceufs dans
les échantillons québécois positifs était de 4,72 ceufs/100 g de sol, alors qu’en Ontario les
densités typiques se situent entre 500 et 2000 ceufs/100 g de sol. Ces résultats portent a croire
que le parasite aurait pu étre acheminé par le vent sur le territoire québécois. Une dispersion
aléatoire, sans foyer d’infestation défini, sont des signes d’une arrivée par voie aérienne
naturelle. Malgré les faibles densités de population rencontrées, il a ét¢é démontré qu’une
population de nématode peut prendre de I’expansion rapidement lorsque des conditions

favorables sont rencontrées (Wang et al. 2003).
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Chapitre 1 - Figure 4. Distribution des champs de soja testés de 2013 a 2015 et sites dans
lesquels la présence du nématode a kyste du soja a été confirmée (Mimee et al. 2016).
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1.2. Le soya résistant au NKS

1.2.1 Réponse physiologique de la résistance

Lors d’une infection par le NKS d’une plante de soya sensible, le nématode est capable de
pénétrer et de migrer a travers les tissus racinaires, d’initier la formation du syncytium et de
maintenir ce dernier pour assurer son développement. Chez la plante résistante, le nématode
parvient aussi a pénétrer la racine et a initier la formation du syncytium, par contre, dans les
jours qui suivent 1’établissement de ce site de développement, les cellules du syncytium
meurent, bloquant 1’approvisionnement du nématode en nutriments, entrainant sa mort.
Généralement la mort cellulaire du syncytium sera précédée d’un épaississement des parois
cellulaires, d’un dysfonctionnement du réticulum endoplasmique et de la dégénérescence du
noyau. Dans tous les cas, une infection réussie par le NKS nécessite la sécrétion d’enzymes
spécialisées qui sont capables d’induire la reprogrammation cellulaire et permettre
I’établissement du syncytium dans les tissus de la plante (Yan et Baidoo 2018). Chez le soya,
il a ét¢ démontré que la réponse résistante implique I’expression de plusieurs genes.
Cependant, certains genes restent conservés parmi les variétés résistantes au NKS et leurs

modes d’action sont en partie connus, nous les aborderons au paragraphe suivant.

1.2.2 Assise génétique de la résistance au NKS; les locus majeurs

Jusqu’a ce jour, plusieurs loci expliquant la résistance au nématode a kyste du soya ont été
répertoriés et ce, sur I’ensemble du génome, a I’exception des chromosomes 2, 12 et 13 (Kim
et al. 2016). Le chromosome 18 porte le locus qui a été le plus souvent rapporté, soit le locus
Rhgl (« resistance to Heterodera glycines »), identifié pour la premiére fois par Concibido
et al. (1994) dans une étude basée sur une population dérivée de PI 209332 face a un Hg-type
0. Ce locus a été rapporté par la suite dans diverses sources de résistance, incluant PI1 437654
(Webb et al. 1995), Peking (Chang et al. 1997) et Hartwig (Arriagada et al. 2012). L’all¢le
de résistance a ce locus confére une résistance au nématode a kystes de Hg type 0. Jusqu’a
maintenant, plus d’une trentaine de lignées ont été recensées comme possédant ce locus
Rhgl. Un second locus d’importance, désigné Rhg4 (chromosome 08) (Weisemann,
Matthews, et Devine 1992), a lui aussi été répertori¢ chez plusieurs lignées résistantes

incluant les cultivars Peking (Chang et al. 1997), Hartwig (Kazi et al. 2010), PI 437654
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(Webb et al. 1995) et Forrest (Meksem et al. 2001). Le locus Rhg4 confére une résistance
aux Hg type 0 et Hg type 2.5.7, mais aussi une résistance partielle aux Hg type 1.2.5.7 et Hg-
type 1.3.6.7. Plusieurs études QTL ont démontré que le locus Rhg4 confére une résistance
totale seulement lorsque I’alléle de résistance au locus Rhg! est présent (Brucker et al. 2005;
Colgrove et Niblack 2008). Les génes de résistance a ces deux locus ont été identifiés ce qui

a permis de mieux comprendre les mécanismes moléculaires de la résistance au NKS.

1.2.3 Résistance au locus Rhgl

Le locus Rhgl comprend une région génomique de 31.2 kb dans laquelle on retrouve quatre
genes (Glyma.18g022400, Glyma.18g022500 ,Glyma.18g022600 et Glyma.18g02270). Il a
été¢ démontré que les seuls variants nucléotidiques en présence au sein de populations en
ségrégation pour le locus Rhgl se trouvaient au sein du geéne Glyma.18g0022500
(GmSNAP138), faisant de celui-ci le géne majeur dans le contrdle de la résistance a ce locus.
Le gene GmSNAP18 code pour une protéine a-SNAP (« a-soluble NSF attachment protein »)
dont le role est de se lier aux protéines NSF (« N-ethylmaleimide sensitive fusion protein »)

pour désassembler et recycler les complexes protéiques SNARE (« Soluble N-
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Chapitre 1- Figure 5. Variants SNP de la séquence du géne GmSNAP18 (les positions
sont relatives au premier nucléotide du codon d’initiation) et séquences protéiques pour
Forrest (type Peking), PI 88788(type PI 88788) et Essex (type sensible) (Liu et al. 2017)
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ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor »), ces derniers étant
responsables des processus de fusions membranaires et du trafic vésiculaire. La majorité des
variants répertoriés au gene GmSNAP18 chez les lignées résistantes, sont localisés a la toute
fin de la séquence protéique, a I’extrémité C-terminale (Figure 5) (Liu et al. 2017). La région
C-terminale d’une protéine sert de signal de rétention au niveau du réticulum endoplasmique,
pouvant par exemple signaler la sécrétion ou non d’une protéine dans le cytoplasme (Brickey
et Greenleaf 1995). Il a été¢ démontré que la protéine GmSNAP18, chez les lignées résistantes,
n’est pas sécrétée hors du réticulum endoplasmique alors que la forme sauvage de la protéine
est sécrétée vers I’apoplasme (Bayless et al. 2016). De plus, la protéine résistante se lie de
manicre beaucoup moins stable a la protéine NSF, réduisant sa capacité a recycler le
complexe SNARE et perturbant le trafic vésiculaire pour 1’ensemble des protéines de la
cellule. La protéine aberrante connait donc une perte de fonction et son accumulation devient

toxique pour les cellules infectées du syncytium.

1.2.4 Résistance au locus Rhg4

Le locus Rhg4 sur le chromosome 08 est un segment génomique de 35.7 kb comprenant
quatre  geénes  (Glyma.08g108800, Glyma.08g108900, Glyma.08g109000 et
Glyma.08g109100). C’est le travail de Liu et al. (2012) qui a permis d’identifier le géne
expliquant la résistance au locus Rhg4. Grace a des tests visant a réprimer 1’expression des
genes, ils ont confirmé I"implication du géne GmSHMTO0S dans la résistance au NKS. Les
protéines SHMT (« Serine hydroxymethyltransferase ») sont des enzymes qui catalysent
I’interconversion des sérines en glycine, une réaction centrale au métabolisme des
groupements méthyles autant chez les plantes que chez les animaux (Kandoth et al. 2017).
Chez plusieurs lignées de soya possédant 1’allele de résistance au locus Rhg4, deux mutations
en position R130P et Y358N du gene GmSHMTO0S, situées au site de liaison enzymatique,
auraient un impact direct sur I’interconversion des sérines en glycines. Ces mutations
induiraient une perte de fonction de la protéine, causant une altération du métabolisme du
syncytium et résultant en la mort des cellules impliquées et du nématode. Il a été démontré
que le locus Rhg4 n’a pas d’impact sur la résistance, sauf en la présence d’un allele de
résistance spécifique au locus Rhgl, ’allele Rhgl-a. En effet, les locus Rhg4 et Rhgl

interagissent de maniére épistatique.
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1.2.5 Variations du nombre de copies aux locus Rhgl et Rhg4

Parmi I’ensemble des variants observables d’un génome, les variants structuraux sont ceux
qui incluent le plus de paires de bases (Torkamaneh et al. 2017) et qui ont potentiellement le
plus grand impact fonctionnel. Les variations du nombre de copies (CNV pour « copy number
variants ») sont un type de variant structural qui se caractérise par la répétition en tandem
d’un segment génomique. Le locus Rhg! s’étend sur 31.2-kb et comprend quatre génes. Ce
segment génomique connait une grande variabilité quant au nombre de copies présentes.
Chez les lignées sensibles, le locus Rhgl compte une seule copie de 1’allele Rhgl-c (cv
Williams 82, cv Essex). Chez les lignées résistantes, on compte deux classes distinctes en
termes de CNV, soit les lignées avec un nombre de copies élevé (Rhglnc) et les lignées
résistantes avec un nombre de copies bas (Rhg!.c). Chez les cultivars du groupe Rhg! ¢, on
peut retrouver jusqu’a dix copies du locus dont au moins une copie sera de 1’all¢le sensible
du type sauvage (Rhgl-WT) alors que les autres répétitions du locus porteront 1’allele de
résistance de type Rhgl-b. Chez les lignées de type Rhglc le nombre de copies du locus
Rhgl varie entre 1 a 3,5 et seulement ’alléle Rhgl-a est présent, sans aucune copie de Rhg!-
WT. Des CNV ont récemment été démontrés au locus Rhg4 (Patil et al. 2019), pour lequel
I’allele de type Rhg4-a est répété jusqu’a 4,3 fois (PI1 437654). En général la résistance et le
degré d’expression des geénes au locus Rhg4-a sont corrélés avec le nombre de copies
trouvées. Cependant pour les lignées de type Rhgl.c,3 a 4 copies de 1’allele Rhgl-a sont
aussi efficaces pour la résistance que 8 a 10 copies de ’alléle Rhgl-b chez les lignées de type

Rhg]l-[c.

1.2.6 Les principaux haplotypes de résistance

A ce jour, on compte plus d’une centaine de lignées résistantes au NKS qui ont été génotypées
(Patil et al. 2019). Parmi cette gamme de lignées on observe deux types de résistance au NKS
qui sont grandement répandus. Il s’agit des types de résistance ‘‘Peking’’ et ‘‘PI-88788’” qui
différent par leur vitesse de réponse a I’infection au NKS ainsi que par leurs combinaisons
d’alléles aux locus RAgl et Rhg4. Chez les lignées de type PI-88788, la résistance s’explique
principalement par le locus Rhgl, ou 1’alléle présent est Rhgl-b et le nombre de copies
minimum requis est de 5,6 pour conférer la résistance au NKS. Ce type de résistance

comprend toujours 1’allele de type sensible Rhg4-b au locus Rhg4. Chez les lignées
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possédant le type de résistance Peking, 1.9 a 3.5 copies du locus Rhg! portant 1’alleéle Rhgl-
a sont suffisantes pour procurer la résistance a plusieurs Hg types de NKS lorsque 1’all¢le de

résistance Rhg4-a est présent.

1.2.7 Problématique du contournement de la résistance

L’utilisation d’une méme source de résistance sur une période prolongée augmente la
pression de sélection sur les parasites qui peuvent éventuellement arriver a surmonter la
résistance. La source de résistance PI 88788 a longtemps été celle qui offrait le meilleur
rendement en présence du NKS (McCarville et al. 2017) ce qui généralisa sont utilisation en
Amérique du Nord. Cependant, les populations de NKS ont, au fil du temps, gagnées en
virulence et contournent désormais la virulence de 1’accession PI 88788 dans de nombreux
champs. Par exemple il a été récemment rapporté que 100 % des populations de NKS présents
dans les champs de soya au Missouri étaient virulentes sur PI 88788 (Howland et al. 2018).
Pendant longtemps les lignées résistantes présentant le type de résistance Peking offraient un
rendement inférieur aux lignées de type PI 88788. Par contre, le développement d’outils de
sélection assisté par marqueur (MAS), s’appuyant sur les technologies de séquencage de
nouvelle génération ont permis de produire des lignées résistantes de type Peking qui offrent
maintenant un rendement et une résistance supérieure aux lignées dérivées de PI 88788

(McCarville et al. 2017).

1.3. Le soya a maturité hative

1.3.1 Adaptation aux latitudes nordiques

Le soya est originalement une plante de jours courts dont la date de maturité varie grandement
en fonction de la variété. Généralement, la plante de soya nécessite entre 79 et 181 jours pour
atteindre la maturité (Liu et al. 2017). La production agricole du soya nécessite que la plante
soit a pleine maturité pour étre récoltée. Ainsi il est primordial que les variétés cultivées
puissent arriver a maturité avant la fin de la saison, dans le cas échéant les conditions
météorologiques (gel, chute de neige ou de grandes quantités de pluie) peuvent endommager
ou entrainer la perte des récoltes. L’expansion de la culture du soya vers les plus hautes

latitudes a donc nécessité le développement de lignées adaptées aux journées longues et aux
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saisons courtes qui sont caractéristiques des régions nordiques. Plusieurs génes ont été
identifiés comme jouant un role dans la vitesse de maturation chez le soya (Tsubokura et al.
2014). C’est le cas de la famille des genes E, lesquels sont impliqués dans ’initiation de la
floraison et le temps de maturité. Plusieurs marqueurs associés a des génes de maturité de la
famille £ ont été identifiés, ceux-ci sont essentiels au développement de variétés mieux

adaptées aux latitudes nordiques.

1.3.2 Les groupes de maturité

La durée des jours varie en fonction de la latitude et de la période de I’année. La photopériode
est définie par le rapport entre la durée du jour et la durée de la nuit, celle-ci permet a la
plante de réguler son développement en fonction du temps dont elle dispose pour se
reproduire, soit le temps restant pour produire des graines viables avant que le climat ne le
permette plus (ex. : manque de luminosité, températures trop fraiches, gel). Pour catégoriser

les différentes variétés de soya selon leur réponse a la photopériode, ou plutot, selon qu’elles

Chapitre 1- Figure 6. Distribution des groupes de maturité
chez le soya en Amérique du Nord (Bill Wiebold, Plant
Sciences, University of Missouri).
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sont adaptées a des régions ou les saisons sont longues ou courtes, on utilise les groupes de
maturité (MG). On peut représenter les MG sous forme de bandes géographiques découpées
dans I’axe est-ouest qui sont différenciées selon leur latitude et la durée du jour (Figure 6).
Lorsque I’on passe d’un groupe de maturité a I’autre, il y a environ 10 jours de différence sur
le temps que mettra la plante a produire une graine mature (Zhang et al. 2007). La
classification des MG est faite selon treize groupes de maturité, allant du MG 000 a I’extréme
nord, jusqu’au MG X en allant vers 1’équateur. Il est possible de cultiver les groups IX et X
en Amérique du Sud (Hartwig, 1970). Au Canada, le sud de 1’Ontario on peut produire les
groupes de maturité I1, I et 0, tandis qu’au Québec les régions les plus au sud peuvent produire
le groupe I alors que les producteurs plus au nord devront produire les MG 0 a 000. Les
provinces du centre du Canada (prairies) et de I’ouest peuvent produire les groupes 00 et 000.
Selon Hartwig (1970), le MG est le trait le plus important pour déterminer 1’adaptabilité

d’une variété de soya a une région spécifique.

1.3.3 Le manque de variétés hatives résistantes au NKS

La plupart des lignées résistantes au NKS ayant été répertoriées a ce jour font partie des MG
IT et plus (Hussey et al. 1991; Diers et al. 1997; Zhang et al. 1999; Arelli et al. 2000a). Par
exemple, les variétés résistantes les plus courantes commercialement sont issues des lignées
PI 88788, Peking, P1 90763 et PI 437654 qui appartiennent aux groupes de maturité 111, IV,
IV et III respectivement. Cependant, sur les territoires canadien, européen et russe, les MG
cibles vont de II a 000 (Zhang et al. 2007; Liu et al. 2017). Ainsi, on observe présentement

un manque de lignées résistantes au NKS qui seront bien adaptées aux régions du nord.

1.4. Les outils de sélection modernes

1.4.1 La sélection assistée par marqueurs

Avant ’arrivée des marqueurs génétiques, le processus de sélection des caracteres d’intérét
dans le domaine végétal se faisait surtout sur la base du phénotype. La sélection basée sur le
phénotype est limitante lorsque le caracteére d’intérét est régulé par plusieurs génes. En effet
les probabilités qu’une plante ait hérité des régions géniques désirées des deux parents

diminuent exponentiellement lorsque le nombre de génes impliqués augmente. Ainsi, pour
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un croisement donné, il faut générer une grande quantité de descendants qui devront tous étre
¢valués sur la base de leur phénotype pour déterminer lesquels ont hérité¢ de la combinaison
génique désirée. L’évaluation de nombreux descendants demande beaucoup de temps et de
ressources. De plus, chez les plantes polyploides, la sélection phénotypique ne permet pas
d’identifier facilement les plantes hétérozygotes et les croisements infructueux ou une
autofécondation serait survenue. Grace au développement des marqueurs génétiques on peut
maintenant identifier les variations du génome qui sont associées a un caractére d’intérét,
permettant de procéder a une sélection assistée par marqueurs (MAS « marker assisted
selection »). Le marqueur d’intérét permet d’identifier un alléle favorable a un locus donné,
qui permettra d’obtenir un caractere désiré, tel que la couleur des graines, un haut rendement
ou la résistance a un parasite. En utilisant les marqueurs génétiques, on peut prédire le
phénotype d’une plante sur la base de ces variantes génétiques (génotype), ce qui limite
I’effort de phénotypage et permet une grande économie de temps. Cependant, pour identifier
les marqueurs utilisés en MAS, il faudra investir des efforts pour le développement de
populations en ségrégations pour le caractere d’intérét, tel qu’une population RIL
(« recombinant inbred line ») et procéder au phénotypage et au génotypage de cette

population.

1.4.2 Les populations biparentales RIL

Pour identifier les marqueurs génétiques responsables d’un phénotype donné chez les plantes,
on a recours au développement de divers types de populations biparentales, dont le type de
RIL est souvent employé. Ce type de population est développé a partir d’un croisement entre
deux parents homozygotes qui contrastent pour un caractere donné. Suite au croisement
initial, on obtient des plantes F; qui sont hétérozygotes sur 1’ensemble du génome. Ensuite,
les plantes seront autofécondées et en F, on commence a observer la ségrégation des
caracteres contrastants dans la population, selon les alleles parentaux hérités chez une lignée.
Ainsi les générations suivantes seront aussi autofécondées et a chaque génération, 50 % du
génome passera de 1’état hétérozygote a homozygote. Au fil des générations les plantes seront
de moins en moins a 1’état hétérozygote, de sorte qu’a la génération Fe, il ne restera plus que
3 % du génome a I’état hétérozygote et le phénotype de chaque lignée sera stable. A ce

moment, on posseéde une population de RIL présentant divers niveaux d’expression du
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phénotype a I’étude selon les versions d’une régions génomiques (all¢les) dont chaque lignée
aura hérité des parents. On pourra ensuite déterminer quels variants génétiques se retrouvent
systématiquement chez les lignées ayant hérité le caractére (phénotype) d’intérét. Ces
variants associés au caractére sont les marqueurs génétiques, pour identifier ces variants on

utilise souvent des techniques de séquencage par réduction de génome.

1.4.3 Le génotypage par séquencage

Les méthodes se basant sur I’utilisation des technologies de séquencage de nouvelle
génération et les approches de réductions de complexit¢ de génome tel que le GBS
(génotypage par séquengage) ont rendu 1’étude génétique de larges populations de plantes
beaucoup plus accessibles. L’approche GBS permet de découvrir des polymorphismes
génétiques de type SNP répartis sur I’ensemble du génome et non pas localisés seulement
dans les régions codantes (Elshire et al. 2011; Poland and Rife 2012). Les variants génétiques
de type SNP sont nombreux et répartis de manicre uniforme sur le génome, permettant de
bien capturer la ségrégation des alléles parentaux dans une population RIL par exemple.
Généralement, la quantité de variants SNP sur le génome est trop élevée pour étre entierement
informative et seulement une fraction des variants est nécessaire pour capturer la variation
génétique au sein d’une population de lignées. La méthode GBS permet une réduction de
complexité du génome, c’est-a-dire qu’en ayant recours a des enzymes de restriction
spécifiques qui coupent I’ADN a des sites prédéfinis, ont pourra échantillonner une portion
réduite du génome. Suite a la digestion enzymatique, on vient lier de courtes séquences
d’ADN nommées codes a barres sur les extrémités des fragments issus de la digestion.
Chaque échantillon a un code a barre unique et tous les échantillons sont mélangés ensemble.
Cette solution rassemblant tous les échantillons est nommée la librairie. On procéde ensuite
au séquengage de la librairie et les séquences générées seront attitrées a chaque échantillon
selon leur code a barres. Ainsi, il est possible de procéder au génotypage d’une grande
quantité d’échantillons (e.g. une population RIL) en procédant a une seule réaction de
séquencage. Les données génotypiques peuvent donc étre obtenues en masse pour une
population de RIL entiere par exemple, pouvant servir a la construction d’une carte génétique

puis a la réalisation d’analyses QTL.
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1.4.4 Les cartes génétiques

Grace aux marqueurs génétiques identifiés pour une population RIL on peut générer une carte
génétique dont la fonction est de recenser les événements de recombinaison survenant durant la
méiose. Les évenements de recombinaison permettent au bagage génétique d’étre redistribué de
maniére aléatoire a la descendance, contribuant ainsi a la diversification génétique et augmentant le
pouvoir adaptatif d’une espece a son environnement (Y.-H. Li et al. 2014). Pour le développement de
nouvelles lignées d’intérét agronomique, connaitre la fréquence de recombinaison entre deux régions
génomiques ou deux genes est une information fort importante, permettant d’estimer la probabilité
qu’un croisement puisse combiner deux caractéres désirables. La carte génétique présente la
fréquence de recombinaison entre les marqueurs adjacents de ’ensemble du génome. La fréquence
de recombinaison est aussi nommée « distance génétique » et ’'unité de distance utilisée est le
Centimorgan (cM). Une distance d’un cM équivaut a une recombinaison a tous les 100 événements
de méiose. Les cartes génétiques sont maintenant largement utilisées pour les analyses QTL, elles

confeérent un meilleur pouvoir statistique d’association entre les marqueurs et le phénotype.

1.4.4 Les analyses QTL

L‘analyse QTL est une méthode permettant d’identifier les variants génétiques qui sont
associés a la variation d’un phénotype. Les analyses QTL se basent sur divers types
d’algorithmes statistiques qui calculent le degré de corrélation entre les variations génétiques
au sein d’une population biparentale (e.g. des RIL) et la variation du phénotype. Les
algorithmes de détection de QTL attribuent a chaque marqueur un niveau de significativité
ou score LOD (« logarithm of the odds ») qui est comparé a un seuil de significativité
déterminé pour la population grace a un test de permutation. Diverses approches statistiques
sont utilisées pour établir une association entre les marqueurs et le phénotype a I’étude.
Certaines méthodes se basent sur de simples tests statistiques ou chaque marqueur est traité
individuellement, alors que les approches plus modernes font appel a des cartes génétiques,
permettant de tenir compte de plusieurs marqueurs simultanément et de leur potentielles
intéractions (Martinez et al. 2016). Parmi les algorithmes utilisés en cartographie QTL, on
retrouve le « Single Marker Analysis » (SMA) qui est un modele simplifi¢é ou chaque
2015). Le modele SMA a comme avantage d’étre une approche simple et qui nécessite peu

de ressources computationnelle. Par contre ce modele a un pouvoir de détection limité qui
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favorise les faux négatifs et a tendance a sous-estimer 1’effet des QTL. Un autre algorithme,
plus moderne, pour I’identification de QTL est le « Inclusive Composite Interval Mapping »
(ICIM) qui teste les marqueurs deux par deux pour déterminer leur association avec le
plus grande résolution et une meilleure estimation de I’effet des marqueurs que 1’approche
SMA (Li et al. 2008). La méthode ICIM a aussi comme avantage de permettre la détection
des interactions épistatiques entre les QTL, ce qui n’était pas possible avec les algorithmes
de premiere génération comme le SMA. Au fil du temps, les méthodes de détection ont
évolué, permettant maintenant de supporter des tailles de populations et des quantités de
marqueurs plus grandes. Grace a ces améliorations, la résolution des analyses QTL est plus
grande, permettant de définir de plus petites régions associées au phénotype. Par le fait méme,

facilitant I’identification de geénes candidats.

21



Hypothéses et objectifs

L’accession PI 494182 est d’un grand intérét pour les sélectionneurs canadiens puisqu’elle
posséde un bon potentiel de résistance au NKS, une maturité hative mieux adaptée aux
régions nordiques et présenterait une assise génétique différente des lignées offrant une
résistance de type PI 88788 (Arelli et Wang, 2008). L’accession PI 494182 n’avait jamais
été étudiée par analyse QTL et les régions génomiques expliquant sa résistance sont
inconnues. Dans le cadre de ce projet de maitrise, nous voulions vérifier les hypothéses

suivantes :

1. La résistance au NKS chez PI 494182 est de nature génétique et il est possible
d’identifier les QTL impliqués.

2. L’assise génétique de la résistance au NKS de PI 494182 est différente de celle de PI
88788.

Pour répondre a ces questions nos objectifs étaient de :
1. Génotyper (GBS) et évaluer la résistance au NKS de 149 RIL issues du croisement
Costaud x P1 494182 pour cartographier les QTL de résistance.

2. Déterminer les alléles de résistance aux locus de résistance identifiés.

3. Comparer les QTL et leurs all¢les a ceux de PI 88788.
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Résumé

Le nématode a kyste du soya (NKS) est le parasite du soya le plus dommageable
mondialement. L’utilisation des variétés résistantes demeure la méthode la plus efficace
contre le NKS , mais il y a un manque de sources de résistance. L’accession PI 494182 est
résistante au NKS. Cette étude visait a identifier les QTL (« quantitative trait loci »)
contrdlant la résistance chez P1494182. Ainsi, 149 RIL (Costaud x P1494182) ont été évalués
pour la résistance et génotypés. Le reséquencage de Costaud et PI 494182 a permis de
déterminer les alléles présents et le nombre de copies aux QTL. De plus, des données de
caractéres agronomiques ont été utilisées pour vérifier I’effet de la sélection des alleles de
résistance sur les performances agronomiques. Un nouveau QTL sur le chromosome 07 a été
identifi¢ et les génes de résistance Rhgl et Rhg4 ont été détectés (trois et une copie
respectivement). Finalement, les données agronomiques ont démontré que Rhgl et Rhg4

avaient un impact sur les performances agronomiques.
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Key words: QTL mapping, soybean cyst nematode, Hg type 0, Hg type 2.5.7

Key message QTL analysis of the SCN-resistant and early-maturing soybean accession PI

494182 revealed a Peking-type resistance and a potential novel QTL on chromosome 07.
Abstract The soybean cyst nematode (SCN) generates more damage to soybean than any

other parasite in most soybean-producing countries. The use of SCN-resistant cultivars
remains the most effective method to limit losses caused by SCN. The SCN-resistant
accession PI 88788 has been used almost exclusively to control SCN over the past decades,
inducing a shift in nematode virulence to overcome the resistance. Furthermore, PI 88788
and other sources of resistance characterized to date belong to maturity groups (MGs) III and
higher, making them less attractive when trying to develop early-maturing soybean varieties
(MGs 0-000). In this work, we performed a quantitative trait locus (QTL) analysis of the
SCN-resistant soybean accession PI 494182 (MG 0). A RIL population (Costaud x PI
494182) segregating for SCN resistance was challenged with SCN (Hg type 0) and genotyped
via genotyping by sequencing (GBS) to produce a genetic map. Six resistance QTLs were
identified, including a potentially new resistance locus on chromosome 07. A subset of the
RIL population was confronted to a Hg type 2.5.7 SCN population and some of these
exhibited resistance towards this type. Whole-genome sequencing of PI 494182 and Costaud
allowed us to determine the alleles and their copy number for three candidate genes:
GmSNAPI1, GmSNAPIS8 (Rhgl) and GmSHMTO0S8 (Rhg4). Finally, we determined that
selecting for PI 494182 alleles at some SCN-resistance QTLs could entail linkage drag
(decrease in protein content and 100-seed weight, increase in oil content). This work provides

useful markers for introgressing SCN resistance in early-maturing soybean varieties.
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1- Introduction

Over the past decades, high demand for oil and protein meal has increased as consumer habits
have changed in many countries (Delgado 2003; Henchion et al. 2017). Of all crops, soybean
(Glycine max (L.) Merr.) offers the highest protein yield per surface (Kaldy 1972), and is the
largest oilseed crop, with 61 % of global production (2018 Soy Highlights) and the fourth in
terms of cultivated area worldwide (FAO, 2019). As in any crop, pests constitute a major
obstacle to realizing the full yield potential and the soybean cyst nematode (SCN, Heterodera
glycines Ichinohe), a parasite that feeds inside the plant’s roots, causes important losses in
most soybean-producing regions of the world (Riggs 1977). In the US, SCN has spread to
nearly all soybean-producing regions (Tylka and Marett 2017). Parasitism by SCN is the
biotic stress generating the greatest losses for soybean production in the US, estimated at 1.2
billion US dollars lost annually (Koenning and Wrather 2010). Together with non-host crop
rotations, one of the main methods to control SCN is the use of resistant cultivars. The use
of resistant cultivars hinders the parasite’s reproduction and constitutes an economically

profitable and environmentally friendly approach.

Resistance to SCN infection involves apoptosis of the syncytium, the specialized
feeding site exploited by the nematode for its development inside the roots of the plant. To
better understand the molecular mechanism of resistance and to increase efficiency in the
development of new resistant lines, resistance to SCN has been mapped via genome-wide
association studies (GWAS) studies or biparental quantitative trait loci (QTL) analysis. Such
studies have identified several resistance loci and these can be found on almost all soybean
chromosomes (Concibido et al. 2004; Kim et al. 2016). Despite the diversity of QTLs
identified in various resistant lines, two loci, Rhg/ on chromosome 18 and RAg4 on
chromosome 08, are common to many resistant lines and are often strongly associated with

the response to SCN infection.

The Rhgl locus is a 31.2-kb region comprising four genes: Glyma.18G022400,
Glyma.18G022500, Glyma.18G022600 and Glyma.18G022700. However, the only
nucleotide variants differing between resistant and susceptible lines in populations
segregating for Rhgl are located in Glyma.18G0022500 (GmSNAP18), making it the major
gene controlling resistance at this locus (Liu et al. 2017). The GmSNAP18 gene encodes an
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o-SNAP (a-soluble NSF attachment protein) whose hyper-accumulation can be cytotoxic,
leading to apoptosis of the syncytium in which the SCN is feeding (Bayless et al. 2016). On
chromosome 08, the Rhg4 locus is a ~35.7-kb genomic segment containing four genes
(Glyma.08G108800, Glyma.08G108900, Glyma.08G109000 and Glyma.08G109100) (Patil
et al. 2019). The Glyma.08G108900 (GmSHMT0S) gene encodes a serine
hydroxymethyltransferase (SHMT) and was confirmed as the resistance gene at this locus
(Liu et al. 2012; Kandoth et al. 2017). In most resistant lines, SCN control is provided mainly
by Rhgl and Rhg4 with additional contributions from other minor QTLs. In rare cases,
resistance has been reported to be conferred by major resistance loci other than Rhg/ and
Rhg4, in studies involving lines such as PI 437654 and PI 468916 (Vierling et al. 1996;
Schuster et al. 2001; Wang et al. 2001; Wu et al. 2009).

Generally, SCN-resistant lines are classified in two main haplotypic groups based on
their allelic profiles at the Rhgl and Rhg4 loci. In the “Peking-type” of resistance, lines carry
the Rhgl-a allele and the Rhg4-a allele, with a strong epistatic interaction being reported
between these loci (Liu et al. 2017). In the “PI 88788 type”, resistance relies only on the

presence of the Rhgl-b allele as the Rhg4-b allele does not contribute to resistance.

Copy number variations (CNVs) also play an important role in regulating resistance
to SCN. The Rhgl locus presents a large variability in copy number, with some lines carrying
a single copy of the 31-kb region and others up to ten tandem repeats of the locus (Cook et
al. 2012). A higher copy number at this locus was correlated with a more abundant transcript
leading to a toxic accumulation of a-SNAP in the syncytium (Cook et al. 2014). Recently it
was shown that Rhg4 is also prone to CNVs with some lines carrying up to 4.3 repeats of the
Rhg4-a allele (Patil et al. 2019). Here also, transcript abundance was correlated to copy

number, where more copies of the locus increased the resistance to SCN.

Different CNV patterns have been observed at Rhgl and Rhg4 depending on the type
of resistance (Patil et al. 2019). For lines carrying PI 88788-type resistance, a single copy of
the Rhg4 locus is observed and a high number of repeats of the Rhgl-b allele, 5.6 copies
being the minimum needed to obtain resistance. Inversely, for lines with the Peking-type

resistance, few copies of the Rhgl-a allele (1 to 3.5) are enough to confer resistance as long
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as these are accompanied by the Rhg4-a allele, of which 1 to 4.3 copies have been reported.

Over the last two decades, PI 88788-type resistance has been used extensively and
today over 95 % of the commercially-available SCN-resistant varieties in the US have this
type of resistance (Tylka and Mullaney 2018). The selection pressure exerted by the
continuous use of PI 88788-type resistance has led to the selection of virulent SCN
populations. For example, a recent evaluation of SCN virulence in Missouri revealed that this
source of resistance was overcome in 100 % of the fields (Howland et al. 2018). Few
commercial lines have been developed with other sources of resistance (Peking or P1 437654)
due to their detrimental effect on yield (Lee et al. 2016) or, in the case of PI 437654, the
complex genetic basis of resistance. Thus, the identification of new sources of resistance

remains necessary for the control of SCN populations.

Another important trait to consider in soybean breeding is maturity. In North
America, varieties are categorised into one of thirteen maturity groups (MGs), ranging from
group 000 to X. The most common sources of resistance to SCN (PI 88788, Peking, P1 90763
and PI 437654) belong to MGs III, IV, IV and III respectively (Tylka et al. 2017). When
breeding extremely early varieties (MGs 0 to 000), such as are needed in Canada, making
crosses with lines of a much later MG is not trivial and leads to a broad segregation for
maturity, with only a small subset of the progeny offering the required earliness. Young
(1995) reported the early (MGO) soybean accession PI 494182 (Suzuhime) as resistant to Hg
types 0 and 2.7. It was later reported to confer resistance against Hg type 2.5.7 (Arelli and
Wang 2008).

The main objective of this work was to discover the underlying QTLs explaining
resistance to SCN Hg type 0 in PI 494182. In addition, we used whole-genome sequencing
(WGS) data to determine nucleotide and copy-number variation at known resistance genes
in the parental lines. Finally, key agronomic traits were also examined to see if resistance

from PI 494182 was associated with undesirable alleles at loci controlling these traits.
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2- Method

2.1- Plant material

The soybean accession PI1 494182 (‘Suzuhime’) was selected as a donor parent because of its
reported resistance against SCN, including to the virulent HG type 2.5.7 (Arelli and Wang
2008), as well as for its early maturity (MG 0). The second parent was a Canadian elite
accession named ‘Costaud’ showing extra-early maturity (MG 000), good agronomic
qualities and no known resistance to SCN. A RIL population (named QS13002) resulting
from the biparental cross of Costaud x PI 494182 was developed at the Centre de recherche
sur les grains (CEROM) in Saint-Mathieu-de-Beloeil (Canada). Fs seed from 372 F, plants
were harvested individually in 2016. The Fs lines were grown in individual rows the
following year and 149 randomly selected lines were grown in parallel under greenhouse
conditions for the QTL analysis, A single Fs plant from each of the 149 lines was grown in a
greenhouse (Université Laval) to produce Fg seed on which SCN resistance could be assayed

and DNA extracted.

2.2- DNA isolation and sequencing

For each of 149 RILs, eight Fe plants were grown and a 4-mm leaf punch was collected from
each. Punches from the different plants of the same RIL were pooled, dried for 4 days using
a desiccating agent (Drierite, Xenia, OH, USA) and then crushed with metallic beads in a
mixer mill (Fisher Scientific, RETSCH MM 400). DNA extraction was performed as
per Fulton et al. (1995). After the ethanol wash, samples were dried at 4°C, DNA was
suspended in 50 pl of QIAGEN elution buffer and integrity was verified on a 0.8 % agarose
gel. DNA quantification was done with a Spark 10M absorbance microplate reader and the
concentrations brought to 10 ng/ul for each sample. The samples were transferred to the
Genomic Analysis Platform at the Institute for Integrative and Systems Biology (IBIS) at
Université Laval for Genotyping by Sequencing (GBS) library preparation and sequencing.
DNA was digested with the 4peKI restriction enzyme and prepared for GBS according to the
protocol described by Elshire et al. (2011) with minor modifications. Sequencing was done
on an Ion Proton System (Thermo Fisher Scientific). Each of the two GBS libraries (76- and
75-plex) was sequenced on a single Ion Proton P1 v3 chip. The entire set of 372 RILs had

also been genotyped at the F4 generation using a similar protocol.
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2.3- Resistance to SCN

To evaluate the resistance of the RILs and parental lines towards SCN, we used a standard
greenhouse test quantifying SCN development on each line (Niblack et al. 2002). An SCN
population (named IL4) of HG type O initially isolated from Illinois, United States and
multiplied several times on the susceptible cultivar Essex, was used as inoculum. The
virulence profile (HG type 0) of this SCN population was confirmed by inoculating seven
indicator lines (Peking, PI 88788, P1 90763, P1 437654, P1209332, P1 89772, P1 548316) and
the susceptible cultivar Essex to evaluate cyst development (Niblack et al. 2002). All the
resistance tests took place in a confined greenhouse at the Agriculture and Agri-Food Canada
research station in Saint-Jean-sur-Richelieu, Quebec. The parental lines and a total of 149
soybean RILs were tested. Each line was evaluated using six replicates in a completely
randomized block design. The commercial resistant line P19T39R2 (Pioneer Seeds,
Chatham, ON, CA) harboring PI 88788-derived resistance was included in each block as a
positive check as well as the susceptible line Essex as negative check. The seven indicator
lines were also included to validate the HG type at the time of the experiment. The seeds
were germinated for two days in vermiculite and the seedlings were placed in cone-tainers™
(Stuewe & Sons, Tangent, OR, USA) filled with pasteurized sandy soil. At the time of
transplantation, each plant received an inoculum of 2,000 SCN eggs applied directly in the
planting hole. The cone-tainers were placed in 3-liter pails submerged in a heated water table
with temperature set at 27°C. The cysts were collected 35 days after inoculation by washing
the roots on nested 850-um and 212-um sieves. Cysts were counted under a microscope for
each line and compared to the count on the susceptible line to establish a Female Index (FI)
(Schmitt and Shannon 1992). All the RILs with a FI < 10 % were considered to be resistant

to this SCN population.

FI (%) = (number of cysts on tested line) / (number of cysts on susceptible check) x 100

A subset of the RIL population (n = 23) was also confronted to a more virulent SCN
population (HG type 2.5.7) initially isolated from Minnesota using the same methodology.
These lines were selected based on their high level of resistance to the HG-type 0 SCN
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population, agronomic potential and genotype (presence of resistance alleles from PI 494182

at qSCN-1/Rhgl and qSCN-3/Rhg4).

2.4- Phenotyping of agronomic traits

In the summer of 2017, 372 lines (at the Fs generation) including the 149 lines used for SCN
phenotyping and genotyping from the QS13002 population were grown in single-row plots
in a modified augmented design (Lin and Poushinsky 1983; 1985) in Saint-Mathieu-de-
Beloeil, Québec, Canada. Four traits were measured: days from sowing to physiological
maturity, 100-seed weight, as well as oil and protein content. Oil and protein content were
measured using Near Infrared (NIR) spectroscopy on a Perten DA7250 instrument. The
calibration curve for this analysis was provided by Perten (Stockholm, Sweden) and is based

on 2,740 North American soybean samples.

2.5- Genetic map construction and QTL analysis

Sequencing reads obtained from the GBS libraries were processed with the Fast-GBS
pipeline (Torkamaneh et al. 2017) to identify SNP variants and small indels among the RIL
population using Williams82 (Glyma.Wm82.a2) as reference genome. Individual SNP
genotypes called with fewer than five reads were replaced with missing data and SNP loci
with more than 80 % missing data were removed. Heterozygosity at each SNP locus was
determined and loci with more than 18 % heterozygous calls were deemed outliers
(calculated on the basis of the interquartile range [Q;-k(Q3-Q)), O3+k(Q3-0))], k=3, as per
(Tukey 1977) and were removed. SNPs with a minor allele frequency below 30 % were also
removed on the basis of a biased segregation. Imputation of missing genotypes was realized
with Beagle version 4.1.0 (Browning and Browning 2016) using default parameters and
redundant markers showing identical segregation patterns were binned. The construction of
the genetic map was performed using QTL IciMapping version 4.1.0.0 (Meng et al. 2015).
Linkage groups were assembled and markers were ordered by anchoring the markers to their
physical positions. The distance between markers was estimated using the Kosambi mapping
function and linkage groups were split when gaps exceeded 30 cM. Both inclusive composite

interval mapping (ICIM) and single-marker analysis (SMA) were performed. The

32



significance level was set to a=0.05 and the LOD threshold was calculated by performing a
1,000-permutation test. The scanning interval step to test marker significance was set to 1.0
cM. For the ICIM and SMA analyses, resistance values from the SCN assay were used
without transformation. The presence of epistatic interactions was verified using the ICIM-
EPI function (Meng et al. 2015). To further assess the impact of each resistance QTL
identified in this study, different subgroups of population QS13002, contrasting in their
allelic profiles, were tested to identify significant differences in the FI (%) values. For each
QTL and RIL, the parental allele was determined. The allele call for each line at each QTL
was made only when all the significant markers (including flanking markers) had the same

parental genotype, otherwise, the allele was declared not available.

2.6- Statistical analyses

The distribution of values obtained for resistance and agronomic traits (protein content, oil
content, 100-seed weight and days to maturity) were verified for normality with the Shapiro-
Wilk test. Skewness and kurtosis values were also calculated. Student’s t-test was used to
test the differences between means for each agronomic trait in the two groups contrasting for
their alleles at specific SCN QTLs. The threshold p-values were adjusted by dividing them
by the number of comparisons as per the Bonferroni method. For resistance to SCN, due to
non-normality and great disparity in samples size, the non-parametric Kruskal-Wallis test
was used to identify significant differences in female index values between the contrasting

allelic groups. All parameters were calculated using the R program (R Core Team 2018).

2.7- Whole-genome sequencing of PI 494182 and Costaud

Seeds of accession PI 494182 and Costaud were planted in individual two-inch pots
containing a single Jiffy peat pellet (Gérard Bourbeau & fils inc. Quebec, Canada). The first
trifoliate leaf from a single 12-day-old plant was harvested, immediately frozen in liquid
nitrogen and ground using a Qiagen TissueLyser. DNA was extracted from approximately
100 mg of ground tissue using the Qiagen Plant DNeasy Mini Kit according to the
manufacturer’s protocol. DNA was quantified on a NanoDrop spectrophotometer. An

[llumina paired-end library was constructed using 500 ng of DNA and the KAPA Hyper Prep
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Kit (Kapa Biosystems, Wilmington, Massachusetts, USA) following the manufacturer’s
instructions (KR0961 — v5.16). DNA library quality was verified on an Agilent Bioanalyzer
with a High Sensitivity DNA chip. The library was sequenced using 1/6 of a lane of an
Ilumina HiSeq XTen sequencer at the McGill University-Génome Québec Innovation
Center in Montreal, QC, Canada. Illumina paired-end reads (81M, 2x150 bp) were aligned
onto the soybean reference genome (Glyma.Wm82.a2) (Schmutz et al. 2010) and processed
using the Fast-WGS pipeline (Torkamaneh, Boyle and Belzile 2018). Variants were removed
if 1) two or more alternate alleles were seen, 2) observation of the alternate allele was limited
to a single strand, 3) an overall read quality (QUAL) score <20, 4) a mapping quality (MQ)
score <30, 5) a read depth of <2, or 6) were suspected of representing false heterozygotes
(based on unequal read depth of the two alleles). The variant catalogs of PI 494182 and
Costaud were analyzed using the SnpEff program (Cingolani et al. 2012) to determine the
predicted effect of SNPs and small indels on the coding sequences. For known SCN-
resistance loci, copy number variations (CNVs) were predicted using the CN'Vnator program

(Abyzov et al. 2011).
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20-

3- Results

3.1- Resistance to SCN Hg type 0

To evaluate SCN resistance in the RIL population (Costaud x PI 494182), we tested the

response of Fg lines to SCN infection in a controlled greenhouse assay. The virulence profile

of the IL4 SCN population used in this study was confirmed as Hg type 0 by measuring its

multiplication on the seven indicator lines (Table 1). The FI values of this SCN population

Pl 494182

P19T39R2

Essex

Costaud

Fig. 1. Distribution of female index
values for 149 F¢ RILs generated from
the biparental cross Costaud x PI
494182 challenged with SCN Hg-type
0. Relative position of parents, Essex
the susceptible check and P19T39R2, a
PI 88788-derived resistant line are
pointed by black arrows.

| B

40 60 80 100 120 140
Female Index (%)

160

on the 149 RILs ranged from 0.8 % to 151.1 % with a mean value of 63.2 % (Fig. 1).
According to the Shapiro-Wilk and symmetry tests (p=0.00003, w=0.942, skewness=-0.187,

kurtosis=-0.385), the distribution was close to normality. The susceptible check Essex had

an average count of 245 cysts per plant. The FI of the resistant parent PI 494182 was 1.3 %,

while it was 122.6 % for the susceptible parent Costaud. The test identified 19 resistant RILs
(FI<10 %). The resistant commercial check (cv. PI9T39R?2) obtained a FI of 13.2 %. Overall,

the phenotypic distribution of the RIL population showed a wide range of FI scores,

providing sufficient phenotypic variation to undertake QTL analysis.

Table 1 The seven soybean indicator lines and their reaction to SCN Hg type 0 and 2.5.7.

Line

P1548402 PI88788  PI90763

PI 437654 PI1209332 PI89772 PI548316

FI (%)"

0
Hg type

0 3 1

2.5.7 3 27 0

0 8 0 8
0 22 0 18

“Calculated as follows: FI (%) = (number of cysts on tested line) / (number of cysts on susceptible Essex) x 100
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3.2- Genetic linkage map

In view of a QTL analysis, we constructed a genetic map based on the segregation of GBS-
derived SNP markers. A total of 219 million reads were obtained following the sequencing
of two GBS libraries (76- and 75plex). After filtering of the raw SNP catalog, we retained
7,342 high quality markers. Redundant markers were binned resulting in a set of 967

polymorphic markers showing a distinct segregation pattern. Initially, 20 linkage groups,

Table 2 Properties of the 27 linkage groups obtained for the QS13002 population.

Chr® Number of Length ' Average Chr® Number of Length . Average
markers (cM) interval (cM) markers (cM) interval (cM)
1 48 112.26 2.39 12b 21 54.16 2.71
2 60 138.94 2.36 13a 4 8.11 2.70
3 64 103.32 1.64 13b 33 103.34 3.23
4 61 91.97 1.53 14 45 106.91 2.43
5 50 104.08 2.12 15 42 73.34 1.79
6 51 139.95 2.80 16 34 86.48 2.62
7 44 96.23 2.24 17a 24 29.27 1.27
8 89 134.56 1.53 17b 23 45.79 2.08
9a 36 45.57 1.30 18 45 96.88 2.20
9b 22 24.16 1.15 19a 7 20.43 341
10 71 111.49 1.59 19b 30 61.68 2.13
11a 6 4.84 0.97 20a 3 1.52 0.76
11b 20 81.58 4.29 20b 22 47.86 2.28
12a 12 8.79 0.79

* Splited chromosomes are annotated a and b.

corresponding to the 20 chromosomes of the soybean genome, were formed by anchoring the
markers to their physical positions. Seven gaps located on seven different chromosomes were
larger than 30 cM, with the largest one (57 cM) being located on chromosome 20. After
splitting linkage groups at these large gaps, we obtained 27 linkage groups (Table 2) spanning
a total map length of 1894 cM. The average distance between markers was 2 ¢cM and 26 cM
was largest inter-marker distance within a linkage group. With close to 1,000 non-redundant
informative loci, the resulting map provided excellent coverage of the regions of the genome

that were segregating in this cross.
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3.3- QTLs associated with resistance to SCN Hg type 0

Using the genetic map and FI values for the RIL population, a total of six significant QTLs
associated with resistance to SCN Hg type 0 were found using the ICIM (5 QTLs) and SMA
(4 QTLs) algorithms, three of which (qSCN-1, -2 and -3) were identified by both approaches
(Table 3, Figure 2). The QTL qSCN-1 had the largest phenotypic variance explained (PVE)
value with 22.7 % and an additive effect of -16.7 % on the FI value. The locus qSCN-2
explained 14.1 % of variation with an effect of -13.1 % while the QTLs qSCN-3 and qSCN-
4, respectively, explained 11.4 % and 7.2 % of phenotypic variation with additive effects of
-11.7 % and -9.3 %. Markers flanking qSCN-1 and qSCN-3 defined genomic intervals that
overlapped with two loci known to confer resistance to SCN, Rhg! and Rhg4, respectively
(see Table 4). With the SMA approach, gSCN-1 explained 25.7 % of phenotypic variation
and showed an additive effect of -17.8 %. The QTLs qSCN-2 and qSCN-3 were also
identified by SMA, with 16.8 % and 17.5 % of PVE and an additive effect of -14.2 % and

Table 3 Significant QTLs for resistance to SCN Hg type 0 in a RIL population derived from the
cross Costaud x PI 494182 using the ICIM and SMA approaches

Position of flanking markers

Approach QTL Chr® Peak marker® LOD score?  PVE (%)° a
cM bp®
qSCN-1 18 54.9.1 1,543,178..1,867,679 1,748,739 15.23 22.66 -16.74
qSCN-2 20 24.8..26.2 42,805,943..44,119,797 44,119,797 10.26 14.12 -13.07
qSCN-3 08 31.5..34.6 8,267,935..8,771,172 8,267,935 8.25 11.43 -11.7
ICIM
gSCN-4 07 19.8.22.9 3,432,131..3,985,261 3,625,902 5.52 723 931
gSCN-5 06 - - - - - -
qSCN-6" 11 48.6..52.6 32,702,232..32,965,055 32,763,268 3.16 3.93 -6.91
qSCN-1 18 2.9..17.9 685,324..3,442,339 1,748,739 9.67 25.66 -17.81
qSCN-2 20 18.6..26.2 40,613,194..44,119,797 41,978,472 6.00 16.83 -14.19
qSCN-3 08 13.8..37.1 4,620,261..9,500,023 7,780,496 6.26 17.47 -14.46
SMA
gSCN-4 07 . . - . : =
qSCN-5 06 95.8..96.9 15,331,193..16,109,961 15,331,193 4.63 13.24 12.62
gSCN-6 11 . . 2 g 5 2
*Chromosome

®Positions according to reference genome Wm82.a2. (Song et al. 2016)
“Marker with the highest LOD score at QTL

dSignificance threshold was set to 3.21 by permutation test
‘Phenotypic variance for peak marker

Additive effect value of peak marker

*LOD score below the significance threshold
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-14.5 % respectively. The QTL gqSCN-4, identified only by ICIM, did not show any
association with the phenotype using the SMA approach. However, SMA detected qSCN-5
on chromosome 06 with a PVE of 13.2 % and an additive effect of 12.6 %, a region not
detected by ICIM. A sixth locus on chromosome 11, gSCN-6 (PVE = 3.9 %; a = -6.9 %),
obtained a LOD score of 3.16 by ICIM, just below the significance threshold of 3.21. This
region was considered as relevant due to its proximity (~3 kb) to the GmSNAPII
(Glyma.11G234500) resistance gene. All QTLs but one (QSCN-5) yielded negative additive
effects, indicating that the alleles inherited from PI 494182 at these loci contributed to a lower
female index, therefore an increased resistance to SCN. One significant epistatic interaction
(LOD = 10.9, PVE = 50.2 %) was identified between qSCN-1 and qSCN-3. Overall, the
ICIM method identified five Hg type 0 resistance QTLs with high resolution on
chromosomes 07, 08, 11, 18 and 20, while SMA confirmed three of these QTLs and allowed

the identification of a sixth resistance QTL located on chromosome 06. All loci identified in
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Fig. 2. Genetic linkage map of population QS13002 and significant QTLs identified for resistance
to SCN Hg type 0. Genetic positions of markers in centimorgans (cM) on the left side of
chromosomes and physical positions of markers on the right side. Black boxes represents QTLs

identified in this study, white boxes represents QTLs reported in other studies.
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this work overlapped or were close (<1.5 Mb) to previously reported QTLs for resistance to

SCN (Table 4).

Table 4 QTLs for resistance to SCN Hg type 0 identified in population QS13002 (Costaud x
PI 494182) and corresponding reported resistance loci.

QTLs Chr. P(();/i{tti)c)m Reported markers/genes P(();/i[tti)()m Reference
qSCN-1 18 1.5..1.9 GmSNAPI8 (Glyma.18G022500) 1.6..1.7 Soybase
Satt148..Satt102 43.4.44.8 Winter et al. 2007
Sat_299..Sct_189 43.6..46.7 Wu et al. 2009
qSCN-2 20 42.8.44.1
BARC-060361-16629 42.4.42.4 Jiao et al. 2015
Satt330..Satt162 40.2..41.4 Winter et al. 2007
qSCN-3 08 8.3..8.8 GmSHMT08 (Glyma.08G108900) 8.4.8.4 Soybase
qSCN-4 07 3.4.4.0 $s107925701..ss107918678 0.2.2.5 Abdelmajid 2014
gqSCN-5 06 15.3..16.1  Satt376 15.5..15.5 Ferreira et al. 2011

qSCN-6 11 32.7.33.0 GmSNAP1I (Glyma.11G234500) 33.0..33.0 Soybase

3.4- Resistance to Hg type 2.5.7

Based on the GBS data for the entire Costaud x PI 494182 population (372 RILs), we selected
17 RILs that possessed the PI 494182 alleles at the Rhgl and Rhg4 loci but that had not
previously been tested for SCN resistance. To this we added six lines identified as resistant
to Hg type 0 in this study and tested this subset of 23 RILs with a second population of
nematodes (Hg type 2.5.7) known to be more virulent. The virulence profile of this SCN
population was confirmed by measuring its reproduction on the seven indicator lines (Table
1). The FI value for the resistant parent PI 494182 was 1.8 % while the susceptible parent
Costaud obtained a score of 70.9 %. The FI values obtained for the 23 RILs ranged from 3.2
% to 168.2 %. Of the 23 RILs tested for resistance to Hg type 2.5.7, 13 proved resistant,

confirming the resistance of PI 494182 to a more virulent SCN population.
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3.5- Allelic effects of SCN resistance QTLs

To confirm the effects of each individual QTL identified in this study, we formed different

subgroups of RILs contrasting for their allelic state at the different QTLs and compared their

average FI values (Figure 3). The subgroups A, B, C and D were formed to test the

contributions of Rhgl (qSCN-1) and Rhg4 (qSCN-3). Considering the important contribution
(50.2 % PVE) made by Rhgl and Rhg4, we chose to include only lines that were fixed for
the favorable alleles (Rhgl" and Rhg4") at these two loci to test the effect of adding further

QTLs with lesser effects (QSCN-
2, qSCN-4, gSCN-5, qSCN-6;
pairs E to L). The greatest
difference was observed between
group A (Rhgl /Rhg4") and B
(Rhgl/Rhg4). This
was declared highly significant
(»<0.001) by the Kruskal-Wallis

difference

test and the average FI values for
resistance to Hg type 0 were 8.0
% and 79.4 %, respectively (Fig.
4). This allelic contrast between
Rhgl"/Rhg4”™ and Rhgl/Rhg4
could not be tested for resistance
to Hg type 2.5.7 since the 23 RILs
selected for this assay all had the
(Rhgl/Rhg4") genotype. The
contrast between lines forming
group E (PI 494182 allele; qSCN-
2") and group F (Costaud allele;
qSCN-2") was significant only in
the test for resistance to Hg type 0,

where the average FI values were

5.5 % and 14.4 % respectively.

[ RILs carrying only alleles

1501 28 .
°i from resistant parent

o35 Hg type 0
[J RILs carrying an allele
from sensitive parent

A: Rhg1*/Rhg4*

B: Rhg1*/Rhg4-

C: Rhg1/Rhg4*

D: Rhg1/Rhg4-

E: Rhg1*/Rhg4*/qSCN-2*
= F: Rhg1*/Rhg4*/qSCN-2-
G: Rhg1*/Rhg4*/qSCN-4*

18 8 18 7 H: Rhg1*/Rhg4*/qSCN-4-

9
= I: Rhg1*/Rhg4*/qSCN-5*
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Subgroups

Fig. 3. Different genotypic subgroups of population QS13002 and
their FI values for resistance to SCN Hg type 0 and to Hg type 2.5.7.
The QTLs qSCN-1 and qSCN-3 were labeled as Rhgl and Rhg4
respectively. Alleles are marked with a + sign when the genotype
from the resistant parent PI 494182 is present for the subgroup, and
marked with a - sign when the genotype from the sensitive parent
Costaud is present for the subgroup. Number of lines in each
subgroups is indicated over the boxes. Significant differences
between mean values of groups according to the Kruskal-Wallis test
are represented by an asterisk, significance levels are coded as
follow: (*; P <0.05), (**; p <0.01), (***; p <0.001).
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The G and H pair contrasting for the presence of qSCN-4 was also significantly different for
resistance to Hg type 0 with mean FI values of 9.7 % and 3.3 % respectively. The groups I
and J (qSCN-5 +/-) had mean FI values of 2.0 % and 8.3 % respectively, which were not
significantly different, while the mean values of FI (%) for resistance to Hg type 0 and Hg
type 2.5.7 for the groups K-L (qSCN-6 +/-) were significantly different. Groups K and L
resulted in mean FI values of 2.1 % and 16.0 %, respectively, for resistance to Hg type 0 and
mean values of 7.7 % and 48.7 % for resistance to Hg type 2.5.7. Interestingly, the resistance
locus gSCN-6 was the only QTL that presented a significant difference between allelic
groups against both SCN Hg types.

3.6- Impact of SCN QTLs on agronomic traits

Even if based on a limited phenotypic assessment, we wanted to explore the possibility of
undesirable associations between the QTLs conferring SCN resistance and key agronomic
traits. For this we compared the mean phenotypic values between groups of lines contrasting
for their allele at the position of SCN resistance QTLs. For oil content, gSCN-1 and qSCN-

3 showed significant differences for contrasting allelic groups (Figure 4). The alleles from PI
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Fig. 4. Allelic effect of resistance QTLs on agronomic traits. Significant differences between mean
values of groups according to the Student’s t-test, significance levels coded as follow: (*; P <0.05),
(**; p<0.01), (***; p<0.001).
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494182 at qSCN-1 and qSCN-3 were associated with increased oil content (0.44 % and 0.68
%, respectively). A significant difference was observed in protein content between lines
contrasting at the qSCN-3 locus, where the Costaud allele provided a 1.54 % increase. For
100-seed weight, the P1 494182 allele at the gqSCN-3 locus was associated with a significant
decrease (0.96 g). Based on these observations, gSCN-1 and qgSCN-3, do carry the potential

for some linkage drag.

3.7- P1 494182 and Costaud nucleotide variants for known SCN resistance genes

Different genes have been confirmed as being involved in resistance to SCN. To determine
their alleles in PT 494182, WGS was used and local variants were identified. The average
resequencing depth obtained for PI 494182 and Costaud was 32.5x and 20.9x respectively.
Two QTLs identified in this study, gSCN-1 and qSCN-3, matched the positions of the
resistance loci known as Rhgl and Rhg4. An analysis of the SNP variants in the PI 494182
allele of GmSNAPIS8 identified three missense variants (D208E, D286Y and L288I) in

addition to a 3-bp in-frame insertion adding a supplemental valine at position 287 (Table 5);

Table 5 Nucleotide variants and their corresponding amino acid variants predicted by SnpEff
for the soybean accesion PI 494182 and cv Costaud, compared to reported sequences of cv
Williams 82 and cv Forrest for three genes involved in resistance to SCN.

Nucleotide variant Amino acid variant
Locus/Gene a b c._.d . e a b_.c_d . e
Position W82 /Fo /Pi /Co Position W82 /Fo /PI /Co
Gm18:1,643,660 C/G/G/C 208 D/E/E/D
Rhgl/GmSNAPIS Gm18:1,645,403 G/T/T/G 286 D/Y/Y/D
Gm18:1,645,407 A/AGGT/AGGT/A 287 D/EV/EV/D
Gm18:1,645,409 C/A/A/C 288 L/I/I/L
Rhg4/GmSHMTO08 GmO08:8,361,148 C/G/G/C 200 P/R/R/P
GmO08:8,361,924 A/T/T/A 459 N/Y/Y/N
GmSNAPII Gm11:32,970,174 G/A/A/G 179 A/T/T/A
Gm11:32,969,916 G/T/T/G 237..240 DIAA/LGH*/LGH*/DIAA

aPosition on the Williams 82 reference genome Wm82.a2.v1 (Schmutz et al., 2010)
bVariant for cv Williams 82

“Variant for cv Forrest in gene Glyma.18G02250 (Liu et al., 2017), Glyma.08G108900 (Liu et al., 2012) and
Glyma.11G234500 (Lakhssassi et al., 2017)

dVariant for P1 494182 according to resequencing data

(S . . .
Variant for cv Costaud according to resequencing data
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these variants correspond to those reported for the rhgl-a allele (Liu et al. 2017). For
GmSHMTO0S, two missense variants (P200R and N459R) were found in the sequence of the
PI 494182 allele, matching the sequence of the Rhg4-a allele. A third QTL (qSCN-6) was
located very close to another well-documented resistance gene (GmSNAPI1) (Lakhssassi et
al. 2017). In P1 494182, we identified a G = T mutation in the first position of a splice donor
site, leading to a premature stop codon due to translation of the 7th intron. Thus, in this case,
the allele present in PI 494182 is predicted to produce a truncated protein in amino acid
position 239, while the sequence from the reference Williams 82 is 289 amino-acids long.
The analysis of the sequences from cv Costaud indicated that no variants reside in the genic
sequences of GmSNAPI8, GmSNAPII and GmSHMTO0S relative to Williams 82, while
nucleotide variants observed for PI 494182 indicate that this accession carries alleles

differing from the reference Williams 82.

An analysis of copy number was also carried out using the WGS data for PI 494182.
At the Rhgl locus, the observed depth of coverage (normalized average read depth (NRD) =
3.1) suggested that there were three copies of this genomic region. For the Rhg4 locus, a
single copy was detected and we found no evidence of duplication in the region comprising
GmSNAPI 1. Our nucleotide variant and copy number analysis showed that P1 494182 carries
three copies of the Rhgl-a allele for the GmSNAP18 gene, one copy of a truncated allele of
the GmSNAP11 gene and one copy of the Rhg4-a allele at the GmSHMTOS gene.
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4- Discussion

In this study, 149 RILs derived from a cross between PI 494182 and Costaud were evaluated
for resistance to SCN (Hg type 0). We found that 12.8 % of the RILs were resistant (FI<10
%). In earlier work, Arelli et Wang (2008) examined the segregation of SCN resistance in an
F3 population derived from PI 494182 and cv Skylla. Using a similar population of SCN (Hg
type 0) and assay, they obtained 12.4 % of resistant lines. Though no genetic mapping was
done on the PI 494182 x Skylla population, these segregation results are comparable to our

own and show reproducibility in the segregation pattern of resistance.

Our QTL analysis identified a total of six genomic regions associated with resistance
to SCN. We first examined if the positions of these QTLs matched those of previously
identified QTLs. The locus gSCN-1 overlapped the position of the RAg! locus (Concibido et
al. 1994), which has been reported in several resistant soybean accessions, including PI
88788, cv Peking, PI1 90763 (Concibido et al. 1997) and PI 437654 (Webb et al. 1995). The
resistance locus gSCN-2 matched the region reported by Winter et al. (2007) for resistance
to Hg type 1.2.5.7 and Hg type 0 in a Glycine soja accession. The work of Wu et al. (2009)
also found a QTL matching the position of qSCN-2 in PI 437654. This QTL was reported as
conferring resistance to Hg types 0, 2.7 and 1.3.5.6.7. More recently, a region close to qSCN-
2 was reported by Jiao et al. (2015) and was consistently associated with resistance to many
SCN types including Hg type 1.2.3.4.5.6.7. The resistance locus qSCN-3 matched the
position of Rhg4 (Weisemann et al. 1992), a resistance QTL that has been associated with
resistance to Hg types 0 and 2.5.7 in many lines including Peking (Chang et al. 1997) and PI
437654 (Webb et al. 1995). Locus qSCN-4 was identified on Chr07 and, to our knowledge,
no QTL conferring resistance to SCN has been reported in this region of the genome. The
nearest reported QTL was mapped by Abdelmajid et al. (2014) to a position 1 Mb away from
qSCN-4. The fifth resistance locus identified in our work, gSCN-5 overlapped a QTL that
was mapped previously by Ferreira et al. (2011) for resistance to Hg type 1.3.5.6.7 in
Hartwig. Finally, the locus qSCN-6 was very close to GmSNAPII, a paralogue of
GmSNAPI18 which has been reported to contribute modestly to SCN resistance in cv Forrest
(Lakhssassi et al. 2017). In addition, we found one epistatic interaction between qSCN-1

(Rhgl) and qSCN-3 (Rhg4), as previously reported in many SCN resistant lines (Concibido
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et al. 2004). Overall, these data indicate that PI 494182 carries useful alleles at many well-
known QTLs for SCN resistance in addition to a potentially novel QTL (qSCN-4 on

chromosome 07).

We then asked if the magnitudes of the contributions of these QTLs to phenotypic
variation in response to SCN infection were comparable to those reported in previous studies.
Our analysis showed that the qSCN-1 locus (Rhg!) was the most impactful in this segregating
population. Similarly, in several previous studies focusing on different soybean accessions,
the Rhg!l locus came out as the most significant QTL for resistance against many SCN Hg
types (Concibido et al 2004; Kim et al. 2016). As for qSCN-2 (2" highest PVE), putative
corresponding QTLs have been reported to be among the most impactful also (Jiao et al.
2015, Winter et al. 2007)._ The impact of qSCN-3 (Rhg4) was lower than qSCN-1 (Rhgl),
explaining only half as much of the phenotypic variance in this population. The percentage
explained by Rhg4 (22.7 % in ICIM and 25.7 % in SMA) falls within the range of values (9-
28 %) previously reported for this QTL (Concibido et al. 2004). However, the impact of Rhg4
could have been underestimated by ICIM which does not consider epistatic interactions.
Indeed, in our analysis of allelic classes (Figure 3), Rhg4 has an impact on resistance only
when Rhgl is also present. For qSCN-4, the PVE was low, showing it has a minor
contribution to resistance. Interestingly, the ICIM approach predicted that the allele from PI
494182 at qSCN-4 would increase resistance, while the difference in allelic classes for this
locus in the Rhgl'/Rhg4" background suggested that it could increase the FI values (i.e.
decrease resistance). These results point out that qSCN-4 has an effect that remains unclear
and it would be important to further explore this effect using a larger sample size for the
groups of lines Rhg!"/Rhg4'/qSCN-4"". The locus gSCN-5 had the lowest PVE in the SMA
and this is consistent with Ferreira et al. ( 2011) who found a low-effect QTL in a position
overlapping qSCN-5. The additive effect value indicated that the resistance allele came from
Costaud, our susceptible parent. The locus gSCN-6 had the lowest PVE among all QTLs,
however, it was the minor QTL with the most significant allelic contrast in the Rhgl /Rhg4"
background, one that would be favored by breeders. Results from the ICIM model predicted
a ~7 % FI reduction for the contribution of the allele from PI 494182, similar to the 8 %
reduction obtained by Lakhssassi et al. (2017) when in presence of the GmSNAPI11" allele.
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Globally, the effect of most QTLs found in PI 494182 was confirmed while the impact of
qSCN-4 remains to be investigated.

Using whole-genome sequencing data for PI 494182 and Costaud, we analysed the
sequences of the well-established resistance genes GmSNAPIS8 (Rhgl) and GmSHMT0S
(Rhg4), both of which are located within qSCN-1 and gSCN-3, respectively. For GmSNAPIS,
the three SNPs and the 3-bp insertion identified in PI 494182 are identical to those described
by Liu et al. (2017) in four resistant lines (Forrest, Peking, PI 437654 and PI 89772); this
allele is referred to as Rhgl-a. The two SNPs we found in GmSHMT0S have also been
reported by Liu et al. (2012) in the resistant lines Forrest, Peking, PI 90763, PI 437654, PI
89772 and this allele is designated as Rhg4-a. The sequences of cv Costaud presented no
variation relative to the reference cv Williams 82 at these sites. Data for the genes
GmSNAP18 and GmSHMT0S indicate that the protein products of these genes in PI 494182

would be identical to those found in resistant lines carrying the Peking-type of resistance.

In our analysis, qSCN-6 was slightly under the significance threshold but due its
proximity to GmSNAPI 1, we verified if the variants associated to resistance in this gene were
present in PI 494182. We found two mutations impacting the amino acid sequence of the
gene, including one inducing the loss of a splice donor site predicted to lead to a truncated
protein. These mutations were initially described by Matsye et al. (2012) for a truncated
protein product in cv Peking. Later, the sequence of a 239 amino-acid truncated protein from
GmSNAPI1 was confirmed in cv Forrest (Lakhssassi et al. 2017), this allele was referred as
GmSNAPI1-TI. Our data for PI 494182 suggest a protein of the same length. The sequence
of cv Costaud was identical to the susceptible reference cv Williams 82 for this gene. From

these results, we concluded that PI 494182 carries the GmSNAPI11-T1 allele.

As resistance to SCN is known to be conditioned not only by the alleles at Rhg/ and
Rhg4, but also by the number of copies of these genes, we compared the average read depth
for these loci to the average local coverage using the CN'Vnator program. Rhg/ was estimated
to be present in three copies in PI 494182, while Rhg4 was present in single copy. Based on
the work of Patil et al. (2019), 2-4 copies of the Rhgl-a locus are sufficient to obtain
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resistance when in presence of at least one copy of Rhg4-a. However, transcriptional analysis
showed that a lower copy number of these genes was correlated with reduced expression of
Rhgl and Rhg4 and with lower resistance. This could explain the relatively low PVE value
obtained for gSCN-3 in the QTL analysis. Taken together, the alleles present (Rhg/-a and
Rhg4-a), their copy number (3 and 1) and the observed epistatic interactions observed
between these two loci indicate that P1 494182 possesses all the hallmarks of the Peking-type

of resistance.

We also verified if the favorable alleles from PI 494182 could also confer resistance
to a more virulent nematode population. For this, we used a Hg type 2.5.7 SCN population
and inoculated a subset of 23 RILs that were all homozygous for the PI1 494182 alleles at the
Rhgl and Rhg4 loci. We found that 56 % of the tested RILs exhibited resistance to this SCN
pathotype. This confirmed that PI 494182 can also confer resistance to Hg type 2.5.7 as
reported previously by Arelli and Wang (2008). Such a resistance is currently desirable since
populations of Hg type 0 SCN showed their ability to shift in virulence and overcome
resistance provided by PI 88788-derived resistant cultivars (McCarville et al. 2017).

To evaluate if the use of PI 494182 as a source of resistance would not drag
undesirable alleles impacting key agronomic traits, we compared the mean values of some
agronomic characters between contrasting alleles at the six SCN QTLs. The qSCN-1 locus
showed a significant difference in oil content values, with lines carrying the P1 494182 allele
increasing the oil content by 0.44 %. Also, the qSCN-3 locus significantly impacted oil
content, protein content and 100-seed weight. For contrasting groups at gSCN-3, the mean
100-seed weight value was 0.96 g lower among lines carrying the PI 494182 allele. For oil
content, lines with the PI 494182 allele at gSCN-3 averaged 0.69 % more oil, while the same
lines suffered an average decrease of 1.54 % in protein content. Such an inversely correlated
relation between oil and protein content has been well documented (Qiu et al. 1999; Lark et
al. 1994). Recently, a SNP linked to Rhg4 also showed a significant association with total oil
content (Zhang et al. 2018). However, this marker was not associated with protein content.
Our results also show that the use of Rgh4 can be associated with increased oil content but it

can also lead to lower protein content This association between SCN resistance and important
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agronomic traits needs to be considered to maintain agronomic performances. Therefore, it
is recommended to select appropriate parents and monitor recombinants in the Rhg4 region
when using PI 494182 as a source of resistance. The results from our relatively small
population indicates that it is clearly possible to select lines carrying resistance and exhibiting

adequate protein levels.

Conclusion

To the best of our knowledge, P1 494182 is the earliest-maturing accession reported to confer
SCN resistance to be characterized by QTL mapping. Our results showed that resistance to
Hg type 0 SCN in P1 494182 is conferred in part by a Peking-type resistance at the Rhg/ and
Rhg4 loci with additional QTLs. Though we showed some negative impact on protein content
of introgressing the PI 494182 allele at the Rhg4 locus, we believe that this is not overly
detrimental to protein content and, overall, this early source of resistance exhibits good
potential for breeding resistant cultivars with early maturity. Loci and markers identified in

this study will facilitate the development of such cultivars through marker-assisted selection.
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Conclusion générale

Le soya compte parmi les cultures les plus importantes a I’échelle mondiale, il représente une
source majeure de protéines pour 1’élevage et constitue la deuxiéme source d’huile végétale
apres I’huile de palme (Colombo et al. 2017). Le parasite causant le plus de ravages a I’heure
actuelle dans la majorité des pays producteurs de soya est le NKS. Aux Etats-Unis les variétés
résistantes utilisées depuis les années 80 sont toutes issues de la méme source de résistance
(PI 88788). L utilisation intensive de cette seule source de résistance a induit un changement
de la virulence des populations de NKS qui parviennent maintenant a contourner cette source
de résistance. Ainsi il est important de développer des sources de résistance alternatives pour
limiter la progression et les dommages causés par ce parasite. De plus, peu de sources de
résistance a maturité hative, mieux adaptées aux pays producteurs du nord, ont fait I’objet
d’études poussées a ce jour. La variété PI1 494182 est la variété résistante au NKS présentant
une des maturité les plus hatives répertoriée (Young, 1995) et constituerait un atout majeur

pour les programmes de développement de lignées de soya.

Ce travail avait pour objectif principal d’identifier les régions génomiques conférant la
résistance au NKS chez P1494182. Pour ce faire, nous avons réalisé une analyse QTL portant
sur 149 lignées RIL issues du croisement Costaud x PI 494182. Les lignées ont été évaluées
pour leur résistance a une population de NKS de Hg type 0 et génotypées par GBS. Nous
avons identifi¢ prés de 1000 marqueurs SNP polymorphes de haute qualité dans la
population. L approche de cartographie utilisant le modéle ICIM a été utilisée pour identifier
les QTL. En complément, nous avons utilisé¢ les données de reséquencage de PI 494182 et
Costaud et identifié les alleles de résistance ainsi que le nombre de copies pour certains locus
de résistance identifiés dans cette étude. Puis, pour vérifier la résistance des lignées face a
une population de NKS plus virulente, 23 RIL ont été sélectionnées pour confrontation a un
Hg type 2.5.7. Finalement, les données phénotypiques de cinq caractéres agronomiques
d’importance pour les 149 lignées RIL ont ét¢ analysées dans le but de vérifier si la sélection
des alleles de résistance identifiés pouvait avoir un impact sur les performances

agronomiques.
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Les résultats du test de résistance ont confirmé la résistance du parent P1 494182 et ont permis
d’établir la sensibilité du parent Costaud. Les valeurs de résistance étaient en ségrégation
dans la population, couvrant une large gamme de valeurs allant de résistant (FI <10 %) a
sensible (FI > 60 %), en accord avec les résultats obtenus par Arelli et Wang (2008) et
confirmant la nature quantitative de la résistance chez P1 494182. L’analyse QTL a révélé la
présence de six régions génomiques associées a la résistance au NKS, dont un nouveau QTL
mineur sur le chromosome 07. Nous avons identifié la présence des locus Rhg! et Rhg4 chez
PI 494182 et rapportons aussi la présence d’un QTL expliquant une variation phénotypique
intermédiaire a Rhgl et Rhg4 sur le chromosome 20. Ce QTL avait été rapporté chez
I’accession PI 437654 pour la résistance a des populations de NKS virulentes (HG-type
1.3.5.6.7) (Wu et al. 2009) et chez PI 494182. De plus, deux QTL mineurs sur les
chromosomes 06 et 11 présentaient une association faible avec la résistance au NKS. Le QTL
sur le chromosome 11 était tout juste sous le seuil de significativité, mais il a été inclus dans
les analyses alléliques due a sa proximité avec le gene de résistance GmSNAP1 1. Une forte

interaction d’épistasie a été identifiée entre les locus Rhgl et Rhg4.

Ensuite, grace aux données de reséquencage complet de génome pour les parents PI 494182
et Costaud, nous avons déterminé les alléles présents pour certains génes connus pour la
résistance au NKS. Nous avons déterminé pour les locus de résistance Rhg! et Rhg4, que PI
494182 possede les alleles Rhgl-a et Rhg4-a respectivement (S. Liu et al. 2012; X. Liu et al.
2017). Pour le géne GmSNAPI 1, I’alléle présent était GmSNAP-T1, codant pour une protéine
SNAP tronquée, tel que rapporté chez le cultivar Peking (Matsye et al. 2012). L analyse des
données de reséquengage pour déterminer les répétitions aux locus Rhg! et Rhg4 a établi que

Rhgl présentait trois copies et Rhg4 une seule copie.

Ensemble, 1’identification de QTL de résistance aux locus Rhgl et Rhg4, I’existence d’une
forte interaction d’épistasie entre ces derniers et la présence des alléles Rhg/-a (trois copies)
et Rhg4-a (une copie) sont toutes des caractéristiques propres aux lignées présentant une
résistance de type Peking (Patil et al. 2019). De ce fait nous pouvons confirmer que notre
hypotheése de départ selon, laquelle PI 494182 possédait une assise génétique de résistance

au NKS différente a celle de PI 88788, était juste.
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En complément a ces résultats, 1’analyse des données phénotypiques pour les caractéres
agronomiques a permis d’établir que la sélection des all¢les de résistance aux locus RAg! et
Rhg4 a un impact sur les performances agronomiques. En effet, les lignées possédant les
alleles de résistance aux locus RAg! et Rhg4 présentaient un contenu plus élevé en huile, mais
un contenu en protéine et un poids de 100 grains plus faible. Beaucoup d’efforts sont investis
dans le développement de lignées possédant le locus de résistance Rhg4. De plus, une teneur
¢levée en protéine est un caractere trés important pour les producteurs de soya. L’ information
selon laquelle la sélection de I’all¢le de résistance Rhg4-a peut entrainer une diminution du
contenu en protéine pourrait s’avérer fort importante dans la stratégie de développement de

cultivars de soya résistant au NKS.

Ces travaux de recherche soulévent certaines questions importantes quant a I’impact de la
sélection des geénes de résistance au NKS sur les performances agronomiques. Entre autres,
il serait pertinent d’étudier plus en détail le lien entre le QTL Rgh4 et la teneur en protéine et
huile. Pour ce faire, il pourrait étre envisagé de réaliser une cartographie fine de PI 494182
pour identifier des lignées présentant des événements de recombinaison dans la région QTL
en question. Il serait ainsi possible de briser le lien entre la résistance au NKS et la teneur en
protéine et huile. La sélection de lignées issues de PI 494182 possédant a la fois les alleles

de résistance au NKS et une haute teneur en protéine serait alors possible.

Les connaissances et données acquises dans le cadre de ce projet auront des applications
directes pour le secteur agricole canadien et potentiellement pour d’autres régions du globe
ou le NKS nécessiterait I"utilisation de sources de soya résistant & maturité hative. A court
terme, ces travaux permettront le développement de marqueurs génétiques permettant la
sélection des alleles de résistance au NKS de P1 494182. Des marqueurs moléculaires de type
KASP sont présentement en cours de développement, ils permettront d’identifier les lignées
avec un haut potentiel de résistance dans des populations existantes issues de croisements
impliquant PI 494182 comme parent. A moyen et long terme, les données de séquengage
complet du génome de PI 494182 et Costaud seront disponibles publiquement pour

téléchargement sur la base de données SRA (« Sequence Read Archive ») du National Center
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for Biotechnology Information (NCBI). Ainsi, il sera possible dans le cadre de travaux a
venir, d’explorer plus en profondeur ces données pour en extraire d’autres informations

utiles, soit en lien avec la résistance au NKS ou toute autre question de nature biologique.

Pour conclure, la hausse des températures due aux changements climatiques devrait faciliter
la migration du NKS vers les régions du nord (Gendron St-Marseille et al. 2019), lequel
pourrait éventuellement compléter deux cycles de vies supplémentaires dans ces régions d’ici
2050 a cause d’étés plus longs. Ainsi, les régions au nord du globe n’échapperont
probablement pas a I’infestation par le NKS tel que vécue actuellement aux Etats-Unis, nous
rappelant I’importance de développer des sources de soya résistant a maturité hative pour ces
régions. Dans cette perspective, nos travaux ont permis d’identifier les QTL conférant la
résistance au NKS chez I’accession PI 494182, ces marqueurs seront un outil fort utile pour

la sélection assistée par marqueur (MAS).
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