Rencontre thematique — AAF 25 mai 2016 — Yves Lespinasse
Génetique et amélioration des arbres fruitiers — cas du pommier

Une carriere a I’interface INRA — pépiniéristes/arboriculteurs

Résumé :

Diplomé de I’Ecole Nationale Supérieure d’Horticulture en 1970 et formé en cytogénétique
chez Yvonne Cauderon a Versailles, j’ai débuté ma préparation au concours INRA a
Bordeaux avant d’étre sollicité par Angers aprés mon temps de service national comme
coopérant en Tunisie (1970-1972). Assistant de recherches en 1973 au département
‘Génétique et Amélioration des Plantes’, 2 axes principaux ont constitué I’ossature de mes
travaux :

* connaitre la structure et le fonctionnement des génomes, le role et I’interaction des
génes — j’ai sélectionné les premiéeres plantes haploides de pommier et de poirier (x=17
chromosomes). Ces recherches « fondamentales » avaient pour objectif d’approfondir les
connaissances génétiques de I’espece, mais étaient non applicables a court terme pour les
producteurs.

* moderniser et adapter les démarches de sélection pour I’amélioration des espéces et
la création variétale — j’ai étudié les relations entre le pommier et ses bioagresseurs tout en
développant la création de nouvelles variétés résistantes ou peu sensibles, travaux directement
applicables chez les producteurs.

La recherche et I’obtention de plantes haploides a débuté par I’emploi de la technique du gene
marqueur pour repérer au sein de descendances, les plantes d’origine maternelle, a priori
haploides, puis successivement par androgenese et par parthénogenese induite in situ apres
pollinisation par du pollen irradié. Les plantes haploides doublés homozygotes sont
actuellement des outils génétiques utilisés dans le séquencage tres précis des génomes du
pommier et du poirier; I’un des haploides doublés de pommier est le support de travaux en
épigénétique : le pommier pourrait étre I’une des plantes pérennes modéle, permettant
d’approfondir le réle de facteurs, tels que I’age ou I’environnement, qui modulent
I’expression des génes sans altérer la molécule ADN.

L’étude des relations entre le pommier et ses bioagresseurs a porté principalement sur la
tavelure du pommier (Venturia inaequalis) ; la caractérisation de nouvelles races par hotes
différentiels, le phénotypage des symptdmes des descendants résistants sont a la base des
travaux actuels engageés par pathologistes et genéticiens pour construire des génotypes a
résistance durable. Ces recherches ont été étendues au niveau européen a partir de la mi-90 ;
Le groupe angevin est aujourd’hui I’un des principaux moteur de ces programmes visant a
rendre le pommier résistant ou peu sensible a la tavelure, I’oidium, le feu bactérien et le
puceron cendré.



La création de nouvelles variétés, partie appliquée de ce programme, a été conduite a partir de
la mi-80 en partenariat avec les pépiniéristes francais ; plusieurs obtentions INRA et co-
obtentions ont été diffusées par les pépiniéristes, dont la plus visible sur le marché est
aujourd’hui la variété ‘Ariane’. Par ailleurs, de nouvelles variétés de pommier a cidre sont en
cours de développement. Le dialogue professionnels — chercheurs INRA est bien engagé et
peut contribuer a redonner espoir a une filiére arboricole en difficulté économique.

Phases-clés : création de plantes haploides et haploides doublés de pommier et de poirier,
outils génétiques pour progresser dans la connaissance de leur génome et de leur
fonctionnement - élaboration d’une stratégie d’amélioration du pommier selon 3 axes : qualité
des produits, résistance aux bioagresseurs, architecture de I’arbre adaptée au verger moderne
— implication de la filiére professionnelle pour I’innovation variétale, avec une évolution vers
la diffusion de co-obtentions en partenariat avec les pépiniéristes — coordination de projets
européens pour développer une recherche européenne et internationale sur ces especes
fruitieres.
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CV — études et carriere INRA

Diplome d'Ingénieur Horticole a I'Ecole Nationale
Supérieure d'Horticulture — Versailles, Juin 1970

Certificat de Genetique, 2eme cycle - a la Faculté
des Sciences d'Orsay — Juin 1970

Service dans la coopération technique en Tunisie -
1970-1972; ile de Djerba la douce...

1970 - recruté a I'INRA en qualité d'Agent
Contractuel Scientifique; 1973 recu au concours
d'Assistant de Recherches; 1976 - Chargé de Rech.;
1986 — Directeur de Rech; 1994 — HDR Univ. Rennes

1991 — directeur de I'Unité « Amélioration des
Especes fruitieres et ornementales » - 3 mandats de
4 ans. Retraite fin 2011.
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et plus largement de 'alimentation et de I'environnement.

Mots-clés: pluridisciplinarité, connaissance, expertise,
Innovation...

m Le Département ‘Genétique et Amélioration des
Plantes’ (GAP):

— Objectif 1: connaitre la structure et le
fonctionnement des génomes, le role et I'interaction
des genes

— Objectif 2: moderniser et adapter les demarches de
sélection pour 'amélioration des especes et la
création varietale

i
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L’'INRA: une recherche publique finalisée au cceur des
enjeux de developpement de 'agriculture et du monde rural,




Ma mission de chercheur en réponse a ces objectifs

m Projet 1: rechercher des plantes haploides de pommier, puis par
doublement chromosomique, obtenir des plantes homozygotes.

— Une plante homozygote est utile pour mieux connaitre la
géenétique des caracteres

— Sans interét immediat pour les producteurs.

m Projet 2 : créer de nouvelles variétés de pommier résistantes ou
peu sensibles aux bio-agresseurs.

- Un long processus d’hybridations engagé depuis 1960 -

20 ans de la graine a la variété - qui béneficie des avancees en
methodologie de la sélection

- Intérét pour les producteurs - mais admis tardivement
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Intérét des plantes haploides

. Cytologie et cytogénétique
v' Méiose
v Caryotype

- Mutagenese
v Elargir la gamme des mutants

- Biologie moléculaire et cellulaire
v Transformation génétique
v’ Carte génétique

- Amélioration géneétique
v’ Testeurs pour évaluation génétique
v’ Sélection de géniteurs performants
v’ Création de porte-greffe F1
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Creating a doubled haploid apple

Golden Delicious
l Self (1963)

P21 R1 A50
J Self (1986)

Haploid Plant

H Double X (1988)

spontaneous

DH13 and DH18 plants
Grafted in 2003
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Malus x domestica Borkh
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Ann. Amélior. Plantes, 1980, 30 (1), 39-44.

1980

Création et description
d’une plante haploide de Pommier (Malus pumila Mill.)

NASSE et Maric GODICHEAU
Station d'Arboriculture fruitiéve
Centre de Recherches d'Angers, IN.R.A.
Beaucouzé, qgooo Angers

\4
2010 ARTICLES

8.
Résumé \etics

Une plante haploide d’origine maternelle, a été détectée dans la descendance issue de la polli-
nisation de la variété de pommier ¢ Topred delicious ', 2n = 34 par un type i feuillage rouge
(issu de Malus pumila niedzweizkyana), dont la couleur est sous la dépendance d'un géne domi-
nant R, utilisé comme marqueur. Cet haploide, 2n = 17, présente une faible vigueur, sa tige est
erile. ses feuilles petites. Nous avons pu le multiolier par ereffage.

- The genome of the domesticated apple (Malus x
domestica Borkh.)

Riccardo Velasco'??, Andrey Zharkikh®?, Jason Affourtit®, Amit Dhingra?, Alessandro Cestaro!,
Ananth Kalyanaraman®, Paolo Fontana!, Satish K Bhatnagar2, Michela Troggio', Dmitry Pruss2, Silvio Salvi®,
Massimo Pindo!, Paolo Baldi', Sara Castelletti!, Marina Cavaiuolo!, Giuseppina Coppola', Fabrizio Costa!,
Valentina Coval, Antonio Dal Ri', Vadim Goremykin', Matteo Komjanc!, Sara Longhi!, Pierluigi Magnago',
Giulia Malacarne!, Mickael Malnoy!, Diego Micheletti!, Marco Moretto!, Michele Perazzolli’,
Azeddine Si-Ammour!, Silvia Vezzulli!, Elena Zini!, Glenn Eldredgcz, LisaM Fitzgeraldz, Natalia Gutin?,
Jerry Lanchbury?, Teresita Macalma?, Jeff T Mitchell?, Julia Reid?, Bryan Wardell?, Chinnappa Kodira?,
Zhoutao Chen?, Brian Desany?, Faheem Niazi®, Melinda Palmer?, Tyson Koepke®, Derick Jiwan?,
Scott Schaeffer?, Vandhana Krishnan?, Changjun Wu®, Vu T Chu’, Stephen T King?, Jessica Vick’,
Quanzhou Tao®, Amy Mraz®, Aimee Stormo®, Keith Stormo®, Robert Bogden®, Davide Ederle?,
A ella®, Alberto Vecchietti®, Martin M Kater!?, Simona Masiero!!, Pauline Lasserre!2,

drew C Allan'?, Vincent Bus'4, David Chagné'’, Ross N Crowhurst'?, Andrew P Gleave'?,

YTCOEavezZ0 O, Jeffrey A Fawcett!”!%, Sebastian Proost!”!%, Pierre Rouzé!7'!8, Lieven Sterck!”8,

Stefano Toppo'?, Barbara Lazzari®, Roger P Hellens'?, Charles-Eric Durel'?, Alexander Gutin?,
Roger E Bumgarner’, Susan E Gardiner'’, Mark Skolnick?, Michael Egholm?, Yves Van de Peer! 718,
Francesco Salamini!*? & Roberto Viola'

We report a high-quality draft genome sequence of the domesticated apple (Malus x domestica). We show that a relatively recent
(>50 million years ago) genome-wide duplication (GWD) has resulted in the transition from nine ancestral chromosomes to 17
chromosomes in the Pyreae. Traces of older GWDs partly support the monophyly of the ancestral paleohexaploidy of eudicols.

i”““l“” Phylogenetic reconstruction of Pyreae and the genus Malus, relative to major Rosaceae taxa, identified the progenitor of the
‘i ; L . . cultivated apple as M. sieversii. Expansion of gene families reported to be involved in fruit development may explain formation
if”“” “iif Acad. Ag ric. 25 Mai 2016 - Y. % of the pome, a Pyreae-specific false fruit that develops by proliferation of the basal part of the sepals, the receptacle. In apple,
. a subclade of MADS-box genes, normally involved in flower and fruit devel , is expanded to include 15 members, as are
Lesplnasse other gene families involved in Rosaceae-specific metabolism, such as port and assimilation of sorbitol.

© 2010 Nature America, Inc. All rights reserved.




Le génome du pommier décrypte

m La sequence complete du génome du pommier (var.
‘Golden Delicious’) vient d’étre publiée (Aot 2010)

Les recherches que j'ai conduites de 1975 a 1990 ont
facilité cette decouverte - plante homozygote.

m Ce resultat va permettre une acceélération sans
précedent des recherches genétiques pour mieux
repondre aux défis dont, reduction des pesticides et
changements climatiques - grace a une creation plus
efficace de nouvelles variétes.
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Apple: An ideal model to study epigenetics?
Epicenter Team leader: Etienne Bucher
IRHS Angers

It Is a perennial plant

Was multiplied by grafting for centuries

« Golden delicious since approx. 1891

Large collection of “mutants”




Apple: An ideal model to study epigenetics?




Apple epialleles?




Diversité épigenétique chez la variéete ‘Gala’ ?

Baigent

Photo: Rémi Guisnel, INF
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Sequencing the doubled haploid apple

number of contigs
140000
122000

120000
100000
80000

60000

40000

20000 7 9 83
. I

Reference genome PacBio assembly
heterozygote homozygote

PN

Nicolas Daccord

de novo assembled PacBio

sequencing reads: 7'983 contigs




The main biological questions

Which genes are under epigenetic control?

Which traits are epigenetically regulated?

Which epigenetic marks are sexually and
asexually transmitted in trees?

Which signals can have an impact on the
epigenome of trees?

(i
‘*’fﬁjmullrii!iift' INA



Sexual and asexual transmission of epigenetic
marks in apple

asexual transmission: Cloning by grafting

comparison of the epigenetic state of the scion donor
Al ;
i IN?A to the newly grown scion



Sexual transmission of epigenetic marks

We obtained 1234 seeds!







Summary

New apple genome will be accomplished soon

We study the genomes and epigenomes of
“mutants”

* And how epigenetic marks are transmitted through
germline passage

We study global epigenetic diversity of one
variety

.
it I Community Plant Vanety Office
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Spécificité de résistance

Liée a la variabilité du pouvoir pathogene du champignon

=> races de Venturia inaequalls déefinies vis-a-vis d'une gamme de

génotypes de Malus portant differents genes majeurs

Pathodemes
Dolgo |Geneva M. pumila micl\:lama Florina | Golden M. flo821
Si s'i lus VE+Vvg | Vg |Vvi+Vvih
1 R R R R R R S R
g 2 S S S S R R S R
% 3 R S R R R R S R
E 4 R R R S R R S R
= 5 R R R R S R S R
IR G R R R R S S R
/ R R R R R R R S
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i IN?7‘-\race 8 (Malus sreversii) et race de virulences ‘6+7’




Figure 1 - Les classes de symptomes
dans la descendance d’un croisement entre une variéte

résistante Vf et une variété sensible
(Photos UMR GenHort)
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La demande des producteurs

m Décennie 1970

— Le trio variétal: Golden Delicious, Red Delicious,
Granny Smith

— Aucune attente exprimée en matiere de resistance
aux bio-agresseurs
» Réponse polie au discours du chercheur...

 Exemple de ‘Florina’ (1977) : une variété de pommier en
avance sur son temps (50% de réduction des pesticides)
mais différente du trio variétal - dont saveur et conservation -
bien que adoptée en Suisse et Italie du Nord mais le marché
ne suit pas.

¢« Demande « convenue » pour créer par ex. ‘Golden’
résistante aux maladies...

i
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La demande des producteurs

m Décennie 80: le tournant

— 1985: du Daminozide (Alar) dans les pots pour bébes
aux USA - retire du commerce en 19809.

— Une prise de conscience des producteurs...

— Un pépinieriste angevin, Guy Ligonniere, s’'intéresse
a mon programme de création de varietés résistantes
aux maladies...

— Les producteurs font a la fin de la décennie 80 une
demarche pour que ce programme béenéficie de
davantage de moyens...

— Leur demande devient pressante ! des varietés
resistantes... tout de suite...
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Le dialogue avec les professionnels

m Le dialogue s’instaure avec les arboriculteurs - du moins
avec certaines personnalitées - mais reste difficile a un
niveau collectif car ils sont peu regroupés.

m Le dialogue se construit avec les pépinieristes qui créent
une SARL en 1997, aujourd’hui appelée NOVADI,
partenaire de la création de nouvelles variétés de
pommier moins sensibles aux bio-agresseurs.

Voir Y. Lespinasse, 2007. Innovation variétale: démarche
partenariale engagée avec les pépiniéristes producteurs de plants
de pommier. Innovations agronomiques, 1, 123-127.

i
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Discussion - conclusion

m Concordance des temps ?

— Le chercheur doit nourrir son travall de travaux
‘amont’ non expligués - non explicables ? - aux
professionnels, travaux qui peuvent s’avérer tres
utiles plus tard.

— Le chercheur INRA doit développer des recherches
appliquées qui repondront aux demandes des
professionnels - et de la societé. Ces recherches
appliguées n’ont pas eté comprises par les
professionnels des décennies 70-80; le contexte a
certainement change.

— Le chercheur doit avoir les moyens de tenir le cap,
malgré I'incomprehension : importance de la
recherche publique !

i
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Discussion - conclusion

m Concordance des temps ?

— Les professionnels attendent des réesultats rapides et
probants - or, la biologie n’est pas une science exacte
et réserve bien des surprises: contournement des
genes de résistance... devoir d’explication de la part
du chercheur !

— Le niveau de formation des arboriculteurs a |
considerablement augmenté: le chercheur peut mieux
s’expliquer que par le passe.

— Le dialogue professionnels-chercheurs INRA est
mieux engageé aujourd’hui et peut contribuer a

redonner espoir a une filiere arboricole en difficulte
face a des prix non rémunérateurs.

— Voir les rencontres organisées autour des CIAG
(Carrefours de I'lnnovation Agronomique).

http://www.inra.fr/ciag
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Naissance
de 'TUMR GenHort
en 2003
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European Fruit Research PRUJE CT

Institutes Network

BrecdomiCs o m—



ISAFRUIT 2006-2010

o Titre : Accroitre la consommation de fruits en
Europe grdce a une approche multidisciplinaire
conduisant a des fruits et produits de meilleure
qualité, selon des procédures s'inscrivant dans le
Développement Durable.

m Alorigine le réseau EUFRIN : European Fruit
Research Institutes Network.

m ISAFRUIT : 40 instituts dont 2 extérieurs
(HortResearch et Université Davis) et 21 PME — 200
chercheurs.

o Budget total : 21,4 millions €
Contribution UE : 13,8 millions €
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Réesumeé

* Elaboration d'une strategie d'amelioration du pommier batie selon 3 axes :
gualité des produits, résistance aux bio-agresseurs, architecture de l'arbre
adaptée au verger moderne. Implication de la filiere professionnelle,
essentiellement les pépinieristes (SARL 'Novadi', 'Les Naturianes®') avec
financement partiel des programmes de sélection pour des co-obtentions.

* Obtention (Premiere mondiale) de plantes haploides de pommier et de
poirier ; valorisation au niveau cytogenétique (caryotype, méiose) et
séguencage du genome.

* Direction de I'Unité de Recherches de 1991 a 2003 : renforcement de I'axe
GAP-SPE : construction d’'un nouveau batiment ;: mise en route de 'UMR
GenHort ; synergie forte entre I'Unité de Recherches et I'Unité Expe.

* Coordination du projet européen DARE (Durable Apple Resistance in
Europe) de 1998 a 2002 ; co-coordination du projet européen ISAFRUIT
(Increasing fruit consumption through a trans-disciplinary approach delivering
high quality produce from environmentally, sustainable production methods.)

de 2006 a 2010.
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Yves Lespinasse
le parcours d'un chercheur de 1970 a 2011
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