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Résumé

Les invasions biologiques dans les agroécosystémes engendrent de lourdes pertes économiques.
Parmi les nombreuses espéces en cause, on retrouve les nématodes phytoparasites, vers
microscopiques s’attaquant principalement aux racines. Présent dans tous les principaux pays
producteurs de soya, le nématode a kyste du soya (NKS), Heterodera glycines, serait a lui seul
responsable annuellement de plusieurs milliards de dollars de pertes. La rotation avec des
cultivars résistants est le moyen le plus efficace de contrdler les populations de NKS, mais la
surutilisation des mémes lignées a conduit a la sélection d’individus virulents et mené a leur
inefficacité. A ce jour, les mécanismes ainsi que les génes de virulence associés au
contournement de la résistance continuent de mystifier les scientifiques. Dans cette thése, les
effets des changements climatiques sur la reproduction et I’établissement du NKS ainsi que sur la
phénologie de son hodte, le soya, ont été étudiés. Le premier modele bioclimatique simulant le
cycle de vie du NKS et du soya a été développé. Il a démontré que le nématode peut déja se
reproduire dans toutes les régions du Québec et que la hausse attendue des températures dans le
futur proche (2041-2070) permettrait au NKS de pratiquement doubler le nombre de générations
produites par saison de croissance dans toutes les régions. De plus, la production de soya issu du
groupe de maturité I pourrait s’étendre a toutes les régions du Québec d’ici 2070. Une étude sur
la distribution de la variabilité génétique entre 64 populations américaines et ontariennes et les
genes associés a diverses composantes bioclimatiques et leur role dans 1’adaptation a également
été réalisée. Celle-ci a révélé que la diversité génétique était trés élevée entre les populations et
qu'un flux de geéne continu aurait facilit¢ 1’adaptation du NKS a diverses conditions
bioclimatiques et son établissement dans toutes les régions nord-américaines ou I’on produit du
soya. Finalement, cette thése présente 1’analyse des génotypes du NKS et des geénes
différentiellement exprimés sur des plants de soya résistant (Peking et PI88788) et sensible
(Essex). En plus d’identifier plusieurs protéines liées a la virulence, cette étude a permis de
mettre en évidence une région génomique sous forte pression évolutive. Cet 1lot génique contient
plusieurs répétitions en tandem qui ont divergé et dont certaines sont maintenant utilisées de

fagon sélective pour le contournement de différents types de résistance.

ii



Mots clés : Nématode a kyste du soya, soya, modélisation bioclimatique, variabilit¢ génétique,
isolation par la distance, adaptation, sélection, séquencage de génome complet, transcriptome,

genes différentiellement exprimés.

iii



Abstract

Biological invasions in agroecosystems are a major cause of economic losses. Plant parasitic
nematodes are among the many species causing significant crop damages. The soybean cyst
nematode (SCN) is causing billions of dollars of losses in all areas where soybean is produced.
Rotation with resistant cultivars is the most effective mean of controlling SCN populations, but
the overuse of the same lines has led to the selection of virulent individuals and the
ineffectiveness of resistance. To this day, the virulence genes and mecanisms associated with the
circumvention of resistance continue to mystify scientists. In this thesis, I explored the effects of
climate change on the reproduction and establishment of SCN as well as on the phenology of its
host, soybean. I have demonstrated that the nematode can already reproduce in all regions of
Québec and that the expected rise in temperatures in the near future (2041-2070) will allow the
development of more generations per growing season in all regions. In addition, I have
demonstrated that the area suitable for the production of soybean from maturity group I will
expand toward the north by 2070, further facilitating the expansion of SCN. I have also explored
the genetic variability among more than 64 SCN populations from North America and analyzed
the genes associated with various bioclimatic components and their role in adaptation. These
analyses revealed that the genetic diversity was very high among SCN populations. This diversity
associated with a continuous gene flow between populations has facilitated the adaptation of SCN
to various bioclimatic conditions and its establishment in all US and Canadian soybean producing
regions. Finaly, this thesis presents an analysis of the SCN genotypes and the differentially
expressed genes associated with virulence in two resistant soybean lines (Peking and PI88788)
and susceptible Essex. This work has identified several proteins associated with virulence and
allowed the discovery of a genomic region under strong evolutionary pressure. This island
contains several genes in tandem duplications that have diverged and are now used selectively for

overcoming different sources of resistance.

Keywords : Soybean cyst nematode, soybean, bioclimatic modeling, genetic variability, isolation
by distance, adaptation, selection, whole genome sequencing, transcriptome, differentially
expressed genes.
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Corps de I’ouvrage

Chapitre 1. L’introduction générale illustre le contexte général de la these et présente les objectifs
principaux.

Chapitre 2. Ce chapitre sert a orienter le lecteur sur les concepts abordés dans cette these par le
biais d’une revue de littérature couvrant les principaux thémes.

Chapitre 3. Le premier article scientifique intitulé : « Simulating the impacts of climate change
on a root endoparasite and on its host » est présenté dans ce chapitre. Dans cette étude, le cycle de
vie du nématode a kyste et la croissance de son hote sont simulés dans un contexte de
changements climatiques au Québec.

Chapitre 4. Le second article scientifique intitulé : « Genome scans reveal local adaptations and a
continental homogenisation process in North American populations of the soybean cyst nematode
Heterodera glycines » est présenté dans ce chapitre. Dans cette étude, des analyses génétiques de
type génotypage par séquencage ont été effectuées afin d’évaluer la variabilité génétique
retrouvée au sein des populations nord-américaines du nématode & kyste du soya. Egalement, les
effets des variations climatiques locales, régionales et interrégionales sur la variabilité génétique
intraspécifique et sur la sélection de genes ont été quantifiés.

Chapitre 5. Le troisieme article scientifique non soumis intitulé : « Genomic profiling of the
virulence determinants of the soybean cyst nematode, Heterodera glycines » est présenté dans ce
chapitre. Différentes approches génomiques et transcriptomique visant a identifier des genes
associés a la virulence y sont présentés.

Chapitre 6. Ce chapitre résume les principaux résultats de la thése, commente leurs implications
générales, présente mes principales contributions et suggere des orientations pour les recherches
futures.

Annexe 1. Les autres activités menées durant le doctorat y sont décrites.

Annexe 2. Un article de type « review » publié dans la revue Phytoprotection y est présentg.
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Chapitre 1 Introduction générale

Les invasions biologiques dans les agroécosystémes sont les principales causes de pertes
¢économiques (Paini et al. , 2016). De nombreuses especes causent d’importants dommages aux
cultures et a la production alimentaire parmi celles-ci on retrouve principalement des
champignons, des bactéries, des virus, des insectes, de méme que des nématodes phytoparasites
(Hartman et al., 2011). Les nématodes causant les plus importantes pertes en agricultures sont
sont les endoparasites racinaires qui comprennent Meloidogyne spp., Pratylenchus spp.,

Globodera spp. et Heterodera spp. (Bernard et al., 2017).

Le nématode a kyste du soya (NKS, Heterodera glycines) est un endoparasite sédentaire des
racines et est I’une des principales causes de pertes économiques dans la production de soya dans
tous les pays producteurs (Wrather et al., 2010; Allen et al., 2016, Allen et al., 2017). Depuis la
premicére identification du NKS en Caroline du Nord, aux Etats-Unis en 1954, sa présence a été
notifiée dans presque tous les états producteurs ainsi qu’en Ontario et au Québec (Tylka &
Marrett, 2017). Etant donné la popularité de cette culture et 1’accroissement continu des
superficies cultivées, sa progression dans de nouveaux lieux semble inévitable (United States
Department of Agriculture (USDA), 2019). Jusqu’a présent, I’utilisation de cultivars possédants
des génotypes résistants en rotation avec des cultures non-hotes s’est avérée étre le meilleur
moyen de lutte limitant la reproduction de ce nématode (Niblack et al., 2006; Liu et al., 2017).
Toutefois, on constate que les cultivars résistants disponibles sur le marché manquent cruellement
de diversité. En effet, selon Mitchum (2016) pres de 95 % des cultivars disponibles partagent les
mémes genes descendant d’une source unique, PI88788. Par conséquent, leur utilisation en
continu et s’étalant sur plusieurs décennies a favorisé 1’émergence d’individus capables de
contourner les mécanismes de défense donc, de populations toujours plus virulentes et
incontrolables (Tylka & Mullaney, 2015; McCarville ef al., 2017; Rincker et al., 2017). A ce
jour, les mécanismes expliquant le contournement de la résistance ainsi que les génes qui
expliquent la virulence sont toujours inconnus malgré les nombreuses études publiées (voir par

exemple Bekal ef al., 2015; Gardner ef al., 2017; Masonbrinck et al., 2019)

Dans cette these, je vais présenter de nouveaux aspects de la biologie du NKS ainsi que celle de
son hote économique principal, le soya. Egalement, je vais présenter de nouveaux ¢léments quant

a sa diversité génétique et sa virulence. Je vais mettre 1’accent sur sa reproduction et son

1



¢tablissement dans un contexte de changements climatiques, mais également sur la diversité
génétique retrouvée au sein des populations, son adaptation et les différences génétiques entre
différentes populations virulentes. Pour y parvenir, j’ai adopté différentes approches telles que la
modélisation bioclimatique, les statistiques associées a la génétique des populations de méme que
différentes plateformes de séquencage de nouvelle génération pour effectuer des études

d’association. Les objectifs généraux étaient de :

(1) Développer un modele bioclimatique permettant de simuler les effets des changements
climatiques sur la reproduction et 1’établissement du NKS ainsi que sur la phénologie du
soya au Québec.

(2) Evaluer la diversité génétique retrouvée & travers une centaine de populations originaires
des Etats-Unis et du Canada ainsi que trouver des génes associés a son adaptation dans les
différentes régions en fonction de facteurs bioclimatiques.

(3) Effectuer le profilage génétique de populations et d’individus sélectionnés sur différents

génotypes de plantes résistantes afin d’identifier des génes associés a la virulence.



Chapitre 2 Revue de littérature

2.1 La plante hote, le soya (Glycine max)

La culture du soya gagne en popularité a travers le monde notamment grace a ses qualités
nutritives. Cependant, son importation depuis 1’Asie a favorisé 1’introduction d’espéces invasives
et souvent nuisibles. Dans ce chapitre, la biologie du soya, son importance économique et ses

relations avec les parasites seront abordées.
La biologie de la plante

Le soya (G. max (L.) Merr.), une plante herbacée annuelle tétraploide diploidisée (2n=40)
appartient a 1’ordre des Fabales, famille des Légumineuses, sous-famille est Faboideae (ou
Papilionoideae), tribu des Phaseoleae (Giller & Dashiell, 2007). Le soya appartient au genre
Glycine qui est subdivisé en deux sous-genres, Glycine (especes vivaces) et Soja (especes
annuelles) (Giller & Dashiell, 2007). Cette plante a un mode de reproduction autogame, donc
I’anthére pollinise directement le stigmate au cours de sa croissance. Le soya est une plante
nyctipériodique, donc qui croit de fagon optimale dans les régions ayant des jours courts. Les
¢carts de températures optimales durant I’émergence, la floraison et I’atteinte de la maturité sont

respectivement de 15-22°C, 20-25°C et de 15-22°C (Liu et al., 2008).

Une des caractéristiques agronomiques d’importance pour la production du soya réfere au choix
des différents groupes de maturité (MG pour maturity group) qui classifie les différents cultivars
en fonction du différentiel de sensibilité a la photopériode (Cianzio, 2008). De facon générale,
huit a dix jours séparent les cultivars les plus hatifs des plus tardifs a I’intérieur d’'un méme
groupe de maturité donc, environ 10 jours séparent chaque groupe (Cianzio, 2008; Mourtzinis &
Conley, 2017). En Amérique, on classifie les cultivars de soya en treize groupes. Les groupes
MGO000 & MGII tolérent les longues photopériodes caractéristiques des régions du nord des Etats-
Unis et du sud du Canada (Burton, 1997; Hartman et al., 2011). Les groupes MGIII a MGX
évoluent mieux dans les régions ayant des photopériodes courtes, caractéristiques du sud des

Etats-Unis et des régions tropicales (Burton, 1997).



La production mondiale et canadienne du soya

Les superficies de soya sont en forte augmentation a travers le monde, entre 2008 et 2018, les
superficies cultivées ont augmenté de 32,7% et la production de 59,7% (United States
Department of Agriculture (USDA), 2019). Cette hausse se justifie par les multiples utilisations
des huiles et des farines riches en protéines issues de cette oléoprotéagineuse dans 1’industrie
alimentaire humaine et animale (Ali, 2010; Singh & Shivakumar, 2010). Le soya est I’une des dix
cultures les plus importantes au monde en termes de production et de superficies cultivées et se
situe au premier rang des cultures oléagineuses (FAOSTAT, 2019). Les principaux pays

producteurs sont les Etats-Unis, le Brésil, I’Argentine, la Chine et I’Inde (FAOSTAT, 2019)
(Table 2.1).

Table 2.1 Résumé de la production et des superficies cultivées de soya des dix des principaux
producteurs mondiaux en 2017 (FAOSTAT, 2019).

Rang Pays Production (MT)* Superficies cultivées (Mha)**
1 Etats-Unis 119,5 36,2
2 Brésil 114,6 33,9
3 Argentine 55,0 17,3
4 Chine 13,1 7,3
5 Inde 11,0 10,6
6 Paraguay 10,5 3,4
7 Canada 7,7 2,6
8 Ukraine 3,9 2,0
9 Russie 3,6 2,6
10 Bolivie 3,0 1,3

* Million de tonnes.

ok Million d’hectares.

En 2017, le Canada occupait respectivement la huitiéme et la cinquieme position mondiale au
niveau de la production et de I’exportation (FAOSTAT, 2019). Au Canada, en 2017, la
production de soya se concentrait dans les provinces de 1’Ontario (52,2 %), du Manitoba (27,4
%), du Québec (16,1 %), de la Saskatchewan (3,1 %) et des Maritimes (1,2 %) (Statistiques
Canada, 2019). D’ailleurs, depuis le début des années 2000, la production au Manitoba a plus que
triplé et ne cesse de s’accroitre grace au développement de semences aux qualités agronomiques

adaptées a différentes photopériodes (Cober & Morrison, 2010; StatCan, 2019) (figure 2.1).
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Figure 2.1 Production (million de tonnes métriques) et superficies (millions d’hectares) de soya

cultivé dans les provinces canadiennes de 1985 a 2017.

En I’espace de trente ans, les superficies dédiées a la production de soya au Manitoba ont rejoint
celles de I’Ontario, et ce, alors que cette province ne s’est réellement intéressée a la culture de
cette plante qu’au début des années 2000 (figure 2.1). En outre, tel qu’illustré dans la figure 2.2,

la superficie dédi¢e a la culture du soya a augmenté en 1’espace de trente ans beaucoup plus

rapidement au Canada que dans le reste du monde (FAOSTAT, 2019; StatCan, 2019).
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Figure 2.2 Croissance relative de la superficie dédiée a la culture du soya au Canada et dans le

monde depuis 1985.




En effet, durant cette période de temps, les superficies cultivées de soya ont sextuplé et sont
passées de 400 000 hectares a 2,8 Mha comparativement aux superficies mondiales qui ont
pratiquement doublé. Suivant cette tendance, cette culture continuera a gagner en importance
dans les prochaines années, d’ou la nécessité de réduire les éléments limitant la production

(Pagano & Miransani, 2016).
Principaux ravageurs du soya au Canada et aux Etats-Unis

L’accroissement des échanges commerciaux et 1’adoption de nouvelles cultures favorisent
I’introduction, 1’établissement et la reproduction de certains ravageurs et maladies exotiques et
indigenes (Hartman et al., 2011). Dans les principaux pays producteurs de soya, les pertes
économiques les plus importantes sont associées a la présence des champignons causant la rouille
Phakospora pachyrhizi et P. meibomiae, suivi par le nématode a kyste du soya (NKS)

Heterodera glycines (Anderson et al., 2004; Hulme, 2009; Wrather et al., 2010).

En 2015, aux Etats-Unis, les pertes dues aux ravageurs et maladies s’élevaient & 12,5 Mt de soya
sur une production totale de 106,9 Mt alors qu’en Ontario ces pertes s’¢élevaient a 624 000 tonnes
de soya sur les 6 Mt produits (Allen et al., 2017; FAOSTAT, 2019). C’est dans les états centraux
et du nord des Etats-Unis ou est produit la majorité du soya (78 %) que ’on enregistre les plus
importantes pertes de rendements (9,5 % des pertes totales) attribuables aux ravageurs et aux
maladies (Bradley et al., 2017). Dans cette partie des Etats-Unis, les cing principaux ravageurs et
maladies sont: le NKS, les maladies des semis, le syndrome de la mort subite (SMS, Fusarium
virguliforme anciennement F. solani f. sp. glycines), la sclérotiniose (Sclerotinia scleroriorum) et
la tache brune (Septoria glycines) (Bradley et al., 2017). Dans les états du sud des Etats-Unis, les
pertes étaient principalement imputables au NKS, a la cercosporose (Cercospora sojina), aux
nématodes réniformes, aux maladies de semis et a la pourriture charbonneuse (Macrophomina
phaseolina) (Bradley et al., 2017). Finalement, en Ontario, les principales maladies et ravageurs
sont le NKS, les maladies de semis, la sclérotiniose, le SMS et la pourriture phytophthoréenne
(Phytophthora sojae) (Bradley et al., 2017). Dans tous les cas, le NKS constitue la plus
importante source de perte de rendement dans le soya, 3 Mt de pertes aux Etats-Unis et au

Canada (Ontario).



2.2 Le nématode a kyste du soya (Heterodera glycines)

Tel que vu précédemment, plusieurs especes invasives limitent la production de soya, dont le
NKS. Afin de bien cerner la relation hote-parasite entre le soya et le NKS, ce chapitre décrit

I’historique, la biologie et les éléments inhérents a la virulence de ce nématode.

Origine et distribution

Le NKS est un endoparasite obligatoire des racines originaire d’Asie qui a été introduit dans la
majorité des pays producteurs de soya (Wrather et al., 2010). Cette espéce aurait coévoluée avec
son principal hote économique, le soya, en Chine (Yu, 2011). Le nématode est trés répandu en
Asie, en effet en plus de la Chine on le retrouve a Taiwan, en Corée du Nord et du Sud, au Japon,
en Mongolie, en Inde, en Iran, en Indonésie (Lal & Lal, 2005; Subbotin et al, 2010; CABI, 2019).
En Europe, on le retrouve en Russie et en Italie et en Afrique, en Egypte (Riggs, 1977; CABI,
2019).

En Amérique du Nord, il a été détecté pour la premiere fois en Caroline du Nord en 1954 dans
’Est des Etats-Unis et en 1987 au Canada, dans le comté de Kent situé au sud-est de I’Ontario
(Riggs, 1977; Anderson & Welacky, 1988; Yu, 2011; Tylka & Marett, 2014). Ce n’est qu’en
2013 que le NKS a été détecté au Québec (Mimee ef al., 2014b). En Amérique du Sud, on aurait
identifi¢ le NKS en Colombie en 1982 (Gémez-Tovar & Medina, 1983). Par la suite, il a été
identifié a I’Equateur, au Paraguay, en Bolivie, au Brésil et en Argentine (CABI, 2019).

Principaux symptomes et impact économique du NKS

Les dommages causés aux plants de soja par le NKS sont imputables a la création de sites de
nutrition (syncytium) au niveau des racines qui réduisent le transport des éléments nutritifs et de

I’eau vers les parties aériennes (Agrios, 2005) (figure 2.3, c).



Figure 2.3 Photographies des stades du NKS et des symptomes en champ.
A) Juvénile (J2); B) Femelles adultes blanches (J4) et kystes bruns; C) Kystes sur des racines; D)
Male adulte (J4); E) Symptomes en champ.

Sources : A) et B) Nelson & Bradley, 2003; C) Faghihi & Ferris, 2017; D) Eisenback, 2018; E)
Davis & Tylka, 2000.

En général, les plants séveérement infectés présentent des feuilles chlorotiques et jaunatres, sont
rabougris avec canopée ouverte entre les rangs, ce qui entraine une production (taille des gousses)
fortement limitée (Wang et al., 2003; Niblack, 2005) (figure 2.3, e). Ce parasite peut réduire de
15 a 85 % le rendement des cultures (Niblack, 2005). A 1’échelle mondiale, les pertes
économiques associées a ce nématode sont estimées a plus d’un milliard de dollars américains

annuellement (Allen et al., 2017).

Biologie et cycle de vie de [’espece

Du point de vue morphologique, une des caractéristiques qui permet de facilement différencier le
male de la femelle apres 1’atteinte du stade adulte est le dimorphisme sexuel. Suivant la sortie de
I’ceuf, ’apparence du nématode reste indifférenciée et il est vermiforme (Figure 2.3, a). C’est a
I’atteinte du stade du stade adulte que 1’on différencie le male qui reste vermiforme et la femelle

qui prend une forme de citron (Figure 2.3, b et d).

Plusieurs aspects de la biologie du NKS lui permettent d’étre un parasite efficace et de causer de

lourds dommages a son hote. D’une part, le spectre d’hotes est important et inclut plus d’une
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centaine d’hotes alternatifs tels que des mauvaises herbes pérennes ou annuelles (par ex. Lamium
purpureum ou Stellaria media) qui permet aux populations de se reproduire et de s’établir méme
en absence de son hote économique, le soya (Venkatesh et al., 2000; Creech et al., 2007; Yu,
2011). D’autre part, méme sous conditions climatiques adverses la survie est élevée méme en
absence d’hotes (Perry & Moens, 2011). Plusieurs facteurs expliquent la résilience du NKS,
notons sa capacité a entrer en quiescence ou en diapause et la protection conférée par la cuticule
du kyste qui renferme des centaines d’ceufs, eux-mémes protégés par plusieurs membranes

(Schmitt, 2004; Perry & Moens, 2011).

Le cycle de vie du nématode débute a I’intérieur de 1’ceuf, ou le premier stade larvaire (J1, absent
de la figure) subit une premiére mue pour atteindre le second stade juvénile (J2) qui est la forme

infectieuse (Koenning, 2004) (figure 2.4).

Le juvénile (J2) pénétrea Début de la différentiation
racine et crée le syncytium. sexuelle (J3).
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Figure 2.4 Représentation du cycle de vie complet du NKS.
Traduit et modifié d’Agrios (2005), p. 846.

Cette larve quitte 1’ceuf suite a 1’éclosion puis, a I’aide d’un stylet, s’introduit dans la racine de
I’hote, choisit une cellule des tissus vasculaires et crée un site d’alimentation appelé syncytium

(Niblack, 2005; Niblack et al., 2006). Cette structure produira les ressources essentielles a son



développement au détriment de la plante hote (Noel, 2004). Par la suite, trois autres mues se
succedent a I’intérieur de la racine jusqu’a D’atteinte de la maturité¢ sexuelle (Noel, 2004). Le
male, qui demeure vermiforme, arréte de s’alimenter rapidement et sort de la racine pour
féconder la femelle. Plusieurs males peuvent féconder une femelle donc la variabilité génétique
au sein d’une fratrie peut €tre extrémement élevée (Lauritis et al, 1983). Celle-ci prend
graduellement une forme de citron dont la majeure partie est exposée a I’extérieur de la racine
(Noel, 2004). Une fois fécondée, la femelle expulse une partie des ceufs dans une matrice
gélatineuse (Noel, 2004) ou ils sont préts a éclore et a infecter la racine. Une autre partie des ceufs
restent enkystés et écloront lorsque des conditions spécifiques seront atteintes (Noel, 2004). Ils
peuvent survivre ainsi une dizaine d’années dans le sol (Slack et al., 1972). D’ailleurs, comme les
ceufs d’un kyste peuvent éclore de fagcon différentielle dans le temps, il est possible qu’un
«ancétre » féconde une génération actuelle ce qui favorise hautement la préservation d’une

importante diversité génétique (Koenning, 2004).
Etablissement et adaptation

C’est sous forme de kyste que le NKS est dispersé par divers vecteurs biotiques (humains,
animaux) ou abiotiques (vent, eau), et ce, autant a 1’échelle régionale qu’a celle d’un champ
(Dong & Opperman, 1997; Koenning, 2004; Niblack, 2005). L’établissement du NKS dans
pratiquement tous les pays producteurs de soya, peu importe leurs latitudes, démontre que cet
organisme s’adapte a une large gamme d’environnements et de conditions climatiques. La
température a un effet important sur le cycle de vie de cet organisme poikilotherme. Il peut
compléter un cycle en trois semaines entre 22 et 30°C et en quatre semaines entre 16 et 22°C
(Niblack, 2005; Oyekanmi & Fawole, 2010). Aux Etats-Unis et au Canada, les températures
permettent au nématode de compléter de deux a cinq générations durant une saison de croissance
(Lauritis et al., 1983). Dans I’hémisphere sud tel qu’en Argentine, on a dénombré jusqu’a sept
générations durant une saison de croissance (Burrows & Stone, 1985). Toujours en Argentine, on
a constaté durant une saison plus chaude qu’a la normale que la croissance spontanée de plant de
soya a permis la production d’une génération supplémentaire de NKS, et ce, méme si en juillet
les températures ont ¢€taient situées entre 6-10°C (Doucet et al., 2008). Ainsi, les conditions
climatiques influencent directement la dynamique des populations de NKS et, par conséquent, le

rendement de la culture (Grulke, 2011; Kakaire, 2012; Pautasso, 2012; Ahanger, 2013). Donc, il
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s’avere treés pertinent de se questionner sur I’impact qu’auront les fluctuations de températures
attendues a la faveur des changements climatiques (CC) sur la biologie du soya, du NKS et de
leur interaction. Aussi, il demeure important de s’interroger sur I’impact de I’environnement sur

son adaptation a divers milieux naturels suivant leur introduction.

Impacts des changements climatiques sur la distribution et la biologie du NKS et du soya

L’analyse de la distribution du NKS entre 1954 et 2017 aux Etats-Unis a démontré une dispersion
rapide et un taux d’établissement trés élevé dans les régions productrices du centre et du nord des
Etats-Unis (Chakraborty & Datta, 2003; Tylka & Marrett, 2017). Ce phénoméne a probablement
¢té accentué¢ par l'adoption de nouvelles zones de production a la faveur des fluctuations du
climat (Somasekhar & Prasad, 2012). De méme, la modélisation de la phénologie du soya a
I’intérieur de la zone de potentiel agricole du Québec, reposant sur les parameétres climatiques du
passé récent (1971-2000) et du futur proche (2041-2070), a démontré que des latitudes plus
nordiques offrent de nouvelles zones de culture du soya (Gendron St-Marseille, 2013).
Egalement, la modélisation du cycle de vie du NKS en fonction de paramétres climatiques a
démontré qu’il pouvait des lors s’établir a I’intérieur des régions agricoles ou le soya se cultive
actuellement (Dong & Opperman, 1997; Koenning, 2004; Niblack, 2005) et qu’il possede la

capacité de suivre le déplacement de son hdte vers le nord (Gendron St-Marseille, 2013).

Egalement, la hausse prévue des températures favorisera le taux de développement du NKS, ce
qui se traduirait par 1’accumulation d’une a deux générations supplémentaires pour atteindre
jusqu’a deux générations par saison de croissance dans la zone la plus septentrionale du Québec
et jusqu’a six générations dans celle situé¢e a I’extréme sud (Gendron St-Marseille, 2013). Ce
scénario aura pour effet d’affaiblir davantage le plant de soya, car les surinfections augmentent
d’une part la sensibilité des racines aux autres pathogeénes et d’autre part, limite I’acheminement

des nutriments et de 1’eau vers les parties aériennes (Gendron St-Marseille, 2013).

En contrepartie, des modeles prédisent que la hausse des températures, couplée a celle des
niveaux de CO> atmosphériques auront un effet positif sur la croissance, la densité et la longueur
des racines du soya (Lawn & Noel, 1986; Niblack et al., 2006). Toutefois, le réchauffement des
températures pourrait affecter de fagon plus prononcée les impacts négatifs des premicres

générations de NKS sur le rendement des cultures puisque 1’augmentation des surfaces racinaires
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permettra a un plus grand nombre d’individus de se développer (Rogers et al., 1992; Ziska, 1998;
Wang et al., 2003). Egalement, les événements climatiques extrémes, dont la sécheresse,
semblent réduire les rendements du soya de maniére plus prononcée dans les champs infestés par
le NKS (Tylka, 2012). Ce stress entraine le nématode a créer son site de nutrition plus
profondément dans les tissus vasculaires de la stéle et non dans la zone du cortex des racines, ce
qui lui permettrait de continuer d’exploiter les ressources de la plante (Bonner & Schmitt, 1985;
Tylka, 2012). Par conséquent, des fréquences plus élevées de sécheresse devraient avoir

d’importantes répercussions sur la production de soya.
Le phénotypage des populations de nématode en fonction de leur virulence

Actuellement, le contrdle des populations de nématodes repose sur I’utilisation de cultivars de
soya possédant des génes de résistance. Cependant, aucun cultivar n’est connu pour étre capable
de limiter la reproduction de toutes les populations de NKS (Elad & Pertot, 2014). En se basant
sur la capacité des différentes populations de NKS a se reproduire sur différents génotypes de
résistance de cultivars de soya, Niblack et al (2002) ont créé un test, HG Type Test (pour
Heterodera glycines phénotype). Ce test permet d’approximer sur la base d’échantillons de sol le
ou les types de virulence retrouvés dans les populations. Pour ce faire, on inocule sept lignées
indicatrices résistantes de soya avec les kystes d’une population donnée et un plant témoin

sensible a tous les HG types (table 2.2).
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Table 2.2 Numéro et nom des lignées utilisées pour effectuer les tests de HG type

Type Numéro de la lignée Nom de la lignée
1 PI548402 (Peking)
2 P188788
3 P190763
Standards résistants 4 P1437654
5 P1209332
6 P189772
7 P1548316 (Cloud)

Essex (PI548667)
Standards sensibles
Lee 74 (PI548658)

Apres 30 jours, on compte le nombre de femelles produites sur les racines des plants résistants et
on divise par le nombre produit sur le plant sensible. Si la proportion de kystes produits sur des
cultivars résistants est au moins supérieur de 10 % en comparaison avec le nombre produit sur les
cultivars sensibles (témoins), cette population sera considérée comme virulente. Par exemple, une
population peut étre classifiée comme 1.2.5.7 si les individus sont capables de se reproduire sur

les lignées résistantes #1, #2, #5 et #7.

La distribution des hg types (anciennement connu pour étre des races classées de 1 a 16, mais qui
ne sont plus utilisées de nos jours) est assez différente entre le Sud et la Nord du 37°™ paralléle
aux FEtats-Unis. En effet, dans une étude de 1997 (Kim et al., 1997), on retrouvait une
prédominance des races 2, 3, 4, 5, 6, 9 et 14 (équivalent des hg types 1.2-; 0-; 1.2.3-; 1-; 1.3-)
alors qu’au nord du 37°™ paralléle on retrouvait uniquement les races 3 et 4 (équivalent des hg
types 0- et 1.2.3-). Aprés plus d’une décennie, on retrouvait au sud du 37°™ une prédominance
des races 1, 2, 4, 5, 10, 14, 15, 16 (ou HG types 1.2.3.5.6.7; 1.2.3.5.7; 1.2.5.7; 1.3.5.6.7;
1.2.5.6.7 ;2.5.7 ; 7) et au Nord celle des races 1 et 3 (ou HG types 2 ;2.5;2.5.7;2.7;5;5.7;7;
0) (Faghihi et al., 2010). L’¢tude de Faghihi et al. (2010) incluait une province canadienne,
I’Ontario et a démontré qu’il y avait une incroyable diversité et qui semble correspondre aux
races/HG types retrouvés autant au Nord qu’au sud des Etats-Unis en plus d’inclure nombreux

HG types (12 hg types). En effet, on retrouve toutes les races (en considérant que le cultivar
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Pickett et Peking sont identique tel qu’indiqué par Niblack et al., 2002) soit plus de 24 HG types
différents (Faghihi et al., 2010). Une aussi grande diversité de HG types indique que I’adaptation
permettant de contourner les mécanismes de résistance de PI 88788 est peut €tre en cours, mais
pas encore aussi importante qu’au sud du 37°™ paralléle ou cette lignée résistante est utilisée
depuis les années 1960 (Hartwig et al., 1971 ; Faghihi et al., 2010). A I’heure actuelle, plus de 90
% des semences commerciales résistantes sont issues de la méme lignée parentale, soit PI88788
(lignée #2) et dans une plus faible proportion, Peking (Concibido et al., 2004). Aux vues du
nombre limité de sources de résistance utilisées dans les cultivars commerciaux disponibles sur le
marché, il est primordial de comprendre les mécanismes permettant au nématode de contourner

les genes de résistance de la plante.

Les genes de résistance au nématode a kyste du soya

La variabilité phénotypique du caractére de résistance s’expliquerait a la fois par la présence de
différents genes du parasitisme produisant des protéines associées a la virulence, ou effecteurs,
chez le nématode et de génes de résistance chez la plante (Hogenhout et al., 2009). La résistance
du soya est polygénique et pres de 70 loci de caracteres quantitatifs (QTL) associés a la résistance
ont ét¢ identifiés chez le soya, les plus étudiés étant Rhgl, Rhg2 et Rhg3 (leur géne majeur est
récessif) et Rhg4 et Rhg5 (leur géne majeur est dominant) (Caldwell et al., 1960; Matson et
Williams, 1965; Rao-Arelli, 1994; Klink ef al., 2009). Deux QTL sont plus importants dans la
réaction de résistance, Rhgl (chromosome 18), qui compte environ neuf génes et Rhg4
(chromosome 8) qui comptent au moins sept genes (Klink ef al., 2013). On a identifi¢ trois genes
du QTL Rhgl de PI88788 qui encodent une protéine a-SNAP, un potentiel transporteur d’acides
aminés (Cook ef al., 2012). Egalement, un des génes du QTL Rhg4 encode une enzyme (serine
hydroxymethyltransferase) impliquée dans la régulation du métabolisme du carbone et des folates
(Liu et al., 2012). Les QTL Rhgl et Rhg4, bien connus chez PI 88788 et Peking respectivement,
provoquent des réponses cytologiques différentes et permettent de distinguer deux groupes de
liaison génétique (linkage group) (Klink et al., 2013). Le type de résistance appelé « PI88788 »
repose principalement sur les génes situés sur 1’allele rhgl-b du QTL Rhgl, qui ont un
comportement dominant chez les cultivars de ce groupe (PI88788, P1209332 et PI549316) (Kim
et al., 2010; Cook et al., 2012; Liu et al., 2012; Yuan et al., 2012). La réponse cytologique du

groupe PI88788 (regroupant le cultivar du méme nom) se caractérise par une nécrose assez lente
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(entre 8 a 10 jours) du syncytium et par I’absence d’accroissement de la paroi cellulaire (cell wall
apposition) (Liu et al., 2012, Klink et al., 2013). La résistance de type « Peking » requiert la
présence simultanée de geénes co-dominants situés sur les QTL Rhgl et Rhg4 (Kim et al., 2010,
Liu et al., 2012, Yuan et al., 2012). Typiquement, la réponse cytologique associée au groupe
Peking (Peking, PI89772 et P190763) se caractérise par une nécrose rapide (environ 48 heures) de
la cellule initiale et par 1’accroissement de la paroi cellulaire (Cook et al., 2012; Cook et al.,
2014). 11 a été suggéré que la résistance des plantes est conférée par le nombre de copies de
I’allele rhgl-b associé¢ au QTL Rhgl. En effet, les lignées et cultivars associés au type PI88788
possédent de sept a dix copies des genes situés sur le QTL Rhgl, ceux situés sur le méme QTL au
sein du groupe de type Peking en possedent moins de trois copies (Brucker et al., 2005; Liu et al.,
2012). La lignée indicatrice PI1437654 ne se retrouve dans aucun des deux types de résistance
puisqu’une majorité¢ de NKS est incapable de se reproduire sur celle-ci et pourrait étre une bonne
alternative pour le contrdle des nématodes. Cependant, comme les individus capables de se
reproduire sur cette lignée parviennent aussi a se reproduire sur les types PI88788 et Peking,
’utilisation de ce cultivar n’est pas recommandée dans un programme de rotation utilisant ces

sources de résistance (Gardner et al., 2018).

Les protéines de virulence

Une treés grande variabilité génétique se rencontre a I’intérieur des différentes populations de
NKS et plusieurs individus seraient porteurs d’alleles « ror » (reproduction on a resistant host)
favorisant le contournement de la résistance de I’hote et la capacité a se reproduire du parasite
(Zheng et al., 2006; Cook et al., 2012; Wang et al., 2014). Les mécanismes adaptatifs qui ménent
au contournement de la résistance demeurent inconnus, mais avec différentes stratégies de
croisement génétique, on a identifi¢ deux geénes (non caractérisé€s) qui pourraient étre associés a la
virulence (Dong & Opperman, 1997) : ror-1 serait dominant et permettrait la reproduction sur PI
88788 et ror-2 serait récessif et permettrait la reproduction sur PI90763 (Dong & Opperman,
1997).

A ce jour, on a identifié plus de 80 effecteurs candidats sécrétés par les glandes cesophagiennes
(deux sous-ventrales et une dorsale) et injectées a ’aide du stylet, qui permettent au NKS
d’altérer la structure et les fonctions de la cellule hote (Li et al., 1996; Gao et al., 2001, 2003;
Wang et al., 2001; Bekal et al., 2008; Klink et al., 2009; Haegeman et al., 2012; Wang et al.,
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2014; Noon et al., 2015). En outre, on a aussi identifi¢ chez d’autres nématodes des protéines
sécrétées au niveau de 1I’hypoderme (glutathion peroxydase qui contre les dérivés réactifs de
I’oxygene) et de la cuticule (Gp-FAR-1 qui pourrait inhiber I’acide jasmonique) qui permettent
au nématode de se camoufler et inhibent certains mécanismes de défense systémique (Prior ef al.,
2001; Jones et al., 2004). Différents effecteurs sont utilisés selon le stade de développement du
nématode. Durant la phase migratoire du J2, la plupart des protéines sécrétées visent a la fois a
dissoudre les cellules de la racine et a esquiver la détection par 1’héte en inhibant ou supprimant
les hormones associées aux voies métaboliques et de signalement (Haegeman et al., 2012).
Durant la phase migratoire, les glandes subventrales synthétisent différentes enzymes et protéines
(cellulases, Hgl9C07, pf-1,4-endoglucanases, pectate lyases, endo-1,4-F-galactosidases,
expansines, etc.) qui une fois injectées par le stylet favorisent I’invasion (de Boers et al., 1999;
Wang et al., 1999; de Boers et al., 2002; Qin et al., 2004; Vanholme et al., 2006; Lee et al.,
2011).

Suite a la sélection d’une cellule initiale destinée a servir de syncytium, le J2 injecte différents
effecteurs qui favorisent son développement jusqu’a I’atteinte du stade adulte. Ces effecteurs
(annexines, chorismate mutases, peptides CLE, protéines ubiquitine extension, protéines SKP1,
Hg30C02, Hg19A06, Hg-VAP-1, Hg-VAP-2 et des protéines RING-like, etc.) servent a modifier
la physiologie de la cellule, a contourner les mécanismes de défense, a interférer avec les signaux
hormonaux et a affaiblir le systeme de défense de 1’hote (Gao et al., 2001, 2003, 2004; Tytgat et
al., 2004; Ithal et al., 2007; Bekal ef al., 2008; Patel ef al., 2010; Wang, 2010; Haegeman et al.,
2010; Hammamouch et al., 2012; Chen et al., 2015; Li et al., 2015; Guo et al., 2017). En outre,
on a découvert que durant le maintien du syncytium, des enzymes non sécrétées pourraient jouer
un role important dans la survie du NKS lorsque le syncytium est dégradé par les mécanismes de
défense de la plante. Ces enzymes joueraient un role dans la biosynthése de métabolites de la
vitamine B telles que les vitamines B5, B7, B1 et B6 et permettre au nématode de survivre (Craig

et al.,2008, 2009).

Chez les nématodes a kyste, peu de genes d’avirulence reconnus par la plante ont été identifiés
jusqu’a maintenant. Chez H. glycines on a proposé que le géne HgSLP-1 (domaine SNARE)
pourrait interagir avec le géne de résistance Rhgl-a-snap et étre reconnu par la plante (Bekal et

al., 2015). Cette hypothése n’a pu étre testée in vivo. Chez le nématode a kyste pale (pomme de
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terre), Globodera pallida, le géne Gp-RBP-1 code pour un effecteur de type SPRYSEC qui
génere une réaction d’hypersensibilité lorsque co-exprimé avec le géne de résistance Gpa-2 et a
donc été proposé comme gene d’avirulence (Sacco et al., 2009; Mei, 2015, 2018). A Tlinverse,
chez Globodera rostochiensis, le produit du géene SPRYSEC-19 interagirait avec le géne de
résistance (CC-NB-LRR) de la plante et bloquerait la réaction de mort cellulaire, ce serait donc
un gene de virulence (Rehman et al., 2009; Postma et al., 2012). Si la théorie géne-pour-gene
telle que décrite par Vanderplank (1978) semble s’appliquer dans le cas des deux espéces de
Globodera spp. citées plus haut, il semble que le mécanisme soit plus complexe chez H. glycines.
La résistance et les interactions entre le NKS et le soya sont trés complexes et semblent étre
contrdlées par plusieurs geénes situés aux locus Rhgl et Rhg4. L’expression des geénes situés sur
ces locus dépend entierement du nombre de copies, des variations nucléotidiques (la version de
I’allele) et de la méthylation et de I’épistasie existant entre tous ces facteurs voire avec de
potentiels genes mineurs (Yan & Baidoo, 2018; Patil et al., 2019). A TP’heure actuelle, ces
relations n’ont toujours pas été percées a jour (Yan & Baidoo, 2018; Patil et al., 2019). La
découverte de genes d’avirulence et de virulence chez H. glycines permettrait d’identifier les
locus associés aux différentes formes de virulence, de développer des outils moléculaires pour
associer les génotypes aux phénotypes de virulence et d’orienter les programmes d’amélioration

génétique vers des lignées résistantes plus durables.

2.3 Notions de génétique des populations

Tel que mentionné précédemment, bien qu’originaire de I’Asie, il semble qu’aucune barriere
environnementale n’a limité la dispersion et I’établissement du NKS 4 travers les Etats-Unis et le
Canada. En fait, une étude portant sur la modélisation bioclimatique de la phénologie du soya et
du cycle du NKS a démontré que les changements climatiques auront une incidence importante
tant sur I’ouverture de nouvelles aires disponibles pour la culture du soya plus au nord que sur
I’augmentation du nombre de générations de NKS produite durant une saison de croissance
(Gendron St-Marseille et al., 2013). Afin de comprendre le mécanisme sous-jacent a
I’établissement du NKS, il est nécessaire de détailler les éléments inhérents a son adaptation et a

la structure génétique de ses populations.

17



Variabilité genétique et principe d’Hardy-Weinberg

Plusieurs mécanismes tels que les mutations, la migration, les recombinaisons, la dérive
génétique et la sélection naturelle influencent la variabilit¢ génétique et 1’évolution de la
fréquence des génotypes retrouvés dans une population. En génétique des populations,
généralement, on estime la fréquence des génotypes a 1’aide du principe d’Hardy-Weinberg

(Hartl & Clark, 2007).

Selon le principe d’Hardy-Weinberg, si I’on assume que les plus importantes forces évolutives
sont absentes (mutation, migration et sélection naturelle), la fréquence allélique (FA) retrouvée
dans les populations (panmictiques) gouvernées par une reproduction sexuée et aléatoire
permettrait de déduire la fréquence des génotypes (Ewens, 2004; Hartl & Clark, 2007). Afin que
le principe s’applique, d’autres conditions doivent étre respectées : 1’organisme est diploide, les
générations ne se chevauchent pas, le géne considéré possede deux alléles, les FA entre males et
femelles sont équivalents et la taille de la population est trés grande (Hartl & Clark, 2007).

Lorsque ces conditions sont respectées, on considere des lors que :

Equation 1 pltqg’+2pg=1

ici p? représente le génotype AA, g représente le génotype aa et 2pg représente le génotype Aa
(Ewens, 2004 et Hartl & Clark, 2007). Cependant, ce principe est loin d’étre universel,
notamment a cause de la présence des forces évolutives. Chez le NKS I’application stricte de ce
principe s’avere impossible déja parce que les générations sont chevauchantes et parce que

plusieurs forces évolutives influencent et maintiennent la diversité génétique.
Forces évolutives

La mutation est 1'une des forces évolutives favorisant la variabilit¢ génétique
intrapopulationnelle; elle est généralement attribuable a des erreurs dans la réplication de ’ADN
ou a des dommages causés par une radiation (Loewe & Hill, 2010). Méme si elles sont
récurrentes, elles se produisent habituellement a des taux trés faibles : de 10* a 10 (Loewe &
Hill, 2010). La recombinaison favorise la diversité génétique en créant de nouvelles
combinaisons alléliques par brassage intra- ou interchromosomique du matériel génétique
(Spencer et al., 2006). Les mutations et les recombinaisons créent de la diversité en générant de

nouveaux alleles qui seront alors soumis aux trois autres forces évolutives soit la dérive
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génétique, la migration et la sélection naturelle (Ewens, 2004). Chez le NKS, le mode de
reproduction qui implique une femelle et plusieurs males, la dormance ainsi que le
chevauchement des générations permettent a des males ou des femelles issus de générations
précédentes de s’accoupler. Cela favorise le maintien d’alléles et une trés grande variabilité
génétique dans les populations. En outre, la surutilisation des mémes génotypes résistants de soya
occasionne une tres forte pression de sélection pour des individus virulents. Par conséquent, les

mutations et les recombinaisons n’ont que trés peu d’effets en comparaison.

La dérive génétique est un principe selon lequel des phénoménes aléatoires font fluctuer les FA
de génération en génération et est décrite par le modele mathématique Wright-Fisher (Wright,
1931, Hartl & Clark, 2007). Les effets de la dérive dépendent de la taille de la population : dans
une grande population, les FA restent plutdt stables alors qu’ils varient beaucoup dans une petite
population (Choudhuri, 2014). Avec le temps, il peut se créer un goulot d’étranglement
(bottleneck effect) qui favorisera soit la fixation ou a la perte d’alléles dans une population
menant a une perte progressive du polymorphisme génétique (diversité¢) (Chakraborty & Nei,
1978; Choudhuri, 2014). L’effet fondateur (founder effect) accompagne parfois le mécanisme de
dérive génétique et peut exacerber la réduction de la diversité génétique en changeant
radicalement les profils alléliques, génétiques et phénotypiques (Chakraborty & Nei, 1978;
Choudhuri, 2014). Cet effet se décrit par la création d’une sous-population caractérisée par un
faible nombre de représentants qui ne possedent qu’un « échantillon » d’alléles de la population
d’origine, ce qui limite la variabilité dans la population (Chakraborty & Nei, 1978; Choudhuri,
2014). Méme lorsque les populations sont divisées en sous-populations, elles sont rarement
complétement isolées et c’est dans ce contexte que la migration (ou la dispersion dans le cas du
NKS) intervient pour contrebalancer les forces qui réduisent la diversité des alleles (Nei, 1973;
Hartl & Clark, 2004). La migration se décrit comme un échange d’individus (ou de gameétes)
entre des sous-populations comprenant des différences génétiques et qui favorisent les flux de
geénes entre elles (Nei, 1973; Hartl & Clark, 2007). Une migration limitée augmente le niveau de
différentiation génétique entre les populations et méne a une spéciation alors que de fortes
activités migratoires augmentent [’homogénéisation de la diversité génétique des sous-

populations (Nei, 1973).

19



Les mutations, les recombinaisons, la dérive génétique et la migration ont toutes pour effet de
modifier les génomes dans leur ensemble, la sélection naturelle différe puisque son influence
cible plutot certaines parties plus spécifiques du génome (Andrews, 2010). Selon Darwin (1859),
la sélection naturelle se présente comme étant la capacité d’un groupe d’individus porteurs
d’alleles leur conférant une meilleure adaptation a survivre et a se reproduire (fitness) donc, a
passer leur bagage génétique a leurs descendants. De génération en génération, les alleles
conférant une meilleure fitness seront de plus en plus présents dans une population, ce qui
résultera en une adaptation évolutive (Andrews, 2010). Il existe trois grandes formes de sélection
naturelle. La sélection purificatrice ou négative qui est la plus fréquente dans le génome et
entraine la disparition d’alléles déléteres a I’échelle du génome entier jusqu’a leur élimination
compléte dans les populations (Charlesworth et al., 1993 Andrews, 2010). La sélection positive
ou directionnelle entraine la transmission d’alleles conférant un avantage sélectif (fitness) aux
individus porteurs jusqu’a leur fixation dans la population (Andrews, 2010). Le processus sous-
jacent se nomme le balayage sélectif (selective sweep) qui décrit 1’augmentation de la fréquence
des alleles situés a proximité d’un géne qui est positivement sélectionné par auto-stop génétique
(hitchhiking) (Hartl & Clark, 2007). La taille de la région génomique dans laquelle les FA
augmentent dépend du taux de recombinaison : plus le taux est faible, plus la région touchée sera
grande (Hartl & Clark, 2007). Finalement, la sélection balancée se caractérise par la conservation
de la fréquence d’apparition de plusieurs alleles a un méme locus par divers mécanismes
(Andrews, 2010). Ce type de sélection assure 1’augmentation de la variabilité¢ génétique de ce
locus dans la population et la réduction de la différentiation génétique entre les sous-populations

(Bamshad & Wooding, 2003; Andrews, 2010).

Tel que décrit précédemment, les forces évolutives fagonnent la diversité génétique a des locus
bien précis. L’observation de ces locus soumis aux forces évolutives et associés a un
environnement, a un hdte voire a un phénotype précis permettrait d’identifier des marqueurs
d’intérét ou des genes candidats. Dans 1’optique d’identifier ces locus, il est possible d’utiliser
des scans génomiques. D’ailleurs, c’est la stratégie privilégiée dans la détection de locus outliers
chez de nombreuses especes (par ex. insectes, poissons, chiens, etc.) et qui pourrait faciliter
I’¢tude du potentiel d’adaptation du NKS a de nouveaux environnements et aux cultivars

résistants (Feng et al., 2015, Pilot et al., 2016; Liu et al., 2017).
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24 Signatures génétiques de ’adaptation

Les marqueurs moléculaires

Les marqueurs moléculaires se définissent comme étant des parties du génome qui peuvent porter
des variations nucleotidiques ou structurales qui sont utiles pour effectuer des analyses
d’association entre le génotype et des traits particuliers (Hayward et al., 2015; Karlik &
Tombuloglu, 2016). Les variations nucléotidiques peuvent comprendre un changement
nucléotidique d’une paire de bases (polymorphismes nucléotiques simples (SNPs)) ou de
plusieurs (multi-nucleotide variants (MNVs)) (Schiessl et al., 2019). Les variations structurales
impliquent des changements sur des régions plus importantes (> 50 pb) causés par des insertions,
des délétions, des duplications, des translocations, des inversions et des variations du nombre de
copies de geénes (copy number variation (CNVs) (Tattini et al., 2015; Schiessl et al., 2019). Ces
variations représentant la variabilité génétique aux échelles individuelles et populationnelles sont
imputables aux diverses forces évolutives et événements fondateurs vus précédemment. Quatre
qualités sont essentielles pour €tre un bon marqueur soit étre neutre, qu’ils aient une expression
codominante, qu’ils soient peu coliteux, qu’ils aient un degré élevé de polymorphisme et qu’ils
soient fréquents dans le génome (Duthmal er al., 2018). On peut classer les marqueurs
moléculaires en fonction de la méthode de détection (par ex. hybridation, PCR, séquengage, etc.)

et du mode de transmission (Nadeem ef al., 2018; Teama, 2018).

Diverses techniques utilisées en biologie moléculaire permettent de révéler des marqueurs par
exemple, I’hybridation et coupure par enzymes de restriction qui permet de générer des
polymorphismes de longueur des fragments de restrictions, les RFLP (Nadeem et al., 2018).
Aussi diverses techniques PCR permettent de générer des marqueurs dont les plus connus sont les
amplifications aléatoires d’ADN polymorphe ou RAPD (random aplified polymorphism DNA),
les polymorphismes de longueur des fragments amplifiés (AFLP), des microsatellites ou SSR
(parfois référés comme short tandem repeat et sequence lenght polymorphism), I’amplification
aléatoire des microsatellites polymorphes ou randomly amplified microsatellite polymorphisms
(RAMP), des inter simple sequence repeat (ISSR), les rétrotransposons (longs -LINE pour long
interspersed repetitive element et courts — SINE pour small interspersed repetitive element) et
bien d’autres (Guidez, 2014; Nadeem et al., 2018). Les avancées quant aux technologies de

séquencage ont menées au développement de plusieurs méthodes de s€équencage permettant de
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générer des marqueurs moléculaires, parmi celles-ci les plus notables sont: le séquencage
Sanger, le pyroséquencage, le séquencage de nouvelle génération (next-generation sequencing,
NGS), le génotypage par séquencage (GBS), le séquencage de type diversity array technology
(DATT Seq) et les SNPs (Heather & Chain, 2016; Nadeem et al., 2018).

Dans le cadre de cette theése, les marqueurs de types SNP générés a 1’aide de différentes méthodes
de séquencage (NGS et GBS) ont ét¢ privilégiés. En effet, les SNPs sont des marqueurs tres
fréquents dans les génomes, ils sont relativement stables a 1’échelle de I’évolution et ont un faible
taux de mutation (Patel ef al., 2015). On définit un SNP comme étant une différence de base dans
un locus entre deux ou plusieurs individus (Edwards ef al., 2007). 1l existe trois formes de SNPs :
les transitions (C/T, pyrimidines, G/A, purines), les transversions (C/G, A/T, T/G et C/A) et les
indels (Edwards et al., 2007). Vu leurs nombreuses qualités, les SNPs peuvent servir a différentes
applications telles que 1’étude de la génétique des populations (patrons de dispersion, 1’évolution,
I’adaptation et la génétique comparative) ainsi que pour la construction d’une cartographie

physique du génome voire celle des traits (Patel ez al., 2015).
Scan génomique

La réduction des colits associés au séquencage des génomes a facilité 1’utilisation de marqueurs
génétiques pour les études pangénomiques. En appliquant des scans génomiques sur ces
marqueurs il est possible de détecter des locus portant des signes de la sélection qui pourraient
contenir ou étre a proximité de génes d’intérét (Helyar ef al., 2011; Haasl & Payseur, 2016). Ces
génes candidats permettraient de relier le génotype au phénotype méme sans avoir de
connaissances a priori (Stinchcombe & Hoekstra 2008; Gautier et al., 2010; Rellstab et al., 2015).
La majorité des scans génomiques reposent sur la théorie neutraliste de 1’évolution moléculaire
telle que proposée par Kimura (1986) et qui postule que la plupart des modifications génomiques
imputables aux forces évolutives démographiques (migration, mode de reproduction, histoire
démographique) sont neutres par rapport a la sélection naturelle. Peu importe la forme de la
sélection (positive, négative, balancée) seules des régions précises du génome sont affectées
contrairement aux forces évolutives qui affectent le génome en entier de facon similaire entre les

populations ce qui permet de différencier les effets (Cavalli-Sforza, 1966).
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Tests basés sur la corrélation entre la fréquence allélique et des variables environnementales

Un des buts en génétique des populations est d’identifier des génes ou des mutations responsables
des réponses adaptatives. Plusieurs approches existent (génes candidats, génétique classique
(foward genetic), génétique inverse (reverse genetic)), mais peuvent étre limitantes dans les cas
ou certaines especes ne possedent pas de génomes de référence, d'informations sur la fonction des
genes, d’individus isolables, etc. (Li ef al., 2008). Dans ces cas précis, une approche d’écologie
inverse (reverse ecology) peut a tout le moins permettre de trouver des locus (régions) sous
sélection menant a 1’identification de traits phénotypiques ciblés par la sélection (Li et al., 2008).
Plusieurs études ont démontré 'utilité de 1’écologie inverse dans I’identification de locus sous
sélection par un «agent de sélection» quand les génes ou phénotypes d’intéréts sont inconnus. Par
exemple, elles ont démontré que la domestication (Vigouroux et al., 2003), 1’utilisation de
pesticides ou d’antibiotiques (Kohn et al, 2002; Wootton et al, 2003) ou des facteurs de
I’environnement (Storz et al., 2005; Bonin et al., 2006; Fisher et al., 2013) favorisaient la
sélection de locus outliers. Ainsi, 1’identification de ces outliers rend possible 1’identification de

genes candidats par d’autres études de validation.

Différentes méthodes de scans génomiques ont été¢ développées pour analyser des données de
marqueurs moléculaires et les associer a des données environnementales. Ces scans cherchent a
détecter un changement important dans une région du génome tel que I’augmentation de la
fréquence d’un allele ou de plusieurs alleles par effet d’auto-stop génétique (déséquilibre de
liaison) attribuable a la sélection (Luikart ez al., 2003; Stinchcombe & Hoekstra, 2008; Rellstab et
al., 2015). Ainsi, en cas d’adaptation locale, les FA des locus sélectionnés et des marqueurs
environnants seront plus €levés et différés entre les populations et les différents environnements
(Rellstab et al., 2015). Plusieurs méthodes d’analyse de scans génomiques basées sur une
approche d’écologie inverse reposent sur des statistiques bayésiennes pour identifier des locus
sous sélection et quantifier le degré de corrélation a une variable environnementale ou une autre
covariable spécifique a une sous-population, parmi celle-ci notons Bayescan (Foll & Gaggiotti

2008), BayeScEnv (de Villemereuil & Gaggiotti 2015), et Baypass (Gautier, 2015).
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Analyse de la diversité reposant sur la différentiation génétique

En 1951, Wright a défini un indice de variance standardisée (Fg;) qui quantifie 1’hétérogénéité
des FA entre les différentes subdivisions d’une population. Précisément, cet indice représente la
corrélation entre alléles a ’intérieur d’une sous-population par rapport a 1’ensemble des sous-
populations et se calcule ainsi :

Equation 2 F, = (H%tHS)

ou H; est base sur I’hétérozygotie attendue pour la population totale représente (H, = 2p,q,) et
ou H; est basé sur I’hétérozygotie attendue dans les sous-populations (H; = 2 pq). Les valeurs
peuvent varier entre 0 (pas de différentiation) et 1 (différentiation totale - les populations ont fixé
différents alleles). Cependant, la valeur de 1 étant rarement atteinte il est possible de classifier les

F selon quatre classes (Table 2.3)

Table 2.3 Classification du degré de différenciation génétique en fonction de la valeur de 1’indice
de fixation (Fg;) selon Wright, 1978.

Valeur du F, Classification
0,00 - 0,05 Faible
0,05-0,15 Modérée

0,15 -0,25 Importante
0,25-1,00 Tres importante

L’indice de fixation est fréquemment utilisé¢ dans les scans génomiques, car il peut rapidement
permettre de comparer des populations entre elles en effectuant des moyennes de valeurs Fg, pour
chaque locus présent dans un ensemble de populations avec des programmes tels que Popoolation
2 (Kofler et al., 2011). 11 est possible de détecter des signatures de sélection en observant des
valeurs de FA dépassant les seuils calculés sur la base de simulations de coalescence neutres; par

exemple, calculés sur la base d’approches bayésiennes telles que Bayescan (Figure 2.5).
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Figure 2.5 Différentes utilisations des indices de fixation (Fs;) dans 1’identification de marqueurs
sous sélection et de génes candidats. A) Identification de locus outliers a 1’aide d’une enveloppe
de neutralité (pointill¢) outliers ou en observant les queues de la distribution des locus. B) Une
fois les locus sous sélection identifiés, a 1’aide de la génétique quantitative il devient possible
d’identifier des genes candidats soit par croisement génétique ou par la comparaison avec des
organismes homologues (traduit de Stinchcombe & Hoekstra, 2008, p.159).

Un autre mode d’identification trés simple des génes candidats est d’observer la distribution des

valeurs F; et de trouver des locus sous sélection en observant les valeurs extrémes (Figure 2.5).
Isolation par la distance

Tel que vu précédemment, les différentes forces évolutives (mutation, dérive génétique, sélection
naturelle) vont favoriser 1’adaptation aux conditions environnementales et augmenter la
différentiation génétique entre les populations (Slatkin, 1987). A I’inverse, la migration va
contrebalancer ces forces en augmentant 1’homogénéité génétique (Slatkin, 1987). A 1’échelle
géographique, il est possible d’évaluer 1I’impact de ces forces sur la différentiation génétique des
populations en quantifiant 1’isolation par la distance (Rousset, 1997). En utilisant les Fg; entre
paires de sous-populations et la distance géographique les séparant, il est possible d’évaluer
I’effet de I’isolation sur la variabilité génétique (Rousset, 1997). On quantifie cette variabilité par

le calcul de I’isolation par la distance (IBD, isolation by distance) (Equation 3)
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Equation 3 IBD=Fg/(1— Fg)
En utilisant cette relation entre la distance séparant les populations et la valeur du Fg; il est
possible d’inférer la prépondérance d’une force évolutive par rapport a 1’autre pouvant expliquer

leur réle dans le degré de spécialisation d’une sous-population (Figure 2.6)

Cas| Cas |l
Fst Fst
[ 1
I ¥
Distance géographique Distance géographique
Cas lll Cas IV
Fst : Fst
Distance géographique Distance géographique

Figure 2.6 Représentations graphiques de quatre cas illustrant 1’action des forces évolutives sur
la différentiation génétique de sous-population séparées géographiquement. Cas I, il y a un
équilibre entre la dérive génétique et la migration. Cas II, déséquilibre régional, la migration a
une plus forte influence que la dérive génétique sur la structure de la population. Cas III, en
déséquilibre, car la dérive génétique a un effet plus important sur la structure de la population que
la migration. Cas IV, I’effet de la migration est plus important a petite échelle, alors que c’est la
dérive génétique qui influence le plus la structure des populations a une plus grande échelle.
(Traduit de Hutchison, D. & Templeton, A. 1999, p.1899).

Tel qu’illustré a la figure 2.6, a petite échelle, la proximité des sous-populations limite 1’effet
goulot d'étranglement associé¢ a la dérive génétique (perte d’alleéles) par I’augmentation de la
probabilité d’échange de génes. Une forte migration a petite échelle géographique réduit la
diversité génétique locale, mais augmente la différentiation génétique entre les sous-populations
plus éloignées. Ainsi, le role de d’une forte migration peut limiter I’adaptation locale par la
sélection est critique puisqu’elle peut tout autant favoriser la variabilit¢ génétique et
I’augmentation de la taille de la population que diluer les combinaisons génétiques spécialisées et
réduire la taille de la population (Slatkin, 1987). Par conséquent, il est primordial d’étre en
mesure de prédire la capacité des individus formant une population soumise a des changements
environnementaux rapides a s’adapter et a s’établir, notamment dans les cas d’introduction

d’especes invasives comme c’est le cas avec le NKS.
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2.5

Hypothéses et objectifs

Les hypotheses et objectifs de la thése sont les suivants :

Chapitre 3

Hypothése : Les changements climatiques vont affecter la distribution ainsi que le cycle
de vie de I’endoparasite Heterodera glycines (NKS) et la phénologie de son héte Glycine
max (soya). Cette relation hote-parasite pourra servir de modele pour des études
similaires.

Objectifs :

1) utiliser la modélisation bioclimatique couplée a 1’utilisation d’un systéme
d’information géographique (SIG) afin de simuler et de visualiser les effets des CC
sur la phénologie de I’hote (soya) et sur le cycle de vie du parasite (NKS);

2) utiliser la modélisation bioclimatique couplée a I’utilisation d’un SIG afin de simuler

et de visualiser la dynamique saisonniére des populations de NKS.

Chapitre 4

Hypothese : Les gradients climatiques et géographiques influenceront la structure des

populations de NKS américaines et canadiennes et auront un effet sur I’adaptation.

Objectifs :

1) étudier les relations génétiques entre les populations de NKS des Etats-Unis et du
Canada;

2) détecter des populations soumises au processus d’isolation par la distance;

3) détecter des locus sous sélection par la géographie ou par le climat;

4) 1identifier les fonctions des geénes soumis a la sélection par la géographie ou par le

climat.

Chapitre 5

Hypothese : La virulence du NKS peut étre corrélée a la fréquence allélique a des locus
précis.

Objectifs:
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1)

2)

3)

Trouver une corrélation entre la fréquence allélique (FA) des SNPs trouvés a 1’aide d’une
approche de génotypage par séquengage (GBS) de pool de populations (57 populations et
pools) et le HG type (female index, FI).

Identifier des changements importants de la FA des variants identifiés a 1’aide de la
technique de séquencage de génome entier (WGS) entre les pools d’individus de la
condition initiale et ceux des individus sélectionnés sur des génotypes de plants de soya
résistants.

Identifier des genes différentiellement exprimés (RNA-Seq) et uniques a ceux

sélectionnés par 1’un des génotypes résistants.
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Chapitre 3 Simulating the impacts of climate change on soybean cyst
nematode and the distribution of soybean

Anne-Frédérique Gendron St-Marseille, Gaétan Bourgeois, Jacques Brodeur et Benjamin Mimee.

Publié tel que : Gendron St-Marseille, A.-F. et al. (2019) Agricultural and Forest Meteorology
264 : 178-187.
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3.1 Abstract

Climate change will undoubtedly impact air and soil temperature in the future. For agriculture,
climate warming could be beneficial by opening new lands to profitable crops at higher latitudes.
In Canada, soybean production has had a spectacular growth over the last five years with an
increase of 27% in the acreage devoted to its cultivation. However, the anticipated climatic
changes, coupled with global trading intensification could also favor the introduction and
establishment of invasive alien soybean pests. For example, the soybean cyst nematode (SCN)
has recently been discovered in the province of Québec, Canada and its presence raised several
questions on its reproductive potential, spatial distribution and possible impacts on long term
soybean cultivation. To investigate the consequences of climate warming on soybean and SCN
development and distribution, and their interactions, two phenology models have been developed
and used with the Representative Concentration Pathways (RCP) 4.5 and 8.5, associated with
climate change scenarios. These pathways describe two possible future climates based on the
level of greenhouse gases concentration in air. Using temperature optimum for soybean maturity
group I, our results showed that soybean could be cultivated over all cropland of Québec by the
2050 horizon (2041-2070). Based on phenology models, SCN can currently complete from one to
three generations in the different regions of Québec. In the future, the nematode could produce up
to four or five generations in an optimistic (RCP 4.5) or pessimistic (RCP 8.5) scenario,
respectively. Climate warming will promote the expansion of soybean production to northern
areas and expected conditions will be more favourable to SCN development. Accordingly, we
should develop more soybean lines with an early maturity and containing other sources of
resistance than PI88788 to reduce its reproduction capacity under a more favourable climate in

the future.
Keywords

Modelling; Invasive alien species; Soybean; Glycine max; Soybean cyst nematode; Heterodera

glycines.
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3.2 Introduction

In an era of major changes, the sustainability of food production is under threat (Sundstrom et al.,
2014; Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), 2017). Although trade
globalization has been beneficial on several aspects, the introduction of many invasive alien
species (IAS), has altered agricultural ecosystems and caused losses to the economy (FAO,
2017). In addition, even if empirical evidence is still limited, numerous model studies have
predicted that the increasing temperature and atmospheric CO; concentration accompanying
climate change will have a high impact on agriculture (Savary et al., 2012; Sundstrom et al.,
2014; Bhattarai et al., 2017; Zhao et al., 2017; Deutsch et al., 2018). Based on Representative
Concentration Pathways (RCP), which describe greenhouse gas concentration trajectories, the
latest report on climate change by the Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC 2014)
projects a rise in global mean temperature of 0.3 to 4.8 °C and in CO; atmospheric concentration

from about 420 ppm to 935 ppm by the late-21st century.

The worldwide production of basic food commodities largely depends on 15 crops (Strange &
Scott, 2005), including soybean (Glycine max L. Merr.), which ranks sixth in production and
fourth in cultivated area (FAOSTAT, 2017ab). Soybean ranks high in protein and other essential
nutrients and plays a major role in meeting global food security objectives (Strange & Scott,
2005; Savary et al., 2012). One of the main pathogens of soybean is the soybean cyst nematode
(SCN) (Heterodera glycines Ichinohe), a below-ground obligate endoparasite that has been
accidentally introduced in North America from Asia (Wrather ef al., 2010). In the USA, this
species causes over $1 billion in annual losses (Wrather ef al., 2009, 2010). Since its first
detection in 1954 in North Carolina, SCN has quickly spread across North America via biotic
(humans, animals) and abiotic (wind, water) vectors (Riggs, 2004; Tylka & Marett, 2014). In
Canada, SCN was first detected in 1987 in Kent County, Ontario (Anderson & Welacky, 1988;
Riggs, 2004) and in Québec in 2013 (Mimee et al., 2014). This recent invasion provides a unique
opportunity to study the biology of SCN during its phase of establishment. At northern latitudes,
the potential is high for expansion of soybean production, as well as for naturalization and spread

of SCN (Bootsma et al., 2005; Osborne et al., 2012).

Climate change will impact the interaction between soybean and SCN. For instance, climate

warming will favour the expansion of cultivated areas for soybean by increasing the length of the
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growing season which, in return, could open new establishment areas for SCN as seen for others
species like the brown marmorated stink bug which is actually spreading in eastern Canada
(Bootsma et al., 2005; Bebber et al., 2013; Kistner, 2017). Furthermore, environmental changes
caused by climate warming can influence the capacity of plants to cope with biotic stresses,
possibly increasing their susceptibility to parasitic infections (Anderson et al., 2004; Grulke,
2011; Newton et al., 2012). As for all poikilotherm organisms, high temperature reduces the
developmental time of SCN (Lauritis et al., 1983; Bonner & Schmitt, 1985) thereby potentially
increasing the number of generations per growing season and result in increased damage to

soybean production.

Climate change will modify local environmental conditions in most cropping systems but the
impacts on host-parasite interactions and yield remain unknown (Donnatelli et al., 2017). The
soybean — nematode relationship could represent a good model to study the impact of climate
change on a below-ground endoparasite establishment capacities, reproduction and time of
infection in function of rising soil temperature. In this study, we use bioclimatic models to predict
the impacts of climate warming on soybean and SCN phenology in Québec, by comparing a
reference climate period (1981-2010) to two climatic scenarios, RCP 4.5 and RCP 8.5, of CO»
concentrations associated with the 2041-2070 period (referred to as 2050 horizon) (IPCC, 2014).
Furthermore, a case study is presented to illustrate direct impacts of climate warming during a
growing season at field scale. We also propose the use of geographic information systems (GIS)
to visualize the effects of climate change on expected (i) soybean growing area, (i1) SCN

establishment area, and (iii) SCN reproductive capacity and seasonal population dynamics.
33 Material and Methods

Study area

The study area included all agricultural land in Québec as determined by Agriculture and Agri-
Food Canada, AAFC (2015) (Figure 3.1). We used the Québec Lambert projection for all maps

and the North American Datum of 1983 (NADS3) as the geodesic reference.
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Figure 3.1 Study zone in red of Québec province representing the extent of the agricultural land.
The L’Acadie research station of Agriculture and Agri-Food Canada is identified by a green dot
(Basemap belong to ArcGIS® software by ESRI).

Climate data of recent years (1981-2010) and climate scenarios of the future (2041-2070)

The air temperatures for the reference years (1981-2010) were selected from the Daily 10 km
Raster-Gridded Climate Dataset for Canada 1950-2012 available on the website of AAFC’s
National Land and Water Information Service (NLWIS). This dataset includes daily maximum
and minimum air temperatures, and precipitations recorded from 1950 to 2012 and interpolated
with ANUSPLIN 4.3 software (Hutchinson, 2004) on a 10 km X 10 km grid (Hutchinson et al.,

2009) covering approximately 7500 weather stations across Canada.

The future simulations and projections for 2050 horizon (2041-2070) are based on two CO, RCPs
developed by IPCC (2014). For projections, we selected an intermediate CO> emission pathway

33



(RCP 4.5) and a pessimistic CO> emission pathway (RCP 8.5) to foresee the effects of

temperature variations on the seasonal phenology of soybean and SCN. Under the intermediate

projection (RCP 4.5), global mean surface temperatures are projected to increase from 1.1°C to

2.6°C until the end of the century (2100) accompanied by an average atmospheric CO>

concentrations from 580 ppm to 720 ppm (= 650 ppm CO>) (Van Vuuren et al., 2011). Under the

most pessimistic projection (RCP 8.5), global mean surface temperatures are projected to

increase from 2.6°C to 4.°C accompanied by an average atmospheric CO2 concentration near

1390 ppm CO; (Van Vuuren et al., 2011).

Ten global climate models from the Coupled Model Intercomparison Project Phase 5 (CMIP5)

(Table 3.1) were used for each RCP CO; emission trajectories to simulate the projected climate

for the 2050 horizon (Flato et al., 2013; CMIPS5, 2015).

Table 3.1 List of ten climate models from the CMIP5 (2015) used in the construction of the
RCP4.5 and RCP8.5 climate change simulations.

Modelling
Center

Model

Institution

Reference

CSIRO-BOM

CNRM-
CERFACS

CSIRO-
QCCCE

NOAA GFDL

ACCESS1-0

CNRM-CM5

CSIRO-Mk3-
6-0

GFDL-
ESM2G

CSIRO
Scientific and Industrial Research
Organisation, Australia), and
BOM (Bureau of Meteorology,
Australia)

(Commonwealth

Centre National de Recherches
Metéorologiques / Centre
Européen de Recherche et
Formation Avancées en Calcul
Scientifique

Commonwealth Scientific and
Industrial Research Organisation
in  collaboration  with  the
Queensland  Climate Change
Centre of Excellence

Geophysical
Laboratory

Fluid Dynamics

Collier et
2012.

Uhe,

Voldoire et al.,
2011.

Gordon et al,
2010.

Dunne ef al., 2012,
2013.
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IPSL IPSL-CM5A-  Institut Pierre-Simon Laplace Dufresne et al.,
MR 2013.

MIROC MIROCS5 Atmosphere and Ocean Research Watanabe et al.,
Institute (The University of 2010.
Tokyo), National Institute for
Environmental  Studies, and
Japan Agency for Marine-Earth
Science and Technology

MPI-M MPI-ESM-MR Max  Planck Institute for Giorgetta et al,
Meteorology (MPI-M) 2012.

NCC NorESM1-M  Norwegian Climate Centre Bentsen et al,
2013.

INM INMCM4 Institute for Numerical Volodin et al.,
Mathematics 2010.

CCCma CanESM2 Canadian Centre for Climate Chylek et al,
Modelling and Analysis 2011.

A total of 20 simulations were performed, 10 for each of the two CO> RCPs. The temperature
forecasts associated with both RCP emission pathways are based on the average of the data

obtained from these simulations (Table 3.1).

The climate models simulating the 2050 horizon were developed by the OURANOS climate
scenarios team (Roy, P., unpublished). Climate simulations were adjusted by a method of
“quantile - quantile mapping" (ThemeBl er al., 2011) that allows to correct the bias of a
simulation. This method finds the quantiles of model variables and substitutes the simulated
values with those of the identical quantile from an observational dataset. To obtain a good
resolution, AAFC’s 10 km x 10 km grid was used for the development of soybean and SCN
phenology models (Hutchinson, 2004; Hutchinson et al., 2009).

Daily air temperatures recorded over a 30-year period (1981-2010) in Québec and those
simulated for the 2050 horizon have been integrated in a software developed by AAFC’s

bioclimatology and modelling research team (Plouffe ef al., 2014). Daily soil temperatures were
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estimated using a number of equations available in the STICS (“Simulateur mulTIdisciplinaire
pour les Cultures Standard”) crop growth and development simulator (Brisson et al., 2008). Air
temperature data were used for the soybean phenology model and soil temperature at 20-cm
depth for the SCN phenology model since nematodes are more abundant in the first layer of soil

between 0 and 20 cm (Alston and Schmitt, 1987).

Optimistic (cooler) and pessimistic (warmer) scenarios have been developed to illustrate the
inter-annual variation between simulations within each RCP. For each variable, the ten climate
models were run. Only the values obtained by at least 9/10 models in at least 24/30 years were
kept. The 10" and 90™ percentile values were identified in each climate model output. The
average of all the 10" percentile values was reported as the “warmer scenario” and represents the
higher temperature while the average of the 90™ percentile values was the “cooler scenario” and
represents the lower temperature of the distribution. This allows the quantification of the

uncertainty associated with the projections for the 2050 horizon.

Bioclimatic models simulating soybean and SCN phenology as a function of photoperiod and

air and soil temperature

The model simulating soybean phenology as a function of air temperature and photoperiod was
provided by AAFC’s bioclimatology and modelling research team in Saint-Jean-sur-Richelieu,
Québec (Plouffe ef al., 2014). In summary, thirty data sets obtained over four years, two sites,
and multiple planting dates, were used for model conceptualization and calibration. A series of
equations are associated to three specific phenological phases of the plant, namely emergence,
vegetative and reproductive phases. Equations within each phenological phase include effects of
both temperature f(7) and photoperiod f{P). The temperature and photoperiod functions originate
from Yan & Hunt (1999) and Setiyono et al. (2010), respectively (see Supplementary Material S1
for more details). This phenology model was incorporated in CIPRA (Computer centre for
agricultural pest forecasting) software (Plouffe et al., 2014). The map describing potential
growing area for soybean in Québec was generated using the soybean phenology model for the
reference period and the 2050 horizon. Soybean maturity group I (MG-I), currently sowed in

Québec, was used in the model. Maps were produced using ArcMap 10.3.
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The development of SCN phenology model was based on a mechanistic approach that uses
species-specific physiological tolerance factors such as temperature to predict its developmental
rate (Jeschke & Strayer, 2008). Developmental data measurements such as stage duration for
temperatures between 16 °C and 32 °C were obtained from the literature (Ross, 1964; Lauritis et
al., 1983; Melton et al., 1986). Because growth rates differed between eggs (in the soil) and other
developmental stages (in soybean roots), two equations were developed. A linear regression was
used to describe the growth of SCN inside the egg, from embryogenesis to hatching of the second

juvenile stage (J2), for temperatures between 16 °C and 30 °C.

Equation 4 Y = 0.0041x + 0.0087

Yrepresents the number of days to reach the J2 stage and hatch and x is the temperature in Celsius
degrees. Then, a polynomial regression described the growth of SCN following penetration of the
root (from J2 to adult) for temperatures between 16 °C and 32 °C.

Equation 5 Y = 0.0008x> + 0.04x — 0.4106

Y represents the number of days to reach the adult stage and x is the temperature in Celsius

degrees.

In order to simplify the model, we made three important assumptions (reviewed in Jeschke &
Strayer, 2008). First, biotic interactions do not influence positively or negatively SCN
geographical range over space and time. Second, the genetic and phenotypic compositions of
SCN populations are constant over space and time. Third, SCN can disperse wherever its hosts
are present, i.e. in this study, where soybean is grown. Of course, biotic interactions can influence

SCN dispersal and host susceptibility, this will need to be addressed in future studies.

The SCN phenology model starts with SCN egg hatching which is set to the same day than the
predicted soybean sowing date; this in order to simplify the model but also to synchronize SCN
life cycle with the presence of the host. Since the soybean planting date varies with years, it is
estimated using an algorithm. The algorithm first identifies the median date of the last spring
frost for each geographic node (10 km x 10 km) and related depth (20 cm) using reference
climate datasets (1981-2010) or datasets generated by the two RCP scenarios. Then, for each
year, starting on the median date of the last spring frost, the software identifies a moving 5-day

mean temperature greater than or equal to 12.8 °C. Under this temperature, the soybean seeds
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develop very slowly and can enter dormancy (Ontario Ministry of Agriculture Food and Rural

Affairs (OMAFRA), 2009). The fifth day corresponds to the planting date used in the model.

As parameters associated with SCN reproduction, including migration of the males out of the root
to mate with the females, are complex and difficult to include in the model, three days were
added to the model after the adult stage is reached and prior to embryogenesis based on migration
approximation made by Lauritis et al. (1983). The model provides the dates on which the
embryonic (four cells to first juvenile stage (J1)), infectious (J2) and adult stages are reached, the
duration of each stage, and the number of generations per growing season. The last seasonal SCN
generation was considered incomplete if the adult stage is not reached in at least 24 years out of

30 years with a predicted value in at least nine of the ten climate models.

Calculation of key variables

Using the parameters described above, the soybean planting date is calculated for each
geographic node (10 km x 10 km) using the ten climate models. Then, each simulation predicts
the date when each soybean phenological stage is reached using degree-day accumulation. The
average of the 10" and 90" percentile values obtained using each of the ten climate models was
reported as the “cooler” and “warmer” scenarios for planting and maturity dates at each of the
geographic node. In the same manner, the completion of each SCN developmental stage was
calculated using the equations described above starting at the planting date predicted by each of
the ten climate models. The number of full generations by growing season is reported for future
and reference climate for each of the geographical node. The duration (days) and dates associated
with the beginning and the end of each generation was also outputted for the geographical node
corresponding to L’ Acadie experimental station. The inter-annual variation was also evaluated by
averaging the 10" and 90" percentile values obtained by each of the ten climate models. ArcMap
10.3 was used to produce maps illustrating the number of generations potentially produced in the
climatic conditions of the reference period (1981-2010) and of the 2050 horizon. All these

variables were calculated under both RCP simulations.
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34 Results

Soybean phenology under different greenhouse gases concentration trajectories

The differences between soybean maturity group I planting dates in Québec depending on RCP

simulations and climate change scenarios are shown in figure 3.2.
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Figure 3.2 Differences between future and reference planting dates for soybean MG-I in Québec,
based on greenhouse gases concentration pathway simulations RCP 4.5 and 8.5. Cooler and
warmer scenarios represent the inter-annual variation obtained by 10 different climate
simulations within each RCP. The cooler scenario is the average of the 10" percentile values
obtained using each of the models and represents the lower temperatures of the distribution while
the warmer scenario is the mean of the 90™ percentile values, representing the higher temperature
obtained across the 30 years. Negative values indicate planting dates earlier than the reference
period (1981-2010).

Under the reference scenario (1981-2010), soybean can be planted from May 5" in southern
Québec to June 24" in the northern area (Figure 3.2a). During the 2050 horizon, models predicted
that under the greenhouses concentration pathway of RCP 4.5, it will be possible to plant soybean
up to 15 days earlier under a cooler scenario (Figure 3.2b) and up to 25 days earlier under a
warmer scenario (Figure 3.2c¢). For RCP 8.5, models suggested that soybean could be sowed up
to 15 days earlier under a cooler scenario (Figure 3.2d) and up to 35 days earlier under a warmer
scenario (Figure 3.2¢).
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Figure 3.3 shows the potential for MG-I soybean to reach maturity currently (Reference period)
and under RCP simulations.
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Figure 3.3 Soybean (MG-I) maturity dates (mean values) under the reference period and the
2050 horizon in Québec based on greenhouse gases concentration pathway RCP 4.5 and 8.5.
Cooler and warmer scenarios represent the inter-annual variation obtained by 10 different climate
simulations within each RCP. The cooler scenario is the average of the 10" percentile values
obtained using each of the models and represents the lower temperatures of the distribution while
the warmer scenario is the mean of the 90™ percentile values, representing the higher temperature
obtained across the 30 years. Maturity is not reached in grey areas.

Soybean (MG-I) maturity during the 1981-2010 period can be reached from late September in
south-western Québec to late October in other areas (Figure 3.3a). The models predicted that
soybean could be harvested from September 7" (south) to November 9" (north) under the cooler
scenario of RCP 4.5 simulations (Figure 3.3b). Harvesting will start sooner, from August 24"
(south) to mid-October (north), under a warmer scenario (Figure 3.3c). Thus, it will be possible to
harvest 14 days earlier in southern Québec under a warmer scenario and 25 days earlier in the
north. Under the cooler scenario of RCP 8.5 simulations (Figure 3.3d), the model predicted that
soybean could be harvested from September 7% to November 2™ from south to north,

respectively, whereas under a warmer scenario (Figure 3.3e) this period will start as soon as

August 24™ to October 5™ from south to north, respectively When comparing the warmer and the
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cooler scenario, the models predicted that in the south it will be possible to harvest up to 14 days

earlier while in the north harvest could occur up to 28 days earlier.

Predicted number of SCN generations during a growing season over Québec cropland

In order to figure out SCN reproductive potential at 20 cm depth in Québec’s cropland, the total
number of SCN generations produced during a single season was mapped for the reference period

and RCP’s simulations of future climate (Figure 3.4).

RCP 4.5 (2041-2070) RCF 4.5 (2041-2070)

Reference Cooler scenario Warmer scenario

1981-2010

. i el

Q. W,

RCP 8.5 (2041-2070) RCP 8.5 (2041-2070)
Cooler scenario Warmer scenario

Kilometers

- —
0 125 250 500 50

%r ‘1"

Legend
Number of SCN generations

ol "EN:2EN:INIls

Figure 3.4 Number of soybean cyst nematode generations completed at 20 cm depth during a
single growing season in Québec for the reference period and the 2050 horizon using two RCP
simulations. Cooler and warmer scenarios represent the variation between simulations within
each RCP. For the 2050 horizon, generations had to be completed for at least 24 years over 30 to
be recorded.

From the reference period to the 2050 horizon, there will be a marked increase in the number of
SCN generations produced over a growing season. Currently, up to three generations can be
obtained in the area where soybean is grown (Figure 4.4a) and SCN cannot survive or attain

sexual maturity in the northern limits of Québec’s cropland. In contrast, both RCP simulations
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indicate that future climatic conditions could allow the development of additional SCN
generations. Modelling of SCN phenology using RCP 4.5 simulations under the cooler scenario
(Figure 4.4b) predicted the completion from four (south) to two (north) generations while under a
warmer scenario it predicted the completion from five (south) to two (north) generations. Under
the cooler scenario simulated with the RCP 8.5 data (Figure 3.4d), the number of expected full
generations is similar to RCP 4.5 results, with the exception that the area where five and four
generations could be completed is much larger. Finally, the warmer scenario simulated with RCP
8.5 (Figure 3.4e), predicted the completion of five generations over a larger area in southern
Québec, four generations almost everywhere else, except at the northern limits where three

generations could be completed.

SCN seasonal population dynamics: a case scenario at L.’ Acadie station

To illustrate the application of the model on expected seasonal population dynamics of SCN, we
selected an experimental site located at L’Acadie (45°17'38" N, 73°20'58" W, 43,80 m), in the
middle of the main soybean production area in Québec, and where weather data are available for
the past 30 years. Figure 3.5 illustrates the predicted number and duration (from embryogenesis
to adult) of SCN generations based on the average of the 10 climate models for the reference
period and 2050 horizon and classified into optimistic (cooler) and pessimistic (warmer)

scenarios.
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Figure 3.5 Duration (days) and dates associated with the beginning and the end of each
generation of soybean cyst nematode completed during a growing season for the reference period
and the 2050 horizon at L’ Acadie experimental station, Québec. Dotted lines to the right of each
bar represent incomplete generation at the end of the season. Blue, yellow and red gradient bar
represent the reference period, the RCP 4.5 and the RCP 8.5, respectively. For each RCP, the
bottom and upper bars represent the cooler (90" percentile) and warmer (10™ percentile)
scenarios, respectively. Green lines represent soybean MG-I cropping cycle based on predicted
sowing and maturity dates obtained by the 10 climatic simulations.

Modelling suggested that soybean can currently be sowed around May 12" and that SCN can
complete three generations from mid-May to the end of August in southern Québec (Figure 3.5,
blue gradient). Nematodes most likely enter into winter dormancy between the end of August and

September 25™ without completing a fourth generation 20 years out of 30.

With the expected increase in temperatures in the 2050 horizon, under the RCP 4.5 planting dates
of soybean MG-I (Figure 3.5) under a warmer scenario could be advanced by 16 days compared
to the cooler scenario. The duration of interaction (synchronism) between soybean MG-I and
SCN populations is similar in both scenarios, but under a warmer climate nematodes could

pursue their development even in absence of its host for about a month. SCN developmental and
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reproductive period could last 140 and 162 days under the cooler and warmer scenario,
respectively. RCP 4.5 simulations under the cooler (Figure 3.5, lower yellow gradient) and
warmer (figure 3.5 upper yellow gradient) scenario predicted four and five complete generations,

respectively.

Under the RCP 8.5, the planting date under a warmer scenario will be advanced by 19 days
compare to the cooler scenario. SCN potential reproductive period varied from 146 days under a
cooler scenario to 187 days under a warmer scenario. The RCP 8.5 simulations under the cooler
scenario (Figure 3.5, lower red gradient) predicted four complete generations and the initiation of
a fifth incomplete generation. Under the warmer scenario (Figure 3.5, upper red gradient), five

complete generations are predicted with the completion of a sixth generation 13 years out of 30.

During the 2050 horizon, soybean planting date will be between 5 to 21 days (RCP 4.5) and 8 to
27 days (RCP 8.5) earlier. The duration of interaction between soybean and SCN (from 128 to
138 days) is similar for each scenarios and periods, but under a warmer climate the nematode
could pursue its development from about 50 more days. SCN potential reproductive period will
be between 4 to 26 days (RCP 4.5) and 10 and 51 day (RCP 8.5) longer during the 2050 horizon.
Finally, temperature change during the 2050 horizon could lead to the production of one to two

additional generations of SCN.

3.5 Discussion

This study showed that climate change would modify host and parasite phenology and population
dynamics. Climate warming will change soybean production in northern latitude by lengthening
the growth season and opening new areas to this crop. Concurrently, higher temperatures will

also increase the rate of development of SCN, a poikilothermic species.

Growing soybean under climate change in the province of Québec

Phenology modelling for the 2050 horizon predicted a significant increase in the potential
soybean growing area (Figures 3.2 and 3.3) and earlier planting dates in all regions where
soybean is currently grown. Predictions showed that soybean MG-I could currently be grown all
over the existing cultivable land in Québec. Depending on the RCP simulation and latitude,

temperature increase associated with climate change could extend the soybean growing season by
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one to three weeks for the 2050 horizon as Bootsma et al. (2005) demonstrated in their study.
According to our results, a shift in MG will likely occur in all regions. For example, for regions
in southern parts of the cultivable land, where MG-I soybean is currently grown, the model
predicted an earlier planting date. Because soybean growth and development will benefit of
longer days (daylight reach its maximum at end of June then start decreasing), planting MG-II
soybean could be successful. As demonstrated in other studies, early planting generates higher
yields because soybean reproduction starts sooner when days are longer and light is more intense
(Zhang et al., 2000; De Bruin & Pederson, 2008; Nafzinger, 2009; Robinson et al., 2009).
Therefore, a favourable temperature scenario such as RCP 4.5 or RCP 8.5 where soybean could
be planted in southern area in early April rather than in early May would provide growers more
seeds per plant. However, the consequences of early planting on pest population dynamics also

need to be considered.

Possible effects of climate change on SCN seasonal cycle

The genetic variability and adaptation potential towards climate change of SCN populations
established in Québec remain to be explored. Understanding the capacity of the species to adapt
to current and future climate is critical to forecast colonization of new areas, as it was shown in
North America for other pathogens, insects and weeds (Boland, 2004; Dukes et al., 2009, 2011;
Urbanski et al., 2012; Baker et al., 2015). All RCP simulations predicted an increase of the
number of generations of SCN during the growing season from currently three to potentially four
or five. As for its plant host, warming alone will accelerate SCN development. This species
should therefore become more abundant in Québec, as for the United States of America and
South America where warmer climate and longer presence of the host provide ideal conditions
for its reproduction (Hunt, 2008; Tylka & Marett, 2014). Under the different latitudinal climate
and field conditions from Florida to North Dakota, SCN can produce from six to two generations
by growing season (University of Illinois at Urbana-Champaign, 1991; Nelson & Bradley, 2003;
Iowa State University, 2004; Chen, 2011). These results are consistent with SCN life cycle
models run with future temperature data that are predicting four to five (RCP 4.5) or five to six
generations (RCP 8.5). These comparisons showed that the model seems consistent with the
situation currently observed in southern areas and could help Québec growers to anticipate and

manage this pest species under future climate.
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Together, the rise of temperature and the expected increase of the soybean growing area could
influence and enlarge the establishment area and the distribution of SCN across the province of
Québec. Similar situation has occurred in Minnesota where SCN has spread at the same rate as
soybean production increased from south to north since the first discovery of SCN in 1978 (Chen,
2011; Kandel, 2013). Simulation of SCN development showed that SCN could currently
complete its life cycle in all the cultivable lands in Québec if a susceptible host is available. For
now, SCN has been found in different region of southern Québec where MG-000 to MG-I
soybean are grown (Mimee ef al., 2016). RCP simulations suggest that SCN infestations at higher
latitudes, on MG-000 to MG-0, would considerably complicate its management as most of the
available resistant cultivars have been developed for higher maturity groups (Orf, 2013; Rincker
et al., 2017). Thus, it is very important to anticipate the establishment of SCN populations at
higher latitudes by increasing the breeding efforts for SCN resistance in short season soybean and

diversifying the sources of resistance.

For a better understanding of the effects of climate changes on SCN life cycle at a farm scale
level, a case study was run at a specific location in Québec’s main soybean growing area.
Simulations predicted significant effects of climate change on soybean phenology and SCN
development at L’Acadie, with earlier planting dates (between 5 to 27 days) in the near future.
This could allow a shift in maturity groups from MG-I to MG-II with longer vegetative stage
duration. Despite the earlier arrival of higher temperatures, the duration of SCN first generations
will not be shorter because the cycle will begin sooner, the temperatures will still be low and
SCN developmental rate should remain the same during the first generation. On the other hand,
summer temperatures will be near optimal and should accelerate the rate of development.
However, a shift to MG-II would extend the presence of soybean vegetative stage in the field by
5-20 days. This could allow secondary infections during this stage and limit root growth (Egli,
1995; Pederson et al., 2008). The resulting damages would significantly impair subsequent
flowering and pod filling which are critical stages for yield (Wrather & Anand, 1986; Todd,
1993). Currently, soybean plants from MG-I grown at L’ Acadie station take about 40 to 43 days
to reach flowering and the duration of the first SCN generation is 49 days. Hence, only the initial
generation (spring inoculum) invades the roots and limit water and nutrient intakes during this

stage.
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After flowering, the modelling of soybean MG-I planted at L’Acadie station predicted that the
reproductive stage will lasts for 68-72 days. This stage is critical for yield determination in terms
of seed number and pod size. Moreover, SCN could still impair directly and indirectly production
by weakening the plant and increasing damages by other diseases like the fungi causing the
Sudden Death Syndrome (SDS) and others such as members of the oomycetes (Todd et al., 1987,
Wang et al., 2003). Furthermore, RCP simulations predict more generations from mid-summer to
fall which could lead to increases in SCN population density and cyst number that will constitute

the initial inoculum of the next growing season.

As seen previously in RCP simulations, SCN can pursue its development during more than one
month after its host had reached maturity, which can be enough to produce a fifth or a sixth
complete generation. These ultimate generations will not directly impact the soybean because at
this stage pod production is over but could lead to an increased inoculum that will affect soybean
production the following year. In addition, the presence of winter annual weeds such as purple
deadnettle (Lamium purpureum) or common chickweed (Stellaria media), both excellent
alternative host which are present in Québec, could allowed a greater production of cyst as seen
in United States and augment the annual inoculum (Johnson et a/, 2008). Altogether, the longer
growth season and the presence of winter weeds as the potential to impede significantly the

soybean production in Québec in a context of climate change.

Bioclimatic modelling and climate change

In this study we developed a process-based SCN phenology model relying only on the literature
available describing the relationship between temperature and SCN development to describe the
effect of climate warming on a soil temperature dependent nematode species without considering
the effect of other bioclimatic and abiotic factors that could also influence its development.
Nevertheless, our study demonstrates that the use of daily fluctuating temperature data coupled
with a simple mathematical equation were sufficient to simulate the development and
reproduction of a soil species from embryogenesis to sexual maturity and egg laying. This model
still needs to be validated with field trials under different temperature regimes; however, when
compared with different locations across the United States of America, the number of generations

produced during one growing season is realistic. The approach also innovates by combining the
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phenology of the host to the temperature-based modelling of pest development. This greatly
increases the outcomes of modelling by highlighting the synchronism of different stages and
predicting if the pest will attack the plant during a more susceptible or yield-limiting stage. It also
allows the computation of indirect effects of climate on pest development such as the presence of
the host or not. We consider that this type of simplistic model would help anticipate the potential
impact of a pest species and to plan future management of crop and pest control based on
potential needs. It is also easily adaptable to other plant-parasite systems as it does not rely on
complex parameters of crop growth simulations. In this study, the two chosen RCPs all predicted
a global rise of temperatures, sea levels, precipitations and others environmental variables so that

the biology of all poikilothermic species could dramatically change in the near future.

To our knowledge, this is the first mechanistic bioclimatic and coupled host-pest phenology
model for the prediction of current and future SCN distribution and reproduction potential under
different climatic scenarios. Soybean acreages have exploded in Canada during the last decade
and will continue to increase. The recent introduction of SCN in Québec has generated a lot of
concerns for growers and raised important questions about its potential of establishment in the
province. With this regard, the development of a simple and realistic model that could be used in
any climatic region to quickly enable authorities to determine the reproductive potential of SCN

was the first step of an integrated crop-pest management program.

Future perspectives

The perspective of a warming climate can be seen as a good opportunity for northern agriculture.
This would open up new lands to lucrative crops like soybean and extend the growing season in
the current production area, allowing the planting of late maturity cultivars with higher yields.
However, this will indubitably have major consequences on pests and diseases as already
suggested in numerous studies (Bebber et al., 2013; Elad & Pertot, 2014; Kistner, 2017). Many
organisms are currently unable to overwinter or have very limited impact under the current
climate and could become problematic in future. For SCN, this study has also shown that a shift
to MG-II would extend the presence of the host vegetative stage and allow more secondary
infections that could negatively impact yield. The shorter SCN developmental time under warmer

climate will also accelerate the build-up and spread of nematode populations that could also be
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facilitated by an increase in soybean cultivated areas and better connectivity between fields.
Therefore, it is crucial to develop and deploy new pest management tools to maximize the
chances of a positive outcome. We have to develop cultivars integrating novel sources of
resistance. We can also imagine the development of a predictive yield model that integrates
winter survival, inoculum density and, eventually, interactions with other biotic and abiotic
factors in each region. This information would help the growers to make a conscious choice of

cultivar and MG to maximize their profits in a changing climate.
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4.1 Abstract

Determining the adaptive potential of alien invasive species in a new environment is a key
concern for risk assessment. As climate change is affecting local climatic conditions, widespread
modifications in species distribution are expected. Therefore, the genetic mechanisms underlying
local adaptations must be understood in order to predict future species distribution. The soybean
cyst nematode (SCN), Heterodera glycines Ichinohe, is a major pathogen of soybean that was
accidentally introduced in most soybean-producing countries. In this study, we explored patterns
of genetic exchange between North American populations of SCN and the effect of isolation by
geographical distance. Genotyping-by-sequencing was used to sequence and compare 64 SCN
populations from the United States and Canada. At large scale, only a weak correlation was found
between genetic distance (Wright’s fixation index, Fsr) and geographic distance, but local effects
were strong in recently infested states. Our results also showed a high level of genetic
differentiation within some populations, allowing them to adapt to new environments and become
established in new soybean-producing areas. Bayesian genome scan methods identified 15 loci
under selection for climatic or geographic co-variables. Among these loci, two non-synonymous
mutations were detected in SMAD-4 (mothers against decapentaplegic homolog 4) and DOP-3
(dopamine receptor 3). High-impact variants linked to these loci by genetic hitchhiking were also
highlighted as putatively involved in local adaptation of SCN populations to new environments.
Overall, 1t appears that strong selective pressure by resistant cultivars is causing a large scale

homogenization with virulent populations.

Key words: Bayesian outlier detection, genetic diversity, genotyping-by-sequencing, Heterodera

glycines, isolation by distance.
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4.2 Introduction

The introduction of an organism into a new environment can have unpredictable detrimental
consequences, including public health problems, losses in biodiversity and ecosystem services or
crop yield losses due to exotic weeds, insects and pathogens, altogether resulting in significant
economic impact (Pimentel ef al. 2005). Unfortunately, the steady increase in international trade
facilitates the movement and introduction of new invasive species (Hulme 2009). In addition,
climate change is altering environmental conditions and could change the species' distribution
range or favor their establishment in previously unsuitable habitats (Early and Sax 2014). It is
therefore imperative to carry out specific risk assessment in order to target species to be
controlled. Alien invasive species, by definition, did not evolve in the biogeographic habitat in
which they are introduced. Consequently, they are often poorly adapted to their new
environment. Generally, the most successful invaders will have a high potential for rapid
adaptation through phenotypic plasticity or microevolution (Novak 2007). Understanding the

genetic mechanisms of local adaptation is therefore critical to predict future species distribution.

Plant-parasitic nematodes are microscopic worms that reduce global annual food production by
12.3% and cause more than US$157 billion in economic losses worldwide (Hassan et al. 2013).
In North America, one of the most damaging species is the soybean cyst nematode (SCN),
Heterodera glycines Ichinohe. Since its first detection in 1954 in Hanover County, North
Carolina, SCN has been reported in almost every soybean-producing county in the United States
(Davis and Tylka 2000), as well as in southwestern Ontario, Canada (Anderson et al. 1988).
During the 2000s, SCN colonized several new northern localities in the United States (North
Dakota in 2003; Mathew et al. 2015) and Eastern Canada (northeastern Ontario in 2007 and
Québec in 2013; Mimee et al. 2014). A few studies have investigated SCN dispersal, which
seems to follow a northward and eastward pathway in North America (Tylka and Marett 2017).
This dispersion pattern correlates with the expansion of soybean cultivation following the
introduction of new soybean varieties with shorter maturity periods and improved tolerance to

drought and cold (Shurtleff and Aoyagi 2010; Yu 2011).
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It is expected that SCN would survive and multiply throughout the current North American
soybean-growing area and complete at least two generations at its northern limit (Gendron St-
Marseille 2013). Climate warming should also favour the establishment of SCN at higher
latitudes and increase the number of generations per year in most regions. However, these
predictions are based strictly on temperature requirements and do not account for the intrinsic
capacity of SCN to adapt to new environmental conditions. Genetic variations within a
population reflect its evolutionary potential and result from four evolutionary forces that affect
individual fitness: mutation, gene flow, selection, and genetic drift (Eizaguirre and Baltazar-
Soares, 2014). For most organisms, including SCN, the relative weights of these forces can differ
significantly. Mutations are rare events that should not contribute significantly to SCN
adaptations in a short time frame. Gene flow depends on the dispersal ability of an organism,
which for SCN is achieved mainly by means of human activities at the short spatial scale
(Kristjansson 2010). In addition, wind and flooding can carry SCN cysts over very long
distances, and contribute to its dispersal at the regional and continental scales. Many different
selection pressures can shape the genetic structure of SCN populations, but host plant is probably
the strongest selection factor. The ability of SCN to reproduce on a given soybean genotype
differs greatly depending on its resistance genes and the nematode’s virulence profile (HG type)
(Colgrove and Niblack 2008; Niblack et al. 2008). Thus, management decisions by growers (for
example, the systematic use of resistant cultivars) can result in a strong selection pressure.
Finally, the influence of genetic drift will also depend on pest control strategies, because they
contribute to dictate population size, although it was shown for cyst nematodes that genetic
diversity can be very high within a single cyst (Green et al. 1970). Each nematode female can
mate with several males and lay hundreds of eggs that can survive for at least a decade in the soil
(Slack et al. 1972). Thus, even if the diversity appears reduced due to genetic drift under strong
selection by resistant cultivars, most alleles probably persist for several years in the population in

a “dormant” state.

In other cyst nematode species, genetic diversity at the population level has been studied by
means of several techniques, including microsatellite markers, ITS-RFLP (internal transcribed
spacer—restriction fragment length polymorphism), RAPD (random amplified polymorphic
DNA), and 2-DGE (two-dimensional gel electrophoresis) (e.g., Blok et al. 1997; Grenier et al.
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2001; Plantard et al. 2008; Boucher et al. 2013). However, these methods focus only on specific
sections of the genome, yield very few markers, or do not allow precise comparisons among
populations. For example, Eves van den Akker ef al. (2015) recently published a metagenetic
approach to genotype populations of the pale cyst nematode, Globodera pallida. While this
method was shown powerful to rapidly evaluate genetic diversity and distribution of specific
mitotypes, it is based on very few neutral markers, which prevent any assessment for selection.
Genome scan is an interesting approach for the identification of genetic loci involved in
adaptation to specific selection pressure. It was notably used in G. pallida to identify genomic

regions associated with virulence on resistant potato cultivars (Eoche-Bosy et al., 2017).

Despite rapid advances in next-generation sequencing (NGS) technologies, sequencing a large
number of individual genomes at high coverage in order to perform population genetic studies
remains very expensive and may require important quantities of DNA from individuals. Elshire et
al. (2011) developed a genotyping-by-sequencing (GBS) protocol to rapidly identify single-
nucleotide polymorphisms (SNPs). The GBS technique and other restriction-site-associated DNA
(RAD) sequencing methods produce large quantities of reads that do not cover the entire genome
but have higher sequencing depth, thus reducing sequencing errors (Gautier et al. 2013; Anand ef
al. 2016). Loci generated by GBS can be present in both coding and non-coding regions and will
be shared between all populations owing to the conservation of restriction sites (Cariou ef al.
2013). Finally, GBS does not require any prior genomic information for the species being
studied, which is an important consideration for SCN since there is no reference genome yet. The
optimal gene coverage to reduce the amount of missing data depends on the choice of restriction
enzyme (Fu ef al. 2016). Fortunately, optimal gene coverage was already tested for the closely

related species Globodera rostochiensis (Mimee et al. 2015).

The main objectives of this study were to (1) investigate the genetic relationships among SCN
populations from United States and Canada, (2) detect isolation by geographical distance (IBD)
between SCN populations from United States and Canada, (3) detect genetic loci under selection
associated to environmental and climatic parameters, and (4) identify the putative gene functions

contributing to the adaptation of SCN populations to specific environmental conditions.
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4.3 Materials and methods

Soybean cyst nematode populations sampling and genotyping-by-sequencing

A total of 64 field populations of SCN, representative of the area currently infested in North
America, were sampled or provided by collaborators from 11 US states (Delaware, Iowa, Illinois,
Indiana, Kansas, Michigan, Minnesota, Missouri, North Dakota, Ohio, South Dakota) and one
Canadian province (Ontario) (Fig. 1). For DNA extraction, 40 cysts were randomly chosen from
each population and pooled together. Eggs were extracted from each cyst and then washed twice
in sterile filtered water. Total genomic DNA of each pool was extracted using the DNeasy Blood
and Tissue Kit (Qiagen, Mississauga, ON, Canada) following the manufacturer’s instructions.
DNA extracts were quantified using Qubit fluorometric quantification (ThermoFisher Scientific,
Burlington, ON, Canada) and normalized at 2 ng/uL prior to library preparation and sequencing.
These steps were performed following standard protocols (Elshire ef al. 2011; Poland et al. 2012)
at the Institute for Integrative and Systems Biology (IBIS; Université Laval, Québec City, QC,
Canada). Genotyping-by-sequencing was performed using the method described by Mimee ef al.
(2015) with a combination of two restriction enzymes (Pstl/Mspl) (New England Biolabs,
Whitby, ON, Canada). After the restriction enzyme treatment, all samples (one composite per
field population) were barcoded and multiplexed to obtain a single library for the 64 samples,

which was sequenced on three lon Proton chips (ThermoFisher Scientific) at IBIS.

Single-nucleotide polymorphism calling

The UNEAK pipeline (Lu ef al. 2013), which is part of the TASSEL 3.0 bioinformatics analysis
package (Bradbury et al. 2007), was used to process the raw reads, since no complete reference
genome is yet available for H. glycines. This pipeline is designed to call SNPs de novo, without a
reference genome with high stringency. Only sequences containing a single putative SNP (1 bp
mismatch) per sequencing read were kept. Before analysis, the SNPs were further filtered with a
minimum coverage (minCov) of 20 reads, a maximum coverage (maxCov) of 10,000 reads, and a

minimum allele frequency (MAF) of 0.01.
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Population genetics

Clustering of SCN populations using PCA was carried out using the prcomp function from the
stats package in R software (R Core Team, 2017). The poppr package (v2.4.1) in R (Kamvar et
al. 2014) was used to investigate the genetic relationship between populations and to build a
phylogenetic tree (Provesti’s distance, 10,000 bootstraps, neighbour-joining algorithm counting
missing data as equivalent in the distance computation). Visualization of sample coordinates and
phylogenetic relationship analyses were carried out using the phytools 0.6-20 package in R
(Revell 2017).

Fixation index (Fsr) values (Wright 1943) were calculated using the classical approach (Hartl and
Clark 2007) with the PoPoolation2 software (Kofler e al. 2011) to evaluate the genetic
differentiation between each pair of populations. Furthermore, the effect of isolation by distance

on population structure was tested using the correlation between the genetic distance ratio
[Fst/(1-Fst)], as defined by Rousset (1997), and the geographic distance of population pairs in

kilometers (km). The geographic distance between each sample location was calculated with the
haversine formula using the geosphere package in R. To examine the significance of the
relationship between the genetic distance ratio and the pairwise geographic distance distances, we
performed a Mantel test (Spearman rank correlation) using the vegan package in R with 999
permutations. To evaluate the effect of time on population genetic differentiation, linear
regression analyses were run in R software using pairwise Fst distances based on a point of
origin selected on the basis of the first reports of SCN in North America. In our dataset, the
closest sample to the oldest population was located in Clarkton, Missouri (MO1) (Hegge 1957;
Tylka and Marett 2017). To access the genetic isolation from the MO1 location, a Spearman rank

correlation (7s) test was performed at a 0.95 confidence level.

Populations from three states (North Dakota, Minnesota, Illinois) were selected as case studies to
evaluate the local (short-scale) genetic differentiation. These states were chosen because there
were sufficient samples for comparison and because (i) North Dakota shows a recent introduction
of SCN and a continuous northward dispersal of the nematode (Nelson and Bradley 2003;
Mathew et al. 2015); (ii) Minnesota has a longer history of SCN, with the nematode being first
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detected in 1978 and the infested area still expanding each year (Zheng et al. 2006; Kurle et al.
2011); (i) in Illinois SCN has been well established in every county for many years (Riggs
2004; Tylka and Marett 2014).

Outlier detection and their association with environmental variables

Two geographic and four climatic covariables were investigated as possible factors explaining
loci under selection: latitude (LAT), longitude (LONG), annual mean air temperature (BIO1),
maximum air temperature of the warmest month (BIOS5), annual precipitation (BIO12), and total
precipitation of the warmest quarter (BIO18). All climatic variables were retrieved from the
WorldClim global climate database, version 1.4 (Fick and Hijmans 2017), corresponding to
historic conditions (1960-1990). The spatial resolution used for the bioclimatic analysis was set

at 30 seconds or 0.86 km?.

To detect correlations between variations in population allele frequencies of SNPs and
environmental factors, we used three different Bayesian methods (software programs): BayPass,
version 2.1 (Gautier, 2015), BayeScan, version 2.1 (Foll and Gaggiotti 2008), and BayeScEnv,
version 1.1 (de Villemereuil and Gaggiotti 2015). For each program, triplicate runs with different
random seeds were performed with a pilot run of 10,000 iterations to estimate starting
parameters, a burn-in length of 50,000 iterations, and a minimum of 50,000 iterations, accounting
for the small number of SNPs being investigated. Post-run diagnostics were carried out using the
coda package in R software in order to ensure sufficient iterations and normality of the Markov

chain (Plummer et al. 2006).

The first software, BayPass, identifies genetic markers subject to selection by covariates such as
phenotypic or environmental variables associated with the population of interest (Gautier 2015).
This application is based on the BAYENV model proposed by Coop et al. (2010) and Giinther
and Coop (2013), but with several modifications detailed in Gautier (2015), including the
reprogramming of the Markov chain Monte Carlo (MCMC) algorithm. For BayPass, we used a
pool-size file with the —dOyij option set at 800 and 20 pilot runs with a length of 10,000
iterations, a burn-in length of 50,000 iterations, and a chain length of 50,000 iterations. For each
SNP, BayPass generates a Bayes factor (BF), quantifying evidence against the null hypothesis,

and an empirical Bayesian p-value (eBPis), a metric measuring the difference between observed
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data and a simulated set of data (posterior distribution) (Kass and Raftery 1995; Andraszewicz et
al. 2015; Gautier 2015). To be considered under selection, a SNP had to meet two criteria: a BF
greater than 10 (BF > 10) and an eBPis lower than 0.05 (eBPis < 0.05).

The second software, BayeScan, uses a Bayesian likelihood method that assumes a Dirichlet
distribution of allele frequencies between populations (Foll 2012). This program estimates the
probability that each locus is subject to selection by using a logistic regression on the two locus-
population Fst coefficients. This Bayesian method uses a reversible-jump MCMC algorithm to
calculate a posterior probability that each locus is under selection. The decision criterion to
determine whether a locus is likely to be under a strong selection is the g-value (Foll 2012),
analogue to a false discovery rate (FDR) p-value, that must be under 0.05. A second decision
criterion was applied to further endorse the selected outliers: the ratio of posterior probabilities
(PO). The PO threshold to affirm that a locus was under selection, in comparison with a neutral
model, was set to 0.91, which corresponds to a strong relationship on the Jeffreys scale (Foll
2012). We used BayeScan with the default parameters, but we set the minimum number of
iterations to 50,000, the length of 20 pilot runs to 10,000 iterations, and the burn-in length to
50,000 iterations.

The third software, BayeScEnv, is similar to BayeScan and uses the Fst index to detect loci with
a high level of differentiation in comparison with the entire genome. This program allows a
normalization vector to be applied to the environmental data instead of only a binary
combination, thus generating a lower number of false positives, according to the creators of the
software (de Villemereuil and Gaggiotti 2015). We used BayeScEnv with the default parameters,
with the number of iterations set to 50,000 and 20 pilot runs with a length of 10,000 iterations.
We used the reported g-value, which is related to the FDR, as our decision criterion, considering

only SNPs with a g-value less than 0.05.

Localization of outlier loci, gene function, and genic environment

The SNPs identified in short reads were first retrieved from a draft SCN genome available from

SCNBase (https://www.scnbase.org/) by means of BLASTN with the default parameters, except

for a smaller word size of 4, with the Blast2GO application (Conesa et al. 2005). Many of the

identified SNP-containing fragments matched multiple genes or genome locations (see
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supplementary tables 3 to 5). To assign a putative gene function to each SNP, we compared the
aligned sequences to the National Center for Biotechnology Information (NCBI) protein database
by means of BLASTX and BLASTP (Altschul et al. 1990) on a subset of sequences (nematodes,
taxid: 6231) or to all of the NCBI non-redundant (nr) sequence database with an FE-value

significance cutoff of 1e™°.

As our GBS sequencing covers approximately 0.8% of the genome (see Results section), we
explored the genomic regions around outlier loci for genetic hitchhiking in whole-genome
sequences from four populations of different origin and distinct virulence profile (ON1, ON34,
IL4, and KS2). Sequencing libraries were prepared using the Nextera XT DNA Library
Preparation Kit (Illumina, San Diego, CA) and sequenced on a MiSeq sequencer (Illumina) using
the MiSeq Reagent Kit v3 (600 cycle). Reads were demultiplexed using the Sabre software
program (https://github.com/najoshi/sabre) and processed with Trimmomatic (v0.32) (Bolger et

al. 2014) to remove adapters and barcodes. Alignment on the draft reference genome (see above)
was done using SAMtools (v0.1.19) (Li ef al. 2009) and BWA (v0.7.12) (Li and Durbin 2009).
Only a window of £50 kb around the 15 loci under selection was retained for the genic
environment analysis. Variants were called with freebayes (v1.0.2) (Garrison and Marth 2012)
and snpeff (v4.2) (Cingolani et al. 2012). Distribution of allele frequencies in these four
populations for each gene variant was compared with the allele frequency of the corresponding
loci under selection in the same population in the genotyping-by-sequencing dataset. Only SNPs
exhibiting a similar allele frequency and having a high impact on the predicted protein product

were retained in our analysis.

4.4 Results

Genotyping-by-sequencing

A total of 192,576,709 short reads were obtained from the sequencing of the DNA from the 64
SCN populations, following digestion by the Pstl/Mspl restriction enzymes. The H. glycines
effective genome length was estimated to be 96,752,286 bp, with an average of one Pstl
restriction site every 12,688 bases (E. Lord, private communication, 2017). On the basis of the

sequence size used by the UNEAK (Universal Network-Enabled Analysis Kit) pipeline (first 64
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bp of each read), the expected horizontal coverage was approximately 0.8% of the total SCN
genome, and the vertical coverage at each locus, considering the number of reads obtained, was
400%. Before filtering, the UNEAK pipeline identified 3,172 variants. After filtering for low
coverage and selecting only SNP variants, two datasets were generated. The first dataset
contained 245 SNPs without missing data (loci sequenced in all populations), and the second

contained 804 SNPs with missing data.

Population structure
Principal component analysis

A principal component analysis (PCA) was performed using the dataset without missing data,
which contained 245 SNPs. The PCA plot of the 64 North American SCN populations revealed a
geographically ordered pattern (figure 4.1A).
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Figure 4.1 Genetic relationship among North American populations of the soybean cyst
nematode. (A) Three-dimensional principal component analyses (PCAs). (B) Phylogenetic tree
plot based on Provesti’s absolute genetic distance. Significant bootstrap values (> 50%) are
indicated. Soybean cyst nematode populations from Ontario (Canada), North Dakota and
Minnesota, and central US states are indicated in red, green and black, respectively.

Overall, the Ontario populations showed the greatest dispersion, indicating they are more
genetically differentiated, while the central regions of the US showed more clustered populations.
Also, the group containing populations from Minnesota and North Dakota (in green in figure

4.1A) was clearly different from the Ontario populations by the first axis, which explained 21%
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of the total variation. All populations from the central states, although they originated from many

states and covered a much wider area, were less diverse and more clustered together.

Phylogenetic tree

To better understand the population structure of each population, we used the 804 SNP dataset to
conduct a phylogenetic analysis based on Provesti’s distance. The inferred neighbour-joining
phylogenetic tree (figure 4.1B) showed that most of the Ontario samples (in red in figure 4.1B)
were different from the rest of the North American populations. Some samples from Ontario were
found to be different from each others and more similar to those of central states. Such a pattern

can also be observed in the PCA analysis (figure 4.1A).
Genetic differentiation

Overall, we observed an average value for Wright’s fixation index (Fst) of 0.15 £+ 0.07. However,
pairwise genetic distance was highly variable, with a minimum Fst of 0.005 and a maximum Fsr
of 0.53 (supplementary table 1). The highest Fsr value was found between two of the most
remote populations, ND6 from North Dakota and ON41 from Ontario, which were separately by
approximately 1,720 km. On the other hand, the lowest Fst value was observed between ON3
and ONS, which were separated by only 17.9 km. In general, higher Fsr values were found in
distant populations, especially between populations from Minnesota (MN4 and MNS), North
Dakota (ND3 and ND6), South Dakota (SD2), and Ontario (ON6, ON13, ON25, ON41, and
ON46).

Isolation by distance

The analysis of the relationship between genetic distance [Fst/(1 — Fst)] and geographic

distance (km) for all pairs of populations revealed a significant (p = 0.012) but weak effect of
isolation by distance, with a Mantel correlation (») of only 0.135. However, when analyzing the
effect of isolation by distance at the local scale, a different pattern was found. With respect to US
states with recent SCN history, a strong and significant positive correlation was observed
between the genetic and geographic distances in North Dakota (» = 0.430, p = 0.013) and
Minnesota (» = 0.730, p = 0.006). In contrast, no correlation was found among the populations

from Illinois (» = -0.170, p = 0.767).
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To further explore the contribution of isolation by distance to the genetic differentiation of United

States and Canada populations of SCN, we compared the genetic distance of each population

from a theoretical ancestor population (MO1) using the 245 SNP dataset. This analysis included

38 independent populations that were separated by 273 to 1,367 km from MO1 (figure 4.2A).
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Figure 4.2 Distribution of soybean cyst nematode populations used in this study (small dots) and
identification of the “oldest” sample in the dataset (MOI, large dot) (A) as well as the

relationship between genetic distance [Fst/(1 —

Fst)] and geographic distance (B). Linear

regression line is shown with 95% confidence intervals estimated using 1000 bootstrap replicates.
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The genetic-distance ratio to the “oldest population” varied from 0.06 for IL1 (386 km apart) to
0.52 for ND6 (1,327 km apart) (supplementary table 2) and an overall moderate (s = 0.535) but
significant (p = 0.001) relationship was observed between genetic distance and geographic

distance (figure 4.2B).

Signature of genetic adaptations

Genome scans

Using three Bayesian inference genome scan approaches, we identified 71 SNPs (out of 804) that
were under selection. Among the different computational methods, 48 loci were identified by
BayeScan, 23 loci were identified by BayPass, and 16 loci were identified by BayeScEnv
(supplementary tables 3 to 5). Out of those 71 SNPs, only one was highlighted by the three
methods, while 15 outliers were inferred by at least two of the methods (fig. 4.3).

BayeScan BayPass

BayeScEnv

Figure 4.3 Number of outlier loci identified by three different Bayesian genome scan methods in
64 populations of the soybean cyst nematode from North America.

The geographic variables (LAT and LONG) were associated with seven and eight outlier loci,
respectively, and the climatic variables (BIO1, BIOS, BIO12, and BIO18) were associated with

nine, six, eight, and seven SNPs, respectively (table 4.1).
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Table 4.1 Association of outlier loci (single-nucleotide polymorphisms [SNPs]) identified by at least two Bayesian genome scan
methods in 64 populations of the soybean cyst nematode from North America with geographic or climatic co-variables. The values
presented are the p-value for BayeScan and BayeScEnv and Bayes Factor for BayPass.

SNPID Method  Latitude Longitude Temperature Temperature Precipitation Precipitation
(annual) (maximum) (annual) (warmest
quarter)
TP66981 BayeScan 0.998 0.995
BayeScEnv 0.017 0.042
BayPass
TP77825  BayeScan 0.999 0.941
BayeScEnv 0.029
BayPass
TP146577 BayeScan 0.952 1.000 1.000 0.997 0.997
BayeScEnv 0.047 0.038
BayPass
TP173057 BayeScan 0.988
BayeScEnv
BayPass 13.86
TP181514 BayeScan 0.996 0.940 0.992 0.961
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TP188858

TP226227

TP252086

TP324827

TP333577

TP333913

BayeScEnv

BayPass

0.050

0.009

BayeScan
BayeScEnv

BayPass

0.999

0.050

BayeScan
BayeScEnv

BayPass

1.000

1.000

0.044

0.956

0.999

BayeScan
BayeScEnv

BayPass

0.963

0.050

BayeScan
BayeScEnv

BayPass

0.999

0.043

0.999

0.023

0.999

0.006

1.000

0.017

0.999

BayeScan
BayeScEnv

BayPass

0.984

0.978

0.029

0.015

0.999

1.000

0.040

14.32

BayeScan

0.931

0.978

0.976

0.930
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TP364091

TP376687

TP380020

TP380188

BayeScEnv

BayPass

0.029

0.015

BayeScan
BayeScEnv

BayPass

0.976

0.020

BayeScan
BayeScEnv

BayPass

0.993 0.999

1.000

0.038

0.999 0.999

BayeScan
BayeScEnv

BayPass

0.998

0.030

1.000

0.027

BayeScan
BayeScEnv

BayPass

0.968

13.97
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Three SNPs were strictly associated with only one environmental variable: TP188858 was
associated with maximum temperature, while TP252086 and TP364091 appeared to be linked to
annual temperature. The allele frequencies analysis at these 15 loci revealed SNPs that were
specific for a given region, such as TP364091, TP181514, and TP333913 for Minnesota and
North Dakota and TP376687, TP146577, and TP226227 for Ontario (figure 4.4).
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Figure 4.4 Allele frequencies of 15 outlier loci identified in North American populations of the
soybean cyst nematode and associations of the loci with geographic or climatic co-variables.
Black squares represent a significant association.
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Localization, effect, and genic environment of outlier loci

Of the 15 SNPs under selection identified by at least two Bayesian approaches, 10 SNPs were

located in predicted genes (seven in exons and three in introns), and five SNPs were located in

intergenic regions (table 4.2).
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Table 4.2 Identification and effect of outlier loci (single-nucleotide polymorphisms [SNPs]) identified by at least two Bayesian
genome scan methods in 64 populations of the soybean cyst nematode from North America.

ID Location SorN-S!  SNP a.a.subst.? E-value Best annotation

TP380188 Exon N-S C/A  GIn/Lys 2.0e-20 SMAD-4 [Strongyloides ratti)

TP364091 Exon N-S G/A  Asp/Asn 2.6e-104 Dopamine receptor 3 [Toxocara canis]

TP376687 Exon S T/G  Gly/Gly 4.0e-11 Putative esophageal gland cell protein Hgg-20 [Heterodera glycines]
TP173057 Exon S C/T lle/lle 2.0e-11 Leucine-rich repeat-containing domain protein, partial [Necator americanus])
TP333577 Exon S C/T  Leu/lLeu 1.0e-110  Cadherin-4 [Caenorhabditis elegans]

TP181514 Exon S T/C  Gly/Gly 1.6e-100  LET-19 [Caenorhabditis brenneri]

TP333913 Exon S T/C  Gly/Gly 1.6e-7 EGL-17 [Brugia malayi]

TP252086 Intron - G/A - 2.0e-64 Esophageal gland-localized secretory protein 11 [Heterodera glycines]
TP324827 Intron - c/T - 3.0e-32 Reverse transcriptase [Ancylostoma ceylanicum]

TP146577 Intron - T/A - 2.0e-11 Hypothetical protein Y032_0209g2110 [Ancylostoma ceylanicum]
TP77825 Intergenic - T/A - 2.0e-57 Nearest gene : Hypothetical protein CRE_19487 [Caenorhabditis remanei]
TP226227 Intergenic - T/G - 3.0e-05 Nearest gene : ATP-dependent DNA helicase PIF1, partial [Toxocara canis]
TP66981 Intergenic - T/G - - No significant hit

TP380020 Intergenic - G/T - - No significant hit

TP188858 Intergenic - G/A - - No significant hit

1synonymous (S) or non-synonymous (N-S) mutations in the final protein product.

2

a.a., amino acid substitution.
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Two SNPs (TP380188 and TP364091) correspond to non-synonymous mutations that induce a
change in the amino acid sequence of the resulting protein. The annotations of the genes
putatively impacted by these modifications are SMAD-4 (mothers against decapentaplegic
homolog 4) for TP380188 and DOP-3 (dopamine receptor 3) for TP364091. The sequence
corresponding to TP364091 was retrieved in four different genes (gl4639.t1, gl4642.t1,
g14644.t1, and g14654.t1) in the draft reference genome and introduced two different mutations
(supplementary tables 3 to 5). All the other SNPs (13/15) were silent mutations (synonymous in
exons or located in introns or intergenic regions) and thus probably not the cause of their
selection. Among the 42 remaining SNPs that were under selection but identified by only one
pipeline, 12 correspond to a non-synonymous modification impacting the predicted protein
sequence. These SNPs include the gene UFM1 (Ubiquitin-fold modifier 1), the gene PLA2 (85/88
kDa calcium-independent phospholipase A2), and a pyruvate kinase (supplementary tables 3 to

5).

The whole-genome resequencing of four SCN populations for the exploration of the genic
environment of outlier loci highlighted 257 genes containing high-impact variants in a +£50-kb
window around loci under selection. Annotation was available for 148 of these genes,
corresponding to 132 different gene functions (supplementary table 6). Of these genes, 25

exhibited allele frequencies similar to their neighbouring outlier loci (table 4.3).

Table 4.3 Putative hitchhiking gene variants with high-impact neighbouring loci under selection
and exhibiting a similar allele frequency in Heterodera glycines.

ID Gene Best annotation E- Type of
value!  variants?
TP146577  g15502.t1 G-protein-coupled receptor, partial [Pristionchus  9.10e- complex, insertion
pacificus] 57
TP173057  g18365.t1 85 kda calcium-independent phospholipase a2 8.50e- SNP, insertion
[Ascaris suum] 46
TP173057  g18358.t2  F-box only protein 30 [Ascaris suum] 1.10e- 4 complexes
33
TP173057  g18327.t1 Protein CBR-CLEC-223 [Caenorhabditis ~ 5.70e- SNP
briggsae] 57
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TP173057

TP173057

TP181514

TP226227

TP226227

TP226227

TP226227

TP252086

TP252086

TP333577

TP333913

TP333913

TP333913

TP333913

TP364091

TP364091

TP380020

g18328.t1

g18332.t1

23633.t1

g1982.t1

g14545.11

g12205.t1

g1979.t1

g18812.t1

g18825.1

g16696.t2

g14633.t1

214626.t1

g14617.t1

g14614.t1

g14633.t1

g14656.11

g7291.t1

Protein lap1 [Toxocara canis]

Protein scribble-like protein, partial [Stegodyphus
mimosarum]

Mediator of RNA polymerase II transcription
subunit 13-like protein [Ascaris suum]

85/88 kDa calcium-independent phospholipase
A2 [Toxocara canis]

Glycoside hydrolase domain containing protein
[Haemonchus contortus]

Kazal domain and organic anion transporter

polypeptide  (OATP) family and MFS
[Strongyloides ratti]
Serine/threonine-protein kinase haspin

[Haemonchus contortus]

Bestrophin/UPF0187 family-containing protein
[Strongyloides ratti]

mtN3/saliva family protein [Oesophagostomum
dentatum]

AFG3-like protein 2 [Toxocara canis]

Cytohesin-1 [Trichinella zimbabwensis]

Fibroblast growth factor 17 [Toxocara canis]

Immunoglobulin  domain
[Haemonchus contortus]

containing protein

Sodium-dependent
[Toxocara canis]

acetylcholine  transporter

Cytohesin-1 [Trichinella zimbabwensis]

Major facilitator superfamily MFS-1 domain
containing  protein, partial [Haemonchus
contortus]

Carboxypeptidase [Eupolyphaga sinensis]

1.80e-
104

1.00e-
33

1.20e-
133

8.00e-
29

1.10e-
162

3.00e-
36

1.40e-
62

2.30e-
44

1.30e-
55

1.30e-
286

1.30e-
118

9.60e-
42

1.50e-
215

1.30e-
118

2.00e-
106

1.00e-
60

6 SNP, 3
insertions, 2
complexes

2 deletions, MNP

Deletion

SNP

deletion, deletion

deletion, 3
complexes

insertion

deletion

deletion, SNP,

complex

complex, 2
insertions

SNP

deletion

deletion

SNP

SNP

deletion

SNP
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TP380020  g8313.tl Cell Division Cycle related [Caenorhabditis 1.10e- deletion, SNP

elegans] 254

TP380020  g8311.t1 GPI ethanolamine phosphate transferase 3, partial 1.90e- deletion
[Trichinella papuae] 125

TP380020  g8314.t3 Homeobox protein ceh-6 [Toxocara canis] 4.60¢- insertion, 2

52 deletions

TP380020  g8309.t1 Immunoglobulin I-set domain containing protein  5.50e- 2 deletions
[Ascaris suum] 31

TP380020  g8305.t1 RecQ-mediated genome instability protein 1 4.60e- SNP
[Toxocara canis] 28

TP380188  g2288.tl Cleavage polyadenylation specificity factor  3.90e- insertion
domain  containing  protein [Haemonchus 209
contortus]

TP380188  g2287.tl Cytochrome  b-cl  complex subunit 2, 1.20e- deletion, SNP
mitochondrial [Strongyloides ratti] 63

1Expected value for annotations of each putative hitchhiking gene.

Variant in bold indicates a stop codon gain. More details on types of variants and position in the gene are provided

in Supplementary Table 6. SNP, single-nucleotide polymorphism; MNP, multiple-nucleotide polymorphism.

4.5 Discussion

Since its introduction into North America in 1954, the soybean cyst nematode has spread at a
regular pace to most of the soybean-producing areas in the US and reached Canada in 1987. Its
northern limit of establishment remains to be determined, as new populations are found each
year. Soybean acreage is rapidly increasing in northern latitudes; for example, farmers in the
province of Manitoba, Canada, sowed 2.3 million acres with soybean in 2017, a 40% increase in
one year in a province where soybean was not grown a decade ago (Statistics Canada 2017). This
spectacular change in land use results from a coordinated breeding program for short-season and
drought-tolerant soybean cultivars (Tardivel et al. 2014). Although soybean is nowadays very
profitable in Canada (Manitoba, Northern Ontario, Québec), managing a pest such as SCN could
be challenging, as no resistant cultivars are currently adapted to these regions. Simulations based
on thermal development have shown that SCN could theoretically survive in these new soybean

growing areas (Gendron St-Marseille 2013), but actual establishment is a different matter, as
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initial observations in the province of Québec indicated that even though the nematode is
detected in many regions, populations weakly reproduced (Mimee et al. 2016). This phenomenon
probably reflects SCN’s very recent history in this part of the world and the poor fitness of the
introduced populations but does not exclude possible adaptations of the nematode in the future.
To better understand the evolution of SCN population genetics in North America, we compared

64 populations originating from 11 US states and the province of Ontario in Canada.

The dynamics of cyst nematode populations are intrinsically complex. Several thousand cysts
from different females can form on a single plant, and each cyst contains hundreds of half-sibling
individuals as a result of SCN’s polyandrous mode of reproduction. Thus, the number of unique
genotypes occurring in a field is massive. Isolating individual nematodes, even hundreds of them,
to explore the genetic relationship between populations would be an arduous task and the
approach would still be biased owing to limited sub-sampling. For these reasons, we opted for a
Pool-Seq (sequencing of pooled DNA samples) approach. Sequencing DNA from pooled samples
for each population also has the advantage of keeping the number of redundant sequences low
(Schlbtterer et al., 2014). However, this approach does not allow the assignment of sequences to
individuals and prevents some population genetic analyses such as linkage-disequilibrium
estimation (Lynch et al., 2014, Anand et al., 2016). Nevertheless, a number of recent studies have
overcome these limitations and have proposed new methods to analyze genetic variations among
populations based on Pool-Seq data (Van Tassel et al., 2008; Gautier et al., 2013, Navon ef al.,
2013; Mimee et al., 2015; Anand et al., 2016).

Both the PCA and phylogenetic analyses showed strong clustering of populations based on their
geographic origin, which supports the “nearest-neighbour theory” movement as in the stepping-
stone model (Kimura and Weiss 1964; Hutchison and Templeton 1999). We observed a
geographic separation dividing SCN populations into two clusters, a northeastern one (Ontario)
and a northwestern one (Minnesota, North Dakota) that both share genetic similarities with
central populations. In northeast and northwest regions, SCN populations established only
recently, and new detections continue to occur in the northern areas. In the central states, SCN
populations have been present for a longer time and resistant soybean cultivars are routinely used.

We believed that these two conditions contribute to explain the homogeneity of the central
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populations. On one hand, the continuous exchange of genetic material would have led to the
homogenization of alleles in sympatric populations. On the other hand, the massive use of
nematode resistant cultivars that are all derived from a single source of resistance (PI 88788)
would have selected for the virulent SCN genotypes, thereby limiting the propagation of some
alleles. It is thus surprising to observe a greater genetic differentiation in SCN populations from
Ontario since the main assumption is that they originate from central states. These populations
should contain less diversity, owing to the founder effect, which would normally result in
reduced potential for differentiation. However, the selective pressures mentioned above are not
yet present in Ontario, allowing the development of most genotypes. This finding concurs with
the results of Faghihi et al. (2010), who observed a much greater diversity in SCN population
phenotypes (HG types) in Ontario than in Tennessee, Indiana, or Illinois. A similar pattern was
obtained in Minnesota by Zheng et al. (2006) and in China by (Liu et al. 1997) when comparing
populations from the north to populations from central regions. However, all these authors

suggested that climatic conditions or local environmental factors may also play a role.

According to Hartl and Clark (2007), the overall average Fst value of 0.15 that we obtained by
comparing all pairs of SCN populations from North America corresponds to a high level of
differentiation. However, when we examined specific pairs of populations, we found that the
populations were very similar at the local scale. Also, the differentiation of recent populations
(Ontario, Minnesota, North Dakota) from those of the central states was only moderate, whereas
comparing these recent populations together generated very high Fsr values (up to 0.53). This
corroborates results from the PCA analysis and clearly suggests that populations diverged
following two distinct routes, one in the northwest toward North Dakota and one in the northeast
toward Ontario. This hypothesis is further supported by the isolation-by-distance analysis.
Overall, we observed a significant effect of distance on genetic differentiation at the continental
scale. The effect of distance was even more noticeable in newly colonized areas like North
Dakota and Minnesota or when each population was compared to a common ancestor. On the
other hand, the absence of any effect of distance in Illinois and low Fsr in the central states
clearly suggests that dispersal is frequent enough to weaken signs of isolation by distance after a
short period of time. This continuous gene flow combined with the selection of alleles due to the

general use of the same resistant soybean lines are thought to cause a rapid homogenization of
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SCN populations (Mitchum et al. 2007; Niblack et al. 2008; Zheng and Chen 2011). If SCN is
already adapted to environmental conditions prevailing in northern areas, this homogenization
process would accelerate the development of virulent genotypes in these regions (in comparison
with the central states) and would be independent from the use of resistant cultivars. This concurs
with the finding of Faghihi et al. (2010) where 15% of SCN populations in Ontario were able to
multiply on PI 548402 and 6% were able to multiply on PI 90763, even though these sources of

resistance were not present in commercial cultivars in Ontario.

Although 71 SNPs were found to be under selection among SCN populations, only one SNP was
identified by the three Bayesian approaches tested. This SNP (TP333577) was strongly associated
with precipitation; but the geographic distribution of allele frequencies (fig. 4.4) at that specific
locus did not match with the general pattern of genetic differentiation, instead showing a very
local effect (in populations from Minnesota but also in some populations from Iowa, Illinois,
North Dakota, and Ohio). Thus, this selection for wetness was either lost in favour of a more
stringent pressure or too costly to be maintained in the other regions. Overall, considering the
broad range of environmental conditions in which these populations develop, finding only a few
genes under selection suggests that SCN possesses an intrinsic capacity to evolve within a large

range of temperature and wetness gradients.

Most of the 15 outliers identified by at least two pipelines correlated with temperature,
reinforcing that temperature is a key factor that acts on the genetic diversity and natural selection
of nematode populations. Nematodes are poikilothermic organisms and depend greatly on
temperature to complete their life cycle. Thus, any adaptation that facilitates the development and
reproduction of nematodes at lower temperatures would be advantageous. On the basis of the
distribution of allele frequencies, however, this adaptation does not seem crucial for survival, as
the northern populations did not all exhibit similar patterns. This trait is probably not yet fixed in
these populations. Nevertheless, six SNPs under selection and associated with temperature were
specific to populations from Ontario (TP376687, TP146577, and TP226227) or only retrieved
from Minnesota and North Dakota (TP364091, TP181514, and TP333913), a finding that clearly

suggests local adaptations.
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The SNP corresponding to TP364091 was retrieved in four out of six populations from
Minnesota and in one population from North Dakota. That SNP, which is a non-synonymous
mutation in the gene DOP-3 (dopamine receptor 3) that replaces an aspartic acid with an
asparagine, was strongly associated with the annual mean temperature and annual precipitation.
This modification was retrieved in two distinct gene sequences (g14642.t1 and gl4654.t1), and a
synonymous mutation (Pro/Pro) was retrieved in two other sequences (g14639.t1 and g14644.t1)
but in a different amino acid, indicating a reading frame shift and a putative upstream indel.
These four genes were all annotated as DOP-3 and were probably the result of gene duplication.
Gene duplication has frequently been hypothesized to play an important role in adaptation to the
environment (reviewed in Kondrashov 2012). In Caenorhabditis elegans, the DOP-3 protein is
well known to modulate chemosensory functions, such as mating and foraging, and to be
involved in locomotion (Chase et al. 2004; Wood and Ferkey, 2016). The other SNP that
introduces a non-synonymous mutation and was highlighted by two genome scan methods,
namely, TP380188, was located in the gene SMAD-4 (mothers against decapentaplegic homolog
4) and was retrieved in only a few populations from Minnesota, North Dakota, and Ontario. The
SMAD-4 protein is a regulator of different cellular processes, including cell differentiation,
apoptosis, migration, and proliferation (Nikolic et al. 2011). Mutations of SMAD-2, SMAD-3,
SMAD-4, or SMAD-6 were previously shown to result in a 30% reduction in body size in C.
elegans (Savage-Dunn ef al. 2003; Watanabe et al. 2007). Also of interest is the locus TP122360,
identified only by BayPass, that was located in the UFM1 (ubiquitin-fold modifier 1) genes
(g7250.t1 and g7228.t1). A deletion in this gene in C. elegans, although reducing reproduction
rate and life span, increased the survival of this nematode under oxidative or heat stress (Hertel et

al. 2013).

For the majority of the loci, their selection probably results from genetic hitchhiking rather than a
direct contribution to adaptation. To explore that possibility, we analyzed the genic environment
in a £50 kb window around each SNP in four SCN populations. Genes containing high-impact
genetic variations and exhibiting the same allele frequencies as the associated SNP under
selection were of particular interest. Two of these genes (g18327.t1 and g15502.t1) coded for G-
protein-coupled receptors (GPCR). These proteins are members of a large and very diverse

multigene family with hundreds of occurrences in the C. elegans genome (Bockaert and Pin
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1999; Bargmann 2006). The GCPR are crucial in sensing the local environment and were shown
to evolve following alterations in habitat or foraging behaviour (Nei et al. 2008). Four genes
coding for proteins implicated in metabolite transport into the cell were also identified
(g12205.t1, gl4656.t1, g18812.t1, and g18825.t1), as was one gene involved in the regulation of
those proteins (g18365.t1). All these proteins are required to maintain homeostasis in the cell and
to respond to local environmental changes. In a similar study using the tree Fagus sylvatica,
Pluess et al. (2016) found that a version of a potassium transporter was associated with lower
precipitation and could contribute to the regulation of growth under dry conditions. Structural
changes in the body of an organism as a result of microevolution can also confer a significant
advantage in terms of resisting more adverse environmental conditions, such as drought or high
temperatures (Hazel and Williams, 1990). In our study, mutations were observed in two genes
involved in cell-membrane and cell-wall stability (g18328.t1 and g8311.t1). Lastly, modifications
in genes involved in the regulation of transcription (g2288.t1 and g3633.t1) and in the maturation
of proteins (g14633.t1 and g18358.t2) have the potential to radically change the proteome of the

adapted organism.

Although some SCN genes were found to be under selection and local adaptation was found to be
underway in this study, our results also indicate that there is no critical adaptive event required
for SCN establishment in northern latitudes. Consequently, all populations should theoretically
survive and multiply at high latitudes. The risk is thus real for new soybean areas where cultivars
resistant to SCN are not available at this time. Of course, the method we used does not explore
the entire genome, and a pan-genomic study of these populations could reveal other loci under

selection in an evolutionary process.
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Chapitre 5 Genomic profiling of virulence determinants in the soybean cyst
nematode (Heterodera glycines)
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5.1 Abstract

Soybean cyst nematode (SCN) is the cause of one of the most important disease of
soybean. Currently, the main management strategy relies on planting resistant cultivars
but the overuse of a single resistance source (PI88788) has led to the selection of virulent
SCN populations. To date, the mechanisms used by the nematode to overcome the
resistance genes are still unknown. In this study we used different genomic and
transcriptomic approaches to identify the genes involved in either or both Peking or
PI88788 resistance breaking mecanisms. A genotyping by sequencing approach
highlighted 14 loci significantly associated with virulence across 57 field populations.
Then, a genome-wide allelic imbalance analysis between second-stage and fourth-stage
females grown on a susceptible line (Essex) or selected on a resistant genotype (Peking or
PI88788) highlighted 17 variants associated with virulence on Peking and 109 on
PI88788. From those, several were located in genes coding for known effectors involved
in nematode parasitism. For example, an allele coding for an amino acid change
(different polarity) in the SCN gland protein G20E03 was found to be associated with
virulence on PI88788. Using a “single-nematode” sequencing strategy, we established for
the first time the full transcriptome of single SCN individuals. With this approach we
found an island of tandem duplicates of the gene hgg-20 that could be directly involved
in virulence. One version (T0000282801.1) of the hgg-20 from this region was only
expressed in nematodes developing on Peking and the other version (T000028283.1) was
strictly present in nematode overcoming PI88788 resistance. Both genes were expressed
in SCN populations before selection by the resistant plants. This finding opens the way
for the development of a diagnostic tool for the identification of virulent SCN

populations.

Key words: Heterodera glycines, pathogenecity, single-nematode sequencing, Whole-

genome sequencing, GBS

5.2 Introduction

Soybean cyst nematode (SCN - Heterodera glycines) is one of the most important

diseases of soybean in all major producing countries (Matsuo et al., 2012; Allen et al.,
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2016; Allen et al., 2017). In United States and Canada, economic losses caused by SCN
have been estimated to be more than a billion US dollars per year (Allen et al., 2017). In
the U.S., SCN was first identified in North Carolina in 1954 (Winstead ef al., 1955) and
has spread to almost every soybean producing states since then (Tylka & Marett, 2017),
reaching Canada in 1987, including the province of Québec (Anderson et al., 1988;
Mimee et al., 2013; Tylka & Marett, 2017). The high genetic differentiation level and
continuous gene flow that characterize SCN populations in North America facilitate their
adaptation to diverse bioclimatic conditions and establishment in new areas (Gendron St-
Marseille et al., 2018). The ongoing climate warming will also favor SCN development
by increasing the number of generations per growing season and by opening new regions
to soybean cultivation (Gendron St-Marseille et al., 2019). Therefore, more damages

caused by SCN are expected in the future.

Crop rotation and resistant cultivars have been the most effective ways to control SCN
(Wang et al., 2003). Breeding efforts have allowed the development of highly resistant
varieties that remained effective for many decades with no associated yield drawbacks
(Tylka & Mullaney, 2015; Rincker ef al., 2017). However, about 95% of these resistant
cultivars are derived from a single parental line, PI88788 (Tylka & Mullaney, 2015;
Mitchum, 2016). In recent years, the overutilization of PI88788 in the United States had
exerted a strong selection pressure that led to the emergence of virulent SCN sub-
populations able to overcome this resistance source (Niblack ef al., 2008; Zheng & Chen,
2013; McCarville et al., 2017). As an example, a recent study showed that PI88788-type
resistance was overcome in all 393 tested fields in Missouri (Howland et al., 2018). Even
worse, in almost half of these fields (43%), SCN populations also have the capacity to
reproduce on a second source of resistance, P1548436 (Peking), from which most of the
other 5% resistant cultivars on the market were developed. It is recommended to rotate
the sources of resistance to limit the selection pressure and the development of PI88788-
virulent populations (Niblack, 2005). Nevertheless, this situation will remain challenging
until the development of new resistant germplasms and a sound understanding of how the

nematode circumvents mechanisms of soybean resistance.
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Soybean resistance is based on the degeneration of the nematode feeding cell called the
syncytium, ending in the necrosis of host cell around the nematode, a mechanism similar
to hypersensitive response (HR) (Mitchum, 2016). This phenomenon is polygenic and
nearly 70 quantitative trait loci (QTL) have been identified so far (Kim et al., 2010). Two
major QTLs, Rhgl (about 9 genes) and Rhg4 (about 7 genes), are closely associated with
PI88788 and Peking resistance (Klink et al., 2013). The resistance linked to Peking
causes a rapid syncytium degeneration, approximatively 48 hrs after infection, and
requires the presence of both RAgl and Rhg4 (Brucker et al., 2005; Liu et al., 2012; Yuan
et al., 2012). The resistance associated with PI88788 takes more time to develop,
between 8-10 days after infection, and requires only RAgl/, but is dependent on the
presence of multiple copies of the genes at that locus to be effective (Brucker et al., 2005;
Cook et al., 2012; Liu et al., 2012; Cook et al., 2014). The alleles of the a-SNAP (a-
soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment protein) genes present in Peking
(rhgl-a) and PI88788 (rhgl-b) also differ (Bayless et al., 2016). Even if both types of
resistance have a similar genetic background, SCN populations have adapted

independently to each source (Anand & Brar, 1983).

In SCN, virulence genes were shown to be inherited in a Mendelian mode independently
in a dominant (PI 88788) and recessive manner (Peking) using controlled crossing
strategy on inbred SCN lines (Dong & Opperman, 1997). Bekal et al (2015) had
identified two candidate genes from the comparison of highly inbred SCN populations
but they were not validated in other populations. Thus, the identity of the genes
underlying virulence remains unknown, probably due to their complex nature (Mitchum,
2016). The recent availability of a reliable assembly and annotation of H. glycines
genome should facilitate association studies to highlight genes involved in virulence

(Masonbrink et al., 2019).

Plant endoparasitic nematodes have acquired the capacity to invade their host without
triggering natural defense reactions by secreting a diverse set of effector proteins
(Haegeman et al., 2012). In response, the hosts have evolved different resistance
mechanisms, typically by recognizing the effectors and initiating a rapid and localized

cell death or HR (Williamson & Kumar, 2006). In the potato cyst nematode, Globodera
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pallida, the protein Gpa2 produced by the NB-LRR (nucleotide-binding and leucine-rich
repeat domains) resistance gene recognizes the Gp-Rbp-1 effector protein secreted by the
nematode in incompatible reaction while a single amino-acid polymorphism confers
virulence in compatible reaction (Sacco et al., 2009). In SCN, many putative effectors
have been discovered, but for most of them their functions remain unknown (Mitchum et
al., 2013; Mitchum, 2016). To date, avirulent genes or mechanisms involved in SCN
resistance breaking have not been reported. Two main hypotheses can be put forward to
explain the overcoming of resistance. First, polymorphism in effector sequences could
prevent their recognition by the plant. Second, a difference in gene expression (resulting
from regulation, gene copy number or epigenetic control for example) could lead to the
absence of a protein involved in HR response or the overproduction of a “virulence

factor”.

SCN field populations are characterized by a high genetic diversity and, in a single field,
these genotypes may produce very distinct phenotypes (Zheng & Chen, 2013). On the
other hand, SCN being an obligatory parasite, obtaining highly inbred strains to
performed genetic analysis is cumbersome and only offers a reduced (and dated)
representation of the population diversity. Genotyping-by-Sequencing (GBS) is a simple
approach allowing the identification of many markers for genome wide association
studies (GWAS) without any prior knowledge of the regions of interest or reference
genome (Elshire ef al., 2011). It is possible to genotype numerous pools of individuals at
very low cost to establish links between the observation of a population phenotype with
the allele frequency at specific genomic loci. This approach has notably been used to
identify genomic regions associated with phenotypes in many species and regions under
selection for climatic adaptation in SCN (Sonah et al., 2015; Gendron St-Marseille et al.,
2018; Jamil et al., 2018; Rovelli et al., 2018). The objective of this work was to identify
genes associated with the virulence on either or both Peking or PI88788. We
hypothesized that this approach could be a simple and efficient way to identify SCN
genomic regions associated with virulence by screening 57 populations with diverse
virulence profiles. To refine this association, we sequenced the whole genome of four of
these populations before and after selection of virulent individuals on the resistant

soybean genotypes Peking and PI88788. Finally, since virulence could also be associated
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with difference in gene expression, RNA-seq was used to establish the transcriptome of
pools of larvae at J2 stage and individual female at J4 stage from nine distinct SCN field

populations developing on Peking, PI88788 or the susceptible cultivar Essex.

5.3 Material and Methods

SCN Populations

A total of 59 field populations of SCN, representative of the area currently infested in
North America, were sampled or supplied by collaborators from 12 US states (Iowa,
Ilinois, Indiana, Kansas, Maryland, Michigan, Minnesota, Missouri, North Dakota,

Nebraska, Ohio, South Dakota) and one Canadian province (Ontario) (Table 5.1).

Table 5.1 Name, origin and population virulence phenotype (HG type) on Peking (line
#1) and PI88788 (line #2) of the populations used in the different experiments of this
study.

. FI* on Flon GBS' WGS? RNA-
Name Location Peking PI38788 HG Type Seq?
1A6 Glenwood, lowa 4 18 2 X
1A8 Muscatine, lowa 0 24 2 X
1A9 Newell,lowa 0 13 2 X
IL1 Arthur, lllinois 2 20 2 X
IL3 Dekalb, Illinois 45 38 1.2 X
L4 Dekalb, Illinois 2 37 2 X X
IL5 Pontiac, lllinois 0 25 2 X
IN1 Evansville, Indiana 7 22 2 X
KS1 Manhattan, Kansas 0 24 2 X
KS2 Edwards, Kansas 0 0 0 X
MD1 Queenstown, Maryland 0 19 2 X
Mi1l Decatur, Michigan 1 7 0 X
MN1 Danvers, Minnesota 11 12 1.2 X
MN2 Lamberton, Minnesota 1 11 2 X
MN3 Stewart, Minnesota 4 40 2 X
MN4 Stewart, Minnesota 2 25 2 X
MNS5 Waseka, Minnesota 1 11 2 X
MO1 Clarkton, Missouri 11 35 1.2 X
ND1 Fairmont, North-Dakota 1 11 2 X
ND3 Steele, North-Dakota 0 2 0 X
ND4 Dwight, North-Dakota 0 7 0 X
ND6 Arthur, North-Dakota 0 0 0 X
NE1 Herman, Nebraska 0 15 2 X
OH1 Pike, Ohio 13 10 1.2 X
OH2 Brown, Ohio 1 19 2 X
ON1 Harrow, Ontario 2 4 0 X X X
ON10  Stoney Point, Ontario 47 1 1 X X
ON11  Chatham, Ontario 2 6 0 X
ON12 Blenheim, Ontario 4 20 2 X
ON13  Wardsville, Ontario 19 18 1.2 X
ON14  Forest, Ontario 8 17 2 X
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ON15 Kingsville,Ontario 8 18 2 X

ON16  Amherstburg, Ontario 29 17 1.2 X X
ON17  Parkhill 5 20 2 X
ON19 Parkill, Ontario 1 2 0 X

ON2 Maidstone, Ontario 16 1 1 X

ON20 Dunnville, Ontario 2 10 2 X

ON21 Kent, Ontario 0 8 0 X

ON22 Ontario 1 2 0

ON24  Dresden, Ontario 2 24 2 X

ON25 Dawn-Euphemia, Ontario 41 14 1.2 X

ON26  Tupperville, Ontario 0 3 0 X

ON27  Ambherstburg, Ontario 13 6 1 X

ON3 Grand Point, Ontario 3 2 0 X

ON32  Chatham, Ontario 4 14 2 X

ON34  Bothwell, Ontario 23 6 1 X X
ON35 Pain court, Ontario 38 17 1.2 X

ON4 Wallaceburg, Ontario 1 5 0 X

ON47  Elgin, Ontario 4 6 0 X

ON48  Ottawa, Ontario 0 16 2 X

ON5 Blenheim, Ontario 16 17 1.2 X

ON50  Ottawa, Ontario 14 10 1.2 X

ON51  Chatham, Ontario 0 11 2 X

ON6 Bothwell, Ontario 11 6 1 X

ON7 Rodney, Ontario 2 26 2 X

ON8 Stoney Point, Ontario 23 2 1 X

SD1 Beresford, South-Dakota 0 30 2 X

SD2 Hurley, South-Dakota 0 1 0 X

SD3 Bersford, South-Dakota 0 1 0 X

* FI = Female index: Mean number of females developing on the resistant line divided by the number on
the susceptible control multiplied by 100. Population with FI > 10 are considered virulent on this line.

' GBS, Genotyping by Sequencing.

2 WGS, Whole Genome Sequencing.

3 RNA-Seq, RNA-Sequencing.

The population virulence phenotype (HG type) of each population on resistant lines
Peking and PI88788 was confirmed using standard protocol as described in Niblack ef al.
(2002) with only two indicator lines (Peking and PI88788) the cultivar Essex as

susceptible control.

Genotyping by sequencing (GBS)

DNA extraction

Forty cysts from each of the 57 populations (from the 59 listed in Table 5.1) used for
GBS were gently crushed to extract eggs and washed in sterile water. Total genomic
DNA was extracted using the DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Mississauga, ON,

Canada) following the manufacturer’s instruction. DNA extracts were quantified using
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Qubit fluorometric quantification (ThermoFisher Scientific, Burlington, ON, Canada) and

normalized at 2 ng/pL.
Sequencing and SNP calling

Library preparation and sequencing were performed at the Institute for Integrative and
System Biology (IBIS: Université Laval, Québec City, Qc, Canada). The GBS protocol
described in Mimee ef al. (2015) based on the combination of two restriction enzymes
(Pstl-Mspl; New England Biolabs, Whitby, ON, Canada) was used. Samples were
barcoded, multiplexed and pooled in a single library that was sequenced on three lon

Proton chips (ThermoFisher Scientific).

The UNEAK pipeline (Lu et al., 2013), from TASSEL 3.0 bioinformatics analysis
package was used to call single-nucleotide polymorphism (SNP) with high stringency
(Bradbury et al., 2007). A single putative SNP (1-bp mismatch) was tolerated per
sequence. The SNPs were further filtered to ensure a minimum coverage (minCov) of
five reads, a maximum coverage (maxCov) of 10,000 reads, a minimum allele frequency
(MAF) of 0.01 (over all populations) and to keep only those with no more than 20% of

missing data.
Genotype-phenotype relationship

The relationship between the virulence (FI on Peking or PI88788) of each population and
their allelic frequency (AF) at each locus (SNP) was evaluated using linear regressions in
R (R Core Team, 2019). Prior to the correlation analysis, both AF and FI were
normalized by dividing their values with the higher value for each variable in a given
population. SNPs with a Spearman correlation values (r) greater than +0.4 and with a
significance level (p-value) lower than 0.01 were kept as good candidates. The position
of these SNPs was retrieved from the SCN reference genome (Masonbrink et al., 2019)
by aligning the GBS sequences with BWA-MEM (Li & Durbin, 2009). Sequences
located in a predicted gene were blasted using Blast2GO (G6tz et al., 2008).

Whole genome sequencing

Selection of virulent J4 females on resistant genotypes and DNA extraction
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We choose three populations (ON1, ON34 and IL4) on the basis of their HG type
(respectively HG type 0, HG type 1 and HG type 2) and virulence capacity on Peking
PI88788 to forced selection of virulent individuals on resistant lines. Approximately 500
cysts of the populations ON1, ON34 and IL4 were immersed in water at 25°C in a growth
chamber during three weeks before eggs hatched. Then, J2 were harvested and seven-
days-old soybean plants were inoculated by pipetting ~200 larvae/plant directly on the
root. The population ON1 was inoculated on Peking and PI 88788, ON34 was inoculated
on Peking only and IL4 was inoculated on PI88788 only. Twelve plantlets per population
were grown in silicone ice cube tray filled with wet sand in a growth chamber at 28°C
with 16/8h light/dark photoperiod. After 24 hrs, plants roots were rinsed and plantlets
were transferred to plastic cone-tainers (SC10L, Stuewe and sons, inc, Tangent, Oregon,
United States) filled with sand and incubated in a growth chamber with the same
conditions for 14 days. After 13 days, eight plants were removed and stained with
fuchsine as described by Eisenback (2000) to confirm infection and life stage. The next
day, the roots were blended as described by Eisenback (2000) and 40 individual J4
females were handpicked from each population, washed three time in sterile water and
frozen at -80°C in a microtube. DNA was extracted as described in the GBS section from
this material and from eggs from 40 cysts of each population to represent the genetic

diversity before the selection on resistant genotypes (founder population).
Library preparation and sequencing

All DNA samples were normalized at 2 ng/puL and 0.5 pl (1 ng) of total DNA was used to
prepare paired-end libraries with the Nextera XT Kit library (Illumina, San Diego, CA,
United States) following the manufacturer instructions. Size selection and cleanup were
done using Agencourt AMPure XP beads (Beckman-Coulter, Indianapolis, IN, United
States) with a ratio (bead/sample) of 0.8 to kept long fragments. The quality and
concentration of each library were evaluated on the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, United States) with a Agilent DNA 7500 Kit (Agilent
Technologies). Sequencing was performed using a 300-cycle (2 x 150-bp paired-end)
MiSeq v2 reagent kit (Illumina) on a MiSeq platform according to the manufacturer’s

instructions.

104



Bioinformatic processing

Trimmomatic was used to remove the adapters, low quality reads and reads with less than
36 bp long (v. 0.39 - Bolger et al., 2014). Quality trimmed read pairs were mapped to the
Heterodera glycines genome (Masonbrink et al., 2019) using the BWA package (Li &
Durbin, 2009). The alignment statistics were calculated with Samtools tools (v. 1.9 - Li et
al., 2009). Variants were called using Freebayes (Garrison & Marth, 2012) and their
putative effect analyzed with SnpEff (v. 4.3+ - Cingolani et al., 2012). Variants were
screened based on AF to identify those for which an allele was fixed by selection (AF =0
or 1) and those showing a change in AF greater than +40% after selection on a resistant
genotype compared to the founder population. Variant respecting these conditions and
located in a predicted gene were blasted using Blast2GO (Go6tz ef al., 2008). In order to

identify variants localized in known effector gene we used the list available on the SCN

database (scnbase.org).
RNA-Sequencing
RNA extraction

In this experiment, nine populations with different virulence profiles and able or not to

overcome Peking and PI88788 resistance were used.

Larvae (J2) were hatched as detailed in the WGS section. A pool of 30 larvae from each
population was used to extract RNA at the pre-parasitic stage. Immature females from
each population able to develop on a given resistant plant at the J4 stage were produced
as described in the WGS section. The populations ON1, ON21 and ON22 were
inoculated on the susceptible line Essex as control, the populations ON7, ON17 and
ON24 on PI88788 and ON6, ON10 and ON16 on Peking. Three individual females per
population were selected and cut in buffer (see Serra et al., 2018 for recipe) directly after
handpicking separately. RNA was extracted from fresh individual females directly after
handpicking (14 days after inoculation) using the Smart Seq 2 method (Serra et al
(2018). We decided to remplace the KAPA HiFi HotStart ReadyMix (2x) (Roche
Diagnostic Ltd, Indianapolis, Indiana, USA) with Phusion high fidelity PCR master mix
(Thermo Scientific ™, Waltham, Massachusetts, USA) to amplify cDNA. The quality of
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the cDNA samples was analyzed with an Agilent DNA 7500 Kit on the Agilent 2100

Bioanalyzer.
Library preparation and sequencing

Sequencing libraries were prepared using the Nextera DNA Flex Library Prep Kit
(Illumina) following manufacturer’s instructions. Libraries quality was analyzed using
the Agilent 2100 Bioanalyzer with an Agilent DNA 7500 Kit (Agilent Technologies).
Libraries were normalized and sequenced (paired-end 2 x 150 bp) at McGill and Genome
Québec Innovation Center (Montréal, Québec, Canada) on one lane of NovaSeq 6000

(Illumina).
Bioinformatic processing

Sequences were trimmed to keep those with quality score higher than 20 and at least 36
bp long with Trimmomatic (v. 0.39 - Bolger ef al., 2014). Abundance of transcripts from
single-nematode RNA-Seq samples was determined by pseudo-alignment on the SCN
reference genome (Masonbrink et al., 2019) using the Kallisto software with default
settings (v. 0.45.0 - Bray et al., 2016). The Edger package (v. 3.8 - Robinson ef al., 2010;
McCarthy et al., 2012) was used to normalize read counts and to analyze differential
expressions between treatments (selected females on Peking with Essex as control and
selected females on PI88788 with Essex as control, see table S.5 for the design matrix). A
hierarchical clustering of differentially expressed genes (DEG) was performed using R
package “stats” (R Core Team, 2019). Clusters were calculated using the average of the
euclidian distances between genes. Heatmap was created using “pheatmap” R package
(Kolde, 2019). The expression value of the genes of interest was manually checked in the

sequences from the J2 pools.

5.4 Results
Genotyping-by-sequencing

Using the GBS approach, we obtained a total of 192,576,709 short reads. Before filtering,
the UNEAK pipeline identified a total of 2,389 SNPs. After filtering to remove low

coverage sequences and loci with more than 20% of missing data 1,169 SNPs were
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retained for further analyses. A linear regression between the AF of these SNPs and the
virulence level (FI) of 57 SCN populations identified 14 loci with a » > 0.4 and a p-
value < 0.01. Of these, seven were correlated to reproduction on Peking and seven on
PI88788. In each group, five out of seven sequences were mapped back to the reference

genome (Table 5.2) and located on 9 different scaffolds.
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Table 5.2 List of SNPs correlated with virulence on Peking and PI88788.

Scaffold . Hetgly gene Spearman . . e . .
Position i p-value UniProt ID Best hit description Species Evalue Location
ID ID correlation
Peking virulence type
Prion-like-(Q/N-rich)-domain-bearing Caenorhabditis
50 7624 G000005350 0.416 0.0014 001505 . 1.6E-28 Exon
protein elegans
Not
- 0.580 4.6E-5 - - - - -
mapped
Probable phosphorylase b kinase
12 299065  G000002695 0.568 1.68E-5 KPBA . C. elegans 0.00E+00 Exon
regulatory subunit alpha
43 161931 G000013619 0.421 0.002 AOA183BZV1 Uncharacterized protein Globodera pallida 5.1E-24 Exon
Not
- 0.439 0.0020 - - - - -
mapped
124 244979 G000012871 0.407 0.004 N1INVB5 K+/Cl-Cotransporter C. elegans 0.00E+00 Exon
. Trachymyrmex
42 227507 G000011992 0.418 0.0016 AOA183C555 Putative DNA polymerase teki 3.5E-69 Exon
zeteki
P188788 virulence type
227 130031 Intergenic 0.444 0.0015 - - - - -
Suppressor of Stomatin mutant . i
82 94368 G000013936 0.449 0.0015 AOAO9O0LNI7 . Strongyloides ratti 3.6E-110 Exon
Uncoordination
. Pristionchus 2.00E-
148 176776 G000014958 0.414 0.0015 AOA2A6BYM9 G protein-coupled receptor . Exon
pacificus 110
601 15013 G000029142 0.428 0.0026  AOA183BXKO  Uncharacterized protein G. pallida 2.00E-95 Exon
. . Heterodera
85 129959  G000013853 0.400 0.0043 AOA2LOVDJO  Putative effector protein avena 1.2E-173 Intron
venae
85 87041 G000013844 0.410 0.0021 AOA183CK41 Phospholipid-transporting ATPase G. pallida 0.00E+00 Exon
Not -
- 0.479 0.0006 - - - -
mapped
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Interestingly, 10 of these SNPs were located in coding genes and nine of them in exonic
sequences. The sequence showing the best correlation for Peking (» = 0.580, p = 4.6E-5)
didn’t map to the reference but the SNP with the second best correlation (» = 0.568, p =
1.68E-5) was located in a probable phosphorylase b kinase regulatory subunit alpha.
SNPs correlated with virulence on Peking hits a Prion-like-(Q/N-rich)-domain-bearing
protein, a K+/Cl-Cotransporter and a putative DNA polymerase. For virulence on
PI88788, the best correlation (r = 0.479, p = 0.0006) was also obtained with an unmapped
sequence. The other SNPs showing a significant correlation were located in a suppressor
of stomatin mutant uncordination, a phospholipid-transporting ATPase, a G protein-
coupled receptor and a putative effector protein. Two of those SNPs were physically

associated on scaffold 85.
Whole Genome Sequencing

The genomic DNA of three populations obtained before (“founder”) and after their
selection (“selected”) on a resistant soybean line were sequenced. A total of 1,782,150
variants were identified. The allele frequencies of these variants were analyzed to retain
only those with a high variation (40% or more) between founder and selected isolates or
selecting a single allele (homozygous) that were consistent in both populations selected
on the same plant. After filtering, a total of 784 variant were kept across 589 genes. Of
these, 124 variants (found in 86 different genes) appeared to be under selection on Peking
(Suppl. table S 5.1 and S 5.2) and 660 (found in 503 genes) on PI88788 (Suppl. table S
5.3 and S 5.4). A total of 12 genes of interest containing variants predicted to have a high
or a moderate impact in an annotated protein were associated with virulence on Peking

(Table 5.3) and 62 with virulence on PI88788 (Table 5.4).

Of particular interest for virulence on Peking (Table 5.3), two variants were predicted to
generate a stop codon in a protein SNF2 (helicase-like protein) family and in a integrase

core domain protein.
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Table 5.3 Variants associated with important allelic frequency changes or for which a single allele was selected on resistant plant
associated with SCN females selected on Peking.

Blast2GO best hit Scaffold  Position gene ID e-Value Variant Variant Allele frequencies***
description* ID type type** L4 ON1 ON1 ON34
Founder /PI88788 Founder/Peking Founder/P188788 Peking/Peking
Aspartyl aminopeptidase 111 118624, G000014217  6.42E- complex Mis & 0.7/0.5 0.8/0.3 0.8/0.7 1.0/
118630, 177 & mnp Syn 0.2
118658 & snp
Dorsal gland cell-specific 95 168408 G000016215  1.15E-  complex Fs & 0.8/0.8 0.8/1.0 0.8/0.8 0.7/1.0
expression protein 38 & del & Mis
snp
Dorsal gland cell-specific 159 137849 G000019407  7.92E- complex Mis& 0.8/0.8 0.8/1.0 0.8/0.7 0.8/1.0
expression protein 12 & del & Clins &
ins Cldel
Mucin-2 isoform X1 208 52180 G000021751 9.94E- snp Mis 0.9/0.7 0.6/1.0 0.6/0.8 0.8/1.0
142
Oxidoreductase. short chain 9 777418 G000005953 3.07E- snp Mis 1.0/0.5 0.8/1.0 0.8/0.7 0.7/1.0
dehydrogenase/reductase 58
family protein
Protein YA5F3A.4 120 11736 G000013014 1.22E- complex Mis 0.8/0.6 0.8/1.0 0.8/0.5 0.8/1.0
23
SNF2 family protein 3 536266  G000002997 0 snp StG 0.7/0.7 0.7/1.0 0.7/0.8 0.7/1.0
SH3 domain protein 336 4884 G000026873 2.51E- complex Mis & 0.2/0.1 0.4/0.0 0.4/0.4 0.9/0.2
43 & snp Syn
TATA-box binding protein 85 354141 GO000013910  7.71E- snp Mis 0.8/0.8 0.8/1.0 0.8/0.7 0.8/1.0
07

*In bold, protein with putative effector functionality. **Abbreviations: Conservative inframe deletion, Cldel; Conservative inframe insertion, Clins; frameshift, Fs; Missense, Mis;

Stop gained, StG; Synonymous, Syn. *** Allelic frequency of the original population / allele frequency after selection for one generation on selected cultivar. Eg. While the allelic

frequency is remaining stable when selected on one of the resistant cultivar (Peking or PI88788), it changes drastically when selected on the other type of resistant cultivar

(Peking or PI887788).
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Also, three genes contained at least a variant predicted to generate a frameshift in
proteins from which one is known to be a potential effector of the SCN (dorsal gland cell-
specific expression protein). Six other genes showed a missense variant, one being a

second putative SCN effector (dorsal gland cell-specific expression protein).

Among the genes of interest for virulence on PI88788 (Table 5.4), a variant was predicted

to cause a stop codon in a POU domain, class 3, transcription factor 3.
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Table 5.4 Variants associated with important allelic frequency changes or for which a single allele was selected on resistant plant

associated with SCN females selected on Peking.

Allelic frequencies

. L Scaffold . Hetgly gene Variant  Effect
Blast2GO best hit description Position e-Value L4 ON1 ON1 ON34
ID ID type type* . .
Founder/P188788 Founder/Peking Founder/PI88788 Founder/Peking
ADP-ribose pyrophosphatase. ins & Fs &
. . 137 104461 G000012581 4.37E-09 . 0.7/1.0 0.7/0.6 0.7/1.0 0.3/0.5
mitochondrial snp Mis
Alcohol dehydrogenase 1-like 70 388153 G000010247 5.17E-43 snp Mis 0.7/0.3 0.8/0.6 0.8/0.3 1.0/1.0
Aldolase and Adducin domain .
tei 207 47486 G000021128 4.18E-72 shp Mis 0.8/1.0 0.8/0.8 0.8/1.0 0.9/0.8
protein
. complex .
AMP deaminase 71 52659 G000010267 0.00E+00 & Mis 1.0/0.6 1.0/0.8 1.0/0.6 0.3/0.3
snp
. ] 7.36E- ]
Annexin family 136 63412 G000009935 102 snp Mis 0.1/0.8 0.2/0.2 0.2/0.7 1.0/1.0
Antiviral helicase 34 571740 G000010727 0 snp Mis 0.8/1.0 0.8/0.6 0.8/1.0 0.3/0.4
Arginine kinase 153 150639 G000017275 6.41E-82 snp Mis 0.3/0.8 0.4/0.6 0.4/1.0 0.3/0.4
Asparagine synthetase .
. . . 16 397745 G000005044  1.24E-62 snp Mis 1.0/0.3 0.6/0.5 0.6/0.1 1.0/1.0
domain-containing protein 1
Bm10974. isoform a 20 211654 G000003243  3.09E-15 snp Mis 0.9/0.4 0.5/0.4 0.5/0.0 0.0/0.0
Cell growth-regulating .
o 80 149975 G000015207  3.49E-33 snp Mis 0.8/0.4 0.8/0.9 0.8/0.4 1.0/1.0
nucleolar protein-like
. 167374, 3.55E- snp & .
CRE-ROD-1 protein 114 G000017737 Mis 0.6/1.0 0.7/0.8 0.7/1.0 0.1/0.2
167384 134 complex
Cytosolic endo-beta-N- .
. 60 297264  G0O00005564  3.74E-78 snp Mis 0.1/0.6 0.6/0.4 0.6/1.0 0.0/0.0
acetylglucosaminidase
Dnal homolog subfamily C .
. 284 38454  G000022305 0.00E+00 snp Mis 0.0/0.5 0.1/00 0.1/0.5 0.0/0.0
member 10-like
Cldel
. del & &
DNA polymerase, putative 102 259636  G000014073  4.29E-93 DI 0.7/0.3 0.8/0.8 0.8/0.3 0.2/0.3
snp in
& Mis
Dorsal gland cell-specific 28 368031 G000010818 1.54E-14 snp Mis 0.1/0.8 0.4/0.6 0.4/1.0 0.0/0.0
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expression protein

Dorsal gland cell-specific

A ) 28 368040 G000010818 1.54E-14 complex Mis 0.0/0.7 0.5/0.6 0.5/0.9 0.0/0.0
expression protein
Dorsal gland cell-specific .
| ) 277 36337 G000024468 9.58E-42 complex Mis 0.5/0.9 0.4/0.3 0.4/1.0 0.0/0.0
expression protein
Dorsal gland cell-specific .
| ) 277 36354 G000024468  9.58E-42 snp Mis 0.5/1.0 0.4/0.3 0.4/0.8 0.0/0.0
expression protein
Dorsal gland cell-specific .
A ) 277 54464 G000024472 1.49E-28 complex Mis 1.0/0.5 0.9/0.8 0.9/0.4 1.0/1.0
expression protein
Dorsal gland cell-specific
) ) 277 54503 G000024472  1.49E-28 snp Syn 1.0/0.5 1.0/0.9 1.0/0.4 1.0/1.0
expression protein
Elongation factor Tu GTP-
binding domain-containing 89 214080 G000017040 1.72E-72 snp Mis 0.8/1.0 0.8/0.5 0.8/1.0 0.0/0.0
protein 1
Endonuclease/exonuclease/p |
complex
hosphatase family protein 92 66725  GO00009753 1.99E-66 2 SZ Mis 0.0/0.7 0.2/0.3 0.2/0.7 0.0/0.0
putative P
FLYWCH zinc finger domain .
tei 217 96836 G000022678 3.66E-17 shp Mis 0.0/0.7 0.4/0.5 0.4/0.9 0.6/0.7
protein
Gland protein G17G01 188 100704 G000018675 3.51E-33 complex Mis 0.8/1.0 0.7/0.8 0.7/1.0 0.2/0.6
9.82E-
Gland protein G20E03 34 36124 G000010619 121 shp Mis 0.4/0.0 0.4/0.4 0.4/0.0 0.3/0.2
Glutamyltranspeptidase
family-containing protein 40 563913 G000004972 1.99E-57 snp Mis 1.0/0.2 0.9/0.8 0.9/0.4 1.0/1.0
(gamma)
Guanylate cyclase gcy-9 59 32933  G000006195 0.00E+00 snp Mis 0.3/0.9 0.5/0.5 0.5/1.0 0.0/0.0
Immunoglobulin I-set domain- .
. . 136 116834 G0O00009955  7.18E-54 snp Mis 0.9/0.5 0.8/0.7 0.8/0.1 0.0/0.0
containing protein
Innexin family-containing 2.23E- .
. 270 96344  G000024053 snp Mis 0.1/0.6 0.3/0.3 0.3/0.7 0.0/0.0
protein 154
. . complex Mis &
Integrase core domain protein 381 81359 G000018119  2.02E-15 2 s 0.2/0.8 0.3/0.4 0.3/0.8 0.3/0.1
snp yn
JmjC domain protein 92 146469 G0O00009778  9.99E-80 snp Mis 0.9/0.5 0.8/0.9 0.8/0.2 1.0/1.0
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complex

Let-4 308 48679 G000019634 6.67E-56 & Mis 0.8/1.0 0.8/0.8 0.7/1.0 0.9/0.5
snp
complex .
Let-4 308 48735 G000019634  6.67E-56 & Mis 0.7/1.0 0.8/0.8 0.8/1.0 0.9/0.7
snp
complex Mis &
Let-4 308 48741 G000019634  6.67E-56 0.7/1.0 0.8/0.8 0.8/1.0 0.9/0.7
& snp Syn
complex Mis &
Let-4 308 48755 G000019634  6.67E-56 0.7/1.0 0.8/0.8 0.8/1.0 0.9/0.7
& snp Syn
complex .
Let-4 308 48766 G000019634 6.67E-56 & Mis 0.7/1.0 0.8/0.8 0.8/1.0 0.9/0.6
snp
. . . complex Mis &
Lissencephaly-1 -like protein A 463 27304 G000024745  4.92E-27 2 5 0.2/1.0 0.8/0.6 0.8/1.0 0.0/0.0
snp yn
LPXTG cell wall anchor domain- .
. . 169 86676  G000023163 7.08E-05 complex  Mis 0.8/0.4 0.8/0.7 0.8/0.2 1.0/1.0
containing protein
Mannose 4.6 dehydratase 1 182 176886 G000016657 0.00E+00 snp Mis 0.2/0.8 0.2/0.2 0.2/0.6 0.6/0.6
Methylthioribulose-1- complex .
86 41241 G000010523  6.45E-62 Mis 0.1/0.7 0.2/0.0 0.2/0.6 0.0/0.0
phosphate dehydratase & snp
MH1 domain protein 116 265665 G000015913  8.82E-95 shp Mis 0.9/0.4 0.6/0.5 0.6/0.2 0.8/0.8
. complex .
Nucleolar protein 10 374 30089 G000027794  1.08E-92 & Mis 0.5/1.0 0.6/0.8 0.6/1.0 0.0/1.0
snp
Nuclear hormone receptor .
. 20 703781 G000003392 1.28E-58 shp Mis 1.0/0.1 0.8/0.7 0.8/0.4 0.0/0.0
family member nhr-48
6741, .
Pectate lyase 1 260 45222 G000025554  6.40E-78 snp Mis 0.9/0.0 0.7/0.8 0.7/0.1 0.0/0.2
45232, X
Pectate lyase 1 260 45237 G000025559  1.49E-75 snp Mis 0.7/1.0 0.8/0.8 0.8/1.0 1.0/0.7
Peptidase family M1 1.11E- .
. . 233 106336 G000024132 snp Mis 0.9/0.1 0.9/0.8 0.9/0.5 1.0/1.0
containing protein 132
Pentapeptide repeat- complex .
. . 324 23787  G000024682  7.75E-16 Mis 0.4/0.9 0.3/0.4 0.3/0.7 0.0/0.0
containing protein & snp
poly(A) polymerase type 3 49 298495 G000011044 1.16E-25 snp Mis 0.0.8 0.5/0.5 0.5/1.0 0.0/0.0
Poly(A) polymerase gamma- complex
"oly(A) poly & 249 100076  G000020222  3.18E-40 P Mis 0.8/1.0 0.8/0.7 0.8/1.0 0.8/0.2
like isoform X1 & snp
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Proline-rich protein 12 1 873420 G000000669  3.47E-55 snp Mis 0.4/1.0 0.8/0.4 0.8/1.0 1.0/0.7
4-hydroxybenzoate .
1.48E- complex Mis &
polyprenyltransferase. 12 727438  G000002816 0.4/1.0 0.6/0.6 0.6/1.0 0.0/0.4
. o 114 & snp Syn
mitochondrial isoform X1
RNA-directed DNA polymerase
(reverse transcriptase) and snp & .
. . 67 266816 G000014324  5.44E-79 Mis 0.9/0.1 0.5/0.4 0.5/0.1 0.1/0.2
Integrase domain containing snp
protein
RNA-directed DNA polymerase
(reverse transcriptase) and 3.96E- complex Mis &
. . 101 115890 G000016030 0.3/0.0 0.3/0.2 0.3/0.0 0.2/0.3
Integrase domain containing 114 & snp Syn
protein
SecA 151 141595 G000019082 1.10E-90 complex Mis 0.1/0.5 0.2/0.1 0.2/0.7 0.0/0.0
SecA 151 141615 G000019082  1.10E-90 shp Mis 0.1/0.6 0.2/0.2 0.2/0.6 0.0/0.0
Small subunit processome .
92 91906 G000009762 0.00E+00 shp Mis 1.0/0.6 0.8/0.8 0.8/0.0 1.0/1.0
component 20 homolog
Dlin
. ins & &
Sodium/hydrogen exchanger 134 228557 G000014176 0.00E+00 Dii 0.0/0.8 0.3/0.5 0.3/0.8 0.0/0.0
snp in
& Mis
Mis &
Sugar transporter SWEET 11 319048 GO000001344 1.61E-93 shp S 1.0/0.5 0.8/0.6 0.8/0.3 1.0/1.0
yn
Talin-1 148 207224  G000014967 0 complex Mis 0.8/1.0 0.8/0.8 0.8/1.0 0.6/0.6
TANC1 isoform X1 101 141620 G000016040 3.81E-19 snp Mis 0.6/0.0 0.2/0.4 0.2/0.0 0.8/0.6
o StG &
Transcription factor 3 91 50397 G000018228  1.29E-18 snp Mi 0.8/1.0 0.8/0.8 0.8/1.0 0.7/0.8
is
Transthyretin-like family
tei 60 87902 G000005507 1.99E-44 snp 0.3/0.7 0.2/0.4 0.2/0.8 0.0/0.0
protein
Transposon-derived protein . .
343 37814  G000022033 2.81E-60 ins Ciins 0.0/0.6 0.1/0.1 0.1/0.6 0.1/0.1
F54H12.3
N . SpD
Ubiquitin-40S ribosomal mnp &
A 246 81564 G000024555  3.75E-27 & Syn 0.1/0.7 0.2/0.3 0.2/0.6 0.0/0.0
protein S27a snp & Int
n
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complex

Unknown protein 609 34561 G000027398 2.17E-49 2 Mis 1.0/0.6 0.8/0.9 0.8/0.3 0.4/0.4
snp
. 114934 .
Unknown protein 1 1 G000000758 9.01E-11 snp Mis 0.7/1.0 0.8/0.8 0.8/1.0 0.7/0.7
Vesicular PolyAmine .
28 210497 GO000010791 4.41E-68 snp Mis 0.4/1.0 0.6/0.6 0.6/1.0 0.3/0.5
Transporter
Vesicular PolyAmine .
28 215654 G000010791 4.41E-68 snp Mis 0.7/1.0 0.8/0.7 0.8/1.0 0.6/0.7
Transporter
. . . complex .
Zinc knuckle family protein 387 19251 G000028484 1.33E-56 8 Mis 0.6/1.0 0.6/0.7 0.6/1.0 0.6/0.4
snp
. 8.28E- complex .
Zinc transporter 1 26 356372  G0O00006099 139 2 Mis 0.6/1.0 0.8/0.5 0.8/1.0 0.0/0.0
snp

*In bold, protein with putative effector functionality. **Abbreviations: Conservative inframe deletion, Cldel; Conservative inframe insertion, Clins;
frameshift, Fs; Missense, Mis; Stop gained, StG; Synonymous, Syn.
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Another variant was predicted to impact a splice donor site in a ubiquitin-40S ribosomal
protein S27a. There was one frameshift variant in a ADP-ribose pyrophosphatase,
mitochondrial protein, three genes contained an insertion or a deletion and 51 a missense

variant. This included several known or putative effectors.
RNA-Seq

It was possible to isolate unmated females from eight of the nine populations (ON10 was
dropped) and from 31 of the 32 remaining samples (one missing data in population ONO6)
A total of 2,891,067,825 paired-end reads were sequenced from these 31 samples. The
number of paired reads vary from 64,571,101 to 128,822,060 in all samples. Overall,
31,408 of the 32,271 transcripts present in the H. glycines reference transcriptome were
detected in this study. A PCA analysis confirmed that gene expression among a treatment

(population*plant selection) was consistent between the replicates (Figure 5.1).

.ON21
.ONE’?

.ON2T

20 -

o

NTE . Peklng

PC2: 15% variance
R
o
=
3
o]
o]
-—J
(@]
(o]

o
-60 -30 0 30 60
PC1: 16% variance

Figure 5.1 PCA of all 31,408 DEG for all samples representing single female selected on
resistant (Peking or PI88788) or susceptible (Essex) soybean cultivars.

Four genes were consistently (in all replicates) expressed on Peking and not on PI88788

and eighteen on PI88788 but not on Peking (Table 5.5).
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Table 5.5 Genes consistently expressed by virulent SCN individuals on a resistance-type but not the other (Peking or PI88788).

Transcript ID Best hit description Species e-value % ldentity
ON6, ON16 Peking virulence
T000015132.1 Bm-DAP-1 protein Loa loa 5,00E-06 40%
T000010480.1 Alcohol dehydrogenase Anoplophora glabripennis 3,00E-03 36%
T000028280.1 Dorsal gland cell-specific expression protein Hgg-20 Heterodera avenae 2,00E-03 31%
T000028278.2 No significant hit No significant hit - -
ON7, ON17, ON24 on PI88799 virulence
T000024179.1 CBN-RNR-2 protein Caenorhabditis brenneri 3,00E-39 26%
T000011288.1 Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-2-like 1 Loa loa 0,00E+00 78%
T000019807.2 No significant hit No significant hit - -
T000027269.1 WD domain, G-beta repeat protein Onchocerca flexuosa 0,00E+00 52%
T000023487.1 Endothelin-converting enzyme 2 Stylophora pistillata 7,00E-20 42%
T000028567.2 KRAB-A domain-containing protein 2-like isoform X1 Myzus persicae 2,00E-04 28%
T000004686.1 PREDICTED: signaling mucin MSB2 Aplysia californica 1,00E-10 36%
T000028283.1 Dorsal gland cell-specific expression protein Hgg-20 Heterodera avenae 4,00E-09 43%
T000017201.1 Single-stranded-DNA-specific exonuclease recj Devosia submarina 7,90E-01 31%
T000023533.1 Retrotransposon-related protein Trifolium pratense 2,00E-43 45%
T000010848.1 No significant hit No significant hit - -
T000015581.1 No significant hit No significant hit - -
T000025810.1 MULTISPECIES: ATP-dependent metallopeptidase ftsh/Ymel/Tma family 3,00E-03 33%
protein Prevotella
T000020888.1 No significant hit No significant hit - -
T000013685.1 No significant hit No significant hit - -
T000019144.2 Putative DNA polymerase Cyphomyrmex costatus 1,00E-83 28%
T000012660.1 Dynein heavy chain, cytoplasmic Caenorhabditis elegans 2,00E-11 78%
T000026347.1 ADP-dependent glucokinase Solemya velum gill symbiont 1,00E-06 39%
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Interestingly, these genes included different versions of a putative effector (Hgg-20)
located on the same scaffold. A closer look at that genomic region revealed the presence
of 6 copies of the gene in tandem duplications (Figure 5.2). The distribution of read count

for these genes across all populations appear in Table 5.6.

scaffold_589
10 kb 10 kb 20 kb 44 kb
| T T I
>
Hetgly. TO00028277.1 | Hetgly.T000028279.1 Hetgly.TO00028280.1 Hetgly. TOO0028281.1 | HetglyT000028283.1 1 Helgly.TOO0028285.1 | Hetgly.TO00028286.1 Helgly. TOO0028287.1
Helgly. TO00028278.1 Hetgly. TO00028282.1 Hetgly. TO00028284 .1

A B

Figure 5.2 Details of gene arrangement on scaffold 589 of the Heterodera glycines reference
genome. In A, six transcripts with similarity to Hgg-20 proteins. In B, a putative transposase gene.
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metallopeptidase family M24
containing protein
[Wuchereria bancrofti]

E3 ubiquitin-protein ligase mib1-like
isoform X4
[Folsomia candida]

No significant hits

Hippocampus abundant transcript 1
protein [Toxocara canis]

Synaphin protein
[Teladorsagia circumcincta]

Transposase
[Meloidogyne javanica]

Dorsal gland cell-specific expression
protein
[Heterodera avenae]

Putative esophageal gland cell
protein Hgg-20
[Heterodera glycines]

Dorsal gland cell-specific expression
protein Hgg-20
[Heterodera avenae]

Putative esophageal gland cell
protein Hgg-20
[Heterodera glycines]

Putative esophageal gland cell
protein Hgg-20
[Heterodera glycines]

Dorsal gland cell-specific expression
protein Hgg-20

[Heterodera avenae]

No significant hits

Glycine cleavage system protein H
[Victivallis vadensis]

maltose alpha-D-glucosyltransferase
[Salinibacter altiplanensis]

maltose alpha-D-glucosyltransferase
[Salinibacter altiplanensis]

No significant hits

Table 5.6. Number of sequenced reads mapping to Heterodera glycines reference genome found on Scaffold 589. Tandem repeat

genes are found between the gene T000028280.1 and T000028285.1folowed by a transposase (T000028286.1).

Gene
names

TO000
28291.1
481
548
346
547
821
536
583
625
325
87
191
292
493
457
582
543
174
276
415
171
340
483
558
354
432
571
353
275
463
355
531
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TO000
28290.1
368
414
278
659
698
317
542
498
258
171
422
463
631
656
568
464
183
269
253
348
169
398
420
267
269
466
292
538
372
384
408

T0000
28289.1
115
46
106
145
195
81
72
96
64
31
56
71
109
83
75
129
54
122
76
154
81
73
77
97
92
129
152
260
90
225
154

TO000
28288.1
792
649
454
749
1140
603
1078
885
514
429
551
912
1057
1333
1065
1144
345
365
461
488
393
781
945
465
580
656
460
745
535
785
662

T0000
28287.1
132
155
156
354
283
149
218
148
180
85
80
78
147
187
163
110
52
146
134
88
158
156
188
105
399
179
178
468
114
182
205

T0000
28286.1
64
88
44
80
106
92
116
88
99
64
81
168
224
178
110
112
26
49
38
75
65
93
94
69
226
165
157
252
181
135
115

TO000
28285.1
46
17
23
16
55
58
118
76
87
12
45
18
12
154
166

TO000
28284.1
529
486
348
497
588
307
186
339
187
278
506
620
726
740
428
425
156
349
447
421
145
234
326
597
582
378
587
498
553
325
629

TO000
28283.1
71
104
97
134
158
146
68
111
50
38
49
43
168
B85]
60
116
327
490
172
253
213
157
388

TO000
28282.1
529
486
348
497
588
307
186
339
187
278
506
620
726
740
428
425
156
349
447
421
145
234
326
597
582
378
587
498
553
325
629

TO000
28281.1
1026
1270
1476
2276
1711
755
1042
1111
386
276
796
1112
1231
1540
1050
931
571
1722
1385
2001
417
761
732
1905
1615
1279
2123
3007
2770
1692
2480

TO000
28280.1
25
51
55
27
46
19
36

TO000
28279.2
16
13
13

TO000
28279.1
19
24
19

T0O000
28278.2
14

T0000
28278.1

TO000
28277.1
65
46
47
53
79
10
38
43

Samples
/Transcript
ID
ON7
ON7
ON7
ON17
ON17
ON17
ON24
ON24
ON24
ON6
ON6
ON16
ON16
ON16
ON1
ON1
ON1
ON21
ON21
ON21
ON22
ON22
ON22
ON7
ON17
ON24
ON6
ON16
ON1
ON21
ON22

Peking
Peking
Peking
Peking
Peking
Essex
Essex
Essex
Essex
Essex
Essex
Essex
Essex
Essex

Selection
cultivar
or pool*
PI88788




Very interestingly, two close transcripts (T000028280.1 and T000028283.1) sharing
similarities to the putative effector Hgg-20 showed perfect opposite expression in
individuals developing on Peking and PI88788. The transcript T000028280.1 was only
expressed on Peking while the second transcript T000028283.1 was only expressed on
PI88788. Also, T000028283.1 was expressed in almost every females developing on
Essex (no selection) and J2 pools. This clearly illustrates that the gene is present in all
populations but that only the individuals not expressing the gene (or having a deletion)

are able to reproduce on Peking.

A total of 485 significant (p < 0.01) differentially expressed genes (DEG) with a fold
change (-2 > log(FC) > 2) were identified when comparing females selected on Peking or
PI88788 with the females selected on Essex (control group) (Suppl. table S 5.6). All these
genes were differentially expressed on Peking (176 upregulated and 309 downregulated)
and only 31 of them on PI88788 (25 upregulated and 6 downregulated). The most
differentially expressed genes were coding for Vesicle-associated membrane protein,
putative apoptosis inhibitor, several dorsal gland cell-specific expression protein,
transcription factors, Ran-binding protein, Glutathione synthetase and several proteins

involved in ubiquitination.

A hierarchical clustering of these DEGs identified 10 clusters based on Euclidian distance

(Figure 5.3).
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Peking PI88788

13
l‘H:I

Fold change

Figure 5.3 Heat map showing hierarchical clustering of the differentially expressed genes
between selected female on Peking and on PI88788 in comparison with female selected
on Essex. Numbers of each cluster are presented on the figure.

This heatmap showed the massive downregulation of genes (in blue) in females

developing on Peking in comparison to those on the control (susceptible soybean) and on
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PI188788. The females developing on PI88788 exhibited a similar transcriptome than the
control except for a few upregulated genes, mainly in cluster 5. The direct comparison of
the genes differentially expressed in females developing on Peking and PI8788 is also

presented in Figure 5.4.
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Figure 5.4 Differentially expressed genes between single Heterodera glycines females
developing on PI88788 and Peking at J4 stage. Each sample represents a single female.
ON6 and ON16 samples represent female selected on Peking and ON17, ON24 and ON7
samples represent female selected on PI8878S.

5.5 Discussion

In this study, we genotyped 57 populations from across the United States and Canada
with the GBS approach to find SNPs markers in regions associated with virulence on
Peking or on PI88788 based on allelic imbalance. We found a total of 14 SNPs that were
significantly associated with virulence. However, most of these correlations were weak or
moderate. This is not surprising considering the high diversity prevailing in field
populations of SCN (Faghihi et al., 2010; Gendron St-Marseille et al., 2018). Also, the

proportion of the individuals inside a population that are virulent (according to the female
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index obtained during the Hg type test) was relatively low, which considerably reduced
the chance of finding significant association. This kind of approach was successfully used
in different systems but with much more homogenous population (in term of virulence
status, e.g. Mimee et al. (2015) on Globodera rostochiensis). Surprisingly though, the ten
markers that were retrieved from the reference genome sequence were all located in
genes and nine in exons. This was totally unexpected. The use of field populations is
probably not stranger to this. Because of their very high genetic diversity, it is probable
that the sequences outside of the coding regions have diverged radically between these
populations. One marker was located in a gene identified as a putative effector in
Heterodera avenae (Chen et al., 2018). Another difficulty faced with this approach is the
still fragmented nature of the reference genome that limits the analysis of physical
association between this markers and neighboring genes. This will soon be overcome by
the upcoming publication of a chromosome level assembly of the SCN genome (R.

Masonbrick, personal communication).

In order to directly screen for gene variants associated with virulence on Peking or
PI88788, we sequenced the whole genome of females (J4) successfully developing on
resistant plants and compared them to a pool of unselected individuals (J2) from the same
population. More than 589 genes showed significant change in allele frequency (>40%)
or purifying selection (homozygous at the end) after being selected on either Peking or
PI188788. This represents a massive change in the allele diversity and illustrates the strong
selective pressure that the plant genotype exerts on SCN populations. Of course, most of
these variants are not associated with virulence but only carried over in the genotype of
virulent individuals. Still, from these variants, 126 (17 in Peking and 109 in PI88788)
were predicted to have a moderate or a high impact on the subsequent protein product
and justified a closer look at their putative involvement in virulence. The most striking
result was the presence of several genes coding for putative effectors identified in other
studies (Gems & Maizels, 1996; Davis et al., 2000; Gao et al., 2003; Lilley et al., 2005;
Haegeman et al., 2012). The number of putative effectors in our variant table was clearly
enriched when compared to their abundance in the reference genome. It was shown that
some effectors family are still evolving rapidly (Tomalova ef al., 2012; Hu & Hewezi,

2018) and that in the SCN genome, some of these genes were duplicated and under strong
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diversifying selection (Masonbrink et al., 2019). For example, in one of these genes,
coding for an aspartyl aminopeptidase, we found several variants causing non-
synonymous changes in the amino-acid sequence. This protein was previously identified
in SCN secretions and involved in protein degradation (Gao et al., 2003; Lilley et al.,
2005). We also found many variants in dorsal gland cell-specific expression protein
identified in SCN and other cyst nematodes. The dorsal gland proteins are of particular
interest because most of the proteins involved in parasitism are produced by these
specialized glands in plant parasitic nematodes (see the review of Haegeman et al.
(2012)). Another protein, isoform of mucin, also contained a variant that was associated
with female selected on Peking. This protein is implicated in host defense mechanism and
in immune invasion of another nematode (Toxocara canis) (Gems & Maizels, 1996;
Davis et al., 2000; Loukas et al., 2000). Overall, much more variants were found in
females selected on PI88788 (503) than in Peking (86). This again included several
putative effectors like annexin, esophageal gland proteins, endonucleases, guanylate
cyclase, pectate lyase, peptidase and ubiquitins. From these, the gland protein G20E03
was of particular interest as it has previously been identified in other SCN researches.
This protein has shown an increased expression during incompatible interactions on
resistant plants (Klink et al., 2013; Gardner ef al., 2018; Hua et al., 2018). In our study,
only the females homozygous at that locus (position 36124 on scaffold 34) were able to
overcome resistance and to develop on PI88788. This SNP in G20E03 is causing a codon
modification, changing a cysteine (polar) for a phenylalanine (non-polar) at the position
191. Thus, females overcoming PI88788 are homozygous for a nonpolar phenylalanine.
This change in polarity could change the function of this protein or be implicated in host
recognition. Further analysis should be performed in order to evaluate the effect of this

change in polarity.

Finally, we sequenced the whole transcriptome of single females developing on the
resistant soybean line Peking and PI88788 and on the susceptible control Essex. This
was done using a protocol designed for single-cell sequencing. Until recently, sequencing
the whole transcriptome (or genome) from a single nematode individual was impossible
due to the small size of these animals and the low nucleic acid content. Some kits for

whole genome amplification existed but were often disappointing by generating highly
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biased results with a partial representation of the genome. Here, the sequencing resulted
in a 97.3% coverage (31,408 out of 32,271) of the predicted transcripts in the H. glycines
transcriptome (Masonbrink et al., 2019). In general, comparing virulent females on
Peking or PI88788 with the unselected ones on Essex revealed much more differentially
expressed genes on Peking than PI88788 and a lower fold change on PI88788 for the
same genes. This could be explained by the fact that hypersensitive reaction associated
with resistance mechanism in Peking roots are very fast and more aggressive than in
PI88788 forcing the nematode to counteract these mechanisms. As shown above, the
plant genotype exerts a strong selective pressure that is not limited only to the virulence
genes. The internal condition in plant cells of these different genotypes could also differ
significantly, explaining the extended change in gene expression on Peking. This
included several genes that were downregulated. Beside the previous reasons, since
virulence genes are the usual targets for host recognition and the development of plant
immunity, their expression could hinder survival (Masonbrink et al., 2019). Therefore,

finding effectors with reduced gene expression is not surprising.

The most interesting result of this work was the finding of two genes physically linked
and specifically turned off on a given resistant soybean line while equally expressed on
the susceptible control or in unselected pools of larvae. The gene transcript
T000028280.1 was never expressed on PI88788 and T0000028283.1 never expressed on
Peking. We thus propose that the resistance genes could recognize these proteins
selectively and that their absence confers virulence on a given resistant genotype. Both
transcripts encode a protein similar to a dorsal gland specific expression protein Hgg-20.
While there is no specific function for this protein, Hgg-20 was suggested to be involved
in plant-nematode interaction (Ithal et al., 2007). A similar observation was made by
Klink et al. (2013) which identified Hgg-20 as possibly implicated in host defenses
evasion in Peking. These genes were located on a scaffold containing several contiguous
genes showing very high similarity. This strongly suggests past duplication events and
diversifying selection at this locus that has provided this adaptative advantages.
Masonbrink et al. (2019) recently found, in releasing the first complete assembly of the
H. glycines genome that there were a very high number of duplication events in this

nematode species (34% of the genome showed duplication events). They also found that
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effectors were frequently associated with tandem duplications, DNA transposon and
LTR-retrotransposon. Interestingly, they identified 144 regions presenting duplications
containing Hgg-20-related sequences. In our case, this specific region on scaffold 589
also contains a putative transposase-encoding gene after the tandem duplication.
Although region-specific duplication are not always associated with effectors
(Masonbrink et al., 2019), this specific region, and transcript levels might be one of the
factors explaining the virulence of these SCN populations on Peking and PI88788.
Gardner et al. (2017) recently generated a lab population of SCN that was virulent on the
broad spectrum resistance source PI1437654. This hyper-virulent population was able to
overcome both PI88788 and Peking resistance. It would be interesting to see if these
nematodes lacks both of the transcripts that we identified in the present study. With the
numerous and complex mutations and DEGs that we found in this study, it is likely that
virulence is linked to an intertwined genetic background of differential gene expression

and/or mutant effector genes.

5.6 Conclusion

To our knowledge, this is the first study using “single-cell” sequencing for RNA-Seq
study on SCN. Working with individual nematode allowed the isolation of specific
effector genes related to plant-nematode interactions that are putatively associated with
virulence on resistant soybean genotypes. Both the GBS and WGS approaches
highlighted numerous variants with several being statistically associated with virulence.
This illustrates again the high genetic diversity of Heterodera glycines populations and
the complex and active selection forces acting at the population level. This was also
shown by various authors and complicated the search of specific effectors responsible for
nematode virulence on soybean in the past. However, using this new “single-cell”
sequencing now opens new opportunity to study the complete transcriptome (or genome)

at the individual level and to pin point specific signal responsible for a given phenotype.
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5.8

Supplementary material

Table S. 5.1 Variants associated with a change higher than 40 % between allele frequencies calculated from the founder population

(J2) and from females (J4) selected on Peking whereas selection on PI88788 didn’t influenced the allelic frequencies between

founders and selected females (differences are less than 20%).

Allelic frequencies

IL4 ON1 ON1 ON34
Scaffold Position Hetgly Variant tvoel Blast2GO best hit e-Value Variant Variant
ID Transcript ID P description type? impact? Founder- Founder- Founder- Founder-
PI88788 PI88788 Peking Peking
665 3200 T000028947.1 COMPIEXINS, o icen putative 528606 o Fs& H, H, M 0.4-0.4 0.7:0.8 0.7-0.3 0.3-0.3
snp Mis, Mis
9 173692  T000005787.1 del, snp NA NA Mis, Cldel M, M 0.6:0.5 04-0.3 0.4-0.0 1.0-0.5
111 118624  T000014217.1  complex, snp aspartyl aminopeptidase 6,42E-177  Mis, Syn M, L 0.7:0.5 0.8-0.7 0.8-0.3 1.0-0.3
111 118630  T000014217.1 TP coartyl aminopeptidase  6,426-177 M MISTu v v 0.7:0.5 0.8-0.7 0.8-0.3 1.0-0.2
mnp, snp Mis
336 4884  T000026873.1 °°mp5'§;' S"Pr 53 domain protein 2,51E-43 M'Z’y iy”' M, L. L 0.2:0.1 0.4-0.4 0.4-0.0 0.3-0.2
111 118658  T000014217.1 ic;:\’;ll‘;’: aspartyl aminopeptidase  6,42E-177  Syn, Syn LL 0.6-0.6 0808 0.8-0.3 1003
207 125706 T000021145.1  del, del, del NA NA SPR&Int, L, Modif, — 0.4-0.3 0.6-0.6 0.6-1.0 0.6-1.0
Int, Int Modif
hypothetical protein 0.5-0.7 0.6-0.5 0.6-1.0 0.2-0.8
678 1558  T000029539.1 snp Y052 0039g47 2,29E-20 Syn L
1 76812  T000000441.1 snp NA NA Int Modif 0.9-1.0 1.0-0.8 1.0-0.5 1.0-0.3
23 269825  T000006985.2 ins,snp  Homolog of Odr-2 (Two) ~ 7,69E-44 Int, Int 'nwnc;?jl.ff 0.6-0.6 0.6-0.5 0.6-0.0 0.8-0.1
58 267287  T000013136.1 snp kinesin motor domain 2.74E-139 Int Modif 0.6-0.8 0.8-0.8 0.8-0.3 0.8-0.2

protein
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61

219

576

22

49

51

77

89

190

266

108021

22776

27343

377325

263308

474889

255811

54457

48762

13654

T000013434.1

T000024004.1

T000028401.1

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

complex

snp

ins

ins, mnp, snp

complex, snp,
snp

snp, snp

del

complex, snp

compley, ins,
shp

del, del, snp

titin homolog

Exocyst complex
component 7

Ral GDS-Like

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

8,92E-05

1,59E-40

3,79E-36

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

Int

Int, Int

Int

Inter

Inter

Inter

Inter

Inter

Inter

Inter

Modif

Modif,
Modif

Modif

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

0.9-0.8

0.7-0.9

0.3-04

0.6-0.6

0.6-0.6

0.6-0.6

0.7-0.9

1.0-1.0

0.6-0.6

0.7-0.6

1.0-1.0

0.9-0.9

0.7-0.9

0.8-1.0

0.5-0.6

0.4-0.3

0.7-0.8

1.0-0.8

0.7-0.7

0.4-0.6

1.0-0.5

0.9-0.4

0.7-0.3

0.8-0.4

0.5-0.9

0.4-0.0

0.7-0.2

1.0-0.4

0.7-0.0

0.4-0.9

1.0-0.6

0.7-0.3

0.6-0.1

0.8-0.2

0.5-0.9

1.0-0.6

1.0-0.5

0.4-0.0

0.8-0.3

0.6-1.0

1Complex = multiple type of nucleotide changes; del = deletion; ins = insertion; mnp = multiple nucleotide polymorphism; snp = single nucleotide polymorphism.

2 Conservative inframe deletion = Cldel; conservative inframe insertion = Clins; frameshift = Fs; missense = Mis; intergenic = Inter; intron = Int; splice region variant = SpR;
synonymous = Syn.

3 High = H; Low = L; Moderate = M; Modifier = Mod.
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Table S. 5.2 Variants associated with an increasing allele frequency toward homozygous variants (AF < 0.05 or > 0.95) associated

with females selected on Peking whereas alleles of females selected on PI88788 remain unstable.

Allelic frequencies

Scaffold . Hetgly Variant . . Variant Variant L4 ON1 ON1 ON34
Position > 1 Blast2GO best hit description e-Value ) R 3
ID TranscriptID  type type impact Founder- Founder- Founder- Founder-
P188788 P188788 Peking Peking
3 536266 T000002997.2 snp protein, SNF2 family 0 StG, StG H, H 0.7-0.7 0.7-0.8 0.7-1.0 0.7-1.0
complex, $tG. Svn
15 371176 T000007782.2 complex, integrase core domain protein 1,54E-178 S’ ny ! H, L, L
snp v 0.7-0.8 0.8-0.8 0.8-1.0 0.8-1.0
complex, Fs & Mis,
69 295950 T000017119.1 snp NA NA Mis H, M 0.6-0.8 0.8-0.8 0.8-1.0 0.6-1.0
complex, . .
72 116110 T000018058.1 complex, B:oBt/ePir?i domain-containing 6,11E-37 FSS ﬁ‘ ?’: H, L L
snp P ¥y, 5y 0608 0806 0810  0.7-1.0
complex, dorsal gland cell-specific Fs, Mis,
9 168408 T000016215.1 del, snp expression protein 1,15€-38 Mis H MM 0.8-0.8 0.8-0.8 0.8-1.0 0.7-1.0
hypothetical protein .
3 163715 T000002897.1  snp B7P43_G14789 2438124 Mis M 0105 0202 0200 0201
oxidoreductase, short chain
9 777418 T000005953.1 snp dehydrogenase/reductase family 3,07E-58 Mis M
protein 1.0-0.5 0.8-0.7 0.8-1.0 0.7-1.0
15 589003 T000007828.2 complex NA NA Mis, Mis M,M  0.6-0.6 0.2-0.6 0.2-0.0 0.2-0.0
85 354141 T000013910.1 snp TATA-box binding protein 7,71E-07 Mis M 0.8-0.8 0.8-0.7 0.8-1.0 0.8-1.0
120 11736 T000013014.1 complex Protein YA5F3A.4 1,22E-23 Mis M 0.8-0.6 0.8-0.5 0.8-1.0 0.8-1.0
Mis &
complex, dorsal gland cell-specific Clins,
159 137849 T000019407.1 . . . 7,92E-12 . M, M, M
del, ins expression protein Clins,
Cidel 0.8-0.8 0.8-0.7 0.8-1.0 0.8-1.0
208 52180 T000021751.1 snp mucin-2 isoform X1 9,94E-142 Mis M 0.9-0.7 0.6-0.8 0.6-1.0 0.8-1.0
hypothetical protein
3 163707 T000002897.1  snp B7P43_G14789 2438124 Syn L 0104 0202 0200 0300
124 32650 T000012803.1 snp Bromodomain protein 4,93E-119 Syn L 0.8-0.7 0.8-0.6 0.8-1.0 0.7-1.0
SpR & Int, L, Mod,
2 12 21145.1
7 5706 T000021145.1 del, del, del NA NA Int,Int_ Mod 0403 0606  0.610  0.6-10
L c-terminal tandem repeated Mod,
2 545235 T000001988.1 ins,ins, snp i in type 4 procollagen 0 Int, Int,Int - \iod,  05-05 0808  0.81.0 0810
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Mod

3 1281434 T000003165.1 del NA NA Int Mod 0.9-0.8 0.8-0.6 0.8-1.0 0.4-1.0
Mod,
4 1001968 T000000330.1 del, ins, ins protein canopy homolog 4 6,85E-26 Int, Int, Int Mod,
Mod 0.4-0.7 0.3-0.5 0.3-0.0 0.6-0.0
hypothetical protein
15 859770 70000078921 snp I(;I(F))GDRAFT_??O3516 4,14E-06 Int Mod 1006 0806 0810  0.7-1.0
24 699431 T000009027.1 snp NA NA Int Mod 1.0-0.8 0.7-0.7 0.7-1.0 0.6-1.0
rab GTPase-activating protein 1-
31 137246 T000008327.1 snp like isoform X1 0 Int Mod 1606 0808 0810 0810
32 335605 T000013298.1 del NA NA Int Mod 0.8-0.6 0.8-0.8 0.8-1.0 0.7-1.0
58 15452 T000013099.1 snp Protein ZK177.4 1,32E-15 Int Mod 0.5-0.6 0.7-0.5 0.7-1.0 0.7-1.0
Mod,
complex, . . . .
86 166909 T000010562.1 ins, snp leucine Rich Repeat family protein 0 Int, Int, Int Mod,
! Mod 1.0-0.8 0.7-0.7 0.7-1.0 0.8-1.0
153 47105 T000017239.1 snp Protein CBG01955 1,11E-46 Int Mod 0.4-0.8 0.6-0.8 0.6-1.0 0.7-1.0
Glycoside hydrolase domain
250 68947 T000025432.1  snp containing protein >51E-135 Int Mod 1506 0705  07-1.0 0610
transmembrane amino acid
393 78126 T000025477.1  snp transporter protein 4/12E-85 Int Mod 1504 0807 0810 0610
1 614167 NA snp NA NA Inter NA 0.6-0.3 0.8-0.8 0.8-1.0 0.8-1.0
3 207767 NA del, snp NA NA Inter NA 0.8-0.8 0.8-0.8 0.8-1.0 0.8-1.0
3 207790 NA snp NA NA Inter NA 0.7-0.7 0.8-0.6 0.8-1.0 0.8-1.0
4 415319 NA snp NA NA Inter NA 0.0-0.8 0.6-0.7 0.6-0.0 0.7-0.0
9 524834 NA snp NA NA Inter NA 0.8-0.8 0.8-0.7 0.8-1.0 0.8-1.0
13 397886 NA snp NA NA Inter NA 0.9-0.8 0.8-0.4 0.8-1.0 0.8-1.0
13 397905 NA snp NA NA Inter NA 0.9-0.8 0.8-0.3 0.8-1.0 0.8-1.0
complex,
18 21094 NA complex, NA NA Inter NA
snp 0.8-0.8 0.7-0.8 0.7-1.0 0.8-1.0
24 542283 NA del, snp NA NA Inter NA 0.6-0.7 0.8-0.6 0.8-1.0 0.7-1.0
27 291911 NA snp NA NA Inter NA 0.0-0.4 0.7-0.6 0.7-1.0 0.8-1.0
31 170152 NA snp NA NA Inter NA 0.8-0.5 0.5-0.6 0.5-0.0 0.3-0.0
38 78481 NA snp, snp NA NA Inter NA 0.7-0.7 0.8-0.7 0.8-1.0 0.7-1.0
48 169327 NA complex NA NA Inter NA 0.7-0.6 0.6-0.7 0.6-1.0 0.8-1.0
48 198695 NA ins NA NA Inter NA 1.0-0.7 0.8-0.8 0.8-1.0 0.8-1.0
48 198709 NA snp NA NA Inter NA 1.0-0.6 0.8-0.8 0.8-1.0 0.8-1.0
62 417488 NA snp NA NA Inter NA 0.2-0.2 0.4-0.3 0.4-0.0 0.4-0.0
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complex,

62 417517 NA complex NA NA Inter NA© 0304 0502 0500  04-00
64 415059 NA snp NA NA Inter NA 0907 0804 0810  0.6-1.0
70 364792 NA del, ins NA NA Inter NA 0906 0708  07-1.0 0.7-1.0
72 130497 NA snp NA NA Inter NA 0807 0805 0810 0810
103 31465 NA complex, del NA NA Inter NA 0908 0804 0810 07-1.0
112 99143 NA ins, ins, ins NA NA Inter NA 0.7-0.8 0.8-0.6 0.8-1.0 0.7-1.0
156 143924 NA ins NA NA Inter NA 0707 0807 0810  0.81.0
157 14342 NA snp NA NA Inter NA 0807 0707  07-10  0.81.0
complex,
157 14345 NA comzlex NA NA Inter NA© 0707 0707 0710 0810
157 14358 NA ins NA NA Inter NA 0807 0707  07-1.0  0.7-1.0
173 92738 NA snp NA NA Inter NA 1007 0807 0810  0.81.0
234 120663 NA snp NA NA Inter NA 0807 0807 0810  03-1.0
complex,
234 120727 NA complex, NA NA Inter NA
complex 0907 0807 0810  081.0
386 4179 NA snp NA NA Inter NA 0908 0808 0810  0.81.0
complex,
386 4191 NA comzlex NA NA Inter NA" 0908 0808 0810  0.6-1.0
386 4215 NA del NA NA Inter NA 0908 0708  07-1.0  0.6-1.0
402 63589 NA complex NA NA Inter NA 0808 0707  07-1.0  0.81.0
420 28453 NA ins, ins, snp NA NA Inter NA 0704 0507 0500  0.4-0.0
complex,
420 28461 NA comglex, del NA NA Inter NA~ 0302 0304 0300  0.2:00
complex,
425 16095 NA snp NA NA Inter NA© 0907 0708 0710  07-1.0
561 23345 NA snp NA NA Inter NA 0903 0805 0810  03-1.0
594 7509 NA snp NA NA Inter NA 0303 0407 0400  0.3-0.0

1Complex = multiple type of nucleotide changes; del = deletion; ins = insertion; mnp = multiple nucleotide polymorphism; snp = single nucleotide polymorphism.
2 Conservative inframe deletion = Cldel; conservative inframe insertion = Clins; frameshift = Fs; missense = Mis; intergenic = Inter; intron = Int; splice region variant = SpR; stop

gained = StG; synonymous = Syn.

3 High = H; Low = L; Moderate = M; Modifier = Mod.
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Table S. 5.3 Variants associated with a change higher than 40 % between allele frequencies calculated from the founder population
(J2) and from females (J4) selected on PI88788 whereas selection on Peking didn’t influenced the allelic frequencies between
founders and selected females (differences are less than 20%).

Allelic frequencies

Scaffold Position Hetgly Varlarlit Blast2GO best hit description e-Value Effeczt }larlants L4 ON1 ON1 ON34

ID Transcript ID type type® impact® Founder- Founder- Founder- Founder-

PI88788 PI88788  Peking Peking
complex,

1 1816544 T0000008%0.1 NA NA Fs H 0510 06-1.0 0606 1.0-08
233 119219 T000024134.1 ciir:pi'r‘?:’ NA NA Fs H 1003 08-02 0808 1.0-1.0
233 119227 T000024134.1 CO?on')eX’ NA NA StG H 1003 08-02 0808 1.0-1.0
233 119249 T000024134.1 C°Tn";'ex' NA NA ;S;WF; HH 1.0-03 08-0.1 0807 1.0-1.0

SpD&
mnp, N ) . SpR,
246 81564 T000024555.1 snp, snp ubiquitin-40S ribosomal protein S27a 3,75E-27 SpD H,H,L 0.1-0.7 0.2-0.6 0.2-0.3 0.0-0.0
Syn

11 319048 T000001344.1 snp, snp Sugar transporter SWEET 1,61E-93 '\SAYIZ' M, L 1.0-0.5 0.8-0.3 0.8-0.6 1.0-1.0

20 52360 T0000032001 snp | 2MIngo (cadherin plus 7TM domain) 0006400 ™S MM 0901 06-0.1 0605 00-0.1
homolog Mis

20 211654 T000003243.2  snp  Bm10974, isoform a 3,09E-15 '\I\/'A'iss' M,M 0.9-0.4 0.5-0.0 0504 0.0-0.0

20 418416 T000003304.1  snp NA NA Mis M 0904 0702 0708 00900

20 703781 T000003392.1  snp m‘]‘rc_':gr hormone receptor family member ) Jor co \ie M 1001 0804 0807 0000

36 113815 T000004395.1 snp  Serine Rich Adhesion Protein-like 5,70E-64 Mis M  1.005 1.0-06 1009 10-1.0

40 563913 T000004972.1 snp  Comma-glutamyliranspeptidase family- ) gor o0 nne M 1002 09-04 0908 1.0-1.0
containing protein

16 397745 T000005044.1 snp asparagine synthetase domain-containing 1,24E-62  Mis M 1.0-0.3 0.6-0.1 0.6-0.5 1.0-1.0
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protein 1

60 87902 T000005507.1 snp Transthyretin-like family protein 1,99E-44 Mis M 0.3-0.7 0.2-0.8 0.2-04 0.0-0.0
60 297264 TO00005564.1  snp  CYiosolicendo-beta-N- 3,74E-78  Mis 0.1-0.6 0.6-1.0 0.6-04 0.0-0.0
acetylglucosaminidase

9 444744 TO00005856.1 snp, snp NA NA 'I\\"A'ii' M,M 0804 0803 0807 1010

59 32933 T000006195.1 snp Receptor-type guanylate cyclase gcy-9 0,00E+00 Mis M 0.3-09 0.5-1.0 0.5-0.5 0.0-0.0

92 66725 T000009753.1 COMPlex, endonuclease/exonuclease/phosphatase 5o oo M\ 0607 02.07 0203 0000
snp family protein Mis

92 91906 T000009762.1  snp ;Z’::Lls;‘gb“”'tpr°°ess°mecomp°”e”t20 0,00E400 Mis M  1.0-0.6 0.8-0.0 0808 1.0-1.0

92 146469 T000009778.1  snp _ JmjC domain protein 9,99E-80  Mis 0.9-0.5 08-02 0809 1010

136 63412 T000009935.1  snp  anNEXin family 7'13062E' Mis 0.1-0.8 0207 0202 10-1.0

136 116834 T000009955.1  snp ;‘:g:s;oglob““” -setdomain-containing . 1or o) Mis M 0.9-05 0.8-01 0807 0.0-0.0

70 388153 T000010247.1 snp alcohol dehydrogenase 1-like 5,17E-43  Mis 0.7-0.3 0.8-0.3 0.8-0.6 1.0-1.0

71 52659 T000010267.1 Cor:np;ex' AMP deaminase 0,00E+00 ':\"/I';' M,M 1.0-0.6 1.0-0.6 1.0-0.8 0303

8 41241 T000010523.1 COMPlex Methylthioribulose-1-phosphate 645662 IS MM 0.1-07 0.2-0.6 02-00 0.0-0.0
snp dehydratase Mis

28 368031 T000010818.1  snp ‘;f;:i'ng'a“d cell-specific expression 1,54E-14 Mis M 0.0-0.8 0.4-1.0 0406 0.0-0.0

28 368040 T000010818.1 complex ‘;f;:i'ng'a"dCe”'Spec'f'ceXpress'on 1,54E-14  Mis 0.00.7 0.5-0.9 05-0.6 0.0-0.0

49 298495 T000011044.1 snp poly(A) polymerase type 3 1,16E-25 Mis M 0.3-0.8 0.5-1.0 0.5-0.5 0.0-0.0
complex, Mis

82 112747 T000013942.1  mnp, NA NA v MM 0802 0400 0403 0000

snp
102 94546 T000014032.1  snp NA NA Mis M 0004 02-06 0201 0000
del, del Cldel, 1 v

102 259636 10000140731 'E" putative DNA polymerase 429€-93 Diins, " 0703 0803 0808 0203

Mis
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ins, ins,

Dlins,

134 228557 T000014176.1 n Sodium/hydrogen exchanger 0,00E+00 Dlins, " 0.0-0.8 0.3-0.8 0.3-0.5 0.0-0.0
P Mis
sno. sn RNA-directed DNA polymerase (reverse Mis, M M
67 266816 T000014324.1 ps,n P transcriptase) and Integrase domain 5,44E-79 Mis, ;VI ’0.9-0.1 0.5-0.1 0.5-04 0.1-0.2
P containing protein Mis
80 149975 T000015207.2  snp ﬁi! growth-regulating nucleolar protein- 5 Jor 33 Vi M 0804 0804 0809 1.0-1.0
116 265665 T000015913.1 snp MH1 domain protein 8,82E-95 Mis M 0.9-0.4 0.6-0.2 0.6-0.5 0.8-0.8
182 176886 T000016657.1 snp GDP-mannose 4,6 dehydratase 1 0,00E+00 Mis M 0.2-0.8 0.2-0.6 0.2-0.2 0.6-0.6
153 150639 TO000017275.1 snp arginine kinase 6,41E-82 Mis M 0.3-0.8 04-1.0 0.4-06 0.3-04
complex, Mis, M M
381 81359 T000018119.1 complex, integrase core domain protein 2,02E-15 Mis, 'L ’ 0.2-0.8 0.3-0.8 0.3-04 0.3-0.1
snp Syn
complex, . . Mis,
151 141595 T000019082.1 snp preprotein translocase subunit SecA 1,10E-90 Mis M,M 0.1-0.5 0.2-0.7 0.2-0.1 0.0-0.0
151 141615 T000019082.1 snp preprotein translocase subunit SecA 1,10E-90 Mis M 0.1-0.6 0.2-0.6 0.2-0.2 0.0-0.0
343 37814 T000022033.1  ins  Putative uncharacterized transposon- 2,81E-60 Ciins M  0.0-0.6 0.1-0.6 0101 0.1-0.1
derived protein F54H12.3
284 38454 T000022305.1 snp dnal homolog subfamily C member 10-like 0,00E+00 Mis M 0.0-0.5 0.1-0.5 0.1-0.0 0.0-0.0
217 96836 T000022678.1 snp FLYWCH zinc finger domain protein 3,66E-17 Mis M 0.0-0.7 0.4-09 0.4-0.5 0.6-0.7
466 1643 T000022928.1 snp NA NA Mis M 1.0-0.6 0.7-0.3 0.7-0.6 1.0-1.0
169 86676 T000023163.1 COMPIeX LPXTG cellwallanchor domain-containing  nop o MiS i 9804 0802 0807 1010
complex protein Mis
2,23E-
270 96344 T000024053.2 snp Innexin family-containing protein '1534 Mis M 0.1-0.6 0.3-0.7 0.3-0.3 0.0-0.0
. . . . 1,11E- .
233 106336 T000024132.1 snp peptidase family M1 containing protein 132 Mis M 0.9-0.1 0.9-0.5 0.9-0.8 1.0-1.0
complex, Mis
233 119334 T000024134.1 complex, NA NA Misl M,M 0.8-04 09-03 0508 1.0-1.0
snp
277 36337 T000024468.1 COmMPlex, dorsalgland cell-specific expression 9,58E-42 M M 05.09 0410 0403 0.0-0.0
shp protein Mis
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Mis,

277 36354 T000024468.1 COMPle dorsal gland cell-specific expression 958642 Mis, ™M 0510 0408 0403 0000
snp, snp protein . M
Mis
complex, ) . . Mis,
277 54464 T000024472.1 complex, COrs?l gland cell-specific expression 149628 Mis, "M 1005 0904 0908 1.0-1.0
protein L
snp Syn
277 54503 T000024472.1  snp s‘r’c::i'ng'a"d cell-specific expression 1,49E28 Mis M 1.0-0.5 1.00.4 1.009 1.0-1.0
complex, . - . Mis,
324 23787 T000024682.1 snp pentapeptide repeat-containing protein 7,75E-16 Mis M,M 04-09 0.3-0.7 0.3-04 0.0-0.0
260 6741 T000025554.1 snp pectate lyase 1 6,40E-78 Mis M 0.9-0.0 0.7-0.1 0.7-0.8 0.0-0.2
complex Mis, M, M
609 34561 T000027398.1 piex, predicted protein 2,17E-49 Mis, »°’  1.0-0.6 0.8-03 0809 0.4-04
snp, snp Mis M
237 145871 T000028814.1 snp NA NA Mis M 0.4-0.8 0.5-1.0 0.5-0.6 0.0-0.2
550 12529 T000029200.1 snp NA NA Mis M 0.2-0.7 0.3-0.8 0.3-0.3 0.3-0.3
4 183618 TO000000056.1 snp Splicing factor 3B subunit 2 0,00E+00 Syn L 0.2-0.7 0.4-10 04-06 1.0-1.0
4 185559 T000000056.1 snp Splicing factor 3B subunit 2 0,00E+00 Syn L 0.2-0.9 0.5-09 0.5-06 1.0-1.0
4 638116 T000000213.1 snp Discontinuous actin hexagon 1,23E-82 Syn L 0.7-0.2 0.6-0.1 0.6-0.6 0.0-0.0
4 962833 TO00000317.1 snp  ScTine/threonine-protein phosphatase 2A o o g L 0208 0510 0505 1.0-1.0
56 kDa regulatory subunit epsilon
8 41262 T000001542.1 snp SERF-like protein [ 1,66E-11  Syn L 1.0-04 1.0-0.5 1.0-0.8 1.0-1.0
2 620741 T0000019951 COmMPlex, Globin-ike domainand Globin, structural - fop oo SYN 5801 0500 0504 0000
snp domain-containing protein Syn
9,70e- PR
21 163201 T000002196.2 snp Transient receptor potential channel '156 & L 0.8-0.3 0.6-0.1 0.6-0.6 0.4-0.5
Syn
20 384616 T000003291.1 snp HMG box 1,67E-28 Syn L 0.9-0.3 0.7-0.3 0.7-0.7 0.0-0.0
complex, &S[IDnRt L,
7 701231 TO000003603.1 complex, Ets-domain protein 1,54E-40 Int ’ Mod, 0.4-09 0.6-1.0 0.6-0.5 0.0-0.0
del ’ Mod
Int
33 402464 TO000003819.1 snp, snp Homolog of Odr-2 (Two) 3,97E-30 Syn, L L 1.0-0.5 0.9-04 0.9-0.8 1.0-1.0
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Syn

29 471281 T000004044.1 snp Transmembrane matrix receptor MUP-4 0,00E+00  Syn L 0.0-0.5 0.2-0.6 0.2-0.1 0.0-0.0
29 647225 TO00004101.1 snp O aseactivating protein for Arf 18- on L 0309 0408 0404 0000
containing protein 112
40 138909 TO00004846.1  ins  cyclin domain protein 1,41E-90 ;‘l’:t L 08-0.2 0904 0908 1.01.0
50 225859 T000005403.1  snp gfﬁg:‘ond”a' thiamine pyrophosphate ) Jop o9 o L 0510 0308 0305 1010
. . 3,13E-  SpR
50 495184 T000005474.2 ins Integrator complex subunit 3 104 & Int L 0.0-0.5 0.1-0.7 0.1-0.2 0.1-0.0
. 1,38E-
60 15681 T000005484.1  snp  XAPS protein o M L 01-0.6 0.2-0.7 0201 0.00.0
. . SpR
NIPA1 (Nonlmprinted gene in Prader-
complex, . . 1,89E- & nt,
59 390120 T000006296.1 ins Willi/Angelman syndrome region 1) 179 SpR L L 0.2-0.6 0.5-1.0 0.5-0.6 0.0-0.0
homolog & Int
92 66760 T0000097531 snp  crdonuclease/exonuclease/phosphatase g gqr g6 gy | 0007 0206 0203 0000
family protein
92 90288 T000009762.1  snp ;’;‘ﬂ:}fg‘gb“”'t processome component 20 e g L 0901 0500 0504 0000
28 207093 T000010790.1  snp NA NA ;Fl’:t L 0210 0.1-0.6 0100 0.00.1
o 1,83E-  SpR
81 270571 TO000011625.1 complex histidine acid phosphatase 132 & Int L 0.8-0.2 0.5-0.1 0.5-0.6 1.0-1.0
113 276349 T000012382.1  snp ggky”” repeat domain-containing protein g oo o, ¢ L 09-04 0703 0707 1.0-1.0
- 7,79E-
137 32682 T000012558.1 snp membralin isoform X1 135 Syn L 0.3-0.7 0.2-0.6 0.2-0.3 1.0-1.0
85 217352 T000013870.1 snp Methionine synthase reductase 1,87E-62 8517th L 0.9-0.5 0.5-0.0 0.5-0.6 1.0-1.0
102 259494 T000014073.1 snp putative DNA polymerase 4,29E-93  Syn L 1.0-0.5 0.8-04 0.8-09 0.3-04
171 182455 T000014555.2 “°P!® shectrin beta chain 0006400 PR L 0207 03-08 0304 1.0-1.0
snp & Int, Mod,
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Int Mod
. . 3,45E- SpR
184 74946 T000016476.1 snp integrator complex subunit 4 105 & Int 0.9-04 0.9-04 0.9-0.8 0.0-0.0
131 31099 T000017827.1 snp UPF0428 protein CXorf56 -like protein 2,02E-91 Syn L 1.0-0.1 0.7-0.2 0.7-0.7 1.0-1.0
90 230819 T000018011.1  snp zfsg?stzoge"es's'assoc'ated serine-rich ) o250 syn L 0803 0.6-0.2 0605 0.00.0
168 176041 TO00018908.1 snp  minoacdtransporter, transmembrane  113E- o L 0801 0602 0605 0706
family-containing protein 161
142 37416 T000019578.1 snp NA NA Syn L 0.3-09 04-09 0404 1.0-1.0
SpR L
143 83375 T000020343.1 CI‘;?F;'EX CBR-NURF-1 protein, variant 2,61E-97 &Ir::t’ Mod, 0.7-0.2 0.5-0.0 0.5-04 0.0-0.0
,» SNp ! Mod
Int
143 124925 T000020351.1 snp, snp Protein CBG00614 8,85E-37 SS\;:’ LL 0.7-0.2 0.9-0.4 0.9-09 0.2-0.2
271 83878 T000020960.1 snp FAD dependent oxidoreductase 0,00E+00 Syn 0.0-0.7 0.2-0.7 0.2-0.2 0.0-0.1
239 62626 T000021180.1 snp DNA topoisomerase 3-beta-1 0,00E+00 Syn 0.0-0.8 0.1-0.6 0.1-0.2 1.0-1.0
186 137143 T000021672.1  snp ‘;f;:i'ng'and cell-specific expression 8,55E-20  Syn L  1.0-03 0.6-02 0607 0505
. . . 2,13E- Syn,
413 22257 T000021953.1 snp, snp cupin family protein 109 syn L, L 0.3-0.7 0.3-0.7 0.3-0.5 1.0-0.9
294 64177 T000022428.1 snp NCA Localization Factor 7,35E-65  Syn L 0.3-0.7 0.2-0.6 0.2-0.3 0.0-0.0
169 86658 T0000231631  del 16 cellwallanchordomain-containing  ; hop o SPR 0904 0802 0807 1.0-1.0
protein & Int
1,15E-
216 123735 T000023674.2 snp ATP-dependent DNA helicase PIF1 '1350 Syn L 0.1-0.7 0.2-0.6 0.2-0.2 0.4-0.4
. . . . 2,23E-
270 96349 T000024053.2 snp Innexin family-containing protein 154 Syn L 0.1-0.6 0.3-0.7 0.3-0.3 0.0-0.0
complex, dorsal gland cell-specific expression Syn,
277 36324 T000024468.1 piex, . g P P 9,58E-42 Syn, L, L L 0.4-09 03-1.0 0.3-04 0.0-0.0
snp, snp protein
Syn
SpR
246 81556 T000024555.1 del ubiquitin-40S ribosomal protein S27a 3,75E-27 &Tnt L 1.0-0.2 0.8-0.4 0.8-0.9 1.0-1.0
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| 7,93E-
461 62957 T000027710.1 °P'®Y hitative DNA polymerase 93 M| 0802 0600 0604 0102
snp 119 Syn
587 2600 T000029364.1 snp  vpothetical 27.8kDa protein T25D10.4in 5\ 5p oc  SPR 1.00.5 0.80.3 0809 1.0-1.0
chromosome Il, putative & Int
719 4398 T000029390.1 snp Ubiquitin thioesterase trabid 1,24E-17 Syn L 0.7-0.2 0.9-04 009-1.0 1.0-1.0
4 3245 T000000001.1  snp  V2cuolar protein sorting-associated L50E- 't Mod 0207 0308 0304 1.0-10
protein 54 175
. . 3,01E-
4 533227 T000000177.1 snp NeuroPeptide Receptor family 151 Int Mod 0.4-1.0 0.6-1.0 0.6-0.5 1.0-1.0
4 1008067 TO00000331.1  snp  DNA ligase 1 0,00E+00 Int Mod 0.9-0.3 0601 0604 0.0-0.0
3 1353331 T000003178.1 snp Ysine-specific demethylase SC-like L93E- 1t Mod 0105 061.0 0607 000.0
isoform X1 103
20 49800 T000003200.1  snp ;'jr'::'(')rl‘fgo (cadherin plus 7TM domain) 0,00E400 Int Mod 1.0-0.6 0.8-0.3 0.80.7 1.0-1.0
complex, 7 13E- Int, Mod,
20 190379 T000003240.1 complex, calpain D oo Mt Mod, 1004 0400 0403 00-00
snp Int Mod
20 266083 T000003261.1 snp UBX domain-containing protein 7 1,62E-77 Int Mod 0.1-0.6 0.4-0.8 0.4-04 1.0-1.0
20 303658 T000003270.1 snp mediator complex subunit MED14 1,67E-11 Int Mod 1.0-0.0 0.5-0.0 0.5-0.6 0.0-0.0
20 303691 TO000003270.1 ins mediator complex subunit MED14 1,67E-11 Int Mod 1.0-0.0 0.5-0.0 0.5-0.5 0.0-0.0
20 304232 T000003270.1 snp mediator complex subunit MED14 1,67E-11 Int Mod 1.0-0.5 0.9-0.4 0.9-09 1.0-1.0
20 308798 T000003271.1  snp Eg’r':sl';'g”) Fusion Degradation (veast UFD ) .1 o0 10t Mod  1.0-0.4 0.4-0.0 0404 0.0-0.0
ins. sn Int, Mod,
20 399099 T000003293.1 ;n P nematode cuticle collagen domain protein 5,44E-04 Int, Mod, 1.0-0.5 0.7-0.2 0.7-0.7 0.0-0.0
P Int Mod
20 531183 T000003332.1 snp 7 transmembrane receptor 2,12E-66 Int Mod 1.0-0.0 0.7-0.2 0.7-0.6 0.0-0.0
20 536194 T000003333.1 corgz:ex' Nuclear Hormone Receptor family 2,02E-08 'lr:t' '\l\/'/l‘;‘i' 0.9-04 0601 0608 0.0-0.0
20 736517 T000003399.1  snp  REX1 DNA Repair 7,00E79 Int Mod 1.00.1 0803 0806 0.0-00
33 402385 T000003819.1 snp  Homolog of Odr-2 (Two) 3,97E30 Int Mod 1.0-0.5 09-04 0908 10-1.0
1,20E-
6 438094 T000004221.1 snp hnRNP-R, Q splicing factor family 11("?6 Int Mod 1.0-0.6 0.9-0.5 0.9-1.0 1.0-1.0
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36 88312 T000004389.1 snp Zinc finger protein 0,00E+00 Int Mod 1.0-0.3 0.9-04 0.9-0.7 0.1-0.0
36 153952 T000004406.1  snp  protein Lilipod 1'12;7E‘ Int  Mod 1.0-0.6 1.0-0.4 1.0-0.8 1.0-1.0
36 525188 T000004507.1  del NA NA Int  Mod 1.005 0.9-04 0909 1010
10 678679 T000004727.1  snp  Cirrerentially expressedin FDCP 8 2,95E-46 Int Mod 0.0-0.8 0.4-0.8 0405 0.80.7
homolog isoform X1
16 162759 T000005000.1  snp NA NA Int  Mod 0.9-05 0804 0809 1010
16 162792 T000005000.1  snp NA NA Int  Mod 0.9-05 0.804 0809 1010
16 248607 T000005017.1 ins putative phospholipase B-like 2 7,14E-86 Int Mod 1.0-0.4 0.7-0.3 0.7-0.6 1.0-1.0
16 610496 T000005096.1 snp > KDareceptor-associated proteinofthe 2918 .\ v 1604 0004 0908 0810
synapse 175
50 220293 T000005399.1 TP Acetyicholine Receptor 5338 nt, Mod, 10 0510 0506 1.0-1.0
snp 169 Int Mod
59 226869 T000006258.1  ins  pecanex protein 0,00E+00 Int Mod 0207 06-1.0 0604 0.0-0.0
68 90070 T000006835.1 °MPIeX NA NA Int,  Mod, 164 0602 0605 1.010
ins Int Mod
68 191502 TO000006869.1 del Pep3/Vps18/deep orange family protein 0,00E+00 Int Mod 0.0-0.5 0.5-0.9 0.5-0.6 0.0-0.0
17 341733 70000071211 °"P'® Actacin-like metalloendopeptidase 45139 M Modi 001 0804 0807 0606
mnp Int Mod
77 129026 T000008086.1 Cor:np;ex' IntraMembrane Protease (IMPAS) family ~ 1,93E-77 'lr:t’ 'l\\/'/l‘;‘i' 0.1-0.6 0509 0503 0.0-0.0
77 233109 TO00008116.1  snp  "acuolarprotein sorting-associated 0,00E400 Int Mod 1.0-0.5 0.7-0.0 0.7-0.8 1.0-1.0
protein 41 -like protein
77 242552 T000008118.1  snp  Protein C39E9.8, isoform d 3,70E67 Int Mod 0.0-0.5 03-08 0302 0203
46 390950 TO000008821.1 snp Myosin heavy chain 0,00E+00 Int Mod 0.9-0.2 0.8-0.4 0.8-0.7 0.5-0.5
24 348694 T000008952.1 snp reverse transcriptase zszE_ Int Mod 0.8-0.2 0.7-0.3 0.7-0.8 1.0-1.0
37 305249 T000009585.1 ins Putative tyrosinase-like protein tyr-3 0,00E+00 Int Mod 0.8-0.3 0.8-0.3 0.8-0.7 1.0-1.0
92 60880 T000009751.1 complex NA NA Int  Mod 0.0-0.4 03-08 0303 0000
92 59120 T000009751.1 COTPIEX NA NA Int,  Mod, 165 0905 0908 1.0-1.0
snp Int Mod
136 57883 70000099331 snp  ChM (Cysteine Rich motor neuron 4,43E-97 It Mod 0804 0703 0706 0200

protein) homolog
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Hexokinase family and Hexokinase, N-

136 151314 T000009963.1 P terminal domain and Hexokinase, C- 3976- Int, Mod, 4964 0802 0807 0100
ins . . .. . 174 Int Mod
terminal domain-containing protein
71 345659 T000010359.2 complex, Potassium voltage-gated channel protein 7,49E- Int, Mod, 1.0-0.4 0.9-05 09-1.0 1.0-1.0
ins shk-1 142 Int Mod
38 234323 T000010426.1 snp ADenOsine Receptor homolog 1,50E-96 Int Mod 0.0-0.7 0.3-09 0.3-0.3 0.0-0.0
38 234339 T000010426.1 corgz:ex' ADenOsine Receptor homolog 1,50E-96 'lr:t’ 'l\\/'/l‘:;’ 0.00.6 0309 0304 0.0-0.0
86 132735 T000010553.1  snp NA NA It  Mod 0.0-0.8 0510 0504 1.0-1.0
83 157789 T000011797.1 COMPlex Transmembrane cell adhesionreceptor ) oe g Int Mod, g 500 0500 0505 0100
snp mua-3 Int Mod
109 194070 T000012136.2 complex Guanylate cyclase 0,00E+00 Int Mod 0.5-0.9 0.6-1.0 0.6-0.5 1.0-1.0
135 45773 T000012246.1 OMPlex, Pyruvate dehydrogenase phosphatase 120618 v Modh504 0602 0608 1.0-1.0
mnp regulatory subunit, mitochondrial Int Mod
| - . 8,68E-  Int,
113 241021 T000012372.1 OMPE pytative diacylglycerol kinase KO6AL.6 " Mod 0904 0803 0808 10-10
complex 158 Int
43 57727 T000013599.1  del  hypothetical protein ANCDUO_02652 5,09E-14 Int Mod 0.0-0.5 0.1-0.7 0.1-0.0 0.0-0.0
43 57755 T000013599.1 snp  hypothetical protein ANCDUO_02652 5,09E-14 Int Mod 0.3-0.7 03-0.7 0304 1.0-1.0
82 89881 T000013935.1 ins Thioredoxin domain-containing protein 15 2,93E-12  Int Mod 1.0-0.5 0.7-0.2 0.7-0.7 0.8-1.0
82 97433 T000013936.1 snp  -uPPressorof Stomatin mutant LIOE- ¢ Mod 1.00.6 0801 0809 1.0-1.0
Uncoordination 107
82 97441 T000013936.1 snp  -uPPressorof Stomatin mutant LIOE- ¢ Mod 1.005 0801 0809 1.0-1.0
Uncoordination 107
82 97448 T000013936.1  del  -uPPressorof Stomatin mutant LIOE- ¢ Mod 1.006 0802 0809 1.0-1.0
Uncoordination 107
82 126360 T000013945.1  ins NA NA It Mod 0.0-05 0509 0506 0.0-0.0
80 125568 T000015205.1  snp  DNA-binding protein D-ETS-3 isoform X3  1,53E-61 Int Mod 0.2-0.7 0.2-09 0202 0.0-0.0
2E-
44 299303 T000015543.1 snp Sulfhydryl oxidase 9’1331 Int Mod 1.0-0.5 0.4-0.0 0.4-0.5 1.0-1.0
116 269047 T000015913.1 snp  MH1 domain protein 8,82E-95 Int Mod 1.0-0.6 0.9-0.4 09-08 1.0-1.0
48 76653 T000016091.1 snp ankyrin repeat protein 1,51E-19 Int Mod 0.4-0.9 0.5-1.0 0.5-0.6 1.0-1.0
184 110128 T000016487.1 °P!® 3 biquitin-protein ligase hecd-1 0,00e+00 v Mod 4605 0307 0302 0000
mplex, Int, Mod,
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snp Int Mod
182 142367 T000016649.1 snp  ap Guaninenucleotide Exchange Factor  1,97E- \\\o4 0309 03-0.8 03-04 07-06
homolog 167
182 153233 T000016651.1  snp i'rlct;'i:gi:ccc“ domain-containing 2,22E-19 Int  Mod 0209 0308 0302 1.00.9
182 153353 T000016651.1 del, snp 2 "¢ finger CCCH domain-containing 174619 MY Mod o 08 0206 0203 0808
protein 14 Int Mod
complex Int, Mod,
255 90346 T000017164.1 " psn’ transmembrane protein 50A 1,02E58 Int, Mod, 1.0-0.5 0.9-0.4 0909 1.0-1.0
» NP Int Mod
153 47891 T000017239.1  del  Protein CBGO1955 11146 Int Mod 0308 04-09 0405 1.0-10
153 164714 T000017277.1  snp  Mediator of RNA polymerase Il >6%- |t Mod 0207 0208 0203 0102
transcription subunit 13 113
153 164669 T000017277.1  snp  Miediator of RNA polymerase Il >6%- |t Mod 0804 0803 0808 0909
transcription subunit 13 113
103 123333 T000017525.1  snp NA NA Int  Mod 1.005 0500 0503 1010
104 184633 T000017604.1  snp NA NA Int  Mod 0.4-09 0610 0604 1010
Int, Mod,
complex,
131 50938 T000017830.1 NA NA Int,  Mod, 0.1-0.7 04-0.8 0.4-05 0.0-0.0
del, snp
Int Mod
E- | M
110 272344 T000019339.1 ins, snp homeobox domain-containing protein 8'13181 Ir::c, Mcc):j' 0.4-1.0 0.6-1.0 0.6-04 1.0-1.0
279 8146 T000019529.1 snp WW domain-containing protein 2'117195 Int Mod 0.4-09 0.2-0.6 0.2-04 1.0-1.0
7E- | M
142 56606 T000019588.1 ins, snp transcription factor collier 3,9 nt, od, 0.4-0.8 0.4-0.8 0.4-0.5 1.0-1.0
180 Int Mod
174 20666 T000020024.1 del, del GSK3-beta interaction protein 1,57E-65 'lr:t' Mod 0.1-0.5 0.4-0.9 0403 0.0-0.0
174 38304 T000020027.1 °P!® MBOAT family protein 9738 Int,  Mod, 006 0108 0103 0.0-00
ins 124 Int Mod
174 96334 T000020045.1  snp  CRE-EFN-2 protein 337645 Int Mod 1.00.6 0902 0909 1.009
139 160130 T000020175.1 complex NA NA Int _Mod 0903 0902 0907 1010
139 160151 T000020175.1  snp NA NA Int _Mod 0.9-04 0903 0907 1010
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139 160156 T000020175.1  snp NA NA It  Mod 09-04 0903 0908 10-1.0
139 160163 T000020175.1  snp NA NA It  Mod 09-04 0903 0908 10-1.0
139 160171 T000020175.1  snp NA NA It  Mod 1.0-0.4 0.803 0808 10-1.0
139 160184 T000020175.1  snp NA NA It  Mod 1.0-0.4 0.803 0808 10-1.0
139 160191 T000020175.1  snp NA NA It  Mod 1.0-0.4 0.803 0808 10-1.0
139 160205 T000020175.1 complex NA NA It  Mod 1.0-0.4 0.803 0808 10-1.0
139 160219 T000020175.1  snp NA NA Int  Mod 09-04 08-0.2 0808 1.0-1.0
139 160230 T000020175.1  snp NA NA It  Mod 09-04 0803 0807 10-1.0
143 125256 T000020351.1 Corzz:ex' Protein CBG00614 8,85E-37 Ilr:c’ '\l\/'/lc(’)‘;' 0.70.0 0.80.4 0808 0.00.2
313 27136 T000020978.1 snp regulator of MON1-CCZ1 complex 3,77E-77  Int Mod 0.0-04 0.1-0.5 0.1-0.3 0.0-0.0
200 16182 T000021092.2 complex ImpB/MucB/SamB family protein 3,51E-74 Int Mod 0.1-0.6 0.2-0.6 0.2-0.4 0.0-0.0
130 106165 T000021432.1  snp NA NA Int  Mod 0.4-09 0208 0200 10-1.0
145 162865 T000022001.1  snp NA NA Int  Mod 1.0-0.6 0.8-0.3 0807 0810
291 85693 T000022500.1  snp NA NA Int  Mod 07-01 05-00 0506 0000
291 85721 T000022500.1  snp NA NA Int  Mod 07-01 05-00 0506 0000
206 57783 T000023772.1 f:zrr:zllee’;' NADH pyrophosphatase 3,36E-90 'lr:t’ Mod 0.0-0.5 0.0-0.5 0000 0.0-0.0
206 57793 T000023772.1 snp NADH pyrophosphatase 3,36E-90 Int Mod 0.0-0.5 0.0-0.5 0.0-0.0 0.0-0.0
206 84781 T000023777.1  del  S°dium-dependent high-affinity LOSE- ¢ Mod 0005 0106 01-00 0.00.0
dicarboxylate transporter 3 170
206 85037 T000023777.1  snp  Cdium-dependent high-affinity LO4E- ¢ Mod 0006 0108 01-02 000.0
dicarboxylate transporter 3 170
206 85088 T000023777.1  ins  -odium-dependent high-affinity LO4E- ¢ Mod 0007 0106 01-03 000.0
dicarboxylate transporter 3 170
270 96152 T000024053.2 °TPIE% | exin family-containing protein 2,238 nt, Mod, 06 0308 0302 0000
snp 154 Int Mod
355 74932 T000024083.1 snp  Neuropeptide-Like Protein 9,28E-23 Int Mod 0.0-0.7 0109 0100 10-1.0
233 119184 T000024134.1  snp NA NA Int  Mod 1.0-0.4 09-03 0908 1.0-1.0
286 8656 T000024383.1  del NA NA Int  Mod 0.4-09 04-09 0405 0.0-0.0
complex, . . . 1,03E- Int, Mod,
286 58404 T000024392.1 del cytidyltransferase domain protein 122 Int Mod 0.1-0.9 0.6-1.0 0.6-0.4 0.0-0.0
471 34063 T000024414.1 complex, replication factor C subunit 3 1,39E- Int, Mod, 0.3-1.0 0.3-09 0.3-0.3 1.0-1.0
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complex, 134 Int, Mod,
snp Int Mod
222 152194 T000025147.1 snp Transposable element Tc3 transposase 5,82E-05 Int Mod 0.5-0.0 0.7-0.0 0.7-0.8 1.0-1.0
481 29268 T000025326.1 snp retinoic acid receptor gamma 1,09E-32 Int Mod 0.2-09 0.3-0.8 0.3-0.3 1.0-1.0
| Int, M
481 43145 T000025332.1 corzzlex’ Intron-binding protein aquarius 0,00E+00 I’;t M‘(’)Z’ 0.5-0.9 0206 0202 1.00.9
344 52719 T000026502.1 COr:on')eX’ NA NA 'l';tt’ Mod 1.0-0.5 0.9-0.3 09-1.0 1.0-1.0
374 14798 T000027792.2  snp  olvpeptideN- 0,00E+00 Int Mod 0.4-0.9 0.6-1.0 0606 0.0-0.0
acetylgalactosaminyltransferase 5
575 19527 T000028173.1  snp  Putdtiveuncharacterized transposon- 2,16E20 It Mod 0.0-0.6 0.1-0.7 0.1-0.0 0.1-0.0
derived protein F54H12.3
662 24851 T000029255.1 COMPleX NA NA Int,  Mod, 04 0408 0404 0000
snp Int Mod
674 12247 T000029459.1  snp  HNTX-XI-10 precursor 569E-10 Int Mod 0.00.6 0207 0202 0.0-00
105 57290 '”Sén‘?p' NA NA  Inter NA 0.6-1.0 02-09 02-03 0.0-0.2
115 131539 complex, NA NA  Inter NA 0.6-02 05-0.0 0506 0.0-0.1
snp, snp
complex,
115 131557 mnp, NA NA  Inter NA 0702 0500 0506 0.0-0.1
snp
116 283596 snp NA NA  Inter NA 0307 0308 0304 0605
13 19816 co?np;ex' NA NA  Inter NA 0904 0702 0705 10-1.0
131 77218 del NA NA  Inter NA 0207 0310 0305 0000
134 234820 complex NA NA  Inter NA 0.0-0.6 0510 0503 0.0-00
134 234839 snp NA NA  Inter NA 0.0-07 0510 0503 0.0-00
135 257796 ins, ins NA NA  Inter NA 1.00.6 09-05 0909 10-1.0
138 86731 snp NA NA  Inter NA 0803 0804 0808 1010
139 100470 snp NA NA  Inter NA 0107 0206 0203 0302
14 477480 snp NA NA  Inter NA 0.9-05 09-04 0907 1010
149 80311 snp NA NA  Inter NA 1.00.0 07-02 0706 0200
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152 85920 snp NA NA  Inter NA 0510 051.0 0505 0.00.0
152 85927 ins NA NA  Inter NA 0510 0510 0506 0.00.0
153 114284 snp NA NA  Inter NA  0.2-0.7 0208 0203 1010
153 114291 complex NA NA Inter NA 0.2-0.8 0.3-0.8 0.3-0.3 1.0-1.0
16 418105 coTon')ex’ NA NA  Inter NA 1.0-05 0501 0505 10009
174 156972 ins NA NA  Inter NA 1.0-06 0803 0807 1010
174 174879 CO”JE:eX’ NA NA  Inter NA 0006 0106 0101 00-0.0
174 174953 snp NA NA _ Inter NA 1003 0803 0808 1010
174 185681 snp NA NA  Inter NA  0.0-0.7 021.0 0204 0.00.0
complex,
18 208380 complex, NA NA  Inter NA 0703 0602 0605 0304
snp
18 71983 snp NA NA  Inter NA 0.0-0.7 0408 0403 1010
18 72236 snp NA NA  Inter NA  0.0-05 0410 0402 1010
18 72290 snp NA NA _ Inter NA  0.0-0.5 0409 0402 1010
182 5624 snp NA NA _ Inter NA 0.9-03 0602 0606 0000
20 175688 clzgnpslr‘:; NA NA  Inter NA 1004 0601 0604 00-0.0
complex,
206 47299 complex, NA NA  Inter NA 1.00.6 09-04 0908 1010
ins
225 56297 complex, NA NA  Inter NA 1.0-04 1.0-0.5 1.0-1.0 1.0-1.0
snp, snp
234 54529 snp NA NA __ Inter NA 1004 1004 1010 1010
235 121421 snp NA NA __ Inter NA 0107 0408 0403 1010
236 63900 coTon')ex’ NA NA  Inter NA 1.0-0.5 06-0.2 0608 0604
complex,
236 72114 complex, NA NA  Inter NA 050.1 0500 0504 0000
snp
248 113975 snp NA NA _ Inter NA 0006 0610 0608 10009
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complex,

249 80222 mnp, NA NA  Inter NA 0106 0308 0305 0.0-00
snp
260 68581 snp NA NA Inter NA 0.9-0.1 0.9-0.5 009-1.0 1.0-1.0
265 4619 CoTon')eX' NA NA  Inter NA 0308 0308 0303 0.0-00
265 71807 snp NA NA  Inter NA 0308 0308 0304 1010
298 17362 complex NA NA  Inter NA 0905 0804 0807 1010
311 21163 snp NA NA  Inter NA 1.0-04 04-00 0405 0.0-00
314 25557 snp NA NA Inter NA 0.5-1.0 0.5-1.0 0.5-0.7 1.0-1.0
325 91667 complex NA NA  Inter NA 0801 0701 0707 0404
325 91690 snp NA NA  Inter NA 0804 07-01 0707 0.4-0.3
327 5769 snp NA NA  Inter NA 1.0-0.6 09-04 0908 1010
328 56591 snp NA NA  Inter NA 0804 0803 0807 0808
33 540854 snp NA NA  Inter NA 1.0-05 07-03 0708 10-1.0
355 76933 del NA NA  Inter NA 0.0-1.0 0207 0203 1010
359 73758 snp NA NA  Inter NA 0106 0410 0404 1010
36 343692 snp NA NA  Inter NA 1.004 09-05 0909 10-1.0
36 466814 ins NA NA  Inter NA 1.0-03 0804 0809 1010
367 79211 snp NA NA  Inter NA 0409 0509 0505 0405
38 206953 del, snp NA NA  Inter NA  0.0-0.5 0207 0203 0.0-0.0
381 42365 snp NA NA  Inter NA 0509 0610 0604 0504
4 427239 ins, snp NA NA  Inter NA 0309 051.0 0505 10-1.0
40 143820 snp NA NA  Inter NA 0.9-04 09-04 0908 1010
413 16497 complex, NA NA  Inter NA 0803 0804 0808 0.0-0.0
complex
45 205723 snp NA NA  Inter NA 0308 0610 0605 1010
45 324218 snp NA NA  Inter NA 0804 0602 0607 0000
451 27416 snp NA NA  Inter NA 0509 02-0.7 0200 0809
463 22128 snp NA NA  Inter NA 09-05 06-00 0606 1010
48 59725 snp, snp NA NA  Inter NA 0408 03-08 0304 1010
49 196931 snp NA NA  Inter NA 0106 0408 0404 0.0-00
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complex,

49 55825 complex, NA NA Inter NA 0.6-0.1 0.5-0.0 0.5-0.7 0.0-0.0
complex
497 37968 snp NA NA  Inter NA 1.004 0904 0910 1010
503 30030 '”S;n;” P NA NA  Inter NA 0.0-0.6 0206 0202 0.0-0.0
complex,
503 30035 complex, NA NA  Inter NA 0.0-0.6 0206 0202 0.0-0.0
mnp
52 143677 snp NA NA  Inter NA 0804 0400 0405 1010
541 24454 del NA NA  Inter NA 1004 0804 0809 1010
541 26069 snp NA NA  Inter NA 1.00.6 0902 0909 1010
564 6312 C°::ELex' NA NA  Inter NA  0.9-03 1.0-0.6 1.009 0.6-0.7
571 5718 snp, snp NA NA  Inter NA 051.0 051.0 0505 0.0-00
587 201 snp NA NA  Inter NA 1004 0904 0909 1010
587 477 snp NA NA  Inter NA 0109 0208 0204 0000
complex,
609 27668 complex, NA NA  Inter NA 0207 04-09 04-03 0.6-0.5
snp
609 27684 Coxs:x' NA NA  Inter NA 0207 0409 0404 0605
63 60667 snp NA NA  Inter NA 0702 0500 0504 0304
72 211540 Z‘;Tpslﬁ’; NA NA  Inter NA 0308 0409 0406 04-0.4
73 276024 ins, ins NA NA  Inter NA 1.0-0.6 0.8-0.2 0807 1.0-1.0
80 202853 snp NA NA  Inter NA  0.9-0.5 08-0.4 0810 1.0-1.0
82 177862 snp NA NA  Inter NA 0904 1006 1010 1010
86 198890 del'ng‘s' NA NA  Inter NA  0.0-0.7 06-1.0 0604 1.0-1.0
9 506010 c;’gl'p,:ﬁ’s" NA NA  Inter NA 1.0-04 0.8-0.2 0809 1.0-1.0
90 300810 snp NA NA  Inter NA 1.0-0.2 05-0.0 0503 0.0-0.0
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90 300832 snp NA NA Inter NA 1.0-0.6 1.0-0.6 1.0-1.0 1.0-0.8

90 48477 snp NA NA Inter NA 0.3-09 0.6-1.0 0.6-0.7 1.0-1.0
complex,
95 156905 complex, NA NA Inter NA 0.8-0.3 0.9-0.1 0.9-0.8 0.8-0.7
ins

1Complex = multiple type of nucleotide changes; del = deletion; ins = insertion; mnp = multiple nucleotide polymorphism; snp = single nucleotide polymorphism.

2 Conservative inframe deletion = Cldel; conservative inframe insertion = Clins; diruptive inframe insertion = Dlins; frameshift = Fs; missense = Mis; intergenic = Inter; intron =
Int; SPLICE DONOR REGION = sPd; splice region variant = SpR; stop gained = StG; synonymous = Syn.

3 High = H; Low = L; Moderate = M; Modifier = Mod.
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Table S. 5.4 Variants associated with an increasing allele frequency toward homozygous variants (AF < 0.05 or > 0.95) associated

with females selected on PI88788 whereas alleles of females selected on Peking remain unstable.

Allelic frequencies

Scaffold Position Hetgly Variant Blast2GO best hit description e-Value Effect _Varlant L4 ON1 ON1 ON34
ID TranscriptiD  type! type? impact® Founder- Founder- Founder- Founder-
PI188788 Pl188788 Peking Peking
complex,
1 1816544 T000000890.1 ins NA NA Fs, Fs H, H 0.5-1.0 0.6-1.0 0606 1.0-0.8
. Fs &
12 304537 T000002697.1 ins NA NA Stal. H 0.8-1.0 0.8-1.0 0.8-0.7 0.8-0.5
14 459766  T000007641.1 del, snp NA NA Fs, Fs H, H 0.3-0.0 0.2-0.0 0.2-0.3 0.5-0.4
SpA &
14 459892 T000007641.1 snp NA NA Int H 0.2-0.0 0.2-0.0 0202 0.4-0.4
34 50107 T000010623.1 del NA NA Fs H 0.8-1.0 0.7-1.0 0.7-0.7 0.0-0.1
71 365565 T000010362.1 ins hypothetical protein CRE_17270 0 Fs H 0.8-1.0 0.6-1.0 0.6-0.7 0.8-0.8
POU domain, class 3, StG,
a >0397  TO00018228.1  snp,snp - rintion factor 3 1,29€-18 mis M 0810 0810 0808 07-08
137 104461 T000012581.1 ins,snp D7 Tipose pyrophosphatase, 4,37E-09 s, M
! mitochondrial ! Mis ! 0.7-1.0 0.7-1.0 0.7-0.6 0.3-0.5
ins, ins, Fs, Fs,
149 112949 T000022084.1 ins NA NA Fs H, H, H 0.6-0.0 0.4-0.0 0.4-0.5 0.4-0.7
576 36216 T000028402.1 del NA NA Fs H 0.5-1.0 0.6-1.0 0.6-0.2 1.0-0.7
complex, Mis, M. M
1 77317 T0O00000441.1 complex, NA NA Mis, IIVI !
complex Mis 0.3-0.0 0.5-0.0 0.5-0.4 0.8-0.9
1 873420 T000000669.1 snp Proline-rich protein 12 3,47E-55 Mis 0.4-1.0 0.8-1.0 0.8-0.4 1.0-0.7
hypothetical protein .
1 1149341 T000000758.1  snp r o 65039 9,01E-11  Mis M 0710 0810 0808 07-07
complex, Mis,
! 1816522 T000000830.1 snp NA NA Mis M, M 0.5-1.0 0.6-1.0 0.6-0.6 1.0-0.8
1 1816539 T000000890.1 snp NA NA Mis M 0.5-1.0 0.6-1.0 0.6-0.6 1.0-0.8
12 126930 T000002641.1 del NA NA Didel M 0.7-1.0 0.7-1.0 0.7-0.8 0.5-0.5
12 126945 T000002641.1 snp NA NA Mis M 0.7-1.0 0.7-1.0 0.7-0.8 0.5-0.4
12 127040 T000002641.1 snp NA NA Mis M 0.8-1.0 0.7-1.0 0.7-0.8 0.3-0.4
complex 4-hydroxybenzoate Mis
12 727438  T000002816.1 snp " polyprenyltransferase, 1,48E-114 Syn' M, L
mitochondrial isoform X1 0.4-1.0 0.6-1.0 0.6-0.6 0.0-0.4
14 459575 T000007641.1 snp NA NA Mis M 0.2-0.0 0.2-0.0 0.2-0.2 0.4-0.5
14 459803 T000007641.1 snp NA NA Mis M 0.2-0.0 0.2-0.0 0.2-0.3 0.4-0.3
16 164129 T000005001.1 snp NA NA Mis M 0.8-1.0 0.7-1.0 0.7-0.6 0.5-0.6
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complex, . Mis,
26 356372 T000006099.1 snp zinc transporter 1 8,28E-139 Mis M, M 0.6-1.0 0.8-1.0 0805 0001
Vesicular PolyAmine .
28 210497 TO00010791.1  snp oo orter 4,41E-68 Mis M 0410 0610 0606 0305
Vesicular PolyAmine .
28 215654 10000107921 snp oo orter 491E-56  Mis M 0710 0810 0807 0607
34 36124 T000010619.1 snp putative gland protein G20E03 9,82E-121 Mis M 0.4-0.0 0.4-0.0 0.4-0.4 0.3-0.2
Mis,
34 313800  T000010677.1 :r‘]’r:“p';x NA NA Mis, Ml'VIM'
P, SNP Mis 0.8-1.0 0.7-1.0 0706 1004
34 571740 T000010727.1 snp antiviral helicase 0 Mis M 0.8-1.0 0.8-1.0 0.8-0.6 0.3-04
complex, Mis,
34 >74799 10000107281 snp NA NA Mis M, M 0.9-1.0 0.7-1.0 0.7-0.6 0.0-0.0
Elongation factor Tu GTP-
89 214080 T000017040.1 snp binding domain-containing 1,72E-72 Mis M
protein 1 0.8-1.0 0.8-1.0 0.8-0.5 0.0-0.0
RNA-directed DNA polymerase Mis
101 115890 T000016030.1 COMPIeX, (reverse transcriptase) and 3,96E-114  Mis, M, M,L
snp, snp Integrase domain containing Svn
protein Y 0.3-0.0 0.3-0.0 0.3-0.2 0.2-0.3
101 141620 T000016040.1 snp protein TANC1 isoform X1 3,81E-19 Mis M 0.6-0.0 0.2-0.0 0.2-0.4 0.8-0.6
. Mis,
114 167374 T000017737.1 snp,snp CRE-ROD-1 protein 3,55E-134 Mis M, M 0.6-1.0 0.7-1.0 0708 01-0.2
114 167384 T000017737.1 snp CRE-ROD-1 protein 3,55E-134 Mis M 0.6-1.0 0.7-1.0 0.7-0.8 0.1-0.2
114 167390 T000017737.1 complex CRE-ROD-1 protein 3,55E-134 Mis M 0.6-1.0 0.7-1.0 0.7-0.8 0.1-0.2
148 207224 T000014967.1 complex Talin-1 0 Mis M 0.8-1.0 0.8-1.0 0.8-0.8 0.6-0.6
188 100704 T000018675.1 complex putative gland protein G17G01 3,51E-33 Mis M 0.8-1.0 0.7-1.0 0.7-0.8 0.3-0.6
class Il Aldolase and Adducin .
207 47486 10000211281 snp 4 in protein 4/18E-72 Mis M 0810 0810 0808 0908
complex, poly(A) polymerase gamma-like Mis,
249 100076 T000020222.1 snp isoform X1 3,18E-40 Mis MM 0.8-1.0 0.8-1.0 0.8-0.7 0.8-0.2
260 45222 T000025559.1 snp pectate lyase 1 1,49E-75 Mis M 0.7-1.0 0.8-1.0 0.8-0.8 1.0-0.7
260 45232 T000025559.1 snp pectate lyase 1 1,49E-75 Mis M 0.7-1.0 0.8-1.0 0.8-0.8 1.0-0.7
260 45237 T000025559.1 snp pectate lyase 1 1,49E-75 Mis M 0.7-1.0 0.8-1.0 0.8-0.8 1.0-0.7
296 44441 T000025586.1 del NA NA Didel M 0.3-0.0 0.3-0.0 0.3-0.2 0.6-0.7
Leucine-rich repeat-containing .
308 48679 T000019634.1  snp o oin let-a 6,67€-56 Mis M 0810 0810 0808 0905
complex, Leucine-rich repeat-containing Mis,
308 48735 T000019634.1 snp protein let-4 6,67E-56 Mis M, M 0.7-1.0 0.8-1.0 0.8-0.8 0.9-0.7
complex, Leucine-rich repeat-containing Mis,
1 1 i E- L
308 4874 000019634 snp protein let-4 6,67E-56 Syn M, 0.7-1.0 0.8-1.0 0.8-0.8 0.9-0.7
308 48755 T000019634.1 complex, Leucine-rich repeat-containing 6,67E-56 Mis, M, L 0.7-1.0 0.8-1.0 0.8-0.8 0.9-0.7
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snp protein let-4 Syn
complex, Leucine-rich repeat-containing Mis,
308 48766 T000019634.1 snp protein let-4 6,67E-56 Mis M, M 0.7-1.0 0.8-1.0 0.8-0.8 0.9-0.6
complex, . Mis,
374 30089 T000027794.1 snp Nucleolar protein 10 1,08E-92 Mis M, M 0.5-1.0 0.6-1.0 06-0.8 0.0-0.0
complex,
387 19251 T000028484.1 complex, Zinc knuckle family protein 1,33E-56 Mis M
shp 0.6-1.0 0.6-1.0 0.6-0.7 0.6-0.4
complex, . . . Mis,
463 27304 T000024745.1 snp Lissencephaly-1 -like protein A 4,92E-27 Syn M, L 0.2-1.0 0.8-1.0 0.8-0.6 0.0-0.0
517 40746 T000027947.1 snp NA NA Mis M 0.8-1.0 0.6-1.0 0.6-0.5 0.3-0.7
hypothetical protein
! 1149390  T000000758.1  snp & 95939 9,01E-11 Syn L 0610 0810 0807 0706
12 126951 T000002641.1 snp NA NA Syn L 0.7-1.0 0.7-1.0 0.7-0.8 0.6-0.5
12 492241  T000002751.1 snp Sec16 ortholog 5,14E-141 Syn L 0.6-1.0 0.5-1.0 0.5-0.7 0.6-0.4
. . SpR &
12 720329 T000002814.1 ins Bm13019, isoform b 2,98E-19 Int L 0.5-1.0 0.8-1.0 0.8-0.7 0.5-0.4
pyridoxal-dependent
12 734736 T000002818.1 ke decarboxylase domain protein 0 Syn L 0.6-1.0 0.6-1.0 0.6-0.7 0.7-0.5
SpR &
14 459563  T000007641.1 complex NA NA Int L 0.2-0.0 0.2-0.0 0.2-0.2 0.4-0.6
14 459795  T000007641.1 snp NA NA Syn L 0.2-0.0 0.2-0.0 0.2-0.2 0.5-0.3
17 618859 T000007182.1 snp CUB domain protein 1,19E-10 Syn L 0.8-1.0 0.7-1.0 0.7-0.8 0.2-0.8
34 313714 T000010677.1 snp NA NA Syn L 0.7-1.0 0.6-1.0 0.6-0.6 1.0-0.7
44 17323 T000015492.1 snp AMP-binding enzyme 2,19E-50 Syn L 0.3-0.0 0.2-0.0 0.2-0.4 0.5-0.8
complex, . SpR &
44 17337 T000015492.1 snp AMP-binding enzyme 2,19E-50 Int L 0.3-0.0 0.2-0.0 0203 06-08
poly-gamma-glutamate
>2 245764 T000005679.1  snp 50 thesis protein 8038136 Syn L 0310 0710 0705 1007
rab GTPase-activating protein 1- SpR &
65 347682 TOO0O17478.1  snP o isoform X1 137817 Int ! 0810 0810 0808 1008
82 46319 T000013927.1 snp Nck-associated protein 1 0 Syn L 0.8-1.0 0.5-1.0 0.5-0.7 0.0-0.0
complex, . .
82 50180  T000013927.1 snp Nck-associated protein 1 0 Syn L 0.5-1.0 0.7-1.0 0.7-0.5 0.0-0.0
82 50198 T000013927.1 snp Nck-associated protein 1 0 Syn L 0.5-1.0 0.7-1.0 0.7-0.5 0.0-0.0
ribose-phosphate
12 1 11 A L
/ 30694 1000011707 S diphosphokiNAse 0 syn 0300 0200 0202 0.7-09
SpR &
137 59716 T000012568.1 °™P!® importin-7 isoform X1 0 nt, L
ins SpR &
Int 0.8-1.0 0.7-1.0 0.7-0.6 0.0-0.0
188 156402 T000018690.1 snp putative gland protein G17G01 4,87E-88 Syn L 0.7-1.0 0.7-1.0 0.7-0.8 0.6-0.6
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Methyltransferase-like protein

193 126724 T000018732.2 snp 13 1,44E-34 Syn L 0.8-1.0 0.8-1.0 0808 0805
zinc finger protein 3-like
225 105145 70000278891 smp oo xo 197809 Syn ! 0810 0810 0808 0506
SpR &
250 48773 T000025426.1 snp NA NA Int L 0.8-1.0 0.7-1.0 07-0.8 0.4-07
dorsal gland cell-specific SpR &
250 129401 T000025443.1 Snp expression protein 9,21E-13 Int L 0.2-0.0 0.4-0.0 0.4-0.7 0.0-0.4
SpR &
260 45213 T000025559.1 snp pectate lyase 1 1,49E-75 Int L 0.7-1.0 0.8-1.0 0.8-0.8 1.0-0.7
260 45242 T000025559.1 snp pectate lyase 1 1,49E-75 Syn L 0.7-1.0 0.8-1.0 0.8-0.8 1.0-0.7
Pao retrotransposon peptidase
270 76865 T000024046.1  snp o brotein 3,46E-89 Syn L 0710 0610 0606 0000
275 81552 T000023265.1 snp retrotransposon gag protein 2,43E-19 Syn L 0.7-1.0 0.8-1.0 0.8-0.7 0.5-0.7
dorsal gland cell-specific
277 1732 T 24471.1 1,02E- L
°173 0000 S expression protein 02835 Syn 05-1.0 07-1.0 07-0.6 0805
Polycystin cation channel,
285 59025 T000020577.1 snp PKD1/PKD2 domain-containing 0 Syn L
protein 0.7-1.0 0.8-1.0 0.8-0.8 1.0-0.6
Polycystin cation channel,
285 59034 T000020577.1 snp PKD1/PKD2 domain-containing 0 Syn L
protein 0.8-1.0 0.8-1.0 0.8-0.8 1.0-0.6
complex, InC,
296 44979 T000025587.1 snp NA NA InC Lt 0.2-0.0 0.2-0.0 0.2-0.2 0.6-0.5
298 28295 T000026899.1 snp Coatomer subunit gamma 0 Syn L 0.8-1.0 0.8-1.0 0.8-0.7 0.7-0.3
Leucine-rich repeat-containing
48714 T 19634.1 7E- L
308 8 00001963 S orotein let-4 6,67E-56  Syn 0.6-1.0 0.7-1.0 0708 0.9-0.5
469 54842 T000027310.1 snp DNA helicase Pifl-like 3,29E-120 Syn L 0.7-1.0 0.7-1.0 0.7-0.7 0.8-0.8
474 60582 T000029311.1 snp NA NA Syn L 0.6-1.0 0.7-1.0 0.7-0.6 1.0-0.8
complex, . Int, Mod,
1 1324371 T000000808.1 del protein CutA homolog 1,19E-38 Int Mod  0.7-1.0 0.8-1.0 0.8-05 0.7-0.7
. Int, Mod,
1 1324405 T000000808.1 del, snp protein CutA homolog 1,19E-38 Int Mod  0.7-1.0 0.8-1.0 0.8-0.6 0.8-0.6
9 250473  T000005803.1 snp PREDICTED: thrombospondin-3 5,30E-12 Int Mod 0.6-1.0 0.6-1.0 0.6-0.7 0.7-0.7
Transcription elongation factor
11 2 1265.1 2,17E-
>8327 1000001265 *"P B polypeptide 3 A7E60 It Mod 5510 0610 0606 0407
12 128028 T000002641.1 snp NA NA Int Mod  0.8-1.0 0.7-1.0 0.7-0.2 0.7-0.5
12 129997 T000002641.1 snp NA NA Int Mod 0.8-1.0 0.6-1.0 0.6-0.8 1.0-0.4
L . Int, Mod,
12 803514 T000002837.1 ins,ins  PaTched Related family 2,93E-107 Int Mod  0.5-1.0 0.7-1.0 0.7-0.7 0.3-0.8
14 459549  T000007641.1 snp NA NA Int Mod  0.2-0.0 0.2-0.0 0.2-0.2 0.4-0.6
14 488953  T000007645.2 snp Protein lapl 1,40E-169 Int Mod  0.8-1.0 0.8-1.0 0.8-0.6 0.0-0.0
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TWIiK family of potassium

16 490929 T000005066.1 snp channels 3,37E-124 Int Mod 0.8-1.0 0.5-1.0 0508 1.0-0.7
TWiK family of potassium
16 490963 T000005066.1 snp channels 3,37E-124 Int Mod 0.8-1.0 0.6-1.0 06-08 1.0-0.7
16 540299 T000005076.1 snp Innexin unc-9 1,85E-08 Int Mod 0.7-1.0 0.8-1.0 0.8-0.8 0.7-0.6
17 643844  T000007186.1 ins NA NA Int Mod 0.5-1.0 0.7-1.0 0.7-0.6 0.8-0.8
hypothetical protein
18 617225 T000010092.1  snp zg;MA_Sszspeoomo, partial 9,108-35 It Mod 610 0810 0807 1008
complex, . . . Int, Mod,
18 817920 T000010142.1 snp integrase core domain protein 2,27E-46 Int Mod  0.7-1.0 0.7-1.0 0.7-0.8 0.8-0.8
Int, Mod,
complex, . .
23 344325 T000006991.2 del. del zinc finger, C2H2 type 3,61E-73 Int, Mod,
! Int Mod 0.3-0.0 0.4-0.0 0.4-0.5 0.3-0.4
complex, . Int, Mod,
26 356443  T000006099.1 snp zinc transporter 1 8,28E-139 Int Mod 0.6-1.0 0.8-1.0 0.8-05 0.0-0.1
30 187721 T000008195.1 snp Protein CBG10707 1,25E-21 Int Mod 0.7-1.0 0.6-1.0 0.6-0.4 0.1-0.2
34 40516 T000010620.1 complex glutathione synthase 5,86E-165 Int Mod 0.7-1.0 0.6-1.0 0.6-0.7 0.4-0.7
45 376234 T000016334.1 snp Zinc metalloproteiNAse NAs-12 2,92E-72 Int Mod 0.2-0.0 0.2-0.0 0.2-0.2 0.0-0.2
49 136583 T000011009.1 snp NA NA Int Mod 0.6-1.0 0.7-1.0 0.7-0.6 0.6-0.6
52 85097 T000005644.1 snp AFG3-like protein 2 0 Int Mod 0.8-0.0 0.3-0.0 0.3-0.3 1.0-1.0
52 125909 T000005650.1 snp NA NA Int Mod  0.2-1.0 0.6-1.0 0.6-0.7 0.1-0.0
complex, , o Int, Mod,
52 276998 T000005688.1 ins WAP-type 'four-disulfide core 1,20E-90 Int Mod  0.7-0.0 0.3-0.0 0.3-0.5 0.1-0.2
58 164254 T000013122.1 snp LIM domain protein 2,15E-116 Int Mod 0.1-1.0 0.7-1.0 0.7-0.7 0.1-0.1
AF273736_1hypothetical
64 198921 T000014444.1 snp esophageal gland cell secretory 4,51E-52 Int Mod
protein 9 0.7-1.0 0.7-1.0 0.7-0.8 0.7-0.4
70 311073 T000010227.1 snp 60S ribosomal protein L18 1,14E-91 Int Mod 0.5-1.0 0.8-1.0 0.8-0.6 0.0-0.0
70 346731 T000010238.1 snp transposase 6,26E-44 Int Mod 0.5-1.0 0.7-1.0 0.7-0.7 0.0-0.0
SMAD domain, Dwarfin-type
and MAD homology 1, Dwarfin-
70 361330 T000010242.1  ins  'YPedomainand SMAD/FHA 6,95E-22 Int  Mod
domain and MAD homology,
MH1 domain and SMAD
domain-like-containing protein 0.6-1.0 0.8-1.0 0.8-0.8 0.3-0.3
SMAD domain, Dwarfin-type
and MAD homology 1, Dwarfin-
complex, type domain and SMAD/FHA Int, Mod,
70 361422 T000010242.1 snp domain and MAD homology, 6,95E-22 Int Mod
MH1 domain and SMAD
domain-like-containing protein 0.6-1.0 0.6-1.0 0.6-0.8 0.2-0.3
70 375964 T000010245.1 complex, SMAD domain, Dwarfin-type 5,73E-58 Int, Mod, 0.4-1.0 0.8-1.0 0.8-0.5 0.3-0.0
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snp and MAD homology 1, Dwarfin- Int Mod
type domain and SMAD/FHA
domain and MAD homology,
MH1 domain and SMAD
domain-like-containing protein
74 147204  T000014997.1 snp patched family protein 1,40E-150 Int Mod 0.4-1.0 0.8-1.0 0.8-0.6 0.0-0.0
82 68152 T000013930.1 ins NA NA Int Mod 0.7-1.0 0.7-1.0 0.7-0.5 0.0-0.0
complex, o . Int, Mod,
89 204816 T000017038.2 complex, Ebé?;':;c;‘rb°xy' termiNAl 9,01-18  Int,  Mod,
del ¥ Int Mod 0.7-1.0 0.7-1.0 0.7-0.6 0.0-0.3
Elongation factor Tu GTP-
89 214217 T000017040.1 snp binding domain-containing 1,72E-72 Int Mod
protein 1 0.8-1.0 0.7-1.0 0.7-0.6 0.0-0.0
complex, Int, Mod,
89 241582  T000017042.1 complex, patched family protein 0 Int, Mod,
complex Int Mod 0.8-1.0 0.8-1.0 0.8-0.6 0.5-0.2
Int, Mod,
complex, .
114 167409 T000017737.1 R CRE-ROD-1 protein 3,55E-134 Int, Mod,
P, snp It Mod 0.6-1.0 07-1.0 07-0.8 02-0.1
complex, probable ATP-dependent RNA Int, Mod,
121 118320  T000013548.1 snp helicase DHX34 0 Int Mod  0.6-1.0 0.8-1.0 0.8-0.8 0.7-0.8
122 151650 T000013798.1 snp CRE-SUR-7 protein 1,08E-17 Int Mod 0.8-1.0 0.8-1.0 0.8-0.4 1.0-0.8
Uncharacterized protein
124 189973 T000012857.1 snp F10E9.4 1,17E-09 Int Mod 0.4-1.0 0.7-1.0 0708 03-03
128 159347 T000019691.1 ins NA NA Int Mod  0.5-0.0 0.3-0.0 0.3-0.2 1.0-1.0
complex, .
137 100073 T000012580.1 complex, Isf]ttzrr:?nbetfofg%p;"errepeat 1,02E-51 Int  Mod
complex &p 0700 03-00 0303 0910
complex, . . Int, Mod,
140 196326 T000014897.1 complex, E;:gf:mda;r:;?;e":z:ezi'n RNA 1,236-104  Int,  Mod,
del & P Int Mod  0.6-1.0 0.8-1.0 0.8-0.8 0.7-0.5
intermediate filament tail Int, Mod,
142 97479 TO00019598.1 del snp i orotein 0 Int  Mod 04-1.0 03-1.0 03-0.6 0.090.1
zinc finger CCHC domain-
1 152 2 A 1,61E-1
>4 71320 7000020493 *"P " containing protein 8 B1EL It Mod 5810 0610 0607 0607
154 167017 T000020514.1 snp NA NA Int Mod  0.7-1.0 0.8-1.0 0.8-0.8 1.0-0.8
188 102937 T000018676.1 snp NA NA Int Mod 0.3-0.0 0.2-0.0 0.2-0.2 0.5-0.3
complex, . . Int, Mod,
188 156448 T000018690.1 . putative gland protein G17G01 4,87E-88 Int Mod  0.7-1.0 0.8-1.0 0808 0.7-0.4
L-density lipoprotein receptor-
2 1991 21100.1
00 71991 T000021100 " related protein ° it Mod 5710 0210 0204 0401
209 76825 T000022449.1 complex, S-antigen 8,35E-13 Int, Mod, 0.3-1.0 0.8-1.0 0.8-0.4 0.2-0.6
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snp Int Mod
Transposable element Tc3
222 152194 70000251471 snp A PO0 5,82E-05 It Mod oo 0a00 07.08 1010
Astacin-like
236 34156 T000026150.1  snp . olioendopeptidase 1,59€-14 It Mod 5,40 0810 0808 1008
complex, . Int, Mod,
374 20991 T000027794.1 “7(HEY Nucleolar protein 10 1,08E-92 N Med 0510 0640 0607 0000
439 721 T000026754.1 snp Multiple PDZ domain protein 0 Int Mod  0.8-1.0 0.6-1.0 0.6-0.4 0.4-0.4
469 30116  T000027308.1  snp NA NA It  Mod 0.3-00 03-00 03-0.4 02902
1 62012 snp NA NA Inter NA  07-1.0 0.7-1.0 0707 0.5-0.4
complex,
! 1964626 snp NA NA Inter — NA " 0810 0810 0808 0806
12 304028 del NA NA Inter NA  07-1.0 0.7-1.0 0706 0.6-0.3
15 114048 snp, snp NA NA Inter NA  0.2:0.0 0200 0202 1.0-10
15 501771 snp NA NA Inter NA  05-0.0 0300 0303 0304
complex,
16 203115 complex, NA NA Inter NA
complex 0.5-00 03-00 03-06 0403
21 644562 snp NA NA Inter NA 0.7-1.0 0.6-1.0 0608 0.7-0.8
25 452116 ins NA NA Inter NA 0810 0810 0808 0.7-05
34 434288 snp NA NA Inter NA  0.7-1.0 07-1.0 0.7-0.8 1.00.7
34 580490 snp NA NA Inter NA  0.7-1.0 0.7-1.0 0.7-0.8  0.0-0.0
complex,
38 224030 snp, snp NA NA Inter — NA 0810 0810 0804 1008
complex,
39 283193 ins NA NA Inter — NA" 02.00 0300 0304 0502
41 483358 snp, snp NA NA Inter NA  0.8-1.0 0.7-1.0 0.7-0.7 1.00.7
complex,
41 483382 snp NA NA Inter — NA 0810 0810 0807 1.00.7
45 113616 snp NA NA Inter NA  0.7-1.0 0.4-10 0407 0.4-0.8
45 456118 snp NA NA Inter NA  0.8-1.0 0810 0808 0705
52 415901 snp NA NA Inter NA  03-1.0 0.6-1.0 0608 0.8-0.8
complex,
> 92265 del,inp NA NA Inter — NA " 0010 0810 0808 0605
66 140074 snp NA NA Inter NA  0.81.0 07-1.0 0707 0.8-0.7
66 140079 snp NA NA Inter NA 0.81.0 0610 0607 0806
67 89685 snp NA NA Inter NA 0.7-1.0 0810 0808 0.506
69 37958 snp NA NA Inter NA 0810 0810 0808 0.9-07
81 138441 complex NA NA Inter NA 0.8-1.0 0810 0808 1006
82 199807 snp NA NA Inter NA  05-1.0 0810 0806 1.0-0.7
87 73759 snp NA NA Inter NA  0.6-1.0 07-1.0 0706 1.0-0.8
89 229909 snp NA NA Inter NA 0810 0810 0807 0304
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complex,

89 229936 complex, NA NA Inter NA
snp 0.8-1.0 08-1.0 0807 0.4-05
94 116655 snp NA NA Inter NA  0.8-1.0 0810 0808 0506
105 149144 ins NA NA Inter NA  0.8-1.0 0.7-1.0 07-08 000.1
139 76487 snp NA NA Inter NA  0.8-1.0 0.81.0 0807 0405
152 85920 snp NA NA Inter  NA  05-1.0 05-1.0 0505 0.0-00
152 85927 ins NA NA Inter NA  05-1.0 05-1.0 0506 0.0-0.0
complex,
188 43991 snp, snp NA NA Inter — NA~ 4740 0810 0807 1007
188 104536 snp NA NA Inter NA  0.8-1.0 0.81.0 0808 0808
188 104562 ins, snp NA NA Inter  NA  0.8-1.0 0.81.0 0807 0405
complex,
191 120593 snp NA NA Inter — NA " 93.00 0200 0203 07-04
197 67948 complex NA NA Inter NA  0.8-1.0 07-1.0 07-08 1.00.7
207 75873 snp NA NA Inter  NA  0.7-1.0 05-1.0 0507 0908
complex,
221 163912 complex, NA NA Inter NA
snp 0.61.0 05-1.0 0508 1.0-05
complex,
236 38705 ins, ins NA NA Inter  NA" 03.00 0200 0203 0308
236 86525 del NA NA Inter  NA  0.7-1.0 0.81.0 0807 1008
250 21995 ins NA NA Inter NA  0.7-1.0 07-1.0 0.7-08 0.0-0.4
252 93988 ins NA NA Inter NA  0.8-1.0 0.81.0 0805 0608
252 93995 snp NA NA Inter NA  0.8-1.0 0.81.0 0805 0608
264 86756 snp NA NA Inter NA  0.7-1.0 0810 0807 1007
268 25854 snp NA NA Inter NA  0.4-0.0 0.4-0.0 0402 0203
complex,
268 25864 snp NA NA Inter — NA 0400 0400 0402 0203
323 34737 snp NA NA Inter NA  0.8-1.0 0.81.0 0807 0605
complex,
331 33481 comf)lex NA NA Inter — NA~ 9810 0810 0808 1.0-08
331 33511 complex NA NA Inter NA 0.8-1.0 0.8-1.0 0.8-0.8 1.0-0.7
381 86576 snp NA NA Inter NA  0.6-1.0 0.81.0 0808 0807
388 63320 snp NA NA Inter NA  0.6-1.0 0.6-1.0 0607 0506
474 60510 snp NA NA Inter NA  0.7-1.0 07-1.0 07-06 1.008
474 60523 snp NA NA Inter NA  0.7-1.0 07-1.0 0.7-06 1.008
571 5718 snp, snp NA NA Inter NA 0.5-1.0 0.5-1.0 0.5-0.5 0.0-0.0
648 12836 snp NA NA Inter NA  0.8-1.0 0.81.0 0808 0605
648 12897 snp NA NA Inter NA  0.8-1.0 0.7-1.0 07-08 0.7-0.4
648 13092 snp NA NA Inter NA  0.8-1.0 0.7-1.0 07-06 0603
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658 21181 snp NA NA Inter NA 0.7-1.0 0.7-1.0 0.7-0.7 0.8-0.6

1Complex = multiple type of nucleotide changes; del = deletion; ins = insertion; mnp = multiple nucleotide polymorphism; snp = single nucleotide polymorphism.

2 Conservative inframe deletion = Cldel; conservative inframe insertion = Clins; diruptive inframe insertion = Dlins; frameshift = Fs; initiator codon variant = InC; missense = Mis;
intergenic = Inter; intron = Int; splice acceptor variant = SpA; splice donor region = sPd; splice region variant = SpR; start lost = Stal; stop gained = StG; synonymous = Syn.

3 High = H; Low = L; Moderate = M; Modifier = Mod
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Table S. 5.5 Design matrix for edgeR contrast.

Sample_id

PI88788

kallisto_N701---N503_ON21_1_2_J2
kallisto_N701---N504_ON1_1-1
kallisto_N701---S517_ON24_2-3
kallisto_N702---N502_ON6_1-2
kallisto_N702---N504_ON1_1-3
kallisto_N702---S517_ON1_2-3
kallisto_N703---N502_ON6_1-4
kallisto_N703---N504_ON21_1-4
kallisto_N703---S517_ON7_1-3
kallisto_N704---N502_ON16_2-2
kallisto_N704---N504_ON21_2-2
kallisto_N704---S517_ON7_2-2
kallisto_N705---N502_ON16_2-3
kallisto_N705---N504_ON1_1-2_J2
kallisto_N705---S517_ON7_2-4
kallisto_N706---N502_ON16_2-4
kallisto_N706---N504_ON7_1-2_J2
kallisto_N706---S517_ON21_1-3
kallisto_N709---N502_ON22_1-4
kallisto_N709---N504_ON6_1-1_J2
kallisto_N709---S507_ON22_1-2_J2
kallisto_N709---S517_ON24_2-4
kallisto_N710---N504_ON16_1-2_J2
kallisto_N710---S502_ON22_2-2
kallisto_N710---S517_ON17_1-1
kallisto_N711---N502_ON22_2-4
kallisto_N711---N504_ON17_1-1_J2
kallisto_N711---S517_ON17_1-2
kallisto_N712---N502_ON24_1-2
kallisto_N712---N504_ON24_1-1_J2
kallisto_N712---S517_ON17_2-4

OO0 0O O0OFrRPRORFRPROOOOFRFONOONORFRPRNORNRERRELNORKRDO

o

ONNORFRPRNPFPONOORPRPFPOONOONRPFPONRPORELPLONERELDO

N

* (0) means that the dataset is unused; (1) means control samples; (2) means treatement samples.
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Table S. 5.6 Results of Edger analysis with Peking as treatment samples and Essex as the control samples. Only coding sequences

with log (FC) > 3 and p-value <0.01 are listed.

Hetgly

Peking

Peking

Peking edgeR

P188788

PI88788

PI88788 edgeR

transcript 1D log(FC) Log(CPM)  adj. P-value log(FC)  Log(CPM)2 adj. P-value Clusters SCN coding sequences file protein description (species)
TO00015125.1 13,865 5,367 3,50E-55 6,198 -1,412 0,094 1 60S ribosomal protein L10a (Caenorhabditis elegans)
T0O00017987.1 -12,503 4,858 0,00091 -1,817 5,036 0,68 10 ATP-dependent DNA helicase PIF1 (Danio rerio)
T000004176.1 4,62 1,227 0,00045 4,517 1,724 0,0073 2 NA
T000013532.1 3,988 0,281 5,00E-04 5,097 1,845 0,00026 2 NA
T000013534.1 4,021 2,467 5,00E-04 4,121 3,137 0,0077 2 NA

Histone-lysine N-methyltransferase SUV39H2 (Xenopus
T000006629.1 4,537 0,409 1,50E-05 3,48 0,05 0,017 tropicalis)
T000023110.1 4,009 4,525 2,40E-08 3,828 4,953 0,00027 2 NA

Mitochondrial import receptor subunit TOM40 homolog
T000007950.1 4,278 2,146 0,00055 3,436 1,955 0,057 2 (Caenorhabditis elegans)

Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit beta%2C
T000007915.1 4,082 3,336 9,20E-05 3,092 3,016 0,014 2 mitochondrial (Caenorhabditis elegans)

Uncharacterized protein (Plasmodium falciparum (isolate
T000013613.1 5,157 0,471 4,20E-06 1,792 -1,511 0,54 2 Dd2))
T000005910.1 4,554 2,587 8,10E-09 2,342 1,219 0,17 2 NA
T000021339.1 5,248 3,08 1,20E-14 1,436 0,432 0,46 2 NA
T000023942.1 4,346 1,094 2,80E-06 2,192 -0,124 0,12 2 NA

Pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA helicase ddx-15
T000013675.1 5,108 4,954 3,20E-33 1,337 2,282 0,3 2 (Caenorhabditis elegans)
TO00015151.1 4,049 4,296 9,20E-16 2,37 3,404 0,0052 2 Protein polybromo-1 (Homo sapiens)
TO00005911.1 4,463 3,878 1,20E-10 1,781 2,132 0,25 2 Rap ran-GAP domain containing protein (Haemonchus)

Probable ATP-dependent RNA helicase DHX35 homolog
T000011277.1 3,448 4,753 2,80E-08 2,784 4,74 0,00042 2 (Caenorhabditis elegans)
T000005912.1 4,47 1,338 7,30E-08 1,761 -0,299 0,36 2 NA
T000013533.1 3,15 3,229 0,00099 3,055 3,683 0,0064 2 Ubiquitin-protein ligase E3B (Xenopus tropicalis)
T000005954.1 4,184 0,697 5,70E-05 1,742 -0,649 0,46 2 NA
T000002914.1 4,553 4,915 2,60E-07 1,284 2,725 0,32 2 NA
T0O00010779.1 3,574 4,092 1,20E-05 2,222 3,494 0,077 2 Uncharacterized protein K02A2.6 (Caenorhabditis elegans)
T000022790.1 3,574 4,092 1,20E-05 2,222 3,494 0,077 2 Uncharacterized protein K02A2.6 (Caenorhabditis elegans)
T000007920.1 3,744 5,975 0,00031 2,03 5,057 0,013 2 Rapl GTPase-activating protein 1 (Homo sapiens)
T000023460.1 3,541 2,778 0,00012 2,201 2,197 0,16 2 NA

Histone-lysine N-methyltransferase SUV39H2 (Xenopus
T000013535.1 2,951 2,211 4,40E-06 2,78 2,592 0,0016 2 tropicalis)

166



T000023934.1 5,084 5,938 3,20E-27 0,611 2,813 0,74 2 NA

Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein
TO00005914.1 4,586 1,191 0,00077 1,094 -0,939 0,79 2 10 (Xenopus laevis)

Uncharacterized abhydrolase domain-containing protein
T000022839.1 3,698 7,151 1,20E-08 1,979 6,244 0,038 2 DDB_G0269086 (Dictyostelium discoideum)
T000013666.1 4,228 4,181 2,30E-17 1,379 2,366 0,19 2 Ral GTPase-activating protein subunit alpha-1 (Homo sapiens)
T000028929.1 4,535 3,144 4,90E-08 0,942 0,801 0,7 2 Homeobox protein six1b (Danio rerio)

Dorsal gland cell-specific expression protein (Heterodera
T000013676.1 4,7 4,255 1,40E-23 0,743 1,583 0,77 2 avenae)
T000005909.1 3,858 2,693 0,00032 1,495 1,288 0,44 2 NA
T000027507.1 2,708 2,177 0,00031 2,63 2,627 0,0042 2 Uncharacterized protein (Caenorhabditis elegans)
T000023461.1 3,63 5,863 0,00011 1,676 4,764 0,2 2 Zinc metalloproteinase nas-36 (Caenorhabditis elegans)

Probable ATP-dependent RNA helicase DHX35 homolog
T000011282.1 3,08 3,803 5,30E-06 2,164 3,567 0,043 2 (Caenorhabditis elegans)
T0O00005967.1 3,982 1,566 3,30E-06 1,228 -0,045 0,49 2 NA
T000013621.1 4,029 2,924 4,80E-10 0,911 1,007 0,61 2 Casein kinase Il subunit alpha (Caenorhabditis elegans)

Transposon Tf2-8 polyprotein (Schizosaccharomyces pombe
T000021332.1 3,883 0,399 2,20E-05 1,025 -1,115 0,75 2 (strain 972 / ATCC 24843))

Ovarian tumour%2C otubain domain-containing protein
T000013673.1 3,323 2,611 6,60E-05 1,455 1,647 0,29 2 (Strongyloides)
T000004177.1 2,552 1,743 0,00088 2,131 1,897 0,027 2 NA
T000004189.1 2,552 1,743 0,00088 2,131 1,897 0,027 2 NA
T000018637.1 3,53 7,932 4,60E-07 1,028 6,468 0,094 2 SNF-related serine/threonine-protein kinase (Homo sapiens)
T0O00013665.1 3,859 4,518 3,70E-21 0,687 2,562 0,59 2 60S ribosomal protein L21 (Caenorhabditis elegans)
T000019763.1 2,976 4,936 1,30E-05 1,532 4,284 0,2 2 Kynurenine--oxoglutarate transaminase 3 (Homo sapiens)
T000002632.1 3,225 3,45 7,50E-05 1,234 2,391 0,31 2 Uncharacterized protein (Strongyloides papillosus)
T000007250.1 3,225 3,45 7,50E-05 1,234 2,391 0,31 2 NA
T000017636.1 3,225 3,45 7,50E-05 1,234 2,391 0,31 2 Uncharacterized protein (Strongyloides papillosus)

Dorsal gland cell-specific expression protein (Heterodera
T000002907.1 2,932 4,478 0,00016 1,51 3,852 0,1 2 avenae)
T000028923.1 2,938 4,542 1,00E-09 1,479 3,89 0,096 2 Similar to Calponin homolog OV9M (Onchocerca volvulus)
T000028244.1 2,723 3,768 9,30E-05 1,551 3,342 0,11 2 NA
T000024467.1 2,673 4,75 2,00E-06 1,575 4,372 0,071 2 Protein disabled (Drosophila melanogaster)
T000016185.1 4,016 4,774 2,30E-10 0,196 2,386 0,95 2 NA
T000004166.1 2,43 2,725 0,00079 1,764 2,679 0,11 2 Putative gland protein G17G01 (Heterodera glycines)
T000027665.1 3,635 0,513 0,00062 0,546 -1,078 0,86 2 NA

Probable ATP-dependent RNA helicase DHX35 homolog
TO00011278.1 2,493 5,395 3,00E-05 1,654 5,227 0,0052 2 (Caenorhabditis elegans)
T000028373.1 3,163 1,502 0,00027 0,938 0,352 0,59 2 NA

Dorsal gland cell-specific expression protein (Heterodera
T000024469.1 2,535 6,388 1,30E-09 1,471 6,047 0,0013 2 avenae)
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T000001930.1 2,49 3,645 0,00033 1,426 3,297 0,15 2 Dynein heavy chain%2C cytoplasmic (Caenorhabditis elegans)
T000021792.1 3,171 2,407 7,30E-05 0,714 1,081 0,81 2 NA

Dorsal gland cell-specific expression protein (Heterodera
T000024471.1 2,364 6,375 4,60E-06 1,466 6,162 0,02 2 avenae)
T000010224.1 3,043 3,429 0,00025 0,759 2,217 0,7 2 RRP15-like protein (Caenorhabditis briggsae)
T0O00013674.1 3,101 4,478 8,10E-12 0,657 3,143 0,58 2 OTU domain-containing protein 7A (Homo sapiens)
T000027660.1 3,389 4,025 9,20E-16 0,357 2,291 0,84 2 NA
T0O00000480.1 4,201 4,25 1,40E-05 -0,555 1,392 0,7 2 Cathepsin 7 (Mus musculus)
T000025571.1 2,415 4,651 1,60E-05 1,031 4,088 0,29 2 NA
T000026670.1 2,312 6,197 1,00E-05 1,127 5,776 0,11 2 NA
T000025299.1 2,222 3,041 0,00033 1,205 2,752 0,21 2 DC-STAMP domain-containing protein 2 (Homo sapiens)
T000027211.1 2,589 3,478 0,00018 0,765 2,618 0,64 2 RING-H2 finger protein ATL80 (Arabidopsis thaliana)
T000028385.1 2,192 4,306 2,00E-05 1,136 3,982 0,26 2 BTB/POZ domain-containing protein 2 (Homo sapiens)
T000001439.1 2,499 2,575 0,00023 0,822 1,833 0,52 2 NA
T000016963.1 1,964 3,967 0,00031 1,228 3,862 0,081 2 Uncharacterized protein (Fragment) (Myotis brandtii)
T000020732.1 2,602 4,284 5,00E-06 0,538 3,282 0,72 2 NA

Dorsal gland cell-specific expression protein (Heterodera
T000024721.1 2,897 2,428 0,00029 0,243 1,051 0,94 2 avenae)

Dorsal gland cell-specific expression protein (Heterodera
T000024723.1 2,897 2,428 0,00029 0,243 1,051 0,94 2 avenae)
T0O00012475.1 2,695 5,576 0,00027 0,421 4,429 0,62 2 Phospholipid phosphatase 2 (Bos taurus)
T000016165.1 2,499 3,674 3,00E-05 0,609 2,784 0,68 2 NA
T000016940.1 2,262 3,819 8,30E-06 0,787 3,219 0,37 2 NA

Reticulocyte-binding protein 2 homolog a (Plasmodium
T000023936.1 2,149 4,087 4,10E-05 0,895 3,642 0,38 2 falciparum (isolate 3D7))

Dorsal gland cell-specific expression protein (Heterodera
T000013672.1 1,843 4,259 0,00018 1,193 4,219 0,21 2 avenae)
T000021834.1 2,188 5,426 9,40E-05 0,733 4,84 0,44 2 NA

Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein
T000013662.1 2,413 6,29 3,90E-07 0,475 5,381 0,61 2 10 (Mus musculus)
T000023949.1 2,645 2,81 3,30E-05 0,237 1,62 0,91 2 NA
T000023940.1 2,645 2,81 3,30E-05 0,237 1,62 0,91 2 NA
T000029517.1 2,431 3,464 2,00E-04 0,445 2,543 0,78 2 Aldose reductase (Mus musculus)
T000000221.1 2,396 3,13 0,00066 0,468 2,246 0,78 2 Protein MoaE (Enterobacter aerogenes)
T000000228.1 2,396 3,13 0,00066 0,468 2,246 0,78 2 Protein MoaE (Enterobacter aerogenes)
T000000236.1 2,396 3,13 0,00066 0,468 2,246 0,78 2 Protein MoaE (Enterobacter aerogenes)
T000028170.1 3,128 4,623 3,30E-05 -0,382 2,729 0,89 2 NA
T000009757.1 2,311 3,28 0,00015 0,393 2,412 0,83 2 NA
T000015131.1 2,22 3,944 1,10E-05 0,288 3,076 0,86 2 NA

Probable tyrosine-protein kinase kin-31 (Caenorhabditis
T000015130.1 1,881 3,638 0,00078 0,547 3,154 0,58 2 elegans)
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T000023941.1 1,755 6,446 0,00022 0,666 6,115 0,36 2 NA

Dorsal gland cell-specific expression protein (Heterodera
T000013654.1 2,317 2,168 0,00062 0,06 1,145 0,98 2 avenae)
T000024466.1 1,569 5,918 0,00035 0,769 5,767 0,24 2 Dual specificity protein phosphatase 16 (Homo sapiens)
T000015128.1 2,358 2,761 0,00015 -0,056 1,638 0,98 2 NA
T000006002.1 2,067 4,202 0,00012 0,126 3,363 0,94 2 Cre-nsy-4 protein (Ascaris)
T000008129.1 1,743 5,354 0,00079 0,387 4,859 0,74 2 Uncharacterized protein (Acyrthosiphon pisum)
T000013284.1 1,915 5,431 6,50E-07 0,193 4,722 0,87 2 NA

Ovarian tumour%2C otubain domain-containing protein
T000013637.1 2,157 3,05 0,00015 -0,096 2,043 0,97 2 (Strongyloides)
T000018385.1 1,578 6,692 0,00067 0,244 6,226 0,81 2 MICOS complex subunit Mic60 (Fragment) (Rattus norvegicus)
TO00011651.1 2,142 4,621 4,90E-05 -0,321 3,506 0,82 2 Zinc metalloproteinase nas-5 (Caenorhabditis elegans)
T000013607.1 1,713 4,363 4,00E-04 -0,151 3,621 0,92 2 Cholinesterase (Felis catus)
T000005960.2 10,452 1,983 7,30E-19 6,053 -1,45 0,15 3 Similar to Calponin homolog OV9M (Onchocerca volvulus)
T000025025.1 9,348 0,94 2,00E-09 6,126 -1,366 0,15 3 NA

Dorsal gland cell-specific expression protein (Heterodera
TO00013611.1 9,621 1,202 1,70E-10 5,635 -1,728 0,11 3 avenae)

Unconventional myosin heavy chain 6 (Caenorhabditis
T000014113.1 9,46 1,025 2,80E-07 5,153 -2,007 0,2 3 elegans)
T000015124.1 9,078 1,472 9,80E-10 5,075 -1,475 0,15 3 NA
T000023930.1 8,516 1,542 2,00E-15 4,841 -1,062 0,12 3 NA
TO00008007.1 9,313 2,711 8,30E-09 3,982 -1,367 0,33 3 NA
T000013670.1 9,558 5,486 3,70E-32 3,296 0,159 0,31 3 60S ribosomal protein L21 (Caenorhabditis elegans)
T000023929.1 8,546 4,746 1,20E-11 3,179 0,289 0,44 3 NA
T000021369.2 8,405 2,133 5,00E-06 3,128 -1,721 0,47 3 NA
T000013616.1 7,8 1,228 1,10E-12 2,822 -2,054 0,46 3 NA
T000015145.1 7,966 -0,333 3,00E-06 6,552 -1,108 0,02 4 NA
T000019314.1 7,248 -0,876 1,00E-05 7,221 -0,564 0,00094 4 NA
T000018076.1 7,08 -1,094 0,00042 7,041 -0,754 0,038 4 Uncharacterized protein (Pristionchus pacificus)
T000016955.2 7,885 1,563 2,70E-13 5,609 0,016 0,026 4 NA
T000010778.1 7,418 3,102 7,50E-05 5,832 2,193 0,0011 4 NA
T000020627.1 7,479 1,616 1,30E-06 5,506 0,34 0,091 4 Serine/threonine-protein phosphatase PP1 (Zea mays)
T000028924.1 7,282 -0,859 6,10E-06 5,61 -1,77 0,065 4 NA
T000007918.1 7,353 1,879 7,90E-08 5,474 0,786 0,13 4 Inhibitor of growth protein 3 (Homo sapiens)
T000002058.1 6,564 3,597 2,00E-30 5,954 3,646 4,70E-11 4 NA

Regulator of nonsense transcripts 1 homolog (Arabidopsis
T000028082.1 5,634 -1,465 0,00028 6,813 -0,131 0,016 4 thaliana)
T000004153.1 6,728 2,5 4,20E-21 5,495 1,978 1,60E-05 4 NA
T0O00019765.3 6,865 2,945 1,00E-05 5,141 1,892 0,029 4 TBC1 domain family member 5 (Mus musculus)
T000015137.1 7,046 4,002 1,10E-17 4,783 2,509 0,057 4 Protein polybromo-1 (Homo sapiens)
T000023469.2 6,565 2,741 0,00015 5,255 2,137 0,014 4 Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1
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homolog (Xenopus tropicalis)

Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1

TO00007713.2 6,565 2,741 0,00015 5,255 2,137 0,014 4 homolog (Xenopus tropicalis)

T000006631.1 6,681 1,926 4,00E-09 5,135 1,045 0,027 4 NA

T000021335.1 6,525 -0,005 3,60E-09 4,695 -1,027 0,026 4 Uncharacterized protein K02A2.6 (Caenorhabditis elegans)
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex

T000015135.1 6,656 3,542 4,10E-17 4,455 2,051 0,014 4 subunit 13 (Bos taurus)

T000028844.1 6,955 2,682 6,60E-05 4,016 0,556 0,26 4 NA

T000021331.1 7,081 -0,303 2,60E-07 3,871 -2,146 0,23 4 Integrase core domain protein (Ancylostoma duodenale)

T000015764.2 6,49 0,229 0,00013 4,451 -0,914 0,31 4 Zinc finger BED domain-containing protein 4 (Mus musculus)

T000023931.1 6,58 0,013 2,90E-09 4,242 -1,363 0,09 4 NA

TO00013516.1 4,404 0,611 0,00018 6,406 3,103 3,00E-05 4 Methyltransferase-like protein 13 (Mus musculus)

T000006633.3 6,572 3,536 0,00017 4,161 1,881 0,096 4 Cathepsin B (Sus scrofa)

T000028246.1 5,846 0,215 8,50E-08 4,648 -0,262 0,015 4 NA

T000004194.1 5,675 0,126 2,00E-07 4,816 -0,077 0,016 4 NA

T000004175.1 5,675 0,126 2,00E-07 4,816 -0,077 0,016 4 NA

T000004191.1 5,675 0,126 2,00E-07 4,816 -0,077 0,016 4 NA

T000023123.1 5,511 4,143 6,90E-10 4,908 4,208 4,20E-06 4 Putative cuticle collagen 145 (Caenorhabditis briggsae)

T000015133.1 6,573 3,279 5,80E-11 3,799 1,27 0,17 4 NA

T000027206.1 5,703 1,879 0,00011 4,358 1,231 0,014 4 Ecdysone receptor (Lucilia cuprina)

T000019315.1 5,744 -0,153 1,30E-06 4,293 -0,807 0,036 4 NA

T000015165.1 6,398 0,362 3,40E-06 3,623 -1,422 0,34 4 NA

T000005973.1 6,827 1,013 9,30E-12 3,127 -1,474 0,27 4 NA

T000015142.1 6,176 0,055 1,40E-06 3,772 -1,267 0,075 4 NA

T000015153.1 6,176 0,055 1,40E-06 3,772 -1,267 0,075 4 NA
Organic solute transporter alpha-like protein 1

T000013680.1 7,069 2,81 1,20E-19 2,874 -0,407 0,32 4 (Caenorhabditis elegans)

T000013620.1 7,184 3,249 4,10E-26 2,623 -0,241 0,29 4 OTU domain-containing protein 7A (Homo sapiens)

T000028927.1 6,35 2,99 7,30E-20 3,137 0,628 0,081 4 NA

T000025390.1 6,75 1,567 1,00E-05 2,582 -1,31 0,62 4 NA

T000013667.1 6,81 3,973 4,20E-10 2,496 0,618 0,52 4 Leukocyte receptor cluster member 1 (Homo sapiens)

T000004152.1 5,769 0,36 1,20E-06 3,478 -0,988 0,094 4 NA

T000006004.1 6,098 -0,295 2,20E-06 3,049 -1,961 0,55 4 NA

T000023932.1 5,477 3,434 3,00E-22 3,623 2,335 0,014 4 Sentrin-specific protease 1 (Mus musculus)

T000012635.1 5,095 -0,173 0,00038 3,527 -0,97 0,15 4 NA

T000013658.1 6,378 3,346 1,30E-18 2,114 0,211 0,53 4 Lon protease homolog%2C mitochondrial (Zea mays)
Probable E3 ubiquitin-protein ligase XBOS34 (Oryza sativa

T000006001.1 6,119 2,369 4,20E-06 2,363 -0,378 0,61 4 subsp. japonica)

T000021348.1 6,325 1,272 7,30E-09 1,812 -1,736 0,62 4 NA

T0O00004172.1 5,371 2,703 0,00026 2,696 0,904 0,33 4 Uncharacterized protein (Pristionchus pacificus)

T000027863.1 5,348 2,227 1,30E-06 2,676 0,426 0,34 4 NA
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T000011259.1 9,552 1,12 8,50E-07 10,325 2,276 3,70E-09 5 NA
Vesicle-associated membrane protein-associated protein B
T000015141.1 11,48 2,993 1,70E-21 8,215 0,309 0,0064 5 (Rattus norvegicus)
Trafficking protein particle complex subunit 12 (Homo
T000015092.1 9,264 0,876 2,70E-06 9,557 1,523 0,0069 5 sapiens)
Putative apoptosis inhibitor 021L (Invertebrate iridescent
T000007052.1 10,74 2,273 1,10E-21 7,853 -0,026 0,00051 5 virus 3)
TO00008005.1 9,138 2,769 9,60E-16 8,728 2,94 0,00069 5 Transcription factor Adf-1 (Drosophila melanogaster)
TO00011075.1 10,644 2,181 8,80E-14 7,156 -0,654 0,067 5 Ribonuclease UK114 (Capra hircus)
T000008246.1 9,085 1,492 1,10E-06 8,484 1,376 0,059 5 NA
T000025738.1 9,693 1,263 5,70E-16 7,819 -0,071 0,004 5 NA
T000007952.1 8,891 0,478 8,90E-08 8,314 0,357 0,0089 5 Uncharacterized protein (Ancylostoma ceylanicum)
T000026005.1 9,55 1,103 2,00E-07 7,552 -0,324 0,01 5 NA
T000004154.1 8,309 -0,009 1,70E-05 8,393 0,44 0,00084 5 Putative histone H1.6 (Caenorhabditis elegans)
T000006633.2 8,383 0,003 3,30E-05 7,862 -0,043 0,012 5 Cathepsin B (Sus scrofa)
Histone-lysine N-methyltransferase SUV39H2 (Xenopus
T000025300.1 9,055 0,594 0,00028 6,927 -0,814 0,015 5 tropicalis)
T000019292.1 8,085 2,111 1,10E-16 7,671 2,443 0,0011 5 NA
TO00017414.1 -2,476 4,028 0,00029 1,466 5,614 0,04 6 Foot protein 1 variant 1 (Perna viridis)
T000002859.1  -3,498 4,275 0,00011 2,314 6,596 0,05 6 NA
TO00006544.1 -1,694 4,779 0,00031 0,205 5,476 0,89 6 Transketolase-like protein 2 (Bos taurus)
Retrovirus-related Pol polyprotein from transposon 17.6
T000009196.1 -1,837 5,608 0,00021 0,321 6,389 0,71 6 (Drosophila melanogaster)
T000027656.1 -1,957 5,541 0,00029 0,211 6,274 0,92 6 Uncharacterized protein (Thelohanellus kitauei)
T000006572.1 -1,619 5,161 0,00054 -0,359 5,569 0,69 6 NA
T000025892.1 -2,056 5,536 0,00013 0,049 6,2 0,98 6 Acyl-CoA synthetase family member 4 (Mus musculus)
T000029269.1 -2,605 3,984 2,80E-05 0,585 4,997 0,42 6 NA
T000009834.1 -2,156 4,478 0,00027 -0,272 4,999 0,86 6 Digestive organ expansion factor homolog (Mus musculus)
T000025904.1 -2,3 4,901 7,70E-06 -0,146 5,497 0,89 6 Transposase (Meloidogyne javanica)
Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit beta%2C
T0O00008027.1 -1,987 4,889 0,00047 -0,49 5,298 0,59 6 mitochondrial (Caenorhabditis elegans)
T000028937.1 -2,454 5,242 4,10E-06 -0,088 5,876 0,95 6 NA
T000020514.1  -2,277 4,426 4,80E-06 -0,272 4,956 0,83 6 NA
T000002888.1 -2,387 4,449 0,00097 -0,168 5,045 0,92 6 NA
T000017115.1 -2,019 3,955 0,00044 -0,574 4,33 0,5 6 Ran-binding protein 9 (Xenopus laevis)
T000003462.1 -2,016 4,322 0,00054 -0,578 4,697 0,5 6 NA
DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB1
T0O00000068.1 -2,761 4,313 0,00048 0,141 5,092 0,93 6 (Caenorhabditis briggsae)
T000028831.1  -2,42 2,547 0,00076 -0,255 3,093 0,85 6 Ran-binding protein 10 (Mus musculus)
Transposon Ty3-l Gag-Pol polyprotein (Saccharomyces
T000029717.1 -1,964 6,484 0,00054 -0,727 6,794 0,28 6 cerevisiae (strain ATCC 204508 / $288c))
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TO00027016.1 -2,551 5,727 9,70E-05 -0,155 6,339 0,92 6 BTB/POZ domain-containing protein 2 (Homo sapiens)
T000002908.1 -2,635 4,921 4,40E-05 -0,156 5,54 0,92 6 NA
T000017105.1 -2,55 5,497 5,70E-06 -0,273 6,054 0,82 6 Protein bark beetle (Drosophila melanogaster)
Probable Werner syndrome ATP-dependent helicase homolog
TO00008025.1 -2,588 4,772 0,00091 -0,269 5,337 0,86 6 1 (Caenorhabditis elegans)
T000025305.1 -2,037 5,005 5,40E-05 -0,821 5,29 0,5 6 Histone-lysine N-methyltransferase SUV39H2 (Homo sapiens)
T000008552.1 -2,973 3,987 0,00038 0,097 4,757 0,97 6 NA
T000021240.1 -2,664 5,765 1,20E-05 -0,265 6,337 0,86 6 Protein bark beetle (Drosophila melanogaster)
T000029263.1 -3,544 2,134 0,00012 0,6 3,196 0,64 6 NA
Ran-binding proteins 9/10 homolog (Drosophila
T000017109.1 -2,751 4,47 4,80E-06 -0,194 5,079 0,89 6 melanogaster)
T000027657.1 -2,808 3,802 0,00014 -0,145 4,437 0,94 6 Ankyrin repeat domain-containing protein 17 (Homo sapiens)
Uncharacterized ATP-dependent helicase C05C10.2
T000023337.1 -3,371 3,897 0,00065 0,416 4,862 0,75 6 (Caenorhabditis elegans)
T000028316.2  -3,408 2,843 9,90E-05 0,436 3,817 0,71 6 BTB/POZ domain-containing protein 6 (Homo sapiens)
Dorsal gland cell-specific expression protein (Heterodera
T000021237.1 -2,852 2,838 0,00028 -0,125 3,481 0,94 6 avenae)
T000005877.1 -3,552 1,564 0,00028 0,564 2,592 0,59 6 Similar to Histone H4 (Ascaris suum)
T000023613.1 -2,417 4,036 0,00096 -0,575 4,456 0,57 6 NA
Retrovirus-related Pol polyprotein from transposon 297
T000028314.1 -3,157 4,221 4,00E-07 0,154 5,031 0,89 6 (Drosophila melanogaster)
T000017099.1 -2,532 5,124 0,00058 -0,487 5,59 0,67 6 NA
T000025128.1 -2,727 4,773 1,80E-05 -0,293 5,336 0,82 6 Uncharacterized protein (Thelohanellus kitauei)
T0O00017100.1 -2,762 3,775 8,00E-05 -0,273 4,35 0,86 6 Uncharacterized protein F23F12.3 (Caenorhabditis elegans)
T000028490.1 -3,079 5,002 0,00041 0,013 5,733 1 6 NA
Anaphase-promoting complex subunit 11 (Caenorhabditis
T000025127.1  -4,27 3,483 0,00085 1,186 4,955 0,48 6 elegans)
T000021030.1 -3,375 2,183 0,00025 0,274 3,053 0,86 6 Uncharacterized protein (Haemonchus placei)
T000025031.1 -3,212 5,215 1,40E-05 0,077 5,988 0,97 6 Ecdysone-induced protein 74EF (Drosophila virilis)
T000017076.1 -2,66 6,001 1,90E-05 -0,483 6,477 0,57 6 NA
T000025891.1 -2,786 5,773 7,10E-05 -0,364 6,311 0,69 6 NA
TO00017113.1 -2,865 4,709 6,80E-05 -0,287 5,283 0,84 6 Ankyrin repeat domain-containing protein 17 (Mus musculus)
T000028832.1 -2,993 2,963 0,00035 -0,176 3,594 0,92 6 NA
Oligoribonuclease (Bordetella pertussis (strain Tohama | /
TO00008014.1 -2,445 5,054 0,00056 -0,733 5,412 0,35 6 ATCC BAA-589 / NCTC 13251))
TO00013708.1 -3,032 3,537 5,20E-05 -0,157 4,181 0,94 6 Foot protein 1 variant 1 (Perna viridis)
T000007932.1 -2,594 5,458 0,00076 -0,608 5,885 0,44 6 Triple functional domain protein (Danio rerio)
T000017083.1 -3,274 2,942 0,00013 0,057 3,702 0,98 6 NA
TO00017634.1 -2,853 4,961 9,10E-06 -0,406 5,484 0,84 6 Protein disabled (Drosophila melanogaster)
T000010267.1 -3,098 5,153 5,30E-13 -0,175 5,796 0,86 6 AMP deaminase 2 (Homo sapiens)
T000020866.1 -2,354 4,691 0,00074 -0,926 4,97 0,2 6 Probable DNA replication complex GINS protein PSF2 (Brugia
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malayi)

T000003281.1 -2,305 4,499 1,50E-05 -1,001 4,747 0,11 6 Innexin-3 (Caenorhabditis elegans)
T000017092.1 -2,732 4,11 0,00025 -0,581 4,549 0,64 6 NA
T000019782.1 -2,696 6,543 0,00014 -0,622 6,968 0,47 6 NA

Dual specificity protein kinase splA (Dictyostelium
T000028634.1 -2,967 4,325 2,10E-07 -0,404 4,856 0,75 6 discoideum)

MAU2 chromatid cohesion factor homolog (Xenopus
T000019775.1 -2,343 4,771 0,00067 -1,056 5,009 0,18 6 tropicalis)
TO00001318.1 -3,239 4,849 2,10E-08 -0,171 5,505 0,91 6 NA

39S ribosomal protein L41%2C mitochondrial (Caenorhabditis
T000007987.1 -3,538 3,89 8,60E-05 0,117 4,701 0,95 6 elegans)
T000026827.1 -2,867 5,04 1,00E-05 -0,562 5,501 0,51 6 NA
T000022625.1 -2,863 4,713 3,40E-06 -0,606 5,153 0,48 6 NA

Neuronal acetylcholine receptor subunit alpha-9 (Gallus
T000007970.1  -2,432 5,6 4,20E-05 -1,038 5,852 0,31 6 gallus)
T000021033.1 -3,579 1,283 0,00026 0,109 2,063 0,96 6 NA
T000021034.1 -3,579 1,283 0,00026 0,109 2,063 0,96 6 NA
T000026398.1 -3,293 6,299 0,00022 -0,226 6,933 0,89 6 Pao retrotransposon peptidase family protein (Brugia malayi)
T000029609.1 -3,462 3,909 2,90E-09 -0,066 4,621 0,98 6 Homeobox protein ceh-32 (Caenorhabditis elegans)
T000021417.1 -2,83 3,477 0,00021 -0,718 3,874 0,48 6 NA
T000028946.1 -3,096 3,978 9,20E-05 -0,513 4,471 0,75 6 Ran-binding protein 10 (Danio rerio)
T000025627.1 -3,422 1,893 0,00043 -0,195 2,531 0,92 6 NA

Dorsal gland cell-specific expression protein (Heterodera
T000028821.1 -2,646 4,148 0,00011 -0,987 4,431 0,27 6 avenae)
T000017822.1 -3,062 4,38 0,00054 -0,591 4,85 0,76 6 NA
T000013090.1 -3,677 4,743 5,50E-07 -0,005 5,499 1 6 Ecdysone-induced protein 74EF (Drosophila virilis)
T0O00017082.1  -3,67 3,588 1,30E-05 -0,012 4,331 1 6 Endonuclease Il homolog (Caenorhabditis elegans)
T000021231.1  -3,95 4,724 1,30E-11 0,207 5,598 0,9 6 NA

Putative esophageal gland cell protein Hgg-20 (Fragment)
T000025628.1 -3,71 1,278 0,00041 -0,055 1,982 0,99 6 (Heterodera glycines)
T000008547.1 -3,382 3,864 3,90E-05 -0,433 4,402 0,75 6 NA
T000013084.1 -3,478 3,107 3,90E-05 -0,346 3,688 0,83 6 NA
T000016147.1  -3,33 3,905 2,10E-05 -0,51 4,414 0,66 6 NA

Solute carrier family 35 member E1 homolog (Drosophila
T000008070.2 -3,564 3,624 0,00025 -0,277 4,241 0,88 6 melanogaster)
T000028827.1 -4,535 0,879 0,00011 0,649 1,977 0,7 6 Uncharacterized protein (Oesophagostomum dentatum)
T000012880.1 -2,668 3,981 1,00E-04 -1,243 4,185 0,16 6 NA
TO00009095.1  -3,149 4,964 0,00021 -0,77 5,362 0,45 6 NA
T000028386.1 -3,884 3,246 3,60E-05 -0,059 3,975 0,98 6 Heterochromatin-associated protein MENT (Gallus gallus)
TO00005955.1  -4,473 2,636 5,20E-07 0,526 3,689 0,57 6 NA
T0O00008015.1  -3,506 3,788 0,00082 -0,447 4,344 0,82 6 NA
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Putative uncharacterized transposon-derived protein

T000012893.1 -2,924 5,136 9,20E-06 -1,091 5,417 0,33 6 F54H12.3 (Caenorhabditis elegans)
T000019690.1 -3,611 2,87 0,00019 -0,446 3,408 0,79 6 NA
TO00011376.1 -4,102 4,202 8,00E-04 0,026 4,984 1 6 Serine/threonine-protein phosphatase PP1 (Zea mays)
TO00006611.1  -3,525 5,848 6,90E-06 -0,553 6,349 0,61 6 Acylamino-acid-releasing enzyme (Mus musculus)
T000022468.1 -4,055 2,399 0,00045 -0,028 3,141 1 6 NA
TO00017114.1 -4,042 3,205 1,60E-05 -0,062 3,942 0,98 6 NA
ABC transporter ATP-binding protein/permease wht-3
TO00006571.1 -4,198 2,093 3,30E-05 0,089 2,898 0,98 6 (Caenorhabditis elegans)
Glc(2)Man(9)GIcNAc(2)-PP-Dol alpha-1%2C2-
TO00018803.1 -3,934 3,709 0,00018 -0,316 4,327 0,92 6 glucosyltransferase (Homo sapiens)
T000027645.1 -4,017 6,896 4,90E-11 -0,241 7,551 0,89 6 Ran-binding protein 4 (Heterodera glycines)
Ran-binding proteins 9/10 homolog (Drosophila
T000028825.1  -3,442 5,953 1,50E-05 -0,826 6,345 0,48 6 melanogaster)
T000009117.1 -3,754 2,282 0,00054 -0,526 2,796 0,75 6 NA
T000017147.1 -3,641 7,342 2,70E-06 -0,661 7,809 0,72 6 Uncharacterized protein (Fragment) (Picoides pubescens)
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit H (Brugia
T000021581.1 -4,001 2,451 4,40E-06 -0,304 3,067 0,85 6 malayi)
T000014910.1 -3,605 3,624 3,10E-05 -0,719 4,062 0,52 6 NA
T000021325.1 -4,173 3,659 0,00046 -0,168 4,349 0,88 6 NA
Dual specificity protein kinase splA (Dictyostelium
T000021215.1 -4,169 3,728 1,10E-06 -0,182 4,413 0,93 6 discoideum)
TO00017071.1 -3,943 4,502 0,00055 -0,408 5,075 0,83 6 NA
T000010279.1 -4,303 5,047 1,60E-19 -0,067 5,791 0,97 6 Ankyrin repeat domain-containing protein 49 (Mus musculus)
T000027322.1 -3,782 2,73 0,00092 -0,588 3,218 0,71 6 NA
T000018989.1 -4,225 2,612 0,00025 -0,164 3,299 0,95 6 NA
Dual specificity protein kinase splA (Dictyostelium
T000021236.1 -4,564 3,376 3,20E-08 0,136 4,227 0,95 6 discoideum)
T000020892.1 -4,853 2,744 8,70E-06 0,425 3,758 0,77 6 NA
T000027334.1 -3,6 3,363 0,00067 -0,834 3,756 0,55 6 NA
T000027333.1 -3,6 3,363 0,00067 -0,834 3,756 0,55 6 NA
T000020506.1 -5,481 2,774 2,50E-05 1,029 4,173 0,59 6 NA
T000008033.1 -3,427 6,243 3,60E-06 -1,038 6,574 0,23 6 Rapl GTPase-activating protein 1 (Homo sapiens)
T000026178.1  -4,255 3,117 4,30E-05 -0,211 3,797 0,89 6 NA
T0O00016274.1  -4,16 2,937 0,00074 -0,33 3,548 0,89 6 Uncharacterized protein (Anisakis simplex)
T000027800.1 -4,16 2,937 0,00074 -0,33 3,548 0,89 6 Uncharacterized protein (Anisakis simplex)
T0O00008030.1 -3,716 4,653 1,30E-05 -0,79 5,07 0,2 6 Inhibitor of growth protein 3 (Homo sapiens)
T000000866.1  -3,946 3,723 1,00E-04 -0,583 4,224 0,59 6 NA
Dual specificity protein kinase splA (Dictyostelium
T000028631.1 -4,695 2,974 3,50E-07 0,137 3,822 0,96 6 discoideum)
T000017090.1 -4,223 2,125 1,00E-05 -0,336 2,733 0,85 6 NA
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T000025636.1 -3,782 2,151 0,00016 -0,797 2,55 0,57 6 NA
T000026830.2 -4,26 2,559 2,00E-04 -0,33 3,177 0,87 6 NA
TO00017635.1 -3,854 5,064 1,20E-06 -0,753 5,503 0,62 6 Dual specificity protein phosphatase 16 (Homo sapiens)
T000021042.1 -5,449 4,724 7,30E-12 0,813 5,984 0,13 6 Similar to Calponin homolog OV9M (Onchocerca volvulus)
T000021220.1 -4,202 3,581 1,60E-07 -0,465 4,14 0,75 6 NA
T000003128.1 -5,542 1,321 0,00041 0,87 2,575 0,58 6 Transposase (Meloidogyne javanica)
TO00016498.1 -4,808 5,746 0,00016 0,132 6,604 0,96 6 Uncharacterized protein (Toxocara canis)
T000028826.1 -5,075 0,733 0,00065 0,398 1,681 0,86 6 Uncharacterized protein (Oesophagostomum dentatum)
T0O00017061.1 -4,481 3,359 6,50E-07 -0,245 4,02 0,88 6 Uncharacterized protein F23F12.3 (Caenorhabditis elegans)
T000024292.1 -3,891 3,2 0,00088 -0,854 3,597 0,47 6 Ran-binding protein 9 (Homo sapiens)
T000018654.1 -3,781 4,504 8,50E-07 -1,001 4,846 0,42 6 NA
T000020886.1 -4,858 5,05 1,50E-15 0,071 5,875 0,96 6 Protein polybromo-1 (Homo sapiens)

Dorsal gland cell-specific expression protein (Heterodera
T000004725.1 -4,887 1,716 0,00013 0,091 2,529 0,98 6 avenae)

Ran-binding proteins 9/10 homolog (Drosophila
T000027329.1 -4,832 2,193 1,60E-05 0,015 2,979 1 6 melanogaster)
T000013078.1 -4,79 0,947 5,30E-05 -0,044 1,675 0,99 6 BTB/POZ domain-containing protein 2 (Homo sapiens)
T000025306.1 -3,417 3,491 9,20E-05 -1,473 3,676 0,35 6 DC-STAMP domain-containing protein 2 (Homo sapiens)
T000027006.1 -3,865 4,995 5,00E-07 -1,038 5,331 0,32 6 Uncharacterized protein (Strongylocentrotus purpuratus)
T000005880.2  -5,545 3,948 6,20E-15 0,555 5,049 0,5 6 Similar to Histone H4 (Ascaris suum)
T000020156.1 -4,421 3,738 1,40E-05 -0,597 4,248 0,77 6 NA
T000029262.1 -4,788 2,943 2,50E-07 -0,234 3,619 0,91 6 14-3-3 protein beta/alpha-A (Xenopus laevis)

tRNA dimethylallyltransferase (Lactococcus lactis subsp. lactis
TO00007971.1 -3,531 3,203 0,00049 -1,497 3,394 0,25 6 (strain 1L1403))

tRNA dimethylallyltransferase (Lactococcus lactis subsp. lactis
T000007975.1  -3,531 3,203 0,00049 -1,497 3,394 0,25 6 (strain 1L1403))
T000011366.1 -5,097 3,836 1,70E-08 0,045 4,655 0,99 6 NA

Uncharacterized protein C1259.12c (Schizosaccharomyces
T000025040.1 -4,841 3,416 6,80E-08 -0,26 4,085 0,89 6 pombe (strain 972 / ATCC 24843))
T000020891.1 -5,065 3,601 9,40E-12 -0,074 4,357 0,97 6 NA

Uncharacterized protein C1259.12c (Schizosaccharomyces
T000022335.1 -4,791 1,784 0,00092 -0,35 2,393 0,89 6 pombe (strain 972 / ATCC 24843))

Major myo-inositol transporter lolT (Bacillus subtilis (strain
T000021413.1 -3,862 4,622 0,00011 -1,319 4,878 0,34 6 168))

Uncharacterized protein C1259.12c (Schizosaccharomyces
T000025023.1 -4,822 1,504 0,00041 -0,377 2,102 0,85 6 pombe (strain 972 / ATCC 24843))
T000027866.1 -5,204 1,209 1,20E-05 -0,004 1,976 1 6 NA

Transposon Tf2-8 polyprotein (Schizosaccharomyces pombe
T000024262.1 -3,332 2,951 3,00E-04 -1,889 3,036 0,024 6 (strain 972 / ATCC 24843))

Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein
T000005883.1 -5,335 3,653 2,70E-11 0,113 4,501 0,94 6 10 (Bos taurus)
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T000000865.1 -4,64 2,476 0,00048 -0,586 2,988 0,68 6 NA
T000011027.1 -5,251 2,272 0,00021 0,002 3,052 1 6 Uncharacterized protein K02A2.6 (Caenorhabditis elegans)
T000017825.1 -4,082 4,158 0,00012 -1,182 4,466 0,42 6 NA
T000026824.1 -4,51 3,383 6,90E-07 -0,771 3,832 0,47 6 NA
T000003022.1 -4,436 2,723 0,00066 -0,86 3,128 0,51 6 NA
T000019209.1 -3,935 3,354 0,00046 -1,376 3,595 0,26 6 Uncharacterized protein (Oryza sativa subsp. japonica)
T000012905.1 -3,491 5,338 3,00E-05 -1,859 5,44 0,03 6 Glutathione synthetase (Xenopus laevis)
TO00000861.1 -4,601 3,56 5,00E-07 -0,766 4,017 0,58 6 NA
T000028635.1 -5,033 1,792 0,00067 -0,337 2,408 0,91 6 Uncharacterized protein K02A2.6 (Caenorhabditis elegans)
T000021222.1 -4,475 2,192 0,00029 -0,902 2,579 0,5 6 NA
T000024479.1 -3,774 3,587 1,20E-05 -1,61 3,75 0,074 6 NA
Organic solute transporter alpha-like protein 1
T000005882.1 -5,514 1,419 3,20E-06 0,122 2,251 0,96 6 (Caenorhabditis elegans)
T000012881.1 -6,014 0,046 0,00021 0,613 1,068 0,87 6 Putative 30C02 parasitic stage effector (Heterodera)
T000024310.1 -7,022 2,207 0,00041 1,612 4,001 0,32 6 Uncharacterized protein (Lottia gigantea)
T000013689.1 -5,476 4,052 2,70E-11 0,042 4,874 0,98 6 Uncharacterized protein (Nippostrongylus brasiliensis)
T000022339.1 -5,439 1,986 0,00019 -0,028 2,761 1 6 NA
T000029219.1 -4,108 3,373 1,10E-07 -1,369 3,622 0,16 6 449)
T000021031.1 -5,658 3,421 8,30E-14 0,171 4,308 0,9 6 NA
T000020896.1 -4,996 3,161 0,00037 -0,492 3,724 0,88 6 NA
T000025038.2 -5,398 2,207 1,10E-06 -0,095 2,946 0,97 6 NA
T000017428.1 -3,724 4,415 9,20E-05 -1,789 4,545 0,11 6 BTB/POZ domain-containing protein 2 (Homo sapiens)
Organic solute transporter alpha-like protein 1
T0O00005875.1 -5,482 3,717 9,50E-15 -0,038 4,495 0,98 6 (Caenorhabditis elegans)
Dual specificity protein kinase splA (Dictyostelium
T000028630.1 -5,405 3,068 2,00E-05 -0,145 3,795 0,94 6 discoideum)
T000025038.1 -6,018 3,654 5,10E-10 0,457 4,695 0,83 6 NA
T000024306.1  -5,43 1,095 0,00036 -0,137 1,787 0,97 6 Uncharacterized protein (Strongylocentrotus purpuratus)
T000007712.1 -3,013 4,82 0,00072 -2,558 4,771 0,02 6 NA
Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 3 (Mus
TO00012311.1 -5,426 1,892 7,10E-06 -0,147 2,602 0,96 6 musculus)
T000029264.1 -4,581 5,3 3,20E-05 -0,992 5,673 0,22 6 NA
Dual specificity protein kinase splA (Dictyostelium
T000028456.1 -5,085 2,142 8,00E-08 -0,512 2,693 0,71 6 discoideum)
T000005880.1 -6,877 -0,486 0,00091 1,257 0,89 0,48 6 Similar to Histone H4 (Ascaris suum)
Ran-binding proteins 9/10 homolog (Drosophila
T000021244.1 -5,083 1,87 3,50E-06 -0,538 2,404 0,74 6 melanogaster)
T000001881.1 -5,657 2,768 0,00052 0,022 3,569 1 6 ATP synthase subunit s%2C mitochondrial (Rattus norvegicus)
T000022627.1 -3,794 8,047 5,10E-05 -1,871 8,158 0,022 6 Pro-Pol polyprotein (Simian foamy virus type 3 (strain LK3))
T000008966.1  -5,401 2,72 0,00096 -0,268 3,378 0,95 6 NA
T000021251.1 -4,629 1,958 0,00054 -1,05 2,303 0,42 6 ATP-dependent DNA helicase PIF1 (Danio rerio)
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Uncharacterized oxidoreductase YhdF (Bacillus subtilis (strain

T000011398.1 -6,026 1,622 0,00036 0,322 2,576 0,92 6 168))
T000026181.1 -4,517 5,575 2,30E-07 -1,205 5,88 0,21 6 NA
T000005234.1 -5,832 1,784 8,20E-05 0,078 2,61 0,99 6 Histone H3.3 (Xenopus tropicalis)
T000012900.1 -3,275 3,54 1,70E-05 -2,483 3,508 0,0033 6 Glutathione synthetase (Dictyostelium discoideum)
T000010277.1 -6,303 3,618 2,70E-16 0,517 4,695 0,57 6 NA
TO00013583.1 -4,871 4,357 2,20E-06 -0,935 4,747 0,35 6 NA
Dorsal gland cell-specific expression protein (Heterodera
T000019410.1 -3,471 4,538 0,00042 -2,346 4,546 0,0029 6 avenae)
T000026024.1 -3,788 4,905 3,30E-05 -2,031 4,985 0,12 6 Putative neurobeachin homolog (Caenorhabditis briggsae)
T000025890.1 -5,051 1,38 0,00061 -0,774 1,809 0,57 6 NA
TO00003451.1 -5,245 3,419 1,60E-08 -0,616 3,934 0,68 6 Pro-Pol polyprotein (Feline foamy virus)
T000012661.1 -5,285 1,26 0,00038 -0,58 1,767 0,76 6 Dynein heavy chain%2C cytoplasmic (Caenorhabditis elegans)
T000028921.1 -6,257 1,813 1,30E-06 0,385 2,807 0,82 6 Similar to Calponin homolog OV9M (Onchocerca volvulus)
Lon protease (Methylocella silvestris (strain BL2 / DSM 15510
T000010324.1 -5,618 2,39 5,90E-11 -0,256 3,061 0,86 6 / NCIMB 13906))
Lon protease (Methylocella silvestris (strain BL2 / DSM 15510
T000010323.1 -5,618 2,39 5,90E-11 -0,256 3,061 0,86 6 / NCIMB 13906))
T000027868.1 -5,364 4,29 1,10E-17 -0,561 4,831 0,42 6 NA
Uncharacterized protein C1259.12c (Schizosaccharomyces
T000022466.1  -5,74 2,52 0,00053 -0,186 3,222 0,96 6 pombe (strain 972 / ATCC 24843))
T000028253.1 -4,967 2,092 3,30E-05 -0,962 2,478 0,52 6 Uncharacterized protein (Pristionchus pacificus)
T000026183.1 -5,136 2,924 1,00E-06 -0,872 3,344 0,46 6 NA
T000002028.1 -4,769 3,529 2,20E-05 -1,247 3,828 0,38 6 Similar to Pathogenesis-related protein (Juniperus ashei)
Dorsal gland cell-specific expression protein (Heterodera
T000028833.1 -5,377 3,358 3,50E-06 -0,65 3,865 0,69 6 avenae)
T000008293.1 -5,022 3,045 0,00053 -1,079 3,401 0,56 6 NA
T000002009.1  -4,49 2,933 0,00092 -1,611 3,125 0,35 6 NA
Uncharacterized protein C1259.12c (Schizosaccharomyces
T000025035.1 -5,841 2,146 4,60E-08 -0,278 2,802 0,89 6 pombe (strain 972 / ATCC 24843))
Actin-depolymerizing factor 1%2C isoforms a/b
T0O00016495.1 -5,749 3,688 3,90E-06 -0,39 4,307 0,9 6 (Caenorhabditis elegans)
Cap-specific mMRNA (nucleoside-2'-O-)-methyltransferase 1A
T000005361.1 -5,405 4,064 0,00022 -0,743 4,538 0,63 6 (Caenorhabditis briggsae)
T000016271.1 -4,722 0,732 9,10E-05 -1,429 0,946 0,29 6 M-phase phosphoprotein 8 (Homo sapiens)
T000028836.1 -5,315 2,327 2,40E-05 -0,869 2,748 0,61 6 Uncharacterized protein K02A2.6 (Caenorhabditis elegans)
T000020152.1 -5,33 3,394 4,60E-06 -0,874 3,821 0,57 6 NA
T000027317.1 -5,738 3,651 1,20E-08 -0,481 4,234 0,77 6 Choline kinase A2 (Caenorhabditis elegans)
T000021039.1 -6,276 3,377 7,30E-11 -0,007 4,179 1 6 NA
T000021032.1 -6,228 4,091 7,90E-18 -0,085 4,855 0,96 6 NA
T0O00004086.1 -6,412 2,952 0,00026 0,09 3,788 0,98 6 Dual specificity protein kinase CLK2 (Homo sapiens)
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T000025632.1 -5,464 2,647 6,30E-11 -0,863 3,068 0,5 6 NA
T000025635.1 -5,464 2,647 6,30E-11 -0,863 3,068 0,5 6 NA
T000022610.1 -5,351 1,47 0,00033 -1,029 1,826 0,64 6 Palmitoyltransferase ZDHHC9 (Mus musculus)
T000017086.1 -5,984 3,763 1,50E-07 -0,413 4,372 0,84 6 NA

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex
T000020889.1 -5,925 4,463 1,40E-14 -0,496 5,041 0,6 6 subunit 13 (Bos taurus)
T000005887.1 -6,253 2,422 2,40E-10 -0,22 3,111 0,88 6 NA
T000013585.1 -5,725 3,616 5,40E-06 -0,778 4,074 0,6 6 NA
T000022614.1 -5,168 3,318 1,60E-10 -1,343 3,597 0,22 6 RRP15-like protein (Caenorhabditis briggsae)
T0O00017088.1  -5,36 3,387 5,20E-05 -1,199 3,705 0,36 6 Ribosome-binding protein 1 (Canis lupus familiaris)
T000029394.1 -6,886 3,349 3,00E-06 0,293 4,31 0,91 6 NA
T000027328.1 -5,707 1,904 0,00056 -0,903 2,316 0,66 6 NA
T000022342.1 -6,637 -0,692 0,00054 -0,054 -0,054 1 6 NA
T000024866.1 -4,511 -0,036 0,00083 -2,27 -0,01 0,15 6 NA

Dual specificity protein kinase splA (Dictyostelium
T000028633.1 -6,242 3,338 4,80E-08 -0,543 3,896 0,76 6 discoideum)
TO00017641.1 -5,391 3,027 2,10E-11 -1,397 3,286 0,035 6 NA
T000020151.1 -4,27 4,523 2,50E-08 -2,579 4,526 0,0027 6 NA

Polynucleotide 5'-hydroxyl-kinase nol-9 (Caenorhabditis
T000019777.1 -5,267 1,217 0,00015 -1,612 1,414 0,4 6 elegans)

Dynein heavy chain%2C cytoplasmic (Drosophila
T000012660.1 -6,498 -0,8 0,00079 -0,388 -0,299 0,86 6 melanogaster)
T000007902.1 -5,255 2,528 1,40E-05 -1,632 2,727 0,44 6 NA

Retrovirus-related Pol polyprotein from transposon 17.6
T0O00009173.1 -6,523 2,824 5,60E-05 -0,408 3,438 0,89 6 (Drosophila melanogaster)

Mitochondrial import receptor subunit TOM22 homolog
T000007711.1  -3,909 4,142 7,00E-07 -3,026 4,075 0,0063 6 (Macaca fascicularis)
T000024865.1 -5,077 2,986 1,40E-06 -1,882 3,121 0,23 6 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 D2 (Xenopus laevis)
TO00016493.1 -6,662 4,007 1,20E-06 -0,305 4,671 0,88 6 Retinol dehydrogenase 13 (Mus musculus)
T000022626.1 -5,013 4,66 7,20E-05 -1,999 4,777 0,052 6 Envelopment polyprotein (Uukuniemi virus (strain S23))

Dorsal gland cell-specific expression protein (Heterodera
T000028638.2 -6,284 1,122 0,00073 -0,741 1,586 0,8 6 avenae)
T000012902.1  -5,501 5,135 2,30E-18 -1,613 5,345 0,18 6 Meckelin (Homo sapiens)

Putative ribosome-binding factor A%2C mitochondrial (Homo
T0O00004125.1 -6,573 1,827 0,00014 -0,617 2,352 0,82 6 sapiens)
T000026023.1 -4,594 1,69 2,40E-06 -2,599 1,692 0,042 6 NA
T0O00006587.2 -6,485 3,069 2,60E-08 -0,717 3,557 0,78 6 Uncharacterized protein (Helobdella robusta)
T000008132.1  -7,06 1,868 2,90E-06 -0,25 2,545 0,95 6 NA

Pachytene checkpoint protein 2 homolog (Oryza sativa subsp.
T000001919.1  -6,523 1,736 0,00039 -0,787 2,184 0,7 6 indica)
T0O00005884.1  -6,06 6,256 3,90E-11 -1,295 6,549 0,2 6 60S ribosomal protein L21 (Caenorhabditis elegans)
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T000014076.1 -4,848 12,368 5,00E-04 -2,522 12,387 0,056 6 NA
T000025638.1 -6,174 4,648 7,20E-14 -1,203 4,973 0,26 6 NA
T000004728.1 -6,454 3,15 2,70E-08 -1,003 3,54 0,39 6 NA
TO00004731.1 -6,454 3,15 2,70E-08 -1,003 3,54 0,39 6 NA
T000021036.1 -7,385 4,747 3,30E-21 -0,113 5,502 0,93 6 NA
T000023851.1 -6,595 1,7 6,50E-07 -0,97 2,083 0,78 6 NA
T000020157.1 -6,595 1,7 6,50E-07 -0,97 2,083 0,78 6 NA
T000021806.1 -5,808 1,385 2,20E-06 -1,76 1,549 0,42 6 NA
T000003449.1 -7,034 2,134 6,00E-04 -0,572 2,669 0,86 6 NA
T000017416.1 -5,656 6,323 0,00039 -2,043 6,443 0,44 6 Innexin-3 (Caenorhabditis elegans)
T000021221.1 -6,503 3,971 5,20E-05 -1,258 4,282 0,4 6 NA
Calponin homology domain-containing protein
T000002962.1 -8,053 0,539 0,00091 0,287 1,428 0,95 6 DDB_G0272472 (Dictyostelium discoideum)
Lon protease homolog%2C mitochondrial (Neurospora crassa
(strain ATCC 24698 / 74-OR23-1A / CBS 708.71 / DSM 1257 /
T000013694.1 -7,528 2,21 9,40E-12 -0,254 2,885 0,84 6 FGSC 987))
Dorsal gland cell-specific expression protein (Heterodera
T000012903.1 -5,611 3,11 7,40E-13 -2,185 3,199 0,089 6 avenae)
2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit alpha%2C
T000013584.1 -6,852 5,403 1,30E-09 -0,948 5,806 0,39 6 mitochondrial (Caenorhabditis elegans)
T000022348.1 -6,378 2,865 3,60E-07 -1,427 3,127 0,23 6 NA
Uncharacterized protein C1259.12c (Schizosaccharomyces
T000022441.1 -7,891 2,813 6,20E-08 -0,045 3,591 0,99 6 pombe (strain 972 / ATCC 24843))
TO00016497.1 -6,704 4,39 9,20E-05 -1,273 4,681 0,49 6 Transthyretin-like protein 46 (Caenorhabditis elegans)
T000023842.1 -6,708 2,819 2,10E-06 -1,406 3,09 0,57 6 NA
Dorsal gland cell-specific expression protein (Heterodera
T000024333.1 -7,519 2,052 6,30E-06 -0,739 2,535 0,69 6 avenae)
T000004324.1 -5,019 2,911 0,00053 -3,305 2,849 0,03 6 NA
T000014077.1 -5,116 15,746 0,00049 -3,289 15,681 0,0095 6 NA
T000029217.1 -8,416 2,217 6,10E-08 -0,046 2,996 0,99 6 NA
T000001928.1 -7,443 -0,01 1,90E-05 -1,18 0,275 0,45 6 Acetyl-coenzyme A synthetase (Drosophila melanogaster)
T000027320.1 -7,148 3,091 8,10E-06 -1,538 3,326 0,31 6 NA
T000004199.1 -7,375 1,976 1,70E-10 -1,342 2,262 0,28 6 NA
Retrovirus-related Pol polyprotein from transposon 17.6
T000025521.1  -6,38 2,713 1,10E-05 -2,485 2,757 0,082 6 (Drosophila melanogaster)
T000020158.1 -6,829 3,033 5,40E-10 -2,059 3,153 0,35 6 NA
Serine/threonine-protein phosphatase PP1 isozyme 7
T000024869.1 -7,662 0,179 1,00E-05 -1,512 0,387 0,45 6 (Arabidopsis thaliana)
T000023695.1 -7,387 2,282 1,20E-05 -1,985 2,414 0,43 6 Double homeobox protein A (Homo sapiens)
T000005379.1 -10,032 2,415 0,00096 2,304 4,757 0,25 7 Homeobox-containing protein 1 (Homo sapiens)
T000022440.1 -8,868 1,298 0,00058 0,963 2,613 0,76 7 Brain tumor protein (Drosophila melanogaster)
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T000028283.1 -8,779 1,206 0,00022 0,511 2,266 0,82 7 NA
T000004218.1 -9,36 1,763 0,00077 0,709 2,955 0,82 7 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 8 (Homo sapiens)
Dorsal gland cell-specific expression protein (Heterodera
T000028638.1 -8,049 2,941 8,20E-06 -0,604 3,477 0,81 7 avenae)
T000001932.1 -8,097 0,578 0,00048 -0,788 1,008 0,83 7 NA
T000021035.1 -8,931 1,356 0,00031 -0,214 2,025 0,96 7 NA
T000019807.2 -10,099 2,48 1,50E-06 0,943 3,81 0,69 7 NA
T000017034.2 -8,449 2,876 6,30E-06 -0,755 3,354 0,83 7 NA
T000020888.1 -8,463 0,911 3,10E-07 -0,748 1,369 0,64 7 NA
T000026182.1 -8,764 1,196 6,50E-06 -0,509 1,754 0,86 7 NA
T000011086.1 -10,215 2,593 2,60E-12 0,854 3,881 0,34 7 Ribonuclease UK114 (Capra hircus)
T000022345.1 -9,14 1,552 1,60E-06 -0,244 2,226 0,94 7 NA
T000017061.2 -8,193 0,661 3,00E-04 -1,199 0,978 0,59 7 Uncharacterized protein F23F12.3 (Caenorhabditis elegans)
T000012907.1 -8,358 2,959 1,20E-14 -1,191 3,288 0,65 7 NA
T000024770.1 -10,79 3,16 7,50E-05 1,194 4,685 0,69 7 Chloride channel protein clh-3 (Caenorhabditis elegans)
T000021696.1 -9,287 1,687 0,00018 -0,46 2,28 0,91 7 Cullin-1 (Pongo abelii)
TO00017103.1 -8,986 1,403 1,20E-05 -0,805 1,848 0,72 7 NA
T000027336.2 -8,671 1,108 0,00027 -1,258 1,394 0,6 7 NA
TO00013740.1 -8,246 0,712 5,00E-04 -1,779 0,879 0,59 7 Disorganized muscle protein 1 (Caenorhabditis elegans)
T000017089.1 -9,321 1,722 1,70E-08 -0,883 2,152 0,57 7 NA
TO00016477.1 -10,407 2,781 6,40E-06 0,138 3,659 0,97 7 Uncharacterized protein K02A2.6 (Caenorhabditis elegans)
T000026253.1 -10,431 2,804 2,20E-05 0,107 3,685 0,98 7 Ran-binding protein 10 (Danio rerio)
T000023360.2 -9,235 1,643 3,30E-07 -1,142 1,997 0,55 7 Uncharacterized protein F23F12.3 (Caenorhabditis elegans)
T000002689.2 -9,224 1,629 0,00013 -1,174 1,954 0,64 7 NA
T000005359.1  -9,69 2,081 7,30E-08 -0,721 2,561 0,67 7 Casein kinase Il subunit beta (Danio rerio)
T000020150.1 -8,776 1,207 6,10E-05 -1,978 1,335 0,37 7 NA
T000020895.1 -9,913 5,593 4,20E-21 -0,892 6,029 0,36 7 60S ribosomal protein L10a (Caenorhabditis elegans)
T000020871.1 -10,599 2,969 7,00E-13 -0,292 3,649 0,89 7 NA
T000027335.1  -8,04 3,442 0,00027 -2,898 3,44 0,077 7 NA
Dorsal gland cell-specific expression protein (Heterodera
T0O00001862.1 -11,208 3,573 0,00028 0,067 4,418 0,99 7 avenae)
T000006526.1 -11,366 3,728 1,10E-08 -0,118 4,487 0,98 7 spidroin-1-like%2C partial (Corvus brachyrhynchos)
T000023443.1 -11,077 3,442 9,30E-05 -0,769 3,934 0,85 7 Uncharacterized protein (Dracunculus medinensis)
T000023166.1 -10,197 2,574 0,00044 -2,338 2,649 0,44 7 NA
T000028968.1 6,213 3,121 7,50E-05 0,424 -0,907 0,92 8 NA
T000016964.1 6,213 3,121 7,50E-05 0,424 -0,907 0,92 8 NA
Probable tyrosine-protein kinase kin-31 (Caenorhabditis
T000015127.1 6,991 2,868 5,10E-19 -0,752 -2,011 0,86 8 elegans)
Probable tyrosine-protein kinase kin-31 (Caenorhabditis
T000015126.1 5,62 2,794 2,80E-08 0,001 -0,92 1 8 elegans)
T000023883.1 6,399 1,777 5,20E-12 -0,855 -2,304 0,85 8 NA
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T000017706.1 6,399 1,777 5,20E-12 -0,855 -2,304 0,85 8 NA
T000000193.1 5,103 0,089 0,00031 -0,038 -2,379 1 8 NA
T000028277.1 5,325 0,877 1,00E-05 -3,267 -2,469 0,26 8 NA
T000022645.1 -6,027 3,805 0,00035 -6,291 3,628 7,10E-08 9 NA
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Chapitre 6 Discussion générale

L’introduction d’espéces exotiques envahissantes telles que le NKS dans les agroécosystémes
constitue une menace a I’équilibre écosystémique et génére des pertes économiques associées a la
baisse de rendement, au contréle des populations et a la recherche de solutions de gestion
durables. Ce sont les différentes composantes du milieu environnemental et climatique, les traits
phénotypiques et génomiques de I’hote et de I’espece introduite de méme que les moyens de lutte
et leur durabilité qui vont expliquer la réussite ou I’échec d’une invasion. Dans cette these, les
différents objectifs visaient a décomposer les ¢léments inhérents a une espéce exotique invasive
en utilisant comme modele le NKS. Dans cette optique, les objectifs devaient répondre a
plusieurs questions. D’abord (1) est-ce que le NKS est susceptible de se propager dans un nouvel
environnement tel que le Québec ? Etonnamment, la modélisation bioclimatique réalisée dans le
cadre de ce doctorat a démontré qu’actuellement, le NKS a le potentiel de s’établir dans toutes les
aires de production du soya puisque la température ne constitue pas une barriére a la reproduction
de cette espece poikilotherme. En outre, les recherches ont démontré que son expansion pourrait
étre favorisée par les hausses de températures prévues dans le futur proche puisqu’a la fois de
nouvelles aires de production du soya s’ouvriront et que le nombre de générations produites
doublera dans certaines régions au cours d’une saison de croissance. Ensuite (2) d’ou proviennent
les populations de NKS récemment introduites au Canada et ces populations possédent-elles des
génes favorisant leur adaptation & de nouvelles composantes environnementales et climatiques ?
A I’aide d’approches liées a la génétique des populations, les travaux ont démontré que la grande
diversité génétique qui caractérise les populations nord-américaines de NKS ainsi que le flux de
genes continu entre les régions ont facilité son adaptation aux diverses conditions bioclimatiques
et son établissement dans les nouvelles zones de production de soya. Finalement (3) quels sont
les geénes associés au contournement de la résistance chez 1’hote et qui affectent la durabilité de
ce moyen de lutte ? La réponse a cette question n’est pas simple, mais cette thése a permis
d’identifier pour la premiere fois une région génomique qui semble étre directement associée a la
reconnaissance du NKS par les principaux genes de résistance. Mis ensemble, tous ces résultats
ouvrent plusieurs pistes prometteuses pour les recherches futures et le développement d’outils

pour faire face a cette menace de fagcon durable et protéger une industrie en plein essor.
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Evaluer les risques de propagation et d’établissement des espéces récemment introduites dans

un contexte de changements climatiques.

Tel que mentionné précédemment, le NKS a été découvert au Québec pour la premiere fois en
2013. Son identification a soulevé une panoplie de questions quant a la dynamique de cette
espece sur un nouveau territoire et aux risques inhérents a sa présence au Québec. C’est dans
cette optique que 1’on a effectué une modélisation bioclimatique de son hdte économique

principal, le soya et du nématode.

Plusieurs composantes vont expliquer la capacité d’une espéce a s’établir dans un nouvel
environnement ainsi qu’a s’y propager. Par exemple, une forte reproduction, une large gamme
d’hétes, une grande plasticité face aux stress environnementaux, 1’absence d’ennemis naturels,
etc. Parmi celles-ci, la capacité a se reproduire facilement a été retenue comme étant le facteur le
plus important dans la réussite de I’invasion du NKS. Etant donné la nature poikilotherme du
NKS et aidée par la littérature, un modéle déterministe reposant sur des régressions logistiques
entre la température du sol et le taux de développement du NKS a été¢ développé et présenté dans
I’article du chapitre 3. Sachant que la distribution du NKS suit celle de son hote (Tylka &
Marrett, 2017), il serait possible de connaitre 1’aire de dispersion potentielle du NKS en utilisant
un modele reposant sur la phénologie (déterminée principalement par la température de I’air et la

photopériode) de son hote économique principal, le soya.

L’intégration de données climatiques actuelles (1981-2010) a ces deux modeles (cycle de vie du
NKS et phénologie du soya) a permis de révéler le potentiel reproductif du NKS dans un nouvel
environnement dépassant son actuelle limite septentrionale de distribution (figure 3.4).
Etonnamment, le modéle a prédit que le NKS pouvait déja se reproduire au Québec (figure 3.4),
et que le climat lui permettait, dans les régions ou 1’on produit les plus grandes quantités de soya,
de produire jusqu’a trois générations par saison de croissance. Ainsi, les deux modeles reposant
sur I’utilisation de la température pour faire varier les parameétres du cycle de vie du NKS et de la
phénologie du soya donnent une indication claire quant aux risques déja présents pour la

production de soya au Québec.

Par la suite, sachant que le climat est en constante évolution et que les modeles généraux

prévoient une hausse marquée des températures, la question de recherche a été étendue au futur
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proche (2041-2070). Selon le dernier rapport du GIEC (Groupe d'experts Intergouvernemental
sur 1’Evolution du Climat, 2014), I’augmentation des concentrations de CO> atmosphériques
devrait influencer a la hausse les températures mondiales (0,3-4,8 °C) d’ici 2100. Parmi les
différents scénarios proposés par le GIEC, deux ont été retenus dans le cadre de mes recherches,
le premier, plus optimiste (RCP 4.5), prévoit une hausse de pres de 1,1 - 2,6°C d’ici 2100 alors
que le second, plus pessimiste (RCP 8.5), prévoit plutdt une hausse de prés de 2,6 — 4,0 °C. Ainsi,
des jeux de données climatiques simulées par Ouranos sur la base de différents scénarios
climatiques pour la période 2041-2070 ont été intégrés aux deux modeles. L’utilisation de
données climatiques simulées plutét qu’actuelles a permis non seulement de prédire
I’agrandissement de 1’aire de production du soya (figure 3.2 et 3.3), mais en plus d'entrevoir la
possibilité d’un changement de groupe de maturité en se basant sur les dates d’atteinte de
maturité (figure 3.3). Grace a ces prédictions, il est possible d’inférer non seulement que de
nouvelles zones pourront étre affectées par le NKS suivant la distribution de son hote, mais qu’en
plus, on peut s’attendre a un changement de groupe de maturité qui lui, influera sur le nombre de
générations produites et sur 1’accroissement de la densité¢ de population. En effet, Joyce et
Thiessen (2018) mentionnent qu’un changement de groupe de maturit¢ modifiera les dates
d’atteinte de la maturité et permettra la production d’une génération supplémentaire favorisant
une plus forte densité¢ de population. En outre, la simulation des températures attendues a permis
de prédire une hausse marquée de la vitesse requise pour accomplir chaque stade du cycle de vie
du NKS (figure 3.4). Alors que durant la période actuelle on peut s’attendre a ce que le NKS
accomplisse trois générations puisque la durée de chaque cycle complet varie entre 28 et 49 jours,
d’ici 50 ans ce nombre pourrait atteindre cinq générations et la durée du cycle pourrait étre aussi

courte que 25 jours (figure 3.5).

A notre connaissance, nous avons développé le premier modéle bioclimatique simulant tant le
cycle de vie d’un nématode endoparasite en fonction des températures du sol et de son hote en
fonction des températures de 1’air pour la période actuelle et future. Les résultats présentés dans
le cadre de I’article ont démontré qu’aucune barriere climatique ne freinera la progression du
NKS vers le nord, au contraire, la hausse de la température prévue pour le futur favorisera
I’ouverture de nouvelles aires de production de soya plus au nord et accentuera la vitesse des taux
de développement de 1’hote et du parasite. Ainsi comme le Québec est le troisiéme producteur de

soya au Canada et que ce dernier est le septieme producteur mondial, il est essentiel de limiter la
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propagation de cette espece ainsi que sa reproduction afin de maintenir la production et rester
compétitif sur le marché. Toutefois, jusqu’a présent peu de solutions se sont avérées efficaces
pour prévenir de nouvelles introductions et la propagation du NKS a cause des trop nombreuses
voies d’entrée et de dissémination (tractus intestinal d’oiseaux, échange de machinerie agricole,
forts vents, inondations, souliers souillés, etc.). L’unique solution réside dans le contrdle des
populations en utilisant des espéces non hotes ainsi que des cultivars résistants. Il est donc urgent

d’investir dans la recherche afin de déployer des cultivars adaptés au Québec et surtout durables.

Bien que simples, les modeles semblent avoir démontré leur efficacité quant aux prédictions
basées sur les températures. Méme si le climat est en constante évolution, les mod¢les sont assez
performants pour qu’on puisse facilement intégrer de nouveaux jeux de données climatiques. En
outre, plusieurs facteurs limitants le taux de développement ont été exclus et pourraient étre

intégrés dans le futur.

Détermination du potentiel adaptatif d’une espéce dans un nouvel environnement a l’aide

d’une approche génomique

Apres avoir confirmé le potentiel d’établissement, de propagation et de reproduction du NKS
dans un nouvel environnement, plusieurs éléments quant au processus d’adaptation du NKS sont
restés inconnus. En effet, les prédictions précédentes reposaient uniquement sur 1’effet des
fluctuations de températures sur le développement et aucunement sur la capacité intrinseque du
NKS a s’adapter a un nouvel environnement. De plus, le modele ne donnait aucune indication
quant a la route d’introduction du NKS jusqu’au Québec, qui représente toujours sa limite de
distribution la plus septentrionale en Amérique. Ainsi, on a voulu connaitre les liens génétiques
qui unissent les différentes populations de NKS présentes aux Etats-Unis et au Canada.
Egalement, on a cherché a établir si certains génes facilitaient I’adaptation du NKS en identifiant
des signatures génétiques associées a des données environnementales et climatiques. Dans
I’article présenté au chapitre 4, une approche génomique a été préconisée et repose sur la
prémisse que les variations génétiques entre les populations refléteraient leur potentiel évolutif et
adaptatif (Andrews, 2010; Eizaguirre & Baltazar-Soares, 2014). Pour étre en mesure de
séquencer plusieurs dizaines de populations (64 populations) des Etats-Unis et du Canada,
I’approche du génotypage par séquencage (GBS) a été utilisée, car elle permettait, a faible cott,
de produire une grande quantité de séquences, donc de marqueurs, avec une bonne profondeur de
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séquencage (voir chapitre 4 pour plus de détails). Au moment de préparer cet article, les quantités
d’ADN prélevées par individus étaient insuffisantes pour effectuer un séquengage, c’est pourquoi
nous avons choisi de «pooler» plusieurs individus, ce qui a complexifié les analyses et leur
interprétation. Cependant, 1’utilisation d’un pool d’individus a eu pour avantage de capturer la

diversité génétique retrouvée au sein de chaque population.

L’analyse de la structure des populations a été nécessaire afin de répondre aux questions
associées aux voies d’introduction et aux relations génétiques entre les populations nord-
américaines. Afin d’analyser la structure des populations, différentes approches et méthodes ont
été préconisées et ont été appliquées aux jeux de données constitués de marqueurs SNP : une
analyse en composantes principales (ACP ou PCA en anglais) (figure 4.1a); la création de 1’arbre
phylogénétique (figure 4.1b); le calcul de I’indice de différentiation génétique pour chaque
population; I’analyse de I’isolation par la distance (figure 4.2 ab). Ces analyses ont permis
d’identifier deux grands groupes, celui du nord-est (Ontario) et celui du nord-ouest (Dakota du
Nord et Minnesota) partageant des similarités génétiques avec les populations « d’origines »
(centre des Etats-Unis) (voir figure 4.1ab) et qui reflétaient également les deux grandes routes
d’introduction (nord-est et nord-ouest). Elles ont également montré que dans les groupes du nord-
est et du nord-ouest, la diversité génétique était beaucoup plus élevée que dans les états centraux
qui sont beaucoup plus homogenes. Ce résultat a surpris, car on s’¢loignait de la logique de
I’effet fondateur qui stipule que les populations récemment introduites sont moins diverses, di a
un échantillonnage d'une portion des alleles présents dans la population d'origine. Ce résultat a
mené a inférer que la pression de sélection causée par la surreprésentation de PI88788 en tant que
source de résistance a eu pour effet de limiter la sélection négative en sélectionnant des individus
partageant les mémes geénes dans les états centraux. Cette déduction reposait sur des observations
de méme nature faites par d’autres chercheurs (voir Liu et al., 1997; Niblack et al., 2008; Fagihi
et al., 2010; Zheng & Chen, 2011), mais aussi par I’utilisation moins répandue et sur une moins

longue période de temps de la source de résistance PI88788 dans les nouveaux territoires infestés.

En outre, I’analyse de la différentiation génétique et de I’isolation par la distance ont démontré
que plus on s’¢loigne de la population d’origine « ancestrale » (dans notre jeu de données il
s’agissait d’une population du Missouri) plus la différentiation génétique augmente a 1’échelle

régionale. Cependant cet effet ne fut pas observé a I’échelle locale. En effet, les indices de
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différentiations génétiques étaient tres faibles dans les populations centrales indiquant un fort flux
génique et, mis en relation avec la faible diversité génétique, on obtient une rapide
homogénéisation de celles-ci. D’ailleurs, les travaux de Faghihi et al. (2010) confirmaient a la
fois la voie d’introduction des états centraux vers I’Ontario (nord-est) et I’homogénéisation des
populations centrales puisqu’ils ont trouvé que 15 % des populations ontariennes pouvaient se
reproduire sur P1548402 et 6% sur PI 90763. Ces deux derniers cultivars étant absents dans les
cultivars commerciaux disponibles sur le marché ontarien, il était surprenant de trouver des
individus déja aptes a contourner leurs mécanismes de défense sans y avoir été exposés au

préalable et cela ne pouvait étre expliqué que par une introduction de ces états.

Finalement, I’utilisation de scans génomiques a permis de détecter 71 locus sous sélection
desquels 15 étaient validés par plus d’une approche. Le faible nombre de locus potentiellement
soumis a une sélection par des facteurs environnementaux ou climatiques nous indique que le
NKS est probablement déja adapté a une large gamme d’environnements. Ainsi, si le NKS est
déja adapté aux conditions climatiques qui prévalent a la limite septentrionale de son aire de
distribution actuelle, on peut s’attendre a ce que I’utilisation de cultivars commerciaux résistants
ait un effet treés limité dans le temps pour réduire la reproduction des populations. Compte tenu du
fait que les populations ancestrales de [’Ontario proviennent des populations centrales,
’utilisation de la source de résistance PI88788 sera rapidement inefficace pour limiter la
reproduction du NKS. En outre, comme les populations du Québec arrivent probablement de
I’Ontario, le méme probleme se posera. De plus, de nouvelles introductions de NKS en
provenance des régions ou les populations ont été¢ sélectionnées par les cultivars résistants
apporteront forcément des individus beaucoup plus virulents. Ainsi, il est urgent de déployer de
nouvelles sources de résistance sur le marché, mais aussi d’identifier les génes responsables de la

virulence.
Profilage génomique et transcriptomique de la virulence chez Heterodera glycines

Tel que vu précédemment, il existe une incroyable diversité génétique au sein des populations de
NKS qui s’explique par les flux migratoires continus, par 1’éclosion aléatoire « d’ancétres »
persistant dans les sols en dormance et protégés par les kystes ainsi que le mode reproductif qui
implique la polyandrie (plusieurs males peuvent se reproduire avec une seule femelle). De plus, a

I’heure actuelle, aucun cultivar de soya ne posséde une résistance universelle a tous les individus

187



présents dans une population ce qui limite la durabilité de leur utilisation en particulier puisque
pres de 95% de ce qui est disponible sur le marché dépend d’une unique source PI88788. C’est
pourquoi la derniére partie de cette thése portait sur I’identification des génes impliqués dans la

virulence.

Comme mentionné plus haut, au début de ce projet il n’était pas possible de séquencer des
individus uniques a cause des quantités d’ADN requises pour le séquengage. Dans 1’optique de
maximiser les chances d’identifier des génes candidats associés aux HG type, I’approche du GBS
de pool d’individus issus de multiples populations permettant d’avoir une foule d’informations
génétiques sur une vaste gamme de phénotypes de virulence a été utilisée (voir la section 2.1 pour
plus de détails). Les SNP identifiés par le GBS, ont permis d’effectuer des centaines de
régressions logistiques entre la fréquence allélique (FA) de tous les SNP (804) et le female index
(FI) de chaque population (64) associés au HG type 1 (virulent sur la source de résistance Peking)
et au HG type 2 (virulent sur la source de résistance PI88788) qui ont permis d’identifier 14 locus
statistiquement associés a la virulence (table 5.2). Etonnamment, la plupart de ces marqueurs
¢taient localisés directement dans des geénes. Parmi ces genes candidats, on retrouvait un
homologue d'un effecteur connu d’Heterodera avenae corrélé avec la capacité a contourner les
génes de résistance de PI88788. L’approche du GBS appliquée sur un pool d’individus
composant des populations ayant une forte diversité¢ génétique quoique tres utile dans le cadre de
la génétique des populations a énormément complexifié 1’interprétation de fréquences alléliques
dans le cadre d’une étude d’association entre le phénotype et le génotype. En effet, il a été

difficile de faire corréler les FA avec les FI ¢’est pourquoi une nouvelle approche a été initiée.

Afin de limiter la variabilité génétique des pools d’individus indifférenciés et non sé€lectionnés
par les plantes résistantes (stades J1-J2) et de faciliter les analyses, 40 femelles du stade J4 ont été
sélectionnées sur Peking et PI88788. Aussi, afin d’augmenter la probabilité de trouver un géne
candidat, on a procédé au séquengage de génome complet pour chaque pool d’échantillons
sélectionnés ainsi que des populations d’origine. L’analyse du déséquilibre allélique (allelic
imbalance) des variants communs a permis d’identifier prés de 784 variants dans 586 génes
parmi lesquels 86 (voir tables supplémentaires S 5.1 et S 5.2) étaient associés a la sélection sur
Peking et 503 étaient associés a la sélection sur PI88788 (voir tables supplémentaires S 5.3 et S

5.4). Un total de 17 geénes ont été identifiés et possédaient des variants prédits pour avoir un
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impact important sur la séquence d’acides aminés (table 5.3). Parmi ceux-ci, trois geénes étaient
connus pour étre des effecteurs (aspartyl aminopeptidase) ou pour étre potentiellement associ€s
au parasitisme (dorsal gland cell-specific expression protein, mucin) (Gems & Maizels, 1996;
Davis, 2000; Gao et al., 2003; Lilley et al., 2005; Haegerman et al., 2012) (voir la section 2.2.
pour informations sur les effecteurs). En outre, on a identifi¢ 109 geénes associés a la virulence sur
PI88788 (table 5.4) dans lesquels les variants auraient un fort impact sur la séquence d’acides
aminés. Treize de ces genes ont préalablement été associés au parasitisme du NKS : annexin,
esophageal gland proteins, endonuclease, guanylate cyclase, pectate lyase, peptidase et
ubiquitin) (Voir Haegerman et al., 2012 qui ont proposé une belle revue des genes confirmés
pour étre impliqués dans le parasitisme). Parmi ces génes, celui codant pour la gland protein
G20EQ03 est le plus connu et est fréquemment identifi¢ dans les études pour étre fortement
exprimé lors d’interactions incompatibles dans les plantes résistantes. Notre analyse a révélé que
seuls les individus ne possédant qu’un allele de ce geéne (homozygotes) étaient capables de
contourner les mécanismes de résistance de PI88788. L’alléle restant codait pour une
phénylalanine (apolaire) alors que ’autre alléle présent dans la population virulente codait pour
une cystéine (polaire). Dans le futur, il faudrait identifier I’'importance du changement de polarité
des acides aminés sur la structure et la fonction de cette protéine. Il faudrait aussi confirmer si
I’homozygocité a ce locus est constant dans les populations et s’il est uniquement reli¢ a la
virulence sur PI88788. Plusieurs autres variants détectés dans le génome semblent Etre
intimement liés au contournement de la résistance, mais ces derniers demanderont une analyse
plus approfondie afin de valider leur impact. L’utilisation de cette approche s’est révélée tres
prometteuse, car nous avons réussi a identifier des dizaines de geénes porteurs de variants a forts

impacts dont certains étaient déja connus pour étre impliqués dans le parasitisme.

Finalement, en 2018, Serra ef al., ont publi¢ une méthode permettant d’effectuer un séquencgage
complet d’ARN (RNA-Seq) a partir d’un seul nématode. Grace a leurs travaux, nous serons les
premiers a analyser I’expression de 1’ensemble des génes du NKS dans des individus uniques.
Ainsi, dans cette derniére partie de 1’article, neuf populations ontariennes ont ét¢ sélectionnées
d’une part, afin de limiter la variabilité¢ génétique due a 1’origine géographique et d’autre part,
pour leur FI sur les lignées Peking et PI88788. Au total, 23 femelles sélectionnées sur des lignées
résistantes (Peking ou PI88788) ou sensibles (Essex) ont été isolées des racines afin d’analyser

les geénes différentiellement exprimés (DEG) en fonction de la sélection par la plante. Le patron
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général du profil d’expression des femelles sélectionnées sur Peking ou sur PI88788 versus celles
non sélectionnées sur Essex (cultivar sensible) (figure 5.1) nous confirme que les mécanismes de
virulence sont probablement différents entre Peking et PI88788, mais aussi que les genes
surexprimés ou réprimeés le sont plus fortement sur Peking. Cela est peut-étre 1i¢ aux réactions
d’hypersensibilité plus accentuées et plus rapidement exprimées dans les racines de Peking
forcant le nématode a contrebalancer ces mécanismes (voir la section 2.2 pour plus de détails sur
les mécanismes de résistance). Plusieurs des transcrits ayant un patron d’expression inverse entre
les femelles sélectionnées sur Peking et sur PI88788 étaient des génes connus pour étre associés
au parasitisme et nécessiteront une analyse plus approfondie dans le futur. L’analyse des DEG
entre les femelles sélectionnées sur Peking et sur PIS88788 (sans Essex) confirme essentiellement
la méme chose que la figure 5.1, mais permet surtout de mettre en évidence des génes uniques

associés a chaque geéne de résistance.

L’analyse de ces geénes uniquement associés aux femelles sélectionnées sur Peking ou sur
PI88788 a permis d’identifier un total de 22 transcrits uniques, quatre associés a la virulence sur
Peking et 18 a celle sur PI88788. Parmi ceux-ci, deux genes issus du méme scaffold (589) des
dorsal gland cell-specific expression (hgg-20) ont retenu I’attention, car I’un (T000028080.1)
¢tait unique a la virulence sur Peking. L’analyse de cette région génomique nous a permis
d’identifier un ilot contenant des duplications en tandem de différentes versions du méme gene,
hgg-20 (voir figure 5.2). Celui-ci est connu pour étre exprimé dans les réactions d’incompatibilité
avec des populations virulentes d’H. glycines autant durant les premiers stades (J2-J3) que dans
les derniers stades (J3-J4) (Ithal ef al., 2007; Klink et al., 2008). Les recherches menées par Ital et
al. (2007), ont méme montrées que 1’expression d’hgg-20 était plus forte dans les derniers stades
lors d’une interaction incompatible avec des individus virulents sur Peking. La découverte des
différences d’expression des geénes uniques associées avec les deux réactions incompatibles sur
Peking et PI88788 laisse a penser que cet ilot pourrait étre impliqué dans la virulence. Cependant,
d’autres éléments restent a valider avant la soumission de cet article. Notamment, nous devons
déterminer si 1’expression sélective de ces deux genes est due a un contrdle transcriptionnel
(répresseur, défaut de promoteur, dégradation de ’ARNm) ou a une large délétion dans ’ADNg.
Si la derniére possibilité s’avérait, il serait des lors possible de développer facilement un outil
diagnostique permettant d’anticiper la virulence d’une population sur les cultivars issus de Peking

ou PI88788 en mettant en évidence ces délétions.
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Principales contributions

- J’ai réalisé la conception du modele simulant le cycle de vie du NKS en réponse a la
température ainsi que les analyses cartographiques associées de I’article présenté au
chapitre 3.

- Jai effectué¢ les manipulations en laboratoire ainsi que les analyses de structures
génétiques et les scans génomiques de ’article présenté au chapitre 4.

- Jai effectué la manipulation ainsi que modifi¢ les protocoles associés aux tiches en
laboratoire, j’ai effectué¢ les analyses sur les données de GBS, WGS et RNA-Seq

présentés au chapitre 5.
Conclusion et perspective

Caractériser la biologie du NKS depuis son cycle de vie jusqu’a I’identification génétique et
transcriptomique des geénes associés a ses traits adaptatifs et phénotypiques a été un défi de taille.
Toutefois, il a été relevé dans les chapitres 3, 4 et 5. Dans cette theése, nous avons modélisé le
cycle de vie du NKS en fonction des températures et démontré son potentiel de propagation et
d’établissement dans un nouvel environnement ainsi que sa capacit¢ a s’y reproduire sous
différents climats (actuel et futur). Ce premier et unique modele bioclimatique ouvre la porte a sa
réutilisation avec des données climatiques mises a jour, a son amélioration en intégrant de
nouveaux parametres limitant le taux de développement et ultimement a sa validation en champs.
Egalement, dans cette thése il a été démontré que la grande diversité génétique et le flux
génétique continu qui caractérisent les populations de NKS en Amérique du Nord facilitent leur
adaptation a diverses conditions bioclimatiques et leur établissement dans de nouvelles régions.
Malheureusement, nous avons €galement démontré que cette adaptation rapide était aussi vraie
pour les cultivars résistants et que les sources utilisées présentement seraient bientot trés peu
utiles. Basé sur ces informations, il est impératif d’inclure de nouvelles sources de résistance dans
les programmes d’amélioration génétique et de développer des cultivars résistants qui seront
¢galement adaptés a des conditions plus nordiques que celles ou 1’on cultive le soya en ce
moment. Finalement, les analyses GBS, WGS et RNA-seq ont permis d’identifier des centaines
de geénes qui pourraient étre liés a la virulence. Grace au séquencgage d’individus uniques, nous
avons découvert un ilot qui semble assez spécifique pour nous permettre de développer des

marqueurs permettant de discriminer les deux types de virulence. Ces outils diagnostiques auront
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plusieurs utilités. Ils permettront de mieux conseiller les producteurs sur le choix de cultivars a
utiliser dans leur champ afin de maximiser les rendements et la profitabilité de leur ferme.
D’autre part, la mise en évidence de populations virulentes dans un champ permettra de retirer la
pression de sélection qui favorise son développement et de ralentir sa dispersion. Cela permettra
d’étendre la durée de vie des sources de résistances en limitant le flux de geénes de virulence.
Dans certains champs, il deviendra sans doute préférable de prolonger les rotations avec des
cultures non hotes au lieu de mettre en péril I’efficacité des cultivars résistants dans les autres
champs. Dans de futures études, les génes d’intérét identifiés dans cette étude pourront également
étre inactivés par transformation génétique ou des ARN interférence afin de valider leur rdle dans
la virulence. La confirmation de ces cibles permettrait ¢galement de développer des plants de
soya exprimant des ARNi inhibant directement la production des protéines de virulence (voir
I’article de Qi et al., 2019 pour plus de détails). L utilisation de plusieurs cibles dans des lignées
différentes, combinée a un bon suivi de 1’évolution des populations au champ, permettrait un

contrdle optimal de ce parasite jusqu’ici dévastateur.
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RESUME

Au Canada, le nématode a kyste du soya, Heterodera glycines (NKS), a d’abord été détecté en
Ontario en 1988 et plus récemment au Québec en 2013. Il est la principale cause des pertes
économiques associées & la production de soya au Canada et aux Etats-Unis. Les moyens de lutte
contre ce ravageur sont limités et reposent essentiellement sur I’exploitation des genes de
résistance naturels du soya. II est primordial d’étudier la réponse du NKS ainsi que celle de son
héte sous le climat du Québec afin de développer des stratégies de lutte efficaces. De plus, les
fluctuations de température associées aux changements climatiques modifieront les traits
biologiques du NKS, la phénologie de son hdte et leur interaction. Cela pourrait ainsi affecter
I’efficacité et la durabilité des outils de gestion. Dans ce contexte, I’impact des changements
climatiques anticipés sur les interactions entre le nématode a kyste du soya et son hote principal,

le soya, sera présentg.

Mots clés : Changements climatiques, Heterodera glycines, interactions moléculaires, soya.
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ABTRACT

[Impact of climate change on molecular interactions between the soybean cyst nematode

(Heterodera glycines) and its main host, soy (Glycine max)]

In Canada, the soybean cyst nematode, Heterodera glycines (SCN), was first detected in Ontario
in 1988 and more recently in Quebec in 2013. It is the main cause of economic loss associated
with soy production in Canada and the United States. Control methods against this pest are
limited and mostly rely on soy’s natural resistance genes. It is essential to study the response of
the SCN and that of its host under Quebec’s climate in order to develop effective control
strategies. Moreover, the temperature fluctuations associated with climate change will modify
SCN’s biological characters, its host’s phenology, and their interaction. This could affect both the
efficacy and  durability @ of  management  tools. In  this  context, the
impact of the anticipated climate change on the interactions between the soybean cyst nematode

and its principal host, soy, will be presented.

Keywords: Climate change, molecular interactions, soy, soybean cyst nematode.

La production du soya (Glycine max)

Les superficies de soya (Glycine max L. Merr) sont en forte augmentation a travers le monde
(Ali, 2010). Cette hausse se justifie par les multiples utilisations des huiles et des farines riches en
protéines issus de cette oléo-protéagineuse dans I’industrie alimentaire humaine et animale (Alj,
2010; Singh et Shivakumar, 2010). En 2013, le soya était la septiéme culture en importance dans
le monde, au premier rang des cultures oléagineuses (FAOSTAT, 2014). Les principaux pays
producteurs sont les Etats-Unis suivis par le Brésil, I’ Argentine, la Chine et 1’Inde (FAOSTAT,
2014) (Tableau 1). En 2013, le Canada occupait respectivement la huitiéme et la cinquieme
position mondiale au niveau de la production et de I’exportation (Food and Agriculture

Organization (FAO), 2013). La production de soya se concentre dans les provinces de 1’Ontario
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(59 % de la production totale), du Manitoba (21 %), du Québec (16%), de la Saskatchewan (2 %)
et des Maritimes (2 %) (Statitics Canada, 2014).

Tableau 1 : Production mondiale de soya en 2013 (FAOSTAT, 2014).

Ran Pays Production (MT)* Superficies cultivées (Mha)**
g
1 Etats- 89,5 30,7
Unis
2 Brésil 81,7 27,9
3 Argentine 49,3 19,4
4 Chine 12,5 6,6
5 Inde 11,9 12,2
6 Paraguay 9,1 3,1
7 Ukraine 3,2 1,4
8 Canada 5,2 1,8
9 Uruguay 2,8 1,2
10 Bolivie 2,3 1,2
* Million de tonnes.
*ok Million d’hectares.

Avec I’intensification de la production et I’augmentation des superficies cultivées en soya, le
nombre d’organismes nuisibles pouvant occasionner des pertes économiques a également
augmenté (Canadian Soybean Council (CSC), 2012). Ce phénoméne s’explique principalement
par ’accroissement des échanges commerciaux et par 1’adoption de nouvelles cultures qui ont
favorisé I’introduction, 1’établissement et la reproduction de certains ravageurs exotiques et
indigénes (Hartman et al., 2011). Dans les principaux pays producteurs, les pertes économiques
les plus importantes sont associées a la présence des champignons de la rouille Phakospora
pachyrhizi et P. meibomiae suivi par le nématode a kyste du soya (NKS) Heterodera glycines
(Anderson et al., 2004; Hulme, 2009; Wrather et al., 2010). Aux Etats-Unis, les états centraux
qui produisent la majorité du soya sont déja aux prises avec le NKS, mais en plus, ils doivent

maintenant affronter la venue du puceron du soya en provenance du nord depuis 2000 et celle de
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la rouille en provenance du sud depuis 2004 (Lee ef al., 2006). Au Canada, le NKS est présent
principalement dans le sud de I’Ontario depuis 1987, et ce n ‘est qu’en 2004 que le puceron du
soya a été détecté dans trois provinces canadiennes (Manitoba, Ontario et le Québec) (Ragsdale et
al., 2011; Tilmon et al., 2011). Bien qu’a ce jour, la rouille du soya n’a pas encore traversé la
frontiére canadienne, une étude menée sur les espéces invasives démontre qu’a la faveur des
changements climatique, ce champignon pourrait atteindre le Canada prochainement (Ariatti,

2014; Mimee et al., 2014a).
Le nématode a kyste du soya (Heterodera glycines)

Le NKS est un endoparasite obligatoire des racines originaire d’Asie qui a été introduit dans la
plupart des pays producteurs de soya (Wrather ef al., 2010). Ce parasite peut réduire de 15 a 85 %
le rendement des cultures (CAB International (CABI), 2013). A 1’échelle mondiale, les pertes
économiques associées a ce nématode sont estimées a 1,6 G$ US annuellement (Wang et al.,
2003). Au Canada, de 1994 a 2006, les pertes économiques ont augmenté de 4 M§$ US/an a 22
MS$ US/an (Wrather et al., 1997; Wrather et al., 2001; Wrather et al., 2010).

Plusieurs aspects de la biologie du NKS lui permettent d’étre un parasite efficace et de causer de
lourds dommages a son hote. En effet, le NKS présente une large gamme d’hotes, une diversité
de formes de virulence, une survie ¢élevée dans des conditions climatiques adverses et la capacité
de persister longtemps dans I’environnement en absence d’hotes (Wrather ef al., 1997; Wrather et
al., 2010). Cette résilience du NKS réside dans sa capacité a entrer en quiescence ou en diapause
et la protection conférée par la cuticule du kyste qui renferme des centaines d’ceufs, eux-mémes
protégés par les couches externes formées de trois membranes (Schmitt, 2004; Perry et Moens,
2011). Le cycle de vie débute a ’intérieur de I’ceuf, ou le nématode subit une premiere mue pour
atteindre le second stade juvénile (J2) qui est la forme infectieuse (Koenning, 2004). Cette larve
quitte I’ceuf suite a I’éclosion puis, a 1’aide d’un stylet, le NKS s’introduit dans la racine de
I’héte, choisit une cellule initiale des tissus vasculaires et crée un site d’alimentation appelé
syncytium (Niblack, 2005; Niblack et al., 2006). Cette structure produira les ressources
essentielles a son développement au détriment de la croissance de la plante hote (Noel, 2004). Par
la suite, le NKS subit trois autres mues a I’intérieur de la racine pour finalement atteindre la
maturité¢ sexuelle (Noel, 2004). Le male sort ensuite de la racine pour féconder la femelle dont

une partie du corps est maintenant exposée a la surface de la racine. La femelle fécondée expulse

213



une partie des ceufs a I’intérieur d’'une masse gélatineuse, lesquels sont préts a éclore, et garde les
autres dans son corps (Noel, 2004). Ce dernier formera un kyste contenant les ceufs lors de la

mort de la femelle (Niblack, 2005).

C’est d’ailleurs sous forme de kyste que le NKS est dispersé par divers vecteurs biotiques
(humains, animaux) ou abiotiques (vent, eau) et ce, autant a 1’échelle de pays qu’a celle d’un
champ (Dong et Opperman, 1997; Koenning, 2004; Niblack, 2005). La premicre détection du
NKS en Amérique a eu lieu en 1954 en Caroline du Nord et par la suite, il a été retrouvé dans
tous les états centraux (du sud au nord) des Etats-Unis (Niblack, 2005). Au Canada, ce nématode
a d’abord été observé en 1987 dans le comté de Kent en Ontario puis, au Québec, durant 1’été
2013 dans un champ de soya en Montérégie (Anderson et Welacky, 1988; Mimee et al., 2014b;
Tylka et Marett, 2014).

L’établissement du NKS dans pratiquement tous les pays producteurs de soya, peu importe leurs
latitudes, démontre que cet organisme s’adapte a une large gamme d’environnements et de
conditions climatiques. La température a un effet important sur son cycle de vie de cet organisme
poikilotherme. Il peut compléter un cycle en trois semaines entre 22 et 30°C et en quatre
semaines entre 16 et 22°C (Niblack, 2005; Oyekanmi et Fawole, 2010). Ainsi, les conditions
climatiques influencent directement la dynamique des populations de NKS et, par conséquent, le
rendement de la culture (Grulke, 2011; Kakaire, 2012; Pautasso, 2012; Ahanger, 2013). Donc, il
s’avere trés pertinent de se questionner sur 1’impact qu’auront les fluctuations de températures
attendues a la faveur des changements climatiques (CC) sur la biologie du soya, du NKS et de
leur interaction. L’augmentation des températures et du nombre d’éveénements météorologiques
extrémes (secheresse, canicule, précipitation) associées aux changements climatiques, pourrait
exacerber les dommages occasionnés par le NKS de plusieurs fagons. Par exemple, en facilitant
sa dispersion, en augmentant le nombre de générations par saison, en modifiant certaines
caractéristiques physiologiques des racines du soya qui favoriseraient la reproduction du NKS ou
en modifiant les conditions physico-chimiques du milieu qui pourrait interférer dans la relation

hote-parasite en modulant leurs interactions moléculaires (Alston et Schmitt, 1987).

Impacts des changements climatiques sur la distribution et la biologie du NKS

et du soya
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L’analyse de la distribution du NKS entre 1971 et 1998 aux Etats-Unis a démontré une dispersion
rapide et un taux d’établissement tres élevé dans les régions productrices du centre et du nord des
Etats-Unis (Chakraborty et Datta, 2003). Ce phénoméne a probablement été accentué par
'adoption de nouvelles zones de production a la faveur des fluctuations du climat (Somasekhar et
Prasad, 2012). De méme, la modélisation de la phénologie du soya a I’intérieur de la zone de
potentiel agricole du Québec, reposant sur les parameétres climatiques du passé récent (1971-
2000) et du futur proche (2041-2070), a démontré que des latitudes plus nordiques offrent de
nouvelles zones de culture du soya (Gendron St-Marseille, 2013). Egalement, la modélisation du
cycle de vie du NKS en fonction de parametres climatiques a démontré qu’il pouvait dés lors
s’établir a I’intérieur des régions agricoles ou le soya se cultive actuellement (Dong et Opperman,
1997; Koenning, 2004; Niblack, 2005) et qu’il posséde la capacité de suivre le déplacement de
son hote vers le nord (Gendron St-Marseille, 2013).

Egalement, la hausse prévue des températures favorisera positivement le taux de développement
du NKS, ce qui se traduirait par I’accumulation de une a deux générations supplémentaires pour
atteindre jusqu’a deux générations par saison de croissance dans la zone la plus septentrionale du
Québec et jusqu’a six générations dans celle située a I’extréme sud (Gendron St-Marseille, 2013).
Ce scénario aura pour effet d’affaiblir d’avantage le plant de soya, car un nombre de surinfections
plus élevé augmente d’une part la sensibilité des racines aux autres pathogenes et d’autre part,
limite I’acheminement des nutriments et de 1’eau vers les parties aériennes (Gendron St-

Marseille, 2013).

En contrepartie, des modeles prédisent que la hausse des températures, couplée a celle des
niveaux de CO> atmosphériques auront un effet positif sur la croissance, la densité et la longueur
des racines du soya (Lawn et Noel, 1986; Niblack et al., 2006). Toutefois, le réchauffement des
températures pourrait affecter de fagon plus prononcée les impacts négatifs des premicres
générations de NKS sur le rendement des cultures puisque 1’augmentation des surfaces racinaires
permettra a un plus grand nombre d’individus de se développer (Rogers ef al., 1992; Ziska, 1998;
Wang et al., 2003). Egalement, les événements climatiques extrémes, dont la sécheresse,
semblent réduire les rendements du soya de maniére plus prononcée dans les champs de soya
infestés par le NKS (Tylka, 2012). Ce stress entraine le nématode a créer son site de nutrition

plus profondément dans les tissus vasculaires de la steéle et non dans la zone du cortex des
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racines, ce qui lui permettrait de continuer d’exploiter les ressources de la plante (Bonner et
Schmitt, 1985; Tylka, 2012). Par conséquent, des fréquences plus ¢élevées de seécheresses

devraient avoir d’importantes répercussions sur la production de soya.
Changements climatiques et mécanismes de défense de I’hote

De plus, les CC pourraient modifier les interactions moléculaires entre 1’hote et 1’endoparasite en
interférant avec les mécanismes de défense de la plante (Tylka, 2012). L’action simultanée de
stress de nature abiotiques (hydriques, nutritionnels, thermiques, etc.) et biotiques (nématodes,
pucerons, champignons, etc.) peut avoir un effet additif, synergique ou antagoniste sur les
diverses voies métaboliques des hormones qui conférent la résistance aux stress chez les plantes
(Atkinson et Urwin, 2012; Somasekhar et Prasad, 2012). La principale voie métabolique
impliquée dans la défense contre les stress abiotiques est celle de 1’acide abscissique (ABA)
(Atkinson et Urwin, 2012; Studham et MacIntosh, 2012; Atkinson et al., 2013; Suzuki et al.,
2014), laquelle altere la signalisation des principales hormones (acide jasmonique (JA), acide
salicylique (AS), éthylene (ET)) associées aux stress biotiques causés par les nématodes
phytoparasites (Rosso et al.). Différents stress peuvent influencer les interactions plantes-
organismes nuisible tels que la secheresse (Atkinson et Urwin, 2012; Nahar et al., 2012; Studham
et MaclIntosh, 2012; Atkinson et al., 2013; Suzuki et al., 2014), la hausse de la salinité¢ (Anderson
et al., 2004; Atkinson et al., 2013; Prasch et Sonnewald, 2013), les hautes températures
(Syvertsen et Levy, 2005; Mittler et Blumwald, 2010), les carences en ¢léments nutritifs
essentiels (potassium) (Dropkin, 1969; Prasch et Sonnewald, 2013; Verdejo-Lucas et al., 2013) et
la hausse du niveau de CO; atmosphérique (Amtmann et al., 2008). Précisément, il a été
démontré que ces stress environnementaux, qui entrainent 1’activation des signaux chimiques
ABA, influencent négativement la résistance, la croissance et le rendement des cultures a cause
des réactions antagonistes associées a I’activation des voies de signalement des AJ, AS initiée par
la présence du nématode (Sun ef al., 2010; Sun et al., 2011). En revanche, il semblerait que des
basses températures favorisent la résistance de certaines especes de plantes, dont la pomme de
terre (Solanum spp), par I’entremise d’une adaptation croisée hote-parasite (Thaler et Bostock,
2004; Suzuki et al., 2014). Compte tenu de la hausse attendue de la prévalence et de I’ampleur de
I’ensemble de ces stress a la faveur des CC, il importe de se questionner sur 1’évolution de la

résistance aux nématodes des diverses plantes cultivées. Néanmoins, un nombre restreint de
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recherches porte sur I’impact des stress associés aux CC sur les geénes associés respectivement a
la virulence des nématodes phytoparasites et a la résistance de 1’hote (Sysoeva et al., 2011;

Sysoeva et al., 2012).

Impacts des changements climatiques sur les génes de résistance du soya et de

virulence du NKS

Actuellement, les sources de résistance chez le soya ne sont efficaces que contre certaines
populations de NKS (Elad et Pertot, 2014). La capacité relative de différentes populations de
NKS a se reproduire sur sept lignées de soya de référence a mené a I’identification de types HG
(Heterodera glycines) quantifiant la virulence (Niblack et al., 2002). Cette variabilité
phénotypique du caractere de résistance s’expliquerait a la fois par la présence de différents genes
du parasitisme produisant des protéines associées a la virulence, ou effecteurs, chez le nématode
et de geénes de résistance chez la plante (Hogenhout ef al., 2009). Depuis les années 60, pres de
70 loci de caracteres quantitatifs (QTL) associés a la résistance ont été identifiés chez le soya, les
plus étudiés étant Rhgl, Rhg2 et Rhg3, dont le gene majeur est récessif et Rhg4 et Rhg5, dont le
gene majeur a un comportement dominant (Caldwell ef al., 1960; Matson et Williams, 1965;
Rao-Arelli, 1994; Klink ef al., 2009). Deux de ces QTL seraient plus importants dans la réaction
de résistance, soit Rhg/ (chromosome 18), qui compte environ neuf génes et Rhg4 (chromosome
8) qui compte au moins sept genes (Klink ef al., 2013). On les retrouve chez les cultivars PI
88788 (Rhgl) et Peking (Rhgl et Rhg4), qui ont des réponses cytologiques divergentes et qui
forment deux groupes de liaison génétique (/inkage group) (Klink et al., 2013). Le type de
résistance appelé « PI 88788 » repose principalement sur les genes situés sur ’allele rag/-b du
QTL Rhgl, qui a un comportement dominant chez les cultivars de ce groupe (PI 88788, PI
209332 et PI 549316) (Kim et al., 2010; Cook et al., 2012; Liu et al., 2012; Yuan et al., 2012).
La réponse cytologique du groupe PI 88788 (regroupant le cultivar du méme nom) se caractérise
par une nécrose assez lente (entre 8 a 10 jours) du syncytium et par I’absence d’accroissement de
la paroi cellulaire (cell wall apposition) (Liu et al., 2012, Klink et al., 2013). La résistance de
type dit Peking requiert la présence simultanée de génes co-dominants situés sur les QTL RAg/ et
Rhg4 (Kim et al., 2010, Liu et al., 2012, Yuan et al., 2012). Typiquement, la réponse cytologique
associée au groupe Peking (Peking, cv. " Forrest ", P1 437654, P1 89772, P1 90763) se caractérise

par une nécrose rapide (environ 48 heures) de la cellule initiale et par I’accroissement de la paroi
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cellulaire (Cook et al., 2014, Cook et al., 2012). 11 a été suggéré que la résistance des plantes est
conférée par le nombre de copies de ’allele rhgl-b associé au QTL Rhgl. En effet, les lignées et
cultivars associés au type PI 88788 posséderaient de sept a dix copies des genes situés sur le QTL
Rhgl, alors que ceux situés sur le méme QTL au sein du groupe de type Peking en posseéderaient

moins de trois copies (Brucker et al., 2005; Liu et al., 2012).

Une trés grande variabilité génétique se rencontre a I’intérieur des différentes populations de
NKS et plusieurs individus seraient porteurs d’alléles « ror » (reproduction on a resistant host
alleles) favorisant le contournement de la résistance de 1’hote et la capacité a se reproduire du
parasite (Zheng et al., 2006; Cook et al., 2012; Wang et al., 2014). Les mécanismes qui menent
au contournement de la résistance demeurent inconnus. Cependant, grice aux multiples
recherches conduites sur les effecteurs produits et sécrétés par le NKS a I’intérieur de 1’hote, on
comprend mieux son succés parasitaire et I’origine de sa virulence (Liu ef al., 2012). A ce jour,
on a identifi¢ différentes protéines (effecteurs), sécrétées par les glandes cesophagiennes (deux
sous-ventrales et une dorsale) et injectées a I’aide du stylet, qui permettent au NKS d’altérer la
structure et les fonctions de la cellule hote (L1 ef al., 1996; Bekal et al., 2008; Klink ef al., 2009;
Haegeman et al, 2012; Wang et al., 2014). Ces altérations différent selon le stade de
développement du nématode. Durant la phase migratoire, le stade infectieux, juvénile de stade
deux (J2), sécrete des protéines visant a dissoudre les cellules de la racine et a esquiver sa
détection par I’hote en inhibant ou supprimant les hormones associées aux voies métaboliques et
de signalement propres aux différents mécanismes de défense de la plante (Haegeman et al.,
2012). A la suite de la sélection par le stade J2 d’une cellule initiale servant au développement du
syncytium, le NKS produit et injecte d’autres effecteurs qui lui permet de compléter son cycle de
vie. Ces effecteurs servent a (i) dissoudre les parois des cellules adjacentes afin d’optimiser le
détournement des ressources nutritives de la plante et (i1) favoriser I’ubiquitination (dégradation)
de certaines protéines produites par la plante afin d’interférer avec les diverses voies
métaboliques et affaiblir le systeme de défense de I’hdte (Gao et al., 2003; Gao et al., 2004; Ithal
et al., 2007; Haegeman et al., 2010; Wang ef al., 2010; Haegeman et al., 2012).

Les CC auront probablement des impacts significatifs sur I’intensité de la maladie associés aux
interactions entre ’environnement (microclimat), le NKS (biologie, virulence) et le soya

(phénologie, résistance) en influengant les diverses interactions moléculaires (Boland et al., 2004;
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Parmesan, 2006; Gregory et al., 2009; Elad et Pertot, 2014). En effet, il a ét¢ démontré que les
CC modifient les interactions parasitaires chez d’autres espéces de nématodes phytoparasites
(Boland et al., 2004; Gregory et al., 2009; Atkinson et Urwin, 2012; Newton et al., 2012; Elad et
Pertot, 2014). Les hausses des concentrations de CO» atmosphérique et de température ont un
effet sur les geénes de résistance de plusieurs plantes cultivées. Par exemple, 1’¢élévation des
températures limitent, voire annihilent 1’efficacité des genes de résistance de type « R » de
différents cultivars de tomate, poivre, luzerne, patate douce, coton, raisin connus pour étre
résistants a différentes espéces de nématodes a galles du genre Meloidogyne (Jablonska et al.,
2007; Newton et al., 2012; Ferris et al., 2013). De plus, la hausse du CO; atmosphérique aurait
¢galement un effet inhibiteur sur les niveaux de production d’hormones (AJ et AS) chez la tomate
(Solanum spp) qui conférent une résistance a différents nématodes a galles (Cooper et al., 2005;
Sun et al., 2010; Sun et al., 2011). Au niveau du soya, les températures élevées ont un effet
négatif sur plusieurs genes de défense face a différents champignons pathogenes (Upchurch et

Ramirez, 2011).

Perspectives

A Theure actuelle, les effets des CC sur la production d’effecteurs par les nématodes
phytoparasites, dont le NKS, sont inconnus. 1l s’avere également impossible de déterminer si la
perte de la résistance chez la plante est liée a une réaction hypersensible ou a la disparition de la
réponse immune suite a la construction d’un syncytium ou d’une cellule géante (nématode a
galle) (Ferris et al., 2013). Ainsi, les effets des CC sur le pathosysteme soya-NKS devraient étre
¢tudiés a ’aide de différentes approches méthodologiques afin d’approfondir les connaissances
actuelles et mieux comprendre/anticiper les effets a terme de la hausse des températures et de la
concentration de CO». Dans un premier temps, il serait pertinent d’étudier la phénologie du soya
et le cycle de vie du NKS sous différents scénarios climatiques prévus a I’horizon 2050 (2041-
2070) dans les zones cultivables du Québec afin de valider si le climat est propice au
développement du nématode et d’identifier les zones a haut risque phytosanitaire. Ensuite,
comme |’utilisation de cultivar résistant de soya est le principal moyen de lutte utilisé, il serait
primordial de mesurer la performance de cultivars ayant des groupes de maturité adaptés au

Québec et résistants au NKS en les exposant a différentes températures et concentrations de CO»
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afin d’anticiper leur performance face aux CC. En outre, comme certaines populations pourraient
inclure des individus capables de contourner la résistance, il serait utile d’identifier des
marqueurs moléculaires, par exemple, des polymorphismes nucléotidiques simples (SNP)
associés aux génotypes de différentes populations de NKS. La découverte de marqueurs capables
de différencier les populations de NKS et de prédire leur capacité a se reproduire sur des cultivars
résistants permettrait le développement d’outils de diagnostic rapides afin d’optimiser les
méthodes de lutte en choisissant des cultivars adaptés. Enfin, 1’étude des génes impliqués dans le
contrdle des mécanismes biologiques (par ex. le cycle cellulaire) de I’hdte par le parasite pourrait
étre réalisée grace aux nouvelles méthodes d’analyse du transcriptome (RNA-Seq). Cela pourrait
éventuellement permettre d’identifier de nouveaux effecteurs chez le NKS impliqués dans le
parasitisme mais aussi de mettre en évidence des geénes de défense de la plante réprimant

I’expression de génes de virulence chez le nématode.
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