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INTRODUCTION GENERALE

1. Contexte agronomique

L’agriculture moderne dépend fortement d’intrants, notamment les engrais et les produits
utilisés pour lutter contre les bioagresseurs (ravageurs et agents pathogenes). Les recherches
sur les produits phytosanitaires utilisés en agriculture mettent en évidence leurs effets nocifs
aussi bien sur la santé humaine que pour I’environnement. Les conséquences de 1’utilisation
de ces produits sont considérables : ils déteriorent la santé des agriculteurs, celle des
consommateurs et celle de ’ensemble des espéces de I’écosystéme environnant. La prise de
conscience Vvis-a-vis de ces désagréments est aujourd’hui remontée au niveau des instances
politiques qui ont pris des mesures visant a réduire 1’utilisation d’un certain nombre de
produits phytosanitaires (Guichard et al., 2017). En parallele de ces avancées législatives, le
systeme industriel demande des produits phytosanitaires toujours plus normés et au cahier des
charges toujours plus exigeant.

L’ensemble de ces évolutions contraint les acteurs de ’agriculture et de la foresterie a adapter
leurs pratiques. C’est pourquoi différentes stratégies sont étudiées et testées au sein de
laboratoires de recherche dans le but de trouver des alternatives a 1’utilisation des produits
phytosanitaires. Pour lutter contre les agents pathogénes des plantes (virus, champignons,
bactéries, nématodes...), une des solutions mises en place est la sélection de variétés
végétales résistantes a leurs parasites principaux.

Les espéces en interaction, dont les hotes et leurs parasites, co-évoluent constamment
(Decaestecker et al., 2007; Thrall et al., 2012). Si I’évolution des plantes hotes est dirigée par
les activités humaines, celle des parasites est, par voie de conséquence, aussi impactée par ces
pratiques. En effet, le choix des variétés cultivées n’est qu’un des nombreux parametres
influencant les populations d’agents pathogénes. L’ensemble des pratiques agricoles depuis
I’échelle individuelle de la plante jusqu’a I’échelle du paysage (telles que le labour, les
mélanges variétaux, les récoltes...) influencent la probabilité et le développement des
épidémies (Stukenbrock & McDonald, 2008). Ces pratiques créent des conditions bien plus
favorables pour les agents pathogénes dans les environnements agricoles tres homogénes que
dans les environnements naturels diversifiés et hétérogénes, conduisant a une évolution
accelérée des espéces parasites (Stukenbrock & McDonald, 2008).

C’est donc la combinaison des plantes hotes, des parasites et des pratiques qui détermine
I’efficacité et la durabilité d’une résistance sélectionnée. L’étude de différentes combinaisons
possibles entre ces trois éléments est nécessaire au développement de pratiques agricoles
répondant aux enjeux environnementaux actuels. En particulier, des événements de



contournement des résistances qualitatives et d’érosion des résistances quantitatives ont été
décrits (Niks & Rubiales, 2002; Caffier & Laurens, 2005; Stukenbrock & McDonald, 2008;
Singh et al., 2016; Zhang et al., 2016) et confirment I’intérét d’approfondir la compréhension
de la coévolution hote-pathogéne. Dans ce contexte et dans I’objectif d’orienter la sélection
variétale vers des plantes aux résistances plus durables, il est primordial de comprendre d’une
part le fonctionnement des hotes et d’autre part celui des parasites (Michelmore et al., 2013).

Pour ce faire, le développement actuel des technologies donne acces a une diversité de
méthodes sans précédent. Celles-ci permettent 1’étude des interactions plante-parasite a la fois
au niveau phenotypique, moléculaire et génétique (Figure 1).
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Figure 1: La connaissance de la génétique des populations d’agents pathogenes devrait
faciliter le déploiement de génes de résistance. Abréviations : MAS, sélection assistée par
marqueurs ; R gene, géne de résistance; SNP, polymorphisme mononucléotidique
(Michelmore et al., 2013).

2. Caractéristiques écologiques et évolutives des interactions hote-parasite

Depuis la symbiose mutualiste jusqu’au parasitisme, les interactions biologiques mettent en
scéne au moins deux espéces, voire bien plus. Selon la théorie évolutive de la Reine Rouge
(Decaestecker et al., 2007; Thrall et al., 2012), les especes sont en constante interaction,
causant des pressions de sélection permanentes et réciproques, nécessitant une adaptation
continuelle (sous peine d’extinction). Dans le contexte agronomique, la symbiose mutualiste
et le parasitisme sont les deux types d’interactions les plus étudiés méme si I’ensemble du
gradient entre les deux existe. Les organismes mutualistes permettent une meilleure



croissance ou qualité des cultures. Certaines pratiques cherchent donc a favoriser ces espéces
auxiliaires dans les champs. Au contraire, les espéces parasites affaiblissent les plantes,
diminuent les rendements et la qualité des productions. Dans ce type d’interaction néfaste
pour la plante hote, celle-ci réagit a 1’infection via des mécanismes de défense qui ont été
largement étudiés (Jones & Dangl, 2006). La manipulation des mécanismes de défense des
plantes dans le but de controler leurs parasites s’est révélée étre un moyen de lutte efficace.
Dans cette partie, je présenterai tout d’abord les mécanismes de résistance de plantes existant
dans la nature et manipulés par I’Homme dans les programmes de sélection variétale. Je
définirai ensuite les caractéristiques du pouvoir pathogene des bioagresseurs qui sont
impliquées dans I’interaction avec I’hdte. Enfin, des concepts et méthodes permettant

d’étudier I’évolution des parasites face aux résistances variétales seront abordés.
2.1. Résistances qualitatives et quantitatives des plantes

Les pesticides et le biocontrole sont employés en protection des cultures mais nous nous
intéressons ici aux mécanismes naturels de résistance des plantes utilisés a des fins agricoles.
On s’intéresse a ces résistances car elles conditionnent I’interaction hote-parasite. Deux
principaux types de résistances sont sélectionnés chez les plantes pour lutter contre les agents
pathogenes.

D’une part, les résistances qualitatives aussi dites ‘totales’ ou ‘verticales’ (Van Der Plank,
1963) conférent a la plante une immunité compléte contre 1’agent pathogéne ciblé. Elles sont
spécifiques, c’est-a-dire efficaces vis-a-vis d’une partie seulement de la population de ’agent
pathogene (Schumann & D’Arcy, 2006). Elles sont généralement déterminées par un géne de
résistance chez la plante héte (Jorge et al., 2005; Pariaud et al., 2009) correspondant a un
geéne du parasite controlant I’infection, lequel est qualifié de géne d’avirulence (Schumann &
D’Arcy, 2006; Jones & Dangl, 2006; Lo Presti et al., 2015). Ce déterminisme génétique
simple est qualifié de modele géne-pour-gene (Flor, 1971; Stukenbrock & McDonald, 2009;
Plissonneau et al., 2017). Le géne de résistance de 1’hdte présente généralement un alléle de
résistance dominant et un alléle de sensibilité récessif (Stukenbrock & McDonald, 2009).

D’autre part, les résistances quantitatives, aussi appelées ‘partielles’ ou ‘horizontales’,
réduisent le pouvoir pathogéne du parasite sans empécher 1I’infection de la plante (Azzimonti
et al., 2013; Delmas et al., 2016; Karisto et al., 2018). Elles sont généralement non-
spécifiques, c’est-a-dire efficaces vis-a-vis de la totalité de la population de I’agent pathogéne
(Schumann & D’Arcy, 2006). La prolifération du parasite est freinée par la diminution de
I’efficacité d’infection, la vitesse de développement et le nombre de descendants produits
(Pariaud et al., 2009; Delmas et al., 2016; Pilet-Nayel et al., 2017). Les plantes les plus

résistantes seraient alors celles qui sont le plus a méme de contrer une attaque, c’est-a-dire



celles qui alloueraient le plus d’énergic a leur systétme de défense (Van Baalen, 1998).
Contrairement aux résistances qualitatives, les résistances quantitatives reposent généralement
sur un déterminisme génétique plus complexe avec un ensemble de génes ciblant un caractere
de I’agent pathogéne (Stewart et al., 2018). Leur effet est de limiter les caractéres impliqués
dans la valeur sélective, capacité combinée de ’agent pathogene a infecter, survivre et se
reproduire (Schumann & D’Arcy, 2006). Les genes de résistance quantitative jouent un réle
dans des mécanismes variés incluant ceux des résistances constitutives et qualitatives
(Bresson et al., 2011; Azzimonti et al., 2013). Ces mécanismes sont impliqués dans la
diminution des symptomes d’infection, la modulation des signaux de défense ou la défense
directe (Poland et al., 2009).

Les améliorateurs associent ces deux types de résistances afin de conférer aux variétés un
spectre de résistances plus large face aux différentes stratégies d’infection des agents
pathogenes. On parle de pyramidage de résistances (Palloix et al., 2009; Mundt, 2014; Pilet-
Nayel et al., 2017; Laloi et al., 2017).

2.2. Pouvoir pathogene des parasites de plante

Dans un environnement agricole, 1’évolution des plantes hotes est régie par les activités
humaines, ce qui a des conséquences sur 1’évolution des espéces phytopathogenes. On
s’intéresse donc a I’évolution des agents pathogénes en réponse au déploiement des différents
types de résistances des plantes.

Le pouvoir pathogene des parasites de plantes est caractérisé par une composante qualitative
(est-ce que le parasite est capable d’infecter un héte donné ?) et une composante quantitative
(quelle sera la gravité ou I’étendue de I’infection, notamment en terme de dommages causés
ou d’intensité de 1’épidémie ?) (Pariaud et al., 2009). Classiquement, en phytopathologie, ces
composantes sont nommées ‘virulence’ et ‘agressivité’, respectivement (Andrivon, 1995;
Schumann & D’Arcy, 2006). Cependant, en pathologie animale, le terme ‘virulence’ a une
acception quantitative. Pour éviter toute confusion, j’utilise les définitions de phytopathologie
(Pariaud et al., 2009) dans toute la suite de la these : la composante qualitative est la
‘virulence’ (‘virulence’ en anglais) et la composante quantitative est ‘l’agressivité’

(‘aggressiveness’ en anglais).

2.2.1. Virulence : composante gualitative du pouvoir pathogéne

La part qualitative du pouvoir pathogene, aussi nommée virulence, suit la loi du tout ou rien :
un individu virulent est capable d’infecter la plante hote alors qu’un individu avirulent est

directement reconnu et stoppé par les réactions de défense de I’hote (Dodds & Rathjen, 2010;



Cui et al., 2015; Lo Presti et al., 2015). L’interaction plante-pathogéne est alors incompatible.
Le déterminisme de la virulence est 1ié a la présence d’un géne d’avirulence codant pour un
facteur d’avirulence (Pariaud et al., 2009). Ces facteurs d’avirulence, aussi appelés effecteurs,
sont généralement des petites protéines sécrétées et riches en cystéine, qui manipulent les
réactions de défense chez les plantes sensibles (Jones & Dangl, 2006; Lo Presti et al., 2015).
Un certain nombre de génes d’avirulence ont été décrits comme correspondant a des
résistances totales chez 1’hdte par une relation geéne-pour-gene (Flor, 1971; de Wit, 1992). S’il
y a polymorphisme, le géne d’avirulence du parasite possede un allele récessif de virulence et
un alléle dominant d’avirulence (Flor, 1971). La mutation d’avirulent a virulent subit une
forte pression de sélection imposée par la résistance de 1’hote (Stukenbrock & McDonald,
2009; Plissonneau et al., 2017). Du fait du déterminisme génétique simple, une délétion ou
une simple mutation ponctuelle du gene de virulence peut affecter la forme du facteur de
virulence et la pathogénicité de 1’individu concerné (Daverdin et al., 2012).

En effet, la reconnaissance par la plante hote de la protéine d’avirulence permet généralement
de déclencher des réactions de défense. Des protéines de résistance de la plante hote
reconnaissent spécifiquement la protéine d’avirulence de maniére directe ou indirecte (Jones
& Dangl, 2006). La perception du parasite induit une cascade de réactions de défense
bloguant totalement 1’infection (Cui et al., 2015). Ce type de résistance est nommé « effector-
triggered immunity » (ETI) et est souvent suivi d’une réponse hypersensible de la plante avec
mort cellulaire (Jones & Dangl, 2006; Kushalappa et al., 2016).

Face aux résistances qualitatives de 1’hote, 1’évolution de I’agent pathogéne peut conduire a
leur contournement. Aprés le déploiement d’une variété résistante au champ, un événement de
contournement peut €tre observé d’autant plus rapidement que le potentiel évolutif de 1’agent
pathogene est élevé et que la pression de sélection exercée par la présence des résistances
qualitatives est forte (McDonald & Linde, 2002; Poland et al., 2009). Un événement de
contournement a lieu quand des individus ayant I’alléle virulent du géne apparaissent et
augmentent en fréquence dans la population (McDonald & Linde, 2002). Le gene de
résistance de la plante hote n’est alors plus efficace face au parasite ciblé. Ce type de
contournement a été observé et etudie en particulier dans le cas de 1’oidium du pommier causé
par Podosphaera leucotricha (Caffier & Laurens, 2005), de la rouille du peuplier due a
Melampsora larici-populina (Pinon & Frey, 2005), de la pourriture rouge de la canne a sucre
due a Colletotrichum falcatum (Singh et al., 2016), et du phoma du colza di a Leptosphaeria
maculans (Zhang et al., 2016).

Le contournement d’une résistance peut impliquer un colt de virulence. En effet, le gain
d’une virulence peut affecter 1I’expression des caracteres quantitatifs de 1’agent pathogéne, la
plupart du temps diminuant sa valeur sélective ou son agressivité (Montarry et al., 2006;



Dowkiw et al., 2010). Cette relation entre les composantes qualitatives et quantitative de la
pathogeénicité joue un réle important dans le processus epidémique et I’évolution des espéces
(Roff & Fairbairn, 2012; Laine & Barreés, 2013).

2.2.2. Agressivité : composante guantitative du pouvoir pathogéne

La composante quantitative du pouvoir pathogeéne, ’agressivité, peut étre mesurée a
différentes échelles, depuis celle de la plante jusqu’a celle de la parcelle. A I’échelle de la
plante ou de la feuille, I’agressivité est genéralement évaluée pendant la phase infectieuse du
cycle de I’agent pathogeéne par la mesure de plusieurs caractéres quantitatifs élémentaires en
conditions controlées. Les caracteres les plus étudiés sont 1’efficacité d’infection, le temps de
latence, la production de spores, la durée de I’infection, la taille de 1ésion ou de nécrose et la
production de toxine (Lannou, 2012). Ces caracteres sont liés a la valeur sélective de
I’organisme en reflétant ses capacités d’infection, de survie et de reproduction. Ils sont donc
en majorité contrblés par plusieurs génes aux effets additifs (Pilet-Nayel et al., 2017).
L architecture génétique des caractéres quantitatifs est plus complexe que celle des virulences
(Mackay et al., 2009; Stewart et al., 2018). De plus, I’expression des genes est modulée par
leurs interactions, par 1’interaction avec 1’hote mais aussi par des facteurs environnementaux
abiotiques (Lannou, 2012).

L’interaction des agents pathogeénes avec la plante hote implique la confrontation avec les
résistances de celle-ci. Les résistances quantitatives des plantes ne bloquent pas completement
I’infection mais réduisent la valeur sélective du parasite et donc ralentissent le processus
infectieux dans la plante et la progression de 1’épidémie au champ. Les résistances
guantitatives sont considérées comme plus durables que les résistances qualitatives de par leur
déterminisme polygénique (Palloix et al., 2009; McDonald, 2010; Laloi et al., 2017).
L’évolution de I’agressivité face aux résistances quantitatives dépend en partie du potentiel
évolutif de I’espece pathogeéne (Charmantier & Garant, 2005; Stukenbrock & McDonald,
2009; McDonald, 2015), mais aussi de son pouvoir de dispersion et de 1’abondance de la
variété résistante. Le potentiel évolutif est estimable mais rarement pris en compte dans les
stratégies de sélection variétale et de déploiement au champ des genes de résistance. Un des
facteurs déterminant le potentiel évolutif est la variabilité génétique (McDonald & Linde,
2002) qui est a la fois sous I'influence des forces évolutives telles que la mutation, la
recombinaison, la dérive génétique ou la sélection. La capacité de dispersion de I’agent
pathogene joue un role dans I’augmentation de la diversité génétique. De plus, la capacité de
dispersion permet de coloniser des nouvelles parcelles d’hétes plus ou moins éloignees de la
zone géographique d’origine, et ceci est d’autant plus accentué si les résistances quantitatives
se trouvent en fréquences importantes dans le paysage. Les agents pathogeénes les plus
agressifs se voient alors favorisés dans les populations.



La diminution de Defficacit¢ d’une résistance quantitative face a 1’augmentation de
I’agressivité d’un parasite ciblé est causée par 1’évolution de ce dernier. On parle d’« érosion
des résistances », comme formalisé par Gandon et Michalakis (2000). L’érosion de
résistances quantitatives a été observée dans divers pathosystémes comme 1’alternariose du
coton (Holguin & Bashan, 1992), la rouille brune du blé (Lehman & Shaner, 2007), la virose
du piment (Montarry et al., 2012), le mildiou de la vigne (Delmotte et al., 2014; Delmas et
al., 2016), le mildiou de la pomme de terre (Andrivon et al., 2007), la tavelure du pommier
(Caffier et al., 2014) ou encore la rouille du peuplier (Dowkiw et al., 2010). L’augmentation
de I’agressivité d’un parasite est cependant susceptible d’étre limitée par la présence de
compromis évolutifs entre caractéres phénotypiques. Ces derniers refletent notamment
I’investissement énergétique de 1’organisme dans une fonction donnée au détriment d’une
autre. Les compromis évolutifs jouent un réle primordial d’un point de vue épidémiologique
en conditionnant 1’adaptation d’un agent pathogéne a son hote (Laine & Barres, 2013).
L’¢tude de I’évolution de 1’agressivité d’une espéce pathogéne implique donc la prise en
compte de nombreux facteurs, aussi bien biotiques qu’abiotiques, influencgant les trajectoires
évolutives des caracteres complexes.

2.3. Approches méthodologiques pour I’étude de I’évolution des agents pathogénes

Les résistances durables ont été décrites comme étant celles dont 1’efficacité au champ a été
observée pendant de nombreuses années (Johnson, 1979). Pour optimiser le processus de
sélection de variétés résistantes, il est important de comprendre le fonctionnement des plantes,
celui des parasites ciblés et ’interaction entre les deux (Michelmore et al., 2013). Cette
derniére est le sujet d’étude de la phytopathologie qui est la science des maladies des plantes,
causées par des agents pathogenes tels que les bactéries, les champignons, les virus et les
nématodes. L’étude de ces agents pathogenes implique la description de leur cycle de
développement et de leur physiologie. Le phénotype des parasites est déterminé par leur
génotype, par leur environnement, biotique et abiotique, et par I’interaction entre les deux. On
s’intéresse ici a I’identification des déterminants génétiques des phénotypes.

2.3.1 Identification des bases génétiques des caractéres phénotypiques

La genétique quantitative est la science qui etudie les bases génétiques des phénotypes,
ensemble de caractéres complexes. Elle permet d’identifier, de localiser, de caractériser les
éléments génétiques sous-jacents de ces caracteres. Deux principales méthodes sont
employées : I’analyse de liaison (linkage analysis) et I’analyse d’association (genome-wide
association studies — GWAS). Les deux méthodes reposent sur le méme principe : identifier
des polymorphismes genétiques significativement corrélés aux variations phénotypiques. La



différence entre ces méthodes reside dans les populations étudiées : 1’analyse de liaison est
menée sur des descendants de croisements controlés alors que I’analyse d’association
examine des individus issus de populations naturelles. L’analyse d’association prend en
compte les recombinaisons apparues au cours de nombreuses générations permettant de
localiser le géne d’intérét plus précisément que 1’analyse de liaison (Ott et al., 2011). Les
études sur des populations naturelles ont aussi I’avantage de mieux représenter la diversité
génétique et phénotypique naturelles que les descendants de croisements contr6lés, qui
reposent nécessairement sur le choix des parents. Enfin, les croisements chez les espéces non-
modeles sont parfois compliqués a réaliser, voire impossibles en [’état actuel des
connaissances.

L’analyse d’association consiste a calculer la corrélation entre un ensemble de marqueurs
génétiques et des variations phénotypiques dans des groupes d’individus non apparentés. Les
marqueurs génétiques couvrent I’ensemble du génome et peuvent se compter en millions. Une
association significative entre un marqueur (ou un groupe de marqueurs) et un caractere
phénotypique indique qu’un gene influencant ce caractere se trouve dans la région du
marqueur (voir encadré 1).

Encadré 1 : Analyse d’association pangénomique (GWAS)

L’analyse d’association pangénomique est réalisee grace a des modéles linéaires genéralisés
mixtes sur un caractére phénotypique a la fois :

m
Vi :‘Ll+ injaj+ &
=1

Ou y; est le phénotype de I’individu i ; m est le nombre de marqueurs ; Xj; est le génotype du
jéme marqueur du ieme individu ; a; est ’effet du jeme marqueur et & I’erreur du modéle. Les
effets des marqueurs sont considérés comme additifs et il est supposé que leur somme suit une
loi normale de moyenne 0 et de variance 6°K, ol K est la matrice d’apparentement (Korte &
Farlow, 2013) qui prend en compte la structure des populations. L’apparentement entre
individus est inconnu a priori dans les populations naturelles mais il peut étre estimé grace
aux variations génétiques. Les composantes de variance et les P-valeurs de chaque marqueur
sont estimées a partir du modele décrit.

Pour prendre en compte le grand nombre de tests, les P-valeurs sont généralement corrigées
par la méthode FDR (pour a < 5% ou 10%) ou celle de Bonferroni. Afin de mettre en
évidence des corrélations significatives, des échantillons de taille importante sont requis
(loannidis et al., 2009).




2.3.2. Estimation du potentiel évolutif

La génétique quantitative permet d’identifier les bases génétiques des caracteres
phénotypiques des agents pathogénes a un instant donné. Elle fournit aussi des outils utiles
pour évaluer le potentiel évolutif de ces caracteres qui conditionne leur évolution dans le
temps et, par conséquent, la durabilité des résistances correspondantes (Johnson, 1979).

L’évolution d’un caractére est d’autant plus probable qu’il est héritable et sous sélection
directionnelle. C’est un prérequis nécessaire pour 1’évolution adaptative. L’héritabilité est la
part de la variance phénotypique d’une population due a la différence d’hérédité, c’est-a-dire
rapportée a la variance génétique (Lush, 1940). On distingue I’héritabilité au sens strict de
I’héritabilité au sens large. L’héritabilité au sens strict correspond a la part de la variance
phénotypique expliquée par les effets génétiques additifs, alors que 1’héritabilité au sens large
est la part de la variance phénotypique expliquée par le génotype. La premiére est une mesure
de la transmissibilité d’un caractére au cours de la reproduction sexuée. La seconde mesure la
transmission sans reproduction sexuée (Nyquist & Baker, 1991) (voir encadré 2).

Alors que I’héritabilité est la variance phénotypique déterminée par la variance génétique, la
plasticité est la capacit¢é d’un individu a exprimer différents phénotypes en fonction de
I’environnement biotique et abiotique. La plasticité réduit donc la part de variance
phénotypique déterminée génétiquement et limite ainsi 1’effet de la sélection naturelle sur
I’évolution adaptative du caractere.

L’évolution adaptative d’un caractére, en plus d’étre conditionnée par son héritabilité et le
type de sélection naturelle, est aussi contrainte par les corrélations génétiques qui existent
entre caractéres. Ces corrélations peuvent étre positives ou négatives, correspondant alors a
des compromis évolutifs (Pariaud et al., 2009). Les corrélations génétiques peuvent étre
propres a une espece, mais, comme elles influencent les trajectoires évolutives des caractéres
concernés (Roff & Fairbairn, 2012; Laine & Barres, 2013), elles peuvent étre différentes entre
populations aux histoires évolutives distinctes.



Encadreé 2 : Héritabilité au sens large

L’héritabilité au sens large H” peut étre calculée chez les espéces & reproduction asexuée, sur
un ensemble de souches non sélectionnées pour un caractére en particulier (Nyquist & Baker,

g2 _ 98
1991): H? = =

2, est la variance

OU o’ est la variance génétique de I’ensemble des souches et o
phénotypique de ces mémes souches.

Dans la pratique, les contraintes expérimentales imposent de calculer la variance
phénotypique moyenne sur | lieux, d dates, r répétitions et n individus. La variance

phénotypique est alors intégrée sur ces effets environnementaux :

2 2 2 2 2
2 2 Olieu . Odate ., Orépétition = Oindividu Oérreur
op = 05 t+ + +
l d [ xd I Xdxr | xdXrXxn

OU G2jieu, O dater O répétitions O-individu, O erreur SONt respectivement les variances entre lieux, entre
dates, entre répétitions, entre individus et la variance résiduelle. | x d x r x n est alors le
nombre de mesures totales pour un ensemble donné de souches.

3. L’agent de la rouille du peuplier, Melampsora larici-populina

Il existe au moins 12 especes de Melampsora spp. qui causent la rouille sur différentes
espéces de peupliers dans le monde (Vialle et al., 2013). Parmi toutes ces espéces, M. larici-
populina est de loin celle qui pose le plus de problémes en populiculture et dont I’aire de
distribution est la plus large, couvrant tous les continents. C’est donc a cette espéce que nous

nous intéressons ici.

3.1. Cycle biologique de Melampsora larici-populina

Melampsora larici-populina est un champignon basidiomycete, biotrophe foliaire, au cycle
infectieux complexe comptant cing types de spores (Figure 2). Cette rouille hétéroique infecte
successivement le méleze et le peuplier. Le champignon effectue un cycle de reproduction
sexuée sur le méleze une fois par an au printemps, puis plusieurs cycles de reproduction
asexuée sur les feuilles de peuplier pendant 1’été. A cette étape du cycle, les spores sont
dicaryotiques, les Iésions causées sur les feuilles s’appellent urédies et les spores produites
urédospores. Au moment de la sénescence des feuilles de peuplier a ’automne, des télies
contenant des téliospores sont produites. Le cycle de reproduction sexuée commence alors par
une caryogamie suivie d’un début de méiose. La méiose est interrompue par I’entrée en
dormance des téliospores. A ce stade, les téliospores sont une forme de résistance hivernale de
M. larici-populina. Elles resteront sur les feuilles de peuplier au sol jusqu’au printemps ou la
méiose se termine et aboutit a la formation de basidiospores. Les basidiospores sont haploides

et sont la forme de dispersion de I’agent pathogéne jusqu’aux jeunes aiguilles de méléze. Le
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cycle de reproduction sexuée se poursuit sur méleze et produit des spermogonies haploides.
Ces spermogonies sont fécondées par des spermaties (ou pycniospores) haploides de signe
sexuel opposé. Cette plasmogamie aboutit a la formation d’écidies produisant des

écidiospores (dicaryotiques), qui se disperseront et infecteront les feuilles de peuplier pour un
nouveau cycle.

La rouille du peuplier a un impact négligeable sur méleze mais elle a un impact trés fort sur le

peuplier, du fait des multiples cycles de reproduction asexuée sur cet héte produisant de
nombreux descendants.
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Figure 2: Cycle de developpement de M. larici-populina, d’aprés Hacquard et al. (2011)
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3.2. Impact de la rouille du peuplier en populiculture

La France possede le deuxiéme peuplement de peupliers cultivés mondial avec 236 000 ha de
surface dediée a la production en 2008 (loin derriere la Chine qui comptait 3 010 000 ha de
peupleraies de production la méme année) (www.peupliersdefrance.org). La production
annuelle de bois de peuplier s’élevait en moyenne a deux millions de métres cubes entre 1988
et 2008 en France. Environ 54% du volume est utilisé pour le déroulage (incluant les
industries de I’emballage 1éger, du contreplaqué et I’exportation) et 46% pour le sciage (pour
palettes et caisserie).

L’infection des peupliers par la rouille induit des défoliations entrainant une diminution de la
croissance des plants, voire leur dépérissement dans les cas les plus extrémes et récurrents.
Melampsora larici-populina infecte aussi bien les peupliers cultivés que sauvages mais la
maladie est plus sévére dans les peupleraies cultivées, en particulier du fait des conditions de
culture (Frey et al., 2005).

L’utilisation de fongicides étant économiquement peu rentable, et de plus interdite en
populiculture depuis le Grenelle de I’Environnement, les améliorateurs ont sélectionné des
variétés de peupliers résistants a la rouille. Cependant, la plupart de ces cultivars, largement
plantés en Europe, portent des génes de résistance qualitative. Les plantations de peupliers
sont caractérisées par leur homogénéité : les cultures sont équiennes et monoclonales, ¢’est-a-
dire que tous les plants ont le méme &ge et sont issus du méme clone. Comme précisé
précédemment, ces conditions induisent de fortes pressions de sélection sur les agents
pathogeénes pouvant conduire au contournement rapide des résistances portées par 1’hote
cultivé. A ce jour, huit résistances qualitatives (R1 a R8) portées par le peuplier ont été
décrites (Pinon & Frey, 2005), auxquelles il faut rajouter deux résistances récemment
caractérisées (R9 et R10). Toutes ces résistances sont contournées a ce jour par M. larici-
populina.

Les contournements des résistances R2 (portée par le cultivar Luisa-Avanzo) en 1986 et R7
(portée par ‘Beaupré’) en 1994 ont été les plus remarquables car les cultivars résistants étaient
largement plantés depuis plusieurs années et totalement résistants. Le contournement de la
résistance R7 a déclenché des épidémies de rouille au cours desquelles les individus virulents
7 se sont rapidement disperses dans tout le territoire francgais. Les conséquences économiques
de cet événement de contournement ont été considérables (Pinon & Frey, 2005). Les
conséquences démographiques et génomiques sur les populations de I’agent pathogéne ont pu
étre évaluées grace a une collection historique conservée a I’'INRA de Nancy. Cette collection
contient un grand nombre de souches de M. larici-populina échantillonnées depuis 1982. A
partir de cette collection, 1’étude de génétique des populations de Persoons et al. (2017) a
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distingué trois groupes génétiques. Le groupe génétique sauvage est constitué de souches
surtout avirulentes 7 échantillonnées dans le Sud de la France sur des peupliers sauvages. Ce
groupe présente une plus forte diversité genétique que les groupes échantillonnés dans le
Nord de la France ou 80% des peupliers plantés étaient R7 (Persoons et al., 2017). Le groupe
génétique pré-contournant était présent avant le contournement de la résistance R7 en 1994 et
ne contient que des souches avirulentes 7. Au moment du contournement de la résistance R7,
le groupe contournant apparait, montrant des signatures de goulot d’étranglement (en 1994)
qui disparaissent en quelques années (absentes en 1998). Le groupe contournant remplace
rapidement le groupe pré-contournant qui disparait completement en 1998. Le contournement
de la résistance R7 a donc provoqué de profonds bouleversements dans I’évolution de 1’agent
pathogéne M. larici-populina.

Face aux contournements successifs des résistances qualitatives et aux dommages en
découlant, I’intérét des améliorateurs s’est porté sur le pyramidage des résistances qualitatives
et quantitatives. Notamment, le développement de peupliers possédant des résistances
guantitatives élevées est une stratégie permettant aux arbres de présenter une bonne tolérance
a larouille.

La selection de résistances quantitatives est plus longue et compliquée que celle des
résistances qualitatives, du fait de leur déterminisme génétique plus complexe (Jorge et al.,
2005). La décomposition de la résistance quantitative en composantes élémentaires (période
de latence, nombre d’urédies, taille des 1ésions, cf. plus loin) permet de cartographier des
QTL (Quantitative Trait Loci) de résistance quantitative, aussi appelés QRL (Quantitative
Resistance Loci) (Jorge et al. 2005). Cette stratégie de sélection de variétés de peupliers
présentant des résistances plus durables est mise en ceuvre depuis une vingtaine d’années par
le Groupement d’Intérét Scientifique « Génétique, amélioration et protection du peuplier »
(GIS Peuplier). Le GIS peuplier a mis sur le marché en 2012 une premiere série de cultivars
de peupliers P. deltoides présentant un trés bon niveau de résistance quantitative. Cependant,
les résistances quantitatives peuvent également s’éroder du fait de 1’augmentation de
I’agressivité du champignon (Dowkiw et al., 2010). Par conséquent, afin de guider la stratégie
de sélection des améliorateurs, il serait souhaitable de savoir quelles sont les composantes de
la résistance quantitative qui seront les plus efficaces pour limiter le développement du
champignon.

3.3. Les caractéres d’agressivité étudiés
Les résistances quantitatives diminuent les effets nuisibles de 1’agent pathogene ciblé en
limitant son agressivité. L’agressivité d’un parasite est complexe et peut étre décomposée en

plusieurs caracteres quantitatifs. Chez M. larici-populina, les caractéres d’agressivité sont
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mesurés au stade d’urédie, correspondant a la phase épidémique sur peuplier. Au cours de ma
these, je me suis donc intéressée a cing caractéres d’agressivité classiquement étudiés
(efficacité d’infection, temps de latence, taille des lésions, taux et capacité de sporulation), un
caractéere plus rarement étudié (quantité de mycélium in planta) et un caractére
morphologique (volume des spores) (Figure 3).

L’efficacité d’infection est la probabilité qu’une urédospore déposée sur une feuille produise
une lésion (Lannou, 2012).

Le temps de latence (ou période de latence) est I’intervalle de temps entre I’inoculation et le
début de la sporulation suite a I’infection (Lannou, 2012).

La taille d’une lésion est 1’aire de la surface qui produit des urédospores (Kolmer & Leonard,
1986; Robert et al., 2004).

Le taux de sporulation est le nombre d’urédospores produites par urédie et par unité de temps
(par jour de sporulation dans le cas de la rouille du peuplier) (Leonard, 1969; Clifford &
Clothier, 1974; Kardin & Groth, 1989).

La capacité de sporulation est le nombre d’urédospores produites par unité de surface et par
unité de temps (Robert et al., 2002; Dowkiw et al., 2003). C’est une estimation du flux
d’urédospores a travers la Iésion concernée.

La quantité de mycélium in planta est considérée comme un proxy de la colonisation du tissu
foliaire par le champignon et est mesurée par qPCR.

Le volume des urédospores est calculé avec la formule du volume d’un ellipsoide a partir des
mesures de leur longueur et de leur largeur. Ce caractere morphologique pourrait donner des
indications sur la quantité de ressources nutritives.

Ces caractéeres sont également influencés par I’hote puisque le développement de 1’agent
pathogene est contraint par 1’état physiologique de la plante et de la feuille qu’il infecte.
Melampsora larici-populina étant un parasite biotrophe obligatoire, les mesures des
caracteres d’agressivité sont obligatoirement faites sur du matériel vegétal vivant dont les
specificités sont a prendre en compte.
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Figure 3 : Caracteres d’agressivité étudiés représentés sur une coupe de feuille (face inférieure
en haut) au niveau d’une urédie, adapté de Hahn (2000). UA : unité arbitraire.

4. Obijectifs de la thése et démarche scientifique

Dans 1’objectif d’optimiser la sélection des résistances quantitatives en populiculture, une
meilleure connaissance des caractéres d’agressivité du principal parasite des peupliers peut
s’avérer utile pour anticiper son évolution face a de telles résistances. Pour aider a orienter le
processus de sélection de variétés résistantes vers des résistances plus durables que les
résistances qualitatives, nous partons de I’hypothése que certains caracteres d’agressivité sont
plus enclins a évoluer que d’autres. L’objectif global de ce travail est donc de déterminer le
potentiel évolutif des caractéres d’agressivité de M. larici-populina ainsi que leurs bases
génétiques.

L’expression des caracteres d’agressivité dépend notamment de leur niveau de plasticité. Plus
un caractére est plastique, plus sa valeur sera déterminée par les variations environnementales,
donc moins il sera enclin a répondre a la sélection naturelle. A I’inverse, I’héritabilité des
caractéres d’agressivité est un prérequis nécessaire a la réponse a la sélection naturelle.
L’héritabilité d’un caractere doit €tre suffisante pour qu’il puisse évoluer en fonction du type
et de I’intensité de la sélection naturelle qu’il subit. Le déterminisme génétique joue alors un
role dans le potentiel évolutif d’un caracteére, voire de plusieurs puisque certains d’entre eux
sont génétiquement liés par des compromis évolutifs ou corrélations genétiques positives.
Identifiées precisement, les bases génetiques des caractéres d’agressivité apporteront une
connaissance plus approfondie de leur déterminisme.
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Ce triptyque (plasticité, potentiel évolutif, bases génétiques) conditionne 1’évolution des
caracteres d’agressivité et définit les trois axes du manuscrit de cette thése. Des approches
expérimentales en biologie évolutive et en génétique quantitative ont été utilisées.

Le premier chapitre de ma thése porte sur la plasticité des caractéres d’agressivité. Dans le
cas d’un champignon foliaire biotrophe comme la rouille du peuplier, la feuille de 1’hote
constitue son environnement biotique obligatoire. 1l a été démontré dans de précédentes
études que la maturité de la feuille de peuplier influence le développement des agents
pathogeénes foliaires (Cellerino et al., 1978; Sharma et al., 1980; Coleman, 1986; Giorcelli et
al., 1996). Deux principaux effets de la feuille héte peuvent jouer sur le développement du
champignon : d’une part la disponibilité en éléments nutritifs dans la feuille fournit des
éléments indispensables a son développement, d’autre part les réactions de défenses de la
feuille I’entravent (Adandonon et al., 2017; Ullah et al., 2017).

Nous tenterons donc de répondre aux questions suivantes : Quelle caractéristique de la feuille
hote influence le plus le développement de M. larici-populina ? Quelle est la plasticité des
caractéres d’agressivité sur un gradient de maturité des feuilles, caractérisé par des
concentrations différentes en composés nutritifs et de défense ?

Le deuxieme chapitre explore I’évolution passée des mémes caractéres d’agressivité et
morphologique. Le premier chapitre s’appuyant sur les résultats d’une expérience menée sur
une seule souche de M. larici-populina, dans ce second chapitre, nous nous sommes intéresses
a un grand nombre de souches issues de populations contrastées.

Le troisieme chapitre traite de 1’identification de génes impliqués dans le controle des
caracteres phénotypiques. Nous avons aussi cherché a identifier les génes impliqués dans le
contournement de différentes résistances, dont la résistance R7. Une approche de génétique
d’association pangénomique (GWAS, genome-wide association study) a été utilisée sur quatre
populations contrastées.
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CHAPITRE 1: PLASTICITE DES CARACTERES
D’AGRESSIVITE LE LONG D’UN GRADIENT DE
MATURITE FOLIAIRE
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CHAPITRE 1 : PLASTICITE DES CARACTERES D’AGRESSIVITE LE
LONG D’UN GRADIENT DE MATURITE FOLIAIRE

Ce premier chapitre considére la plasticité des caractéres d’agressivité de M. larici-populina
en fonction de la variabilité¢ environnementale imposée par 1’hdte. En prenant I’exemple du
gradient de maturité foliaire, I’objectif est d’identifier les caractéres les plus contraints par ce
facteur environnemental majeur.

Chez les champignons foliaires biotrophes obligatoires, dont M. larici-populina, la feuille sur
laquelle se développe un individu lui procure un environnement biotique particulier. De
précédentes ¢études ont d’ailleurs montré que la maturité des feuilles influence le
développement de plusieurs agents pathogénes du peuplier (Cellerino et al., 1978; Sharma et
al., 1980; Coleman, 1986; Giorcelli et al., 1996). Nous nous sommes donc intéressés ici au
développement du champignon sur des feuilles de maturités différentes. Un protocole
d’inoculation monospore a été employé afin de caractériser précisement les valeurs de
caracteres d’agressivité intrinseques a chaque individu. Pour cela, un ensemble de caracteres
d’agressivité et morphologique ont été mesurés sur des individus d’une méme souche de M.
larici-populina. Nous avons montré que la taille des lésions créées par le champignon ainsi
que le taux de sporulation sont corrélés et que ces deux caractéres sont les plus plastiques le
long du gradient de maturité foliaire. Sur les feuilles les plus matures, la taille des Iésions et le
taux de sporulation sont plus élevés, témoins d’une agressivité plus importante.

Cette observation peut s’expliquer par deux effets opposés des composés métaboliques des
feuilles. D une part les sucres de la feuille fournissent des ressources nutritives nécessaires au
développement du champignon. D’autre part, les composés phénoliques participent aux
réactions de défense de la feuille en contrant I’invasion par le parasite. Nous avons donc
mesuré une série de composés nutritifs (sucres, carbone et azote total) et de défense
(composés phénoliques) dans les feuilles utilisées et recherché lequel de ces effets a le plus
d’influence en testant les corrélations entre 1’agressivité du champignon et le composé foliaire
considére.

Ce chapitre ce présente sous la forme d’un article publié dans Frontiers in Plant Science (doi :
10.3389/pls.2018.01396).
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Abstract

Foliar pathogens face heterogeneous environments depending on the maturity of leaves they
interact with. In particular, nutrient availability as well as defense levels may vary
significantly, with opposing effects on the success of infection. The present study tested
which of these factors have a dominant effect on the pathogen’s development. Poplar leaf
disks of eight maturity levels were inoculated with the poplar rust fungus Melampsora larici-
populina using an innovative single-