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1. Introduction

La septoriose est une maladie du blé qui peut étre
provoquée par deux champignons : Zymoseptoria
tritici et Stagonospora nodorum. Z. tritici est
désormais devenue majoritaire en Europe et
provoque souvent de fortes diminutions du
rendement. Cette maladie du blé est donc classée
parmi les plus dévastatrices en Europe de 'Ouest
et chaque année environ 300 millions d'euros sont
dépensés pour lutter contre ce parasite.

Malgré la disponibilité de 18 génes de résistance
et leur application potentielle en sélection
(Goodwin, 2007), la lutte contre la maladie est
actuellement réalisée principalement par des
fongicides. Toutefois, seuls les azoles et les
strobilurines sont disponibles et leur efficacité sur
les populations naturelles présentes au champ se
réduit un peu plus chaque année. Ce phénoméne
a été récemment confirmé par le développement
de résistances aux strobilurines chez Z. tritici et de
sa propagation rapide dans toute ['Europe
(Sierotzki et al. 2005). De méme, cette diminution
de l'efficacité des strobilurines est associée a celle
de certains azoles (Fraaije et al. 2007). La chute
de l'efficacité de ces matiéres actives représente
une menace pour l'agriculteur qui veut maintenir
durablement un bon rendement en blé. Ainsi, il est
probable que [Il'amélioration génétique de Ila
résistance sera la principale réponse durable a
I'évolution de cette maladie.

Z. tritici a un style de vie dimorphique. Le
champignon  prolifere  en  conidiogénéses
blastiqgues dans des conditions riches alors que la
croissance est filamenteuse dans des conditions
pauvres en éléments nutritifs et sur les tissus
foliaires. L'infection commence par la formation
des hyphes qui entrent par les stomates des
feuilles de blé, sans différencier les structures
infectieuses (Kema et al. 1996; Mehrabi et al.
2006; Keon et al. 2007). Le développement

ultérieur  est  biotrophe, intercellulaire et
asymptomatique pendant environ 8 jours. Puis, le
processus de développement est rapide et
nécrotrophe, impliquant une abondante
dégradation de la paroi cellulaire. Ce phénoméne
a été une source de spéculation sur un réle actif
potentiel pour les composés toxiques au cours de
la pathogenese (Kema et al. 1996 ; Perrone et al.
2000 ; Keon et al. 2007) notamment parce gu'elle
aboutit a la dégradation massive des tissus du
meésophylle. Cette dégradation de la partie interne
de la feuille permet I'augmentation rapide de la
biomasse fongique et la formation de pycnides, les
organes de fructification asexuée caractéristiques
de taches nécrotiques macroscopique (Kema et al.
1996 ; Duncan et Howard, 2000; Sierotzki et al.
2005).

De récentes découvertes sur les pathogenes
nécrotrophes du blé Pyrenophora tritici-repentis
(Ptr) et Stagonospora nodorum, ont montré que
les toxines protéiqgues sont des déterminants
importants de la pathogénicité (Friesen et al. 2007,
2008). Ces toxines ont des cibles sur les
chloroplastes ce qui expliquerait leur inductibilité a
la lumiére (Manning et al. 2009). Ces
constatations ont conduit & la détermination d'un
modele inverse du modéle géne pour gene avec
des toxines sélectives de I'hnte (HSTs) et des
génes de sensibilité aux toxines de la plante héte.

Ainsi, I'équipe de Gert Kema a identifié la premiere
toxine (MgTox1) issue du substrat de culture de
lisolat IPO323 de Septoriose (Z. tritici). Cette
toxine, lorsqu'elle est infiltrée sur des feuilles,
provoque des nécroses foliaires qui sont similaires
aux symptémes foliaires habituellement observés
avec des tests de résistance. Par contre, les
résultats sont observables 4 jours apres infiltration
alors que 3-4 semaines sont nécessaires pour
interpréter le test de résistance classique. Outre la
rapidité d'obtention des symptdmes nécrotiques,
cette méthode semble présenter d'autres
avantages comme une fiabilité accrue de
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I'évaluation de la résistance (ou plus exactement
de l'absence de sensibilité¢) des plantes. Un autre
avantage en faveur de l'utilisation des toxines est
gu'elles pourraient ne pas étre spécifiques de
chaque isolat : L'utilisation des toxines serait alors
un nouvel outil pertinent pour estimer facilement et
précocement la résistance des futures variétés.

Ainsi, dans ce projet, nous Nous proposons pour
développer et valider ce nouvel outil :

- 1) D'identifier les protéines SSP (small
secreted proteins) constituant la toxine
MgTox1 et d'identifier celle(s) qui jouent un
role dans la pathogénicité (nécroses
foliaires) de la septoriose.

- 2) De valider au champ les protéines SSP
sur un panel de génotypes résistants et
sensibles.

2. Matérielset méthodes

Identification des protéines SSP de la
toxine de l'isolat IPO323
Analyse Bioinformatigue de 'ADNc de Z. tritici

Un des criteres appliqué a la sélection des
protéines candidates concerne leur taille qui doit
étre inférieure & 300 acides aminés. Un travail de
recherche de geénes candidats ainsi que
l'utilisation de lalgorithme de PexFinder pour de
lanalyse dEST ont été utilisés pour identifier des
protéines SSP candidates. Les protéines sans
motif GPI ni domaine trans-membranaire et qui
sont riches en cystéine ont été retenues. Un tri des
protéines candidates a été complété par une
comparaison de séquences avec celles de la base
de données EST accessibles via linterface JGI
genome (http://genome.jgi-
psf.org/Mycgr3.home.html).

Analyse Protéomique

Le substrat de culture de IPO323 a été obtenu
apres culture de lisolat IPO323 en boite de Petri
sur un milieu V8/PDA pendant 5 jours. Le
pathogéne est ensuite agité en milieu liquide a
27°C (100rpm) pendant 3 jours. Le substrat de
culture est ensuite filtré par du papier Wathmann,
puis avec un filtre 0,45um et dialysé en utilisant
des tubes 7KDa.

La séparation et lidentification des protéines SSP
du substrat de culture ont été obtenues grace a

by

une analyse par chromatographie liquide a

échange d’ion de type Fast Performance liquid
Chromatography (FPLC).

Analyse QTL

L’analyse QTL a été effectuée sur une population
de 163 isolats de Z. ftritici issus du croisement
IPO323 x IPO95052. Ces isolats ont été
phénotypés sur les variétés de blé dur Volcani447,
Zenati, Bouteille, Bidil7 et sur les variétés de blé
tendre blé tendre Shafir, Gerek, Taichung29,
Obelisk. L’isolat 1PO323 est avirulent sur les
lignées de blé dur mais développe des symptomes
sur le blé tendre tandis que c’est l'inverse pour
IPO95052.

Test de résistance au champ
Matériel Végétal

Treize variétés ont été testées (Tableau I) durant
les 3 années du programme sur 3 sites avec 2
répétitions Boigneville (Arvalis), Bersée (F.
Desprez) et Louville la Chenard (R2n).

Toxine

Le substrat de culture de IPO323 contenant un
ensemble de protéines SSP a été produit et testé
la premiére année du programme. La protéine
SSP127 a été testée les deux années suivantes
selon plusieurs protocoles d’inoculation. Un témoin
négatif avec de l'eau a été inoculé pour vérifier
que la méthode d’inoculation n'était pas
responsable des nécroses foliaires.

Méthode d’inoculation

Les méthodes d’'inoculation appliquées ont été :

- linfiltration: La toxine est injectée sous
pression dans la feuille a laide dune
seringue.

- Labrasion: La toxine est appliquée au
doigt (ganté) avec de la célite (1g/10ml).
Une pression modérée et un mouvement
de va et vient sont appliqués afin d’abimer
la cuticule de la feuille.

- Le badigeonnage: Les feuilles sont
recouvertes de la toxine par un
badigeonnage au pinceau. Avec cette
meéthode la feuille était soit laissée intacte,
soit pliée dans le sens transversal.

Pour les 3 méthodes, les limites de diffusion de la
toxine dans la feuille sont marquées au feutre
indélébile.

Dix feuilles par génotype, par répétition, par
méthode d’inoculation et par lieu ont ainsi été
inoculées. Les feuilles ont été prélevées 4 jours
aprés inoculation et ont été numeérisées pour noter
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le pourcentage de surface nécrosée par rapport a
la surface inoculée avec le logiciel SCANAREA.

3. Résultats et discussions

Identification des protéines SSP
Analyse Bioinformatique

266 protéines SSP avec une taille inférieure a 300
acides aminés et plusieurs résidus cystéine ont
été identifiées. Vingt quatre de ces protéines
prédites  possédent un  domaine trans-
membranaire en dehors de la séquence du
peptide signal et ont été exclues de la liste. Apres
avoir confronté nos données de séquence avec
celles de la base de donnée EST JGI, la liste de
protéines candidates a été réduite a 68.
Cependant, dix protéines SSP supplémentaires
ont été ajoutées pour leurs caractéristiques
particulieres comme leur richesse élevée en
cystéine. Au final, ce sont 78 protéines SSP qui
ont été retenues comme effecteurs candidats de la
pathogénicité de la septoriose.

Analyse Protéomique

Sur les 78 genes codant pour les protéines SSP,
93% sont issues de données EST obtenues soit
sous conditions in vitro soit sous condition in
planta. Nous avons analysé leur activité par RT-
gPCR pour déterminer leur profil d’expression
durant la phase de pathogénicité. Tous les génes
ont été transcrits in planta et leur profil correspond
clarement aux différentes phases d’infection
(biotrophe (2-4 dpit), nécrotrophe (>8 dpi) ou de
transition entre les deux phases (8 dpi)). Ainsi, les
génes sont surexprimés durant la phase biotrophe
pour un groupe de protéines SSP (incluant
SSP142) (entre 2 et 4 dpi) (figure 1a). Dans le
groupe de la SSP15, les génes ne sont
surexprimés que durant la phase de transition
entre la phase biotrophe et la phase nécrotrophe
(a 8 dpi) (figure 1b). Les genes surexprimeés durant
la phase nécrotrophe du champignon (comme
SSP44) le sont a partir de 8 dpi avec un pic a 8 ou
12 dpi puis ce phénomene est suivi une
décroissance de l'activité des génes jusqu’a 20 dpi
(figures 2a et 2b).

Au final 42% des protéines SSP analysées sont
spécifigquement  produits durant la phase

1 dpi :jourapreés inoculation

“‘,

nécrotrophe, tandis que 21% sont synthétisés
durant les deux phases (biotrophe et nécrotrophe).
18% sont faiblement transcrits durant tout le
processus d’infection.

Validations des protéines SSP15 et SSP18

Comme ces deux protéines ont été détectées en
grandes quantité a 8 dpi (SSP15 : 120x et SSP18 :
13x), il nous semblait intéressant de valider leur
action comme effecteur de pathogénicité en
inhibant les génes codant pour ces protéines.
Ainsi, trois mutants « knock-out » indépendants
ont été générés par recombinaison homéologue,
pour chacun des deux génes. Les mutants et le
type sauvage de IPO323 montrent des symptomes
foliaires similaires en serre (figure 3) a 21 dpi sur
12 variétés de blé : ce résultat prouve que ces
deux protéines ne sont pas des effecteurs de
pathogénicité.

Analyse QTL

Sept QTL ont été identifiés sur les chromosomes
2,3, 4,5 6,7 et 13 de Z. tritici (tableau 1I). Un
QTL majeur ressort sur le chromosome 5 en
expliquant jusqua 48.5% de la variance
phénotypique. 84 génes prédits colocalisent au
niveau de ce QTL.

Tests au champ

Comparaison entre notation visuelle / notation
numérisée des symptdmes

La numérisation des feuilles inoculées nous
semblait importante pour traiter un grand nombre
d’échantillons. Si le gain de temps offert par la
numérisation des feuilles est toute relative, cette
numérisation présente [l'avantage de pouvoir
revenir sur les observations a posteriori. La
corrélation observée (R*=0.76) entre les deux
types de notation permet d’envisager [lutilisation
de loutii numérique pour la quantification des
symptomes.

Pertinence du protocole d’'inoculation

En 2013, le protocole d'abrasion est celui qui
provoque, en moyenne, les symptdomes les plus
importants. Celui-ci est suivi de [linfiltration par
seringue (Figure 4). Le badigeonnage au pinceau
(avec ou sans pliure de la feuille) ne permet pas
d’obtenir des symptémes aussi importants qu’avec
les deux autres méthodes. Toutefois, selon
Fannée et le lieu, le protocole d’inoculation des
protéines sur les feuilles varie en efficacité,
prouvant ainsi gquaucune des techniques
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d’inoculation utilisées n'est pas réellement
applicable au champ.

Effet de la Toxine et relation avec la résistance
variétale

L'observation des symptdbmes obtenus par
infiltration ou abrasion révele un polymorphisme
entre les variétés. Ce polymorphisme n’est
absolument pas corrélé avec le niveau de
résistance des variétés a la septoriose qui a été
observé au champ. Ainsi la variété Nogal qui est
trés résistante présente des symptébmes
importants avec la toxine chez R2n (abrasion) alors
gue la lignée FD3 qui normalement est trés
sensible a la septoriose au champ présente peu
de symptbmes avec la toxine chez Arvalis
(abrasion). Pour compléter cette absence de
relation entre le niveau de résistance variétale a la
septoriose et les symptdmes obtenus avec la
toxine, nous avons observé, dans plusieurs cas,
des nécroses foliaires supérieures avec de l'eau
comparé a la toxine. Il est clair que le protocole
d’'inoculation de la toxine et [lapplication par
l'expérimentateur de ces protocoles jouent un role
significatif dans [l'apparition des symptdmes
puisque l'application du témoin neutre (eau) peut
provoquer des symptbmes supérieurs a ceux
observés avec la toxine. Au final, malgré deux
années de test, nous n‘avons pas réussi a mettre
au point un protocole fiable qui soit indépendant
de Tleffet expérimentateur et qui donne des
résultats cohérents avec le niveau de résistance
des variétés a la septoriose (et plus
particulierement a IPO323).

4. Conclusion

La synthése entre [lanalyse bioinformatique,
lanalyse protéomique et l'analyse de QTL a
permis d’identifier 18 protéines SSP qui sont des
candidates comme effecteurs de la pathogénicité
de Z. tritici. Ces protéines sont secrétées soit
durant la phase biotrophe, soit durant la phase
nécrotrophe (ou durant les deux phases) de
développement du champignon. Ces résultats
représentent une avancée importante dans la
connaissance des mécanismes de pathogénicité
de ce champignon.

Concernant le test de résistance au champ, nous
avons rencontré deux problémes majeurs :

- Nous navons réussi a produire qu'une
seule protéine en quantité suffisante pour
nos tests au champ durant la durée du
programme.

- La méthode d’inoculation de la protéine ou
du substrat de culture reste perfectible car
elle est trop sujette aux variations dues a
lexpérimentateur ou a la méthode
d’inoculation.

Ainsi, si la production de nombreuses protéines
SSP semble pouvoir étre solutionnée rapidement,
la mise au point d’un protocole d’inoculation fiable
reste un probleme majeur qui devra étre résolu
par des mises au point supplémentaires si nous
voulons pouvoir utiliser ces effecteurs pour des
tests prédictifs de la résistance variétale a la
septoriose.

Tableau | : Liste des 13 variétés ou lignées utilisées pour les tests au champ

Apache
Baguettell
Balance
Bermude
Cordiale
FD12
FD3
Nogal
Nuage
Robigus
SE11
Soissons
Timber

Tableau Il: Tableau récapitulatif des QTL identifiés dans la population d’isolats issue du croisement

IPO323/IPO95052

Etude etidentification de facteurs de résistance a la cécidomyie chezle blé tendre — 2010



Chromosomes

Chromosome 2
Chromosome 3
Chromosome 4
Chromosome 5

Chromosome 6
Chromosome 7

Chromosome 13

QTL-P1
QTL-P2
QTL-P3
QTL-P4.1
QTL-P4.2
QTL-P4.3
QTL-P4.4
QTL-P5
QTL-P6
QTL-P7
QTL-P8.1
QTL-P8.2
QTL-P9.1
QTL-P9.2

BT : Blé Tendre, BD : Blé Dur

Source (LOD score)

BT Taichung 29 (LOD=5.70)

BT Shafir (LOD=3.22)

BD Volcani 447 (LOD=>7.64)

BT Shafir (LOD=>7.20)

BD Zenati Bouteille (LOD=14.83)
BD Volcani (LOD=16.60) 447

BD Bidi 17 (LOD217.12)
BT Obelisk (LOD=4.80)
BD Bidi 17 (LOD23.33)
BT Obelisk (LOD=3.76)
BD Bidi 17 (LOD22.91)

BD Zenati Bouteille (LOD=3.89)

BT Gerek (LOD=3.06)

BT Taichung 29 (LOD=7.61)

Variance

(%)
15.1
8.6
12.4
23.5
45.2
47.9
48.5
16.7
6.2
10.9
5.4
7.7
14.1
28.3

genes prédits
586

69

581

84

84

84

84

158

24

106
106

Nombe de |

Figure 1 : Niveau d’expression des génes codant pour les protéines SSP : Cas des genes exprimés durant la
phase biotrophe (a) et durant la transition biotrophe / nécrotrophe (b)
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Figure 2 : Niveau d’expression des génes codant pour les protéines SSP : Cas des genes exprimés durant la
phase nécrotrophe avec un pic a 12 dpi (a) ou a 8 dpi (b)

Etude etidentification de facteurs de résistance a la cécidomyie chezle blé tendre — 2010



Figure 3 : Développement des symptdmes en serre 21 jours apres inoculation avec les isolats de Z. tritici
IPO323 et les mutants IPO323ASSP15 and IPO323ASSP18 sur 12 lignées de blé.

assPars AdSSPAIE ASSPATS assweas PO323 ASSPALS AASSPA1S PO323 ASSPALS assPAIS

i

Nuage

[ |

Veranoplis

Cs/synthetic 7D

Figure 4 : Comparaison des symptdomes de nécrose obtenus aux champs par abrasion, infiltration,
badigeonnage au pinceau avec ou sans pliure transversale (R2n, 2012).
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