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RESISTAMICRO :

Microdochium spp. pour améliorer la
résistance du blé a la « Microdochiose»

Romain VALADE
et
les tres nombreux partenaires et collaborateurs

9eme rencontre scientifique du FSOV
04 avril 2023

FS@V S#ARVALIS




Fusariose de U'épi : une maladie, plusieurs agents pathogenes

Blé_our Bié_tenare orge

» Plus de 19 espéces de Fusarium
» Pertes de rendements, de qualité technologique et
sanitaire

» Microdochium spp.

Symptdéme causé par Symptome causé par Symptome causé par Symptome causé par
F. graminearum M. majus F. langsethiae F. tricinctum
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Des connaissances assez « limitées »

2 especes: Microdochium majus et Microdochium nivale

Organes attaqués: toutes les parties aériennes (fonte des semis =2 épis)
Difféerenciation des 2 espéces seulement par des outils moléculaires (PCR,
gPCR...)

Sensibilités des hotes (Poacées) potentiellement différentes selon I'espece et de
légeres différences de T° optimales—> structure génétique des populations?
Organes végétatifs préférentiels : M. nivale serait plus responsable de la fonte des
semis alors que M. majus serait plus agressif sur feuilles et épis

Fréquence sur épis importante en France = Projet FSOV Microdochium and co.
Des facteurs agro-climatiques assez peu connus - Climat en rang 1?
Résistance variétale?

v' Quelques QTL identifiés

v' Un phénotypage complexe mais de probables différences entre variétés

(FSOV Microdochium)

Mécanismes d’interactions avec la plante hote? A
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Pluie & la floraison
1040 >40

Le projet RESISTAMICRO

WP1. Caractérisation génétique des
populations de Microdochium spp. et
prédiction du risque

ACTIONS )

- Identification des facteurs
agro-climatiques a risque.

- Etude de la variabilité des
populations de chaque
espece selon [I'hbte, les
organes, les régions.

Comprendre et maitriser les infections de Microdochium spp.
pour améliorer la résistance du blé a la « Microdochiose».

FSOV RESISTAMICRO
4 N M

WP2. Mise au point de méthodes de
phénotypage robustes

WP3. Interactions blé/Microdochium spp.

ACTIONS
- Agressivité et virulence sur feuilles/épis

ACTIONS ]

- Mise au point d'un test en conditions

fontrolees: feuilles et epis -Caractérisation du mode d’infection et

- Réseau d’expérimentation de 13 essais par an comparaison avec F. graminearum (épis)
au champ pour identifier les conditions

favorables a I'infection par Microdochium

- Déterminisme moléculaire de de I'interaction




Caractérisation génétique de Microdochium spp.

» Des nouvelles ressources avec deux génomes de références  » Des nouvelles ressources avec des marqueurs
microsatellites (SSR) pour étudier la structure
génétique des populations

M. nivale [MI18055] M. Majus [M118056]
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v’ Assemblage des génomes PacBio, consolidés _
avec les séquences Illumina (collab. J. Gouzy, | NbSR 5 647 5927
LIPM Toulouse) 153 161

v’ Taille et nombre de génes comparables a F 63 63
graminearum Garcia, 2021

v’ 12 autres génomes (lllumina) acquis v 48 SSR sélectionnés par espéce

v’ Validation de :
v 22 SSR pour M. majus

- Foulongne-Oriol et al. (in prep) . v 19 SSR pour M. nivale
* .‘ : 5




Structuration génétique de Microdochium spp.

» Un grand effort d’échantillonnage et d’isolements

. M. majus, durum wheat gram
Fungi collected M. majus, soft wheat leave

on host

M. majus, soft wheat grain
M. nivale, soft wheat grain

n=> 80
Total number 40<n=80
of 1solates 20<n=40
10<n=20

n=10

M. majus M. nivale  Total

18785 121 39176 » Echantillons prélevés entre 2018 et 2020

209 51 260 » Conservation chez ARVALIS et INRAE Mycsa
0 20 20 » Souches génotypées avec les marqueurs SSR

472 221 693




Structuration genéetique de Microdochium spp.

Caractéristigues des locus microsatellites développés

n No. alleles No. supp. alleles No. allele per locus Genetic diversity

1.2% 16 5.7 0.396

0.77% 195 51 8.1 0.463 - oy # s sr.e
m Une diversité génétique plus

~ importante chez M. nivale

Analyse de la clonalité dans les populations

m No. individuals No. unique genotypes No. clonal genotypes Clonality

31%

Pas de structuration évidente : vers une métapopulation pour chacune des espéces ?

m Cluster 1 ® Cluster 1

m Cluster 2 = Cluster 2
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Est-ce gu’il existe une différenciation
des populations liées a la région ?

M. majus x
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Est-ce gu’il existe une différenciation
des populations liées a I'organe ?
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Structuration génétique de Microdochium spp.

Est gu’il existe une différenciation des

populations liées a ’h6te ?
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M. majus x
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génétique
possible
génétique selon
étudiés?
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structuration
les facteurs



Epidémiologie et prédiction du risque

Etude a partir de données d’enquétes + échantillons
(FAM/ARVALIS)

150-175 échantillons par an entre 2018 et 2021

Analyses moléculaires qPCR pour quantifier M. majus, M.
nivale, F. graminearum

Reprise de données antérieures

Test de plusieurs variables climatiques et de pratiques
(méthode Random Forest, suppression des variables tres
corrélées, travail avec le log).

» Quelles variables expliquent la quantité d’ADN de
Microdochium spp ? (et F. graminearum)

Localisation des parcelles enquétes agriculteurs 2007-2021

N = 1640 échantillons prélevés dans des
parcelles blé tendre et blé dur

Source des données :
projets ANR DON&Co et CASDAR ECOFUSA, FSOV MICRODOCHIUM et
RESISTAMICRO



Epidémiologie et prediction du risque

5 -
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Espeéces responsables des fusarioses en 2021
111 parcelles agriculteurs en 2021 suivis au national
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. » Microdochium spp. est une composante majeure de la flore de I'épi
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Epidémiologie et prediction du risque

» |Importance des variables testees pour Microdochium spp.?

» Nombreuses variables agro-climatiques testées

» BDD et méthode d’analyse « validée » sur F. graminearum:
v Note grille de risque en 1¢ variable explicative

v Note DON
v" Pluie a floraison

Random forest (y=log(ADN Micro+0.1))
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S Sensiblefl 4
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ARVALIS-Institut du végétal 2011

Parmi les variables les plus explicatives, on retrouve : la pluviométrie
et le rayonnement global (entre floraison et maturité).

Microdochium nivale est sensible au rayonnement UV-A qui
correspond a 95% du rayonnement UV Newsham et al., 1997.

Pas de variables agronomiques explicatives de la présence de
Microdochium

Travaux engagés sur des modeles décisionnels, relation entre F.
graminearum et Microdochium spp., ...

N 2 B N 2
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Des méthodes de phénotypage des cultivars?

En conditions contrdlées = Tests sur plantules

Nombreuses modalités d’infection testées _ ‘
v’ Concentrations d’inoculum variables (spores, P8 e > ‘ TR
hyphes) ] ‘ - e - g Tsges vy
v' Conditions d’application variables (pinceaux,
infiltrations, feuilles trempées, feuilles coupées,
...

v' Conditions hygrométriques et de températures
différentes |

>

AT %

v’ 2 espeéces testées
Méthode la plus prometteuse: Obelisk 16
v' Feuilles attachées Nogal 05
Taisch 2,7
v'  Grosses gouttelettes aischung
, , Cellule 0,6
v'  Coupées/trempées
A . Courtot 2
v' Bachage pendant 7 jours i iy
A yri »
v" Mesure de longueurs de symptébmes - — s
Différences observées entre variétés mais « test R Ubisko 27
préliminaire » » Chevignon 05

N

Méthode « fastidieuse » A Pocho 5



Des méthodes de phénotypage des cultivars?

Aux champs

» Objectif: Trouver une méthode de phénotypage robuste et
reproductible

> M&M:

» 13 essais en 2018/2019 et 2019/2020

» 4 témoins: Apache, Caméléon, Premio, Sothys CS

o ) o i ) ¥ demodalts Modaits 2018/201 I S W I O 1 P R P ';:’:::
> 8 mOdaIIteS par Slte dont 1 mOdaIIte non |nocu|ee 1 L témoin non inoculé dans tous les essais 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3
2 M. majus * 3 applications (FE +mi-€piaison + mi-floraison) avec bichage 1 1 1 1 1 1 1 1 8
> X 3 p pl 1 1 3 M. nivale* 3 applications (DFE + mi-piaison + mi-floraison) avec bichage 1 1 1 1 1 1 1 1 8
1 a a I Ca t I O n S 4 M.majus * 3 applications (DFE + mi-€piaison + mi-floraison) sans bichage 1 1 1 1 1 1 1 7
7 H . . 4 P fI M 5 M.nivale* 3 applications (DFE +mi-épiaison +mi-floraison] sans béchage 1 1 1 1 1 1 1 7
> Sta d e S d a p p I I Cat I O n ¢ D F EI e p I a I So n ’ o ra I SO nl oo 6 M. majus *3 applications (DFE + mi-epiaison +mi-floraison) sans bachage + fngicide (tébuconazole: ex Horizon EW) 1 1 1 1 4
n 1 M.nivale* 3 applications (DFE +mi-épiaison + mi-floraison) sans béchage +fongicide (tébuconazole: ex Horizon EW) 1 1 1 1 4
> B a C h a ge O u n O n 8 M.majus * 3 applications (DFE + mi-Epiaison +mi-floraison) avec bachage + fongicide (tébuconazole: ex Horizon EW| 1 1 1 1 4
. . 9 M.nivale* 3 applications (DFE + mi-piaison + mi-floraison) avec bichage + fongicide (tébuconazole: ex Horizon EW) 1 1 1 1 4
> CO n Ce nt rat I O n I n OC u I u m 10 Cocktail de souches 1*M. majus + 1*M. nivale (2 applications a DFE + mi-floraison) avec bachage 1 1 1 1 1 1 6
1 Cocktail de souches 1*M. majus +1*M. nivale (2 applications & DFE +mi-floraison) avec bichage + fongicide 1 1 1 1 4
> B r u m is a t i O n/i r r i ga t i O n 10 Cocktail de souches 1*M. majus + 1*M. nivale (2 applications & DFE +mi-floraison] sans béchage 1 1 1 1 1 1 1 1 8
3 Cocktail de souches 1*M. majus + 1*M. nivale 2 applications & DFE + mi-floraison) sans bachage + fongicide 1 1 1 1 1 5
HP 2 ~1€; 2 H 1% Cocktail de 2 souches avec 2 applications a debut loraison etfin floraison sans bichage 1 1 1 1 4
> Fo n g I c I d e S p e C I fl q u e a F' gram In earum 15 Cocktail de 2 souches avec 2 applications & déout floraison et fin floraison avec bachage 1 1 1 1 1 1 6
ey 7 e 4 74 16 Cocktail de2 souches avec 2 applications  début floraison etfin floraison sans bichage + fongicide 1 1 1 1 1 5
9 PIUS de 30 mOdalI tes dlfferen tes teStees-I 17 Cockail de 4 souches (2*2) a mi-floraison sans béchage (1 application) 1 1 1 1 4
18 Cocktail de4 souches (2%2) en 2 applications a DFE + mi-floraison sans bachage 1 1
19 Cocktail de 4 souches (2*2) en 2 applications & DFE + mi-floraison avec bchage 1 1
. . . . 0 Cocktail de souches 1#M. majus + 1*M. nivale 2 applications & DFE +mi-floraison] sans béchage. Inoculum +important 1 1
» Notations feuilles et épis 0 U N N N AN A A A A AP

» Prélevements de grains pour analyses qPCR (M. majus, M.
nivale et F. graminearum) .

17/05/2022 -
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Des méthodes de phénotypage des cultivars?

Aux champs: principaux résultats

Effet « brumisation » tres important = grande quantité
d’eau/multiplier les cycles (ex: 8 fois par jour pendant 14min)

Eviter des précédents mais = + de F. graminearum...

BDDmodalgathermicro$ pging

Utiliser un fongicide spécifique de F. graminearum - Notations épis + * * ﬁ *
Inoculations encadrant la floraison les plus efficaces | !‘* g 1 ﬁ* ol

o-

A . .o . / . . \ ! ! ) ) ) ) ) ! ! ) ) )
Effet d u ba Ch a g e no n S l g n If' Catlf d a n S n OS d O n n ees m a | S O ptl O n a Agri-Obtention  ASUR CAUSSAEXErlmnnﬂfDesprEEggES)m)z.gg;\;j;f;:ar:ﬁ;rzﬁigsrfenz?rz{%rl RAGT SECOBRA SYNGENTA UNISIGMA
conserver Quantité d’ADN de Microdochium dans les grains des 4 variétés témoins par site en

2018/2019.
Essais 2018/2019 > Essais 2019/2020 - Fort impact du climat

Effet du fongicide sur la biomasse fongique

Classement « attendu » des témoins
10.0 1 I
=
SOTHYS - —— =
PREMIO - ——eo—» 5 Quantité de biomasse fongique (pg/ng ADN
o CAMELEON- —— - 757 total) dans les témoins selon le traitement
=]
;g APACHE - e B3 fongicide (Tébuconazole).
o =
£ SOTHYS- * = » 5 fongicide
PREMIO - ——r = £ won
CAMELEON - —e—> = g 507 L oo
APACHE - — 3 oui
SOTHYS - —— g
=
PREMIC - —s—> = L
CAMELEON - —e——» = 25
APACHE - —— S
| = -
1 0 1 2
emmean
Moyenne ajustée de la quantité d’ADN de F. graminearum, M. majus, M. nivale, Microdochium spp. dans les grains des 4 variétés
témoins dans les 13 sites de 2018/2019. Pour chaque quantité, Apache est plus résistante que le groupe Sothys/Caméleon lui-méme 0.01
étant moins sensible que Premio. Sy '. . qPCR.grami gPCR.majus gPCR.nivale gPCR.micro
e e Spp
®g
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Des sensibilités varietales differentes?

13 sites en 2020/2021
42 variétés réparties en 2 panels
» 6 sites pour le panel 1
» 7 sites pour le panel 2
4 témoins identiques dans les 2 panels
25 variétés par site

2 modalités:
> Inoculée (DFE, début floraison et fin floraison)
» Non inoculée

2 répétitions par modalité
Traitement fongicide quand possible
3 lignes

Notations feuilles et épis

Prélevements de grains pour analyses qPCR (M. majus, M. nivale et
F. graminearum)

FSOV
RESISTAMICRO

essais2020/2021

Google Earth

¢Grisolles SY




gPCR

Des sensibilités varietales differentes?

Notes des témoins par partenaire

» 8 sites avec une pression significative sur les épis des témoins

j + » Notations feuilles également réalisées

: » Majorité des sites avec du Microdochium spp. excepté les sites
i i I “ i sans traitement fongicide

g“ . * * * * ES Note finale feulle

z * _ I + i i Effet de l'inoculation sur la biomasse fongique

RAGT

Agri Obtentions
Ay
DSV
Florimond Desprez
GEVES
KWS Momont

Lemaire deffontaines
Lidi
Lirn:

partenaire

¢PCR des témeins par partenaire
1 4 modalite
I inocule
I . non inocule
spp 2
- qPCR_grami
— qPCR.majus
— qPCR micro
| . ES qPCR.nivale T -

pging

: . .
“‘*- - * -7--7- ﬁ_{_“ Lol ‘-7-*'7' kX .Ll-'- “*i ***i *i# . .L-.H. qF'CRjgrami qF'CR.Imajus qF'CRjnivaIe qPCijicm
4 +— - = EL 2+ Al SDD
o3 o 5 g R - Pression naturelle liée a « 'environnement »: climat + dispositif
: parlenjaire '.0‘



gPCR.micro

o

gPCR.micro

=3

Des sensibilités varietales differentes?

o
Panei 1 Panel 1 El
. . o E o o
S © . W ®
a ab ab ab a'bD ab ab @b ab ab ab ab abc abc abc abc abc abc abc abc abc bc bec  be c é DE_» 5 i"E| i"E| D:| . ’ . o o .
& 66 2 2 g »> Des différences significatives
* & % z =z =2 cre s
N - . 1 entre variétés dans chaque
. . temoin qPCR.micro [1.00 0.85 8 . ., .
: - = o _ K panel (qPCR et notations épis)
) ) T g . ) - o gPCR.grami 1.00 0.71 .
: i ,, . Y gPCRiot 1.00 2 o
° Nl . : | . 0 » Classement des témoins
- e . . C I _ * Mote_finale_feuille |1.00 02
T ¢ ° ° . 8 s 1 g s - N oo ; ® B . A
) v T Note_finale_epi | 1.00 Eé COherentS
% % Fls ; £ g 5 g % E § é : ? g é g PE o é : E Note_ R 1.00 08

: » Pas de différences selon les
especes de Microdochium spp.

Panel 2 Panel 2 o . % %
e 5 8 EE o
abc abc abc abcd abcde abcde abede abede abecde abede abede abcdeabedefabedefabedef bede  cdef cdef cdef cdef  def  ef T % % % BI }P.‘ QI 4 . . °LC* . .
> & & 2 3 » Corrélation significative mais
aPCRmicro | 1.00 s assez faible avec la note de
GPCRgrami | 100 | 087 | 053 | 0.44 - résistance a F. graminearum >
i . gPCRitot | 1.00 | 052 | 049 02 |nteraCtIOnS dlfférentes de F.
g o 0 H
i Note_finale_feuille | 1.00 @ 0.65 02 gramlnearum?
o - ~0.4
%éiégégz igél‘i ﬁ:%:-giﬁgﬁé MNote_finale_epi = 1.00 o6 . , , .
IR T A T L A A ©  » Du progres génétique
Note_R | 1.00 @™ .
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Interactions plante-pathogene

» Tests de U'agressivite d’'isolats de Microdochium sur épis

> Etude des réponses protéomiques de linfection et comparaison avec F. graminearum

M majus 18056
M nivale 12085 Dual proteome

Protocole FHB (Fabre et al., 2019 — ~5500 protéines du blé et ~1100 protéines fongiques)

, 4 - ‘.... \
Y % y / * ;‘, i . \& FHB&gﬁzinnr;swe 4 A P‘nm SHER
\ VY L ] - AT R : P - ' WhaatdV ing kinetics =TEge &
\ ’ Vw8 P Wl gt A P e GO
z 3 c b H f’( W Setni ngella etal. 017 I 2wy W ==8 b4
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{
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0O C °° .I‘ ] 1 1 ! J
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> |n0cu|ation da ns |a Kinetic points (hours post-inoculation)
cavité florale
» Typologi mptom roch F. graminearum ‘- . :
> Dypo ogl€ de sy ptobles proches de gl a ¢ earu » 6000 protéines de blé comparables avec F. graminearum
ynamique comparable mais variance plus forte » Seulement 300 protéines fongiques et essentiellement

des protéines histones/ribosomiques
» Des symptomes visibles mais peu de biomasses
fongiques?

— De nouvelles expérimentations lancées post-projet
- Analyses génomiques et pangénomiques en cours
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Conclusions et perspectives

>

De nouvelles ressources utiles pour 'ensemble de la communauté nationale et
internationale: génomes, populations, marqueurs genetiques, ...

Une meilleure connaissance de la structure génétique des populations -
Caracteriser d’autres populations : gazon, autres céreales, ...

Des facteurs « agro-climatiques » a risque précisés = Vers une valorisation
operationnelle?

Des méthodes de phénotypage améliorés mais une maladie qui reste difficile a
phénotyper

Du progres généetique possible = Cible prioritaire?

Vers une meilleure compréhension de Uinteraction blé/ Microdochium spp.?
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