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1. Introduction

Les maladies fongiques du blé sont un problème sanitaire
majeur qui affecte aussi bien les rendements que la qualité des
grains. Parmi les agents pathogènes plus dommageables,
Fusarium graminearum (Fg) et Zymoseptoria triticii (Zt)
provoquent en France des épidémies récurrentes et importantes
sur les épis et les feuilles du blé respectivement. Les pertes
occasionnées par Zt peuvent atteindre de 15 qx/ha à 50 qx/ha
(Arvalis), rendant nécessaire l’utilisation récurrente de
traitements fongicides, avec un coût moyen de 40 €/ha chaque
année. Parastagonospora nodorum (Pn) est un champignon
pathogène des feuilles du blé qui était dominant en Europe entre
1950 et 1980 (Bearchell et al, 2005). Si l’incidence de cette
maladie a fortement déclinée en France à partir de 1980, elle
provoque encore des dommages en Suisse, en Europe de l’Est
et en Europe du Nord (Tommasini et al, 2007 ; Gilon et al. 2014).
En France, cette maladie reste responsable d’épidémies
récurrentes sur le blé dur, les triticales et l’orge (Arvalis). Les
isolats de Pn collectés sur blé dur sont aussi pathogènes du blé
tendre (CASDAR Septodur). Ainsi, les épidémies de Pn sur le
blé dur représentent un réservoir potentiel de souches capables
de déclencher des épidémies sur le blé tendre. Pyrenophora
tritici-repentis (Ptr) est une maladie fongique du blé observée en
France dans les situations de monocultures de blé. 

En dehors des traitements fongicides, la principale méthode de
lutte contre les champignons pathogènes du blé, est l’utilisation
de cultivars génétiquement résistants. Cependant, ces résistances
sont souvent quantitatives et contrôlées par des déterminismes
génétiques complexes (Brown et al., 2015 ; Phan et al., 2018).
Enfin, les gènes/QTLs actuellement disponibles ne sont pas
toujours suffisants pour contrôler totalement ces maladies. Il
apparaît donc nécessaire de rechercher de nouvelles sources de
résistance pour lutter efficacement contre ces maladies fongiques.
Une approche prometteuse est de développer des méthodes

d’identification et de criblage rapide de ces résistances en utilisant
les connaissances acquises sur les mécanismes mis en place par
ces agents pathogènes pour attaquer les plantes. 

L’identification et l’étude d’effecteurs ayant des rôles clefs dans le
pouvoir pathogène des champignons phytopathogènes est un
domaine de recherche en plein essor (Lo Presti et al., 2015 ; De Wit
et al., 2016). Les effecteurs fongiques sont en général de petites
protéines sécrétées par le champignon dans les tissus végétaux
lors de l’infection. Certains de ces effecteurs sont capables d’entrer
dans les cellules végétales, où ils pertubent des fonctions
importantes pour la plante (Toruño et al. 2016, Khan et al. 2018).
Certains effecteurs sont capables d’induire une mort cellulaire
spécifiquement chez certains cultivars sensibles, comme les
effecteurs nécrotiques cultivar-spécifiques de Pn (Oliver et al, 2012
; McDonald et al., 2018). D’autres effecteurs sont reconnus
directement ou indirectement par les produits des gènes de
résistance de la plante (effecteurs d’avirulence, Stergiopoulos et
al, 2009). Les connaissances acquises sur les effecteurs fongiques
ouvrent des possibilités d’applications innovantes pour la sélection
de cultivars résistants aux maladies (Vleeshouwers et al. 2015). La
sélection assistée par effecteurs offre de nombreux avantages par
rapport à la sélection classique. En particulier, les effecteurs
peuvent être utilisés rapidement à grande échelle, et accélérer la
détection de nouvelles sources de résistance aux agents
pathogènes. Ces méthodes ont permis d’identifier des
mécanismes de résistance originaux, principalement chez la
tomate et la pomme de terre (Zhu et al., 2012 ; Vleeshouwers et
al. 2015), mais aussi chez le blé dans le cas des effecteurs
nécrotiques de Pn (McDonald et al., 2018). 

Le projet (WEAB) a pour objectif d’évaluer des méthodes de
sélection de résistances aux champignons pathogènes chez le blé
à l’aide d’effecteurs fongiques. Nous avons choisi d’utiliser des
effecteurs produits par Ptr et Pn, capables d’induire des nécroses
spécifiques chez des cultivars sensibles à ces champignons. Les
effecteurs nécrotiques spécifiques de Pn (ToxA, Tox1 et Tox3)
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peuvent être produits sous la forme de protéines recombinantes
qui sont infiltrées dans des feuilles de blé. Ces méthodes
permettent d’identifier les cultivars insensibles et résistants à ces
effecteurs et elles sont en cours d’utilisation dans plusieurs
programmes internationaux (Tan et al. 2015 ; Downie et al., 2018 ;
Phan et al., 2018). Le projet WEAB comporte quatre axes, (1) la
recherche d’effecteurs de Zt et Fg toxiques pour le blé (2)
l’identification de cultivars de blé insensibles aux trois effecteurs
nécrotiques de Pn connus (ToxA, Tox1 et Tox3) parmi les cultivars
élites du panel Breedwheat, (3) l’évaluation en conditions contrôlées
et au champ de ces mêmes cultivars pour leur résistance à Pn et
Ptr, et (4) la cartographie des insensibilités aux effecteurs
nécrotiques de Pn et de la résistance à Pn et Ptr, par des méthodes
de génétique d’association. Ce projet a ainsi pour objectif d’évaluer
l’efficacité des méthodes de criblage rapide à l’aide d’effecteurs
fongiques chez le blé. 

2. Matériel et méthode

Les effecteurs de Zt, Fg et Pn sélectionnés ont été produits sous
la forme de protéines recombinées, soit dans Pichia pastoris
(plateforme 3PE, UMR BFF, Marseille, France), soit dans
Escherichia coli (CBS, Montpellier, France). Les protéines
recombinantes ont été conservées à 4°C à une concentration
d’environ 1-0,1 mg/mL. Tox1, Tox3 et ToxA ont été produits par
l’Université de Curtin (Perth, Australie). Ces effecteurs ont été
infiltrés dans les feuilles de blé à l’aide d’une seringue sans
aiguille simplement pressée contre la feuille (Figure 1). Cette
méthode permet d’infiltrer dans le mésophile des feuilles de blé
environ 100 microlitres de la solution de protéine testée. Les
symptômes de nécroses apparaissent sur les feuilles de
cultivars sensibles en 4 à 5 jours. Ces méthodes sont celles déjà
utilisées avec succès pour la détection de cultivars sensibles
aux effecteurs nécrotiques de Pn (Tox1, Tox2, ToxA ; Tan et al.
2015 ; Downie et al, 2018 : Phan et al., 2018). 

Un panel de 219 cultivars élites issu du programme ANR
Breedwheat, a été utilisé pour évaluer la sensibilité/insensibilité de
ces cultivars aux effecteurs nécrotiques Tox A, Tox 1 et Tox3 de Pn
en chambre de culture. Les feuilles de ces cultivars ont été infiltrées
dans le cadre d’essais multi-locaux réalisés par les différents
partenaires du projet. Les symptômes provoqués par ces effecteurs
nécrotiques de Pn ont été notés sur une échelle de 0 (pas de
nécrose) à 4 (large nécrose, voir Figure 2). Ce panel a été aussi
utilisé pour évaluer la résistance des cultivars de blé à Pn ou à Ptr
dans des essais aux champs. Les essais pour Pn ont été réalisés
en République Tchèque (station RAGT), et en Norvège (NMBU)
avec des sur-inoculation d’isolats locaux de Pn. Les essais pour

Ptr ont été réalisés en France avec un inoculum naturel dans une
région où cette maladie est récurrente (station SECOBRA, 2015-
2016). Les données phénotypiques obtenues par le programme
WEAB ont permis de réaliser des analyses d’association en utilisant
les données de génotypage produites par le PIA Breedwheat (197K
SNPs). Ces analyses d’associations ont été réalisées avec le
package GenABEL de la version 3.2 du logiciel statistique R
(Aulchenko Y.S. et al., 2007). Un modèle mixte linéaire (MLM) a été
utilisé comme présenté par Yu J. et al. (2006). L’effet polygénique
a été pris en compte en utilisant une matrice d’apparentement
(Kinship). Cette matrice est estimée par la fonction IBS (identity-by-
state) en utilisant un sous-ensemble de 8078 SNPs distribués tout
le long du génome. Pour réduire le taux de faux-positifs, les
associations marqueur-phénotype sont considérées comme
significatives lorsque le LOD score est supérieur à 3.

3. Résultats

3.1 - Identification, production et caractérisation
d’effecteurs des champignons Zt, Fg et Pn

La recherche d’effecteurs candidats dans les génomes de Fg et
Zt a été réalisée à l’aide de logiciels d’analyse spécialisés, tels
qu’EffectorP (Sperschneider et al, 2003). Les données obtenues
sont comparables à celles déjà publiées (Zt : Morais do Amaral
et al. 2012 ; Fg : Brown et al. 2012). Les profils d’expression de
ces effecteurs candidats ont été analysés à l’aide des données
publiées (Zt : Palma-Guerrero et al. 2017; Fg: Brown et al.
2017). Seuls les effecteurs candidats de Zt et Fg exprimés au
cours de l’infection du blé ont été retenus pour le projet WEAB. 

Dans le cadre du projet CASDAR Septodur (2012-2015), des
souches de Pn ont été isolées en France à partir de cultivars de
blé dur et de triticale infectés. Une seule souche de Pn a été
isolée d’un cultivar de blé tendre (Arvalis). Deux autres isolats
de Pn provenant de blé tendre sont issus de collections
mycologiques françaises. L’isolat récent de blé tendre est
pathogène pour le blé tendre, et pour la majorité des six cultivars
de blé dur testés. Les isolats provenant de blé dur sont tous
pathogènes pour le blé tendre. Un échantillon de 12 isolats de
Pn français provenant de blé tendre, blé dur et triticale a été
étudié pour la diversité des gènes encodant les effecteurs
nécrotiques Tox1, Tox3 et ToxA. La plupart des isolats de Pn
français ne possèdent pas ToxA, mais ils possèdent Tox1 et
Tox3. Certains allèles de Tox1 et Tox3 sont différents de ceux
connus chez Pn (Phan et al., soumis). 

Huit des dix effecteurs de Zt sélectionnés ont pu être produits sous
la forme de protéines recombinantes. La protéine Zt-MAX1 est
similaire aux protéines de la famille MAX qui comporte des protéines
toxiques pour le blé, comme ToxB (de Guillen et al. 2015). Les
protéines Zt-NEP1 et Zt-NEP2 ont déjà été décrites comme
toxiques pour le blé (Ben M'Barek et al. 2015). Deux protéines de
Zt, apparentées aux cérato-platanines / expansines (Zt-Cer1, Zt-
Expn1, Zt-Expn2, Zt-Expn3) toxiques pour les plantes (Pazzagli et
al., 2014), ont été aussi produites. Aucune de ces protéines n’a
induit de nécroses après infiltration de feuilles d’un cultivar de blé
très sensible à Zt (Taichung 29), ou de cultivars de blé utilisés dans
l’étude de Ben M'Barek et al. (2015), et ce, même à de fortes
concentrations (10 �g/mL). Ces expériences ont toutefois permis
de produire les protéines Zt-MAX1, et Zt-NEP1 en quantités
suffisantes pour étudier leurs structures tridimensionnelles (de
Gillem et Padilla, CBS, Montpellier, France). 

Six des dix effecteurs de Fg sélectionnés ont pu être produits en
quantités suffisantes sous la forme de protéines recombinantes.
La protéine Fg-XYL1 a déjà été décrite comme toxique pour le blé

Figure 1 : Infiltration
d’effecteurs fongiques
dans les feuilles de blé.
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(Sella et al., 2013). Une protéine de Fg apparentée aux cérato-
platanines / expansines (Fg-CER1) connues pour être toxiques
pour les plantes, et importantes pour l’infection du blé par Fg
(Quarantin et al., 2016) a également été produite. Les 4 autres
effecteurs candidats de Fg correspondent à des protéines
possédant soit des domaines associés à une activité toxique (HR
inducing), soit des profils d’expression précoces au cours de
l’infection du blé. Pour évaluer leur toxicité, ces effecteurs ont été
pulvérisés sur l'épi de blé et déposés directement dans les fleurs.
Aucune de ces protéines n’a induit de nécroses des fleurs de blé,
même à de très fortes concentrations (100 �g/mL).

3.2 - Identification de cultivars de blé sensibles ou
insensibles aux effecteurs nécrotiques de Pn

Les feuilles de blé ont été infiltrées par les effecteurs nécrotiques
de Pn, Tox1, Tox3 et ToxA. Les symptômes provoqués par ces
effecteurs ont été notés sur une échelle de 0 (pas de nécrose)
à 4 (nécrose, Figure 2). Les notes intermédiaires correspondent
à des chloroses (1, 2) ou un mélange de chlorose et de nécrose
(3, Figure 2). 

Figure 2 : Échelle de notation des symptômes provoqués sur les feuilles de blé
par les effecteurs nécrotiques de Pn. 

Les effecteurs Tox1, Tox3 et ToxA ont été infiltrés dans des
feuilles de blé de différents cultivars connus pour leurs réactions
vis-à-vis de ces effecteurs. Les cultivars Cadenza (témoin de
sensibilité, Downie et al. 2018) et Soissons sont extrêmement
sensibles à ToxA (Figure 3), mais aussi à Tox 1 et Tox 3. Ils font
partie des rares cultivars de blé d’hiver sensibles aux trois
effecteurs nécrotiques de Pn. Ces deux cultivars ont été utilisés
comme témoins de réussites des infiltrations des effecteurs
nécrotiques de Pn dans les différentes expérimentations du
projet. Le cultivar Euclide est insensible à ToxA. 

Ces effecteurs ont été aussi infiltrés dans les feuilles des 219
cultivars de blé du panel Breedwheat. Ces expériences ont
montré que la plupart des cultivars (46%) sont insensibles aux
trois effecteurs nécrotiques Tox1, Tox3 et ToxA (Tableau 1).
Seuls les quatre cultivars, XI19, Soissons, Isengrain et Icarda-4
sont sensibles à ces trois effecteurs (2 %). La plupart des autres
cultivars sont sensibles à un seul effecteur, majoritairement à
Tox3 (39 %).

Ces résultats étaient inattendus, car la totalité des blés
australiens sont sensibles à au moins un des trois effecteurs
Tox1, Tox3 et ToxA, et il n’existe pas de cultivars insensibles à
ces trois effecteurs (Tan et al., 2015 ; Phan et al., 2018). Les
cultivars australiens sont des blés de printemps, tandis que
ceux du panel Breedwheat sont des blés d’hiver (212/219).
Nous avons donc analysé la sensibilité des cultivars de blé de
printemps européens aux effecteurs Tox1, Tox3 et ToxA (Tableau
2). La fréquence de cultivars sensibles aux trois effecteurs Tox1,

Tox3 et ToxA parmi les blés de printemps est six fois supérieure
(0,13) à celle observée parmi les blés d’hiver européens (0,02).
Ce résultat a été aussi observé par Downie et al. (2018) lors de
la comparaison entre d’autres cultivars de blé d’hiver et de
printemps européens.

Figure 3 . Symptômes provoqués par l’effecteur nécrotique ToxA sur les feuilles
de blé des cultivars Cadenza (note 4 : sensible), Soissons (note 4 : sensible) et
Euclide (note 0 : insensible). 

Tableau 1 : Fréquence des cultivars de blé sensibles aux effecteurs nécrotiques
Tox1, Tox3 et ToxA de Pn (Panel Breedwheat)

S : sensible à l’effecteur X ; N : nombre de cultivars testés ; AUT: Autriche, BEL:
Belgique; DEU: Allemagne; DNK: Danemark; FRA : France ; ITA : Italie ; MOR :
Maroc ; SPA : Espagne ; SYR : Syrie ; UK : Grande-Bretagne. Vert : fréquence 4% <,
Violet : fréquence > 40%.

Tableau 2 : Fréquence des cultivars de blé sensibles aux effecteurs nécrotiques
Tox1, Tox3 et ToxA de Pn

S : sensible à l’effecteur X ; Breedwheat Hiver : Panel de blés d’hiver du programme
Breedwheat ; Europe pintemps : panel de blés de printemps européens. Vert :
fréquence 4% <, Violet : fréquence > 40%
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3.3 - Evaluation de la sensibilité au champ
des cultivars de blé du Panel Breedwheat
à Pn et à Ptr

Les niveaux de sensibilité des cultivars de blé du panel Breedwheat
à Pn et Ptr ont été évalués dans le cadre d’expérimentations au
champ, réalisées dans différents pays européens où cette maladie
provoque des épidémies sur blé tendre. Ces expérimentations ont
permis d’obtenir des informations sur les niveaux de sensibilité des
219 cultivars du panel Breedwheat aussi bien à Pn qu’à Ptr. Les
cultivars présentent des niveaux de sensibilité foliaires à Pn très
différents (Figure 4), allant d’une sensibilité très forte (Courtot, Laser,
Mercato, XI19), a une résistance importante (Azzerti, Bergamo,
Musik, Player, Sankara). La plupart des cultivars ont des niveaux
intermédiaires de sensibilité. La sensibilité du cultivar XI19 et la
résistance des cultivars Bergamo et Player ont été confirmées par
des inoculations contrôlées de jeunes plants de blé par une souche
française de Pn isolée de blé tendre (voir 2.1).

3.4 - Identification des loci impliqués dans
la sensibilité aux effecteurs nécrotiques
de Pn et à la résistance à Pn/Ptr 

L’ensemble des données phénotypiques obtenues par le projet
WEAB (voir 2.2, 2.3) a été utilisé pour réaliser des études

d’association sur l’ensemble du génome du blé. En effet, le lien
statistique entre ces données phénotypiques et les données
de génotypage de ces 219 cultivars obtenus dans le cadre du
PIA Breedwheat (197K SNPs), permet de mettre en évidence
les régions du génome impliquées dans l’insensibilité aux
effecteurs nécrotiques de Pn, et dans la résistance au champ
à Pn et Ptr. Avec les données sur les insensibilités à Tox1, nous
avons pu identifier le gène SNN1 localisé à une extrémité du
chromosome 1B (2354630-2357674) qui est impliqué dans la
sensibilité à Tox1 (Figure 5). Ce résultat attendu montre que les
données phénotypiques et génotypiques utilisées par WEAB
permettent de détecter un locus associé à la sensibilité à Tox1.
Les gènes TSN1 (chromosome 5B: 546825379-546833139)
et SNN3-B1 (chromosome 5B: 6654131-6654201) impliqués
respectivement dans la sensibilité du blé à ToxA et Tox3, ont été
aussi détectés dans ces analyses. De nombreux loci impliqués
dans la réponse des blés à ces trois effecteurs nécrotiques
différents de TSN1, SNN1 et SNN3-B1 ont aussi été détectés,
en particulier pour ToxA.

Les analyses de génétique d’association réalisées avec les
données phénotypiques provenant des des essais aux champs
(Pn, Ptr) ont permis de détecter des 96 loci associés à la
résistance à Ptr, 82 loci pour Pn. Dans le cas de la résistance à
Pn, ces loci sont différents de ceux détectés avec les effecteurs
nécrotiques Tox1, Tox3 et ToxA.

Figure 4 : Niveaux de sensibilité
foliaire à Pn des cultivars du
panel Breedwheat. 

Essais au champ, inoculation Pn,
NMBU, Norvège, 2017.

Figure 5 : Identification chez le blé
tendre du gène SNN1 impliqué
dans la sensibilité à l’effecteur
Tox1 de Pn par une analyse de
génétique d’association 

Génotypage Breedwheat, Essais
Tox1 WEAB.
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4. Discussion

L’utilisation d’effecteurs fongiques pour la sélection de cultivars
résistants aux agents pathogènes est une stratégie qui paraît très
prometteuse. Cependant, elle nécessite des connaissances
approfondies sur les interactions entre les champignons et leurs
plantes hôtes. Dans le cas de Zt et Fg, pour lesquels il n’est pas
encore bien établi quels sont leurs effecteurs toxiques pour le blé,
cette stratégie en est sans doute encore à son début. En effet, le
criblage de 14 candidats n’a pas permis d’identifier d’effecteur
toxique pour le blé. Cette approche n’a pas non plus abouti dans
le cas des expériences réalisées par Kettles et al. (2017a). Ces
auteurs n’ont trouvé que des effecteurs toxiques pour Arabidopsis
ou le tabac (14/63 testés), à l’exception d’un effecteur toxique pour
le blé, encodant une ribonucléase. Cet effecteur qui est aussi
toxique pour les bactéries et les champignons, sauf Zt (Kettles et
al., 2017b), n’est produit qu’au début et à la fin de l’infection. Il
pourrait permettre à Zt d’éliminer les microorganismes présents à
la surface de la feuille. Ces premières études fonctionnelles sur les
effecteurs de Zt montrent la nécessité d’étudier soit un plus grand
nombre d’effecteurs (71 effecteurs testés sur au moins 300
candidats), soit d’utiliser d’autres méthodes de criblage pour
espérer identifier des effecteurs fongiques toxiques pour le blé. 

Dans le cas des effecteurs de Pn, les connaissances sur les
effecteurs sont bien plus avancées que chez Zt et Fg. En
particulier, il est bien établi que Pn produit un certain nombre (>
9) d’effecteurs nécrotiques dont trois ont été caractérisés (Tox1,
Tox3, ToxA; Mac Donald et al. 2018). L’analyse de la sensibilité
des cultivars de blé d’hiver du panel Breedwheat à Tox1, Tox3 et
ToxA, a permis d’identifier un grand nombre de cultivars
européens insensibles à ces trois effecteurs (n : 100, Tableau 1).
Ce résultat est inattendu, car les travaux réalisés jusqu’à présent
avaient montré l’absence de ce type de cultivars dans les
collections de blé australiens (Tan et al., 2015 ; Phan et al., 2018).
En parallèle de notre projet, d’autres études ont montré que de
tels cultivars étaient présents dans les collections de blé d’hiver.

Cependant, la fréquence de ces cultivars semble inférieure (17%
du panel russe : Phan et al., 2018; 10 % du panel européen
analysé par Downie et al., 2018) à celle observée dans le panel
Breedwheat (39 %). Ce génotype pourrait conférer une certaine
résistance à Pn qui aurait été sélectionnée au cours des années
1960-1980 en Europe, lorsque cette maladie était importante.
Cette hypothèse a également été suggérée pour expliquer
l’existence de tels cultivars dans le panel russe, y compris dans
des cultivars russes anciens (Phan et al., 2018). Cette information
est importante, car elle indique qu’il faut éviter de perdre ces
gènes d’insensibilité dans les programmes de sélection du blé
actuels, depuis que la résistance à Pn n’est plus prise en compte.
Ainsi, la généalogie des cultivars issus de Cadenza en Grande
Bretagne montre que ce cultivar a conduit au maintien de gènes
de sensibilité à Pn, car il a fréquemment été utilisé comme
géniteur (Downie et al. 2018). C’est le cas du cultivar XI19 qui est
issu de Cadenza et qui est à la fois sensible à ToxA, Tox1 et Tox3,
et extrêmement sensible à Pn dans tous les essais que nous
avons réalisés. 

Les approches de génétique d’association ont une nouvelle fois
démontré leur efficacité pour identifier les loci impliqués dans la
sensibilité aux effecteurs toxiques de Pn, en particulier à l’aide
d’un panel de cultivars élites tel que celui développé dans le PIA
Breedwheat. En effet, nous avons pu facilement détecter les loci
TSN1, SNN1 et SNN3, impliqués dans la sensibilité à ToxA, Tox1
et Tox3, respectivement. Des QTLs mineurs impliqués dans la
réponse à ces effecteurs ont également été détectés. L’analyse
de la sensibilité de ces cultivars à Pn et Ptr, réalisée à l’aide de
ces méthodes, a aussi permis d’identifier des loci associés à une
résistance quantitative à Ptr et Pn dans ce panel, indépendante
des loci TSN1, SNN1 et SNN3. Ce résultat suggère qu’il existe
d’autres loci de sensibilité du blé sans doute en interaction avec
de nouveaux effecteurs de Pn, dont les allèles d’insensibilité
confèrent une résistance aux populations de Pn responsables
d’épidémies en Europe, comme cela a été suggéré pour d’autres
populations de Pn (Tan et al. 2018 ; Phan et al. 2018).
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