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INTRODUCTION

Maladie de la septoriose sur le ble

Primary infection Secondary infection

Dimorphism of Ztritici:
A: yeast form
B: mycelium form

(Picture by Solweig LUCE)

- Ascomycete (Dothideales)

- Heterothallic (Matl, Mat2) -« B Wm0  Canion 4
-  Dimorphic (yeast, mycelium) i ﬁ]' 'baﬂ 'Ci} j '
, : e e [ ! P
- Latent necrotroph ﬁl OOOEE OO = O
1 dpi 2-4 dpi 5-9 dpi 10-21 dpi
Plant infection stages of Zymoseptoria tritici (Steinberg, 2015) 2
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INTRODUCTION

Genetique de la résistance a Z tritici

Short arm

(revus par Brown et al., 2015)
- 23 genes de résistance Stb

- 89 QTL dont 27 meta-QTL “
- Des études GWAS récentes...

\ /. 1 2 6
Genes de résistance connus dans le Blé Tendre: ﬂ I e

B
Peu d’études conduites dans le Blé Dur: O om0 .
, e osto ok 10 M Eososa wae [ ——— CER S
- Quelques études GWAS 2 i
(Kidane et al, 2017; Ballini et al, 2020) o g R B 2 i e
- QTL dans la variete de pays ‘Agili39’ i  Credit: Rothamsted
(Ferjaoui et al., 2022) e B i W Research
\ genetics - ,L.WEHEEE
Clonage des genes Stbé6, Stb16g, Stb15 & '
(Saintenac et al 2018 & 2021: Hafeez et al. 2023) Wheat receptor-kinase-like protein Stbé controls ARTICLE S

gene-for-gene resistance to fungal pathogen A wheat cysteine-rich receptor-like kinase confers

Zymoseptoria tritici broad-spectrum resistance against Septoria tritici

- Codent pour des RLK (‘receptor-like protein G e e i B
kinases’) de trois sous-familles différentes R

Kimn E. Hammand-Kasack?, Thierry Langin' and Kastya Kanyuka©®*
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INTRODUCTION

Interactions qualitative et quantitative entre genes Stb et genes AvrStb

AvrStb6, une petite protéine secrétée Avr3D1, une petite protéine secrétée qui
responsable de l'avirulence sur les variétés déclenche une résistance partielle a STB
de blé portant le géne de résistance Stb6 (Meile et al, 2018)
(Zhong et al., 2017) tof A _E_ :‘i: ic: E’ DE __E 19Fdéi
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> L'interaction Stb6-AvrStb6 conduit a une S W o ﬁ,{a‘i»" S

réaction de résistance complete a la maladie

(asymptomatique) > Différentes isoformes d’Avr3D1

conduisent a différents niveaux d’infection
(Meile et al., 2023)
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INTRODUCTION

Interactions qualitative et quantitative entre genes Stb et genes AvrStb

AvrStb6, une petite protéine secrétée
responsable de l'avirulence sur les variétés

de blé portant le géne de résistance Stb6
(Zhong et al., 2017)
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> L'interaction Stb6- AvrStb6 conduit a une
réaction de résistance complete a la maladie
(asymptomatique)
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Avr3D1, une petite protéine secrétée qui

déclenche une résistance partielle a STB
(Meile et al, 2018)
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> Différentes |soformes d’Avr3D1

conduisent a différents niveaux d’infection
(Meile et al., 2023)




FSOV 2018 S DivR — Des outils moléculaires pour la sélection de résistances diversifiées et
efficaces contre la septoriose du blé

Objectif: Intégrer nos connaissances sur la génétique de la résistance a la septoriose et la
génétique du pouvoir pathogene de Zymoseptoria tritici pour développer des outils
moléculaires permettant de sélectionner des variétés de blé plus durablement résistantes a
la maladie.

WP1 : Une collection d'isolats et de populations récents de Z tritici

> Constitution d’une nouvelle collection de souches de référence et d’'une banque d’ADNs de 7t

WP2 : Une méthode pour suivre 'émergence des virulences dans les populations de Z tritici

> |dentification des genes AvrStb et suivi de leurs frequences alléliques dans les populations de 2t

WP3: Des marqueurs SNP associés aux genes de résistance Stb présents dans les variétés
de blé tendre francaises

> |dentification des résistances dans les variétés francaises par des études GWAS et méta-analyses
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WP1 : Collections d’isolats et d’ADNs

a- Constitution d’'une banque d’ADN de populations francaises de /¢
b- Une nouvelle collection de souches de référence de Zt

Réseau
Perfo rmance

PERFORMANCE Network

Geographic distribution of trials from PERFORMANCE
Network between 2004 and 2017

Repartition of trials from PERFORMANCE Network

between 2004 and 2017 - )
- >1000 essais en France depuis

2004

- Protocoles communs mis-a-jour
chaque année

Chambres
d'Agriculture

- Suivi des résistances aux
| fongicides dans les populations
e de Z tritici

- Déterminer la performance des
traitements dans un contexte de
développement des résistances

100km '

100 200 300 400 500
Wheat cropped area (x1000 Ha)

04/04/2024 - (Garnault et al,, 2019, 2020)




WP1 : Collections d’isolats et d’ADNs

a- Constitution d’'une banque d’ADN de populations francaises de /¢
b- Une nouvelle collection de souches de référence de Zt

PERFORMANCE Network perfﬁisaen""c%z

a. Banque d’ADNs 1 b. Isolats de réference

Banque de 261 ADN (1 1 échantillon = Collection de 625 isolats (5
ADN / échantillon) ~50 feuilles avec des isolats / échantillon)
- 53 ADNs en 2018 lesions provenant de la - 344 isolats en 2017

méme parcelle (méme ,
- 100 ADNs en 2019 variété et traitement) - 2b8isolats en 2018

- 108 ADNs en 2020 - 23 isolats en 2019
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WP1 : Collections d’isolats et d’ADNs

a- Constitution d’'une banque d’ADN de populations francaises de /¢
b- Une nouvelle collection de souches de référence de Zt

PERFORMANCE Network perfﬁﬁ'f:niiz

a. Banque d’ADNs 1 b. Isolats de réference

Banque de 261 ADN 1 échan'&illon = Collection de 625 isolats

~50 feuilles avec des
1 lésions provenant de la 1
méme parcelle (méme
Suivi des populations par variété et traitement) Caractérisation du pathotype
séquencage d’amplicons de 40 isolats de £t
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WP1 : Collections d’isolats et d’ADNs

a- Constitution d’'une banque d’ADN de populations francaises de /¢
b- Une nouvelle collection de souches de référence de Zt

W 2009 W 2018

100 Fréequence de virulences parmi les
. isolats de Z tritici collectées en France

80

N en 2009 (n=103; en bleu) et en 2018
; (n=40; en orange).

i > La fréquence d’isolats virulents est
3 tres variable d’'une variété a une autre
2 mais a globalement peu évoluée entre
! 2009 et 2018.

0

> Des isolats virulents ont été
identifiés sur toutes les variétés mais
les geénes de résistance Stb2 Stbs,
s s st s L m Stb8, Stb11, Stb10 et Stb12 restent

STB9 STB7 STB8 STB9 STB7 STB7 STB13 STB15 STB16q

Stoi0. sTe11 STad les plus efficaces.

STB12
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Fréquence d’isolats virulents
o

o

o

Taichung-29
Bulgaria-88
Israel-493
Tadinia
Synthetic—CS
Cadenza
Est.-Federal
Synth.-W7984
Soissons
Kavkaz-K4500
TE-9111
Salamouni
Veranopolis
Arina
Cellule




WP?2 : Suivi des populations de Z tritici

|dentification de genes impliques dans le pouvoir pathogene par GWAS

Utilisation des pathotypes de 103 isolats
francais collectés en 2009 pour lidentification
de genes Avrpar GWAS (Projet ANR Gandalf).

> L’architecture génétique de la pathogénicité
de Z tritici est complexe: polygénique et
majoritairement quantitative.

> Les genes de pathogénicité sont pour la
plupart spécifiques de la variété hote testée.

> Nous avons identifie 65 genes de
pathogenicité candidats, dont 19 sont
surexprimeés pendant linfection incl. AvrStb6 et
AvrStbo.

DivR Validation fonctionnelle de 3 genes
candidats
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Number of candidate pathogenicity genes
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Amezrou et al., 2024. Nature Communications 15



WP2 : Suivi des populations de Z tritici

a- Validation fonctionnelle de genes d’avirulence candidats

Zt_3_ 00467, un gene typique des effecteurs

Zt_6_00682, une méthyltransférase

a . b a
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1 124 _
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M SEN . A 0 5 10 15 20
Days post inoculation
\ — ]
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VRMVE 3 U

GRRPE 305
GR

> Les genes impliqués dans la pathogénicite de Z. tritici peuvent encoder des petites

protéines secrétées typiques des effecteurs, mais
prédites sans signal de sécrétion.
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peuvent aussi encoder des protéines

Amezrou et al., 2024. Nature Communications 15



c- Fréquence des virulences dans les populations francaises de Zt

Mise au point d’'une méthode de séquencage ciblé d’amplicons pour suivre les virulences, les
résistances aux fongicides et les flux de genes dans les populations de Z tritici.

Mapping of effector genes
(AVR) by GWAS

Design of a targeted
sequencing assay 9 FLUIDIGM

Knowledge on fungicide (Fluidigm JUNO)

resistance genes

GE MWE,,ANE ' - Field-collected leaf material
S Test concentrations, lllumina and Mixed samples Peﬁcﬁﬁq?r?c%)

sequencing of pooled loci
INTEGRASEN gquencing ot p ‘
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnn Bioinformatics analyses

DNA extractions, Run controls

04/04/2024 Bellah et al., 2023. PLoS ONE 18



WP2 : Suivi des populations de Z tritici

c- Fréquence des virulences dans les populations francaises de £t

La conception des amorces a été optimisée en intégrant les données de polymorphisme de
632 génomes de Zymoseptoria tritici.

Polymorphic sites (SNPs) in
Z. tritici populations Tob GWAS-SNP
=> avoided for primer design P

for virulence
I *

] 'f
| ¢
' e?
1 ’
=3 y x°
N Amplicon Chromosomal
N Targeted gene ~ Sequence
' (I.e. effector)

Primers designed for assay

04/04/2024 s Bellah et al,, 2023. PLoS ONE 18
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WP2 : Suivi des populations de Z tritici

c- Fréquence des virulences dans les populations francaises de £t

Amplification in microfluidic
chambers on a chip

10|60 ™ (O[C[OE )

plesEeRscss (@ )goeTeanan| | v
ollesieglos’ ————legesiegel| | @ .5
olflelelioRellof e S OO0 00 ‘: Q
o|looloo/0 o oolool0o|[o oy —
sceslealel| | O £ - 65 amplicons: genes de pathogénicité candidats
cocccoc |32 .\ - 41 amplicons: génes de résistance aux fongicides
olloojooloo 000000 |0 Q . . . . ey 7 , /..
gslecsenn ——) eeabsesiosel| | < N - 691 amplicons: marqueurs neutres, suivi de la diversite genetique
o |
\|o &=——Joolo | A ][] s | ':'.-/ v N
192 samples ' -
PN
NovaSeq 6000 Illumina I sy .
Seqquencing of —> Deux répetitions: 2 418 905 407 paires de lecture (338,89 Gb)
amplicons
04/04/2024 ..'°:.: Bellah et al, 2023. PLoS ONE 18



WP2 : Suivi des populations de Z tritici

c- Fréquence des virulences dans les populations francaises de Zt

Midi-Pyrénées N e
3 _
4] - . [} -
r-:. “lf y iy
t 0+ v o Y
o " S
= < ¢
@
c
[s]
o
£
o
Q
= 1 -
=3
Q
E Champagne
bl
o -
Champagne Midi-Pyrénées
-2
T T T T T
-3 -2 -1 0 1

Principal component 1 (4.75%)

Regions (France)
Basse—Normandie
Bretagne
Centre
Champagne
lle—-de—France
Midi-Pyrénées
Nord-Pas—de—Calais
Pays—de-la-Loire
Picardie
Poitou—-Charentes

> Faible différenciation génétique entre les
populations francaises de £t (marqueurs neutres)

04/04/2024

Bellah et al., 2023. PLoS ONE 18

TXA0371173 — AvrStbé

orulante

centage de surface foliaire

> Capacité de suivre les fréequences alléliques
dans les populations de 2%, ex. identification de 3
variants pour un amplicon ciblant AvrStbé.




WP3. Les genes de résistance Stb

a- Génétique de la résistance dans les variétés de blé francaises

/Breed V>

////\mea:

(2013-2014)

220 variétés

4 essais au champ
4 inoculés avec IPO-09415

4 essais plantules

IPO-09415
IPO-09455
IPO-09006
IPO-323

?Sﬁ/v\

DivR

(2019-2021)

285 variétés

5 essais au champ

4 inoculés avec INRA16-TMO0229

1 en inoculation naturelle

6 essais plantules

IPO-09593 (220 variétés)
INRAO9-FS0732 (240 variétés)
INRAO9-FS0813 (240 variétés)
INRA16-TMO0016
INRA16-TMO0229
ST99CH_3D7

04/04/2024
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Matrice de 151,248 SNPs

!

Panel de variétés évalué
avec 10 isolats de Z tritici
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GWAS
MLM & BLINK



WP3. Les genes de résistance Stb

a- Génétique de la resistance dans les variétes de blé francaises

chrlA chr2A chr3A chrdA chr5A chr6A chr7A

> 57 régions genomiques impliquées dans la

-9 Sthé . 3
résistance (40 sur plantules, 17 au champ), répartis sos B
sur 20 des 21 chromosomes du blé:
- Parmiles QTL détectés, 10 sont nouveaux Sbig

- Les 3 QTL les plus significatifs colocalisent avec

Sth7/5tb12

les genes de résistance Stb6, Stb9 et Stb18 chriB chi2B chr3B chrdB chrSB chrcB chi7B
sibz Stb14 Sths
> Spécificité des QTL vis-a-vis du stade de o
ajor Sth genes
développement: stb1 P . cerectedin
this study
- 1/20 QTL détecte a la fois sur plantules et Stb13
plantes adultes avec le méme isolat s

> Spécificité des QTL vis-a-vis de 'environnement: w10 chi2D chr3D chraD chrSD chréD chi7D

Sth18 P stba
- 1/17 QTL détecté dans plusieurs essais au 10 N 08
champ avec le méme isolat

L
I
o
Sthil6q S

04/04/2024 oo :’:



TAKE-HOME MESSAGES

WP1 : Une collection d'isolats et de populations récents de Z tritici

> Des isolats virulents ont éte identifiés sur tous les genes de résistance Stb connus mais la

fréequence d’isolats virulents est tres variable d’'un gene a lautre — les genes de résistance
Stb2, Stbb, Stb8, Stb11, Stb10 et Stb1”2restent les plus efficaces.

WP?2 : Une méthode pour suivre 'émergence des virulences dans les populations de Z tritic/

> DivR a contribué a la validation fonctionnelle des genes de pathogénicité de Z tritic/i— ces
genes peuvent encoder des petites protéines secrétées typiques des effecteurs, mais
peuvent aussi encoder des protéines prédites sans signal de sécrétion.

> Cette connaissance des genes de pathogénicité nous a permis de développer un outil de
séquencage d’amplicons ciblés pour le suivi des virulences dans les populations de Z tritici

WP3: Des marqueurs SNP associés aux genes de résistance Stb présents dans les variétés de blé tendre francaises

> |dentification de 57 régions génomiques impliquées dans la résistance dont 10 nouveaux
QTL détectés.

> La génétique de linteraction entre le blé et Z tritici est complexe — polygénique,
majoritairement quantitative, et fortement spécifique de la variété, du stade de
développement de la plante et de U'environnement.

04/04/2024 R 19



TAKE-HOME MESSAGES

Publication des résultats du projet DivR

PLOS ONE
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A highly multiplexed assay to monitor
pathogenicity, fungicide resistance and gene
flow in the fungal wheat pathogen
Zymoseptoria tritici
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nature communications a

Quantitative pathogenicity and hdst -
adaptation in a fungal plant pathogen
revealed by whole-genome sequencing
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Knowiledge of genstic determinism and swohtionary dvnamics mediztng
host-pathogen interactions s esental to monage fungal plant dissases. Sty
dies on the genetic architecture of fungal pathogenicity ofien oo on lange-
effedt effector genes triggening sirong, qualitative ressamaes. it s not clear
Thow this temslaes. o predominately quanStatve inerscions. Here, we use
tthe Zymossptoria trisci-whea model to sluddae the genetic anchiteoure of
quan fitative pathogenicity and mechanisms medisting host adaptation. With a
multihost genome-wide assaciation study, we idengfy 12 highconfidence
cndidate genes amodated with quantitative pathogenicity. Anahsis of
genetic diversity reveals that sequencs polymonghismis themainevohiionary
ipro«ess mediating differences in quanttative pathogenidty, a process that is
likely Excilitited by genetic remymbination and ransposable slement dynam-
ks Finally, weuse nctonal approaches to avnfiom the role of an effector-like
gene and a mathytransferase in phenotypic variation. This study highlights
ithe complex genetic architecture of quantiative pathogenidty, exiensive
diversifying selaction and plansitle mechanisms fadlitating pathogen
achptation.
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article en cours de préparation:

A large phenotyping assay reveals
the genetic architecture of
resistance to Septoria tritici blotch
in French wheat cultivars
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