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)» INTRODUCTION

L'orge est la seconde céréale a paille cultivée en France
avec une surface d’environ 1.8 millions d’hectares et une
production moyenne de 12 millions de tonnes. Cette
céréale, aux nombreux débouchés et économiquement
importante pour l'agriculture francaise, est soumise a
différents stress abiotiques et biotiques qui limitent
la production. Les maladies cryptogamiques sont
nombreuses, souvent spécifiques a l'orge et difficiles a
identifier (et donc quantifier) du fait de la ressemblance
des symptdmes causés par différents pathogénes.
En France, la maladie fongique la plus fréquente et
nuisible est I’helminthosporiose, notamment sur orge
d’hiver. La nuisibilité moyenne est estimée a environ
150/ha selon I'année et la sensibilité variétale (Arvalis,
Perspectives Agricoles, 2024)

L’helminthosporiose est causée par un complexe
d’espéces du genre Pyrenophora et Cochliobolus. Parmi
le genre Pyrenophora, trois taxa sont responsables de
'helminthosporiose (au sens vernaculaire) . P, teres f.
teres (Ptt) responsable de la forme « réseaux » (Net
form of Net Blotch : NFNB), P teres f. maculata (Ptm)
responsable de la forme « taches » (Spot form of Net
Blotch : SFNB), P graminea responsable des « stries de
'orge ». Une quatriéme espece C. sativus est également
décrite comme agent causal. Les symptdmes causés
par Ptt, Ptm et C. sativus sont assez similaires et
confondables au champ.

Sur le plan épidémiologique et biologique, P, teres survit
sur les résidus de culture, infecte par ses ascospores,
se propage de maniere asexuée, et colonise les tissus
sénescents. Ptt agit comme nécrotrophe intercellulaire,
tandis que Ptm et P graminea sont hémibiotrophes et
produisent des structures intracellulaires (haustories).
P graminea vit sous forme de mycélium dans le grain et
infecte systématiquement la plantule via le coléorhize.

Historiguement, Ptt prédominait mondialement
jusgu’aux années 1970, avant I'émergence de Ptm en
Australie et Amérique du Nord (MclLean et al,, 2010)
et en France dans les années 90 (Arabi et al. 1992).
Généralement, une seule forme domine dans une
région donnée, et I'introduction de variétés résistantes
a une forme peut favoriser l'autre (Louw et al., 1996).
En France, Ptt est maintenant considérée comme
prédominante, mais peu d’études récentes existent sur
'occurrence des espeéces, la diversité génétique et les
ressources génétiques associées. Des cas d’hybrides
viables entre Ptt et Ptm ont été observés (Liu et al,,
201), tandis que la co-occurrence avec P. graminea
n'est pas documentée, bien que leur proximité
phylogénétique et leur capacité de croisement en
laboratoire aient été démontrées (Ariyawansa et al,
2014).

De nombreuses études ont caractérisé les spectres de
virulence des formes de Pyrenophora a I'aide de lignées
différentielles (Afanasenko et al, 2009), révélant un
grand nombre de pathotypes (Liu et al, 2011). Des
interactions géne-pour-géne sont supposées, bien
gu’aucun géne de résistance ni d’avirulence n‘ait encore
été cloné. D’autres facteurs de virulence, comme des
toxines nécrotrophiques, interagiraient avec des génes
de sensibilité inconnus.

Les génomes des trois formes de Pyrenophora sont
aujourd’hui bien séguencés et assemblés (Ellwood et
al. 2010, Wyatt et a/. 2018, Syme et al. 2018, Wyatt et al.
2018, Wyatt et al, 2021). En revanche, la connaissance
de la diversité pathotypique de C. sativus reste
plus limitée. Les travaux disponibles indiquent une
possible base monogénique de la virulence ou de la
résistance (Valjavec-Gratian & Steffenson, 1997; Zhong
& Steffenson, 2001; Arabi & Jawhar, 2003), avec une
diversité pathotypigue semble-t-il inférieure a celle de
Ptt et Ptm (Arabi & Jawhar, 2003).
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De nombreuses études ont recherché le déterminisme
génétique de la résistance a P teres, d'abord via
des populations bi-parentales, puis via des panels
de variétés (Koladia et al, 2017, Wonneberger et
al., 2017a,b; Richards et al, 2017; Vatter et al., 2017;
Rozanova et al, 2019; Tamang et al., 2019; Novakazi et
al., 2019). Ces travaux ont majoritairement porté sur
'orge de printemps et sur I'espéce Ptt. Les analyses
par génétique d’association sur de larges panels de
diversité révelent que la résistance aux deux formes de
P teres est polygénigue, impliquant de nombreux QTL a
effets faibles et des interactions QTL x environnement.
Toutefois, plusieurs régions génomigues récurrentes,
identifiées dans différents panels et conditions, indigquent
'existence de QTL d'intérét, certains communs aux deux
formes de P, teres. A ce jour, aucune étude n'a encore
utilisé les approches de prédiction génomigque pour
modéliser cette résistance. A I'inverse, le déterminisme
génétique de la résistance de l'orge a C. sativus reste
moins documenté et semble principalement gouverné
par des traits quantitatifs (Kumar et al, 2002). Dans
'Upper Midwest (USA), un cultivar résistant (Dixon)
issu de l'accession NDB112 a été déployé des 1964
(Wilcoxson, 1990). Bien qu’efficace pendant plusieurs
décennies, des cas de virulence ont compromis cette
résistance (Roy et al, 2010). Fetch et al. (2008) ont
montré qgu’environ 5,8 % des accessions d'orge de
printemps testées aux Etats-Unis étaient résistantes &
C sativus. A ce jour, aucune donnée n’existe concernant
la résistance des variétés francaises d'orge d’hiver vis-
a-vis de cet agent pathogéne.

La lutte contre I'helminthosporiose de l'orge passe
principalement par la lutte génétique et par la lutte
fongicide. Une premiére intervention précoce en
végétation (T1) est souvent réalisée pour réduire
'inoculum primaire, puis une seconde intervention
a fréquemment lieu autour des stades DFE/sortie
des barbes (T2) dans l'objectif de protéger les deux
derniéres feuilles qui contribuent fortement au
rendement final et au calibrage de l'orge.

La variabilité interannuelle de la nuisibilité dépend
également du niveau de résistance variétale de l'orge
cultivé. Il convient donc de proposer aux producteurs
des outils d’aide a la décision s’appuyant sur des
modeles prévisionnels de risque maladie afin de pouvoir
les accompagner dans la gestion des interventions
fongicides. Les effets de certaines variables climatiques
sur le développement de Pyrenophora teres sur orge ont
déja été étudiés. Cependant, aucun modéle mécaniste
décrivant la dynamique épidémiologique du pathogéne
au niveau de la plante n’a pour autant été publié.
Néanmoins, un premier modeéle de régression logistique
intégrant des co-variables climatiques et agronomiques
a été mis en place par Arvalis en 2017 (Gourdain et al.,
2018) a partir de données d’épidémiosurveillance pour
prédire I'apparition précoce de la rhynchosporiose et
de I'helminthosporiose. Le recours a des modéles de
type statistique s’est déja révélé assez performant pour
des problématigues de prévision de risque maladie a
condition de disposer de jeux de données suffisamment
conséqguents et représentatifs des situations observées
en pratique (Gourdain et al., 2009 ; Pierre et al., 2015).
Cependant, ce type de modeéle ne permet souvent de
ne répondre qu’a un seul objectif précis et le modele
développé par Arvalis en 2017 se limite ainsi a la

prévision du risque précoce autour du stade 2 nceuds
de l'orge. Il n'existe pas a notre connaissance de modeéle
pour prédire le niveau de risque d’helminthosporiose au
moment du T2.

Ainsi, le projet HELMO a pour objectifs de (i) caractériser
la diversité des populations pathogenes impliquées
dans I'helminthosporiose en France (ii) identifier des
régions du génome associées a la résistance par des
essais au champ et en conditions contrdlées (iii) et
développer un modele de prédiction du risque.

)» MATERIEL ET METHODE

» Caractérisation du complexe d’espéces et de la
structure génétique des populations.

Echantillonnage et isolement des souches de Pyrenophora
et Cochliobolus

La collecte des souches responsables des symptdémes
d’Helminthosporiose a été réalisée a partir de feuilles
d’'orge symptomatiques prélevées entre 2018 et 2023.
Au total, 110 échantillons ont été collectés dans 40 lieux
différents correspondant a 24 départements sur
42 variétés (37 orges d’hiver, 5 orges de printemps).
Apres I'échantillonnage, le tissu symptomatique a été
soit traité immeédiatement pour I'isolement monospore,
soit conservé a 4 °C jusgu’au traitement. Des cultures
monospores ont été obtenues en trois étapes a partir
d’une sélection des échantillons recus en 2018, 2020
et 2021: (i) une colonie a été obtenue par inoculation
d’'une boite de Petri contenant du milieu PDA avec
une conidie prélevée sur le tissu symptomatique apres
incubation en chambre humide. A ce stade, un premier
diagnostic basé sur les phénotypes des spores et des
cultures sur PDA a été réalisé pour éliminer les souches
ne correspondant ni a au genre Pyrenophora ni a
Cochliobolus ; (ii) une extraction rapide d’ADN a été
réalisée a l'aide de Chelex 100 (Bio-Rad), et cet ADN a
été utilisé pour effectuer une PCR avec les amorces et
les conditions mises au point par Leisova et al (2006)
afin de confirmer la présence de Pyrenophora, (iii)
pour les colonies ou la présence du pathogéne a été
confirmée ou si il y avait une suspicion de Cochliobolus,
une seule conidie a été prélevée pour produire de
nouvelles colonies utilisées pour la suite de I'étude.
Par ailleurs, certaines souches ne produisant plus de
conidies aprés leur préléevement sur la feuille, l'isolement
a été réalisé par sectionnement et transfert de
'extrémité d’'un hyphe. Au total, 207 isolats monospore
de P teres ont été mis en collection. Aucune souche de
Cochliobolus n'a été isolée par cette méthode a partir
des échantillons de feuilles symptomatiques.

Développement de ressources génomiques et analyses
de génomique comparative

Souches séguencées, données génomigues publigues
et assemblages

Les especes de Pyrenophora d’'importance économique,
telles que P teres (formes Ptt et Ptm), P graminea,
P tritici repentis (Ptr), et P bromi, ont été incluses,
ainsi que sept espéces phylogénétiguement proches
et deux especes plus éloignées utilisées comme
groupes externes (Tableau 1). Au total, 13 espéces ont
été incluses, représentées par 117 isolats dont 20 isolats
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issus de la collection francaise (2.11). Les autres isolats
provenaient de collections publiques ou d’autres
groupes de recherche, afin de maximiser le nombre de
localisations géographiques représentées pour chaque
espéce. Pour Ptr, seules les données génomigues issues
de bases de données publiques ont été utilisées. Notre
jeu de données comprenait également les assemblages
de génomes disponibles publiguement pour Ptt et Ptm.

L’ADN a été extrait selon une modification de la
méthodologie décrite par Carlsen et al. (2017). Pour
chaque isolat, cing disques de culture ont été inoculés
dans un erlenmeyer de 250 mL contenant 60 mL de
milieu de Fries modifié, puis incubés & 27 °C et & 120 tr/
min pendant sept jours. Le contenu de I'erlenmeyer a été
homogeénéisé, puis meélangé a 60 mL supplémentaires de
milieu de Fries. Le mélange a été incubé pendant deux
jours supplémentaires dans les mémes conditions. Apres
incubation, le mycélium a été lavé a I'eau distillée stérile et
recueilli a 'aide d’'un voile de filtration (pores < 0,3 mm).
L'excédent de liquide a été éliminé par pressage du
myceélium a travers le voile a I'aide de papier absorbant.
Le mycélium a été congelé a -20 °C et lyophilisé pendant
24 3 36 heures, selon sa teneur en eau. Le tissu lyophilisé
a été transféré dans un tube a microcentrifugation de
2 mL et broyé a l'azote liquide a I'aide d’'une perceuse
équipée de pilons a billes bleues en plastique (Sigma-
Aldrich). Un volume suffisant pour atteindre le repére
de 200 puL dans le tube a été utilisé pour I'extraction,
selon la méthode décrite par Carlsen et al. (2017), avec
un traitement supplémentaire a la RNase. La qualité

de I'ADN extrait a été évaluée par spectrophotométrie
(Nanodrop) et par électrophorese sur gel d’agarose,
tandis que sa quantité a été déterminée a l'aide du kit
Qubit® dsDNA haute sensibilité. Les échantillons d’ADN
ont ensuite été conservés a -20 °C jusgu’a leur utilisation.
Le séquencage de I'ADN a été réalisé chez Montpellier
Genomix (MGX) a l'aide de la technologie Illumina. Une
banque d’ADN a été construite avec une taille d’insert
de 550 pb a laide du kit TruSeg Nano DNA Library
Preparation (llumina). Les bangues d’ADN ont été
séguenceées a l'aide d’un séquenceur lllumina NovaSeq
6000.

Les séguences obtenues ont été inspectées et les
adaptateurs éliminés avec FASTQC 0.11.9 et MULTIQC
111 (Andrews. 2010, Ewels et al. 2016) et TRIMMOMATIC
0.39 (Bolger et al. 2014), respectivement. Les séquences
de tous les isolats nouvellement séquencés, ainsi que
les séquences publiques de trois isolats de P graminea,
ont été assemblées avec ABYSS (Simpson et al. 2009),
en utilisant des tailles de k-mer comprises entre 20
et 90. La taille de k-mer maximisant les valeurs N50
et L50 a été sélectionnée. Les séquences répétées
ont été recherchées dans les assemblages a l'aide
de REPEATMODELER 2.0.3 (Flynn et al; 2020), puis
masquees a l'aide de REPEATMASKER v4 (Smit et al,,
2015). La complétude des assemblages a été évaluée
en calculant le pourcentage d’orthologues universels
a copie unique présents, estimé a l'aide de BUSCO
5.4.3 (Manni et al. 2021) et de la base de données

pleosporales _odbl0.

Nombre d’isolats

Héte principal Isolat obtenu a partir | Assemblage récupéré | Nombre P ~ .
d’une collection a partir d’une base total Orlgln:egei:g;atghlque
biologique publique de données publique | d’isolats
Pyrenophora teres | Orge 22 3 20 Australie, Canada, Danemark,
f. teres (Hordeum vulgare) France, Hongrie, Maroc, USA
Australie, Canada
P. teres Orge ’ !
9 4 13 Danemark,France, Hongrie,
f. maculata (Hordeum vulgare) Nouvelle Zélande, USA
. Orge . .
P. graminea ) 1 4 5 Chine, Japon, Tunisie
Bla Algerie, Australie, Azerbaidjan,
P. tritici-repentis " . (0] 10 10 Brésil, Canada, Allemagne, Syrie,
(Triticum aestivum) o
Tunisie, USA
. Brome inerme Canada, Allemagne, Hongrie,
P. bromi (Bromus inermis) 6 o 6 Japon
P. chaetomioides Avoine . 5 0 5 Canada, Japon
(Avena sativa)
P. cynosuri Crételle des [EE 1 0 1 Nouvelle Zélande,
(Cynosurus cristatus)
P. dictyoides Multiple graminées 7 0 7 Canada, Allemagne, Japon
" Fléole des prés
P. grahamii iz prietenss) 5 0 5 Canada, Allemagne, Japon
P. lolii Multiple graminées 10 0 10 |Belgique Allemagne, Japon,
Pays-Bas
Paturin des pres Belgique, Canada, Allemagne,
(2 (PR (Poa pratensis) 5 O 5 Japon, Pays-Bas, USA
P. trichostoma Multiple graminées 0 Suisse, USA
P. fugax? Multiple graminées 0 Koweit, Hongrie
P. nobleae? Multiple graminées ) Allemagne, Japon
Total 91 26 nz

\Tableau 1: Isolats de Pyrenophora inclus dans les analyses de génomique comparative

e especes utilisées comme groups externes, c'est a dire espéces qui sont phylogénétiquement distantes des autres d'apres Ariyawansa
et al, (2014) and Marin-Felix et al., (2019)
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HELMO : Identification des pathogenes fongiques, du risque maladie




Analyse phylogénétique et inférence de l'arbre

phylogénétique

Les orthologues a copie unique identifiés avec BUSCO
ont servi a inférer les relations phylogénétiques. Les
orthologues a copie unigue présents dans tous les
génomes ont été alignés a l'aide de TRANSLATORX
(Manni et al. 2021) afin de préserver le cadre de lecture.
L’attribution taxonomique des isolats a été réalisée en
concaténant toutes les séquences alignées, puis en
construisant un réseau a l'aide de la distance de Hamming
a l'aide de SPLITSTREE 4.17.2 (Dress et al. 1996).

Les généalogies ont été inférées pour chaque
orthologue unique présent dans tous les génomes, a
'aide de la méthode du maximum de vraisemblance
avec RAXML-NG 0.9.0 (Kozlov et al. 2019), en utilisant le
modéle GTR+R, avec 1 000 réplicats bootstraP. Toutes
les généalogies ont été utilisées pour inférer un arbre
phylogénétique a l'aide ’ASTRAL-III 5.7.5 (Zhang et al.
2018), avec les paramétres par défaut. Les longueurs
des branches de l'arbre phylogénétique ont été
calculées a l'aide de RAXML (options --evaluate --brlen
scaled --opt-model on --opt-branches on).

Prédiction des genes

Les séguences protéiques et les données RNAseq ont
été utilisées pour guider la prédiction des genes a partir
des génomes. Pour Ptt, Ptm et Ptr, nous avons utilisé
les lectures RNAseq brutes et les séguences protéiques
disponibles publiguement (numéros d’acces RNAseq :
SRR9875074 et CMMIATCACGLOOS, et numeéros
d’acceés protéomique : UPO00249757 et UPOOOO0O1067,
respectivement). Pour les autres especes, I'extraction et
le séquencage de 'ARN ont été réalisés, comme décrit
ci-apres.

Un isolat par espece a été cultivé sur un milieu PDA
et un milieu de Fries enrichi en pénicilline a 25 °C
pendant sept jours. Quatre-vingts milligrammes de
mycélium ont été récoltés et placés dans un tube a
centrifugation, immédiatement immergé dans l'azote
liguide. Le mycélium a ensuite été broyé a froid
dans des mortiers refroidis a l'azote liquide jusqu’a
'obtention d’'une poudre fine. Le mycélium broyé a été
remis dans le tube a centrifugation (maintenu au froid),
puis 1 mL de réactif TRIzol a été ajouté. Le tube a été
vortexé trois fois pendant 30 secondes, puis placé sur
glace pendant 5 minutes. Aprés incubation sur glace,
200 uL de chloroforme ont été ajoutés, la solution a
été vortexée pendant 15 secondes, puis laissée sur
glace pendant 10 minutes avant centrifugation a 4 °C
a 12 000 g pendant 15 minutes. La phase supérieure
contenant '’ARN a été transférée dans un nouveau tube,
puis 250 uL d'isopropanol froid, 125 uL de citrate de
sodium 0,8 M et 125 uL de chlorure de sodium 1,2 M ont
été ajoutés. Le tube a été mélangé par retournement
16 fois, puis laissé sur glace pendant 10 minutes avant
centrifugation a 4 °C a 12 000 g pendant 8 minutes. Le
surnageant a été éliminé et le culot dARN a été lavé
deux fois avec 1 mL déthanol a 75 %, puis centrifugé
a4 °Cal2000 g pendant 5 minutes. Aprés le dernier
lavage, le culot a été séché a l'air pendant 5 minutes,
puis remis en suspension dans de I'eau sans RNase.
La suspension a été incubée a 4 °C pendant 2 heures.
Un traitement a la DNase a été réalisé a l'aide du kit
DNase |, sans RNase, HC de Thermo Scientific.

L'’ARN extrait a été évalué en termes de qualité et de
quantité a l'aide d’'un analyseur de fragments. LARN
obtenu apres culture des isolats sur les milieux PDA et
Fries a été comparg, et I'échantillon de meilleure qualité
a été sélectionné pour le séquencage. Des banques
d’ADNc ont été construites avec une taille d’insert de
550 pb a l'aide du kit TruSeqg Nano de préparation de
banques d’ADN (lllumina). Le séquencage des banques
a été effectué sur un séguenceur lllumina NovaSeq 6000
au centre Montpellier Genomix (MGX). Les séguences
de lecture ont été inspectées et les adaptateurs éliminés
a l'aide de FASTQC 0.11.9 et de MULTIQC 111 (Andrews,
2010, Ewels et al. 2016), et de TRIMMOMATIC 0.39
(Bolger et al. 2014), respectivement. L'assemblage des
séguences a été réalisé avec TRINITY 213.2 (Grabherr
et al. 2011) avec les parametres par défaut.

Les modeles de génes ont été prédits avec MAKER 3.31
(Cantarel et al. 2018) a partir des génomes masqués des
séguences répétées, des transcriptomes assemblés et
du protéome de Ptt pour tous les isolats, a I'exception
de Ptr et P bromi, pour lesquels le protéome de Ptr a
été utilisé. Les parameétres par défaut ont été conservés,
a l'exception de la valeur de split_hit, fixée a 5000
pour correspondre aux caractéristiques des génomes
fongiques (Min et al. 2017). Une seconde prédiction de
genes a été réalisée a l'aide de MAKER afin d’affiner
les résultats. Pour cette seconde étape, I'entrainement
de SNAP a été effectué avec les parametres obtenus
lors de la premiere prédiction, en ne retenant que les
modeéles de genes présentant un score ADE inférieur a
0,25 et codant des polypeptides de plus de 50 acides
aminés.

Analyses d'orthologie, de pangénome et de variation

moléculaire

Différentes approches ont été utilisées pour identifier
les orthologues aux niveaux interspécifique et
intraspécifique. Au niveau interspécifique, les relations
d’'orthologie ont été analysées a l'aide d’OrthoFinder
(Emms et al. 2015), en sélectionnant un isolat par
espéce en fonction de la qualité de 'assemblage et du
nombre de génes prédits.

Au niveau intraspécifique, les protéomes prédits ont
servi a effectuer une recherche blastp exhaustive pour
chague espéce. L'algorithme SILIX (Miele et a/. 2011)
a été utilisé pour inférer les relations d’homologie
a partir des résultats blast, avec un parameétre de
chevauchement (-r) fixé a 0,50. La structure et la taille
du pangénome ont été déterminées a l'aide d’analyses
de raréfaction.

Les séguences codantes des orthologues a copie
unigque ont été alignées a l'aide de TRANSLATORX
afin de préserver le cadre de lecture. Des statistiques
descriptives de la variation nucléotidique ont été
calculées pour les espéces, a I'exception de Pyrenophora
dictyoides?2 (car n = 3 est trop petit pour le D de Tajima),
ainsi que pour tous les orthologues a copie unigue
avec un échantillon de plus de trois séquences, a I'aide
d’EGGLIB V3.3.0 (Siol et al. 2022). Les alignements
comportant plus de 20 % de sites présentant des
insertions/délétions (indels) ont été exclus, et, dans les
alignements restants, les codons contenant des indels
ont été filtrés. Apres ce filtrage, seuls les alignements
de plus de 1 000 pb ont été conserves.
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Diversité génétique et structure des populations de
Pyrenophora

Extraction ADN

L’ADN des 207 isolats de la collection a été extrait selon
la méthodologie décrite dans le 21.2 . (Carlsen et al.
2017).

Des bangues de génotypage par séquencage (GBS)
ont été construites a partir de 100 ng d’ADN par isolat.
L’ADN a été digéré par I'enzyme ApeKl pendant 2 h a
75 °C. Un code-barres spécifique a été ajouté a chaque
échantillon par ligation (ADN ligase T4 ; 30 min a
22 °C). Les échantillons barcodés (5 ul chacun) ont été
regroupés, puis I'ADN a été amplifié. La purification
a été réalisée pour éliminer les adaptateurs et les
dimeéres d’amorces a I'aide du kit Wizard Genomic DNA
(Promega), et la qualité a été vérifiée au bioanalyseur en
mesurant la quantité et la longueur (150-300 pb) des
fragments. Les bangues ont été séquencées a l'aide de
la technologie lllumina NovaSeqg 6000. Les séquences
obtenues (150 pb) ont été démultiplexées a l'aide de
GBSx 1.3 (Herten et al. 2015) et ont été analysées selon
les méthodes décrites précédemment.

Identification des espéces et estimation de la divergence
nucléotidigque

Pour l'affiliation taxonomique, les séquences GBS ont
été alignées sur le génome de référence de chacune
des deux formes de P teres (Wyatt et a/. 2018, Wyatt
et al, 2021) a l'aide de Bowtie 2.5 (Langmead et. 2012)
avec les paramétres par défaut. L'identification et le
filtrage des SNP ont été réalisés a I'aide de Bcftools 116
(Li, 201). Apres représentation graphique, pour chaque
individu, des distributions de la qualité d’alignement
(MQ) et de la profondeur de séguencage sous forme
d’histogrammes, les seuils de filtrage ont été fixés a MQ
= 40 et a une profondeur de séquencage par individu
= 3. Les sites présentant plus de 50 % de données
manguantes ont été supprimés a l'aide de Vcftools
0176 (Danecek et al. 201). Les fichiers d’identification
des variants (VCF ; un fichier avec Ptt comme
référence et un fichier avec Ptm) ont été convertis en
pseudo-alignements au format FASTA. Des réseaux
phylogénétiques de type « neighbour-net » ont été
construits a I'aide de Splitstree 4.17.2 (Dress et al. 1996)
a partir de fichiers de pseudo-alignement FASTA. Ces
réseaux ont été construits sur la base de la distance
p (également appelée distance de Hamming), qui
correspond au nombre de positions ou deux vecteurs
different, calculée par Splitstree. Les isolats ont été
assignés au génome de référence auquel ils étaient les
plus proches selon cette métrique.

La divergence entre les deux formes a été quantifiée en
calculant la divergence nette :

Da = dxy - ((T[Pf[+ T[pmq)/2>)
ou dyy représente la divergence nucléotidique et n
la diversité nucléotidique. L'alignement de courtes

séqguences de Ptt sur une référence Ptm, et inversement,
a mis en évidence une divergence significative.

Quantification moléculaire des formes Ptt et Ptm dans
des échantillons foliaires

Dans l'objectif de diagnostiquer rapidement la présence
des deux formes de P teres a partir d’échantillons
foliaires sans passer par des isolements monospores,

une méthode gPCR a été internalisée et validée dans
nos conditions de laboratoire. Cette méthode a été
adaptée des amorces et sondes développées par Mair
et al. (2023) et Knight et al. (2024). La sensibilité, la
spécificité des amorces, les limites de détection, la
reproductibilité, la répétabilité ont été étudiées selon
les critéres du laboratoire d’ARVALIS (données non
présentées). La méthode développée en duplex
(quantification simultanée des deux formes en une
seule réaction) a été validée pour I'étude malgré une
amplification croisée des deux systémes d’amorces
avec P. graminea (données non présentées).

Les 1O échantillons foliaires ont été analysés par
gPCR. Dix demi-feuilles par échantillon ont été broyées
avec le vibro-broyeur Restch (MM400). L'extraction
ADN a été réalisée a partir de 50mg de farine, avec
le kit NucleoSpin Plant Il (Macherey-Nagel) selon le
protocole du fournisseur adapté par le laboratoire. Le
temps d’incubation a été prolongé a 90min et 10uL de
protéinase K (20mg/mL) ont été ajoutés. Les acides
nucléigues ont été dilués a 30ng/uL. La quantification
gPCR en duplex a été réalisée en duplicat avec
linstrument BIORAD CFX96.

Caractérisation de la diversité pathotypique

L'objectif de cette action était de développer une
méthodologie fiable et reproductible pour évaluer la
résistance variétale a Pyrenophora teres a partir d'une
collection d’isolats issus de France.

Matériel végétal

Seize variétés d'orge ont été testées: onze variétés
d’hiver issues d'une sélection de variétés francaises
et cing variétés de printemps issues d’'un ensemble
différentiel international proposé par Afanasenko et
al. Neuf des variétés francaises ont été sélectionnées
lors d'une étude antérieure menée par ARVALIS en
France, car elles étaient représentatives des différents
groupes génétiques porteurs de différents alleles QTL
liés a la résistance a I'helminthosporiose. Ces variétés
étaient : California, Manolia, Memento, Murena, Etincel,
Perroella, Majestic, Sy Scoop et Trapeze, les quatre
premieres étant des variétés a deux rangs et les cing
derniéres des variétés a six rangs. De plus, deux variétés
francaises supplémentaires (Ketos et Touareg, orge
d’hiver a six rangs) ont été incluses comme témoins
positifs car elles ont montré une forte sensibilité
a I'helminthosporiose au champ (Communication
personnelle, Matthieu Bogard, 2022). Les cing variétés
de printemps (a deux rangs) de la série Afansenko sont,
de la plus résistante a la plus sensible : ClI9825, Prior,
Harbin, Skiff et Harrington. Le matériel d’orge pour
'inoculation a été obtenu en semant huit a quatorze
graines, selon le taux de germination de chaque
variété, dans des pots de 7 x 7 x 9 cm contenant du
substrat N2 humin (Neuhaus®) et en les maintenant en
serre & une température de 21 + 3 °C, avec 14 h/jour
de lumiére naturelle ou artificielle (280 W/m?2). Aprés
deux semaines, les plantes présentaient deux feuilles
complétement développées.

Matériel fongique

Nous avons utilisé la collection de 207 isolats de P, teres
prélevés entre 2018 et 2021 dans différentes localités en
France (Ramirez Martinez et al. 2024, cf. 2.1.1).

L'absence de production de conidies a été observée
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pour de trés nombreuses souches apres l'isolement
initial sur boites de Petri. Par conséquent, 'induction
de la formation de conidies a été tentée selon de
nombreuses approches afin d’obtenir un nombre
suffisant de spores pour réaliser des infections en
conditions contrbolées (données non montrées).
L'approche ayant permis de maximiser la production
de conidies sur boite de Petri est une méthodologie
adaptée de Jacques et al. (2021). Les colonies ont été
cultivées sur geélose V8-PDA pendant une semaine.
Seize disques de 6 mm ont été positionnés le long
du bord de la gélose V8-PDA fraiche dans les boites
de Petri, la face mycélienne orientée vers le haut. Ces
boites de Petri, couvercles retirés, ont été placées dans
des boites de conservation propres et translucides,
puis exposées a la lumiere UV proche (UV-P) pendant
24 heures. Elles ont ensuite été scellées et incubées
dans l'obscurité a 15 °C pendant 18 heures. Apres
incubation, I'excédent d’agar, non en contact avec les
disques de culture, a été éliminé. L'observation des
conidies a conduit a un rincage délicat des disques
avec 5 mL d’'une solution de Tween 80 a 0,02 %, et le
détachement des conidies du mycélium a été réalisé
a l'aide d'un pinceau. La concentration en conidies a
été déterminée a l'aide d'une cellule de comptage de
Malassez.

Production et inoculation de I'inoculum

Différentes méthodes d’inoculation ont été testées
afin d’identifier une méthode standard adaptée a
I’évaluation de la résistance a I'hnelminthosporiose chez
les variétés d’'orge. L'inoculation a été réalisée et évaluée
sur des plantes entiéres et des feuilles détachées. Deux
types d’inoculum, a savoir des conidies et du mycélium,
ont été testés sur les plantes entieres, tandis que seules
les conidies ont été utilisées sur les feuilles détachées.
Comme de nombreux isolats ne produisaient pas
de conidies, ou pas suffisamment pour obtenir une
suspension concentrée adaptée a I'inoculation, notre
premiere approche a consisté a inoculer des plantes
avec des suspensions de conidies pour les isolats
conidiogénes et, parallelement, a inoculer des plantes
avec du mycélium, en adaptant les méthodologies
utilisées dans d’autres études (Arabi et al. 1992,
Karakaya et a/. 2006, OGuz et al. 2017, OGuz et al. 2019)
pour tous les isolats (conidiogénes et aconidiogenes).
Notre objectif était délaborer une méthodologie
permettant de tester les variétés indépendamment de
leur capacité a produire des conidies.

Inoculation de plantes entiéres a I'aide de suspensions
de conidies

Les conidies obtenues selon la méthode modifiée
de Jacques et al. (2021) ont été mises en suspension
dans l'eau et ajustées a une concentration de 2 x 10°
conidies/mL pour sept isolats produisant suffisamment
de conidies (Ptt: n =6, Ptm: n =1). 1TmL de cette
suspension a ensuite été mélangé a1 mL d’une solution
cryoprotectrice dans un flacon de 2 mL et conservé a
-80 °Cjusqu’a I'inoculation. La survie des conidies apres
cryoconservation a été confirmée préalablement. Le jour
de l'inoculation, les flacons ont été décongelés a 4 °C,
puis meélangés a une solution de gélatine a 0,5 % pour
obtenir un volume final de 20 mL, soit une concentration
de 5 000 conidies/mL. La concentration et la quantité
de suspension de conidies ont été préalablement

standardisées a I'aide des isolats FRAOOOS5 et FRAOO55
et des variétés Etincel et Trapeze. Les plantes ont été
obtenues selon la méthode décrite précédemment.
Pour chaqgue isolat, un plateau contenant un pot de
huit plantes par variété a été préparé, les pots étant
disposés aléatoirement. Le plateau a été uniformément
pulvérisé avec 20 mL de suspension de conidies. Les
plantes inoculées ont été placées pendant 24 h dans
une chambre de brumisation obscure a 28 °C et a
100 % d’humidité relative, puis dans une piece a 19 °C,
sous une photopériode de 12 h/12 h et un éclairement
de 165 pmol/m?/s. Aprés une semaine, les symptémes
ont été évalués. Six feuilles par pot ont été collées sur
du papier blanc, puis scannées pour obtenir des images
a haute résolution, analysées ultérieurement avec le
logiciel LeAFtool (https:/github.com/sravel/LeAFtool)
intégré a IPSDK Explorer 3.2. Ce logiciel utilise une
approche d’'apprentissage automatique pour construire
des modeles capables de reconnaitre et de mesurer
la surface des lésions foliaires. Deux modeéles ont été
construits et entrainés pour reconnaitre la nécrose et la
chlorose, symptdémes de la tache réticulée. Le premier
modeéle était adapté a I'analyse de la quasi-totalité des
feuilles symptomatiques, tandis que le second a été
entrainé a analyser uniguement les feuilles fortement
desséchées apres l'infection et I'incubation, cas ou le
premier modele ne parvenait pas a identifier la feuille,
celle-ci étant entierement chlorotique. Les deux
modeéles ont permis de détecter la maladie quelle que
soit la forme de P, teres.

Inoculation de plantes entieres a I'aide d’'une suspension
de mycélium

Trente-deux isolats conidiogénes et aconidiogenes,
représentatifs des différents groupes génétiques de
P teres identifiés dans Ramirez Martinez et al. (2024)
ont été sélectionnés et répartis en six lots. Chaque
isolat a été cultivé sur 10 boites de Petri contenant du
milieu PDA pendant 10 jours a 25 °C dans l'obscurité,
les boites étant scellées avec du ruban adhésif afin
d’éviter toute formation de conidies. Aprés 10 jours, 2 g
de mycélium ont été prélevés par grattage des colonies
a l'aide de scalpels propres, mis en suspension dans
du Tween 80 a 0,02 %, soniqués (50 Hz pendant 30 s),
puis filtrés sur une gaze de nylon en conservant le
mycélium retenu. Le filtrat, susceptible de contenir des
conidies, a été éliminé. Le mycélium a ensuite été mis en
suspension dans 20 mL de gélatine a1 %, homogénéise,
puUisS soniqué a nouveau jusqu’a obtention d’'un mélange
homogene.

La suspension mycélienne a été utilisée pour
pulvériser les plantes d'un plateau préalablement
préparé, contenant les 16 variétés d'orge disposées
aléatoirement. Les plateaux ont ensuite été traités
comme lors d’'une pulvérisation de conidies : placés
en chambre de brumisation pendant 24 h, puis a 19 °C
pendant une semaine.

L’'inoculation de mycélium mélangé a de la gélatine n’a
produit que de faibles symptdémes, voire aucun (résultats
non présentés). L'observation des feuilles n'a révélé
aucune trace de gélatine, ce qui indique que l'inoculum
avait été lessivé dans la chambre de brumisation. Par
conséquent, la méthode a été modifiée pour le lot
suivant d’isolats, en remplacant la gélatine par du Tween
20 a 0,2 % pour préparer la suspension mycélienne.
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Avec cette suspension, I'inoculum n’a pas été lessivé
et des symptdmes typiques de I’'helminthosporiose ont
été observés, bien que les lésions soient plus petites
que celles obtenues avec les conidies. Afin d’accroitre
'étendue des symptdmes, la durée d'exposition en
chambre humide a été portée a 48 h, ce délai étant
considéré comme optimal pour induire l'infection
par les conidies (OGuz et al. 2017). Cependant, aprés
48 h d'obscurité, les plantes présentaient un état
défavorable, avec des feuilles pales et chlorotiques.
D’autres conditions déclairage et méthodes ont donc
été testées : par exemple, les plantes inoculées ont été
placées dans des sacs en plastique plutdét que dans une
chambre humide, ou exposées a la lumiere (artificielle
ou naturelle) pendant un certain temps avant d’étre
replacées dans une chambre humide. Pour chaque
traitement expérimental, les symptdémes ont été évalués
sept jours aprés l'inoculation, selon la méme méthode
d’analyse d’'images que pour le test aux conidies. Un
test de corrélation de Spearman a été réalisé avec R
(https://www.r-project.org/) afin d’évaluer la relation
potentielle entre la surface d’infection obtenue par
conidies et celle obtenue par mycélium.
Inoculation de feuilles détachées a l'aide d'une
suspension de conidies

Parallélement aux expériences réalisées sur le mycélium,
nous avons entrepris d’évaluer la pathogénicité en
utilisant uniguement les sept isolats ayant sporulé
suffisamment pour procéder au test de pathogénicité,
et en utilisant des feuilles détachées plutdt que des
plantes entieres, sachant que les résultats peuvent
étre corrélés a ceux obtenus avec des plantes entieres
(El-Mor et al. 2018). Les conidies ont été produites et
collectées selon la méthodologie adaptée de Jacques
et al. [38], décrite précédemment. La concentration des
suspensions de conidies a été ajustée a 18 750 conidies/
mL avant leur mélange a la solution cryoprotectrice,
puis leur conservation a -80 °C. Cette concentration
avait été préalablement standardisée lors d'une
expérience préliminaire menée avec quatre isolats
(FRAOOOS5, FRAOO18, FRAO042 et FRAOO6G4) et trois
variétés (Etincel, Touareg et Trapéze) (résultats non
présentés). Le protocole d’inoculation foliaire a été
adapté de la méthodologie décrite par EI-Mor et al.

Pour chaqgue variété, six secondes-feuilles ont été
prélevées sur des plants agés de deux semaines et
placées dans une chambre humide constituée d’'une
boite de Petri carrée de 245 mm contenant 0,8 %
d’agar. Les six feuilles ont été fixées a la face interne
du couvercle de la boite de Petri a 'aide de deux
bandes de ruban adhésif translucide, leur face inoculée
orientée vers I'agar. Les boites de Petri ont été fermées
en évitant tout contact direct des feuilles avec l'agar.
Pour chaqgue isolat, le stock de conidies congelées
préalablement préparé a été décongelé, puis conservé a
4 °C et mélangé a une solution de gélatine a 0,5 % pour
obtenir une concentration finale de 1875 conidies/mL.
Les feuilles contenues dans chaque boite de Petri
(une boite par variété) ont été inoculées avec 1 mL de
suspension conidienne par pulvérisation uniforme sur
leur surface. Les boites inoculées ont été maintenues
a 25 °C, sous une photopériode de 12 h/12 h, pendant
sept jours avant la mesure des symptdmes a l'aide
d’'un logiciel d’analyse d’images, comme décrit

précédemment. Trois répétitions techniques ont été
réalisées, soit trois boites de Petri inoculées pour
chaque isolat et chaque variété. Des témoins négatifs
ont été obtenus par pulvérisation d’'une suspension de
gélatine sans conidies. L'expérience a été répétée deux
fois, portant le total a trois réplicats biologiques.

Le pourcentage de surface lésée (surface de la Iésion
divisée par la surface de la feuille) a été calculé, puis
analysé statistiqguement a l'aide de R. La reproductibilité
de la méthode a été évaluée en examinant les
corrélations entre les réplicats au moyen du test de
Spearman. Le pourcentage de surface lésée a été
estimé pour chague réplicat technique de chaque
combinaison variété-isolat, puis moyenné sur 'ensemble
des réplicats biologiques. Pour déterminer I'effet du
facteur variété sur cette proportion, un modeéle linéaire
a été utilisé. Ce modele a également pris en compte
les effets potentiels des réplicats, ainsi que I'interaction
entre les facteurs isolat et variété. La fonction dropl a
été utilisée pour évaluer le poids de chaque facteur du
modéle. Les variétés et les isolats ont été comparés par
paires a l'aide du test de Tukey. Un autre modele linéaire
a ensuite été analysé afin d’explorer les interactions
potentielles entre l'origine des isolats de Ptt et le type
d’orge. Pour ce faire, les isolats ont été classés selon le
type d'orge d’origine (orge de printemps ou d’hiver),
tandis que les variétés d'orge ont également été
séparées selon leurs exigences de vernalisation (orge
de printemps ou d’hiver). Les résidus des modeles ont
été examinés a l'aide de graphiques guantile-quantile
(qg-plots).

» Déterminisme génétique et modélisation basée
sur des marqueurs génétiques de la résistance a
I’helminthosporiose chez I’orge d’hiver

Matériel végétal

Un panel de 289 accessions d'orge a été testé dans
le projet. Ce panel comprend un sous-ensemble
de la collection nationale d'orge d’hiver établie
précédemment dans le cadre des projets CASDAR
COLNATOR et CASDAR RHYNO (200 accessions), 80
variétés d’'orge d’hiver inscrites en France et 9 variétés
d’orge de printemps. Ce panel comprend des variétés
inscrites en France entre 1934 et 2020 mais aussi des
lignées de sélection non inscrites. Il est composé pour
moitié d’'orges 2 rangs et pour moitié d’orges 6 rangs.

Phénotypage en conditions agronomique

Le panel a été testé pour la sensibilité a 'helminthosporiose
dans 9 essais en conditions agronomiques réalisés
dans le cadre du projet FSOV HELMO. Par ailleurs, des
notations de sensibilité a I'hnelminthosporiose étaient
disponibles dans des essais réalisés antérieurement sur
les 200 accessions de la collection nationale d’'orges
d’hiver et pour les 280 accessions hiver du panel dans les
projets CASDAR COLNATOR et CASAR RHYNO. Au total,
vingt essais en conditions agronomiques ont été réalisés
dans différents lieux en France (Tableau 2). Ceux-ci
correspondaient généralement a des dispositifs en deux
blocs randomisés constitués de parcelles d’observation
de deux a trois lignes de Tm pour chaque variété. Dans
chaque essai, des notations visuelles de la sensibilité a
'helminthosporiose ont été réalisées a différentes dates
dans chaque essai et la notation la plus discriminante a
été retenue. Par ailleurs, la date d’épiaison et la hauteur
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Partenaire Lieu Latitude | Longitude pats Hauteur ’Date
semis plante deplalson

COLNATOR | SECOBRA SECI7 | MAULE 4892 182 05/10/2016 16/05/2017
COLNATOR | LIMAGRAIN 2017 | LMz \E/'EARI\NIEML-L- 4865 284 05/10/2016 X unknown
COLNATOR | UNISIGMA 2017 | UNIN7 | FROISSY 4957 222 30/09/2016 X X 19/05/2017
COLNATOR | KWS-MOMONT 2017 | KWS17 EIEO\/I\IESLEEI\I ’ 5048 310 02/10/2016 X X 25/04/2017 | 30/05/2017
ASUR PLANT ESTREES-
COLNATOR BREEDING 2018 | ASUI8 SAINT-DENIS 4925 244 04/10/2017 X X unknown
LEMAIRE- AUCHY-LEZ-
COLNATOR DEFEONTAINES 2018 | LEMI8 ORCHIES 5047 323 04/10/2017 X X 25/04/2018 | 23/05/2018
BERCHERES-
COLNATOR | SYNGENTA 2018 | SYNI8 LES-PIERRES 4832 157 18/10/2017 X X 23/05/2018
COLNATOR | RAGT 2018 | RAGI8 | PREMESQUES | 50.66 295 29/09/2017 X X 17/05/2018
FLORIMOND- HOUVILLE-
RHYNO DEPREZ 2021 | FLO21 LA-BRANCHE 4844 164 18/10/2020 X X 03/05/2021 | 04/06/2021
RHYNO ARVALIS 2022 | ARV22 \E/;kéEEERSELE_ 4873 20 14/10/2021 X X 27/04/2022 | 13/05/2022
RHYNO UNISIGMA 2022 | UNI22 | ESSUILES 4948 227 13/10/2021 X X 18/05/2022
FLORIMOND- HOUVILLE-
HELMO DEPREZ 2022 | FLO22 LA-BRANCHE 4844 164 16/10/2021 X X 13/04/2022 | 01/05/2022 | 27/05/2022
HELMO SECOBRA 2022 | SEC22 | MAULE 4892 182 18/10/2021 07/05/2022
LEMAIRE- AUCHY-LES-
HELMO DEFEONTAINES 2023 | LEM23 ORCHIES 5049 319 11/10/2022 X 15/05/2023
HELMO UNISIGMA 2023 | UNI23 ;EE%HSEUR 4951 223 05/10/2022 X 22/05/2023
HELMO RAGT 2023 | RAG23 | HANTAY 5054 288 12/10/2022 X 11/05/2023 | 24/05/2023
ESTREES-
HELMO ASUR 2023 | ASU23 SAINT-DENIS 4925 244 05/10/2022 X X 18/04/2023 | 23/05/2023
FLORIMOND- HOUVILLE-
HELMO DEPREZ 2023 | FLO23 LA-BRANCHE 4844 164 16/10/2022 X X 07/04/2023 | 24/04/2023 | 22/05/2023
VERNEUIL-
HELMO LIMAGRAIN 2023 | LIM23 LETANG 4865 296 11/10/2022 X X 25/04/2023 | 11/05/2023
HELMO SECOBRA 2023 | SEC23 | MAULE 4892 182 19/10/2022 26/04/2023 | 17/05/2023

Tableau 2 : Descriptif des essais utilisés pour rechercher des facteurs de résistance a I'helminthosporiose de l'orge par génétique d'association. Les
essais ont été réalisés dans le cadre de différents projets (CASDAR COLNATOR, CASDAR RHYNO et FSOV HELMO) et par différents partenaires
entre 2017 et 2023. 'acronyme de chaque essal est indiqué ainsi que le lieu, les coordonnées, la date de semis, si des mesures de hauteur ou de
\dare dépiaison ont été réalisés et les dates de notation de la sensibilité a I'helminthosporiose (1 a trois notations ont été réalisées selon les essais).

Code isolats Plante hote L

FRAOO18 Orge Hiver Ketos ARVALIS
FRAOO55 Orge Printemps KWS Jessie 28 ARVALIS
FRAO0042 Orge Hiver Etincel 28 INRAE
FRAOO6G4 Orge Printemps RGT Planet 91 INRAE

&ont/é/ées par les laboratoires d'INRAE PHIM et ARVALIS.

Tableau 3 : Caractéristiques des isolats de Pyrenophora teres f. teres utilisés pour évaluer la sensibilité variétale du panel en conditions

des plantes ont été mesurées dans la plupart des essais.
Les notes visuelles de sensibilité a I'helminthosporiose
ont été corrigées des effets de la date d’épiaison et de la
hauteur selon la méthode proposée par (Beuningen and
Kohli, 1990) : d’abord, les notes ont été normalisée par le
calcul du coefficient relatif d'infection (RCI)
RCl; = S;/max(S) x 100

Avec RCI; le coefficient relatif d'infection pour le
genotype i dans l'essai j, S la note de sensibilité du
genotype i dans l'essai j et max(S) la sensibilité
maximale observée dans l'essai j. Ensuite, les résidus
de la régression linéaire multiple expliquant RCI; par
la hauteur et la date d’épiaison ont été calculés pour
chague génotype dans chague essai :

RCI; = HD; + PH;+ €§;

HELMO :

Avec RCIj le coefficient relatif d’'infection pour le
geénotype i dans l'essai j, HD; la date d'¢épiaison du
genotype i dans l'essai j, PH; la hauteur du genotype |
dans l'essai j et g; les résidus de la regression nommes
DRIHH (« deviation from the regression of infection on
heading and height »).

Phénotypage en conditions controlées

La sensibilité du panel a été évaluée pour 4 souches
de la collection francaise dont 2 isolées a partir d’orge
d’hiver et 2 isolées a partir d'orge de printemps
(Tableau 3). Deux souches ont été testées dans les
conditions expérimentales mises au point a INRAE et
deux autres dans celles d’Arvalis avec des protocoles
légerement différents en ce qui concerne le dispositif,
'inoculation et la notation des symptémes. La mise au

Identification des pathogenes fongigues, du risque maladie
8 o et des facteurs génétiques de résistance pour une gestion intégrée et durable de I'helminthosporiose de l'orge




point et la comparaison des protocoles ont été réalisées
dans le cadre du projet mais ne sont pas détaillées dans
cet article pour conserver la clarté du texte.

Protocole INRAE

Les souches FRAOO42 (isolée a partir d’'un échantillon
d’orge d’hiver) et FRAOO64 (issue d’'un échantillon
d’orge de printemps) ont été testées par INRAE
pour 276 variétés du panel. Neuf expérimentations
indépendantes par souche ont été réalisés pour pouvoir
phénotyper I'ensemble du panel. La variété ETINCEL
était présente dans tous les essais et les autres variétés
était présentes dans deux essais pour chaque souche
(2 répétitions biologiques). Des pots contenant 6 plantes
ont été produits en chambre de culture. L'inoculation
a été réalisée sur feuilles détachées selon le protocole
décrit précédemment (cf. 21.5). La deuxieme feuille
de chaque plante a été prélevée et I'ensemble des
feuilles a été étalé sur une boite contenant un milieu
gélosé. L'inoculation de chaque boite a été réalisée par
spray de ImL d’une solution a 1875 spores.mL™ et les
boites ont été maintenues a 25°C pendant 7 jours pour
favoriser le développement des spores. Des scans des
feuilles ont été réalisés et le pourcentage de surface
nécrosée a 7 jours post-inoculation a été déterminé par
analyse d'image.

Protocole Arvalis

Les souches FRAOO18 (issue d’un échantillon d’orge
d’hiver) et FRAOO55 (issue d’'un échantillon d'orge
de printemps) ont été testées par ARVALIS pour
275 variétés du panel. Les variétés ont été réparties dans
cing expérimentations indépendantes par souche. Huit
variétés témoins (Etincel, RGT Planet, Ketos, Memento,
Majestic, Sy Scoop, Solen et Laser) étaient présentes
dans tous les essais ainsi que deux témoins négatifs
non inoculés (Etincel et RGT Planet). En dehors des
témoins, chaque variété était présente dans deux essais
pour chaque souche (répétitions biologiques). Des
pots contenant 5 plantes ont été produits en chambre
de culture. Les pots ont été arrosés et maintenus en
chambre de culture avec une température diurne de
22°C, nocturne de 18°C, une photopériode de 16h et
une humidité relative de 80% le jour et 100% la nuit.
L'inoculation a été réalisée a semis +12 jours sur
5 feuilles (répétitions techniques) a l'aide d’'une solution
de spores (3750 spores.mL™) étalée au pinceau sur une
zone délimitée de 7cm par feuille (trois allers-retours).
Les pots ont été ensachés durant 72H afin de favoriser
I'infection. Des notations visuelles du pourcentage de
surface nécrosée ont été réalisées 7 et 10 jours apres
inoculation. Les notations a 10 jours post-inoculation,
plus discriminantes, ont été retenues pour les analyses.
Pour chaque variété, une moyenne du pourcentage de
surface nécrosée a été calculée pour chague souche
en tenant compte d’'un effet aléatoire « essais » et d’'un
effet « variété » fixe a l'aide d’'un modeéle mixte.

Génétique d’association et prédiction génomique

Les 280 variétés d'orge d’hiver du panel ont été
génotypées a l'aide de la puce Illlumina Infinium iSelect
50K (Bayer et al. 2017). Les données manquantes ont
été imputées a l'aide de Beagle (Browning, 2008) et
les marqueurs ont été cartographiés sur la version 2
du génome de Morex (Monat et a/. 2019). La structure
de la population a été évaluée a I'aide de STRUCTURE

(Pritchard et al. 2000) et le nombre de sous-
populations a été déterminé a l'aide de la méthode
proposée par (Evanno et al. 2005). Une GWAS a été
réalisée pour le DRIHH dans chague essai au champ et
pour le pourcentage de nécroses pour chague souche
testée en conditions contrélées a I'aide du modeéle
mixte suivant :
Yi= M+ ijx'\m +PCy+ G+ g

Avec Y; le phenotype de I'individu i dans l'essai ou pour
la souche j, u la moyenne dans I'essai ou pour la souche
i, ij 'effet fixe du marqueur m dans l'essai ou pour la
souche j, X, le génotype de l'individu i au margueur m,
PC,, les coordonnées de I'individu i sur la composante
principale k (deux composantes ont été retenues), G;
'effet aléatoire du génotype i avec une covariance
dérivée de la matrice d’apparentement calculée avec
rrBLUP et g; un résidu.

Ce modéle a été ajusté pour chague margueur a l'aide
du package MM4LMM (Laporte et al. 2022). Un seuil de
significativité de -log10(p)=5,09 a été calculé a I'aide de
la méthode proposée par (Gao et al. 2010). Une méta-
analyse des résultats de GWAS par essai ou souche a
été réalisée séparément a l'aide du package metaGE
(Walsche et al. 2025). Un modele a effets aléatoires
a été ajusté, tenant ainsi compte de I'hétérogénéité
possible des effets des QTL entre les essais/souches. La
procédure de Benjamini-Hochberg a été appliquée pour
identifier des marqgueurs significativement associés
avec des valeurs p = 0,05.

Les limites des QTL ont été définies en fonction du
déséquilibre de liaison (DL) (Cormier et al. 2014). Le
DL a été calculé en tenant compte de la structure de la
population et de l'apparentement a l'aide du package
LDcorSV (Mangin et al. 2012). Tout d’abord, un seuil
(« DL critigue ») correspondant au 95me percentile du
DL calculé pour 1000 000 de paires de marqueurs
non liés (cartographiés sur différents chromosomes) a
été calculé. Ensuite, le DL entre SNP significativement
associés et cartographiés sur un méme chromosome
a été calculé et ils ont été regroupés en fonction de
la distance moyenne a l'aide d’'un seuil de 1 - « DL
critique ». Pour chaque cluster de SNP, le DL a été
calculé pour chague paire de margueurs dans une
région située entre le margueur proximal du cluster
de SNP -5% de la longueur totale du chromosome
et le marqueur distal du cluster de SNP +5% de la
longueur totale du chromosome. La décroissance du
DL a ensuite été modélisée a l'aide d’'un spline et la
distance physique correspondant a un DL égal a 0,2 a
été calculée. Cette valeur a été utilisée pour étendre les
limites des QTL (Alqudah et a/. 2020). Les QTL ont été
nommeés en concaténant le nom du chromosome et la
position du marqueur le plus significatif (en Mbp). Les
géenes ayant des fonctions prédites liées a la résistance
a la maladie (« disease resistance protein», «leucine
rich-repeat», « receptor-kinase ») ont été identifiés et
leur différentiel d’expression a été examiné a partir de
la base de données accessible sur http:/barleyexp.
com/ (Li et al. 2023). Les résultats de GWAS ont été
confrontés aux résultats publiés dans la littérature sur la
sensibilité a P Ptt et Ptm (Tamang et al. 2015; Burlakoti
et al. 2016; Koladia et al. 2017, Wonneberger et al. 20173,
b; Richards et al. 2017; Vatter et al. 2017, Amezrou et al.
2018; Rozanova et al. 2019; Novakazi et al. 2019).
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La sensibilité moyenne a I'helminthosporiose de chaque
individu a été calculée a l'aide d’'un modele linéaire
mixte avec le génotype en effet fixe et 'essai en effet
aléatoire. Un modele GBLUP a été calibré a l'aide du
package BGLR (Pérez and de los Campos, 2013). Une
validation croisée de type k-fold (k=10) a été réalisée
afin d’évaluer la capacité du modele a prédire la
sensibilité a I'hnelminthosporiose pour des génotypes
non testés : pour chague fold, 10% des variétés ont été
écartées du jeu de données de calibration, le modele
a été calibré sur les 90% de variétés restantes et la
corrélation entre valeurs prédites et observées pour les
10% restantes a été calculée. Ce processus a été répété
10 fois et la moyenne des corrélations entre valeurs
prédites et valeurs observées obtenues pour chague
fold a été calculée.

» Prédiction du risque Helminthosporiose

Dans le cadre du projet FSOV HELMO, nous avons
étudié les facteurs agronomigques et climatiques
associés au développement de I'helminthosporiose
afin de construire des outils de prévision du risque et
d’'optimiser les interventions fongicides en T1 et en T2.
Les analyses ont finalement porté sur la prévision du
risque avant et aprés DFE afin de couvrir 'ensemble
des situations décisionnelles et de vérifier la cohérence
des prévisions sur le cycle cultural. Des méthodes
statistiques ont été mobilisées afin d’atteindre cet
objectif en exploitant de larges bases de données.
L’enjeu final est de mieux anticiper les niveaux de
risque, de limiter les applications inutiles et d’ajuster les
traitements en fonction de leur impact potentiel sur la
nuisibilité.

Jeu de données mobilisés

Afin de construire des modeéles prédictifs du risque lié
a I'helminthosporiose de 'orge, deux bases de données
ont été construites en compilant des données issues de
différentes sources.

Une premiére base de données (BDD1) a été constituée
a partir d’observations réalisées en France entre
2004 et 2024 sur 2 390 parcelles non traitées issues
des réseaux dépidémiosurveillance Vigicultures/
Végéobs. Pour chaque parcelle, 20 plantes ont été
échantillonnées et les trois dernieres feuilles déployées
(F1, F2, F3) notées pour I'incidence d’helminthosporiose
(0-20) selon Simonneau et al. (2011b). La base integre
également des informations agronomiques. L’'analyse
s’est limitée aux observations précoces, entre les
stades IN et DFP, afin de garantir I'utilisation exclusive
de parcelles non traitées et d’identifier les variables
associées au développement précoce de la maladie.
Deux variables cibles a prédire ont été définies: (i) la
date de franchissement du seuil de 20 % d’incidence
moyenne, et (ii) I'incidence moyenne observée sur F1-
F3 entre IN et DFP.

Une seconde base de données (BDD2) a été
constituée a partir de notations de sévérité en fin
de cycle, réalisées sur témoins non traités entre les
stades Zadoks 71 (début remplissage du grain) et
75 (grain laiteux). Les données proviennent d’essais
conduits par Arvalis et d'essais conduits dans le
projet HELMO, incluant plusieurs observations par
essai selon la variété, le stade de développement
et les étages foliaires notés. Afin d’intégrer cette

variabilité et d’'obtenir une valeur unique par site-
année, des moyennes ajustées selon niveau de
sensibilité variétal, le stade et I'étage foliaire ont
été calculées a I'aide du package R emmeans. Cette
démarche a permis d’analyser spécifiqguement l'effet
de la note de sensibilité variétale sur la sévérité finale
et de constituer un jeu de données de sévérité finale
de I'helminthosporiose couvrant 162 sites-années.
Ce jeu de données a été utilisé pour développer
des modeles prédictifs du risque climatique lié a la
sévérité d’helminthosporiose en fin de cycle.

Pour I'analyse des deux bases de données, les variables
d’incidence moyenne d’helminthosporiose précoce
(BDD1) et de sévérité finale (BDD2), exprimées en
pourcentage ont été préalablement transformeées afin
de stabiliser la variance et d’améliorer la normalité des
résidus (Ahrens et al. 1990).

Analyse préliminaire des effets des facteurs agronomiques

Une analyse de variance (ANOVA) a été réalisée afin
d’évaluer les effets des facteurs agronomiques sur
I'incidence moyenne précoce d’helminthosporiose
dans la BDDI1. Le modéle incluait la note de résistance
variétale a I’'hnelminthosporiose, la précocité de semis
(précoce/moyen/tardif), le précédent cultural (orge
vs autre), le travail du sol (labour vs non-labour) et les
interactions (note de résistance x précocité de semis
et travail du sol x précédent) comme effets fixes. Des
effets aléatoires pour année, secteur géographique
et leur interaction ont été inclus pour prendre en
compte la structure hiérarchique du jeu de données.
Les hypotheses d’homoscédasticité et la normalité des
résidus ont été vérifiées graphiquement.

Variables climatiques étudiées

Dans les différentes bases de données, des variables
climatiques ont été calculées a partir de plusieurs
parameétres météorologiques : température,
précipitations, évapotranspiration et rayonnement.
Les données, disponibles a une résolution journaliére,
proviennent d’'un réseau étendu de stations Arvalis et
Météo-France. Ces variables ont été ensuite interpolées
et attribuées aux coordonnées géographiques de
chaque parcelle (Deudon et al., 2017).

Une quinzaine de variables climatiques potentiellement
influentes sur le risque de développement de
'nelminthosporiose ont été définies a partir de la
littérature et d’avis d’experts. Parmi ces variables
figurent par exemple la pluviométrie cumulée, le
nombre de jours pluvieux, le nombre de séquences
de trois jours consécutifs de pluie, le nombre de jours
avec une température maximale supérieure a 15 °C,
la somme des températures minimales, ... Des indices
cumulatifs intégrant simultanément les conditions
journalieres de température et de précipitations
favorables a la sporulation d’aprés la littérature, ont
également été explorés. Les variables climatiques ont
été calculées pour la campagne en cours, la précédente
et linterculture, afin d’intégrer l'effet potentiel de
inoculum résiduel.

Deux types de fenétres temporelles ont été explorées
pour le calcul des variables climatiques : (i) des
intervalles définis par des stades phénologiques de
'orge, estimés a l'aide d’'un modele phénologique
décrit par Gouache et al. (2012), et (ii) des périodes
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calendaires, d’abord basées sur les saisons, puis
optimisées via une approche calendaire glissante
(« window pane » Gouache et al, 2015) afin
d’identifier au mieux les périodes calendaires les plus
déterminantes. Cette approche consiste a faire varier
simultanément la date de début et la durée de la
fenétre de calcul de chaque variable, ce qui a permis
de générer plus de 4 000 variables climatiques
distinctes.

Sélection préalable des variables climatiques

Pour construire les modeles prédictifs, une réduction
de dimensionnalité s’est avérée nécessaire en raison
du grand nombre de variables par rapport aux
observations et pour limiter le risque de multicolinéarité
lié aux fortes corrélations entre variables climatiques
susceptibles de biaiser les estimations des modeles.
Une présélection des variables explicatives a ainsi été
réalisée en trois étapes : (i) suppression des variables
fortement corrélées (r2 > 0.8), (ii) élimination des
variables a faible variabilité (CV < 0.05), (iii) sélection
de variables par régression pénalisée LASSO
(Tibshirani, 1996).

Méthodes de modélisation

Afin d’identifier les variables agro-climatiques les
plus prédictives du risque de développement de
'helminthosporiose de l'orge et de mettre en place des
modeles prédictifs, différentes méthodes statistiques ont
été mobilisées. Pour la prévision de l'incidence précoce
et de la sévérité en fin de cycle, les performances de
modeles de régression linéaire ont été comparées a elles
de modeles d’'apprentissage automatique via des foréts
aléatoires (Breiman, 2001) qui permettent d’explorer des
relations non linéaires. La prévision du franchissement du
seuil de 20 % d'incidence a été réalisée a I'aide de modeles
de survie de Cox a risques proportionnels, permettant de
modéliser le temps jusqu’a I'événement tout en intégrant
les observations censurées et d’estimer 'effet des facteurs
explicatifs via des rapports de risque (Cox, 1972). Pour
chague méthode, les variables du modele final ont été
sélectionnées parmi I'ensemble des variables testées selon
une procédure adaptée : une sélection stepwise basée
sur I'AIC pour les régressions linéaires et les modeles de
Cox, et une élimination itérative de la variable la moins
importante pour les foréts aléatoires jusqu’a atteindre la
RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction) minimale.

L’ensemble des analyses ont été réalisées sous R (version
4.40).

Evaluation des modéles

Les modeéles ont été évalués par validation croisée,
stratifiée par année, afin de tenir compte de la variabilité
interannuelle et de limiter les biais liés a la structure
temporelle des données. Les métriques utilisées pour
évaluer et comparer les niveaux de performance
obtenus entre les régressions linéaires et les foréts
aléatoires sont le RMSEP, qui mesure la précision des
prédictions, et l'efficience globale, définie comme
la proportion de variance expliquée par le modéle.
La performance des modeéles de survie de Cox a été
évaluée a l'aide de l'indice de concordance (C-index),
qui guantifie la concordance entre les prédictions et
'ordre réel du dépassement du seuil de 20% d’incidence
d’helminthosporiose.

La pertinence des variables explicatives retenues
dans les modeéles finaux a été examinée par expertise
agronomique, et leur cohérence comparée entre les
différentes approches de modélisation.

P> RESULTATS

» Caractérisation du complexe d’espéces et de la
structure génétique des populations

Développement de ressources génomiques et
analyses de génomique comparative

Nous avons assemblé et analysé les génomes de
117 isolats, représentant 13 espéces morphologiques de
Pyrenophora, afin de mieux comprendre leur histoire
évolutive et leurs déterminants de virulence.

Nous avons utilisé BUSCO pour évaluer la qualité de
'assemblage et inférer les relations phylogénétiques. Pour
tous les isolats, des scores BUSCO élevés (> 90 %) ont été
obtenus, avec une valeur moyenne de 93,5 % (écart-type
= 3,8). Un réseau phylogénétique Neighbor-Net, construit
a partir de l'alignement et de la concaténation de 1983
geénes BUSCO a copie unique présents dans tous les
isolats, a révélé que certains d'entre eux avaient été mal
classés (Figure 1). Trois isolats (CBS 115149, CBS 396.51 et
CBS 397.51), initialement identifiés commme P trichostoma
et P fugax, présentaient une distance génétique
significative par rapport aux autres isolats, ce qui suggere
qu'ils pourraient appartenir a un autre genre. Ces isolats
ont été désignés comme « especes non identifiées 1 et
2 » (Figure 1) et exclus des analyses ultérieures. Deux
isolats, bien gu’étroitement apparentés a P poae, n'ont
pu étre rattachés avec certitude a aucune espéce
connue de Pyrenophora ; ils ont été désignés comme
Pyrenophora sP.1. Six isolats se sont révélés étre des
erreurs de classification et ont pu étre réattribués a une
espece différente. Parmi ces six isolats, trois initialement
classés comme P trichostoma ont été reclassés comme
Ptr (CBS_391.54, CBS_328.53, CBS_392.54), un isolat
précédemment désigné comme P poae a été reclassé
comme P dictyoides (CBS 317.69), un isolat initialement
catégorisé comme P.bromi a été reclassé comme
P, chaetomioides (IMI 319767), et un isolat désigné comme
P grahamii a été reclassé comme P /olli (NARO 306620).
Aprés 'assignation phylogénétique basée sur le réseau
Neighbor-Net, 114 isolats de Pyrenophora ont été
conservés dans I'ensemble de données. Un total de 5156
genes BUSCO monocopies ont été identifiés dans les 114
assemblages génomiques, et une généalogie génique a
été inférée pour chacun d’eux. Les généalogies géniques
individuelles ont été combinées a l'aide d’ASTRAL, et
'arbre phylogénétique résultant illustre les relations
entre les espéces et les isolats étudiés. La plupart des
nceuds de I'arbre phylogénétique sont étayeés par des
valeurs de bootstrap élevées (Figure 1).

L'arbre phylogénétique a révélé que certaines especes
morphologiques correspondaient a des complexes
d’espéces, c’est-a-dire des groupes composites
englobant plusieurs espéces phylogénétiques
cryptiques. Pyrenophora dictyoides a pu étre divisée
en deux groupes divergents, désignés P, dictyoides 1 (le
plus grand) et P, dictyoides 2 (le plus petit). Un isolat
divergent (DAOMC 225797) a également été identifié au
sein de P chaetomioides, considéré comme une espece
distincte et inconnue. Cet isolat avait initialement
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Figure 1: Relations phylogénétiques entre 114 jsolats de Pyrenophora. (A) Réseau phylogénétique montrant les relations entre 114 jsolats
de Pyrenophora et trois isolats non-Pyrenophora. Ces trois derniers, initialement considérés comme appartenant au genre Pyrenophora,
s‘avéraient en réalité d'autres espéces inconnues. Le réseau a été construit & partir de l'alignement concaténé de 1983 séquences BUSCO
a copie unique présentes dans tous les isolats. Les espéces représentées dans l'ensemble de données sont indiquées a l'extrémité des
branches, ainsi que la taille de I'échantillon. Les isolats dont 'attribution précédente était erronée et qui ont été attribués a de nouvelles
especes sont listés, et les especes auxquelles ils étaient précédemment attribués sont indiquées en violet. Les espéces nhommeées
morphologiquement sont mises en évidence par des rectangles colorés. Le réseau a été construit a partir d’'une matrice de distances p
entre les alignements (distance de Hamming). (B) Arbre phylogénétique des espéces inféré a l'aide dASTRAL-Il. La topologie inférée
résulte de la réconciliation de 5156 arbres génétiques individuels. Les longueurs des branches ont été estimées dans RAxML-NG a partir
de l'arbre de I'espece comme arbre utilisateur , elles sont exprimées en substitutions de nucléotides par site. Les proportions de support
bootstrap supérieures a 0,7 sont indiquées a coté des nceuds. L'arbre a été enraciné a l'aide de P. fugax et P nobleae comme groupes
externes. (C) Réseaux phylogénétiques montrant la structure génétique de six espéces de Pyrenophora pour lesquelles la taille de
\/’e’chant///on était supérieure a Six.
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été classé comme « P chaetomioides (avenae) »
dans la collection d'ou il provenait. La taxonomie de
P. chaetomioides est complexe, car P chaetomioides
et P avenae sont a la fois des noms valides et des
synonymes (Index Fugorum). Nous avons conclu gu'il
était plus précis de classer DAOMC 225797 comme une
nouvelle espece, Pyrenophora sP. 2. Nous émettons
I'hypothese que cet isolat pourrait appartenir a I'espece
P avenae, mais des analyses complémentaires, telles
que l'intégration d’isolats de référence de cette espece
et la construction d’'un arbre phylogénétique, sont
nécessaires pour confirmer cette classification.

Les niveaux de variation moléculaire étaient
remarquablement similaires entre les espéces. La
diversité nucléotidique synonyme (Tlg) variait de
0,0022/pb chez Ptt a 0,008/pb chez P graminea, et
le ratio T/ variait de 0,219 chez P graminea a 0,318
chez Ptt (Tableau 4). Les tests de Kruskal-Wallis ont
révélé des différences significatives entre les especes
(g H = 32092, p = 0,0; /T : H = 5259, p =13
x 10798), mais les tests post hoc de Mann-Whitney
(non présentés) n‘ont pas permis de distinguer les
especes selon leur caractere invasif. Les valeurs de Tig
observées se situaient dans la plage attendue pour un
ascomycete phytopathogéne (c.-a-d. inférieures a 1 %)
et étaient compatibles avec des tailles de population
effectives Ne de 'ordre de 10* (en supposant une valeur
médiane de Tig de 0,0027/pb, un taux de mutation p
=2 x 10%/pb [21] et Ne = Tg/2p). Les estimations de
T/Tls, nettement inférieures a T/Tig = 1, indiquent que
la sélection négative agit relativement efficacement
pour éliminer les mutations déléteres. Pour Ptt, Ptr et
Ptm, les valeurs de Tig et T{/Tlg étaient supérieures a
celles attendues pour des espéces invasives, étant
donné gue I'histoire démographigue de I'invasion peut
s’accompagner de goulets détranglement entrainant
une réduction de la diversité nucléotidiqgue et un

enrichissement en mutations faiblement délétéeres (ce
qui augmente le ratio T /Tts). Contrairement aux niveaux
de variation moléculaire, la statistique de neutralité de
Tajima (D) différait significativement entre les especes
(test de Kruskal-Wallis : H = 3206,1, p = 0,0), allant de
valeurs médianes de D = -0,82 chez P. graminea et
P.chaetomioides a D = 1,46 chez P. grahamii. Chez les
organismes présentant une alternance de cycles sexués
et asexués, comme les champignons phytopathogénes,
les estimations de D de Tajima sont mieux interprétées
dans le cadre de modeéles de coalescence a fusions
multiples (Ariyawansa et al, 2014). Les arbres de
coalescence obtenus avec ces modeles présentent des
généalogies plus étoilées et un exces de variants de
faible fréquence (par exemple, des variants uniques) et
de haute fréquence, ce qui se traduit par une valeur de D
de Tajima plus négative que dans le modele de Kingman
a taille de population constante. Le D de Tajima était
légerement négatif chez P bromi, P.chaetomioides,
P.graminea, P poae et Ptt (Tableau 4), ce qui est
cohérent avec une taille de population relativement
stable ou une croissance démographique modérée,
et une structure de population peu profonde. Chez
P, dictyoides, P. grahamii, P. lolii, P nobleae, Ptm et Ptr,
au contraire, le coefficient D de Tajima était positif, ce qui
est cohérent avec une subdivision de la population. La
structure plus profonde de P lolii, Ptm et Ptr peut étre
visualisée dans les réseaux phylogénétiques (Figure 1).

Diversité génétique et structure des populations de
Pyrenophora

Ptt est plus fréguent que Ptm comme agent pathogéene

de l'orge en France

Au total, 207 isolats de Pyrenophora teres ont été
obtenus lors de quatre campagnes de collecte réalisées
en 2018 (n=39), 2019 (n=11), 2020 (n=94) et 2021 (n=63).
Ces isolats provenaient de 16 localités réparties dans

\
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P. bromi 373 m3 (1083.2) 4 (0.3) 1(22) 0.0026 (0.0145) -0.61 (119) 0.3177 (0.3051)
P. chaetomioides 4897 813 (981.1) 4(0.7) 109.7) 0.0028 (0.0179) -0.78 (1.01) 0.3132 (0.3472)
P. dictyoides 1 4120 149 (1049) 5 (0.6) 4 (26.8) 0.0044 (0.015) 1(1.05) 0.3001 (0.384)
P. grahamii 4945 1065 (1046.9) 5(0.9) 0 (21.9) 0.0029 (0.0151) 1.46 (1.03) 0.3124 (0.2718)
P. graminea 5712 861 (928.9) 4(0.8) 3(21.8) 0.0079 (0.0105) -0.82 (0.89) 0.2189 (0.3146)
P. lolii 5274 71 (971.2) 6 (2.9) 1(20) 0.0037 (0.013D) 1.3 (116) 0.3109 (0.3487)
P. nobleae 7786 627 (958.8) 5(25) 0 (15.5) 0.0025 (0.0121) 0.36 (1.34) 0.3115 (0.3108)
P. poae 2799 612 (939.9) 4Q.7) 1(19.4) 0.008 (0.0137) -0.2 (1.28) 0.2203 (0.3291)
Ptm 5998 567 (857.6) 7 (3.6) 2 (216) 0.0062 (0.0144) 0.43 (1.33) 0.2245 (0.3835)
Ptt 4513 519 (818.4) 937 0 (7.4) 0.0022 (0.0145) 0.32 (1.35) 0.318 (0.4107)

pPtr 6403 507 (785.7) 15 (9.3) 1(23.5) 0.0024 (0.0n4) -0.14 (1.47) 0.3091 (0.8659)

aux sites non synonymes et synonymes, respectivement.

\ Tableau 4 : Statistiques descriptives de la variation nucléotidique chez onze especes de Pyrenophora.

Pour toutes les statistiques, a I'exception de N, les médianes sont présentées, avec I'écart type entre parenthéses. Ptm = Pyrenophora teres
f. maculata , Ptt = P teres f. teres ; Ptr = P, tritici-repentis ; N = nombre d'orthologues a copie unique inclus dans les calculs ;| Iseff = nombre
effectif de sites inclus dans les calculs ; nseff = nombre moyen de chromosomes inclus dans les calculs par site ; S = nombre de sites en
ségrégation , mg = diversité nucléotidique aux sites synonymes ; D = statistique de neutralité de Tajima, ny et ng = diversité nucléotidique
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Figure 2 : [dentification des deux formes
de Pyrenophora teres présentes parmi
les isolats provenant de France et leur
distribution géographique, déduite de
l'analyse des réseaux phylogénétiques
générés a partir de données de
génotypage par séquencage (GBS).
Deux groupes principaux sont mis en
évidence ! le groupe vert, composé
d’isolats identifiés comme Ptt, et le
groupe bleu clair, composé d’isolats
identifiés comme Ptm. Les noms des
/solats du groupe Ptt ne sont pas
indiqués. A. Réseau construit a partir
des données obtenues par alignement
des lectures GBS sur le génome de
référence de Pyrenophora teres f. teres
(Ptt), désigné par « Ref. Ptt ». B. Réseau
construit a partir des données obtenues
par alignement des lectures GBS sur le
génome de référence de Pyrenophora
teres f. maculata (Ptm), désigné par «
Ref. Ptm ». C. Vlue rapprochée du groupe
formé par les isolats les plus proches du
génome de référence Ptt. D. Carte de la
distribution géographique de Ptt et Ptm
en France. Les points correspondent aux
sites d’échantillonnage, et leur couleur
indique les différents taxons présents sur
chaque site. Les deux points situés en
bas a gauche de la carte correspondent
au méme site géographique ; I'un d'eux a
été légerement déplacé afin déviter tout
chevauchement. L'échelle de distance

p (nombre de différences par site
polymorphe) est affichée en haut des
panneaux A, B et C.

12 départements francais, avec un nombre d’isolats
par localité variant de 3 a 48 selon la disponibilité de
tissus symptomatiques. Plus de 15 variétés d’orge ont
été échantillonnées, dont I'orge de printemps a deux
rangs (n=26) et l'orge d’hiver (n=181). Les besoins
en vernalisation étaient connus pour I'ensemble des
207 isolats, tandis que le nom de la variété et le nombre
de rangs étaient connus pour 204 d’entre eux (données
non montrées).

Les séquences GBS couvraient respectivement 30 % et
32 % des génomes de référence de Ptt et Ptm. L'analyse
des SNP a identifié 1,1 x 10> SNP pour le jeu de données
Ptt et 8,4 x 10* SNP pour le jeu de données Ptm. Les
réseaux phylogénétiques ont montré que la plupart
des isolats (n = 204) étaient étroitement apparentés
au génome de référence Ptt (distance p moyenne de
0,08 différence/site polymorphe ; Figure 2), tandis
que seuls trois isolats étaient étroitement apparentés
au génome de référence Ptm (distance p moyenne
de 0,2 différence/site polymorphe ; Figure 2). La
divergence nette (Da) entre Ptt et Ptm était de 0,006/
pb (écart-type : 0,016), ce qui suggére une divergence
il y aenviron 0,128 million d’années. Aucune réticulation
n'a été observée entre les branches Ptt et Ptm, ce qui
indique I'absence d’hybrides dans le jeu de données.

Ptt a été isolé dans toutes les zones échantillonnées,

tandis que Ptm n’a été isolé que dans le sud-ouest de
la France, coexistant avec Ptt dans le méme champ.

Caractérisation de la distribution des espéces de
P_teres a I'échelle de la France par méthode moléculaire

L’analyse des 110 échantillons par gPCR ont confirmé
les résultats obtenus par la méthode d’isolement.

~

Figure 3 : Biomasse fongique de Ptt et Ptm mesurée en pg/ng
KCMDN total par département échantillonné (n=110).
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Ptt est la forme prédominante en France sur tout le
territoire. Ptt a été détecté (valeur gPCR supérieure a
la limite de détection de la méthode) dans 90% des
échantillons contre 20% pour Ptm. Ptt représente
98.65% de la biomasse fongigue totale et est largement
majoritaire dans I'ensemble des départements
échantillonnés (Figure 3). Ptm a été détecté dans
10 des 24 départements échantillonnés avec une
cooccurrence des deux formes dans 20 échantillons.
En proportion par rapport a Ptt, Ptm a été quantifié
un peu plus abondamment dans le Sud-Ouest ce
qui expliquent les résultats issus des isolements
(Figure 3). Les concentrations de Ptt, exprimées varient
significativement selon I'année (modeéle mixte linéaire :
Fz78 = 9.81; p < 0,001). L'année 2022 présente des
niveaux significativement plus faibles que 2020, 2021 et
2023 (comparaisons post-hoc ajustées, p < 0,01), tandis
que 2020 et 2021 ne différaient pas significativement.
Une augmentation des concentrations est observée
en 2023 par rapport a 2020 (p = 0,041). Pour chague
année, malgré des pressions différentes, la proportion
de Ptm par rapport a Ptt est assez stable (de 0.2% pour
2020 et 2021 a 2.3% pour 2023).

Pyrenophora teres f. teres est subdivisé en deux
groupes principaux en France

Les analyses de structure de population ont porté sur
les 204 isolats de Ptt, en utilisant comme génome
de référence celui de l'isolat francais FRAOQO42
(assemblage : 6,8 x 10* contigs > 1 Mb, N50 = 328 kb,
L50 = 30, score BUSCO = 94,4 %). En moyenne, 43 %

du génome de référence de 32 Mb a été couvert, et
'ensemble de données filtré contenait 6,3 x 104 SNP.

Les analyses de subdivision par sNMF et DAPC ont mis
en évidence deux groupes nettement différenciés au
sein de Ptt. Avec sNMF, seul K=2 a produit deux groupes
clairement séparés, tandis que la DAPC suggérait K=3
selon le Bayesian Information Criterion, mais seul K=2
a montré une subdivision nette (Figure 4). LAMOVA a
indigué que 45 % de la variation était distribuée entre
les clusters, avec une divergence nette Da = 0,0014/
pb. L'admixtion était limitée, avec 0,5 % des isolats
présentant une ascendance mélangée.

Les deux clusters ont montré une diversité génétique
similaire (cluster 1:T1=0,00434/pb ; cluster 2 : Tt=0,00433/
pb) mais des valeurs du D de Tajima contrastées
(cluster 1: D=1,47; cluster 2 : D=-0,72). La décroissance
du déséquilibre de liaison suggere l'existence de
recombinaison au sein des populations, et les analyses
ont montré que plus de 90 % de la variation génétique
se distribuait au sein des localités ou des variétés, contre
moins de 10% seulement entre les localités ou variétés.

L'analyse en composantes principales (ACP) a révélé
que l'appartenance aux clusters était fortement associée
au type d'orge : le cluster 1 provenait principalement
d’'orge de printemps a deux rangs, et le cluster 2
d’orge d’hiver a six rangs (Figure 4). Seule la Cote d’Or
(Bourgogne) présentait les deux clusters au méme
site, sans différence significative dans les proportions
d’ascendance par rapport aux autres régions (test de

Figure 4 : Subdivision de la population de Pyrenophora teres f. teres en France, estimée a partir de données de génotypage par séquencage

de 204 isolats issus de 16 sites d'échantillonnage. A. Proportions d'ascendance dans K groupes, estimées par SNMF, chaque isolat étant

représenté par un segment subdivisé en K intervalles. B. Analyse discriminante en composantes principales (ADCP) & deux groupes, basée

sur 20 composantes principales. C. DAPC a trois groupes, basée sur 25 composantes principales. D. Analyse en composantes principales

des données de génotypage, chaque isolat étant représenté par un point coloré selon son type d'orge dorigine, et les ellipses indiquant les

groupes d’isolats identifiés par DAPC et SNMF. E. Distribution géographique des deux principaux groupes de Pyrenophora teres f. teres en
(ance, avec des diagrammes circulaires représentant la proportion d’isolats de chaque groupe par site d’échantillonnage.

Wilcoxon, p = 0,562 et 0,067).
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Figure 5 : Association entre la structure de la population des
/solats de Pyrenophora teres f. teres collectés dans le monde
entier et les besoins en vernalisation de l'orge, visualisée a 'aide
d’'une analyse en composantes principales basée sur les SNP.
Chaque point représente un isolat. A. Isolats colorés par pays
d’origine. B. Isolats colorés en fonction du nombre de rangs de
la variété d'orge a partir de laquelle ils ont été obtenus. C. Isolats
colorés en fonction des besoins de vernalisation de la variété
Q}/ge a partir de laquelle ils ont été obtenus.

Structure globale de Ptt et association avec les
exigences de vernalisation

La combinaison d’isolats francais de Ptt avec des
données génomigues mondiales et de nouveaux
échantillons nord-ameéricains de Ptt a permis d’obtenir
133 609 SNP sans données manquantes. LACP a révélé
que les composantes principales 1, 2 et 3 expliquaient
respectivement 18 %, 8 % et 5 % de la variation totale.
Les composantes principales 1 et 3 ont permis de mettre
en évidence la différenciation géographique, tandis
que la composante principale 1 a également permis
de séparer les isolats en fonction des exigences de
vernalisation de I'orge (hiver vs printemps ; Figure 5).

Le regroupement par sNMF a confirmé ces résultats : K
=2 a séparé les isolats en groupes d’'orge de printemps
et d’'orge d’hiver, et 'augmentation de K a subdivisé
le groupe d’'orge de printemps en sous-groupes nord-
africain, européen/moyen-oriental et nord-américain
(Figure 5). Ces résultats suggérent que I'adaptation au
type d’'orge, notamment les exigences de vernalisation,
est fortement corrélée a la structure de la population,
en plus de la géographie.

Caractérisation de la diversité pathotypique

Parmi les 207 isolats, seulement 9 % ont produit des
conidies et seulement cing ont montré une production
abondante, facilement observable au microscope. La
méthode adaptée de Jacques et al. (2021) a permis
d’améliorer la production d’inoculum en soumettant les
champignons a un stress (blessure, exposition a la lumiere
N-UV, aération), puis a des conditions sombres et fraiches.
Des isolats initialement non conidiogenes ont produit des
conidies, et la sporulation des isolats déja producteurs a été
augmentée. Un inoculum approprié a été obtenu a partir
de sept isolats : un Ptm (FRAOOOS) et six Ptt (FRAOO18,
FRA0024, FRA0042, FRAOO55, FRAOO6T et FRAOOG4).

Au fil des cultures, certaines souches initialement prolifiques
(ex. FRAOO55) ont montré un déclin de la production de
conidies, déclin pouvant étre restauré grace a des conditions
expérimentales adaptées. Ces résultats suggérent que le
mangue de conidies est lié¢ a la régulation de 'expression
génique plutdt gu’'a des mutations génomiques.

Inoculation de plantes entieres

Nous avons testé l'inoculation compléte de plantes
a l'aide de 32 isolats, en utilisant du mycélium et des
conidies. La pulvérisation du mycélium a produit des
symptdmes faibles, et 'augmentation de la quantité
de mycélium a posé probleme pour obtenir une
suspension homogéne. L'utilisation de Tween 20 a
ameélioré la suspension par rapport a la gélatine, mais
aucune corrélation n’a été observée entre les zones de
lésions obtenues par mycélium et celles obtenues par
conidies. Cette méthode s’est révélée peu fiable pour
évaluer la résistance variétale.

Inoculation de feuilles détachées

Nous avons testé sept isolats producteurs de conidies
sur des feuilles détachées. Les contrbles négatifs
présentaient généralement zéro zone symptomatique,
bien gue certaines chloroses aient été observées sur
quelques variétés. La cohérence entre les réplicats
biologiques a été confirmée (Spearman, P > 0,8), ce
qui a permis I'analyse de I'ensemble des données.
Un modeéle linéaire exploratoire sur les zones de lésions
(transformées par logit) a révélé :
* Interaction isolat*variété tres significative
(p < 2x10"-16, R?2 = 0,903)
« Effet de la variété tres significatif (p < 2x107°-16)
« Effet de I'isolat moins marqué mais détectable pour
certaines analyses

Les variétés francaises Trapeze et Sy Scoop ont présenté
la résistance la plus élevée, tandis que Prior, Skiff et
Harrington ont été les plus sensibles. Certaines variétés
ont montré une spécialisation vis-a-vis de certains
isolats, révélant un phénomene d'adaptation locale. Par
exemple, Trapeze est résistant a FRAOOG1 mais sensible a
FRAOOG4, tandis que Ketos présente le schéma inverse.
Lisolat Ptm a montré une virulence comparable a celle
des isolats Ptt. La variété Etincel a montré une résistance
remarguable a Ptm, cohérente avec son adoption récente
en France pour sa résistance a I'helminthosporiose.

Une analyse de l'effet du type d'orge (printemps vs
hiver) et de l'origine de l'isolat (printemps ou hiver)
a montré que seule la variété testée influencait
significativement la surface des lésions (p < 2x10"-16),
avec une plus grande sensibilité des orges de printemps
(p = 0,87 pour I'interaction non significative).
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Figure 6 : Distribution des
notes visuelles de sensibilité a
I'helminthosporiose (variant de
1a 9) dans les différents essais.
Le nom des essais est indiqué
tel que dans le Tableau 1.

» Déterminisme génétique et modélisation basée
sur des marqueurs génétiques de la résistance a
I’helminthosporiose chez lPorge d’hiver

Essais agronomiques

Au total, des notations de sensibilité a I'helminthosporiose
ont été réalisées dans 20 essais en conditions agronomiques
pour ce panel. L'analyse des données phénotypiques a
conduit a écarter 8 essais avec une pression maladie faible.
Sur les douze essais restants, la date de notation la plus
discriminante a été retenue et des valeurs moyennes pour
chaque variété ont été calculées. Les notes moyennes de
sensibilité a 'nelminthosporiose variaient de 1.7 & 5.9 selon
les essais et les distributions des notes dans les différents
essais indiguent une majorité de variétés résistantes dans
le panel (Figure 6). Une analyse de variance a permis
d’estimer le pourcentage de variance expligué par le
facteur variété a 14% et celui expliqué par le facteur essai
a 36%. Ceci indigue une part probablement importante
d’'interaction génotype x environnement. L’héritabilité
a l'échelle du réseau d'essais a été estimée a 0.69. Les
corrélations entre sensibilité a I'helminthosporiose, date
dépiaison et hauteur montrent :

» Des corrélations significatives avec la date d’épiaison
dans 5 essais sur 12 avec des valeurs comprises
entre -0.27 et 017

« Des corrélations significatives avec la hauteur dans
5 essais sur 12 avec des valeurs comprises entre
-0.52 et 0.25

Les notes de sensibilité a I'hnelminthosporiose ont été
corrigées des effets de la date d’épiaison et de la
hauteur par le calcul du DRIHH. Les corrélations du
DRIHH entre essais montrent des valeurs faibles avec
une moyenne égale a 017 (minimum -0.12, maximum
0.52) confirmant les fortes interactions génotype x
environnement.

Essais en conditions controlées

Des notations de sensibilité a I'helminthosporiose ont
été réalisées pour 4 souches en conditions contrdlées
(Tableau 3). Pour chague souche, les variétés constituant
le panel ont été réparties dans différents essais avec des
variétés témoins présentes dans tous les essais. Pour les
deux souches testées par Arvalis, les corrélations entre
essais montraient une bonne répétabilité entre essais. La
sensibilité moyenne variait de 1.2 a 38% selon les souches
(Figure 7). L’héritabilité estimée pour chague souche
variait de 0.29 a 0.79 avec des valeurs supérieures a
0.70 pour trois souches. Le pourcentage de variance
expliqué par le facteur variété a été estimé a 30% et celui
expliqué par le facteur souche a 23%. La encore, une part
importante d'interaction génotype x environnement est
probable et I'héritabilité a I'échelle de I'ensemble des
essais en conditions contrdlées a été estimée a 0.41.
La distribution des notes de sensibilité dans ces essais
ont permis de montrer des valeurs plus faibles pour les
souches testées par Arvalis comparées a celles testées
par INRAE, possiblement lié aux différences de protocoles

\

Figure 7 : Distribution des
pourcentages de nécroses
(moyennes ajustées des effets
essals) observées sur plantules
en conditions contrélées pour
quatre souches de Ptt (HL20055,
HL20022, FRAOO64, FRAOO42).
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entre les deux instituts. Par ailleurs, la sensibilité des
orges de printemps inoculés avec les souches issues
d’échantillons d’orge d’hiver paraissait plus faible que
celle des orges d’hiver et inversement. Ceci peut étre
expliqué par la structuration des populations de Ptt mise
en évidence dans le projet (cf. 31.2). Les corrélations
entre notes de sensibilité pour les différentes souches
étaient faibles (maximum 0.22) confirmant l'importance
des interactions génotype x environnement.

Génétique d’association et prédiction génomique

Les 280 variétés hiver du panel ont été génotypées
avec la puce a SNP « lllumina 50K iSelect » qui a
permis d’obtenir des données pour 43 231 marqgueurs
avec un pourcentage de données manquante moyen
de 0,3%. Apres filtrage des marqueurs monomorphes
et des marqueurs avec une fréguence de lallele
minoritaire inférieure a 5%, 31 955 marqueurs ont
été sélectionnés pour les travaux ultérieurs. Ainsi,
4000 a 7000 margueurs étaient présents sur chague
chromosome et la densité de marquage était variable
selon la position chromosomique avec une densité
plus importante dans les parties télomériques ou le
taux de recombinaison est plus élevé. L’analyse de la
structuration du panel de variétés hiver a partir des
données de génotypage a permis d’identifier deux-
sous populations correspondant aux orges 2 rangs et 6
rangs (données non montrées).

Un premier scan du génome pour le DRIHH dans
chaque essai et pour le pourcentage de nécrose
pour chaque souche a permis d’identifier 110
marqgueurs significativement associés a la sensibilité
a I'helminthosporiose sur les chromosomes 2H, 4H et
6H. Sur les 110 marqueurs associés, 93 étaient localisés
sur le chromosome 6H, en particulier dans une zone
péricentromérique a fort DL. Le marqueur le plus
significatif sur ce chromosome (JHI-Hv50k-2016-398720)

a été utilisé comme covariable afin deffectuer un
second scan du génome et d’'améliorer la résolution des
QTL présents sur ce chromosome. Ainsi, 67 margueurs
localisés sur les chromosomes 2H, 4H, 5H et 6H ont
pu étre identifiés pour le DRIHH dans chague essai et
pour le pourcentage de nécrose pour chaque souche.
18 marqueurs supplémentaires ont pu étre identifiés sur
les chromosomes TH, 2H, 3H et 6H par méta-analyse.
L'ensemble des margueurs associés ont été regroupés
en 9 QTLs (Tableau 5). En particulier, les QTLs suivants
ont été identifiés pour plusieurs essais et/ou souches :
* QPt-2H-28 pour deux souches en conditions
controblées
* QPt-6H-54 pour deux souches en conditions
contrblées et un essai en conditions agronomiques
* QPt-6H-358 pour une souche en conditions
controélées et trois essais en conditions agronomiques

A cela s’ajoutent deux QTLs additionnels identifiés par
méta-analyse sur les essais en conditions contrblées
(QPt-1H-7, QPt-3H-9). Certains QTL n’étaient
représentés que par un marqueur (QPt-1H-7, QPt-2H-1,
QPt-3H-9, QPt-4H-595). L'intervalle de QPt-5H-498 a
été estimé a 7kbp tandis que l'intervalle de QPt-6H-54
a été estimé a 97Mbp du fait du DL. L'analyse de la
fréquence des alleles de résistance aux différents QTLs
montre que l'allele favorable était peu représenté pour
4 QTLs (QPt-2H-1, QPt-3H-9, QPt-5H-498, QPt-6H-54)
ainsi que des différences marquées entre orges 2 et
6 rangs pour QPt-6H-358 et QPt-5H-498 (Figure 8).
L’absence de corrélation entre le nombre de QTLs de
résistance dans chaque accession et le DRIHH moyen
indigue une absence d'effets additifs des QTLs ce qui
guestionne une stratégie de pyramidage de I'ensemble
des QTLs. L'examen de la sensibilité moyenne
pour différentes combinaisons alléliqgues aux QTLs
(représentées par au moins cing individus) a permis
d’identifier les combinaisons les plus intéressantes pour

~

Position

art (o Dhyeique | ESsai/isolat o plus signiticati dumarquer || O | L e | Méthode
physiq P 9 le plus significatif 910(p
QPt-1H-7 H /254189 JHI-HV50k-2016-8306 7254189 437 AA metaGE
- 7254189
880829
QPt-2H-1 M | aeosso FLO22 SCRI_RS_ 142851 880829 509 cc SEA
23995925 FRA0042; A
QPt-2H-28 | 2H | 00 120002 JHI-HV50k-2016-74955 27655068 705 GG | metaGE; SEA
8948624
QPt-3H-9 M | sousena JHI-HV50k-2016-153661 8948624 426 AA metaGE
595307323
QPE-4H-595 | 4H | oo 000 | HL200S5 | JHI-HVSOK-2016-263864 | 595307323 5.05 ac SEA
498131186
QPt-5H-498| SH | ool RAG23 JHI-HV50k-2016-317808 498131186 5.21 cc SEA
45758011 FRA0042;
QPt-6H-54 | 6H HL20022; | JHI-HV50k-2016-386866 54240966 7.7 CC | metaGE; SEA
- 142433702
RAG23
358331457 HL20022;
QPt-6H-358 | GH LEMIS; RAG23; | JHI-HV50k-2016-398720 358331457 872 CC | metaGE; SEA
- 360107398
SECT7
569815238
QPE-6H-570 | 6H | L0 o T | FRAOOB4 | JHI-HVSOK-2016-432291 569815238 5.83 GG | metaGE; SEA

Tableau 5 : QTL de sensibilité a 'helminthosporiose identifiés dans un panel de 280 orges d’'hiver francaises testées dans 12 essais en
conditions agronomiques et pour 4 souches en conditions contrélées. Le nom des QTLs, le chromosome, I'intervalle du QTL établit selon le
déséquilibre de liaison local, le nom des essais et/ou souches pour lesquels le QTL a été identifié, le marqueur le plus significatif, sa position,
@ -loglO(p) maximale, l'allele favorable et la méthode de détection sont indiqués.
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\Figure 8 : Pourcentage des accessions du panel de type 2 ou 6 rangs porteuses de l'allele favorable pour les différents QTL identifiés.

réduire le niveau de sensibilité. Ces résultats indiguent
que QPt-5H-498 et QPt-6H-54 sont peu fréguents
dans les combinaisons les plus intéressantes.

Une analyse du contenu en genes des QTLs a permis
d’identifier 69 géenes potentiellement impliqués dans
I'interaction plante x pathogéne pour quatre QTLs
(QPt-2H-28, QPt-6H-49, QPt-6H-54 et QPt-6H-570).
L'utilisation de la base de données d’expression
« BarleyExpDB » a permis d’identifier 5 genes montrant
une réponse a I'inoculation avec Cochliobolus sativus
(un champignon différent de Pyrenophora teres mais
causant lui aussi des symptdémes d’helminthosporiose).

Un modele de prédiction génomique a été calibré pour
la sensibilité moyenne a I'helminthosporiose calculée
sur 'ensemble des essais en conditions agronomiques.
Un schéma de validation croisée de type k-folds a été
appligué de maniére a estimer les capacités du modele
a prédire la sensibilité a 'helminthosporiose a partir des
données de génotypage des variétés. Les capacités
prédictives du modéle semblent satisfaisantes avec une
corrélation moyenne entre valeurs prédites et observées
de 0.57 et une RMSE de 0.58 point pour la sensibilité
moyenne a I'helminthosporiose (données non montrées).

» Prédiction du risque Helminthosporiose
Prévision de l'incidence d’helminthosporiose précoce

Caractérisation de la pression observée dans la base de
données Vigicultures/Végéobs

La distribution de [l'incidence moyenne de
I'helminthosporiose sur les trois derniers étages foliaires,

~

Figure 9 : Distribution de l'incidence précoce de I'helminthosporiose

telle gu'observée dans la base de données BDD1 entre
les stades IN et DFP a été calculée (Figure 9). Les
incidences moyennes observées restent globalement
faibles et traduisent une occurrence précoce limitée de
la maladie malgré quelques valeurs extrémes. Certaines
années (2011, 2012, 2016, 2017) présentent toutefois des
niveaux légerement plus élevés, mais I'ensemble met
surtout en évidence une forte variabilité interannuelle.

Effets des facteurs agronomiques

LANOVA a révélé un effet significatif de la note
de résistance variétale sur la fréguence moyenne
d’helminthosporiose. Toutefois, cet effet reste limité
puisqu’une augmentation d’'un point de la note de
résistance diminue en moyenne la fréquence d’attaques
précoces de 1.3%. Aucun autre facteur agronomique
étudié n'a montré d’influence significative. Concernant la
date de semis, la tendance observée a un risque accru
avec des semis précoces est cependant cohérente avec la
littérature et I'absence de significativité pourrait résulter
d’interactions non modélisées avec le climat automnal.

Facteurs agro-climatiques identifiés et performance

prédictive des modeles

@r année entre 2010 et 2023 observée dans la BDDI.

Les modeéles retenus en fonction des approches de
modélisation et les plages de calcul des variables
climatigues considérées, retiennent entre 4 et 9 variables
explicatives. lls présentent des RMSEP similaires (11-12.5 %)
mais des efficiences négatives, indiguant une incapacité a
prédire le risque mieux gu’une simple moyenne. De méme,
les modeles de Cox montrent des performances faibles :
le meilleur atteint un C index de 0.62, a peine supérieur
au hasard, révélant une discrimination limitée et une faible
valeur prédictive. De plus, 'analyse des variables retenues
dans les modeles ne révéle pas de véritable cohérence
d’'un modeéle a l'autre. Seule la sensibilité variétale est
systématiquement sélectionnée, avec un effet négatif
sur le risque d’incidence précoce, conformément aux
connaissances agronomiques. Par ailleurs, des conditions
estivales pluvieuses en interculture et des températures
hivernales négatives apparaissent également de facon
fréguente, toutes deux étant associées a une augmentation
du risgue. Il est également surprenant que les modeles ne
fassent pas ressortir de variables climatiques printanieres,
pourtant déterminantes pour les infections secondaires.

Prévision de la sévérité d’helminthosporiose en fin de cycle
Caractérisation de la pression observée dans la base de
données des essais

A l'instar de la BDD]1, les données mettent en évidence
une forte variabilité interannuelle et intra-annuelle de la
pression d’helminthosporiose observée en fin de cycle
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Figure 10 : Distribution
des moyennes ajustéees
de la sévérité en fin cycle
I'helminthosporiose
observée dans les essals
de la BDD2 par année
entre 2004 et 2024. Les
couleurs représentent les
secteurs géographiques
des différents essais.

dans les différents essais de la base de données BDD2
(162 sitesxannées) (Figure 10).

Effet de la sensibilité variétale :

L'analyse de variance révele un effet significatif
de la résistance variétale sur la sévérité finale
d’helminthosporiose. Les moyennes ajustées apres
détransformation montrent une réduction progressive
de la sévérité, de 17.6 % pour les variétés notées 4 a
5.5 % pour celles notées 8.

Facteurs agro-climatiques identifiés et performance
prédictive des modeles :

Les différents modeéles retiennent entre 4 et 10 variables
explicatives et présentent des performances proches,
avec des RMSEP élevés (14.6 % a16.3 %) et des efficiences
globales faibles (=0.02 a 0.17). Ces résultats traduisent
une précision prédictive insuffisante au regard de la
variabilité de la variable a prédire. Néanmoins, certaines
variables sont fréguemment sélectionnées tant pour
la campagne étudiée que parfois pour la campagne
précédente, indépendamment de la méthode de
calcul des variables climatiques, de la stratégie de
modélisation mise en ceuvre, ou de la variable étudiée,
ce gui suggere une association potentielle de ces
variables avec le risque étudié. On retrouve ainsi un
effet récurrent des températures élevées en avril mai,
ainsi que du nombre de jours de pluie, tous deux
associés a une augmentation du risque, tandis que le
cumul de rayonnement sur cette période est lié a une
réduction du risque. Ces résultats sont cohérents avec
les conditions favorables connues — printemps doux
(15-25 °C ; Mathre, 1982) et humides (MclLean et al,
2009) —, et suggérent que le rayonnement pourrait
refléter des situations plus ensoleillées et moins
humides, réduisant la durée d’humectation foliaire et
donc le potentiel d’infection.

Parmi les modeéles étudiés, le plus performant est
une régression linéaire qui repose sur sept variables
climatiques issues de l'approche « window pane »
(données non montrées). Dans ce modeéle, et comme
pour l'analyse de linfection précoce, les pluies en
interculture en aolt et les températures hivernales

négatives, sont également associés a une augmentation
du risque. Ceci suggere, d’'une part, que des conditions
estivales humides pourraient favoriser les repousses
d’orge et le maintien de I'inoculum (Backes et al., 2021),
et, d’autre part, que des épisodes de froid hivernal
pourraient ralentir la décomposition des résidus
infectés, contribuant ainsi a la persistance de I'inoculum.
Néanmoins, La comparaison entre valeurs observées et
prédites par ce modeéle en validation croisée par année
montre une performance de prédiction faible.

))» DISCUSSION

» Structure génétique et occurrence des espéces

Notre étude a apporté un nouvel éclairage sur I'histoire
de la diversification des espéces graminicoles de
Pyrenophora. La phylogénie du genre et le statut
taxonomique des différentes espéces ont été clarifiés.
De ce fait, notre étude constitue la premiéere tentative
d’évaluation de I'’évolution du genre Pyrenophora a l'aide
de méthodes génomiques. Nos recherches permettent
de fournir plusieurs précisions importantes. Les études
antérieures utilisant des marqueurs moléculaires tels
que I'lITS, la LSU et la GPDH (Aryawansa et al. 2014,
Marin-Felix et al. 2019) présentaient un certain nombre
de divergences entre elles, ainsi que des différences par
rapport a nos résultats. Par exemple, les trois isolats que
nous avons réattribués a Ptr et qui avaient auparavant
été classés comme P, trichostoma par Marin-Felix et al.
(2019) prouvent qu’il s'agit en réalité de la méme espéce
(Index Fugorum, 2024). Nous avons €galement clarifié
la relation entre les especes Ptr et P bromi, confirmant
gu’elles sont des especes soceurs Aryawansa et al.
(2014) et invalidant des résultats récents (Marin-Felix et
al. 2019, Rodrigues et al. 2023). Nous avons également
démontré que P graminea et Ptm représentent des
lignées distinctes, et donc probablement des espéces
différentes, contrairement aux affirmations précédentes
(Aryawansa et al. 2014). Pour le reste des données, la
topologie inférée est globalement cohérente avec les
résultats antérieurs, méme s’il convient de noter que
notre résolution phylogénétique est supérieure, ce qui

HELMO : Identification des pathogenes fongiques, du risque maladie
20 et des facteurs génétiques de résistance pour une gestion intégrée et durable de I'nelminthosporiose de I'orge




permet, par exemple, de montrer que certaines especes
morphologiques, telles que P dictyoides, sont en réalité
des complexes d’espéces phylogénétiques.

En termes de structure génétique des espéces, nos
résultats indiquent que les différentes especes de
Pyrenophora graminicoles présentent des niveaux
de structure génétique variés, mais des niveaux de
variation moléculaire trés similaires, indépendamment
de leur histoire d’invasion. Cependant, la taille limitée
de notre échantillonnage ne nous permet pas de
déterminer si la variation observée au sein de la
subdivision de la population reflete des différences
d’effort d’échantillonnage ou si elle est véritablement
représentative de la structure génétique des especes
de Pyrenophora.

Un effort trés significatif a été réalisé pour échantillonner
des feuilles symptomatiques a l'échelle nationale et
isoler les agents pathogenes causaux. Aucune souche
de C. sativus ou P graminea n'a été isolée a partir des
échantillons francais. Ce résultat suggére que ces
deux especes sont peu présentes en France sur les
orges. L'absence ou la faible fréquence de P graminea
était un résultat attendu car les symptdémes sont
caractéristigues (non observés dans I'échantillonnage),
gue son observation est rare et que sa dissémination par
la semence est fortement limitée par les traitements de
semence. Pour C. sativus, a notre connaissance, aucune
étude récente n’a essayé d'estimer sa présence sur le
territoire. Or, les symptdmes causés sur l'orge par ce
champignon sont proches de ceux de la forme Ptm et
pourrait entrainer une sous-estimation de son importance.
Notre étude suggeére que cet agent pathogéne est
réellement peu fréquent en France sur feuilles d’orge.
Ce résultat est assez cohérent avec les conditions de
développement de ce champignon qui cause le « spot
blotch » principalement dans des zones de production
chaudes et humides (Basak et al. 2025). Néanmoins,
ce champignon est aussi connu pour attagquer d’autres
céréales (blé, seigle, triticale) notamment au niveau
du grain (causant la moucheture par exemple) et des
racines. De plus, en prenant en compte les conséquences
du changement climatique, une surveillance plus
fréguente pourrait étre menée en utilisant des méthodes
plus rapides telles que des méthodes moléculaires pour
anticiper un risque d’émergence sur orge mais aussi les
autres céréales hotes.

Un résultat majeur du projet est la confirmation que
Ptt est largement dominant sur Ptm en France, avec
seulement 1,4 % des isolats correspondant a Ptm dans
la collection d'isolats. Ce résultat est confirmé par les
analyses moléculaires effectuées sur la totalité des
échantillons pour lesquels la fréequence de détection
(85% versus 20%) et la biomasse fongique de Ptt (98.6%
de la somme de la biomasse totale des deux formes)
sont trés largement supérieures a celles de Ptm. Ceci
contraste avec les données historiques suggérant que
Ptm était auparavant la forme prédominante (Arabi
et al. 1992) ce qui indique un changement rapide de
la composition de la population au cours des trois
derniéres décennies. Des changements similaires ont été
rapportés dans d’autres régions et sont probablement
influencés par la résistance de I'hdte et des facteurs
environnementaux (MclLean et al. 2010, Marshall et al.
2015). La présence a bruit de fond de Ptm milite pour

continuer a évaluer la sensibilité variétale a cette forme
pour anticiper une éventuelle recrudescence.

La faible fréquence de Ptm a empéché une analyse
détaillée de la structure des populations, mais la forte
différenciation au sein des populations de Ptt en France,
associée au type d'orge, souligne une possible adaptation
a I'héte. Un effort d'isolement complémentaire pourra
étre mené dans les échantillons significativement positifs
en gPCR pour Ptm afin de collecter des isolats qui
pourront étre séquenceés et pathotypés.

Nos analyses indiguent que les populations de Ptt sont
subdivisées en deux groupes principaux correspondant
a l'orge de printemps et a l'orge d’hiver. L'existence
d’'une telle structure suggeéere que les populations du
pathogéne sont différentiellement adaptées aux deux
types d'orge, et/ou aux conditions de leur culture.
Ces travaux ouvrent de nombreuses perspectives de
recherche pour déterminer les barrieres, notamment
prézygotiques (Giraud et al. 2006, Servedio et al. 2011)
qui contribuent au maintien des deux populations, et
en particulier, la contribution relative de I'adaptation a
'hote et de l'adaptation aux conditions abiotiques. Nos
résultats soulignent également I'importance de tester de
nouvelles variétés d’'orge résistantes a des isolats de Ptt
issus d'orges de printemps et d’hiver, notamment dans
les régions ou ces deux types d’orge sont cultivés. lls
ouvrent aussi des questions sur I'impact de la pratique
agricole consistant a semer des orges de printemps
a l'automne sur la structure des populations et leurs
adaptations a I'hdte (adaptation ou maladaptation,
transfert de facteurs de virulence entre populations, ...).

Pathogénicité et résistance variétale

Nos résultats montrent que la production de conidies
chez P teres est fortement influencée par des facteurs
environnementaux et des stimuli liés a I'héte. Les
approches répétées d'inoculation sur l'orge et de ré-
isolation permettent de réactiver la sporulation mais
sont chronophages et peu efficaces pour générer de
grandes quantités de conidies. L'utilisation de conditions
spécifiques (blessures, lumiére N-UV, aération, obscurité
et températures plus fraiches) constitue une méthode
prometteuse pour accroitre la production de conidies.

Les méthodes développées dans les deux laboratoires
pour évaluer la résistance variétale en conditions
controblées sur feuilles détachées ou plantes entieres se
sont montrées fiables et reproductibles dans chague
laboratoire.

Les différences de résistance observées entre les
variétés et les isolats indiguent un phénomeéne de
spécialisation de I'néte. Certaines variétés (Trapeze, Sy
Scoop) offrent une protection efficace contre plusieurs
isolats, tandis que d’autres (Prior, Skiff, Harrington)
sont uniformément sensibles. Cette interaction
entre diversité génétique du pathogene et variétés
d’orge souligne I'importance d’adapter la gestion des
cultures a la diversité locale des isolats de P, teres. Les
méthodologies développées constituent des outils
complémentaires aux essais au champ pour I'évaluation
de la résistance variétale et peuvent servir a des études
génomiques visant a identifier les genes impliqués dans
la résistance ou la spécialisation de P, teres.

Ainsi, neufs QTLs ont pu étre détectés sur 'ensemble des
données utilisées (essais en conditions agronomigues et
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en conditions contrdlées) et a I'aide de deux méthodes
de génétigue d’association (GWAS par essai ou souche
et méta-analyse). En particulier, trois QTLs semblent
robustes car identifiés pour au moins deux essais/souches
(QPt-2H-28, QPt-6H-54 et QPt-6H-358). Parmi ceux-ci,
le QTL QPt-6H-358 semble particulierement intéressant
car significatif pour une souche et trois essais. Par
ailleurs, deux QTLs additionnels (QPt-1H-7 et QPt-3H-9)
ont été identifiés grace a la méthode de méta-analyse et
n‘auraient pas été détectés sur la base des résultats de
GWAS par essai. La puissance de cette méthode a donc
permis d’'identifier des QTLs supplémentaires du fait de
la consistance de l'effet de ces QTLs pour différentes
souches (p-value légérement en dessous du seuil de
significativité pour les GWAS par souche mais signe de
'effet identique entre souches). Un marqueur a déja été
publié dans l'intervalle QPt-2H-28 (Rozanova et al. 2019)
ainsi que des marqueurs dans les zones QPt-6H-54 et
QPt-6H-358 (Richards et al. 2017; Rozanova et al. 2019;
Novakazi et al. 2019) dans des études sur la résistance
a Ptt. Les études de génétique d’association publiées
dans la littérature conduisent généralement a lister les
margueurs significativement associés a la sensibilité a
'helminthosporiose. Les travaux réalisés ici conduisent a
préciser pour chague région un intervalle en s'appuyant
sur le déséquilibre de liaison local. Ceci devrait permettre
de faciliter I'utilisation des QTLs en sélection assistée
par marqueurs et ouvre la voie a d’éventuelles études
ultérieures de cartographie fine des QTLs.

L'analyse du contenu en genes des QTLs a permis
d’identifier 69 genes potentiellement impliqués dans
I'interaction plante x pathogéne pour quatre QTLs dont
5 génes montrant un différentiel d’expression du fait de
'inoculation avec C. sativus. Ceci indigue que ces genes
(i) sont exprimés in planta et (ii) interviennent dans
I'interaction avec C. sativus. Ces 5 genes semblent donc
de bons candidats pour des études ultérieures. Aucun
gene n‘a pu étre identifié pour le QTL QPt-6H-358 qui
semble pourtant le plus intéressant car significatif pour
une souche en conditions contrélées et trois essais en
conditions agronomigues. Néanmoins, ce type d’analyse
repose sur I'identification par mots-clés des géenes dont
la fonction prédite est potentiellement en lien avec
I'interaction plante x pathogene. Ce type d’approche
in sillico peut conduire a la fois a des faux positifs et a
des faux négatifs. En effet, certaines fonctions prédites
telles que « protein kinase » peuvent étre associées
a linteraction plante-pathogéne mais toutes les
protéines de ce type ne le sont pas nécessairement. Par
ailleurs, cette analyse se base sur le contenu en gene
de Morex v2. Or, certains QTL peuvent étre associés
a un polymorphisme de type présence-absence (PAV ;
« presence absence variation ») et le géne causal est
possiblement absent chez Morex.

Les capacités prédictives du modele de prédiction
génomique indiquent gqu’il est possible d’utiliser ce type
de stratégie afin de sélectionner des individus a partir
de données de génotypage. Néanmoins, la précision du
modeéle étant modérée, il est sans doute nécessaire de
ne pas appliguer un taux de sélection trop élevé afin
d’éviter d’éliminer des individus mal-prédits.

Prédiction du risque maladie

Prédire lapparition d'une maladie aux champs et
'implémenter dans des outils d’aide a la décision est

un moyen efficace d’accompagner les producteurs
pour accroitre l'efficience d’utilisation des produits
phytosanitaires. Bien que de nombreuses approches
aient été évaluées, les modeles retenus pour la prévision
du développement de I'helminthosporiose, tant en
début gu’en fin de cycle, présentent globalement une
capacité prédictive limitée, se traduisant par des valeurs
de RMSEP élevées et des efficiences généralement
négatives. Certains signaux climatiques — notamment
pluies et température élevées au printemps, pluies
importantes pendant l'interculture et gel hivernal—
demeurent toutefois régulierement associés au niveau
de risque en fin de cycle. Leur récurrence suggere que
ces covariables sont utiles dans la prévision du risque,
mais sans toutefois constituer, a elles seules, des
prédicteurs suffisamment robustes pour une estimation
fiable du risque. Dans ces conditions, il n‘est pas
possible, a ce stade, d’envisager 'usage opérationnel
de ces modeles pour moduler la protection contre
I'helminthosporiose de I'orge en fonction de la nuisibilité
attendue.

Ces résultats laissent donc supposer que des variables
déterminantes manquent probablement, en particulier
'humectation foliaire, identifiée dans la littérature
comme un facteur clé et susceptible d’interagir
non linéairement avec la température. Une piste
d’amélioration consisterait peut-étre a développer
un modele mécaniste représentant explicitement les
relations complexes entre variables climatiques non
agrégeées (température, humectation, précipitations)
sur les différentes phases du cycle épidémique. Des
essais exploratoires ont été réalisés dans ce sens au
cours du projet, mais se sont révélés non concluants,
probablement en raison de l'absence de données
d’humidité ou d’humectation disponibles et de la
résolution temporelle limitée au pas journalier. En
outre, une approche d’analyse fonctionnelle des
données (FDA) pourrait peut-étre permettre de mieux
rendre compte de la dynamique temporelle des séries
climatigues brutes non agrégées.

Concernant les facteurs agronomiques, hormis la
résistance variétale, aucun ne ressort de maniére
significative sur le développement précoce
d’helminthosporiose. L’absence deffet du précédent
orge — sans doute aussi lié a sa faible représentation
dans la base de données — et du travail du sol sur
la survie des résidus infectés suggeérent que des
déterminants extérieurs a la parcelle pourraient étre
prépondérants. L'intégration de variables caractérisant
le contexte des pratiques culturales I'échelle du paysage
constituerait ainsi une piste d’analyse pertinente pour
de futurs modeéles.

)» CONCLUSION

Le projet HELMO apporte des éléments nouveaux et
déterminants pour la compréhension de la diversité, de
la structure génétique et de I'épidémiologie des agents
causaux de I'helminthosporiose de l'orge en France. Les
analyses génomigues menées ont permis de clarifier
la phylogénie du genre Pyrenophora, confirmer que
Pyrenophora teres est le taxon principal causant la
maladie et démontrer une forte prédominance de Ptt
par rapport a Ptm. La dynamique historique des formes
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Ptt et Ptm et la mise en évidence d'une structuration
nette des populations de Ptt selon le type d'orge
(printemps versus hiver) soulignent I'importance
de l'épidémiosurveillance pour gérer au mieux la
résistance variétale. L'identification de plusieurs QTLs
associés a la résistance, dont certains déja décrits
dans la littérature, constitue un levier concret pour la
sélection assistée par marqueurs et pour 'amélioration
génétique de l'orge. En paralléle, malgré des jeux de
données indépendants conséquents et les nombreuses
approches méthodologiques testées, nous n’avons
pas pu développer un modéle de prévision du risque
performant pour I'implémenter dans un OAD. Les
résultats suggérent que lintégration de données
climatiques plus précises, de variables paysagéres et
le développement de modeles mécanistes pourraient
améliorer les capacités prédictives.

Dans I'ensemble, ce projet fournit des avancées
substantielles pour la surveillance, la compréhension et
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