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CHAPITRE 1

INTRODUCTION
ET
PRESENTATION DU PROJET DE THESE



1. Présentation du projet de these

Depuis I'apparition de la vie sur Terre, il y a gom 3,5 a 3,8 milliards d’années, la
sélection naturelle a permis la diversificationaetomplexification des organismes vivants.
Cette diversification a engendré une multiplicaté®s interactions entre les membres de la
biocénose a chaque niveau d’organisation du viv@eg,genes aux écosystemes monde
vivant peut ainsi étre considéré comme un vastearés'interactions entre organismes. Ces
interactions peuvent varier, non exclusivement arction des organismes impliqués, mais
également en fonction de leur environnement.

Ces interactions sont classées en fonction de tarectéres bénéfiques, néfastes ou
neutres pour I'un ou l'autre des partenaires. Aiosi différencie des interactions bénéfiques
et réciproques (mutualisme), des interactions h@uneé$ pour I'un des partenaires et neutres
pour l'autre (commensalisme, phorésie) et des aotems bénéfiques pour I'un et néfastes
pour l'autre (prédation, parasitisme).

Le parasitisme, résultant des interactions engglantes et les microorganismes, fait
parti du type d’interactions tres étudié et probai@nt des plus anciens, du fait de
'importance de I'agriculture dans la civilisatitumaine. La phytopathologie, discipline qui
traite des maladies des plantes, existe depuisefgemce de I'agriculture, il y a environ
10000 ans. Elle est née du besoin de limiter lgsats des maladies affectant les cultures.
Les anciennes civilisations (Grecs, Hindous, Climu Azteques) avaient déja conscience de
I'existence de maladies chez les plantes cultivésspendant, ces phénomenes étaient
attribués a des causes divines. La premiere olsmrvenicroscopique d’'un champignon
phytophathogéne a été faite par Hooke en 1665. € gqu'au début du XI¥"siécle que la
phytopathologie est décrétée discipline scientifiquegamment grace aux travaux de
Berkeley, De Bary et d’autres qui établirent leémices de la théorie des germes de Pasteur
(Cooke 2007 ; Large 1940). En 1845 et 1846, leimildle la pomme de terre a provoqué, en
Irlande, une famine qui fera des milliers de vi@sret 'émigration de millions d’Irlandais
vers les Etats-Unis. En 1846, Berkeley montre gageht causal du mildiou est un
champignon parasite et ce n'est qu'en 1863 que &g Bonfirme de fagcon indiscutable que
'agent du mildiou de la pomme de terre est le ghignon Phytophthora infestanéclassé

depuis chez les oomycetes).



Les recherches scientifiques, depuis plus d'unlesiéont permis des avancées
significatives dans la connaissance des causemdkslies et le développement de moyens

de lutte. Cependant, les défis posés par les agatiiegenes sont toujours importants.

Les parasites des plantes génerent des pertes égoesnmmportantes, estimées entre
10 a 30% du potentiel mondial de production agecetlon les cultures et les continents
considérés (Agrios 1997). Ainsi, la recherche déhodes de lutte est un enjeu majeur pour
'Homme. Ces méthodes de lutte doivent intégrerolecept de développement durable, c’est
a dire la gestion rationnelle des ressources husaimaturelles et économiques, qui vise a
satisfaire les besoins fondamentaux de I'humariig.développement durable implique
plusieurs conditions : la conservation de I'équédilgénéral, le respect de I'environnement, la
prévention de I'épuisement des ressources natsydbediminution de la production des
déchets et enfin la rationalisation de la productb de la consommation d’énergie. Dans ce
contexte, I'usage de molécules chimiques pourratatre les maladies des plantes doit étre
diminué. Par conséquent, l'utilisation de résistangenétiques variétales présente I'avantage
d’étre plus respectueuse de l'environnement. CepEndette meéethode de lutte est tres
souvent limitée temporellement. Les capacités dgmsnta pathogéenes a contourner les
résistances de leur héte ont été régulierementnadss Puccinia hordeiBremia lactucae, P.
infestans..). Dans la nature, il y a une constante « coul&armement » entre le parasite qui
attaque et I'h6te qui se défend, s’'insérant dares aoevolution pour les deux partenaires.
Ainsi, a I'échelle de I'évolution, toute résistarest transitoire et sera contournée a un instant.
Les scientifiqgues recherchent des méthodes pounewigr la durabilité des résistances dans
le but de limiter 'impact des maladies sur lesunds et donc sur la production mondiale qui
doit rester a un niveau soutenu pour subvenir @soibs humains. Ainsi, en 1979, Johnson a
défini la notion de résistance durable comme usestance qui reste efficace tout en étant
extensivement utilisée en agriculture pendant wmgue période dans un environnement

favorable a la maladie.

Cette thése traite de la durabilité des résistaptahi potentiel évolutif des agents
pathogenes face a ces résistances. Le potentieltiéwbln agent pathogene peut étre évalué
par la structure génétique des populations pathesgéNcDonaldet al. 2002) : structure
définie comme le taux et la répartition de la Mailig®@ génétigue au sein et entre les
populations. La structure génétique est la consémgudes interactions entre les quatre forces
évolutives qui influencent I'évolution des poputets : la mutation, la dérive génétique, la



sélection naturelle et la migration. Cette durébibst étudiée dans ce travail sur le modéle

Bremia lactucad.actuca sativa.

L'agent du mildiou de la laitueBfemia lactucaeRegel) est présent dans toutes les
zones de culture de la laitue des pays tempéréspemes en culture en France sont estimées,
en moyenne, a 10-12% de la production. La lutten@fue n’a qu’une efficacité préventive et
doit étre arrétée en début de pommaison des lagaaes limiter les risques de résidus de
pesticides. De plus, des souches résistantes agicides sont apparues (Browhal. 2004 ;
Crute 1987) et le nombre de matiéres actives adtesi a diminué depuis quelques années
sous linfluence des pouvoirs publics (ex : Gremelk I'environnement avec le plan Ecophyto
2018). La méthode de lutte privilégiée est dondutte génétique, associée a des mesures
prophylactiques. Cependant, la lutte génétiqueadeégent montré des limites. Ainsi, depuis
50 ans en Europe, la sélection de laitues résedaest heurtée a une adaptation remarquable
du Bremiaqui lui a permis de contourner les genes de g&sist introduits dans les variétés
cultivées de laitue. La majorité de ces genes sistedice répond a la théorie gene pour gene
(Flor 1956).

A I'neure actuelle, les connaissancesBulactucaesont insuffisantes pour identifier
les mécanismes impliqués dans le contournemerd désistance et donc prédire I'évolution
des virulences. Ainsi, I'objectif de la these estpgorter des informations nouvelles sur les
stratégies évolutives utilisées pBr lactucaepour contourner les genes de résistance de la
plante héte, en vue d’améliorer la durabilité désistances. Pour ce faire, j'ai étudié la
diversité génétique des populationsBlemiadans les principaux bassins de production de
laitue en France. Cette étude a nécessité le qipaioent de marqueurs moléculaires neutres.
J'ai également initié une analyse de la dynamiojwduéive d’effecteurs candidatiu Bremia
dans des populations pathogénes soumises auxgmesi sélection des variétés de laitue
résistantes.

Ces études devraient permettre d’appréhender lenfett évolutif du Bremia,
d’'observer I'impact de [l'utilisation de génes maguwle résistance sur I'évolution des
populations pathogénes et de documenter les tlsésuiel’évolution des agents pathogenes

des agro-écosystemes.
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2. Les parasites : cas des agents phytopathogénespgieoet
structure genétique des populations.

Un parasite est défini comme un organisme, intimgnassocié a son héte, qui va
diminuer la valeur sélective (« fitness ») de lidbut en augmentant sa propre « fitness ».
Les parasites représentent une part significativdadbiodiversité décrite (De Meels et
Renaud 2002). Les estimations de I'importance dessfias varient de 50% (Tim et Clauson
1988) a 70% (Price 1980) des espéeces existantesi Res espéces connues, 30% des ~2
millions d’espéces eucaryotes seraient des pasd&ie Meels et Renaud 2002). L'impact du
parasitisme sur les écosystemes et la société hanesit tres important d’un point de vue
evolutif, médical, agronomique et économique. Pdesi parasites, I'évolution rapide des
agents phytopathogénes dans les agro-écosystémes esout majeur pour étudier les
interactions hotes-parasites afin de limiter legat® mais aussi de comprendre les
mécanismes impliqués dans I'émergence des paragitésvolution des interactions hotes-
parasites.

Dans un premier temps, nous développerons legdiff& mécanismes impliqués dans
I'’émergence des agents pathogénes. Dans une segaride nous présenterons les principes
de la génétique des populations. Enfin, nous exposd’influence des traits d’histoire de vie

des agents pathogénes et de leur hote sur lawstugtnétique des populations pathogenes.

2.1. Emergence des agents pathogenes dans les agro-¢sigsnes

Contrairement aux interactions plantes-pathogérass des écosystéemes naturels,
I'agriculture et la domestication des especes stadgents pathogénes associés sont apparues
seulement récemment, principalement dans les 1@@00ieres années (Balter 2007). Le
développement de I'agriculture et les changements & pratiques culturales ont conduit,
simultanément, a I'émergence de nouveaux agentsogabes et a des changements
significatifs dans les populations pathogenes psémxt sur les especes sauvages ancestrales
des especes cultivées

Cette émergence de nouveaux agents pathogénes spewdgnir par spéciation

sympatriqué ou allopatriqué La spéciation sympatrique représente la diverge@gmétique

Spéciation sympatriguel.a formation de deux ou plusieurs espéces déscees d’une seule espéce ancestrale,
toutes occupant la méme zone géographique.

“Spéciation allopatriqueLa formation de deux ou plusieurs espéces dearees d’'une seule espéce ancestrale
en adéquation avec l'isolement géographique des-gopulations.

11



de populations localisées dans la méme région gpbgue alors que la spéciation
allopatrique se produit entre des populations gagguement séparées (Mayr 1982).

La spéciation sympatrique n’est possible que sdkction maintient la séparation
entre ces populations et cette séparation sera enamtsi les hybrides entre les deux
populations présentent une fitness plus faible sedescendants de chaque population
(Stukenbrock et McDonald 2008).

La spéciation allopatrique peut résulter de l'idtrotion de nouvelles cultures ou
d’agents pathogenes dans un environnement diffedmtleur zone d’origine. Ces
introductions engendrent de nouvelles interactiodtes-pathogenes pouvant conduire a une
spéciation. La présence d’'un nouvel agent pathodans une population d’héte « naif », non

adaptée a cet agent infectieux, peut causer desspEronomiques treés importantes.
Stukenbrock et McDonald (2008) ont défini quatréngipaux scénarios pouvant
conduire a I'’émergence d’'agents pathogenes, pardasdeux types de spéciation évoqués

ci-dessus, ce sont :

- Le suivi d’hote ou « Host-tracking»*

Les auteurs nomment ce scénario « host-tracking »apalogie avec un processus
similaire a la coévolution se produisant sur umgylee période dans des écosystemes naturels.
Sous ce scénario, I'héte et le pathogéne coévoljpemiant le processus de la domestication
de I'h6te et le développement de la spécificitéurale de I’h6te comme le cycle de culture,
la biologie de la plante (une culture de laitueasdifférente d’'une culture de riz et évolue
dans le temps avec I'acquisition de nouvelles cizsaaces pour améliorer le rendement, par
exemple). Dans ce cas, le centre d’origine de tiagathogene devrait correspondre au centre
d’origine de I'h6te. Plusieurs exemples de « doroason » de I'agent pathogene, a travers
une coévolution en « Host-tracking », existent darigtérature notamment dans le cas de la
pyriculariose du riz (Coucht al. 2005), de I'agent du mildiou de la pomme de Tdass les
Andes (Gomez-Alpizaret al. 2007 ; Spooneet al. 2005) ou de la tavelure du pommier
(Gladieuxet al.2010).

'Suivi d’héte :la coévolution d’un pathogéne avec son hote. &iai &'hote, le pathogéne peut étre plus jeune
gue I'hdte contrairement a la cospéciation ou Iragmthogene et I'hdte ont divergé simultanément.
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- Le changement d’h6te et le saut d’hbte

Un nouvel agent pathogéne peut émerger aprés éidapgaun nouvel héte, consécutif
a un changement ou un saut d’héte. Dans le casaliiangement d’hote, I’hote alternatif est
étroitement lié a I'héte originel alors qu'un sadth6te impliqgue un nouvel hote
phylogénétiquement distant de I'hdte originel. Soegprocessus, le centre d’origine de I'hote
ne correspond pas nécessairement a 'origine ggbignae de I'agent pathogene.

Un agent pathogene émergeant peut provenir smiegopulation d’'un hbte sauvage
soit d’'une autre espece cultivée. Ainsi, les plarsguvages se développant pres des cultures
peuvent étre des sources de nouveaux agents padsogémme ce fut probablement le cas
pour la maladie des taches brunes de [Iordgghy(ichosporium secalisprovenant
vraisemblablement d’'un changement d’héte du parasiite a I'introduction de I'orge dans le
nord de I'Europe (Zaffaranet al. 2008). Le transport de plantes infectées verzdees non
affectées (naives) par le parasite et la mise aceptle nouvelles cultures dans des zones
sauvages augmentent également la probabilité dmetgence de nouveaux agents
pathogenes. Par exemple, la maladie de Moko sbafeane (genrdlusg, causée par la
bactérieRalstonia solanacearunqui a évolué sur des especesialiconia en Amérique
centrale, est devenue endémique dans certaineésspadét I’Australie aprés son introduction a
travers I'importation de fruits et de plants de basa(Andersoet al. 2004 ; Woods 1984).

- Le transfert horizontal de géne (THG)

Le THG est I'échange de génes spécifigues ou dmngggénomiques entre des
especes qui sont normalement reproductivement eisol&ous ce processus, un agent
pathogene avirulent ou peu agressif peut deveniterit ou plus agressif grace a I'acquisition
de génes, d'une autre espece, impliqués dans leopopathogene. L'implication de ce
mécanisme dans l'adaptation des bactéries est besezonnue (de la Criet al. 2000) alors
gue pour les eucaryotes, I'importance de ces teaissfle génes est plus discutée (Andersson
et al. 2005 ; Keelinget al. 2008 ; Kidwell 1993). Plusieurs cas de THG ont &1 méme été
décrits chez les champignons et, selon plusieursuejt le THG serait un important
meécanisme pour I'évolution des champignons (San2iegd$é ; Van der Does and Rep 2007).
Par exemple, Frieseet al. (2006) ont proposé gueyronephoratritici-repentis (agent de
I'helminthosporiose du blé) ait récemment acquisindautre champignorStagonospora
nodorum(agent pathogene du blé), un gene impliqué dapsoduction de toxine conférant

la virulence vis-a-vis du géne de reésistaiisalchez le blé. Ce transfert de géne serait la
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cause de I'émergence rapideRlgritici-repentisdans les cultures de blé dans le monde entier
(Friesenret al. 2006).

- L’hybridation
L’hybridation entre souches pathogéenes est un m&manimpliquant I'intégralité du

génome et peut conduire a des changements daosnlere de chromosomes, a des niveaux
différents de ploidie ou a des réarrangements giepuas (Schardét al. 2003). L’hybridation

peut créer des lignées avec des propriétés trésatifes des parents. Elle peut permettre
I'acquisition de nouvelles virulences mais ausacduisition d’'une plus grande agressivité
envers I'h6te d’origine. Un hybride pourrait aindinerger et se développer sur I'héte
d’origine mais aussi sur un nouvel hote. Ce typepténoméne a été démontré pour
Phythopthora alnissp. alniqui résulterait de I'hybridation de deux sous-eggedeP. alni

spp. entrainant 'augmentation de I'agressivité de lrggeathogene sur I'aulne et favorisant

son émergence (loat al. 2006).

Ces quatre processus qui contribuent a I'émergdeceouveaux agents pathogénes
sont facilités par différents facteurs environneragrt Les changements environnementaux
anthropogéniques tels que les introductions, lebnigues agricoles et la perturbation de
I'habitat sont des catalyseurs importants dans di@®nce des agents pathogénes. Les
introductions seraient le principal moteur de I'égemce des agents phytopathogenes
(Anderson et al. 2004). Ces introductions proviennent d'un commermgernational
important couplé avec des moyens de détection ssylemes de quarantaine peu efficaces.
D’autres facteurs environnementaux comme le chaegentlimatique global ou les
changements dans les pratiques agricoles (inteasdn, globalisation) peuvent aussi avoir
des effets sur I'émergence des agents phytopateegéPar exemple, le changement
climatique global pourrait changer la distributiehl’abondance des vecteurs d’'une maladie
(Andersonet al. 2004) ou modifier directement (positivement ouat&gment) les conditions
environnementales favorables a un agent pathogene.

Les agro-écosystéemes sont généralement caract@aseésne densité importante et
l'uniformité génétique des peuplements végétauxgtefas qui peuvent faciliter la
transmission de l'agent pathogene entre les planfestées et non infectées et créer un
environnement plus propice a la spécialisatiorhaté en comparaison avec les écosystemes
naturels (Stukenbrock et McDonald 2008). En effehiformité de I'environnement agricole

caractérisé par le labour, lirrigation, la fesdition, est moins soumis aux fluctuations
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environnementales qui peuvent conduire a la réduncte la taille des populations pathogénes
ou méme a des épisodes d’extinction. Ainsi, desemsyde lutte peuvent étre élaborés pour
limiter les maladies émergentes notamment par laenen place d'une plus grande
hétérogénéité dans les systemes agricoles, ungoroteomplexifiée des cultures et des
systémes de surveillance des maladies améliorés.

Par ailleurs, la connaissance des différents fasigémeétiques, biologiques et évolutifs
impliqués dans les interactions entre I'hGte et agent pathogene est primordiale pour
pouvoir limiter 'impact des maladies sur les cudtst A cause de leur petite taille, leur
localisation dans I'hote et leur biologie, les dagepathogénes sont généralement difficiles a
étudier et I'étude directe des populations estquesmpossible (De Mee(st al. 2007).
Ainsi, l'écologie, les modes et stratégies de rdpotion ou la dispersion, peuvent
principalement étre évalués par des méthodes oids€De Meelst al. 2002 ; Slatkin 1985)
utilisant des marqueurs génétiques polymorphepoaistulat de base est que la distribution de
la variabilité génétique doit refléter les pararagtécologiques des populations pathogenes.
Ainsi, depuis le début du 20 siécle, des études ont été entreprises pour comfgrda
relation entre la variabilité génétique et la bgiodes organismes, donnant naissance a une

discipline appelée la génétique des populations.

2.2.Principes et bases de la génétique des populations

La génétique des populations est née dans lesadf86 a la suite de la redécouverte
des travaux de Mendel du début du vingtieme siéaebut de la génétique des populations
est de formaliser I'évolution des fréquences allédis et génotypiques au sein d’une
population ou d’'un ensemble de populations interddaetes, en fonction de différentes
forces évolutives et sous l'effet des réegimes geaduction (Olivieri 2009).

La population peut étre définie comme un ensemlitalididus dont on pense qu'il
fonctionne comme une unité du point de vue évoaitécologique (Roughgarden 1979).

Apres une présentation du modeéle général de Hareiyherg, nous présenterons les
forces évolutives conduisant a la déviation de aaéte puis les indices construits pour

étudier la structure des populations.
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2.2.1. Le modeéle Hardy-Weinber@HW)

Les premieres formalisations autour de la génétgee populations ont commenceé
avec le modéle de Hardy-Weinberg (1908). Hardy 81.90n mathématicien britannique, et
Weinberg (1908), un physicien allemand, ont déiadependamment ce modéle la méme
année. Ce modele est la base théorique pour larpldes analyses en génétique des
populations. Les hypothéses du modele sont leastas :

- La population étudiée est de taille infinie

- Il n’y a pas de mutation

- Il n’y a pas de migration (la population est é)l

- Il n’y a pas de sélection

- La reproduction est sexuée et il y a panmixie @ggotes sont produits par I'association au

hasard des gamétes).

Sous ces hypothéeses, la structure génétique deslapops reste stable d'une
génération a l'autre. Ce modéle correspond a unlieaquides fréquences génotypiques
attendues dans une descendance en fonction desifices alléliques parentales.

Il est évident qu’en situation naturelle toutes ceaditions sont rarement remplies.
Cependant, ce modele permet d’établir un état fierce. Ainsi, si un écart est constate,
c’est que I'une au moins des conditions n’est pape&ctée. La recherche des conditions non
respectées permet de comprendre I'influence dééreliftes forces évolutives sur la structure
et I'évolution des populations.

2.2.2. Déviation des hypothéses du modéle HW

Dérive génétigue

La dérive génétique décrit le processus par letpsefréquences alléliques changent
d’'une génération a l'autre suite a I'échantilloneay hasard d’individus (zygotes ou gameétes
qui forment des zygotes ou des adultes) qui suntigeur former la génération suivante dans
une population de taille finie. Ce processus canauwine perte de diversité génétique dans la
population. A condition gu’aucune autre force n&sg sur la population, toutes les
populations de taille finie devraient tendre vexdixation d’'un allele a chaque locus. Plus la

population est de petite taille et plus la dérieaegtique a un réle important.
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Mutation

La mutation est la premiére source de variabilééégique ; elle génére directement
des changements dans les séquences des genes ansarde nouveaux alleles dans les
populations. Le taux de mutation varie d’'une espedautre, d’'un locus a l'autre et, sans
doute aussi, d'un individu a I'autre (Bastral. 2007). Ce taux varie également en fonction de
I'environnement ; il est déterminé par l'efficacé@ec laquelle I'information génétique mal
recopiée est réparée. Trois modeles de mutationétérdéfinis, appelés le KAM, le IAM et
le SMM.

Dans le KAM, pour « K allele models », la mutatibansforme aléatoirement un
allele existant en I'une des K alternatives possibAinsi, dans le cas d’'une paire de base, il y
a seulement quatre états alléliques possibles (A& ®u C) ; ainsi, deux individus peuvent
partager le méme allele sans avoir d’ancétre com@iast le phénoméne d’homoplasie

Dans I'lAM, pour «infinite allele model », chaqueutation transforme un alléle
existant en un nouvel allele qui n’est pas déjagmédans la population. Ce modele est tres
utile pour les théories en génétique des populstioar il permet de s’affranchir de
I’'hnomoplasie. En effet, dans ce cas, tous lesadlédentiques proviennent du méme ancétre
commun.

Le SMM, pour « stepwise mutation model » (KimuraOdita 1978), a été développé
pour les loci microsatellites et microsatellitedikDans ce modele, la mutation correspond a
I'addition ou la délétion d’'une seule répétition mhotif répété élémentaire. L’homoplasie est
commune mais la différence dans le nombre de tépétientre deux alléles peut étre utilisée
pour déterminer les liens de parenté.

Cette force évolutive n’est pas tres efficace ear thux de mutation sont souvent
faibles. Cependant, elle reste la base de touiativar génétique et, si elle est associée a la
dérive génétique et a la migration, elle représdémtelef de I'évolution (De Mee(st al.
2007).

Migration
Les populations naturelles sont rarement totalenmmiées les unes des autres et

échangent des propagulesntre elles. Les flux de génes tendent & homogeéndes

'Organes de dispersion et de reproduction
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fréquences alléliques a tous les loci entre les latipns connectées. La migration est une
force évolutive majeure dans I'évolution des popaies.

Au sein d’'une population, la dérive génétique éneda perte de polymorphisme,
tandis que la mutation crée de la diversité génétigLa migration apporte aussi
potentiellement de nouveaux alleles. Un équilibrat @ensi s’établir entre ces trois forces

évolutives.

Sélection

La sélection est une force évolutive majeure. ket affecter tres fortement les
fréquences alléliques et génotypiques. Cependdlet,va affecter seulement certains loci
sélectionnés. Il existe difféerents types de sé@eacthaturelle, selon la relation entre le
phénotype et la valeur sélective. La valeur sélectist définie sur un cycle de zygote a
zygote (Gillepsie 1998) ou d’adulte a adulte (Ret904). Un individu sera sélectivement
avantagé s'il porte un caractere présentant ung@tiar lui procurant une plus grande
longévité (lui permettant notamment d’atteindregyé&de la reproduction) ou une plus grande
capacité de reproduction. La valeur sélective spwad donc a la capacité d’'un individu a
transmettre ses propres alléles a la générativarsia.

La sélection naturelle ne crée pas de variabili@snmopere un «tri» parmi la
variabilité existante. Cette sélection naturelletgdre de différentes formes.

- La sélection est stabilisantersque les individus présentant un phénotype moye
possedent la plus grande valeur sélective. Danagda distribution des phénotypes au cours
des générations reste stable.

- La sélection est directionnelt® le méme phénotype est toujours favorisé. Ausou
des générations, le caractére avec une plus gralder sélective sera sélectionné. Un des
plus célebres exemples de sélection directionnedie celui de la phaléne du bouleau
(Kettlewell 1955), sélectionnée pour sa couleufa@ittion de I'environnement (claire dans
les milieux non pollués pour se fondre avec I'éeoctaire du bouleau ou foncée dans les
milieux pollués la ou I'écorce du bouleau s’esasisrie).

- La sélection est disruptiviersque les individus présentant des phénotypaérars
possédent les plus grandes valeurs sélectives. d\uscdes générations, deux sous-
populations vont se différencier a partir de cesnatlypes extrémes.
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Figure 1.1 : Schémasation del’action des trois forces de <=ction stabilisante,
directionnelle et disrotive) suila valeur d’un trait sélectionné.
Chaque couleur représes un trait sélectionné et sa fréquence dans faufadion.

Panmixie

La panmixie n'est ps leprocessus le plus fréquedans les poulations naturelle:
Plusieurs mécanismegeuvert affecter la maniere dont les gameétes ve rencontrer comrn
dans le cas d’organismes :production asexuée ou d'organismes aumes. Ces modes
reproduction vont affectda distributiondes locidans les populationdifféremment de |
panmixie. Dans le cas de wtogamie, I'hétérozygotie observée serus faible que cell
attendie sous I'hypothése ( panmixie alors queans le cas de la repluction asexuée, ¢
synergieavec la dérive géngue et la mutation, I'hétérozygotie obsensera plus importan

que I'hétérozygotie attendu tous les lociBalloux et al. 2003 ; deMeelset al. 2007).

Les déviations du ndéle Hardy\Weinberg sont communes d; les populations
vont modifierla compositior génétiquede la population. Ainsi, les théiciensen génétique
des populations ont déveloé des indices pour mesurer ces dévial du modeéle et pol

comparer lepopulations ene elles.

2.2.3. Structure despopulation:

La pluart des popuations ne sonpas distribuées de facon rmogen, elles sont
subdivisées en soympulatons de petits tailles. Ainsi, en 1951Wright a construit |

modele en iles (the infinitisland mode. Dans ce modele, la populatiest composée d’ut
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infinité de sous-populations de taille finie idepte. A partir de ce modéle, trois indices sont
définis (-statistiqué (Wright 1965):

- le Rs, indice de fixation locale aussi nommé indice desemguinité,mesure la
consanguinité des individus résultant de la fusiom aléatoire des gametes dans chaque
sous-populatiorCet indice permet de mesurer la déviation a la jpaerd’'une population. Si
les gametes ne fusionnent pas aléatoirement, aorEs correspond a la proportion
d’hétérozygotes qui sont perdus ou gagnes et ddement redistribués comme
homozygotes. Wright a démontré que la valeur guebt égal a zéro sous I'hypothese de
panmixie, alors gu’une valeur négative correspondnaexces d’hétérozygotes et qu’une
valeur positive correspond a un déficit.

- Le Fgsr reflete la consanguinité résultant de la subdivigie la population en sous-
populations de taille limitée sans échange librendgrants. C’est donc une mesure de l'effet
Wahlund (1928) accompagné par une mesure de la différimcigénétique entre les sous-
populations. Le §&r varie entre les valeurs extrémes zéro et un; g de 0 signifie
que I'empreinte génétique entre les individus esependante de la sous-population dans
laquelle ils se trouvent (pas de différenciatiomé@iéue) ; un Er de 1 signifie que tous les
individus d’'une sous-population sont identiquessmiiferent des individus des autres sous-
populations.

- Le Fir correspond a la consanguinité des individus dapspulation totale.

D’autres modeles, alternatifs aux modéles en @esggalement été développés pour
étudier la structure génétique des populationslesamhypothéses du modéle HW sont trés
fortes et peuvent amener a des estimations biatkEemdices selon les populations étudiées
et le but de I'étude, notamment pour I'étude dmigration. Ainsi, certains modéles integrent
des distances géographiques comme les modélesedisot par la distance (Leblog al.
2004 ; Malécot 1950 ; Rousset 2000), les modélgsogelation en treillis (Kimura 1953) et
les modéles de méta-populations (Cowtedl. 1985 ; Gill 1978) qui tiennent aussi compte de

la dynamique des populations (extinction-recoldiosa taille des populations...).

'Effet Wahlund : Déficit relatif en hétérozygotes papport & la valeur théorique attendue sous ilége de
Hardy-Weinberg, quand la population observée, d#mée dans son ensemble, est en réalité divisGewmn
populations entre lesquelles existe une divergdesdréquences alléliques.
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2.3. Histoires de vie des agents pathogéenes et des lsbte

Il existe une grande diversité d’histoires de \rar(smissions de I'agent pathogéene,
stratégies et traits d’histoire de vie, structuspatiales) chez les especes pathogénes et leurs
hétes qui vont influencer la variabilité génétiqgtda dynamique des populations pathogenes
(Barrettet al.2008a).

2.3.1. La spécificité d’hote

Des especes sont opportunistes ou peuvent attgdusieurs hbtes (ex Botrytis
cinereg alors que d’autres sont spécialisées a un hdtmtbphes (ex Bremia lactucag La
démographie et la dynamique évolutive des espethegines sur une large gamme d’hétes
sont généralement différentes de celles des apgattiegénes inféodés a un seul hote.

Par exemple, les spécialistes seront vraisemblaiepius adaptés localement a leurs
hétes que les généralistes (Lajeunesse 2002).dndirec les spécialistes obligatoires seront
théoriquement soumis plus souvent a des eévénemdmistinctions locales et de
recolonisation que les généralistes, surtout dasspdeulations hétes sauvages, petites et
fragmentées (Thrakt al. 2001). Ainsi, dans des populations fragmentéate gietites tailles
de parasites spécifiques d’'un héte, la perte dbviersité génétique, sous l'effet de la dérive
génetique, devrait étre favorisée et générer ume fdifférenciation génétique entre les
populations. Cette dynamique épidémique a été wbselans de nombreux pathosystemes
dont I'agent pathogene de la rouille du lelampsora lini(Barrettet al. 2008b).

A l'inverse, les généralistes et les parasites fatitd sont moins soumis a des niveaux
extrémes de stochasticité d’extinctions-recolorosat des populations. Ainsi, la variabilité
génétique au sein de ces populations sera supgripar comparaison avec le modéle
précédent (Barrettt al. 2008a). Par exemple, I'agent de la septorioseléivigcosphaerella
graminicola peut survivre de fagon saprophytique sur les délde plantes entre les
épidémies. Les populations sont génétiqguementestadnll cours du temps et des études a
I'échelle mondiale montrent une tres faible diffémiation génétique entre les populations

(Zhanet al. 2003), maintenue également par la migration.
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2.3.2. Mode de reproduction

Le mode de reproduction est un trait complexe @fliete I'interaction entre les
facteurs environnementaux, génétiques et démograesi(Heitman 2006). La reproduction
sexuée est relativement commune (Charlesweadrei. 1989) mais de nombreux parasites sont
clonaux ou soumis a une forte consanguinité ; ecBntains parasites déploient a la fois une
reproduction clonale et une reproduction sexuéd tiomportance respective varie dans le
temps et I'espace (Barredt al. 2008a). Des échanges horizontaux sont égalemesibbes.

En général, les populations sous régime de reptiausexuée montrent des niveaux de
diversité génotypique plus importants que les pafpais strictement asexuées (Ballabal.
2003, Halketet al. 2005). Par exemple, Delmotteal. (2002) ont montré que les populations
sexuées du pucerdrhopalosiphum padprésentaient une plus grande diversité génotgpiqu
et génique que les populations asexuées de ce rpéoskon. Barretet al. (2008b) ont
montré le méme impact de la reproduction sur lactiire de I'agent pathogei lini.

La prévalence de la maladie peut aussi fortemehieincer la reproduction et par
conséquent la structure de la population. Par exanijplgent de la malaria présente une
phase sexuée obligatoire qui se produit dans lestitue (vecteur) avant la transmission.
Dans les régions ou lincidence de la maladie estef la diversité génotypique des
populations est importante et il y a une faibldé&lénciation génétique entre les populations.
Dans ces zones, une fréquence élevée de la mahaitigie que le vecteur est fréquemment
infecté par plusieurs génotypes pouvant recomlaimant la transmission. Par contre, dans les
régions ou la maladie est peu fréquente, les gasasint une plus faible probabilité de
rencontrer plusieurs génotypes dans le vecteusiAmtaux de consanguinité sera plus éleve,
la diversité génotypique plus faible et la diffésition génétique entre les populations plus
grande.

2.3.3. Transmission et dispersion

La connaissance des modes de transmission etplrsln des agents pathogenes est
primordiale pour interpréter les patrons de ditérgenétique observés dans les populations.
La transmission du parasite entre les hotes pesitvétticale, I'agent pathogene étant
transmis aux descendants sans étape de dispefsianécanisme de dispersion a été montré
chez de nombreux champignons mais également clseaomeycetes du genfdbugo (Ploch
et al. 2011). Dans un systeme de transmission vertitedehotes sont infectés plus tot dans

leur développement et la densité de parasites ilétra plus importante (Gandon 2004), ce
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qui permettrait un maintien de la variabilité gémét dans les populations (Barrett al.
2008a).

Cependant la transmission est le plus souvent ¢raiake avec différents mécanismes
comme le contact direct (ex : une feuille infedtéechant une feuille saine), la transmission
par vecteur (ex : un insecte) ou la dispersioreaés.

Dans un systeme de transmission horizontale, leendsl dispersion a un impact
majeur sur la structure génétique des populatitres études théoriques indiquent que
'adaptation locale est plus importante quand lrdgpathogéne migre plus que son hote
(Gandon 1996 ; Thompson 1999 ; Thetllal. 2002).

Dans le cas d’'une transmission par un vecteurtrizctsre génétique de I'agent
pathogene dépendra de la capacité du vecteur @miRar exemple, la forte structure spatiale
au niveau local observée chez le parasite respansgabla maladie du charbon des antheres
du compagnon blandicrobotryum violaceurrSilene latifolig est associée a une dispersion
locale de I'insecte vecteur (Giraud 2004).

Les patrons de dispersion pour les especes avedigpersion aérienne dépendent des
conditions environnementales. La dispersion aéeeanlongue distance peut se faire a
I'échelle des continents pour certaines espécesaiBet al. 2002). Cependant, la dispersion
ne sera efficace que s'il y a des hétes sensilales & nouveau site. Ainsi, des évenements de
dispersion a longue distance sont plus efficaces pges espéces généralistes ou parasitant
des hétes trés répandues. Les dispersions a |afigia@ce sont également dues a ’lhomme,
par exemple par le transport de plantes infect€es. évenements de dispersion a longue
distance peuvent engendrer des effets fondatelast-adire I'établissement d’'une partie
infime de la population d’origine, soumis a unetéodérive génétique, qui persistera encore
plus longtemps dans le cas d’organismes clond@cdinia striiformis f. sp. titici,
Phytophthora infestans Ces populations issues d’'une dispersion a lordisi&ance auront
théoriguement une diversité génétique plus faibkelgs populations d’origine.

Ainsi, les parasites montrant un taux importantrdgration devraient avoir une plus
grande diversité génétique que ceux avec une dispelimitée car le flux de génes tend a
contrecarrer 'effet de la dérive génétique et mrad@ner ’lhomogénéisation des populations
adjacentes. Cependant, les résultats théoriqudessaffets de la coévolution indiquent que la
dispersion fréquente parmi les populations ne téqads toujours en une homogénéisation de

la population.
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2.3.4. Cycles de vie complexes et épidémiologie

Les especes parasites vont présenter differente®gies d’infection et histoires de
vie qui vont influencer la fitness de I'héte etdaucture des populations du parasite. Les
organismes parasites peuvent effectuer leur cyelers seul héte ou alterner le parasitisme et
des phases libres ; certaines espéces présenismyss phases sur différentes especes hotes.

Pour les espéeces parasites obligatoires avec déssayultiples, la sélection exercée
par les hotes sur les différents génotypes va wvaadon I'hdte. |l est donc attendu un
maintien du polymorphisme génétique en raison dsélaction disruptive ou fluctuante
favorisant différents alleles dans les différentseb@bligatoires (Gowaest al. 2004).

La disponibilité d’hotes alternatifs peut favorides croisements et la transmission
(Rauchet al. 2005). Elle pourrait ainsi augmenter la stabitigéla population et donc réduire
la sévérité des effets fondateurs, entrainant imendtion de la dérive génétique et générant
ainsi une importante variabilité génétique chezlgmnismes a cycle complexe (Baredtal.
2008a).

Les traits de l'agent pathogéne sous sélection \@galement varier selon les
différentes étapes du cycle épidémiologique. Pentdatransmission et I'établissement, la
sélection sera plus forte pour la capacité a remeoson hoéte et infecter une large gamme
d’hétes. Pendant la croissance exponentielle g@palation, la reproduction peut devenir le
facteur sélectionné. Ensuite, quand la populatiécrait, la sélection pourrait favoriser les
traits impliqués dans la survie en hors saisondBurl992). Les variations dans l'intensité de
la sélection, durant le cycle épidémiologique, vorftuencer la diversité génétique et la
structure des populations des agents pathogénd'efiigr d'une sélection diversifiante, de la
compétition et de la dérive génétique (Bare¢tal. 2008a).

Les traits d’histoire de vie des parasites ont doamémpact important sur la structure
génétique des populations pathogénes. L'étude i@dts ©’histoire de vie de I'hGte est
également essentielle pour interpréter la strugarestique d’'un agent pathogene. En effet, la
dépendance des organismes parasites a leurs hatesimm survie a long terme fait de la
taille, la structure et la distribution des popuas d’héte, des facteurs importants
influencant la structure génétique des populatotes pathogenes. Les hétes représentent des
ressources dynamiques qui varient dans le temfssptaice et exhibent différents niveaux et
types de résistance. lls different aussi dans leaits d’histoire de vie comme la longévite, la

reproduction, la phénologie, qui vont influencediamamique des populations parasites. Il est
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donc primordial de comprendre comment cette hééiréitg affecte la structure génétique et
les trajectoires évolutives des populations paasit

2.3.5. Structure spatiale des populations d’hote

L’'impact de la structure spatiale de I'héte sulecele 'agent pathogene va dépendre
du degré de dépendance du parasite a I'hote. Gémamat, 'augmentation de I'isolement
parmi la population hoéte devrait réduire la valigbigénétigue dans les populations parasites
et favoriser une plus grande différenciation etgsepopulations. Ces subdivisions vont aussi
augmenter la vulnérabilité des populations a lahssticité environnementale et favoriser des
evenements d’extinctions et recolonisations loc@esrettet al. 2008a).

La taille de la population et le degré de subdbrisseront différents entre les parasites
présents sur des espéces cultivées et ceux treuvdes hbtes sauvages. En agriculture, les
cultures sont souvent de larges étendues généteapieomiformes. Ainsi, les ressources
disponibles sont grandes pour I'agent pathogeneet permettre une augmentation de la
taille efficace des populations pathogénes. Au raing, les populations sauvages sont
souvent des populations de petite taille et isol€este distribution diminue le flux de génes
entre les populations pathogenes et augmente laedgénétique. Ainsi, la différenciation
génétique sera plus importante pour des agentsgmatihe d’espéces sauvages que pour des

especes parasites de plantes cultivées.

2.3.6. Longévité et phénologie de I'hbte

Si les h6tes ont une courte durée de vie, les agmthogénes seront soumis a plus
d’évenements d’extinction-recolonisation. A l'inger si les hodtes sont des organismes
pérennes, les populations pathogénes seront paldest Les variations temporelles de
certains traits vont aussi avoir un impact suritiémiologie de la maladie. Par exemple, la
disponibilité en feuille impliqgue que les agentshogénes foliaires d’arbres auront le méme
type de dynamique que les parasites d’hdtes nanpés (Moppeet al. 2000 ; Rosliret al.
2007 ;Van Putten 2007).

Ainsi, la longévité de I'h6te et sa disponibilitBeatent le temps de disposition de la
ressource pour le parasite et, par conséquenttetfitela taille des populations, I'adaptation
aux conditions locales et les flux de génes eesgbpulations (Barrett al. 2008a).
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2.3.7. Résistance de I'n6te

Les mécanismes de résistance des hoétes sont wers @i vont avoir un impact tres
important sur la variabilité génétique des popafai pathogénes. La sélection par I'héte est
probablement la force évolutive majeure influendanstructure des agents pathogénes (Mc
Donald et al. 2002). Les résistances quantitatives auront uet efifférent des résistances
qualitatives sur la variabilité génétique des pteas Les résistances qualitatives peuvent
entrainer une dynamique particuliére, les cyclaamés « Boom and Bust » (Johnson, 1992 ;
Mc Donaldet al. 2002), surtout dans les agro-écosystémes. Damajlarité de ces cas, un
seul gene de résistance est largement distribuareuzone géographique importante du fait
de son efficacité contre un agent pathogene. Ulte hemogénéité des populations hotes
exerce alors une forte pression de sélection eai@stune augmentation de la fréquence des

souches virulentes.

3. Adaptation de I'agent pathogene a la résistancel’tiéte

Comme nous l'avons vu précédemment, la sélectiori’lpate est la force évolutive
majeure dans les interactions hotes-parasites. #itadans la nature et I'agriculture, les
parasites limitent la croissance de I'hGte, alterson développement et réduisent la
production des graines. Cette importante press@ésédlection des parasites sur la plante, et
réciproguement des plantes sur les parasites, doadai coévolution des génes impliqués
dans ces interactions. Les fréquences géniquesutiengspéece vont déterminer la fitness des
génotypes de l'autre espece, favorisant ainsi umersité dans les défenses de I'héte et
« 'armement » des parasites. Ainsi, la comprélengies mécanismes impliqués dans
I’évolution de la virulence et de la résistancenglfiadaptation des populations pathogénes
aux résistances de I'héte, est primordiale pour @sep des stratégies d’amélioration de la

durabilité des résistances.

Le concept de relation géne-pour-gene (Flor 1956¢ranis de formaliser les bases
génetiques de linteraction hoéte-parasite et, aid®btenir des avancées rapides dans la
compréhension des interactions hote-pathogeneludelps principes généraux qui émergent
du systeme gene-pour-géne sont applicables a wma gx@ambre d’autres types d’interactions
hétes-parasites (Browet al. 2011) et ont permis d’élaborer des modéles deatoten des
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interactions et de I'adaptation des populationhiggdnes aux populations des plantes hétes
dans les agro-écosystemes.

3.1.Le modele géne-pour-gene

Biffen (1905) a mis en évidence que la résistancebldua la rouille Puccinia
striiformis était déterminée par un seul géne dominant. Fkir le premier & avoir
conceptualisé la relation gene-pour-géne (GFG) dmopselle une interaction incompatible,
correspondant en général a un phénotype de résastasulte de la présence simultanée d’un
gene de résistance chez la plante héte et d’'un gémegrulence associé chez l'agent
pathogene (Flor 1956; Tableau 1.1). Dans notre ¢éhgnsion actuelle du modele GFG, les
agents pathogénes produisent des molécules effextlies produits des génes d’avirulence)
qui sont reconnues par des récepteurs speécifiqueduits des genes de résistance) dans la
plante. Quand une cellule de la plante reconna@é ommlécule effectrice, une réaction
d’hypersensibilité est déclenchée ; cette réadaiiive la mort cellulaire de la cellule infectée
et donc de I'agent pathogene (sauf dans le cagudtgthogéne nécrotrophe).

Tableau I.1: La relation géne-pour-géne dans le cas d’un tagatihogéne diploide
(d’aprés Flor 1971).

Plante
Rr ou RR rr
AA ou Aa | C
Agent pathogene
aa C C

| : interaction incompatible (en général, phénotyie résistance), C : interaction compatible ; A/a:
couple d'alléles du géne d’avirulence de 'agenthmayéne ; R/r : couple d’alléle du géne de résistan
de la plante héte. Les alléles A et R sont domseegpectivement sur les alléles a et r.
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3.2. Mécanismes de reconnaissance héte-agent pathogene

3.2.1 Le modeéle « Zig-Zag-Zigp

Les maladies des plantes limitent la production aégires mais les mécanismes de
défense constitutifs et induits rendent la plupag plantes non-hétes. Les maladies sont donc
plus une exception qu’une régle. La connaissansenti&canismes moléculaires impliqués
dans la résistance devrait rendre possible le dppement de nouvelles stratégies de
protection des cultures, basées sur les interfésede la compatibilité pour prévenir les
maladies.

Tous les types d'agents pathogénes (bactéries, todes virus, oomycetes,
champignons) sécretent des facteurs de virulente ldecellule de la plante. Deux voies dans
la résistance innée de la plante ont été idensifééee jour (Jones et Dangl 2006).

La premiére voie passe par une reconnaissance,e geicdes récepteurs
transmembranaires (PRRs : Pattern Recognition Rmsgptde molécules membranaires
associées aux agents pathogénes (PAMPs ou MAMB®oden ou Microbial-Associated
Molecular Patterns).

La seconde voie se déroule a l'intérieur de lautmllpar I'intermédiaire des protéines
polymorphes NB-LRR codées par la majorité des gélmesésistance. Ces protéines sont
composées de domaine de fixation nucléotidique (MBcleotide binding) et de domaine
riche en leucine (LRR : Leucine Rich Repeat). LBscteurs des différents types d’agents
pathogenes sont reconnus par les protéines NB-LIRRtiwent les réponses de défense de la
plante.

L'immunité innée des plantes peut ainsi étre pri&senomme un modéle en zig-zag-
Zig en quatre phases (Jones et Dangl 2006) sclegreatilans la figure 1.2.

Dans la premiere phase, les PAMPs (ou MAMPSs) séescbu déployées a la surface
des microorganismes sont reconnues par les PRR$e @xonnaissance engendre le
déclenchement d’'une immunité associée (PTI : PANggered immunity) qui peut arréter la
colonisation de l'agent pathogene. L'immunitée assamux PAMPs constitue donc la
premiere ligne de défense de la plante. Les PAMRGteurs microbiens conservés, sont
typiguement des composés essentiels pour les agatkogenes comme la flagelline
bactérienne ou la chitine fongique. La PTI est gé@leénent efficace contre les agents

pathogenes et correspond a la résistance nommeatten
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Figure |.2: Schématisation du modeéle « Zig-Zag-Zig ». Extde Jones et Dangl

(2006).Dans la premiére phase, la plante détecte les mtdécmembranaires associées aux agents
pathogénes (PAMPS, losanges rouges) grace a deptaias transmembranaires (PPR, non présentés
sur le schéma) déclenchant la PTI ('immunité agsmc Dans la deuxieme phase, I'agent pathogéne
sécrete des effecteurs (ronds noirs et rouges) rsuppt la PTI, correspondant a la phase ETS
(Effector-Triggered Susceptibility). La phase ETI (effector-triggered immunity), est déclenchée p

la reconnaissance d’un effecteur (rond rouge) pes grotéines NB-LRR (R). L’ETI peut passer le seull
d’induction de la réponse d’hypersensibilité (HRyne pointillée supérieure). Les phases suivantes
correspondent a la coévolution des interactionse fpleut entrainer la sélection d’agents pathogénes
qui ne possédent pas I'effecteur rouge (perdu etsgde nouveaux effecteurs) permettant de supprimer
FETI puis la sélection de nouvelles protéines NBR. reconnaissant les nouveaux effecteurs et
déclenchant 'ETI.

Dans la deuxieme phase, les agents pathogenedempabcontourner cette premiere
voie de résistance sécretent des effecteurs caoatribau pouvoir pathogene. Ces effecteurs
agissant a l'intérieur ou a l'extérieur de la celpeuvent supprimer ou manipuler la PTI.
Cette phase nommeée ETS (« Effector-Triggered Stibdép ») représente le premier niveau
auquel la coévolution moléculaire entre I'n6teespérasite intervient (Heet al. 2009).

Dans la troisieme phase, un effecteur donné esifspement reconnu par une des
protéines NB-LRR de la plante héte ce qui va détlen une nouvelle réponse (ETI:
Effector-Triggerd Immunity). L’ETI provoque la résance de la plante, généralement par une
réponse d’hypersensibilité entrainant la mort deddule infectée. La reconnaissance des
effecteurs, alors nommés protéines d’avirulence, Igs protéines de résistance peut étre
indirecte ou directe. Ce mode de reconnaissanceudandn deuxieme niveau de dynamique
coévolutive entre la plante et I'agent pathogeneirfHet al. 2009 ; Jones et Dangl 2006).

Cette dynamique évolutive sera différente de lampgee car les effecteurs des agents
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pathogeénes sont tres variables et peuvent étrerdigples (Doddst al. 2010). L'extréme
diversité des récepteurs intervenant dans I'ETdext effecteurs des agents pathogénes a la
fois entre et au sein des especes est la regle glgr certaines fonctions des PRRs sont
conservées entre des familles de plantes (Detlds2010).

Dans la quatrieme phase, la sélection naturelleldotes agents pathogenes a éviter
la réponse ETI par la perte ou la diversification gene effecteur reconnu, ou par

I'acquisition de nouveaux effecteurs qui vont sumr cette réponse.

3.2.2 |Interactions entre les effecteurs de I'agent patheaet les protéines de

résistance de la plante et impact sur la varigbijénétique

Les protéines NB-LRR impliquées dans I'ETI peuvestonnaitre les effecteurs des
agents pathogenes soit directement par associghigsique ou indirectement a travers une

protéine secondaire intégrée dans un complexeiguaet&dB-LRR (Fig. I. 3).

Figure 1.3: Schématisation des modeéles indirects et dirdgtgeraction entre les
effecteurs pathogenes et les protéines de résesidda plante. Extrait de Dodds et
Rathjen (2010).

a: interaction directe, I'effecteur, en vert, déubhe la réponse de défense de la plante en setfixan
directement a la protéine de résistance (violegnge, jaune et bleu). Modeéle « récepteur-ligant ».
interaction indirecte, I'effecteur modifie une péote auxiliaire (rouge) de la plante qui peut étee
cible de l'effecteur (modele de guarde) ou une gna mimant la cible des effecteurs (modéle du
leurre). La protéine auxiliaire modifiée est recarenpar la protéine de résistance. interaction
indirecte, le modele de I'appat, I'effecteur intgiaavec une protéine auxiliaire qui va facilitea |
reconnaissance directe de I'effecteur par la pnotéile résistance de la plante.

L’interaction directe entre la protéine de résiseaat|'effecteur correspondant réfere

a un modele nommé récepteur-liganc (Fig. 1.3a). Ce type d’interaction directe a été

montré entre la protéine de résistance (Pi-ta)idwet I'effecteur associé (Avr-Pita) de

Magnaporthe grisegJia et al. 2000) mais également chez la rouille du lin pawstles
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effecteurs étudiés (Doddx al. 2006). Ce modele implique que les plantes dispgod@m
grand nombre de protéines de résistance pour pouconnaitre tous les effecteurs d'un
organisme pathogéene. D’ailleurs, dans l'interactoitre Melampsora liniet le lin, une forte
sélection diversifiante sur les protéines effeesiet réceptrices a été mise en évidence. Elle
est caractérisée par des niveaux importants denoophisme entre les alléles aussi bien chez
I'néte que chez I'agent pathogene avec différesgicificités de reconnaissance entre les
variants alléliques (Dodds et Rathjen 2010). Dans$ype d’interaction directe, de nouveaux
phénotypes virulents peuvent apparaitre rapiderpantl’altération de la structure de la
protéine d’avirulence (par l'intermédiaire de midas par exemple) sans affecter le role de
I'effecteur dans la virulence (Van der Ho@nal. 2002).

Dans linteraction indirecte, l'interaction aveéeffecteur est réalisée par une protéine
auxiliaire de la plante qui est une cible de l'efear de I'agent pathogene ou qui a une
structure semblable a une cible (Van der Hoorn R0Q&s effecteurs induisent un
changement sur la protéine auxiliaire qui va petraaia reconnaissance par les protéines NB-
LRR. Cette stratégie permet de contourner l'avantagolutif des agents pathogénes car
I'héte prend avantage de la stratégie de virulehcparasite pour impulser la reconnaissance.
A I'heure actuelle, trois modeéles conceptuels, basér des exemples limités non
complétement déterminés, ont été proposés pourireléces mécanismes d’interaction

indirecte dans lesquels I'évolution de la varidéifiénétique sera différente (Fig. 1.3 b et ¢):

-  Modéele de garde

Ce modele postule que la protéine NB-LRR (« le gardh) surveille une protéine
auxiliaire qui est ciblée et modifiée par les etiéers pathogénes (Van der Biezen and Jones
1998). Ainsi, il implique que l'effecteur de I'agepathogéne joue un réle important dans le
pouvoir pathogéne en se fixant a une cible spédafidans un hoéte sensible. Une interaction
entre I'effecteur et la cible supprime les défended’hdte ou conduit a une libération de
nutriments, augmentant la fithess de I'agent paghegDans un hoéte résistant, 'immunité est
induite quand I'effecteur pathogéne se fixe sypriatéine auxiliaire qui va étre reconnue par
la protéine de garde. Ce modele explique commersiquirs effecteurs peuvent étre reconnus
par une seule protéine de résistance, permettasi an répertoire de génes de résistance
relativement faible pour cibler une large diversitdgents pathogenes (Dangl and Jones
2001).

Cependant, ce modele pose un probleme évolutifildanplique des pressions de

sélection opposées sur la protéine auxiliaire. Diansas de I'absence de la protéine de
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résistance, une sélection diversifiante devrait agr la protéine auxiliaire pour éviter une
fixation avec I'effecteur. Inversement, dans le dada présence de la protéine de résistance,
la sélection va favoriser la fixation entre la gioe auxiliaire et I'effecteur conduisant a une

sélection balancée de la protéine auxiliaire.

- Modéle du leurre (the decoy model)

Afin de résoudre 'ambiguité évolutive apportée flgamodeéle de garde, le modele du
leurre a été proposé (Van der Hoorn et Kamoun 2008)modele suggeéere la présence de
protéines dans I'hGte, «les leurres », qui mimiest cibles des effecteurs et qui sont
spécialisées dans la reconnaissance des effegpatinegenes. Ces protéines pourraient
évoluer a partir des cibles des effecteurs par dungication de ces génes suivie d’'une
évolution ultérieure ou évoluer indépendammentnaitant les cibles effectrices. Ce modele
implique que la cible de I'effecteur surveillé garprotéine de résistance est un leurre qui
mime la cible opérationnelle mais seules les fomstide la perception sont conservées. Ainsi,
contrairement a la cible effective, la fixation scle leurre» n‘augmente pas la fitness de
'agent pathogéne méme si la protéine de résistarest pas présente. Dans ce modéle,
chaque acteur est soumis a des forces de sélguiionl’adaptation. La cible opérationnelle
est sous sélection pour éviter la manipulation ljgdfecteur. L'effecteur est sous sélection
pour cibler la cible effective tout en évitant iageractions avec le leurre. Le leurre est sous
sélection pour s’adapter aux effecteurs et prévienites réponses auto-immunes. Enfin, la
protéine de résistance est sous sélection pourm&Eda de nouveaux complexes « leurre-
effecteur », tout en évitant des réponses auto-ires(van der Hoorn et Kamoun 2008).

Difféerentes études (Mucyet al. 2006 ; Shabalet al. 2008 ; Zhou et Chai 2008)
soutiendraient cette théorie, mais aucune étudgedétique des populations n’'a été effectue
pour analyser la diversité génétigue de ces leui®dskenbrocket al. 2009). Différents
processus évolutifs peuvent étre imaginés. Lesrdsumpeuvent étre sous sélection
diversifiante pour maintenir la capacité a recomeatles effecteurs variables ou sous
sélection purifiante pour reconnaitre des effestanvariables. Les leurres engendreraient
aussi une pression de sélection importante swffesteurs en maintenant ou augmentant la
variabilité dans les effecteurs pathogénes dabstle’éviter la fixation des effecteurs sur les
leurres (Stukenbrocgt al. 2009).
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-  Modéle de 'appat‘The bait-and-switch model”

Ce modeéle décrit par Collier et Moffet (2009) emage deux éveénements de
reconnaissance. Premiérement, un effecteur patbomgeragit avec la protéine auxiliaire
('appéat) associée a une protéine de résistance-L(RIB). Ensuite, une deuxieme
reconnaissance survient entre I'effecteur et lagmetNB-LRR pour déclencher les défenses
de I'héte. Ainsi, la protéine de résistance intédragec la cible de I'effecteur (I'appét) pour
faciliter la reconnaissance directe de I'effecteathogene plutét que de reconnaitre une cible

modifiee comme dans le modele de garde.

La grande diversité dans la biologie des effecteersdes récepteurs suggere
I'existence de nombreuses variations possibles dasgypes d’interaction et probablement
I'existence de nouveaux types de reconnaissancel@éoits a I'’heure actuelle (Dodés al.
2011). Par exemple, certaines études ont démomquesleux genes NB-LRR différents sont
nécessaires pour la reconnaissance de protéireetrieffs spécifiques (Narusaihal. 2009 ;
Takkenet al. 2009).

3.3. Dynamique évolutive et variabilité génétique @lla résistance et de la
virulence

Selon les modeles théoriques, I'évolution de laialité génétique au sein des
populations pathogénes et hétes sera différentes s modeles, les fréquences des
résistances et des virulences dans une populatimtuént en cycle, appelé parfois «
the Boom-and-Bust cycle a cause des chutes et des augmentations importardesssives
de l'efficacité des génes de résistance contrpdesilations pathogenes en agriculture.

Ce cycle est composé de quatre étapes. Tout d’atbgrd sélection d’'une résistance
héte quand la virulence est rare. Puis, il y acsi&e de la virulence entrainée par la pression
de sélection exercée par la résistance hoéte. Eensuiy a un déclin de la fréequence de
résistance quand la virulence est commune et quésistance ne confere plus d’avantages.
Enfin, il y a un déclin de la fréquence de la @nde quand la résistance devient rare.

Dans les deux derniéres phases, le déclin des fiégs@l’une part de la résistance et
d’autre part de la virulence est expliqué par Btamce de codts respectivement pour la

résistance (Tiaet al. 2003) et pour la virulence (Thrat al. 2003). En général, les modeles
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considérent I'existence de quatre colts dans unehlaadk coévolution GFG (Browet al.
2011):

- codt de la résistance sur la fitness de I'héte
- co0t de la virulence sur la fitness de I'agent pgéme
- codt pour la plante d’étre attaquée

- codt pour le parasite avirulent d’attaquer une telaésistante.

Ainsi, le col(t pour une plante d'étre infectée détite plus fort que le colt de la
résistance sinon il n'y aura aucun bénéfice poupléamte d’'étre résistante et la sensibilité
serait fixée dans la population, suivie d’une fi@atde la virulence chez I'agent pathogene.

Les fréquences des génes de résistances et des djaarulences fluctuent autour
d’un point d’équilibre ou le polymorphisme est ralé a la fois au locus de résistance et au
locus d’avirulence (Browet al. 2011). Cela signifie qu’il y a un maintien du polgrphisme
génétique a long terme supérieur a l'effet de laatmn seule, c'est-a-dire supérieur au
polymorphisme observé sous la théorie neutralistinheira (1983). Ainsi, selon la stabilité

du point d’équilibre, deux scénarii évolutifs otd éécrits au niveau populationnel :

- La course aux armementq« arms race ») : Dans ce scénario, le point diége
est instable. Les différents alleles pour la résist se succedent, et sont successivement
contournés par la perte des alléles d’avirulenceespondants. Ainsi, le polymorphisme est
transitoire, les alleles sont fixés de fagon répété fur et a mesure que les deux especes
acquierent de nouvelles « armes » et de nouvellEnsks (Holub 2001; Bergelsat al.
2001). Ainsi, en théorie, la variabilité génétigsera faible et les déséquilibres de liaison
seront importants aux loci d’avirulence et de tésise étudiés dans une population d’hétes et
d’agents pathogénes (Aguilettat al. 2009 ; Bergelsonet al. 2001). Ce type de
polymorphisme est observé a la fois pour les gé&legrulence et les genes de résistance
dans la nature et dans les agro-écosytémes. Ceagenadagriculture, la dynamique évolutive
prendrait plus la forme de la course a lI'armemeBitoyn et al. 2011), du fait des

caractéristiques de cet écosysteme (cf. parag@afihe

- La guerre des tranchéeg« trench warfare ») : Dans ce scénario, le pdigquilibre
est stable. Ce modele explique le polymorphismela@sde résistance et d’avirulence par

I'effet d’'une sélection balancée, entrainant lasigtance a long terme de la variation
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génétique a ces loci (Bergelsenal. 2001 ; Browret al. 2011 ; Michelmore et Meyers 1998 ;
Tellier et al. 2007). Ainsi, ce scénario entraine une signatuoduéve différente du modéle
précédent avec une forte diversité génétique, ugelaombre de variants alléligues a
différentes fréquences pour les loci d’avirulentderésistance dans les populations d’hétes
et pathogenes. Le niveau de polymorphisme élevéredsa certains loci de résistance et
d’avirulence est cohérent avec ce modéle et indiuiane variabilité génétique ancienne
peut étre maintenue pendant des millions d’annéetasélection balancée. Par exemple, une
forte sélection balancée a été mis en évidence Ahaaidopsisthaliana pour les genes de
résistanceRps2 (Michelmore et Meyers 1998) &pml (Stahl et al. 1999). La sélection
balancée peut étre générée principalement par gieessus qui sont la sélection fréquence-

dépendanteet la superdominante

Tous ces modeles sont basés sur la relation gammeggoe mais des modeéles plus
complexes peuvent inclure plusieurs paires de gdeesesistance et d’avirulence (Segarra
2005 ; Tellieret al. 2007 ; Thrallet al. 2002). Il existe aussi le modele allele-allele,
« matching-allele model» (Browet al. 2003 ; Gandoret al. 1996). Ce type de modele
assume qu’il y a un locus dans I'héte avec uneeg#alléles qui interagissent avec une série
correspondante d’alleles a un locus de I'agentqugthe. Chaque alléle résistant confére la
résistance aux agents pathogenes quand il y a iepmat avec l'alléle d’avirulence
correspondant. Les preuves de I'existence biologduenodeéle alléle-alléle sont rares alors
qgue le modele GFG est tres présent dans le réggétaléet a été découvert chez les
invertébrés (Wilferet al. 2010).

4. Le potentiel évolutif des agents pathogénes, laahilité de la
résistance et les stratégies de lutte

Le potentiel évolutif d’'un agent pathogéne peue &aflété par la structure génétique
des populations de cet agent pathogéene (McDosiakl. 2002). Pour les microorganismes
tels que les parasites, I'analyse des variatiometygues a différents niveaux est souvent le

seul moyen pour étudier des parametres tels giliexlee gene, les stratégies de reproduction

! Effet d’un alléle sur la fitness dépend de sapdréquence ou de celles d’autres alléles
2 Avantage sélectif des individus hétérozygotes, rdgnt un exces d’hétérozygotes par rapport a leuva
attendue sous les hypothéses d’Hardy-Weinberg
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et la taille efficace des populations (Nadler 1995)mme nous l'avons déja indiqué, cette
structure génétique est la conséquence des iritaraantre les quatre forces évolutives qui
affectent I'évolution des populations : la mutatitan dérive génétique, la sélection naturelle,
la migration. Nous avons déja détaillé 'impactags forces évolutives et également I'impact
des traits d’histoire de vie du couple hbéte-paeasiir la structure génétique des populations
(cf. paragraphe 2.3). L’intégration de I'ensemble ces paramétres est essentielle pour
interpréter la structure génétigue des populatidis agent pathogéne et la traduire en

potentiel évolutif pour améliorer la durabilité désistances.

4.1.Durabilité des résistances

Il existe deux types de résistance chez les plamdesésistance spécifique et la
résistance non spécifigue aussi nommée résistarmeatigtive ou partielle. La résistance
spécifigue ou qualitative est régie par la relatggne pour gene décrite par Flor (cf.
paragraphe 3.1). La résistance quantitative estdeltat de I'effet additif de plusieurs genes
qui, individuellement, ont un effet mineur dansdaistance. Cette résistance oligogénique ou
polygénique est présente a des niveaux faibles, ldgsiapart des cultivars de presque toutes
les cultures, pour tous les agents pathogenes tergsr(Parlevliet 1993). L'expression de
cette résistance est le résultat de [linteractiamtree I'héte, l'agent pathogene et
I'environnement (Eskes 1981). Ce type de résistdonoenit rarement la résistance totale
observée avec les génes majeurs de résistanceelheaiend a étre efficace contre toutes les
souches d’'une population pathogene (Mc Doretldal. 2002) et I'adaptation de l'agent
pathogene est théoriquement plus complexe quarsiephs génes de résistance agissent par
rapport a un seul géne. La résistance quantitasveyénéralement moins efficace quand les
conditions environnementales ou tissulaires dedatplsont favorables a la maladie (Geiger
et al. 1989 ; Zadoket al. 1993).

Des programmes et stratégies de sélection ont é&oppés par les sélectionneurs
pour améliorer la résistance des cultivars danshjectif de durabilité de la résistance. La
durabilité d’'une résistance telle qu'elle a étérdéfpar Johnson (1979) implique qu’elle ne
peut étre évaluée que rétrospectivement (c'estea-arées I'utilisation commerciale de
génotypes résistants). Ainsi, il est trés difficle prédire la durabilité d’'une résistance et cette

durabilité peut étre trés variable en agriculturgant de quelques mois (la résistance est déja
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contournée dans les derniéres étapes d’un progrataraélection) a plus de 130 ans, comme
par exemple, la résistance des porte-greffes digte, au puceroRhylloxera(Pouget 1990).

La résistance quantitative est généralement cogdgdomme une résistance avec une
meilleure capacité de durabilité que la résistaqualitative (Lindhout 2002 ; Parlevliet
2002). La résistance qualitative, généralement esreg-spécifique et conduite par un géne
majeur de résistance, exerce une tres forte presse sélection sur les populations
pathogenes qui s’adaptent rapidement a la résestgngce a la sélection de nouvelles
virulences (cf. paragraphe 3). Ainsi, l'utilisatisaccessive de ces résistances variétales dans
les cultures donne lieu a la répétition des cyadles sélection variétale/adaptation des
populations pathogenes, les « Boom and Bust cycl@ganderplank 1968). Cependant,
différentes études montrent que des résistance#esduar des genes majeurs de résistance
peuvent étre durables (Leaeh al. 2001). A linverse, la résistance quantitative pétre
érodée par 'augmentation de I'agressivité dangptgmilations pathogénes soumises pour de
longues périodes a une résistance quantitativer{¢ordet al. 2007). Le Gueret al. (2007)
ont montré que les populations pathogenes pouvsiatiépter a des résistances polygéniques
en contournant toute ou une partie de la résistquastitative.

La durabilité de la résistance est liée a la répoadaptative des populations
pathogenes face a la sélection exercée par lestanéses hotes. Ainsi, les stratégies pour
maximiser la durabilité doivent limiter la sélectides variants trés agressifs et réduire la

taille des populations pathogenes (Muedal. 2002).

4.2. Potentiel évolutif des agents pathogénes et strgiés de déploiement
des résistances

La détermination de la structure génétique des lptipns pathogéenes permet
d’évaluer leur potentiel évolutif (McDonald et Lin@002). La connaissance de ce potentiel
evolutif peut aider dans le choix de la stratégminoale pour le déploiement de variétés
résistantes et le choix des résistances a utilldebDonald et Linde (2002) ont proposé de
classifier les agents pathogénes en fonction degdetentiel évolutif en postulant que les
populations pathogéenes avec un fort potentiel é¥otunt une probabilité plus grande de
contourner les résistances que les parasites aviihle potentiel évolutif. La caractérisation
des forces évolutives des agents pathogenes estpdiomordiale pour inférer leur potentiel

évolutif et proposer des stratégies de résistaglom €e potentiel évolutif.
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1. La mutatiorpeut créer des changements dans les séquencgeraessd’avirulence
permettant ainsi le développement de nouvelleshssueirulentes contournant les résistances
induites par des géenes majeurs de résistance ouesatgnt le pouvoir pathogene permettant
ainsi I'érosion de la résistance quantitative. A&chelle des populations, la mutation
permettant le contournement de la résistance $ie@iee seulement si elle est couplée avec
une sélection dirigée et une transmission effiggaenettant 'augmentation de sa fréquence
dans la population. Il parait illusoire de propodes stratégies de gestion des résistances pour
diminuer le taux de mutation. Par contre, il estigageable de diminuer les pressions de
sélection exercées sur les génes d’avirulenceutiliser les caractéristiques intrinseques de
certains genes d’avirulence tel que le colt derldence. Flor (1958) a proposé que les genes
d’avirulence aisément mutables dans les populapatisogenes étaient probablement moins
importants dans le pouvoir pathogéene que ceux mmemnutés. Van der Plank (1968) a
conceptualisé cette théorie sous le terme de gtg@iestabilisante » qui lie la génétique de la
fithess du parasite a la qualité de la résistanceespondante. Ainsi, un colt important de la
virulence pourrait entrainer une durabilité plus sEgquente pour le géne de résistance
correspondant. Par exemple, le colt de la fitnesXatghomonas oryzapv. oryzae a été
évalué pour trois génes de résistance duX@, Xa7et Xal0au champ (Vera Cruet al.
2000). La virulence Xa7 est associée a une plus grande réduction de $sigit® de I'agent
pathogene que les virulenceXa4 et XalQ Les souches virulentesXa7 ne se maintiennent
pas dans les populations naturelles et I'efficagiiéchamp du gen€a7 est donc conservée.
Les auteurs concluent alors que le g&¥a& est probablement plus durable d(e4 ou Xal0
car la mutation vers la virulence du géxeXa7impose un codt de virulence important.

Le nombre de mutations nécessaires pour I'acquisde la virulence est un autre parameétre
qui est relié a la durabilité (Harrisson 2002)a tomparé la durabilité relative de la résistance
dans plusieurs pathosystémes plante-virus et iloatmd que plus le nombre de mutations
nécessaires pour la virulence était important [dugsistance était durable. Ce mécanisme a
également été observé pour le couple pinfaiato virus Y(PVY). La durabilité observée
pour les alleles résistants au loqus?2 est reliée au nombre de mutations requises pour la
virulence du virus (Aymet al. 2007).

Ainsi, les génes de résistance les plus durablescaux qui impliquent de multiples
mutations dans I'agent pathogéne pour deveniremtubu impliquent un codt important dans
la virulence. En paralléle, les agents pathogenéseptant des taux de mutations élevées

seront ceux avec le plus fort potentiel évolutif.
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2. La dérive génétiqualépendante de la taille des populations, infladacdiversité

génétique d’'une population (cf. paragraphe 2.2.83. populations de grande taille présentent
des taux de mutants plus importants que les popuotatle petite taille et la dérive génétique
va diminuer la présence d'alleles rares. Ainsi, pepulations pathogenes de petite taille
auront un potentiel évolutif plus faible que lespplations pathogénes de grande taille
(McDonald et al. 2002). Des stratégies de gestion des culturesndent la taille des

populations pathogénes, créant des goulots d’daaremt, peuvent donc étre efficaces pour
limiter 'adaptation des parasites en diminuant ldiversité génétique. Cependant, ce type de
gestion pourrait également augmenter les pressamssélection exercées sur l'agent
pathogéne et entrainer une acceélération de I'atiapta I'image de l'utilisation intensive

d’antibiotique ou d’insecticide.

3. La migrationd’'un agent pathogene correspond a un flux de gémele génotypes a
des échelles plus ou moins importantes selon lacdii@de dispersion de I'organisme et
I'impact des activités humaines (cf. paragraphe32.3.es agents pathogenes présentant une
capacité de migration importante montrent génératgnune diversité génétique plus
importante et seront donc considérés comme dessagatitogénes a fort potentiel évolutif.

Pour les organismes a recombinaison asexuée giation consistera en un échange
entre populations de génotypes entiers. Ce mouvedeménotypes pourrait entrainer un
risque plus important que la dispersion de propg\flux de génes) car les génotypes
correspondent a un ensemble d’alléles liés dégcseéhnés (McDonalét al. 2002) alors que
la dispersion de propagules impligue une recombamaisexuée ultérieure qui pourrait
entrainer des descendants moins adaptés dans maeprtemps. Ces organismes clonaux
peuvent ainsi étre considérés comme des organigneesun potentiel évolutif trés important.
Des méthodes de lutte contre la migration natussllg pratiquement impossibles a mettre en
place ; par contre, il est possible de diminuempact des dispersions engendrées par

'’Homme.

4. La sélectiorest la force évolutive qui va permettre 'augméataen fréquence des
souches virulentes dans les populations pathogéredorce de la pression de sélection
exercée par les genes de résistance va dépendtgpdude résistance (qualitative ou
quantitative) et du type d’interaction impliquéendda reconnaissance de I'agent pathogéne
par la plante hote (cf. paragraphe 3.2.2). Lactiéle est par conséquent la force évolutive la

plus facilement maitrisable par 'Homme (PalumbiO20D Les populations d'agents
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pathogénes soumis a des genes majeurs de résisémobaeront probablement plus
rapidement que des agents pathogénes soumis asisiamce quantitative. Ainsi, la sélection
est plus forte dans les cas ou un seul gene dsta®seé majeur est utilisé dans des
monocultures sur de grands espaces. Pour dimiretég pression de sélection, une des
alternatives est de « pyramider » plusieurs géenagigurs de résistance en espérant que les
mutations ne permettront pas de contourner chagoe de résistance. Cette combinaison de
genes majeurs de résistance sera plus efficacaabldw, si chaque géne de résistance n’est
pas déja contourné par certaines populations @tagjue gene de résistance utilisé n’est pas
également déployé un a un dans d’autres cultiRaddvliet 1997).

Une seconde alternative pour diminuer la pressesélection imposée par les génes
majeurs de résistance est de favoriser la rotademms le temps et I'espace de différents
cultivars présentant différents genes de résistamcdavoriser l'utilisation de culture en
association. Ces stratégies vont entrainer unetg#ialisruptive sur les populations parasites
en réduisant la pression de sélection contre titeleal’avirulence ou combinaison d’alléles
d’avirulence (Pink 2002) et agir sur la dérive génée en diminuant la taille des populations.
Ce type de stratégie semble efficace pour dimitimepact de la maladie (Smithson et Lenné
1996 ; Zhuet al. 2000) mais reste peu utilisé dans les agro-écasest (McDonalcet al.
2002) pour différentes raisons pratiques telles lgugesoin d’uniformité pour la récolte, le
manque de diversité dans les genes de résistaiisésubu encore la difficulté a mettre en
place des rotations a des échelles spatiales iamgeds impliquant de nombreuses
coopératives ou agriculteurs.

L'utilisation de la résistance quantitative esalégent intéressante pour diminuer la
pression de sélection exercée sur les populatiargsipes par son action non isolat spécifique.
La durabilité plus importante de la résistance dtativte pourrait provenir du besoin de
multiples mutations pour contourner les nombrelctefars de résistance ou d’'une sélection
de variants virulents moins efficace dans le capldetes avec des résistances polygéniques.
Cependant, I'érosion de la résistance quantitatge possible par l'augmentation de
I'agressivité des populations parasites (Andriebal.2007).

Une autre stratégie pour augmenter la durabieggenes de résistance en retardant la
sélection de variants virulents est de combines des cultivars un gene de résistance majeur
avec des genes de résistance quantitative. Btual. (2010) et Palloixet al. (2009) ont
démontré que cette stratégie augmentait la dur@lgé la résistance respectivement pour un

champignon et un virus.
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5. La recombinaisone constitue pas une des quatre forces évolutiéesmmoins, elle
affecte fortement la distribution de la variabilgénétique au sein et entre les populations.
Différents types de recombinaison existent cheadgnts pathogenes comme la reproduction
sexuée classique (méiotique) mais aussi des phémeméde parasexualité (la fusion
somatique ou la recombinaison mitotique, par exeinjles agents pathogénes soumis a des
niveaux importants de recombinaison évolueront gdedent plus rapidement que des
agents pathogéenes qui ne recombinent que peu owspas I'effet de la recombinaison, les
agents pathogénes peuvent combiner différentseall@é virulence et contourner ainsi des
combinaisons de génes de résistance utiliséegpagelectionneurs. Pour diminuer le taux de
recombinaison d’'un agent pathogene, les gestiaemgieuvent agir sur les conditions
environnementales nécessaires a la recombinaisomedghiminer les hotes alternatifs pres
des cultures ou enlever les débris de plantes (sbuw@mbreux apres une récolte) ou la

recombinaison peut se produire.

L’'objectif de cette thése est de mieux comprenése pressions de sélection qui
s’exercent sur la structure des populations d’uenagathogene dans les agro-écosystemes et
plus particulierement la pression de sélection@epar les géenes de résistance et I'effet sur
la durabilité des résistances. Comme nous l'ava@tsitdprécédemment, beaucoup d’études
traitent de ce sujet mais peu d'études ont éteda@in étudiant I'impact des genes de
résistance sur la structure des populations a i da niveau moléculaire (étude de la
variabilité génétique d’effecteurs a I'échelle gepulations), au niveau populationnel et en
relation avec I'évolution phénotypique des virulesic Les caractéristiqgues biologiques et
agronomiques du systeni@ctuca sativa / Bremia lactucgerésentées ci-aprés explicitent

son intérét en tant que modele biologique pouriétwds pressions de sélection.

5. Le modeéle : Lactuca sativa-Bremia lactucae

5.1.La laitue cultivée : Lactuca sativa

La laitue cultivée,Lactuca sativa appartient a l'une des plus grandes familles
botaniques, les Astéracées qui comprend plusiezspéces alimentaires dont le tournesol,
I'artichaut, la chicorée et de nombreuses espécesr@ntales comme le chrysanthéme et le
dahlia.
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5.1.2 Le genre Lactuca

Le genrelLactucaest tres vaste, avec plus de 100 especes recensagsrs le monde.
Il est caractérisé par la présence de « lait bacdiarium, liquide blanc collant qui s’écoule des
blessures des feuilles ou tiges, qui lui a donnéreon. Toutes letactucaont des feuilles
sur les tiges florales, des capitules pauciflore&q fleurons) a fleurs toutes ligulées (pétales
soudés). Elles sont toutes diploides et en majautégames. Néanmoins, la pollinisation

croisée n’est pas totalement exclue.

5.1.3 Biologie de la laitue cultivée

L. sativaest une plante herbacée annuelle avec deux phiasegistinctes :

- La phase végétative, formant une pomme plus ou srfermée, est le stade
utilisé pour la commercialisation (Fig. 1.4). Uncby de culture est effectué entre 10 et 15

semaines selon la variété et la région de productio

Figure 1.4: 2 types de laitue au stade récolte : a
gauche laitue beurre, a droite laitue batavia
(Photo B. Maisonneuve).

- La phase reproductrice, au cours de laquelle la tigntrale s’allonge
(montaison), aboutit a la floraison et a la productde graines. La montaison est plus ou
moins rapide selon les conditions climatiques ®génotypes. Elle est favorisée par des jours
longs et de hautes températures. A la fin de la awo, les plantes peuvent mesurer de 1 a
1,5m de haut et portent de nombreux capitules d 1% fleurons dont le développement est
quasi synchrone. L’inflorescence ne s’ouvre qu’tois, le matin, aprés le lever du soleil. A
I'écartement des ligules, le style s’allonge etstgmate se charge de pollen engendrant
I'autopollinisation de la fleur. Si les conditiomimatiques sont bonnes, dans les minutes
suivantes, le capitule se referme et I'unique owddechaque fleuron est fécondé. La graine,

un akene nu, va grossir et reste enfermée damsdettes sur la plante.
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5.1.4 Les variétés cultivées

La laitue est la premiere des salades consommédsagte mais sous le vocable
laitue se retrouvent divers cultigroupes commercidéfinis selon la forme de la pomme, de

la forme et de la texture des feuilles (Fig. I: 5)

- Les laitues pommées comprenant les laitues beappslées couramment

laitue, et les laitues batavia (Fig. I. 6 a et b).

- Les laitues a couper ou I'on trouve les variétézuille de chéne » ou « Lollo

rossa ». (Fig. |. 6 ¢)
- Les laitues romaines qui présentent une pomme a&tr(§ig. |. 6d)

- Les laitues grasses qui sont des laitues pomméesilies épaisses, assez

craguantes et a nervures pennées.

- Les laitues tige ou laitues asperges ou celtudetuironsommees en Asie.

d

Figure 1.5: Photos de laitues de 3 cultigroupes.

a: laitue beurre eth : laitue batavia (Photos de L. Jean). feuille de chéne daf : laitue romaine
(Photos de B. Maisonneuve).
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Ces différentes formes de la laitue sont les résutt’'une domestication débutée il y a
environ 2500 ans, et plus récemment, de la séle(fign 1.6). Au cours du XX"siécle, les
sélectionneurs ont adapté les variétés aux difteérgystémes de culture (culture sous abri en
hiver, en plein champ, résistance a la montaisorétéj, ont répondu a la demande des
agriculteurs et des consommateurs (morphologieadsimme, diversité des couleurs et de
formes) et ont travaillé sur la résistance aux iak Ces caractéristigues, comme la
morphologie de la pomme, peuvent avoir une infleedifférente sur le microclimat autour

de la feuille et agir sur le taux d’humidité fawsant ou non certaines maladies.

Des croisements manuels entre ces variétés somaroment effectués par les
sélectionneurs malgré la petite taille et la rapidi'ouverture des fleurs qui rendent les
castrations délicates et fastidieuses. Les varggsmerciales sont toutes des variétés fixées
reproduites par autofécondation. La sélection em@aiest actuellement tres intense, surtout
en France et aux Pays Bas. Chaque année, plus deus@lles variétés sont inscrites au
catalogue officiel. Parallelement, les amateursivart encore d’anciennes variétés de la fin

du XIX®Mesiecle.

Figure 1.6 Champ de sélection illustrant la diversité degiétés (Photo B.
Maisonneuve).
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5.1.5 Culture et production de la laitue cultivée

Elle est cultivée sur tous les continents et tbatenée mais le type commercialisé est
différent selon les régions. Les principaux basdmproductions sont la Chine, les Etats-Unis
(surtout la Californie) et 'Europe avec principalent I'Espagne, I'ltalie et la France (Fig.
1.7).

Figure 1.7: Répartition par pays de la production européatmkaitue en 2008 (source
Eurostat)

En France, avec 800 millions de laitues produitas 1sl 500 ha (source Agreste,
campagne de mai 2010 a avril 2011), la laitue @stduxiéme production maraichére en
valeur derriere la tomate : la batavia est le peemype commercial avec 38% de la
production devant les laitues a couper (31%) eldiéses beurre (28%). 95% de la production
de laitue est effectuée dans cing bassins de piodymrésentant des disparités de production
selon la période et la région (Fig. 1.8 a ; b).

Ainsi, le Sud-Est qui correspond aux régions adstiatives de Rhone-Alpes,
Languedoc-Roussillon et Provence-Alpes-Céte d’Azaprésente 56,1% de la production
nationale. Dans ce bassin de production, la méajaté la production est effectuée entre le
début de I'automne et la fin de I'hiver (44 a 78lioims de tétes par mois d'octobre a février).
A cette période de I'année, cette production stife sous abris et les agriculteurs enchainent
les cycles de culture avec différentes variétégpe@dant, la production est maintenue au
printemps et en été par des cultures de plein chearep un niveau de production toujours

supérieur aux autres bassins de production (Rdp)l.

45



Le Nord, correspondant aux régions lle-de-Frandéoetl-Pas-de-Calais, représentent
11,1% de la production nationale avec une prodadajia s’effectue majoritairement de mai a
novembre. Les variétés de laitues sont principahitrdes variétés de plein champ. L'Ouest
(Bretagne et Basse-Normandie) et le Centre-Ouemtt(€ et Pays-de-la-Loire) représentent
respectivement 8,7 et 8,5% de la production naltonbhes cultures sont, également,
principalement des cultures de plein champ, effectdu printemps a la fin de I'automne.
Ainsi, dans ces trois précédentes régions, lesiredtde laitue s’arrétent pendant I'hiver ou
sont faites a des niveaux de production tres faifftég. 1.8 b ; par exemple de 0 a 1 million
de tétes par mois, de décembre a février, contr& 10 millions de tétes par mois de juin a

octobre, dans le Centre-Ouest).

Le Sud-Ouest, comprenant les régions Aquitainklidi-Pyrénées, est la cinquieme
région de production (8,2% de la production nati®enavec des cultures qui s’effectuent tout

au long de 'année sous abris et en plein champ.

(@)

(b)

Figure 1.8: (a) Répartition de la production de laitue d&ss cinq principaux bassins de
production en France. (b) Production de la laitre rhillion de tétes) par mois et par région
de production.

La laitue est ainsi produite continuellement a Hélte du territoire avec des variétés

différentes favorisant ainsi des épisodes épidérsiges maladies.
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5.2.Les laitues sauvages

Sur les 17 espéces Hactucadécrites en Europe (Lebedtaal. 2001), seulement sept
sont considérées comme des hétes naturdds etucagLebedaet al. 2002).

Sur ces sept espéecds, serriola, aussi appelée laitue scariole, est I'h6te sauvage
plus commun (Hooftmaat al. 2007 ; Lebeda&t al. 2007 ; Petrzelovat al. 2004 ; Petrzelova
et al. 2011). Cette espece est I'espece annuelle la gioshe de la laitue cultivée. Les
croisements entre. sativaet L. serriola sont faciles a réaliser et génerent des descendant
fertiles. Ainsi, les sélectionneurs ont utilisé teekespéce pour introduire des génes de
résistance a des agents pathogeneskldactucael. serriolaest trés présente en France sur
le bord des routes et chemins, les jachéres etrp@uite se trouver a proximité des cultures de

laitues (Fig. 1. 9).

Figure 1.9: L. serriola. A gauche L. serriola dans un
mur en Provence (photo de R. Valade). Ci-dessugpph
d’'une L. serrioladans un tunnel de fraisiers (Provence)
proche d’'un tunnel utilisé pour la culture de laitu
(photo de B. Maisonneuve).

Deux autres especes sont compatibles &avesativag L. salignaet L. virosa (Fig. I.
10). L. salignaest moins fréequente en France dueserriola et les croisements sont plus
compliqués. En effet, il faut utiliser la planteugage comme parent femelle et les hybrides

sont trés peu fertiled.. virosa en majorité bisannuelle, a un latex plus aboneamst plus
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éloignée de la laitue. La production d’hybride te&s compliquée mais elle est possible entre

certaines variétés de laitue et certains génotypes.

Figure 1.10: a gauche L. saligna; a droite L. virosa(photos de B. Maisonneuve).

5.3Maladies et Méthodes de lutte

5.3.1 Les bioagresseurs de la laitue cultivée

Les principaux problemes de production dans togscldtigroupes sont dus aux
attagues d’agents pathogeéenes. Les laitues peuventindectées par un grand nombre de

bioagresseurs appartenant aux principaux taxonsveuat :
- Des champignons tels gBetrytis, Sclerotinia minoy Rhyzoctonia solani

- Des bactéries foliaires aveXanthomonas campestris pv. vitiansu
Pseudomonos cichoriiet des bactéries racinaires comnihizomonas

suberifaciens

- Des insectes dont des pucerons, des thrips etldedes. Ces taxons sont

aussi vecteurs de virus.

- Des virus comme BWYV (luteovirus), CMV (cucumovijusBPYV

(closterovirus), TSWV (tospovirus), MiLV (ophiovis), le LMV (potyvirus).

- Un oomyceéte Bremia lactucadregel
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De tous ces agents pathogénes, I'agent du mildéola daitue B. lactucag est I'un
des principaux bioagresseurs.

5.3.2 La lutte chimique

Des traitements phytosanitaires sont disponibles jhater contre certains de ces

bioagresseurs de la laitue.

Pour 'oomyceteBremig la lutte ne peut étre que préventive et seulerdans les
cultures conventionnelles (pas de traitements hoguds en agriculture biologique). Les
dithiocarbamates sont utilisés depuis plus de 40 raass comme ce sont des fongicides de
contact, ils ne fournissent qu'un contréle incompd préventif. De plus, l'utilisation
intensive de fongicides a favorisé le développentensouches résistantes. La mise sur le
marché de fongicides au métalaxyl (phénylamidep@bout des années 1980 permettait un
contrdle intégral de I'agent du mildiou. Cependaigs isolats résistants sont apparus des
1983 en Grande-Bretagne (Crute 1987), en 1987 amcEr(Maisonneuvet al. 1989), a la fin
des années 80 en Californie (Schetéhial. 1991) et au début des années 90 dans d’autres
pays européens comme [ltalie (Cobedti al. 1998). L'utilisation du fosetyl-aluminium,
fongicide systémique déclenchant les mécanismesléfiense de la plante, a également

entrainé I'apparition d’isolats résistants au miliies années 90 (Brovet al. 2004).

La lutte chimique nécessite une alternance engrdailles de produits utilisés afin
de limiter les risques d’apparition de souchesstasces ; de plus, le délai d’utilisation avant
la récolte est de 21 a 28 jours et doit donc &raliné avec des mesures prophylactiques,

notamment en limitant le taux d’humidité.

Néanmoins, la salade étant un légume-feuilles,aman® en frais, il est souhaitable
de disposer d’'un produit sain sans résidus de guéssi. Ainsi, la lutte génétique reste la

meilleure protection.

5.3.3 La lutte génétique

Depuis les années 1950, les sélectionneurs ontlelheér développer la lutte génétique
contre les différents agents pathogenes de la laftparticulierement conti. lactucae

De nombreuses études ont démontré que linteracidre la laitue eB. lactucae
suivait une relation gene-pour-gene (Bonmeal. 1994 ; Crute et Johnson, 1976 ; Farmetra
al. 1987 ; Hulbert et Michelmore, 1985 ; Jeuken et hma, 2002 ; Maisonneuvet al.
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1994 ; Michelmoreet al. 1984). Les genes de résistance, appelés dg@gmg®owny mildew)
procurent de hauts niveaux de résistance mais ilsomé efficaces que pour les isolats
exprimant le géne d'avirulence correspondant etr pane période limitée a cause de

I’évolution des virulences d&remia.

Les premiéres variétés résistantes, mises sur tehéavers 1960, possédaient des
génes identifiés dans d’anciennes variétés de laoemeDm2issu de Meikoningerm3
issu de la laitue Gotte a forcer utilisées en EumpPm7issu d’'une romaine blonde utilisée
aux Etats-Unis (Crute 1992pm3 est le seul gene de résistance de la laitue dore jour
(Meyerset al. 1998 ; Sheret al. 1998, 2002). Ce géne code pour une protéine dai M-
LRR, similaire a d’autres géenes de résistance sldMtHaleet al. 2006). Ce gene est un
membre de la famille multigénigue RGC2 (Resista@@ne Candidate 2) et confére la
résistance aux isolats d¥emiaexprimant le géne d’avirulenckvr3 (Kuanget al. 2004 ;
Shenet al. 2002).

Plusieurs laboratoires ont ensuite recherché distaéces dans les especes sauvages
du genrelLactuca(L. serriolag, L. salignaet L. virosg compatibles avet. sativa Un grand
nombre de génes de résistandgramiaa été identifié chek. serriolaet introduit dans des
variétés commercialePD5/8 vers 1960 aux Etats-Uni®mllvers 1960 Dm16dans les
années 1980R18 dans les années 197B38 dans les années 1990) mais aucune de ces
résistances ne se sont avérées durables. Lesraggsigns de genes de résistancelLde
saligna débutées a la fin des années 1980nt pas non plus permis l'acquisition d’'une
résistance durable. L'INRA a introgressé des @sisis de deux accessions.deirosadans
des lignées de laitue beurre (Maisonneavel. 1999) ; ces résistances seraient bigéniques

(Maisonneuve 2003). Elles sont efficaces vis-a@@soutes les souches testées a ce jour.

A ce jour, au moins 27 facteurs de résistance m¢g2m sont connus (Michelmoret
al. 2008). De nombreuses autres sources de réesistabede identifiées mais n’ont pas été
caractérisées. |l est fort probable que plusieergaines de gend3m avec une spécificité
pourB. lactucaesoient identifiés a court terme (Michelmateal. 2008). Méme si la plupart
des génes de résistance utilisés fournissent sigagce qualitative, certains genes (@x6,
Dm18 peuvent conférer des phénotypes de résistanoenplets (Crute et Norwood 1978 ;
Maisonneuveet al. 1994). De plus, a de faibles températures, lsstasie attribuée par
plusieurs genePdm devient moins efficace (Judelsat al. 1992). Certains genes de
résistance conferent une résistance partielle égale nommeée « résistance au champ »
(Crute et Norwood 1981 ; Jeuken et Lindhout, 20@ybeet al. 2005), révélée par une
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moindre sensibilité des plantes en culture. Néangdiutilisation de ce type de résistance

dans les programmes de sélection est encore pdtisliéaise que les genes de résistance
majeurs et donc trés peu exploitée. En effet, éststen condition controlée ne sont pas
applicables a ce jour. Le niveau de tolérance &lod trés élevé car la laitue étant un légume

feuille, aucun symptdme ne doit étre visible p@ucommercialisation.

Ainsi, pour conférer aux génotypes, les résistarlessplus larges possibles, les
sélectionneurs s’efforcent de cumuler plusieursegede résistance majeure dans chaque
génotype. Cependant, I'évolution des virulencessdas populations dBremia permet le
contournement de ces résistances, parfois avamntnercialisation de la variété, remettant

en cause plusieurs années de recherche.

A I'heure actuelle, les connaissancesBuiactucaesont insuffisantes pour identifier
les mécanismes impliqués dans le contournemerd désistance et donc prédire I'évolution

des virulences dans les populations.

5.4.Bremia lactucae

5.4.1 Position systématique

B. lactucaeest un oomycete appartenant a I'ordre des péronalgs. Les oomyceétes
présentent une croissance filamenteuse et furaditibonnellement considérés comme des
champignons avant que des analyses biochimiqugshybgénétiques démontrent qu’ils
appartenaient au régne des Chromistes, sous-regn&tcaménopiles, groupe comprenant
notamment les algues brunes (Kamoun 2001). Néamsmtes oomycéetes et champignons
phytopathogénes présentent des modes similairpam@sitisme suggérant une convergence
évolutive (Tyler 2001). Plusieurs groupes d’oomgsebnt évolué en des agents pathogenes
adaptés a différents types d’organismes eucaryaigaeme les animaux, les champignons
ou les plantes. Les oomycetes ont probablementuuéyalans un premier temps, dans un
environnement marin  comme semble [lindiquer les lymes phylogénétiques sur
'embranchement. 60% des espéces de cet embranchawm® des agents pathogenes de
plantes (Thinest al. 2010). D’ailleurs, ces agents phytopathogéneslaatduse de plusieurs
maladies parmi les plus destructrices et économigné importantes dans le monde (Lamour

et al. 2009). Le parasitisme des plantes aurait au méwagué trois fois indépendamment
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dans différentes lignées d’Oomycetes, une foiz éb® Saprolegniales et au moins deux fois
chez les Péronosporales (Thim¢sl. 2010).

Les membres des Péronosporales, qui incluerdigests phytopathogenes comme les
agents du mildiou Bremia, Plasmopana Phytophthora, Pythiunet les rouilles blanches
(Albugo, arborent différents types de parasitisme, dedprotrophie a la biotrophie en
passant par la nécrotrophie. L’évolution vers t#roiphie serait apparue en deux fois chez les
Péronosporales, conduisant a I'émergence des esuillanches et des agents du mildiou.
Cette biotrophie a évolué graduellement jusqu’adome a une forte spécialisation a I'hote et
a une biotrophie obligatoire. Cette biotrophie galoire a induit un isolement génétique
important chez ces especes, entrainant une spécitiune radiation importante pour les
agents du mildiou (environ 800 espéces décritesjaur) (Thineset al. 2010).

La classification systématique au sein des Péromalgson’est pas totalement résolue
et varie selon les analyses phylogénétiques notatnoomcernant la place désbuginaceae
Alors que les premiéres analyses placaient Alsuginaceaeproche de la famille des
Peronosporaceaeplusieurs auteurs ont proposé de ne pas lesdgesicomme membre des
Péronosporales (Hudspethal. 2003 ; Riethmdlleet al. 2002 ; Thines et Spring 2005).

Ainsi, une seule famille resterait dans l'ordre dd%éronosporales, les
Peronosporacea@ui regroupent toutes les espéeces agents du mildast-a-dire tous les
biotrophes obligatoires (autres que les Albugina(&oker et al. 2007). Cette famille est
composée des genres suivantsBasidiophora, Benua, Bremia, Graminivora,
Hyaloperonospora, Paraperonospora, Perofascia, Restlerospora, Peronospora,
Plasmoverna, Protobremia, Sclerosp@ita/iennotia

De méme, la position des especes du g@mgophthoraest encore discutée car le
genre est paraphylétique dans plusieurs analysesoaimparaison avec les agents du
mildiou (Cookeet al. 2000 ; Gokeet al.2007 ; Voglmayr 2003).

Deux especes,Bremia lactucae et Bremia graminicola furent généralement
considérées comme les deux seules espéces du Byema (Regel, 1843) avant que les
outils moléculaires ne soient disponibles. Cesapeétaient chacune parasite d’une famille
d’hétes respectivement lessteraceaeet lesPoaceae(Crute et Dixon 1981 ; Skidmore et
Ingram 1985). Cependant, suite aux travaux deekhet collaborateurs (2006), I'espée
graminicolaa été placée dans un nouveau ge@Gmminicolg laissantB. lactucaecomme

seule espéce du gerBeemia.
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B. lactucae a été décrit sur plus de 40 genres et 200 espbeda famille des
Astéracées (Lebedzt al. 2002) ; c’est un des plus importants agents p&theg de la laitue
cultivée. Néanmoins, le concept d’'une seule espsteemis en question depuis un siecle. En
effet, environ 20 espéces et plusieurs sous-esgieddemiaont été décrites comme especes
pathogenes d'Astéracées. Par exemple, Sawada (1€d4ehnnaissait cing espéces
indépendantes dans le genBremia ou Tao (1998) considérait 11 espéeces comme
morphologiquement distinctes. Du fait de la diffiéua délimiter les especes par des
approches morphologiques, le concept d’especesrailarge préconisé par Yerkes et Shaw
(1959) était souvent appliqué (Chet al. 2011 ; Thineset al. 2010). Des études
phylogénétiques moléculaires ont permis de mordteil existait une diversité génétique
importante dans le gent@remia (Choi et al. 2007 ; Thineset al. 2010 ; Voglmayret al.
2004), impliguant I'existence de différentes ligaéhstinctes dans le genre. Ces lignées sont
groupées selon le genre de I'héte, ou méme I'esgeédidte ce qui indique un fort degré de
spécialisation a I'hote (Cheit al. 2011).

Ainsi, B. lactucaeformerait un clade distinct, restreint aux individses développant
surLactuca(Lebedaet al. 2002 ; Lebedat al. 2008 ; Thinest al. 2010 ; Choiet al. 2011).
Les populations d8. lactucaesur des espéces différentesl@detucane serviront donc pas
d’'inoculum dans les épidémies observées dans lagesilde laitue.

5.4.2 Biologie, cycle de vie et type sexuel

B. lactucaeest un organisme diploide, capable d’effectuerrepeoduction sexuée et
une reproduction asexuée ; la phase asexuée pshsable du développement des épidémies
et des dégats sur les cultures de laitue alordagpbase sexuée peut parfois étre linitiatrice
de [I'épidémie. Lors de la phase asexuée, l'appareproducteur est constitué de
conidiophores, émergeant des tissus de la plarde eimifiant de maniére dichotomique en
arborescences dont chaque ramification porte uoke s®nidie diploide (Fig. 1.11). Cette
conidie est dispersée par le vent ou I'eau, eterangr directement en pénétrant la cuticule de
la plante et les cellules épidermiques (Michelneiral. 1988).
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Figure 1. 11 Conidiophore d®&remia lactucagortant des conidies (D. Blancard).

A la différence de nombreux autres membres des Bgponacées, tel qu viticola,

il 'y a pas formation de zoospores, c’est-a-dieesgdores flagellées, mobiles dans I'eau. Ces
deux caractéristiques, une conidie non flagelléauret germination directe a travers la
cuticule, démontrent une évolution tres importamte étroite de Bremia avec son
environnement. En effet, la perte des zoosporesjuedune adaptation au milieu terrestre
(alors gue les oomyceétes sont probablement appgpastir d’algues) et la pénétration directe
démontre une spécialisation parasitaire importdpse le contournement des défenses de
I'héte). Ces caractéristiques biologiques confirmanec les analyses phylogénétiques, que
Bremiaest un des agents du mildiou les plus spéciatiags sa biotrophie.

B. lactucaeest diploide pour la majorité de son cycle de eiemajoritairement
hétérothalligue (Michelmore et Ingram 1981, 1982g. 1.12). Le cycle de reproduction
asexuée est effectué en 1 a 3 semaines, permetiapropagation clonale, alors que le cycle
sexué dure au moins 6 semaines. Quand deux hygbdgpes sexuels opposeés, rentrent en
contact, la sporulation asexuée est stoppée ajrdapes de gameétanges sont formeés au point
de contact. Ensuite, des méioses s’effectuent taogone et I'anthéridie, et les gametes
haploides sont transférés de I'anthéridie versgo® pour la fertilisation (Michelmore et
Ingram 1981 ; Michelmore et Sansome 1982). Le ptadizi ce processus sexué, l'oospore,
est une structure a longue durée de vie qui psteren dormance jusqu’a ce qu’un stimulus

provoque la germination comme les exudats de ldddiiMiorgan 1983).
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Figure 1.12 :Cyclebiologique deBremia lactucagExtrait de Michelmoret al. 1988).

Les types sexuels siblent étre déterminés par deux alleles 1 seul locus avec
compatibilité de type B1 aféré par la condition homozygote réces et le type B2 pe
I'état héterozygote Michelmore et Sansome 19; Sicardet al. 2003) Cependant, les
données actuelles n'excluepas une situation plus complexe corrle double hétérozygao
(Michelmoreet al.2008) quifut proposé pouP. infestangFabritius et Juelson 1997
Certains isolats peuvent piuire des oospores méme en étant cultivalé d’autres isolats.
Ce phénoméne est causeé ple ’lhomothallismesecondaire qui pourraittre le résultad’'une
trisomie des déterminantsi typesexuel (Michelmore et Sansom®82) Ces isolats se
comportent en prépondéra: comme des isolats de type B2 car ils jisent des oospor
quand ils sont cultivés enymbinaison avec des isolats ; maisils produisentaussi des
oospores a une faible fréecnce quand ils sont cultivés seuls, partirementa de fortes

densités d’inoculum.

La prévalence de dgue type varieselon les pays et la pla: héte. le type B2
prédomineraien Californie ttsur la plante sauvade serriolaen Eurog alors que les deux
types seraient plus répandisurL. sativaen Europe (Michelmore etdgnam 198l ; Lebeda et
Blok 1990 ; Gustafssoet al. 198t ; Lebedaet al. 2008). Ce résultat seraih adéquation avec
I'important niveau de diverté de virulence observé dans les populis européenneet le

faible niveau de diversité @ virulence obseé en Californie. En effe cela indiquera la
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présence de reproduction sexuée dans les popula&ioopéennes alors qu’en Californie ou
le type sexuel Bl est trés rarement retrouve, legulations californiennes seraient a

propagation essentiellement clonale (Michelneiral. 2008).

5.4.3 Epidémiologie

Tous les stades de croissance de la laitue sosibfeEnaux attaques @remia Dés la
germination des laitues, Bremiapeut produire une forte sporulation sur cotylédesrgs ou
légerement nécrosés ; a un stade un peu avancé&otgedons sensibles jaunissent ou
peuvent nécroser fortement. Les premiers sympt&@ueteuilles vraies se traduisent par des
taches vertes claires a jaunes, bordées par learasrsur la face supérieure des feuilles. Un
feutrage blanc apparait généralement 24 a 48 heymes le développement des premiers
symptomes sur la face inférieure mais parfois égafe sur la face supérieure, c'est la
sporulation. Finalement, les taches brunissenbetrgsent. Ces lésions peuvent aussi servir

de points d’entrée pour des parasites secondaremeBotrytis cinerea.

L'influence des conditions environnementales sutdgeloppement de la maladie est
assez bien documentée (Carisseal. 2002 ; Crute et Dixon 1981 ; Nordskeg al. 2007 ;
Scherm et Van Bruggen 1993, 1994, 1995, &v/al. 2001, 2005 ;). Scherm et Van Bruggen
ont étudié l'influence de la température et de wimité de la feuille sur I'infection sous
condition contrdlée et ils ont démontré que l'irfea intervient a des températures comprises
entre 5 et 20°C avec, respectivement, un minimum4det 8 heures d’humidité. lls
démontrerent également par l'intermédiaire de megepores (1995), que la libération de
spores et I'infection se produisaient le matin quBimamidité de la feuille est prolongée. Su
et collaborateurs (2000, 2004) ont démontré qus soaditions contrdlées, la lumiere ou une
diminution de I'humidité relative déclenche la liaton de spores. lls en conclurent que le
pic de libération de spores survenait une a deuxelseapres la levée du jour et que donc la
sporulation était essentiellement nocturne. Camtsa. (2002) ont également confirmé ces
résultats mais ils ont également observé que laalild des spores étaient associés avec
'augmentation de la vitesse du vent. Les spoteirdies peuvent avoir une durée de vie de
deux jours. La germination survient entre deux agwiheures avec la majorité des spores
germant dans les cing heures aprés contact avde.'lb@&au est nécessaire a la germination,

ainsi, éviter la présence d’eau sur les feuillag permettre d’empécher le développement de
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Tableau 1.2 Spectres de virulence et codes sextet des Zhesule référence.

c

g g > o9 0o 0 2 o 3 S ¢ - £ 3 S o a8 2 0 3 § T8 8
§5 g 2s:pP EsbE2g B fgoEee gNS2Eg
g 2884z 4g8rhkg £3282%2 TEHEE;

o

Dm/R O 2 3 4 58 6 7 10 11 12 13 1 15 16 17 18 36 3 38
n° sextet 1 2 3 5 6 7 8 10 11 1 13 14 15 16 17 1 19 20 21 22 23 24
valeur 1 2 4 8 16 3 1 2 4 8 16 3 1 2 4 8 16 32 1 2 4 8 16 32 Code Sextet
Bl: 1 S S S S S s s 11 58 00 00
Bl: 2 5 S s s s S S S S s s S S s 63 58 00 49
Bl: 3 S S S S s s S s s S s 56 59 01 32
Bl: 4 5 s s S S s s S s s 27 59 00 00
Bl: 5 5 S S s s s s S 05 27 01 00
Bl: 6 S s s S S S S s s s 27 62 00 00
Bl: 7 5 s s s s s S s S s s 47 59 00 00
Bl:10 s S s s s S S s s S s s 63 59 00 00
Bl:11 s S S S S S S s s S 57 59 03 00
Bl:12 s S S S S S s s s s s s s 57 63 03 00
Bl:13 s S S S S s s s s s 21 63 00 00
Bl:14 s S s s s S S S s s s s 63 62 00 00
Bl:15 s s s s s S S s s s s 31 31 00 00
Bl: 16 5 S S s s 5 5 S S s s s 5 63 31 02 00
Bl:17 s s s S s s . s s s S S S S 22 59 41 08
Bl: 18 5 s s 5 5 5 S S s s s 5 5 59 31 10 00
BIl: 19 5 S S s s 5 5 S S s s s 5 63 62 00 01
Bl:120 s S s s s S S S s s s s S S 63 31 10 00
Bl: 21 S S s s s S S S S S s s s s s s 63 31 51 00
Bl:22 s s s . S S S S s s s s s S S S 59 63 9 00
Bl:23 s S s s s S S S s s s s S S 63 31 02 01
Bl: 24 S s s S S S S S S s s S S S 59 31 10 01
Bl:25 s s s S S S S s s s s S S S 59 31 42 00
Bl: 26 5 S S s s 5 5 S S s s s 5 s s s 5 63 31 58 01
BI: 27 S S s s s S S S s s s s s S s s s s S 63 63 13 19

R : Résistant

s : Sensible
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Bremia Dans les cultures, une irrigation des parcelgpesférable en début d’aprées-
midi au lieu du matin ou les spores sont libérBes températures relativement faibles et des
conditions climatiques humides aprés une périoatunoe, favorisent donc la sporulation et

I'épidémie de I'agent du mildiou de la laitue.

5.4.4 Virulences

Les souches dBremiasont caractérisées pour leur virulence sur une gamen25
hétes différentiefs Chaque souche peut ainsi identifiée par un spelrvirulence traduit en
code sextet pour faciliter les comparaisons entrectses. Pour établir ce code, les 25
génotypes utilisés portant chacun un gBme ou un facteur de résistance, sont divisés en
groupe de 6 et chaque variété se voit attribuéevateair (1-2-4-8-16-32) (Van Ettekoven and
Van der Arend 1999). La premiére variété de la genuthbétes, Cobham green (Cg),
correspond a une variété sensible universelle quemiee pas en compte dans le code sextet.
Pour les autres, si le génotype est sensible léurattribuée est retenue alors qu’elle ne I'est
pas si elle est résistante. Ensuite, on cumulede=surs obtenues pour chaque groupe de six
génotypes. Ainsi, une souche contournant toutegekastantes d’'un sextet aura une valeur de

63 et une valeur de O si elle est avirulente sus tes génotypes (Tableau 1.2).

L'IBEB (International Bremia Evaluation Board), gioe créé vers 1999 réunissant
des sociétés de sélection et les services chaegesndcriptions des nouvelles variétés en
France et aux Pays-Bas, regroupe chaque annéspdetres de virulence d’isolats &e
lactucaeprésents dans les cultures de I'Europe de 'Ougstes, une étude multilaboratoire
de certaines des souches identifiées sur les @arat Europe, I''BEB peut officialiser leur
spectre de virulences. La résistance a cette sowdficielle » ou de « référence », (notée
Bl : suivi d’'un numéro croissant & chaque nouvelescriptiod) peut étre intégrée aux

caractéres de distinctions utilisées pour insdeseenouvelles variétés au catalogue officiel

avant 2010, les souches étaient caractérisées pamgamme de 20 hétes différentiels. Au début de la
thése, la gamme d’héte était donc constituée dadis différentiels. Ainsi, les souches isolées ldu
projet n'ont pas toutes été pathotypées pour leb@8s différentiels et pour faciliter les analysesus
considérerons seulement les 20 premiers hotesdtitiéls sauf indication contraire.

2 Avant les années 2000, les souches étaient nosnNiééBlok 1989) et n'étaient pas décrites par ER
BIl:17 est la premiére souche décrite selon cettemiénation.
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(ex : Bl: 1 a Bl: 26 signifie que la variété essistante aux souches officielles Belactuael
a 26).

Pour définir ces souches officielles, différentgeces sont utilisés (Guenaet al.
1999 ; Van Ettekoveert al1999) comme la stabilité dans le temps et I'espicéa souche
isolée, le nombre de virulences sur les génes sistaéce les plus usitées et également des
criteres commerciaux importants pour les différesggectionneurs. A ce jour, 27 souches

officielles ont été décrites (Tableau I.2).

Ces souches montrent une large diversité de sped#evirulence, suggérant une
rapide évolution des souches depuis la descriptola souche NL 1 au début des années 60.
Les études sur I'évolution des virulences dansédifites populations européennesBde
lactucae ont montré une accumulation rapide de virulencesessaires et la fixation de
virulence « non nécessaires » (virulences corretgura des genes de résistance non utilisés
ou plus utilisés dans les cultivars) (Crute 19&Ustaffson et Larson 1984 ; Gustaffsziral.
1985 ; Lebeda et Zinkernagel 2003 ; Wellving ett€rli978). Néanmoins, aucune souche
isolée a ce jour ne possede toutes les virulengepermettant de sporuler sur toutes les
variétés. Les sélectionneurs réalisant du « pyraged de genes dans les variétés cultivées,
les cultures peuvent encore étre protégées vis-aeviplusieurs souches actuelles mais sont

toujours soumises a I'évolution des virulencespmtgsulations dd. lactucae
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Ainsi, I'objectif de la thése est d’apporter deformations nouvelles sur les stratégies
évolutives utilisées par I'agent du mildiou ded#e B. lactucagepour contourner les genes
de résistance de I'h6te, en vue d’améliorer la loilit& des résistances. Afin de répondre a cet

objectif, I'étude est structurée en trois princgsatjuestions de recherche :

1. Quel est linfluence de la reproduction et de lgnation sur la structure des
populations francaises @& lactucae?

2. Quelle est I'influence de la pression de séleaties genes de résistance de la laitue
sur la structure des populations francaiseB.dactucae?

3. Comment évolue le polymorphisme d'effecteurs cdadi (RXLR) dans des
populations dd. lactucaesoumis a la pression de sélection des génes dearéese de

la plante hote ?

Dans une premiere partie (chapitre 2), nous présamd le développement des
marqueurs moléculaires neutres utilisés pour caéniger le réle des forces évolutives sur la
structure des populations @ lactucaeet nous indiquerons la stratégie d’échantillonnage
mise en place lors de ce projet. Puis, les résulsatront présentés en trois chapitres

correspondant aux trois questions de rechercheeposé

Le chapitre 3 traitera dans un premier temps deat@bilité génétiqueen Europe.
Dans un deuxieme temps, nous décrirons la strudesegopulations francaises. Les résultats
obtenus sont présentés sous la forme d'un arteiepréparation pour une soumission a
publication dans Applied and Environmental Micrdb@y ou nous répondons, en particulier,
a la question de recherche sur I'importance deetambinaison sexuée et du flux de genes
dans les populations.

Le chapitre 4 consistera en I'étude de I'influedeela pression de sélection des genes
de résistance de la plante hote sur la structusgdpulations d8remia Ces résultats seront
également présentés sous la forme d’'une publicatigoréparation pour une soumission dans
Molecular Ecology.

Enfin je présenterai, dans le chapitre 5, I'évaintd’effecteurs candidats dans des
populations deB. lactucaesoumis a la pression de sélection des géenes dears de la

plante hote.
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Pour conclure, nous discuterons de lI'ensemble dssltats pour déterminer le
potentiel évolutif et les perspectives offertes leartravaux de cette thése pour améliorer la

durabilité des résistances Brtemia

Cette these a été realisée dans le cadre du prepst-Laitue (financé par un fond
interministériel) réeunissant deux partenaires @iv@autier Semences et RijkZwaan, et deux
partenaires publics, I'INRA (GAFL et UR BIOGER-CPé&t)Agroparistech.
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CHAPITRE 2

MATERIELS ET METHODES

62



Dans ce chapitre, les stratégies utilisées pouddeeloppement des marqueurs
moléculaires neutres, les problemes rencontrés qires les stratégies mises en place pour
I’échantillonnage d’isolats dB. lactucaesont décrits. Nous évoquons également les travaux
effectués par les différents partenaires du petdjéts résultats qui n'ont pas été discutés dans

les chapitres suivants.

1. Développement et mise au point de marqueurs molécab

Le faible nombre de données moléculairesBddactucaedisponibles au début du
projet de these, a nécessité la recherche, le @@wainent et la mise au point de marqueurs
moléculaires neutres discriminants pour étudiediarsité géenétique des populationsRle
lactucae Nous avons choisi de rechercher et de déveloggemicrosatellites. Ce sont des
marqueurs nucléaires caractérisés par de courtpgersgées (ou motifs) d’ADN répétées,
généralement deux, trois ou quatre paires de lpseekemple, AC, GTA, TAGC) qui ont
une haute capacité discriminante, sont reprodedjl@t sont frequemment utilisés dans des

études de génétique des populations.

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour la miggoint de ces microsatellites. Pour
chaque méthode, le polymorphisme des marqueukstagié pour 16 isolats dont des souches

de référence et un isolat prélevé kuserriola

1. Une banque enrichie en microsatellites a été aaitesten 2008 (A. Speck),
avant le début du projet de thése, a partir delalse de référence Bl: 14. Le séquencage de
soixante sequences a permis lidentification deleseent deux microsatellites (Simple
Sequence Repeat, SSR) polymorphes. Le nombre détiams de ces deux motifs SSR était
faible, respectivement (Gget (AAT)s. De plus, aprés la vérification des séquences
polymorphes et des profils génotypiques, j'ai déaig ne pas utiliser ces microsatellites car
les tests de qualité n’étaient pas concluargsmauvaise reproductibilité des profils observés

au séquenceur et polymorphisme observé en dehemakis répétés).

Le faible nombre de microsatellites polymorphesenbs chezBremia par cette

méthode, confirme la difficulté a caractériser &SR polymorphes chez les oomycetes
(Delmotteet al. 2006) et chez certaines especes de champignomtec(iza al. 2007).

63



2. Une recherche de marqueurs microsatellites, chezs despeces
phylogénétiquement proches @emi ([Plasmopara viticola, Phytophthora ramorurR.
infestan$ a été effectuée dans la littérature. Sur les afquoeurs testés, aucun n’a répondu
positivement a la totalité des tests de qualitéshile transfert interspécifigue de marqueurs
microsatellites semble faible ; ce méme type dailtdts a déja été observé chez des
champignons (Dutecét al. 2007).

3. Seize SSR ont été identifies dans une banque E&iE&é a l'université de
Davis en Californie par I'équipe de R. Michelmotgai testé le polymorphisme de ces
microsatellites et deux se sont avérés polymorgims les souches testées (Rv_Bl4 et

Rv_BI6) et ont été utilisés dans I'analyse de ftadctire génétique des populationsBiemia

4, Au début de la seconde année de la these, une llouvethode couplant la
production d'une banque ADN enrichie en microsaésl avec les technologies de
séquencage a haut débit a été mise au point (Madwd. 2011). Cette technique a permis
'obtention de 21098 séquences brutes génomiquesBréenia Parmi les séquences
supérieures a 80 paires de base (pb), 1588 congirties motifs microsatellites répétés au
minimum quatre fois permettant ainsi le dessin dieras pour 367 loci microsatellites dont
287 présentaient des motifs « parfaits », c'esteastbn interrompus dans leur répétition. A
partir de ces 367 loci, 40 ont été choisis entionae la longueur de la séquence (entre 100
et 250 pb), du nombre de motifs répétés et dengpdeature d’hybridation des amorces. A
partir de ces 40 microsatellites, 10 loci ont éadidés pour leur polymorphisme et leur

reproductibilité.

Ainsi, 12 marqueurs microsatellites ont été utdisdans I'étude de la diversité

génétique d@. lactucae(Article 1).

Suite a la difficulté a obtenir des marqueurs miatelites polymorphes lors de la
premiere année du projet, des marqueurs AFLP (AmglFragment Lenght Polymorphism)
ont également été développés (\asal. 1995 ; Meudt et Clarke 2007). Aprés la mise au

point de la technique sur le séquenceur, nous agbosi une douzaine de combinaisons
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d’amorces sélectives du tyfedR1-XX et Msel-XXX. Ce type de combinaisons donnait des
profils génotypiques intéressants en terme de nembmarqueurs. Néanmoins, la mauvaise
reproductibilité et lisibilité des profils sur leéguenceur n'a pas permis d'utiliser ces

marqueurs pour I'analyse de la variabilité génétideBremia

2. Echantillonnage des isolats de B. lactucae

Plusieurs stratégies d’échantillonnage ont été sréseplace lors de la durée de la thése.

2.1. Prélevementsde B. lactucaesur les variétés cultivées

1. Des prélevements ont été réalisés chez des dgricall sur les variétés
cultivées dans les cing principaux bassins de mtimu qui sont le Sud-Est, le Sud-Ouest, le
Centre-Ouest, I'Ouest et le Nord. Cet échantillgea été effectué dans des cultures de plein
champ et des cultures sous-abris. Le type de eult(agriculture biologique ou
conventionnelle) a également été renseigné. Ldgyamdents ont été réalisés a la fois par les
partenaires privés (RijkZwaan et Gautier SemencaAsS} et par I'équipe du GAFL dirigée
par B. Maisonneuve. Lors de chaque prélevementnauns dix feuilles infectées pd.
lactucae provenant de dix plantes différentes ont été édlmmées. A partir de chaque
feuille avec des symptdmes, un isolement et uneiptichtion de la souche a été effectuée
chez les différents partenaires. Les isolats thtséockés a -80°C avant d’étre transférés a
Grignon (UR Bioger-CPP) ou I'ADN génomique a étéraix et le génotypage a été effectué.
Au total, plus de 40 sites différents ont été édhanbés, 850 souches issues de ces

prélévements ont été isolées, multipliées et gérdaty pendant la durée de ce projet.

2. Un suivi pluri-annuel a été réalisé dans netglssdans le Sud-Est. Chaque
partenaire (Rijk Zwaan, Gautier semences, GAFL)ia plusieurs sites, et prélevé au moins
dix isolats dans chaque culture quand il y avait épieémie deB. lactucae.Cette stratégie
d’échantillonnage nous a permis d’étudier I'évalntdes populations d&remiaau cours du
temps dans le plus important bassin de productidaities francais.
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2.2. Echantillonnage de souches aériennes de B. lactaeca

Dans les neuf sites suivis, des boites piéges cedegode plantules au stade
cotylédons étalés, de trois génotypes différentdhh@m green, Lednickypml), PIVT1309
(Dm19H, ont été disposées dans des cultures (Fig. [Cé)te méthode de piégeage (mise au
point par B. Maisonneuve) a permis d’isoler plu266 souches &ériennes » dB. lactucae
Cette méthode permet comparer les génotypes gbhésotypes de virulence des isolats

« piégés » avec ceux des variétés cultivées.

Figure 11.1: Boite piege disposée dans une culture de Iétheto de B. Maisonneuve).

3. Phénotypes de virulence

A chaque prélevement, les partenaires ont phénadypdes hétes différentiels au
stade cotylédons étalés, au moins un isolat. Apieg de 400 pathotypes ont été caractérisés

lors du projet.

4. Informations complémentaires

4.1.1solement monospore

L’isolement monospore n’est pas possible pour chaqalat prélevé (trés long et

colteux en moyen humain et financier). Or, desusgtent montré qu’une feuille pouvait étre
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infectée par plusieurs souches Beemia (Gustaffsonet al. 1985). Pour éviter un biais
important dans les analyses, des isolements moressmiblés ont été effectués selon le
protocole établi au GAFL (Jean et Maisonneuve 200@s isolements monospores ont été
réalisés pour des isolats de chaque génotype fidedéins les cultures francaises (déterminé
par les 12 microsatellites). Plus de 30 génotypdsainsi été vérifiés par des isolements
monospores. Dans la majorité des cas, le génotypernti@é avec les monospores est
identique a celui déterminé avec lisolat d’origif®ur cinq isolats, la différence entre les
génotypes des monospores et de l'isolat d’origm@novenait que d’'un seul alléle a un locus
ce qui, apres vérification des profils génotypiquesmble indiquer la présence d’alléles nuls
(mauvaise amplification d’'un alléle ou erreur apl@miére lecture). Seuls deux génotypes
préalablement identifiés correspondraient pour ghaa un mélange de deux souches
différentes. Ces génotypes n’ont donc pas été sndans les analyses. Par contre, il est
intéressant de noter que dans I'un des deux caselex isolats en mélange présentaient deux
types sexuels différents (B1 et B2).

Cette vérification des génotypes, par lisolemerdnospore, nous a permis de postuler
gu’'une feuille présentant des symptdbmes n’est téée@ue par une seule souche Rle

lactucae

4.2. Analyses complémentaires

Les prélevements d’isolats d& lactucaeont été effectués dans différents type de
culture (sous-abri, plein champ, dans des cultgms/entionnelles et biologiques). Nous
avons analysé la variabilité génétiqgue des isadaten ces types de culture. Les résultats
indiquent que les types de culture n'ont pas diefter la structure génétique des populations

deB. lactucae

Les isolats prélevés dans les sites suivis papdetenaires ont été utilisés dans les
analyses effectuées dans les chapitres suivangsanN#ns, nous ne traiterons pas I'évolution
temporelle des populations d& lactucaedans le Sud-Est. Une analyse préliminaire des
résultats a montré une stabilité dans les fréqueedes virulences au cours du temps et une
faible variabilité génétique (Maisonneuee al. 2012). La rédaction d’'un article traitant de
I'évolution des populations d@remiadans le Sud-Est sera réalisée au cours de I'&20ER
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CHAPITRE 3

DIVERSITE GENETIQUE DE BREMIA
LACTUCAE EN EUROPE

ET

STRUCTURE GENETIQUE DES
POPULATIONS FRANCAISES
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1. Introduction

L’objectif de ce chapitre est de réaliser une peeenicaractérisation de la variabilité
génétigue de souches européennes, de la struénétique des populations francaiseBde
lactucaeet d’estimer quelles forces évolutives influencestte structure.

Dans un premier temps, j'ai développé un set daasatellites que jai validé en
analysant la variabilité génétigue des souchescieltits et d’isolats d'une collection
mondiale. J'ai ensuite utilisé ces marqueurs pooalyser la structure génétique des
populations francaises d&emiaet estimer, plus particulierement, la recombinaiaa sein
des populations et la migration, a la fois dansctmpartiment cultivé et entre le

compartiment sauvage-cultivé.

2. Résultats et discussion : Article 1

Les résultats obtenus sont présentés ci-apredafursne d’un article en préparation pour

une soumission a la revue Applied Environmentalrbbology :

Article 1: Genetic diversity oBremia lactucaet the world and French regional scale
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Abstract:

Most pathogens are submitted to high selectionspresthat can be induced by several
variables according to their life traits. In theseaf plant pathogens, host resistance may be
considered as the main driving force of pathogenlutiom, with pathogens evolving to
overcome host resistance strategies. In the mgdtdra,Bremia lactucaethe causal agent of
downy mildew onLactuca sativaseveral specific resistance genes are used taterothis
pathogen with a heterogeneous spatial distributiocrops. In turn, pathogens show a rapid
adaptation to host resistances, and charactenizatipopulation genetic structure could be an
important step to identify evolutionary strategiesed by pathogens to overcome host
resistance.

Microsatellite markers were developed to study ¢emetic diversity of this biotrophic,
heterothallic and diploid pathogen, and to deteemthe impact of recombination and
migration on pathogen population structure. MorentB@0 isolates were recovered in France
from 18 regions and different cultivars (carryingfetient resistance genes) bf sativa
Genotypic diversity and gene diversity were low the 18 populations sampled. Nine
multilocus genotypes (MLG) were identified in Frapamong them, two were predominant.
Results showed high clonality in French populatiand gene flow between populations. The
occurrence of gene flow between the wild and crafh@systems was also shown. These

results are discussed regarding durable resistanoagement.
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Introduction:

In plant-pathogen interactions, selection drivesdkolution of pathogens to counteract plant
defenses and escape host recognition, which islasinm the case of gene-for-gene
interactions. Pathogen adaptation is then detednlme its evolutionary potential, which
strongly depends on the genetic diversity withipydations.

Several questions then arise: How much variatioprésent in populations? How does an
adapted pathogen population maintain diversity? dWhevolutionary forces drive the
population dynamics? These questions are cruciaadoosystem management since most of
the control methods are counteracted by almogiagiiogens.

Bremia lactucaeregel, the pathogemsponsible for lettuce downy mildew, is a good eiod
to address these issudisis a diploid oomycete that belongs to the Pespooaceae family,
an obligate pathogen host that is specific and gmilgnlimited to the plant genug,actuca
(Crute and Dixon 1981; Lebeda and Syrovatko 19883erriola, the most common wild host
species of this pathogen in Europe (Lebeda 200Q)/dcbe a source of inoculum for
cultivated lettuce. Since the 1960s, breeding &sistance t@. lactucaehas been a major
challenge for breeding companies. Resistant cultstadies showed that the interaction
betweenL. sativaandB. lactucaeis generally consistent with a gene-for-gene i@hghip
(Crute and Johnson 1976; Farrara et al. 1987; Hudtvel Michelmore 1985; lllot et al. 1987;
Crute 1992). Indeed, resistance is determined loylaace factors of the pathogen that are
recognized by majddm (downy mildew)resistanceyenes (Lebeda et al. 2002; Maisonneuve
et al. 1994; Michelmore et al. 2008), which conlfiéggh levels of resistance. Howevds,
lactucaehas shown a considerable ability to break down resistance introduced in lettuce,
even with resistance genes introgressed from diftewvild Lactuca species. This quick
adaptation to resistance leads to a high diversityirulence available foB. lactucae
populations. The understanding of evolutionarytstgies used by the pathogen to break down
new resistance is a major step towards improvisggt@ce durability.

Analysis of virulence in population pathogens iefuk for identifying the dynamics of
virulence change, but the causes of genetic chaarge more difficult to determine.
Knowledge about genetic diversity and evolutiondorces such as migration and
recombination is required to identify adaptive maukms of pathogens to break down the
plant resistance.

The specific aims of this study were to (i) devetoprosatellite markers to study the genetic

diversity of B. lactucae (ii) investigate the genetic diversity and popiola structure of
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lettuce downy mildew in France, and (iii) exploteethypothesis of a gene flow between

crops and wild pathosystems.

Materials and methods:

Bremia lactucaesamples:

A total of 421 isolates oBremia lactucaewere recovered from 39Z. sativg a cultivated
lettuce,and 24L. serriola a wild lettuce.

Within the 397 isolates collected on cultivatedueg, 39 belonged to a worldwide collection
and had been isolated by collaborators and 21tesolaere official strains (Table 1). Official
strains (designated “Bl”) are characterized byrthigulence pattern against a host range of 25
lettuce genotypes, each harboring a specific ssist gene. Official strains have represented
a part ofB. lactucaevirulencephenotypic diversity in Western European cropgtierpast 50
years.

In the other part, 337 isolates were recovered ftontaminated cultures at 18 sites in France
between December 2008 and August 2010. At eachaliteast ten isolates were collected
from ten different plants of the same cultivar (lEaB).

Ten isolates ofB. lactucae, recovered on artichoke (supplied by Vegenov, Bretag
Biotechnologie Vegetale, 29250 Saint Pol de Léaanée) in French Brittany, were used as

an outgroup.

Isolation ofB. lactucaeand DNA extraction:

One leaf with symptoms of downy mildew (sporulatmmtypical chlorotic spots) was taken
from each diseased lettuce plant and one isolate is@ated. Isolation and multiplication
were done as previously described (Maisonneuvé 4989). Genomic DNA was extracted
from B. lactucaespore suspension using the DNeasy Plant kit (Qujagecording to the

manufacturer’s instructions.

Identification of microsatellites markers:

Microsatellite markers were isolated by combiningi@in-enrichment protocol adapted from
Kijas et al. (1994) and next generation pyrosegmgnehrough 454 GS-FLX Titanium
technology (Roche Applied Science) at Genoscredlie(lFrance). Genomic DNA (2 ug)
was obtained from an admixture of five isolatesrfBrance recovered dn sativa(3) andL.
serriola (2) to maximize diversity. The biotin-enrichmentrofocol, like the 454

pyrosequencing, is described in Malausa et al. (2011
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Primer designs were done with 454 sequences obtawte QDD software (Meglécz et al.
2010). Enrichment adaptors were removed and segadogger than 80 bp, which present at
least four repeats of perfect microsatellites, weeéected for further analysis. Sequence
similarities were computed through an “all agaaitBLAST (Altschul et al. 1997) in which
microsatellite motifs were soft masked. Sequencesnhich pairwise similarity along the
flanking regions was over 95% were grouped intatigshand a 2/3 majority rule consensus
sequence was created from each contig. Sequeretelsath a significant BLAST hit to other
sequences with an overall similarity in the flankmegjion of below 95% were discarded to
avoid potential intragenomic multicopy sequencab.unique sequences (with no BLAST hit
to any other ‘454’ reads) and consensus sequeness ehecked for the presence of short
repetitions in the flanking regions (Martin 201@CR primers were designed using QDD
with the following criteria:

(a) target microsatellites displayed at least fegetitions, (b) the length of PCR product was
between 100 and 300 bp, and (c) annealing tempesatd primer pairs were between 50 and
64°C with less than 4°C difference between primé&msong the 287 sequences for which
primer pairs could be designed, 40 sequences vedeeted with a size of between 115 and
250 bp. Amplifications were performed with forwapglimers labeled with WellRed
fluorescent dyes (FAM, HEX or NED).

Amplification reactions consisted of 10 ng templBts&A, 200 uM dNTPs, 1 Urag DNA
polymerase (Promega), 2 mM MgChnd 0.2 uM of each primer pair in a 10-uL reatcttio
volume. Amplifications were run in an Applied Bigtgms PCR system 9700 thermocycler,
with initial denaturation at 95°C for 2 min, foll@d by 30 cycles of 94°C for 30 s, 58°C or
60°C for 30 s according to the primer pair hybradian temperature, 72°C for 30 s, and a
final extension at 72°C for 5 min. PCR productseMeraded with a loading buffer (Promega)
on agarose gel (3%) and visualized with an imaB€&R products were sized by capillary
electrophoresis on an automated Beckman sequeRE€y 8000).

Sixteen microsatellite loci identified in a cDNAbtary (provided by R. Michelmore,

unpublished data) were also screened for polymenphising the above protocol.

74



Data analysis
Gene diversity was calculated for each locus andeBwh population, and estimated by

expected heterozygosity {HNei’'s unbiased gene diversity, 1978). Gene ditygerebserved
heterozygosity and allelic richness were calculatadg Fstat 2.9.3 (Goudet 1995).

Genetic distances among identified multilocus ggmes (MLG) were calculated over the 12
microsatellite loci using Cavalli-Sforza and Edwsaahord distance (Dc) (Cavalli-Sforza and
Edwards 1967), which is an appropriate distancéréa constructions (Kalinowski 2002). Dc
was calculated with Microsat software (MSAT 200&)aan UPGMA tree was inferred from
the distance matrix and visualized using Phyliptvgafe, version 3.68 (Felsenstein 1989).
Bootstrapping of data was conducted in Phylip ugif@§0 permutations.

To examine the relationships among isolates, mimnspanning networks (MSN) were
constructed using the genetic distance of Bruvo akt (2004), which incorporates
microsatellite repeat numbers. Genetic distancericeat were calculated for all MLGs
identified in France. MINSPNET (Excoffier 1993) wased to generate MSN from genetic
distance matrices and trees were visualized wifbska (Excoffier 2005).

An MLG may result from distinct sexual reproductiesents or clonal reproduction. We
therefore estimated the probabilis{xn re-encounter) of observing at leastmes an MLG
resulting from sexual reproductioRsexWas estimated for all MLGs found at least two times
in France, using Genclone 2.0 software (Arnaud-tdaard Belkhir 2007)

The clonal genotype diversity was calculated as(R =G)/(1 — N), where G is the number of
MLGs present in a sample and N is the sample ginether way was used to estimate the
genotypic diversity, defined as the probability tthao individuals taken at random have
different multilocus genotypes, and was calculateitg Multilocus (Agapow and Burt 2001)
as the measure of multilocus linkage disequilibrigry). rqy is based on the index of
association corrected for the number of loci (Aga@md Burt 2001). Departure from random
association of alleles across loci was assesseldobistrapping alleles among individuals,
1000 times independently for each locus.

Assuming that each sampling site represented mdigtopulation, we computed pairwicg
estimates for all French populations Bf lactucae,following the procedure of Weir and
Cokerham (1984) and using Fstat 2.9.3 (Goudet 198gcause inclusion of clonal
multicopies can strongly distort linkage disequilii;m andF-statistics Fs; were estimated by

using all datasets and clone-corrected data (opy @beach different MLG per population).
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The unbiased estimator of Wright'ss,Fwas calculated according to Weir and Cockerham
(1984) using Fstat 2.9.3 (Goudet 1995) to testypothesis of random union of gametes in
each population.

A principal component analysis (PCA) was perfornusthg the procedure available in the
adegenet package (Jombart 2008) for R statistiealfare, version 2.7.2 (the R Foundation
for Statistical Computing, 2008). PCA does not regjatrong assumptions such as the Hardy-
Weinberg equilibrium or the absence of linkage gisibrium between loci (Jombart et al.
2009), unlike methods of Bayesian clustering atams like those implemented in Structure
2.2 (Pritchard et al. 2000; Falush et al. 2003a).

Isolation By Distance (IBD) was assessed using “thelde” procedure implemented in
Genepop (Raymond and Rousset 1995), which testdhelation between genetic and
geographical distances using the regressidrsfifl-Fs) ratios on the logarithm of distances,
as suggested by Rousset (1997) for two-dimensigaoglulations. The significance of

regression slopes was evaluated from Mantel testsrpeed across 1000 permutations.

Results
Development of microsatellite markers:

Among the 287 microsatellite loci obtained by py@sencing, 40 loci were selected to
screen for polymorphism in a subset of eight imdathosen from different origins in the
worldwide collection. Within 40 microsatellite lgcien showed polymorphism (25%) and
were thus retained to study the genetic diverdit.dactucae

Of the 16 microsatellite loci identified in the cBNibrary, only two were polymorphic
(12.5%) for the set of eight isolates.

These 12 loci were then used Brlactucaestrain genotyping.

Characterization of microsatellite loci

Microsatellite alleles were determined for 60 stsaicollected onL. sativa (39 from a
worldwide collection and 21 official strains) aneven strains collected dn serriola(Table

1).

The 12 microsatellites were polymorphic for thede7 strains studied. Microsatellite allele
sizes from all isolates were scored. The numbeilefes observed at each locus ranged from
two to seven, with the largest number of allelesnidied at locus AIP11l (Table 3).

Amplifications of these 12 microsatellite loci weakso performed for ten strains recovered on
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artichoke (Vegenov-BBV collection) in order to tdsinsferability to otheBremia of the
markers. Of the 12 microsatellite primer pairsddstonly four (33%) consistently produced

an amplicon (Table 3).

Observed heterozygosity ranged from a value of D@40.514, with an overall value of
0.285. Considering that the number of allele contimna per locus equalg§n+1)/2, wheren

is the number of alleles, 2.2 x ®lpossible genotypes may be identified using those 12
microsatellites. To ensure that the set of locdusmvides enough power to discriminate all
multilocus genotypes (MLG) present in the sampléd@te Carlo procedure was applied
using Genclone software (1000 permutations) (ArAdadnd et al. 2007). The asymptote
reached when plotting MLGs as a function of subsathphicrosatellite markers showed that

the set of loci allows an accurate determinatiothefnumber of genotypes in the sample.

Forty-six multilocus genotypes (MLG) were identifign the set of 67 strains studied, with 34
MLGs represented by a single strain (Table 1). Witkhl official strains, 19 MLGs were
identified with three strains (Bl: 18; Bl: 24; aBét 25) sharing the same MLG (Table 1).

The unrooted UPGMA tree based on chord distance/alG&forza and Edward 1967)
showed that Australian isolates and North Ameris@ains were grouped in a clade that was
different from that of the Europeans strains (Hiy. Official strains and isolates froin

serriolaare generally found in the European clade.

Genetic diversity of B. lactucae in France:

Polymorphism for the 12 microsatellite loci prewtudescribed was determined for 387
lactucae isolates collected at 18 sites in France. One losas monomorphic (locus
RV_BL6), whereas the others were polymorphic withalleles detected. All of these alleles
had already been identified in the worldwide cdlt@t previously studied.

One to four alleles per locus were observed. Lo&lEl1l simultaneously presented three
alleles for 31 isolates. Thus, to facilitate furtt@nalyses and because the microsatellite
dataset was discriminating enough with 11 micrdki@s the locus AIP11 was eliminated
from the dataset. Nine MLGs were identified for 87 strains studied (Table 4). Among
them, two were common: MLG55 (46% of the isolates)] MLG7 (32% of the isolates).

At the French regional scale, clonal genotype dixer(R = 0.024) was low. Moreover, the

probability of the same MLG occurring more than enwecause of recombination in a
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randomly mating population (Psex) was less thab @0 seven of the eight MLGs sampled
at least twice at the French regional scale (Tdhle

Clonal genotypic diversity was low in all 18 Frerubpulations studied, reaching a maximum
of 0.125 (Table 2). MLG55, the most frequent MLGasaessentially identified in southern
populations and inversely MLG7, the next most fEguwas essentially observed in center-
west populations (Fig. 2).

The mutational relationships among the nine ML&silustrated in the minimum spanning
network (MSN) (Fig. 3). All MLGs were closely retat except MLG1, which was found in
only one population and composed of three privéiedes. MLG55 and MLG7, the most
frequent ones, are found on each side of the cehtbe network.

Structure oB. lactucag-rench populations

F-statisticsindices

Fis valueswhich measure heterozygote deficit within populadionere significantly negative
for all populations, indicating an excess of hetggmtes (Table 2). Furthermore, alvalues
were significantly different from those expected @inchndom mating. With clone-corrected
data, § values were never significantly different from tero value expected for a panmictic
population.

Genetic differentiation between French populatiaas significantly different from zero for
97 pairs out of 153. The highds (Fs;= 0.3506) was observed between the farthest northern
population and a southern population. Howewgf,was never significantly different from
zero with clone-corrected data.

Clustering analysis

A PCA analysis distinguished five groups of popolaé (Fig. 4). The relative contributions
of the first three axes to the total genetic varatvere 44, 26 and 17%, respectively. Three
groups were each constituted of only one populatioth were well separated from the other
two groups. Each group was primarily represente@ddpulations from the same area, as was
suggested by the breakdown of MLGs in each pomua{Fig. 2). Two center-west
populations (Roz sur Couesnon and Mont Saint Mjcihvelre well isolated, but they were
closer to a group mostly composed of center-westiptipns, whereas the separated group
composed of only one southern population (les Gaes) was closer to the group primarily
composed of southern populations. The two largesigs were only separated by the first

axis.
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Isolation by distance

A low but significant positive correlation (P < 6,0 = 0.07, y = 0.031x + 0.052) was
identified between the matrix of geographical disis among all populations and the matrix

of genetic distance values (Fst/(1-Fst) (Rouss87)L9

Relationship between isolates from cultivated aild igttuce

Twenty-four isolates recovered from serriolawere genotyped with the 12 microsatellites.
Thirty-three alleles were identified and eight ML@®re determined. Within these eight
MLGs observed on prickly lettuce, six MLGs were @fie to this host plant and two MLGs
(MLG 55 and MLG1) were shared by isolates of the twst species.

Discussion:

Isolation and characterization of microsatellita:loc

Microsatellite markers, which are codominant maskerre powerful in population genetic
studies of diploid organisms. However, the charadéon of microsatellite markers can be
very difficult and time-consuming (Dutech et al.0Z(), especially in oomycetes. Few and
unreliable markers were obtained by the classichatetusing an enriched DNA library
(Speck, pers. unpublished). Two polymorphic micteléige loci were obtained from EST
provided by Michelmore et al. (2008). However, tmsthod was not very efficient since only
2.5% of the loci tested were polymorphic.

New microsatellites were obtained using a new ntthat combined enriched DNA libraries
and pyrosequencing (Malausa et al. 2011). In Malaas al. (2011), the number of
microsatellite markers isolated with this new pihae for 13 taxa were much larger and
were obtained with a much lower costand within ar@r length of time than traditional
isolation techniques. ConcerninB. lactucae this technique provided 287 potential
microsatellites with perfect motifs, which is sltghlower than the mean observed for the 13
taxa in Malausa et al. (2011). As a result, thiscpss that combined multiplex enrichment
and pyrosequencing was cost and time-efficient @ard be a good alternative method for
developing microsatellite markers in exotic orgarsyMalausa et al. 2011).

Most of the isolates showed one or two allelesagahdocus. However, the presence of three
alleles was detected in 31 isolates at one locuB1(A locus). This result is not surprising

since hyperploidy was previously detectedinlactucaisolates by Hulbert and Michelmore
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(1988). To confirm that hyperploidy was not theutesf mixtures, cultures of single conidia
from these isolates were carried out. Gene dupdicatould be an explanation for
hyperploidy. However, no genetic variability wasserved in this pattern and it was always
the same three alleles that were present, witlthellisolates sharing the same MLG. More
likely explanations could be natural somatic vaomtor fusion of two diploid isolates of the
same mating type since it had already been obsdéové&i lactucagMichelmore et al. 2008)

or other oomycetes (loos et al. 2007; Rumbou &x(4l5; Tooley et al. 1993).

Low genetic diversity was observed for the micreidé¢ markers developed. Nevertheless,
the set of loci was powerful enough to determine aamcurate number of genotypes;
furthermore, the number of alleles identified pecus was in the same range as for other
oomycetes (Delmotte et al. 2006; loos et al. 20@€s et al. 2006; Goss et al. 2009; Prospero
et al. 2007), suggesting a relatively weak divgriit SSR markers in oomycetes.

Official strains were identified by different MLGgxcept for three strains that shared the
same MLG. Moreover, genetic diversity in officiarasns showed an important genetic
variability in B. lactucae which is consistent with virulence phenotype d&tgrin European

populations (Lebeda et al. 2003).

Gene flow

Amplification of the 12 microsatellite markers witkolates ofB. lactucaerecovered from
artichoke showed that only four markers gave repeddde amplicons. This result suggested a
lack of interbreeding between isolates recoverethf€ynara scolymugartichoke) and those
from Lactucaesp. Infected artichokes are therefore not likelypéoa source of inoculum for
Lactucaespecies, as was suggested for other Asteraceaedaedi al. 2002; Volgmayr et al.
2004; Thines et al. 2010). Moreover, this resutjgasted that genetically distinct lineages
could exist inB. lactucaspecies and could indicate special forms, as bkas proposed by
several authors (Choi et al. 2011; Thines et all020volgmayr et al. 2004). The 12
microsatellite markers were successfully amplifienl the 24 isolates recovered dn
serriola, confirming the close relationship between thestaiss. Eight different MLGs were
identified for these 24 isolates, two of which wehared with isolates recovered larsativa

in France, suggesting a gene flow between the twlopgstems. This result confirmed those
previously obtained by Lebeda (Lebeda et al. 1288gda et al. 2004; Lebeda et al. 2008).
The genetic differentiation of the overdl lactucaeFrench populations is low since no

genetic differentiation was observed between pdjama when clone-corrected data per
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population was used. Gene flow appears to occallapge scale in France and this result was
confirmed by the presence of two common MLGs, whietre observed in populations
separated by a distance of 680 km (ChateaugironPampignan) for MLG55, and 800 km
(Gatteville le Phare and Fontvieille) for MLG7. Haminduced transport could be an
explanation of this long distance dispersal, whottuld be done by transport of infected
seedlings between nurseries and crops. Aerial digpeof asexual sporangia could also be
an explanation but no studies have been conductiedemonstrate aerial long-distance
dispersal of spores &. lactucaeWu et al. (2001) showed that the influence rangeasiny
mildew incidence at one location on other locatiomas between 80 m and 3000 m.
Nonetheless, a study was done in an area of appately 100 km in length without using
genetic markers. Moreover, it is generally assuntteat sporangia of downy mildew
pathogens can also be dispersed over long distdnycesnd (Crute 1981). Prospero et al.
(2009) showed that fdPhytophthora ramorumgenetic exchanges have occurred at a large

scale.

Recombination:

Genotypic diversity and gene diversity were lowtle 18 populations sampled, with nine
MLGs identified in France. Among them, two weregwminant.

Moreover, significant excess of heterozygotes wasded in all populations and multilocus
analysis rejected the possibility of recombinatiathin French populations. The combination
of these results provides strong evidence for ¢leaproduction in French populations.
Indeed, a strong negative valueFa$ is expected in clonal organisms (Balloux et al. 200
Halkett et al. 2005), and clonal reproduction gates non-random association between loci
(linkage disequilibrium) (Awadalla 2003). Moreovehe Psexvalue associated with French
MLGs indicated clonal reproduction.

Despite this indisputable high clonality observadFrench populations d@. lactucaeand
also observed in other oomycetes (e.g., Montarrgl.e2008; Prospero 2009), we cannot
reject the hypothesis that several events of sevacaimbination could occur at a low rate in
French populations. Indeed, both mating types waserved in France and one MLG
(MLG60) could be the result of a sexual recomboratevent as indicated by iR value.
However, MLG55 and MLG60 were closely related ggpes that are more probably the
result of somatic mutation than sexual recombinatod this mechanism has been shown to
be significant in other oomycete populations (Gowdet al. 1994; Dobrowlski et al. 2003;

Ivors et al. 2006). Furthermore, all loci were leaygous for MLG60, so this pattern could
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then be the result of a mitotic recombination. Mdotecombination generally refers to
crossing-over during mitosis, which results in libgs of heterozygosity at all loci distal to the
chromosomal breakpoint. Loss of heterozygosity masp be the result of mitotic gene
conversion, in which case only a small segmenthefdhromosome is altered (Goss et al.
2009). Mitotic recombination is thought to be resgble for frequent observations of loss of
heterozygosity irP. infestansallozymes (Goodwin 1997) arfd. cinnamomimicrosatellites
(Dobrowolski et al. 2003). Mitotic gene conversidras been observed iR. sojae
(Chamnanpunt et al. 2001). Mitotic recombinationgene conversion may also provide an
explanation for homozygosity observed at all lo@r fMLG60 instead of sexual
recombination.

The French center-west populations showed higheetge and genotypic diversity, and
higher observed heterozygosity than the southepulptions (data not shown). These results
suggested that several events of sexual reproducboild have occurred in center-west
populations. The distribution of the host plant Idolbe a key factor underlying this
phenomenon. Indeed, lettuce production in Franggdater in the southeast where lettuce is
cultivated throughout the year at the regionalesoahereas in the center-west region, lettuce
production is absent for four or five months. Séxaaombination could therefore be used by
the pathogen to develop oospores and to survivagiarop-free periods.

Structure and evolution of FrenBh lactucagpopulations

The PCA analysis confirmed a weak structure betvoserier-west and southern populations
of B. lactucaein France. Indeed, five groups of populations wetentified and these
populations were mostly clustered according tortlgelographical area. This result is also
corroborated by the result of the minimum spanmatyvork. Indeed, the nine MLGs in the
MSN also tend to be grouped by geographical areaenitification and MLGs seem to
evolve gradually by stepwise mutation from the camnVILG of each geographical area of
identification. This result can be explained by gélow at a high scale, which would be less
efficient than gradual dispersion. Besides, a wisakation by distance was found. New
MLGs would therefore evolve at local sites accogdio a stepwise mutation model and
would not always be widely dispersed. The shapthefnetwork suggested the presence of
different clonal lineages, especially between e inost common MLGs.

As a result, clonal lineages could be the outcomdirectional selection related to a rare

event of sexual recombination and mutation. Howefwgther research is needed to study the
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impact of resistance gene selectammthe population structure Bf lactucaeand to determine
the evolutionary dynamics of adaptation in thegmoisms.
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Table 1: Characteristics of a set of 67 isolate®ofactucae

Group Isolate MLG
Bl: 1 MLG20
Bl: 2 MLG64
Bl: 3 MLG47
Bl: 4 MLG24
Bl: 5 MLG3
Bl: 6 MLG43
Bl: 7 MLG22
Bl: 12 MLG49
Bl: 13 MLG23
- Bl: 14 MLG26
Oﬁ'c'aFLaEcuggPea” Bl: 15 MLG17
Bl: 16 MLG2
Bl: 17 MLG53
Bl: 18 MLG35
Bl: 20 MLG34
Bl: 21 MLG18
Bl: 22 MLG48
Bl: 24 MLG35
BI: 25 MLG35
Bl: 26 MLG61
Bl: 27 MLG7
European isolates f Number of Isolates MLG
Czech Republic 1 MLG27
Germany 6 MLG44, 4*MLG55, MLG62
Italy 8 MLG14, 2*MLG33, 2*MLG41, 2*MLG61,
MLG74
The Netherlands 8 4*MLG13, MLG19, 2*MLG30, MLG36
Portugal 3 2*MLG28, MLG31
Great Britain 7 3*MLG13, MLG46, 2*MLG51, MLG63

Non-European isolates f

Number of Isolates

MLG

Australia 3 MLG68, MLG71 and MLG72
USA 3 MLG69, 2*MLG70
L. serriola isolates Number of Isolates MLG
France 6 2*MLG1, MLG10, MLG55, MLG59,
MLG73
Germany 1 MLG67

T Isolates recovered from sativa

MLG = MultiLocus Genotype
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Table 2 Genetic characteristics of 18 FrenBhlactucaepopulations corresponding to 337

isolates.

Geographical

n

Populations . N MLG R A, Fis Ho He o
area isolates
30 Aramon” 38 2 0.027| 1.53 | -0.631 | 0.321 | 0.198 | 1.00
80 Cantarel_Ga® 24 2 0.044| 1.27 | -0.769 | 0.239 | 0.137 | 1.00
13 Eyragues_G.S® 29 2 0.036| 1.34 | -0.849 | 0.270 | 0.148 | 1.00
13 Eyragues_T." 10 1 0 | 227 -1.000 | 0272 | 0.144 | NA
South-East S—
_ 13 Fontvieille 13 1 0 | 145 -1.000 | 0.455 | 0.236 | NA
(214 isolates) 5
84 Cantarel GRAB 28 2 0.037| 1.54 | -0.592 | 0.338 | 0.214 | 1.00
84 Montfavet-L.G’ 37 2 0.028 | 1.60 | -0.345 | 0.292 | 0.219 | 1.00
66 Perpignan® 20 2 0.05 | 1.36 | -0.860 | 0.318 0.175 NA
69 Saint-Martin-en-Haut® 15 1 0 1.45 | -1.000 | 0.454 | 0.2351 | NA
49 Brion™ 10 2 0.111] 1.36 | -0.950 | 0.355 | 0.191 | NA
35 Chateaugiron™ 10 1 0 | 1.27]-1.000 | 0273 | 0.144 | NA
37 St Martin-le-Beau™ 48 3 0.043] 1.63 | -0.636 | 0.434 | 0.267 | 0.65
50 Gatteville-le-Phare™ 8 1 0 | 1.45 | -1.000 | 0.455 | 0.242 | NA
Center-West : -
_ 50 Mont St Michel 9 1 0 | 155 -1.000 | 0546 | 0.289 | NA
(114 isolates)
45 Quvrouer les
5 9 2 0.125| 1.54 | -0.872 | 0.444 | 0.250 | 0.44
champs
35 Roz sur Couesnon™ 10 1 0 1.45 | -1.000 | 0.455 | 0.239 | NA
45 Saint Florent™’ 10 1 1.45 | -1.000 | 0.455 | 0.2392 | NA
South -West 47 Le passage™ 9 1 0 |1.36|-1.000 | 0.364 | 0.193 | NA

Number of MLG identified (N), Clonal genotype digéy (R), Allelic richness (A, Fixation index (fg).

Observed Heterozygosity g1 Expected Heterozygosity f Multilocus linkage disequilibrium gj.

Sites: Numbers refer to numbers on Fig. 2
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Table 3 Polymorphism characteristics of 12 microsatellitei for 67 worldwideB. lactucae

isolates.
Locus Primer sequence Repeat Size range Number of H H
name to moti alleles
(5 to 3)t i (bp) llel o £
RvBLar | F:INED| TTTATCGGCTGAAGCTGTTG - 141144 R ooms | 0,083
R : TCCAGTGCATTCTCGTCATC
Rv BLe* | - [HEX]CGTCCCACTCGCCCTACT CAG 131-134 2 0058 | 0.162
R : ACTTTTGGTTGGAGCTGCTG
P20 F . [NED]: GCTTCGTCCCATGCTCTTT o an146 ) 0oz | oawt
R : TCGTCAGTAGGAATGTTGCG
Ap3o_| P INED] GCTTGACAGTTCCATCTGAGG | oo 200.214 N oaen | 0410
R : TTGTGCGAACCAGTCTTGAG
ApLL | F:INED: GCTTGACAGTTCCATCTGAGG or 23137 . o5 | 0747
R : TTGTGCGAACCAGTCTTGAG
Aplpr | F:[MEXICGATTGGCCAGCTATATTCC oA 199.202 ) 0397 | 0354
R : GAACGCTGGGTCTGAGTTTC
A2 | P [HEX] GCGAAATACGTTTTGCATTG o 110121 ) 0205 | o186
R : AAGACTCGGAATGAGCTTCAG
Ap1a | F:[FAM] CTACCGTGTGACCAGCTCAA c 130143 X 0338 | 0288
R : GGCACCGATAATGTCAGCTT
Apo | F:[FAM] CTGAAGCAGACCTCGACACA G 131140 . otor | o22r
R : TCCTACGCTCTCGATTGGAT
AIP35* F - [HEX] CGACGGAAGATTGCGACT GAA 218-230 5 0338 | 0.363
R : CAACAACTTCTCGGCCTCTC
Ap1z | Fr[FAMITTGGCTTCCTCTTCGGTAAA TCT 137-143 3 0.044 | 0.099
R : CACCCAATGAGGAGCAACTT
a3z | Fr[HEXIACTGAATGGCCGAATTGGAT TGT 125-128 2 0.485 | 0.494
R : TTTACCATTCCAACGTGGTG
Mean 3.083 0285 | 0.307
sd. 1.498 0165 | 0.182

* Markers amplified for isolates recovered fromichroke.
T Fluorophores (FAM, HEX or NED) used for labeli@gch forward primer are specified within the primer
sequence. bt Observed Heterozygosity;HExpected Heterozygosity.
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Table 4: MLG identified with 11 microsatellites arekex value for 337B. lactucaeFrench

isolates
. PSSX
MLG N
(n re-encounter)
MLG1 | 8 4.08E-54

MLG7 | 107 8.64E-178

MLG28| 1 NA

MLG40| 11 4.81E-13
MLG30| 13 1.72E-22
MLG39 | 29 7.54E-14
MLG45| 10 1.04E-19

MLG55 | 155 3.67E-163

MLG60| 3 0,67

*N = number of isolates
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Fig. 1: UPGMA dendrogram based on Dc (chord distance)ng® multilocus genotypes of

B. lactucaeidentified with 12 microsatellites.

Support values greater than 50% using 1,000 bapts@mples are shown.
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Fig. 2: Geographic distribution and frequency of nine ML@sntified for 337 isolates d.
lactucaeat 18 site? in France
1: The 18 sites are marked 1 to 18.
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Fig. 3: Minimum spanning rtwork for thenine MLGs ofB. lactucaean Franc.
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Fig. 4: Principal component analysis (PCA) and Eigen vaperformed for 18 populations of

B. lactucaebased on 11 microsatellite markers.
1: The 18 sites are marked 1 to 18
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CHAPITRE 4

EFFET DE LA PRESSION DE
SELECTION DES GENES DE
RESISTANCE DE LA PLANTE HOTE
SUR
LA STRUCTURE DES POPULATIONS
DE BREMIA LACTUCAE EN FRANCE
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1. Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons décritrletate des populations francaises
de B. lactucaea l'aide de marqueurs moléculaires neutres. Nasisa montré que les
populations ddBremiasont principalement soumises a un régime de rejtmoh asexuée et
que des flux de genes se produisent a I'échelte&iae. Nous avons également identifié des
signes de rares évenements de recombinaison sexatéenment dans les bassins de
production du nord de la France. L'identification diéférentes lignées clonales, évoluant
indépendamment par mutation, a suggéré une séleddoces lignées clonales, mais cette
sélection n'a pas été caractérisée dans cette.étude

L’objectif de ce chapitre est d’étudier la pressitensélection exercée par les genes de
résistance de la plante héte sur la structure deslations et d’identifier les mécanismes
impliqués dans I'évolution des virulences chBz lactucae Des marqueurs neutres (12
microsatellites) et des marqueurs soumis a séle¢ti® virulences) ont ainsi été utilisés pour

caractériser cette sélection.

2. Résultats et discussion : Article 2

Les résultats obtenus sont présentés ci-apresladogne d’un article en préparation

pour une soumission a la revue Molecular Ecology :

Article 2: Selection pressure imposed by resistance genescispiae population

structure of the lettuce downy mildew
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Abstract:

Selection by host probably plays the most promimelet among evolutionary forces shaping
pathogen population structures. Therefore, undmigig how major resistance genes
influence the pathogen population structure shomidrove the management strategies of
resistance genes and maximized their durabiBty.lactucae,the lettuce downy mildew,
causing the most important disease affecting lettworldwide, has shown an important
ability to break down new resistance genes intreduin Lactuca sativa Here, we
investigated the selection pressure exerted bgteggie genes used in lettuce cultivars on the
population structure dB. lactucaein France and the main adaptive mechanisms indalve
the evolution of virulence. A total of 405 isolatesllected from 23 sites, and corresponding
to 14 resistance gene combinations, were genotysaty 12 microsatellites markers. A
subset of 107 isolates was characterised for vingden a differential set. Clustering analyses
revealed thaB. lactucaepopulations could be clustered into three genkiclstinct groups
with good correlations with resistance genes. Véewdis how selection exerted by resistance
genes can influence the adaptation mechanisms ffiglemce inB. lactucaepopulations and

impact the population structure.
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Introduction :

Plant diseases generate significant economic loasdsimpose constraint on food
production worldwide. They are often controled wipesticides, but in the context of
sustainable development, the use of chemical maecsihould be decreased. The use of
genetic resistance has the advantage of being srieconmentally friendly. However, the
ability of pathogens to breakdown resistance wasllegly observed. Johnson (1979, 1984)
has defined the concept of durable resistancaesistance that remains effective while being
extensively used in agriculture for a long timean environment conducive to disease.
Durability will depend on the ability of pathogempulations to adapt faster or slower in
response to selection by host resistance. Newevioed may evolve via several different
mechanisms: through mutations in virulence genepdoasexual processes); through sexual
recombination between different genotypes; throimgtoduction and emergence of a new
genotype coming from other areas or wild host plafitthese mechanisms are well known
and have ever been observed in many pathogenBMikephthora infestan&oodwin 1997)
Plasmopara halsted{iDelmotte al. 2008) avielampsora larici-populingXhaardet al. 2011)
but few studies have investigated the influencelitiérent major resistance genes on these
adaptative mechanisms at the population level.cBete by hosts probably plays the most
prominent role among evolutionary forces shapingh@gen population structures (Mc
Donald & Linde 2002), and it is also the force tbah be the most easily manipulated by
man, through plant breeding and cultivar deploymdRalumbi 2001). Therefore,
understanding how major resistance genes influeheepopulation structure and so the
adaptive mechanisms at the population level comidrove the management of resistance
genes and help maximizing their durability.

Bremia lactucae, an oomycete belonging to peronosporaaadyf is a suitable model to
study impact of selection pressure of resistanceeg®n pathogen population structuse.
lactucae causes lettuce downy mildew, the most importantatise affecting lettuce
worldwide (Michelmoreet al. 2008).Many studies have showed that the interaction batwe
Lactuca sativaand B. lactucaeis conforms to a gene-for-gene relationship (Craiel
Johnson 1976; Hulbert and Michelmore 1985; Farretraal. 1987; lllot et al. 1987).
Resistance is determined by avirulence factore®pathogen which are recognized by major
Dm (for Downy mildew)genes or resistance (R) factors (Michelmetral. 2008). Most of the
resistance is considered to be race specific (Masoveet al, 1994; Lebedat al. 2002) and
Dm genesconfer high levels of resistance. HowevBr, lactucaehas shown an important
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ability to break down new resistance genes intredut lettuce even resistance gene
introgressed from differentactucaspecies. The introduction of new resistance calivis
often followed by the emergence of new virulenthpgen strains. This quick adaptation to
resistance leads to a high diversity of virulencailable forB. lactucagoopulations. Previous
studies, using virulence markers, suggested thaw#lyeof management of resistance gene in
lettuce could act as an important selection pressund influence the changes in tBe
lactucae population structure (Crute 1987; Lebeda and Zim&gel 2003) but the main
mechanisms of adaptation are unknown. A previousdysi{Valadeet al. submitted) has
shown, with neutral markers, low levels of genéliiersity in France, high gene flow and a
weak differenciation betwedremiapopulations of South and center-west of France hvhic
could be the result of few sexual recombinationnéseln this study, we used both neutral
markers (12 microsatellites) and selected markEdsv{rulence markers) to investigate the
selection pressure exerted by different major t@sce genes used in lettuce cultivars on
Bremia population structure in France and to evaluate rtreen adaptive mechanisms

involved in the evolution of virulence.

Materials and Methods

Sampling strategy

Bremia lactucae dolates were collected from 23 sites in the two tmogortant
production areas of lettuce in France, in Southore@gnd in Center-West region (Table 1).
Samplings were done between winter 2006/2007 andngur@011. Several samplings were
made during two or three consecutive years in #messite and even in the same season on
several cultivars (Table 1). At each sampling, eatst ten isolates were collected from ten
different plants (one leaf per plant) of the samig\ar.

Isolates were recovered from 31 different varietidsch can be discriminated according to
their resistance genes. The cultivars were poaietidigroups, corresponding to 14 different
resistance gene combinations, thanks the informatgimen by two breeders companies
(RijkZzwaan and Gautier Semences) (Table 1; resistagene combinations are coded).
Isolates found in each group were considered asBoemia population in order to study
selection pressure of resistance gen8m@miapopulation structure.

In South of France, we also used “trap” boxes coimg three lettuce seedling
genotypes, Cobham Green, Lednicky(1), PIVT1309 Dm15 which are susceptible to trap

aerial spores. Six sampling sites were chosen €rapand “trap” boxes were disposed in the
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center of the crop for 26-28 hours every two wegikisng winter. Then, they were incubated
in growth chamber and cotyledons were surveyechdwseven to ten days which is the mean
period needed for sporulation. This sampling sgatpermitted us to comparBremia

populations selected on lettuce cultivar and aspakes oBremiapresent in the fields.

Virulence phenotype:

Virulence of at least one isolate Bremia per sampling were characterized on a
differential set of 19 cultivars. The set consistimee groups of six cultivars (sextet) and one
cultivar. The position of a differential cultivanthin the sextet determines the sextet value of
host differential. Sextet values are ascending pewé 2 (1, 2, 4, 8, 16 or 32). The sextet
code of an isolate is the sum of the sextet vatigbe differentials which are susceptible
(Van Ettekoven and Van der Arend 1999). Henceatssl can be easily compared thanks to

their sextet code.

Table 1: Characteristics of the 4@. lactucadsolates recovered from 23 sampled sites.

Regions Sampled Sampling Resmtgncg gene| v o Nl_meer
Sites seasons Combinations of isolates
Winter AD 79 18
Chailly en Biere 2010/2011 7 >
. Winter 7 6
Gatteville-le-fard 2009/2010 ABD P 2
i 55 1
Lille Winter Al
2011/2012 100 3
. Winter 29 2
Longue 2009/2010 AE 30 2
Mt St Michel Summer 2009 ABD 40 9
Saint Florent Spring 2009 D 7 10
Center-West Sp”ng 2009 D 7 10
of France 7
150 isolates Spring 2009 AD 2
Summer 2009 D 7 10
Saint Martin le beau (1 Winter
2009/2010 ABD ! 10
7 2
Summer 2010, AD
30 6
Spring 2011 ABD 79 10
. . Winter
Saint Martin le beau (2 2010/2011 AD 7 10
Winter 45
Roscoff 2010/2011 ABD o1
Roz sur Couesnon Summer 2010 ABD 45 10
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Winter
2009/2010 Al 55 10
Winter
Aramon* 2009/2010 AC 55 10
Spring 2010 BCF 55 10
Spring 2010 ABD 7 10
ABC 55 1
BCG 55 1
. Winter
Avignon (1) 2008/2009 AB 55 2
AC 55 2
Al 55 1
Winter
] 2008/2009 B 55 9
AV|gnon (2) Winter ABD 7 10
2009/2010 ABC 55 9
Winter BCG 55 3
2008/2009 ABC 55 3
) BCG 55 8
Spring 2009
Avignon-Cantarel* AB 55 2
Winter 55 24
2009/2010 ABC 50 >
Winter
2010/2011 Al 55 10
South Winter
of France Eyragues (1)* 2006/2007 AE 1 6
255 isolates Winter
2008/2009 AE 55 9
. 28
Spring 2009 Al
Eyragues (2)* 55 9
Winter
2009/2010 A 55 10
Spring 2010 Al 55 6
- Winter
*
Fontvieille 2009/2010 ABD 7 11
. AE 1 8
Spring 2010
. BCH 55 10
Les Garrigues
) AE 1 2
Spring 2011
BCH 55 3
. Winter 54 2
Loriol du Comtat 2010/2011 AC oo 5
Winter
Monteux 2007/2008 ACI 55 5
AE 1 1
Winter 54 1
Montfavet 2010/2011 BCH oo p
56 2
St Ange* Sprig 2011 ABD 7 10
. . D 8
St Martin en haut Spring 2009 5

Regions, sampled sites, sampling seasons, resestgeoe combinations of each cultivar and multilocus
genotypes (MLG) identified on each cultivar areitatied. The number of isolates for each MLG recegdrom
each sampled cultivar is noted. * sampling sitethWirap” boxes. Numbers in bracket are correspamglito
different sites in the same town.
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Mating type (MT) determination:

B. lactucaes a heterothallic organism; thus, two mating /(@1 and B2) need to be
present simultaneously on the same plant for thkogan to undergo sexual reproduction.
The mating type was determined by pairing on aledtn the tested isolate with known B1
and B2 testers then by observing cotyledon for omespformation under microscope. Isolates
forming oospores with B1 reference were rated as/B2 while those that formed oospores

with the B2 reference were rated as B1 MT.

DNA extraction and genotyping

One leaf with symptoms of downy mildew (sporulatimnwell developed chlorotic
spots) was taken from each diseased lettuce plaséadling in “trap” boxes, and allowed
isolation of one strain. Multiplication and isolati were done as described previously
(Maisonneuveet al, 1999). Genomic DNA was extracted frdnlactucaespores suspension
using DNeasy Plant kit (Quiagen) following manutaet’s protocol.

Twelve polymorphic microsatellites loci were usédhlade et al, submitted) to genotype
Bremiaisolates. Amplification reactions consisted of 1@emplate DNA, 200uM dNTPs, 1
U Taq DNA polymerase (Promega), 2 mM MgChnd 0.2uM of each primer pair (using
forward primers labelled with WellRed fluorescentd FAM, HEX or NED) in a 10 pL
reaction volume. Amplifications were run in a Amali Biosystems PCR system 9700
thermocycler, with initial denaturation at 95 °G fmin, followed by 30 cycles of 94 °C for
30 s, 58 °C or 60 °C for 30 s according to the pripairs hybridization temperature, 72 °C
for 30 s, and a final extension at 72 °C for 5 niff€R products were sized by capillary

electrophoresis on an automated Beckman sequeDE€)y 8000).

Data analysis:
Bremiaisolates were genotyped with the twelve microséslimarkers and assigned

to several groups of multilocus genotypes (MLGsYisigathe same alleles at all loci.

To examine the relationships among isolates, miningganning networks (MSN)
were constructed using the genetic distance of ®rew al. (2004), which incorporate
microsatellite repeat number. Genetic distance ioestr were calculated for all MLGs
observed in France. MINSPNET (Excoffiet al. 1992) was used to generate MSN from
genetic distances matrices and trees were visdalzén Hapstar (Prim 1957; Excoffier
2005).
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A principal component analysis (PCA) and a corresigonce analysis (CA) were
performed using the procedure available in the agekadegenet (Jombart 2008) for the
statistical freeware R version 2.7.2 (the R fourmhator Statistical Computing 2008) to seek
respectively a typology of individuals and a tymploof populations (one population is
formed of isolates recovered from cultivars of tsame group of resistance gene
combination). In order to support the clusters oled with ACP and CA, we computed
pairwise Fst estimates for these clustefsllowing Weir and Cokerham (1984) using Fstat
2.9.3 (Goudet 1995).

Gene diversity was calculated for each cluster aslimated by expected
heterozygosity (& Nei's unbiased gene diversity, 1978). Gene ditygrsobserved
heterozygosity and allelic richness were calculatethg Fstat 2.9.3 (Goudet 1995). The
clonal genotype diversity was calculated as R =1J&N-1) where G is the number of MLG
present in a sample and N is the sample size. Aer etay was used to estimate the genotypic
diversity, defined as the probability that two widuals taken at random have different
multilocus genotypes, and was calculated using iMalis (Agapow & Burt 2001) as the
measure of multilocus linkage disequilibriumy)(rrq is based on the index of association
corrected for the number of loci (Agapow & Burt 200Departure from random association
of alleles across loci was assessed by bootstrgpgdieles among individuals 1000 times
independently for each locus.

The unbiased estimator of Wright'ss,Fwas calculated according to Weir and
Cockerham (1984) using Fstat 2.9.3 (Goudet 199%¢sbhypothesis of random association
of gametes in each cluster. A MLG may result froistidct sexual reproduction events or
clonal reproduction; therefore we estimated thébabdity (Psexn re-encounter) of observing
at leastn times a MLG resulting from sexual reproducti®i.x was estimated for all MLGs
found at least n times in France, by using thewsof® Genclone 2.0 (Arnaud-Haond &
Belkhir 2007) where n equals the number of copfeb@MLG.

Genotypic and phenotypic matrices were construittexvaluate relationships between
genotypes and phenotypes. An index of dissimildrdged on a simple matching (Sokal and
Michener 1958) and implemented in DARWIN 5.0 (Raret al. 2006) was used to obtain a
phenotypic distance matrix (by using one isolategbenotype). This distance estimate suited
phenotypic measure of virulence on a differentetl af cultivars, which produces binary
variables (resistant or susceptible) with simil&ighit on each modality (Goyeatial. 2007).
The genetic distance matrix between pairs of issléne copy per multilocus genotype) was

estimated using Cavalli-Sforza and Edwards chosthdce (Dc) (Cavalli-Sforza and Edwards
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1967). Dc was calculated with Microsat software @1S2001). Correlation between genetic
and phenotypic distances was evaluated using siMpletel tests performed with the ZT
program developed by E. Bonnet and Y. Van de Pder(u
http://bioinformatics.psb.ugent.be/software/detdily. Mantels tests were performed on

single pathotype-genotype combinations (i.e., amy/ @er couple) with 10,000 permutations.

Results

Genetic diversity in France

A total of 405 isolates was collected from 23 siteth 255 isolates and 150 isolates
recovered respectively from South and Center-Wegibns of France and genotyped using
the 12 microsatellites markers. 26 alleles were doowver the twelve microsatellite loci with
one to four alleles per locus. One locus (RV_BI&swnonomorphic for the 405 isolates
sampled and was excluded of the markers set farthb/ses.

14 different MLGs were detected (R= 0.03). Two ML®sre predominant, 43 percent of
Bremia isolates belonged to MLG 55 and 30 percent belorigeMLG 7 (Table 2). Six
MLGs (MLG 55, MLG 7, MLG 79, MLG 45, and MLG 1) wersampled during several
seasons of lettuce production and two MLGs (MLG &l MLG 7) were found in both
lettuce production areas (Table 1).

The highPs« values (Table 2) for ten MLGs indicated that thermrepresentation of these
MLGs might result from clonal amplification. Thré.Gs (MLG 54, MLG 56 and MLG 60)
could result from sexual recombination event agai$ indicated by thePsc.xvalue. However,
MLG 54, MLG 56 and the most frequent MLG 55, welesely related genotypes because
only one allele was different between these thré&sbl The relationship between MLG 60
and MLG 55 was more complex with three differendédsese differences are more likely due
to the presence of null alleles, mitotic or somatigtation than sexual recombination.

B. lactucadsolates recovered from trap boxes

Six sites were surveyed in South of France and ipteanus to trap 75 isolates each
coming from one seedling. Of he 75 isolates, five@4 were found of which two were
MLGs never found before on lettuce cultivars (ML&ahd MLG 57). Three MLGs (MLG 1,
MLG 7, MLG 55) represented 96 percent of isolafiesb(e 3).
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Table 2 Characteristics of the 14 Multilocus genotyped (®) that were discriminated using

11 microsatellites loci on the 4@ lactucadsolates.

n (n per cluster) Mating type (n MT)

Psex N reencounter

MLG Cluster
55 land 3
54 1
100 1
56 1
60 1
28 1

7 2
79 2
45 2
40 2
81 2
30 2and 3

1 3
29 3

174 (165 and 9)

17 (14 and 3)
17
2

B1 (4)
B1 (1)
ND
ND
B1 (1)
B2 (1)

B2 (16)

B2 (1)
B1 (1)
B1 (4)
B1 (1)
B1 (1)
B2 (2)
ND

0
0,35
0,04

0,1
0,26
NA
0
1,60E-48
1,71E-53
3,89E-13
0,002
1,50E-65
1,65E-128
0,001

Cluster assignment, number of isolates (n), matpg (MT), number of MT determined (n
MT) and Rexn re-encounter.

Table 3 MLGs and number dBremiaisolates recovered from trap boxes in the different
sampled sites surveyed.

Sampled site Season MLG n
7 15
Aramon Winter 2009/2010 55 16
57 1
Avianon-Cantarel Winter 2008/2009 55 19
9 Winter 2009/2010 55 1
Eyragues (1) Winter 2006/2007 418 ;
Winter 2008/2009 55 12
Byragues (2) - \vinter 2009/2010 ! 2
55 4
Fontvieille Winter 2009/2010 7 1
St Ange Winter 2010/2011 1 1

MLGs never found on cultivated lettuce are in slblexes
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Clustering analysis

Thirty one cultivars were pooled in 14 groups, esponding to 14 different resistance
gene combinations (Table 1) and isolates foundaheroup were considered as @remia
population. Three clusters of populations were idiedtwith a principal component analysis
(PCA) performed on the 405 isolates Bf lactucaegenotyped with twelve microsatellite
markers (Fig. 1a). Axes 1 and 2 of the PCA accalungspectively for 43.9% and 23.2% of
total genetic variability. The Correspondance asialyperformed with the 14 populations
confirmed the typology observed with ACP (Fig. 1Bbhe cluster 1 grouped 174 isolates
virulent on ten resistance gene combinations (A, ABC, ACI, Al, B, BCF, BCG, BCH,
and AC). Cluster 2 grouped 197 isolates virulentttmee resistance gene combinations (D,
AD and ABD) and cluster 3 grouped isolates virulemtcombination AE.

The three clusters were supported by the highlyisognt genetic differentiation
(Fs) (Table 4). The major difference between clusterand 2 is the presence of the
resistance gene D in cluster 2. The difference detwclusters 1, 2 and 3 is the presence of
the resistance gene E within cluster 3. Further tiyeramalyses were thus conducted by

poolingBremiapopulations into these three clusters.

Genetic characteristics of the three clusters

The three clusters showed low genotype diversity ware principally composed of
specific MLG (Table 5). The most frequent MLG was.®155 found both in cluster 1 and
cluster 3 respectively 95% and 28% of isolates [@&). MLG 7, the second most frequent
MLG, was only found in cluster 2 (61% of isolat€Eable 2).

Fis valuesmeasures heterozygote deficit within populationsiensignificantly negative for all
clusters indicating an excess of heterozygoteshBunore, all § values were significantly
different from those expected under random maitigh clone corrected data, values were
not significantly different from the zero value exped for a panmictic population except in

cluster 2.
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@ (b) Cluster 2

Cluster 3

Cluster 1

Figure * (a) Principal component analysis (PCA) perforneed the 405 isolates o0B.
lactucae genotyped by twelve microsatellite markeEach point represents an isolate, and is
connected to the mean point of its population bhlack segment. The ellipses are used to point et t
dispersion of isolates within each population.

(b) Correspondance analysis (CA) performedhe 14 populations d@. lactucae
genotyped by twelve microsatellite marketsusters identified are represented by a circlehwtite
name of each one indicated. In PCA and CA, eachulptipn is named by the resistance gene combination
corresponding and followed by the number of isalate

Table 4 Genetic differentiation (&) between clusters.

Fsr Cluster 1 Cluster 2
Cluster 2 0.23*
Cluster 3 0.25* 0.21*

* Statistically significant (p<0.05).

Table 5 Genetic characteristics of the three cluster8Boflactucaeisolatesrevealed by
clustering analysis.

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3
(N=174) (N=197) (N=32)

Number of MLG 6 6 4

Number of specific MLG 5 5 2
R 0.029 0.026 0.10
Ho 0,36 0,42 0,42
He 0.19 0.29 0.38
Ar 1.49 191 2.19
Fis -0.928 -0.430 -0.106
I 0,42* 0.34* 0.64*

rq (without multicopies) 0.19* 0.013 0.44*

N, Number of isolates; R, clonal genotype diversiip, observed heterozygosity; He, expected
heterozygosity; Ar, allelic richness;, multilocus linkage disequlibrium with or withouonulticopies. *
Statistically significant (p<0.05)
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Mating types

We determined the MT of isolates representing ediffarent MLG by considering
that isolates with the same MLG should exhibitshene MT. To confirm this hypothesis, we
determined several MT of isolates belonging to twe most frequent MLG. MT were
determined for 33 isolates corresponding to eleMés. B1 and B2 were observed in each
cluster (Table 2). Nevertheless, the frequency df Within each cluster varied strongly.
Within cluster 1, all MLGs were Bl except MLG 28 ialn is a rare MLG, whereas within
cluster 2, 75% of isolates would be B2 and 25% B1.

The MT obtained for 16 isolates, corresponding tbGWI7, were B2 type. The four
isolates belonging to MLG 55 were MT Bl as the faswmlates belonging to MLGA40,
supporting the hypothesis that for one genotypeettseonly one MT (Table 2).

Relationship between MLGs

The mutational relationships among the 14 MLGs idostrated in the minimum
spanning network (MSN) (Fig. 2). All the MLGs foumd cluster 1 were genetically closely
related except MLG 28. MLGs belonging to clusterarZl 3 were more dispersed in the
MSN.
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B2

Figure 2 Minimum spanning network among the 14 MLG<Boflactucaeobserved in France.
Green: MLG found in cluster 1; Yellow: MLG founddluster 2; White and black points: MLG found laster 3; Green or yellow with black points: MLQufid in cluster 3
and clusterl or 2. Bx, Mating type for each MLG
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Virulence variability and relationships betweenhmypes and genotypes:

Virulence phenotypes of 107 strains&flactucaewere characterized on a set of 19
differential hosts and 21 different pathotypes wabp&ined (Table 6). Two pathotypes were
the most frequent (59-63-42-01 and 63-63-09-01) mwadched respectively the two most
frequent MLGs: MLG 55 and MLG 7. However, MLG 55responded to seven different
pathotypes and MLG 7 corresponded to five diffeqgathotypes. In each case, the observed
pathotypes are closely related each other andréiffefrom the dominant, by very few
virulence genes (Table 6). For the others MLGs winatched with several pathotypes, only
one or two virulence genes were different. One pttae was for MLG81 where pathotypes
were different for three virulence genes.

Six pathotypes matched different MLGs (Table 6)wdwer, these MLG are closely
related on the minimum spanning network (Fig. 2).

Each cluster corresponding mainly to different pathes. The main difference
between clusters 1 and 2 was for virulence ag&ns8 andDm37. In cluster 3, frequencies
of virulence were mainly different from other clet for mosDm genes (Table 6).

A total of 30 pathotype-genotype combinations wielentified and four groups of
pathotypes could be defined according to the vrtdepatterns, MLGs relationships and
clusering analyses (Table 6, enclosed in boxeskulRe indicated a strong congruence
between pathotypes and genotypes except for MLGaB8d MLG 79. This strength
relationship between pathotype-genotype was sugghdny a mantel test on the 30 pathotype-
genotype combinations which revealed a strong ipesdorrelation between pathotypic and
genotypic distance matrixes (r = 0.675, P< 0.0001).
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Table 8 Characterization dBremiaisolates: pathotype, microsatellites genotype dnstering analysis.
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T The three isolates MLG30 found in cluster 3 wesephenotyped.
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Discussion

A previous study (Valadet al. submitted) on population structure Bf lactucaein
France had shown an important gene flow betweenlptipns, high clonality, and suggest an
influence of selection exerted by resistance gendg$e population structure.

In the present study, we investigated the seleaimrted by resistance genes on population
structure ofB. lactucaein France. To test this hypothesis, isolateB@miarecovered from
lettuce cultivars with the same resistance gene bawations were considered as one
population. Multivariate analyses revealed tBatlactucaeisolates could be clustered into
three genetically distinct groups according to loostivar resistance.

The first result supporting this hypothesis wasvpted by isolates recovered from
trap boxes. Indeed, of the 75 isolates caught ithsof France crops, just three isolates
corresponded to exotic MLG.€. not found on cultivars). Thus, the others corresiea to
the most frequent MLGs found on plants (MLG 55, MLGand MLG1). This result
confirmed resistance genes select few genotypels wotresponding virulence. A close
relationship betweerDm genes used and the homogenization of virulencersltyeof
pathogen populations was already demonstrated g Ct987) and Lebeda et al (2003).

A new virulence may evolve via several differentcimnisms: mutations in virulence
genes in clonal lineages (or parasexual processestatic recombination or somatic fusion);
sexual recombination between different genotypagioduction or emergence of a new
genotype migrate from other areas or wild host pl&@ur data indicate that all these
mechanisms could occur Bremiapopulations.

First, the clusters had a clonal structure as shmywheir low genotypic diversity, low
genic diversity and theiF,s value indicating an excess of heterozygotes veat random
mating. Indeed, strong negative valuegf are expected in clonal organisms (Ballabal.
2003; Halkettet al. 2005) and clonal reproduction generates non-rarassociation between
loci (linkage disequilibrium) (Awadalla 2003). Otesults showed that a clonal lineage can
include several pathotypes as it was observedifit &1LGs (Table 6). This result argues
that mutations in a MLG may lead to new virulengdhe same genetic background. In each
case, the observed pathotypes are closely relaigu @her and differed, from the dominant
pathotypes, by very few virulence genes. Two notltestve mechanisms may be responsible
for this phenotypic variability. The firsts, mutai in avirulence genes, has already been
suggested irB. lactucae(Lebeda and Zinkernagel 2003) and in several oebegcplant
pathogens, Phytophthora infestangGoodwin 1997), P. sojae (Drenth et al. 1996),



Plasmopara halstedii (Delmotte et al. 2008). The second mechanism, parasexual
recombination is also likely, given the high seifinate ofB. lactucaeinferred from our
analysis. One proof could be the relationship betw®ILG 55 and MLG 60 where all loci
were homozygous for MLG 60. Indeed, this mechanisnthought to be responsible for
frequent loss of heterozygosity and has been showe significant in populations &remia
(Michelmoreet al. 2008) and other oomycetes (Goodwin 1997; Dobravdskal. 2003; Ivors
et al. 2006; Spring and Zipper 2006). Mitotic recombinatgenerally refers to crossing-over
during mitosis which results in the loss of hetggmsity at all loci distal to the chromosomal
breakpoint. Loss of heterozygosity may also berdiselt of mitotic gene conversion in which
case only a small segment of the chromosome ieedltgosset al. 2009). Givernthat most
avirulence was inherited as single dominant untinkeci (Michelmore and Ingram 1981;
Norwood et al. 1983; Norwood and Crute 1984; Michelmareal. 1984, llottet al. 1987;
Michelmoreet al. 2008), mitotic recombination can reveal recessamation that previously
hidden in heterozygotes (Goodwin 1997).

Isolates with closely related MLGs but the sameaulemce phenotypes (Table 6,
Fig.1), are most likely to have been generatedstepwise patterns of mutation in neutral
markers, following establishment of a founding MLGtepwise mutation has been
demonstrated as an important mechanism for gengrdiversity in populations of asexual
pathogen species (Jimenez-Gastal. 2004; Fisheret al. 2005; Barrett el al. 2008a). All
these mechanisms are supported by the strong \mosibirrelation between phenotypic and
genotypic distance matrixes (r = 0.675).

Second, our results indicated that occasional réawation events may occur in
Bremia populations and more particularly in cluster 2 wehgenic diversity is higher and
multilocus linkage disequilibriumrg), performed without multicopies, is not significgnt
different from the value expected under random mgatiThis result is supported by the
variability observed in cluster 2 with twelve difémt pathotypes identified (Table 6). Indeed,
MLGs of cluster 2 were more dispersed on the MStll several pathotypes differed by many
virulence genes. Sexualecombination is considered to be important fomegating
considerable genetic variation in virulence in pepohs of B. lactucaeon L. sativa
(Gustafssoret al. 1985; Lebeda and Schwinn 1994; Michelmeteal. 200§ and was also
suggested to occur particularly in center-west @nEe where th@roduction of lettuce is
absent or weak during four to five months (Valagteal, submitted). Beside, genotypic

variability within cluster 2 was higher in centeest then in South of France. Nevertheless,
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isolates leading to outcrossing and the resultingGsl are more difficult to highlight and
need further research.

Third, our results indicate that isolates may heweerged through migration from the
wild host plant,L. serriola Isolates of MLG 1, found only in cluster 3, weret genetically
closely related with the other isolates (three pevalleles) and pathotypes were very
different. These isolates were, likely, isolateg #dkpwed clustering into three groups and not
two because of their weight in the analyses. Two@\lisolates were recovered from “trap”
boxes and more precisely from the seedling PIVT180B&h is alL. serriola host. Moreover,
in a previous study (Valadet al. submitted), MLG 1 isolates were also found on wild
serriola and we demonstrated that gene flow is likely toundetweerBremiafrom L. sativa
andL. serriola This result is also corroborated by previous utatton studies (Lebedet al.
1988; Lebeda&t al.2004; Lebedat al.2008).1t can thus be expected that gene flow, between
the two hosts, could be favored by some resistgeces (likely, resistance gene E in our
study) and could permit a quick break down of tasise coming fronk.. serriola Moreover,
this selection could favor reproduction betweenai®s fromL. sativaand isolates front.

serriolaand could thus allow new recombinations of virgkegenes.

The combination of large populations, due to askxeproduction, recombination
events, with strong selective pressures inducedebistance genes is likely to favour the
emergence of new virulent pathotypes by all thelraeisms previously described. According
clusters, the importance of each mechanism canftegesht. Hence, resistance genes impact
differently the population structure &remiain France and select different phenotypic and
genetic groups. Breeders used pyramiding of maggistance genes to reduce selection
pressure and protect crops. Nevertheless, combmati major resistance genes is more
durable only if each resistance gene is not eveakastown by some populations and if each
resistance gene used is not deployed one by onether cultivars (Parlevliet 1997).
Unfortunately, within lettuce varieties, resistargene D was first deployed alone, four or
five years ago, and has been more and more ussahibination (with resistance genes ever
used) at a large scale and high frequency (Thalpeisonnal communication). Hence, we
could suppose that this resistance managementdwabuted to the population structure
observed in this study by promoting recombinatiorergs in Bremia populations and
emergence of new virulence phenotypes. We couldthgsise that if resistance gene D was

used alone, we would observed an evolution neéoete evolution oBremiaobserved in
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cluster 1 (i.e. an evolution through mutations) abhis, likely, less severe because this is
generating less diversity.

Conclusion

This study on the genetic structure Bf lactucaein France is the first providing
evidence of the selection pressure exerted bytagsis genes on population structure of
Bremia Our results revealed three genetic groups that weeuctured by different resistance
gene combinations of cultivated lettuce. Our aredyshowed that this structure may result
from different adaptation mechanisms for virulendext step could be to investigate if the
distribution and diversity of resistance genes vi#lve impact on the distribution and

diversity of effectors in pathogen populations.
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CHAPITRE 5

VARIABILITE GENETIQUE
D'EFFECTEURS CANDIDATS (RXLR)
DANS DES POPULATIONS
FRANCAISES DE BREMIA LACTUCAE
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1. Introduction

L’étude de la structure génétiqgue des populatiogrsnpt d’appréhender les forces
évolutives qui s’exercent sur celles-ci. Nous avoratré que les genes de résistance de
I'nbte exercent une pression de seélection qui Biracles populations francaises &e
lactucae

La sélection conduit a I'évolution des genes déstésce de I'hGte pour reconnaitre
les protéines d’avirulence de I'agent pathogena Eévolution des genes d’avirulence pour
éviter la reconnaissance par les protéines detaésis, décrit sous I'hypothése de la Reine
rouge. Sous cette hypothése, deux scénarii éwolyiguvent se produire au niveau
populationnel : (i) la course aux armements ou lolayages sélectifs se produisent ; les
alleles sont fixés de facon répétée au fur et aurmegque les deux especes acquierent de
nouvelles « armes » et de nouvelles défenses (Berg2001) ; (ii) la guerre des tranchées ou
la sélection est balancée et permet le maintiemg terme de la variabilité génétique aux loci
concernés (Michelmore et Meyers 1998). La conna@salu type de sélection et de son
influence sur I'évolution des populations Beemiapeut permettre de documenter les théories
sur I'évolution des interactions hoétes-pathogenessnaussi de proposer des stratégies de
gestion durable des genes de résistance.

Les agents pathogénes produisent des moléculegrigiés qui sont sécrétées dans la
plante hote. Ces protéines d'une taille généraléenmeiérieure a 300 acides aminés et
potentiellement nécessaires au pouvoir pathogemeepe étre reconnues par les protéines de
résistance de la plante héte et conduire a I'atvétiéveloppement de I'agent pathogeéne. lls
seront alors nommés genes d’avirulence (Jonesradl2806). De nombreuses études ont été
réalisées pour déterminer les types de sélectes;ant sur les effecteurs pathogenes. Elles
ont montré que les deux types de sélection pouvaexercer sur ces genes et qu'elles
étaient souvent liées au type d’interaction (deemt indirecte) entre la protéine effectrice et
la protéine de résistance (Alleh al. 2004 ; Dodd%t al. 2006 ; Ma et Guttman 2008 ; Staats
et al. 2007 ; Stergiopouloust al. 2007 ; Stergiopoulous et De Wit 2009 ; Wahal. 2007).

Par exemple, une sélection diversifiante est obsettiézCladosporium fulvunpour le gene
d’avirulenceAvr4 (Stergiopouloset al. 2007) alors qu’'une sélection balancée est observée
pour le geneATR13chezHyalonospora parasiticgAllen et al. 2004) et le gene d’avirulence
AvrL567chezM. lini (Doddset al.2006).

-121 -



Ces études sont généralement réalisées sur desiséguie genes provenant d’isolats
d’'origines variées ou des séquences homologuepétes proches. Mais, dans les agro-
ecosystemes, l'utilisation de résistances spé@fqpeut sélectionner une mosaique de
génotypes différents chez I'agent pathogene daiféreltes régions géographiques. Ainsi,
une approche de génétique des populations peutitiisge pour reconstruire les patrons de
sélection dans le temps et dans I'espace et miempendre I'évolution des interactions
entre I'h6te et 'agent pathogéne dans les agrey&temes (Stukenbrock et McDonald 2009).
A ce jour, peu détudes ont utilisé cette approcheus pouvons citer Schirch et
collaborateurs (2004) sur I'évolution tépl chezRhynchosporium secaliStukenbrock et
McDonald (2007) sur I'évolution de I'effectenTOXA chez Phaeosphaeria nodorym
Stergiopoulos et collaborateurs (2007) sur I'évolude plusieurs effecteurs @e fulvum et
deux études sur I'évolution de genes d’avirulenoez¢ eptosphaeria maculan&outet al.
2007 ; Parlanget al. 2009). Ces études ont concerné des séquencesnds deffecteurs
dans différentes populations géographiques pouwsrmiéter I'action de la sélection locale
exercée par les populations d’hétes. Ainsi, la casaace des fréequences alléliques et la
distribution des alleles peut permettre d’identifies mécanismes moléculaires (mutations
non-synonymes, délétion, insertion) qui caractétis@acquisition de la virulence chez un
agent pathogéne. Cette approche peut égalemenefperm’identifier des signes de sélection
positive dans des genes candidats et percevoifdaation dans I'interaction héte-pathogéne.
Par exemple, lidentification d’'une délétion comtpled’'un géne candidat effecteur peut
indiquer que ce gene n'est pas essentiel au popatitogéne alors que I'observation d’'une
sélection diversifiante peut indiquer que ce gesiengportant pour le pouvoir pathogéne.

Les oomycetes possedent un trés grand nombre @s gedant pour des effecteurs.
Au moins treize génes d’avirulence ont été clanés jour chez des especedtigtophthora
(P. infestanset P. soja@ et chezHyaloperonospora parasiticaCes protéines d’avirulence
présentent toutes un signal peptide suivi d'un froatinservé RxLRi(e. arginine- acide aminé
x-leucine-arginine). Ce motif peut aussi étre agsacun motif dEER moins conservé que le
motif RXLR mais caractérisé par une série d’acamés acides (Kamoun 2006). Le motif
RxLR-dEER est similaire en séquence et en locadisatu motif RXLXE/D/Q nécessaire pour
la translocation des protéines effectricesPii@smodium falciparundans le cytoplasme des
cellules sanguines de I'héte (Hillet al. 2004). Ainsi, il a été montré que le motif RXLR es
impliqué dans la translocation chez I'héte (Birehal. 2006 ; Morgan et Kamoun 2007 ;
Whissonet al. 2007) et que ces protéines effectrices sont s@srdsune sélection positive
dans leur domaine C-terminal (Hagtsal. 2009 ; Jianget al. 2008 ; Vleeshousert al. 2008 ;
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Win et al. 2007). Ces effecteurs RXLR sont donc des pradémedulaires avec deux
principaux domaines fonctionnels : le domaine Nriaal contient le signal peptide et le
motif RXLR qui a pour fonction la sécrétion et larnslocation, et le domaine C-terminal
contient I'activité effectrice impliquée dans la maulation des défenses de I'h6te (Kamoun
2006). Les effecteurs RxXLR sont considérés comiaat é&les membres d'une famille
multigénique ayant évoluée rapidement a partir denl géne présent chez ancétre commun
(Jianget al. 2008). La duplication de copies tres proches gateation du nombre de copies
sont fréequentes dans les genes codant pour deseeiife a motif RXLR (Qutobt al. 2009).
Par exemple, de nombreux effecteurs RXLR putaliés17% dans le génome Be sojaea
65% dans le génome ée ramorumpont été évalués comme étant présents en un minidgeum
deux copies (Qutolet al. 2009). Cette caractéristique indiquerait la po$gibid'une

importante redondance dans leurs fonctions (Biesci. 2008).

La connaissance de ce motif permet de recherclereflecteurs candidats dans les
données génomiques chez difféerents oomycetes. dpixgenes candidats codant 17 protéines
effectrices a motif RXLR ont ainsi été identifiésez B. lactucae(Michelmoreet al. 2008 et
communication personnellé)lous avons testé le polymorphisme pour ces effectsandidats
et initié une approche de génétique des populapons étudier I'évolution de ces effecteurs
dans des populatiortee Bremiasoumises aux pressions de sélection exercéesgpgehes de

résistance de la laitue.

2. Matériel et Méthodes

2.1.Choix des effecteurs candidats étudiés

Dix sept séquences deffecteurs candidats a motlfRR(ou RxLR-like) ont été
identifiees dans une banque de cDNA Be lactucae (données personnelles de R.
Michelmore). Un test préliminaire du polymorphismété effectué en utilisant seize souches
deB. lactucaed’origines géographiques variées et de génotygéahts (identifiés avec 12
marqueurs microsatellites) (Tableau V.1)
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Tableau V.1 Caractéristiques des seize isolats Rlelactucae utilisés pour I'étude
préliminaire du polymorphisme des 17 effecteurs hatd a motif RXLR.

Isolats Hote Site MLG
Serr66/99 L. serriola Allemagne 67
B4g/06 L. serriola Eyragues (13) 48
Serr04/07 L. serriola Aubagne (13) 1
C82:pP24 L. sativa Californie (USA) 65
BIl: 1 L. sativa Souche officielle 20
Bl: 25 L. sativa Souche officielle 35
Bl: 26 L. sativa Souche officielle 61
FRO06-b/06 L. sativa Eyragues (13) 1
2G6a/09 L. sativa Eyragues (13) 55
FR13B10/09 | L. sativa Eyragues (13) 55
FR04/08 L. sativa Avignon (84) 39
FR10-a/08 L. sativa Le passage (47) 39
FRO3-f/08msp3| L. sativa Brion (49) 66
FR11-b/08 L. sativa | St martin en haut (69) 7
F915a L. sativa S.A. Guenot (45) 7
F920b L. sativa Delahaye (37) 7

MLG, génotype multilocus déterminé par 12 nsatellites

2.2.Populations deB. lactucae

L’étude du polymorphisme, a I'échelle populationaeties effecteurs candidats RXLR
a éte réalisée dans cing populations :

- Deux populations (pop 1 et 2) issues des deux ipang bassins de
production de laitue en France (Sud-Est et Centres€) pour caractériser le polymorphisme
de huit effecteurs. Ces populations sont constituksolats prélevés dans des sites proches,
a la méme période de l'année et sur trois varidifiérentes (collecte de 10 isolats par
variété) (Tableau V.2 a, b).

- Trois autres populations du Centre-Ouest (pope&,5) pour compléter
I'étude du polymorphisme de RXLR7 et RXLR9 (Tabl®alic).

Tableau V.2 a Caractéristiques de la population du Centre-Ofpexi 1) choisie pour
I'étude du polymorphisme des huit RXLR.

-~ . . Combinaisons
Region | Dpt | Site saison | e géenes de résistance des plantes hétes MLG
Saint AD 30et7
Centre- Martin | printemps-
Ouest | 37 | le beau " 6te 2009 D !
Tours D 7

10 isolats de B. lactucae par plante hote oétgtlevés
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Tableau V.2 b Caractéristiques de la population du Sud-Est (Ppghoisie pour
I'étude du polymorphisme des huit RXLR.

Combinaisons

Région | Dpt Site saison de genes de résistance des plantes ho esM LG
. , ABD 7
Sud-Est | 84 Avignon- GRAB | Hiver 2009/201 ABC 55
Avignon- Cantarel ABC 55 et 6(

10 isolats de B. lactucae par plante héte ont éédepés.

Tableau V.2 t Caractéristiques des trois populations du Cebtrest choisies pour
compléter I'étude du polymorphisme des RXLR7 et RSL

-~ . . Combinaisons
Region | Dpt Site saison de génes de résistance des plantes hc“)tesM LG
. . . AD 79
1
Coentre;_ 77 Chailly en Biére (3)| Hiver 2010/201i% D —9ol7
ues
35 Roz sur Cou_esnon ) Hiver 2010/2011 ABD 45
Chateaugiron (5) NC 55

NC : genes de résistance non connuss chiffres entre parenthése indiquent le numérdadoopulation.
10 isolats de B. lactucae par plante hote ont éédepés.

2.3.Méthodes d’analyses du polymorphisme des séqguendesLR

2.3.1. Séguencage « direct »

Dans un premier temps, dix isolats des populatjbhst (2) ont été séquencés par une
méthode de séquencage «direct » (séquencageqaksds. lactucaeétant diploide, le
séquencage direct permet d’identifier des sitegérbgygotes et des sites polymorphes dans
les séquences des génes (Fig. V.1) mais cette deet® permet pas d’obtenir la séquence
exacte des alleles pour un locus présentant phsssites hétérozygotes. Cette étude préalable
a éeteé réalisée afin de cloner et séquencer seuldateluci présentant des sites hétérozygotes
et non la totalité des effecteurs. Ainsi, le nomtdeesites hétérozygotes par effecteur testé a

été déterminé.

0 @

Figure V.1: Portion de la séquence de l'effecteur candidelRD.
Deux sites hétérozygotes sont représentés danerigss grisés.
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2.3.2. Clonage bactérien et séguencage

Nous avons séquencé chaque alléle présentanttdeshétérozygotes aprés clonage
dans des bactéries. Pour ce faire, apres une a@apbh classique par PCR des effecteurs
candidats, les produits PCR ont été inserés dasgpldasmides puis des bactéries ont été
transformées par choc thermique avec les plasnudetenant I'insert a séquencer. Aprés
incubation, les colonies bactériennes transfornpgésentant I'insert ont été isolées. Avec
cette technique, chaque colonie bactérienne treméf® contient un seul allele du locus
étudié. Au moins cing colonies, par isolat etudiét été séquencées soit dans les deux sens

(Forward et Reverse) soit dans un seul sens (Fdjwata séquence était inférieure a 500 pb.

2.3.3. Méthode de « génotypage » a haut débit : la HRMdHliResolution Melting)

2.3.3.1.Principe de la technique HRM

La techniqgue HRM est basée sur les propriétés sierfudles ADN double brins. La
température de fusion d’'un ADN double brin est miéficomme la température ou 50% de
'ADN est simple brin (SantaLucia Jr 1998). La gainucléotidique CG posseéde une
meilleure tolérance aux hautes températures derfuggie la paire nucléotidique AT. Ainsi, Si
un alléle a une plus grande proportion de CG, sgéeature de fusion (Tm) sera plus élevée.
L’analyse HRM est une extension de I'analyse deshms de fusion, devenue possible grace
a la nouvelle génération des fluorophores incorp@dADN double brin (Wittweret al.
2003). Ces fluorophores ont une faible toxicité puPCR et peuvent étre utilisés a de
hautes concentrations permettant la saturation Edengu produit PCR double brin. Cette
saturation permet d’empécher la redistribution desrophores dans des régions non
dénaturées pendant la dissociation ; ainsi la délsegnce mesurée est d’'une tres grande
précision (c.a.d. qu’il y a une linéarité entrefllaorescence et la courbe de dénaturation de
'ADN) (Wittwer et al. 2003). Cette caractéristique permet d’obtenir yhgs grande
résolution des courbes de fusion et rend posgiae,exemple, la détection d'un seul SNP
dans des amplicons PCR et donc la discriminatiodgiffierents alléles en fonction de leur Tm
(Fig. V.2). La technique HRM est considérée commemiéthode la plus simple pour le
génotypage et la détection de mutations du faieltpr'est réalisée immédiatement apres la
gPCR (Montgomergt al. 2007 ; Reed et al 2007). Cette méthode a, par gheeté utilisée
pour rechercher des mutations liées a des malddiesines (Millatet al. 2009 ; Pineda-

Alvarez et al. 2010), pour génotyper des bactéries (Stepletnal. 2008) ou des algues
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(Granados-Cifuentest al. 2011), ou pour des études génétiques sur les @spé8mithet al.
2010).

Figure V.2: Courbes de fusion de trois alleles différents. spmt normalisées (a)
Représentation aprés normalisation des donnéesRdpjésentation des trois courbes en
utilisant une courbe comme référence (en rougejegeds logiciel de la plateforme HRM
(Precision Melt Analysis Software ™ Bioradgs SNPs de chaque courbe sont indiqués.

2.3.3.2.Méthodologie

L'utilisation de la technique HRM nécessite dangptemier temps la mise au point de

la PCR quantitative en temps réel (QPCR) :

Choix des amorces et de I'amplicon :

Il faut dessiner des amorces qui permettent I'afiicption d’un produit PCR final de
80 a 150 bp et qui s’hybrident a une températurepcism entre 55 et 65°C. Elles ne doivent
pas former de diméres ou de structures secondaires.

Pour chaque effecteur étudié en HRM, nous avonsirdesplusieurs couples
d’amorces permettant I'amplification d’un produi€R représentatif des alleles obtenus par
séquengage. Par exemple, si deux SNPs permetlaidigcrimination de trois alleles, nous

avons dessiné les amorces de facon a amplifiedexes SNPs.

Test d’efficacité des amorces :

Dans une réaction gPCR, l'efficacité de la réactoit étre trés proche de 100%. Une
gamme standard est faite pour déterminer cetteaeffé (dilution en série des ADN de
2ng/puL & 2.1¢ ng/pl) et un témoin (eau) est réaliser pour \érifguil n'y a pas
amplification d’un produit non spécifique (en redgamt la courbe de fusion). Pour déterminer
I'efficacité, une courbe du Ct (Treshold cycle,ténde quantification de la gPCR : point ou la

fluorescence dépasse de maniére significative ué e fond) est tracée en fonction de la
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quantité d’ADN initial. Si I'efficacité est de 108 on a une pente de -3, et uhdRviron égal
a 1. Pour pouvoir utiliser des amorces en gPCRuuil que le R soit supérieur & 0,985 et
I'efficacité comprise entre 0,85 < E < 1,05.

La valeur de Ct obtenue pour chaque dilution pemieetiéterminer la concentration
idéale de départ de 'ADN a amplifier. La valeur @udoit étre comprise entre 15 et 30 et
cette valeur doit étre obtenue pour une conceatrgtratique a la manipulation et permettant

une bonne reproductibilité.

2.3.3.3.Protocole d’amplification

Les réactions de gPCR suivies par I'analyse HRM étét faites en utilisant le
fluorophore Evagreen (Biorad) sur le CFX96 (Biora#)on le protocole d’amplification
suivant :

- 98°C pendant 2 minutes

- 98°c pendant 5 secondes

- Tm des amorces (55-60°C) pendant 10 sec;%jegg fois

- 98°C pendant 1 minute

- 70°C pendant 1 minute

- 75°C a 95°C par incrément de 0.2°C toutes les ¢0nskes et lecture
de la fluorescence a chaque incrément permettabtehtion de la

courbe de fusion qui permettra I'analyse HRM.

2.3.3.4.Analyse HRM

Pour chaque plaque gPCR, des duplicats ou degatplde chaque amplification ont
été réalisés pour valider la reproductibilité démctions. Chaque alléle différent d'un
effecteur préalablement séquencé a été amplifénalysé par HRM. Les groupes obtenus
permettent de discriminer les différents allelessiite, nous avons amplifié des alleles de
séquence inconnue pour les isolat8Bddactucaeet comparé les courbes de fusion obtenues
avec les courbes de fusion des alleles connusi,Ai@®n les courbes de fusion, nous avons
déterminé les alleles présents pour chaque isalad tes populations étudiées. Dans chaque
plague gPCR, nous avons mis des témoins posiifs (es alléles possibles) pour éviter des
erreurs d’'assignation qui pourraient étre dues \@atabilité des « runs » entre eux. Si une

nouvelle courbe de fusion était obtenue avec lesealde séquence inconnue, la séquence a
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été vérifiée apres clonage bactérien. Chaque naliedt obtenu, a été utilisé comme témoin

positif pour les « runs » suivants.

2.3.4. Détermination du nombre de copies des effecteurs@aCR et séquencage

d’'un géne de référence

Afin d’essayer d’identifier le nombre de copiessdeffecteurs candidats dans le
génome deB. lactucae un protocole de PCR quantitative a été mis aatpbiamplification
de deux génes de référence (considérés en monodapiele génome), la béta-tubuline et
I'actine ont été comparées avec I'amplification défecteurs RXLR présentant des signes de
multicopies apres les résultats de séquencage.

Le gene de la béta-tubuline a également été séguyemar cing isolats de chaque
population (1 et 2) afin de pouvoir comparer leypobrphisme des effecteurs par rapport a un

géne de ménage soumis a une évolution répondarthadrie neutraliste.

3. Résultats

3.1. Polymorphisme des effecteurs candidats

Le polymorphisme des effecteurs candidats pouress@iches dd. lactucaea été
déterminé. En paralléle, I'équipe de R. Michelmarégalement étudié le polymorphisme de
ces genes candidats avec leur propre set d'isolats.

La comparaison des résultats a permis d’identifigit génes candidats polymorphes
qui sont potentiellement intéressants pour l'étutle polymorphisme a I'échelle des

populations (Tableau V.3).
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Tableau V.3 Caractéristiques des séquences des 17 effectautidats a motif RXxLR.

. Polymorphisme
Locus Taille (at';)endue Peptide signal Obse);vé Sl:l)JI’ un set
pb) de 16 souches

RxLR1 303 oui non
RXLR2 378 oui oui
RXLR3 426 oui oui
RXxLR4 345 oui oui
RXLR5 309 oui oui
RXLR6 318 oui trés faible
RXLR7 519 oui oui
RxLR8 972 oui tres faible
RXLR9 726 oui oui
RxLR10 606 oui trés faible
RxLR11 612 oui tres faible
RxLR12 561 oui trés faible
RxLR13 439 oui trés faible
RxLR14 363 oui oui
RxLR15 812 oui non
RxLR16 558 oui oui
RxLR17 654 non oui

Les huit effecteurs choisis pour I'étude du polyphisme
dans les populations de Bremia sont en grisés.

3.2.Polymorphisme des effecteurs candidats RxLR dansdeopulations

francaises deB. lactucae

Le séquencage d’'un gene pour un grand nombre afssebkt long et colteux. Afin de
pouvoir étudier I'évolution d’effecteurs candidai@ns un grand nombre de populations, nous
avons utilisé la technigue HRM qui peut permetti@ehtification & haut débit d’alleles
présents dans une population. Nous avons ainsamigoint cette méthode pour différents

effecteurs d8remia

3.2.1. RxLR2 (378ph)

Douze sites hétérozygotes (Hz) ont été observés tmrséquence de l'effecteur
candidat apres le séquencage de 20 isolats (diatssale chaque population 1 et 2).
Néanmoins, le clonage et le séquencage de trasténgar isolat n'a pas permis d’obtenir des
séquences de bonne qualité notamment a causepdésknce d’'un motif microsatellite dans
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la séquence aprés les motif RXLR-like et DEER. Gemirrait indiquer que cet effecteur
candidat est un pseudogéne ce qui est probablaiddd I'importance des pseudogénes a
motif RXLR dans le génome des oomycetes (@lial. 2007). Ainsi, nous avons décidé de ne

pas étudier la dynamique évolutive de cet effeatandidat dans les populationsBremia

3.2.2. RxLR4 (345ph)

Dix sites Hz ont été observés apres le séquengaget des 20 isolats. Ces sites se
trouvent principalement a la fin de la séquences §les Hz ont été retrouvés dans les dix
isolats du Centre-Ouest (Popl) séquencés. lisgaiedment été identifiés dans trois isolats de
la population du Sud-Est (2) pris sur la variété gem Ces isolats présentent tous des
génotypes identiques avec les 12 marqueurs mielbszst (MLG7). Les sept autres isolats de
la population 2 séquencés ne présentent pas @& lsitérozygotes et ont un génotype
différent (MLG 55).

Cet effecteur candidat semble étre un choix isgaet pour étudier son
polymorphisme dans les populationsBtemia.Cependant, la séquence protéique ne contient
pas un vrai motif RXLR. Nous avons donc décidé depas continuer I'étude de ce géne
candidat pendant la these faute de temps mais iitgibétre utilisé dans des projets futurs.

3.2.3. RxLR14 (363pb)

Quinze sites Hz ont été observés aprés le séquerdiegct du gene. Néanmoins,
comme pour RxLR4, en I'absence de «vrai » motiLRxnous avons décidé de ne pas

étudier ce candidat pendant la durée de la these.

3.2.4. RxLR5 (309pb)

Quinze sites Hz ont été identifies aprés le sécqgnglirect. Nous avons également
identifié dans plusieurs isolats, I'insertion d’'use&quence de 33 pb a la fin du géne candidat
par rapport a la séquence de référence donnée .pslicRelmore. Cette insertion entraine
I'apparition d’'un codon stop tronquant la protéuhe trois acides aminés. Le clonage et le
séquencage de trois inserts pour 20 isolats (dohdgue population 1 et 2) a mis en évidence
que les deux types d’alléles (avec ou sans limms®rtpouvaient étre identifiés dans une

souche ; c’est le cas pour les dix isolats de faufagion 1 séquencés (MLG7 et MLG30) alors
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gue tous les isolats de la population 2 séquendé&hbs et MLG7) ne possédent que les
alléles avec l'insertion de séquence. Néanmoirssrdsultats du séquencage direct indiquent
que les isolats MLG7 de la population 2 préserggatement les deux types d'alleles.

Huit couples d’amorces différents ont été dessip&smettant théoriquement
d’identifier les alleles avec ou sans la délétiam fa technique HRM. Sur ces huit couples
d’amorces, deux seulement sont utilisables pouramatéyse HRM. Les résultats préliminaires
semblent indiquer une assez bonne correspondarite ks groupes observés par la
technique HRM et les séquences. Cependant, laspameance n’est pas parfaite et la
poursuite de I'étude nécessite le séquencage dus grand nombre d’alleles clonés par
isolat (au moins cing par isolat).

3.2.5. RxLR3 (426pb)

Les amorces dessinées dans la région codante du ggénlidat n'ont pas permis
d’amplifier le gene dans I'ensemble des isolats. SNawons redessiné des amorces dans les
régions UTR qui ont permis I'amplification de cenggour tous les isolats étudiés.

Le séquencage direct et le séquencage de pludiesgds par isolat a montré la
présence de 14 sites polymorphes dont la délétiamedpaire de base au début du géne et
I'existence de deux sites polymorphes a la fin igx@int la non amplification du géne avec
les premieres amorces dessinées. Six mutationsyrmmmymes et sept alleles différents ont
été identifiés. Ces sept alléles codent sept presédifférentes et la délétion d’'une paire de
base dans deux alléles entraine I'apparition de rdtops et rendent la protéine putative
potentiellement non fonctionnelle.

Nous avons débuté la mise au point des couplesaitas pour discriminer les alleles
par la HRM. Trois couples d’amorces différents été dessinés permettant théoriquement
d’identifier les différents alléles. Ces trois ctegpd’amorces semblent utilisables pour une
analyse HRM. Les résultats préliminaires semblediguer une assez bonne correspondance
entre les groupes observeés par la HRM et les ségae@ependant, la correspondance n’est
pas parfaite et la poursuite de I'étude nécessiteéfjuencage du gene pour un plus grand
nombre d’isolats et pour un plus grand nombre élledl clonés par isolat. Ce géne semble étre
un bon candidat pour étudier la dynamique évolutivm effecteur dans des populations de

Bremia
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3.2.6. RXLR16 (558pb)

Le séquencage direct a mis en évidence la presémegrand nombre de sites Hz. Le
clonage et le séquencage d’au moins cing inserss ipalat (pour les 10 isolats des
populations 1 et 2) a confirmé la présence de 3&s spolymorphes dont 22 sites
correspondaient a des mutations non synonymesllelésadifférents ont ainsi été identifiés
codant pour 28 protéines différentes dont neufpantiu leur fonction a cause de la présence
de codons stop dans la séquence.

De deux a cinq alleles par isolat ont été idertifi€ableau V. 4)B. lactucae étant
diploide, nous devrions n’identifier qu’un ou dealieles par isolat. Ce résultat suggéere que

I'effecteur candidat RXLR16 est présent en plusi@apies dans le génomeBiemia

Tableau V. 4 Le nombre et les différents alleles de RxLRIghiifiés dans 20 isolats
de B. lactucaeissus des populations 1 et 2 aprés le résultadéduencage d’au moins 5
inserts par isolat.

POP MLG ALLELES POP MLG ALLELES
7 20-21-22 66 55 29-35-36-55 62
7 50-24 55 20-37-38-39
7 20-25-26 60 65 60 20-26-51-54
30 20 21-28-29 64 55 20-57-40-53-26
OCentre- 7 20-60-26 Sud-Est (2) 55 20-26 60 70
uest (1) [ 30 52-26-32-30 55 20-29-41-58
30 26-30-34-59 55 20 30 61 69
7 26-30-33-67 7 20-63-42
7 23-25-28 7 20
7 20-21-28-29 64 7 20-34-42

Le génotype (MLG) de chaque isolat est indiqué.
Chagque allele est identifié par un numéro spécéiqu

Nous avons évalué le nombre de copies pour ce gam#idat par une approche de
gPCR en comparant la valeur du Ct de deux gene&fé@ence considérés en monocopie dans
le génome (la béta-tubuline et l'actine). Les rigsl indiquent que l'effecteur candidat
RxLR16 serait présent entre 14 et 18 copies dagérieme d®. lactucae

La présence d’'un grand nombre de copies pour ffetteur n'a pas permis la
poursuite des analyses et notamment de I'analysk®l.HRin d'utiliser cet effecteur pour
I'étude de la variabilité génétique des effectalmas les populations, il faudra au préalable
tenter d’identifier une seule copie de ce gene. Noas1s, dans ce but, dessiner des amorces
dans les courtes régions UTR (UnTranslated Regwals ces amorces n‘ont pas permis

d’identifier une seule copie du gene.
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3.2.7. RxLR9 (726pb)

Le séquencage direct a mis en évidence la présEn82 sites Hz dans la séquence du
gene, confirmés par le séquencage de cing insarisgat. 18 mutations non synonymes ont
été remarquées et seulement deux alleles ont étdifids, dans I'ensemble des isolats

séquencés, codant pour deux protéines de 241 aaidews (Fig. V. 3). Lallele 1 a été

identifié dans tous les isolats alors que l'all2la’a été retrouvé que dans dix isolats sur les

20 séquences. De plus, I'allele 2 a toujours étéueé a I'état hétérozygote a la différence de
l'allele 1 (Tableau V.5).

Figure V.3: Séquences protéiques des deux alleles RxLR9 idanégpres le
séquencage des inserts bactériens des 20 isotap®pelations 1 et 2 d&. lactucae

Tableau V.5 Alléeles de RxLR9 identifiés dans les 20 isold¢d. lactucaedes
populations 1 et 2.

Population | MLG | Alléles (%e_nes de Population | MLG Alleles (%e_nes de
résistance résistance
7 1 55 1-2
7 1 D 55 1-2
7 1 60 1-2 ABC
30 1-2 55 1-2
7 1 55 1-2
Centre-Ouest
(1) 30 1-2 AD Sud-Est (2)[ 55 1-2 ABC
30 1-2 55 1-2
7 1 7 1
7 1 D 7 1 ABD
7 1 7 1

Le génotype (MLG) de chaque isolat est indiqué.
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Plusieurs couples d’amorces gPCR ont été dessinéarade sites polymorphes afin
de mettre au point une méthode de génotypage adéitt par I'analyse HRM. Un couple
d’amorce a permis I'amplification d'un fragment @i&6 paires de base comprenant 3 sites

polymorphes (Fig. V.4).

1 80
Allelel ATGCATGTCGATGTTTGTTCACGCTCGGCAGTCGTAGCIGGCATTTATTTCAATTGTGTGCTGCTTTGCTRBACA
Allele2  ATGCATGTCGATGTTTGTTCACGCTCGGCAGTCGTAGCIGGCACGTTATTTCAATTGTGTGCTGCTTTGCRABACA
81 160
Allelel GCATCGTCAGTGCGATGAATTAAAGACAAGCATTGGGTEGCGATTGGTTCGAGACAATGCAAGAGAGCTTCGTAATGCAG
Allele2 GCATCGTCAGTGCGATGAATTAAAGACAAGCATTGGGTGCGATTGGTTCGAGACAATGCAAGAGAGCTTCGTAATGCAG
161 240
Allelel T TAATATCGGCGATAAAGGCGATGAAGAACT TBGEAGATGAAGATECTCACTTCGTEGAATGCATCAAATCGA
Allele2 T AAATATCGGCGATAAAGGCGATGAAGAACT TGGEAGATGAAGATECTCACTTCGTAAATGCATCAAATCGA
241 320
Allelel GCATGTCGACTGTATCATCGCGAGAAGCGGGCACACGTACACCAGAAGCAGATTGGTAGCAACTTTAAGAAGTGAAGC
Allele2 GCATGTCGACTGTATCATCGCGAGAAGCGGGCACACGTACACCAGAAGCAGATTGGTAGCAACTTTAAGAAGTGAAGC
321 400
Allelel GGATCTTACA AAGCGGATTTTGBAGTAMGTGGCATTTTCAAGACATGAACGTGGTCGAATGAABGAAGATTTAG
Allele2  GGATCTTACA CAGCGGATTTTGBGTASGTGGCATGTTCAAGABATGAACGTGGTCGAATGARBGAAGATTTAG
401 480
Allelel AGGCTACCGTGAGGAGATTAGAGGAGAAAGTTGATITGTAAGTAGAGCCAACCACGGGCGAAGTGGATATTGTGCTA
Allele2 AGGCTACCGTGAGGAGATTAGAGGAGAAAGTTGATITATAAGTAGAGCCABCCACGGGCGAAGTGGATATTGTGCTA
481 560
Allelel AAAGCCTT TAGGTCGAAGAGCCAAABARAATGACGAAGCGAATGCAACTGIIGTACTGGAAA GCAGCACCATA
Allele2  AAAGCCTT CAGGTCGAAGAGCCAARBAAACGACGAAGCGAATGCAACTETGIGTACTGGAAN GCAGCACCATA
561 640
Allelel ATTTCA AGAAGCCTGGCTCTAGCAATATGAAAAAGTGCGATACTCEGAGCTCCAGAAGGTGAAGAAGGCAGCAG
Allele2  ATTTCA GGAAGBCTGGBTCTAGCAATACGAAAAAGTGCGACACTCBGGAGCTCCAGAAGGTGAAGAAGGCAGCAG
641 720
Allelel TGCTAGCAATGAATCGAACGTTGACTCGAGACGCAAATATCGCGCAAGCATGAAGAGATCGTACAGCAGCACTGGCATA
Allele2 TGCTAGCAATGAATCGAACGTTGACTCGAGACGCAAATACCGCGCAAGCATGAAGAGATCGTACAGCAGCACTGGCATA
721
Allelel GTTTAA
Allele2 GTTTAA

Figure V.4 Séquences des deux alleles RXxLR9 avec les 32mitgmorphes (en
rouge) et le produit d’amplification utilisé pouahalyse HRM (encadré par le couple
d’amorces g2, en vert).

L’efficacité de ce couple d’amorces (99,7%) et fe(®999) a permis son utilisation
dans des expériences de gPCR et pour l'analyse HRahalyse HRM des 20 isolats
préalablement séquencés a permis d’identifier dgampes correspondant a deux courbes de
fusion difféerentes (Fig. V.5).

Figure V.5: Analyse HRM du gene RxLR9
amplifié par les amorces g2 des 20 isolats

séquenceésJne couleur correspond a un groupe de
courbes de fusion présentant le méme profil. Le
groupe 1 est en violet et le groupe 2 en.vert
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Le groupe 1 (en violet) comprend tous les isolamdbzygotes avec l'allele 1 alors
que le groupe 2 (en vert) comprend tous les isdiatérozygotes pour le gene candidat
RxLR9. Les groupes identifies par l'analyse HRM cmmient avec les résultats du
séquencage.

L’analyse HRM des 40 isolats des populations duttee@Quest (1) et du Sud-Est (2) a
permis d’identifier cinq groupes différents. La orée des isolats ont été retrouvés dans le
groupe 1 ou le groupe 2 permettant ainsi d’en @édes alleles RXLR9 présents dans chaque

isolat. Trois nouveaux groupes ont également étdifdes (Tableau V.6).

Tableau V.6 Analyse HRM du géne RxXLR9 pour 40 isolatsRleactucaede deux
populations (1 et 2) et alleles RxLR9 présents.

. - Alléles déduits
Groupe | Alléles déduits de Groupe ;

Isolats | MLG HRI\/Ip ranalyse HRM Isolats MLG HRI\? de |I_;'ﬂ;;\:;lllyse

F920b (1) 7 Groupel Alleles 1 F924j (1) 30 GroupeR  Alleles1let2
F920e (1) 7 Groupel Alleles 1 F924l (1) 30 GroupeR  Alleles1let2
F920f (1) 7 Groupel Alleles 1 F924h (1) 30 Groupe2  Alléleslet?
F920g (1) 7 | Groupel Alleles 1 PO6b (2) 55 Groupe2  Alleles 1 et?
F920h (1) 7 | Groupel Alleles 1 P07a (2) 55 Groupg2  Alléles 1l et?
F920i (1) 7 | Groupel Alleles 1 PO7b (2) 55 Groupe2  Alleleslet?
F920k (1) 7 | Groupel Alleles 1 PO7c (2) 55 Groupe2  Alleles1let?
F924m (1)) 7 | Groupel Alleles 1 P08a (2) 55 Groupg2  Alléles 1l et?
F938f (1) 7 | Groupel Alleles 1 P08b (2) 55 Groupe2  Alleleslet?
F938g (1) 7 Groupel Alleles 1 PO8p (2) 55 Groupe2  Alléles1et?
F938h (1) 7 Groupel Alleles 1 P10d (2) 55 Groupe2  Alléleslet?
F938i (1) 7 Groupel Alleles 1 P10f (2) 55 GroupeR  Alleles1et2
F938j (1) 7 Groupel Alleles 1 P10g (2) 55 Groupe2  Alléleslet?
F938k (1) 7 Groupel Alleles 1 P10h (2) 55 Groupe2  Alléleslet?
F938l (1) 7 Groupel Alleles 1 P10m (2) 55 Groupe2  Alléleslet?
P11d (2) 7 | Groupel Alleles 1 P10p (2) 55 Groupe2  Alleles 1 et?
P11f (2) 7 Groupel Alléles 1 F924g (1) 30 Groupe 3 INCONNUS
P11g (2) 7 Groupel Alléles 1 F924k (1) 30 Groupe 3 INCONNUS
P11h (2) 7 Groupel Alléles 1 P11p (2) 55 Groupe 4 INCONNUS
P11m (2) 7 Groupel Alléles 1 F920j (1) 7 Groupe 5 INCONNUS

P11t (2) 7 | Groupel Alleles 1

Le génotype (MLG) de chaque isolat et la populati@rigine (1 ou 2) sont indiqués.
Les 3 nouveaux groupes sont en grise.

Afin d’identifier les alleles RxXLR9 présents dares lisolats des trois nouveaux
groupes (Groupes 3 a 5), les alléles ont été clengéquencés.
Le séquencage des alleles RXLR9 des isolats diupgrduet du groupe 5 a montré que ces
groupes sont des erreurs d’assignation probablethezd a des erreurs de manipulation qui

peuvent provenir, par exemple, de la dilution aund’ contamination.

-136 -



L’analyse des séquences pour les deux isolats alupgr3 a montré que l'isolat F924g est
homozygote pour l'alléle 2. Cette assignation @pond réellement a la présence d'un
nouveau groupe car cette situation n’avait pasreneie identifiée. Par contre, le résultat pour
l'isolat F924k n’est pas cohérent car les deuxledlént été identifiés. Il devrait donc étre

retrouvé dans le groupe 2.

L’'analyse HRM du gene RxLR9 permet un génotypageidea avec un taux
d’assignation correct proche de 100%. L’analyséadalisée sur trois autres populations de
B. lactucae Les résultats montrent que les isolats des ojsulationsappartiennent au
groupe 1 (Tableau V.7). L'allele 1 est donc prés&ntétat homozygote dans toutes ces
populations.

Tableau V.7: Résultats des analyses HRM pour le gene can®&BR9 pour trois
populations d&. lactucae (3, 4 et 5).

L . R - Analyses | Alleles déduits
Région | Dpt Site Geénes de résistanceMLG HRM de lanalyse
AD 79 Groupe 1 ho'?::]lglze lote
77 | Chailly en Biére (3) A||é|ggl
Centre- AD 79 et7] Groupe 1 h
omozygote
Ouest Allle 1
Roz sur Couesnon (4) ABD 45 Groupe|1l h
35 or?lolzygote
. Alléle 1
Chateaugiron (5) NC 55 Groupe [ homozygote

Les génotypes (MLG) identifiés dans chaque popuiatont indiqués.
NC : génes de résistance du cultivar non connus

3.2.8. RxLR7 (519 ph)

Le séquencage direct a mis en évidence la préskndex sites Hz dans la séquence
du gene, confirmés par le séquencage de cing snsartisolat. Six sites correspondaient a des
mutations non synonymes et huit alleles différems été identifiés dans I'ensemble des
isolats séquencés codant pour cing protéines deadid2s aminés (Fig. V.6). L'alléle 1 et
I'alléle 5 codent la méme protéine ainsi que llallé et I'alléle 8. Pour les protéines 2, 4, 6 et

7 des mutations non synonymes sont présentes elamstif RXLR.
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Figure V.6: Séquences protéiques des huit alléles du gémkdzd RXLR7 identifiés
apres le séquencage des inserts bactériens del2@deB. lactucadssues des populations 1
et 2.Les alléles codant les mémes protéines ne se asneprésentés

Deux a cing alléles par isolat ont été identifiés.nombre de copies pour ce géne
candidat a été évalué par une approche qPCR enacanipa valeur du Ct de deux genes de
référence considérés en monocopie dans le génanbetd-tubuline et I'actine). Les résultats
indiquent que l'effecteur candidat RXLR7 seraitgarét entre 1 et 3 copies dans le génome de
Bremia Il est difficile de conclure sur le nombre exdet copies car la différence de Ct est
faible.

L’amplification du géene candidat avec des amorceasidées dans la région UTR n’a
pas permis d’isoler une seule copie du géene. Mdmrgrésence probable de ce géne en
plusieurs copies, nous avons essayé de mettreimiupe analyse HRM.

Plusieurs couples d’amorces gPCR ont été dessutésrade sites polymorphes. Un
couple d’'amorce avec une efficacité proche de 1@03érmis I'amplification d’un fragment
de 84 paires de base comprenant deux sites polyyemrgCette amplification permettait,
théoriguement, de discriminer les individus préasentdifférentes associations d’alleles
comme TT (par exemple des individus avec les allélet 5), TC (par exemple, alleles 2 et
8), TY (Y signifiant Hz T/C ; par exemple, alleléset 2) ou encore YY (par exemple, alléles
1 et 3). (Tableau V.8).
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Tableau V.8 Sites polymorphes des huit alléles du gene Rxidewtifies dans les
isolats deB. lactucaedes populations 1 et2.

pos 43 | pos 54 | pos 95 | pos 140 | pos 143 | pos 148 |pos 174 | pos 265 | pos 309 | pos 453

Allele 1 T T C T G A A G A G
Allele 2 . C T C . C C . T

Allele 3 C C . . . C A T .
Alléle 4 C C . C C T C
Alléle 5 . . . . . C

Allele 6 . . . . A . C .

Allele 7 C C C C C T

Alléle 8 C C C C

Les deux sites amplifiés pour I'analyse HRM songrises
.. la base est identique a la séquence de référgacest l'alléle 1

La premiére analyse a été effectuée avec les 2tsgoréalablement séquencés pour
lesquels 6 a 14 inserts ont été séquencés (TakléauCes isolats présentaient dans les SNP
analysés par la HRM, trois types d’associationléles (TY, YY et YC). L'analyse HRM
identifie quatre groupes d’isolats (Tableau V.9)esCgroupes ne correspondent pas
parfaitement avec les résultats du séquencage.

Néanmoins, la présence de quatre groupes alorsrajgegroupes étaient attendus a
soulevé une question sur la capacité de discrimimate la HRM et donc de son utilisation
pour des analyses de discrimination allélique. dnalyse plus approfondie des résultats a
montré que les groupes 1 et 2 discriminaient IeBSSNY en fonction des alleles observés. En
effet, les isolats avec les alléles 1 et 2 sont tiagsoupe 1, alors que tous les isolats avec les
alleles 4-5-6 ont été identifiés dans le group€ette correspondance entre les données de
séquencage et l'analyse HRM pourrait étre expligpée une hypothese basée sur la
proportion des alleles dans chaque isolat. Danstdats du groupe 1, la proportion d’allele
TT et TC (alleles 1 et 2) devrait étre identiquerslque dans les isolats du groupe 2, les
alleles TT (alleles 5 et 6) devraient étre dans pmogortion plus importante que les alléles
TC (allele 4). Afin de tester cette hypothése, nausns effectué une analyse HRM en

mélangeant, dans des proportions connues, lesslledérés dans des plasmides (Fig. V.7).
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Tableau V.9 :Alléles du géne candidat RXLR7 identifies dansitlats séquences,
SNPs correspondants dans I'amplicon HRM et résudtat’analyse HRM.

Région Isolat (%é_nes de MLG _Allél_e_§ Nomb[e de ) SNP dans le Groupes
résistance identifiés | Clones séquencés fragment HRM HRM
F920b D 7 12 6 TY Groupe 1
F920c D 7 12 6 TY Groupe 1
F920d D 7 1.2 6 TY Groupe 1
F924d AD 30 3.4 8 YC Groupe 3
Centre-Ouest F924e AD 7 124 8 TY Groupe 1
(1) F924f AD 30 134 8 YY Groupe 3
F924i AD 24713 14 YY Groupe 4
F938c D 7 1.2 6 TY Groupe 1
F938d D 7 1.2 6 TY Groupe 1
F938e D 7 12 6 TY Groupe 1
FRO9PO7y ABC 55 456 8 TY
FRO9P08p_msp2 ABC 55 456 14 TY
FRO9P09a_msp2  ABC 60 4.5_8 14 TY
FRO9P09b ABC 55 456 8 TY
FRO9P10a ABC 55 456 8 TY
Sud-Est (2) —rro9p10b ABC 55 456 8 TY
FRO9P10c ABC 55 456 8 TY
FRO9P11a ABD 7 1.2 8 TY Groupe 1
FRO9P11b ABD 7 12 6 TY Groupe 1
FRO9P11c ABD 7 12 6 TY Groupe 1
La souche F924i (grisé) serait apres plusieurs gsas le résultat d’'un mélange
o o1
TT10
TT70 / TT20
TTRO/AC ‘(////// T30
‘/////// TT40
TT50

TT10C \

Figure. V.7: Analyse HRM du ratio d’alléle€Chaque proportion des plasmides avec
les alleles TT et TC testée est affichée sur ladign pourcentage
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L’analyse des résultats a montré que les courlfigsaient correctement la proportion
d’alleles (Fig. V.7). Chaque proportion est ideéagf comme un groupe sauf les proportions
TT80% et TT90% qui ont une courbe de fusion d’'&lwroche et qui ont été regroupés
ensemble par le logiciel. La comparaison des caudeefusion des isolats du groupe 1 et du
groupe 2 avec les courbes de fusion des proporticaieles a montré que les isolats du
groupe 1 auraient une proportion d’'alleles TT peodk 80/90% et les isolats du groupe 2 une
proportion TT proche de 50%. Ce résultat confirnmesianotre hypothése et explique la
séparation en deux groupes des isolats avec édesall'Y.

La sensibilité importante de la HRM permet ainspdevoir discriminer les alleles de
cet effecteur candidat malgré la présence probddldeux ou trois copies de ce gene. Cette
sensibilité importante de la HRM a également étisée dans des analyses d’expression pour

déterminer les variants alléliques les plus expsicens différents tissus (Yuahal. 2008).

L’analyse HRM a été effectuée sur les trois aybagsulations dd3. lactucag(Tableau

V.10). Une déduction des alléles présents pourwhéplat a pu étre faite selon les groupes
HRM. Néanmoins, des données supplémentaires soasseires pour valider ce résultat. En
effet, les données de séquencage ont montrés gueupe 1 était composé d'isolats avec les
alleles 1/2 mais qu’il pouvait également étre cbmstd’isolats avec les alléles 4/5/8 (retrouvé
une seule fois) ou les alleles 1/2/4 (retrouvé seele fois également). Néanmoins, il est
intéressant d’observer qu’il existe une relatiorreefgs données génotypiques obtenues avec
les marqueurs neutres et les données alléliquesffet les isolats avec le MLG55 auraient
tous les mémes alléles et seraient différents si@ats avec le MLG 7, 30, 45 et 79 qui
auraient également tous les mémes alléles. L'aaalgs protéines putatives présentes dans

les isolats indique que tous les isolats posséatiEnprotéines avec le motif RXLR modifié.

Tableau V.10 Résultats des analyses HRM pour le géne RXLR® pes trois
populations dd. lactucae

L . R - Analyses | Alleles déduits
Région | Dpt Site Geénes de résistanceMLG HRM de lanalyse
. . AD 79 Groupe 1 1-2
77 | Chailly en Biére (3
Centre- lly en Biere ( AD 79et7] Groupe 1 12
Ouest Roz sur Couesnon
35 4) ABD 45 Groupe 1 1-2
Chateaugiron (5) NC 55 Groupe 2 4-5-6

NC : Non connus
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3.3. Polymorphisme du géne de la béta-tubuline

Le séquencage d’environ 1000 pb du géne de latbBtdine (1503 pb) pour les cing
isolats de chaque population n’a montré la présqoneed’un seul site polymorphe entre les

isolats : une mutation synonyme.

4. Discussion et Conclusions

L’identification de genes d'avirulence chez les gogtes a été accélérée par la
découverte du motif RXLR présent dans beaucoup ete genes dans les génomes de
Phytophthora infestangt P. sojae Il a été montré que cette famille d’effecteur est
premiére ligne dans I'évolution et l'adaptation desmycetes envers leurs hétes. Ces
effecteurs a motif RXLR sont soumis a des pressid@ssélection importante qui ont
entrainées une évolution rapide de ces genes etiveesité importante de cette famille
multigénique (Jiangt al. 2008 ; Winet al. 2007). Cette pression de sélection exercée par les
géenes de résistance de la plante héte sur les gémérilence va agir sur les mécanismes
moléculaires de reconnaissance de la protéinerdlance par la protéine de résistance. Ces
différents mécanismes peuvent étre des changemkattdes aminés dans la protéine
d’avirulence, des délétions d'une partie du génedaugene complet, des insertions de
transposon ou encore de I'extinction transcriptidiene

Dans un premier temps, nous avons donc recherchéigees de sélection positive
dans les 17 effecteurs candidats identifies dansbamgue cDNA deB. lactucaepar R.

Michelmore (Communication personnelle) en étudiant polymorphisme.

4.1.Polymorphisme des 17 effecteurs candidats RxLR

Sur les 17 génes effecteurs candidats testés, rdenkmontré aucun polymorphisme
de séquence. Le set d'isolat utilisé n'est peut s suffisant pour identifier du
polymorphisme dans ces genes. Il est égalemenibpmssue ces genes candidats soient
soumis a une sélection négative. La sélection négatgit en enlevant des mutations
déléteres. Si ces genes sont soumis a ce typelediea® cela peut suggérer gu’ils sont
importants au développement de I'agent pathogénee Atade, notre étude ne nous permet

pas de valider cette hypothése. Néanmoins, il pdugtre intéressant de continuer d’étudier
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ces deux genes candidats en séquencant le géneupagpius grand nombre d’isolats et

effectuer des études d’expressiam planta Si ces effecteurs candidats s’avéraient
primordiaux dans le développement &eemia, ils pourraient constituer une piste de

recherche pour améliorer la lutte contre I'agentnuildiou de la laitue en recherchant des
fongicides ou des genes de résistance qui pourrcldet ces génes.

Le polymorphisme observé pour les quinze autresctdftirs candidats est trés
variable, de deux a trois sites polymorphes jusgua trentaine de sites dans des séquences
variant de 303 a 972 pb. Ce taux de polymorphismse cemparé avec le taux de
polymorphisme observé dans un gene de ménagetdauiiline. Nous avons identifié un
seul site polymorphe dans la ségquence du gene l&datubuline. Ce résultat indiquerait un
polymorphisme plus important dans les effecteursi@ic potentiellement des signes de
sélection positive. Néanmoins, un plus grand nendisolats doit étre séquencé pour la
béta-tubuline et sur un plus grand nombre de geoe\alider cette hypothése.

Le polymorphisme des 17 effecteurs candidats @&é@ié pour des isolats prélevés
surL. sativamais aussi pour des isolats prélevés.sgerriola Pour la plupart des effecteurs,
le polymorphisme est plus important entre les tsotkeL. serriola et les isolats dé. sativa
gue le polymorphisme entre les isolats de chacamt@lhbéte. Néanmoins, l'isolat prélevé sur
L. sativaet l'isolat prélevé suk. serriola, présentant le méme génotype (MLG1), ont montré
la méme variabilité de séquence pour les effectétudiés. De plus, ces isolats présentent
généralement des séquences proches de cellesudeaudees isolats prélevés durserriola
Ces résultats semblent confirmer une différenamatimportante entre les isolats des deux
plantes hotes, mais qu’un flux de génes entrestdats prélevés sl serriolaetL. sativaest
possible (Article 1 ; Lebedet al. 2008).

Il serait intéressant d’étudier des isolats prédesudr L. sativapar rapport aux isolats
prélevés surl. serriola pour I'évolution des RXLR, et peut étre mettre é@ndence des

patrons d’évolution et d’adaptations différentsrenin héte sauvage et un héte cultivé.

4.2.ldentification de sélection positive dans les séguces des effecteurs
candidats RxLR

Nous avons identifié difféerents types de polymospie dans les populations Be
lactucaeétudiées. Nous avons observé un nombre importantudations non synonymes et

des délétions (ou insertion) d'une ou plusieursgsaide base, suggérant des signes de
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sélection positive. L'identification d'une possibkelection positive sur ces différents
effecteurs indiquerait gu’ils sont potentiellemeatonnus par les géenes de résistance de la
plante hote et donc qu’ils soient des genes d’aamueg. Néanmoins, la validation de cette
hypothese nécessite d’augmenter le nhombre d’isskgsiencés par RXLR, d’'identifier une
seule copie de chaque effecteur présent en plesieyies et d’effectuer des tests statistiques
comme le test MK (McDonald et Kreitman 1991) qut es rapport g/ds (nombre de
mutations non synonymes sur nombre de mutationsngynes) ou des tests basés sur les
fréequences alléligues comme le test D de Tajim@rn(ibal989).

En postulant que les effecteurs étudiés sont ramopar les genes de résistance de la
plante hote, les différents modes d’évolution ob&erdans les effecteurs, la présence de
délétion ou d’insertion (indels) dans les RXLR3RedLR5 et la présence de mutations non
synonymes dans les autres effecteurs, pourraiemtl@tconséquence du type d’interaction
s’exercant entre la protéine de résistance etdgépe d’avirulence.

La présence d’indels dans les genes, conduisantn@ protéine tronquée
potentiellement non fonctionnelle, suggere unegiesde sélection qui favorise I'absence de
I'effecteur dans l'interaction avec I'héte. Ce tyde mécanisme est similaire a la délétion
compléte du gene dans son effet mais a I'avantageedeettre un retour vers la protéine
fonctionnelle plus facilement que dans le cas d'aédétion compléte du géne et par
conséquent ces alleles dégénérés peuvent agir commaservoir génétique (Ma et Guttman
2008). Ce type d'évolution adaptative est souvessbeié aux effecteurs qui modifient une
cible dans I'héte et qui sont donc reconnues imti@ent par les protéines de résistance
selon le modéle de garde ou du leurre (cf. Chapitmaragraphe 3.2.2) (Bent et Mackey
2007 ; Jones et Dangl 2006). Ce mécanisme lié anieection indirecte a été observé pour
différents genes d'avirulence commer4E, Avr9ou Avr2 (Stergiopouloset al. 2007). Ce
type d’évolution avec une perte de fonction defdetieur implique un codt faible sur la valeur
sélective ou une compensation de la fonction pantdes effecteurs (Ma et Guttman 2008).
Dailleurs la présence de nombreux génes codant pes RxLR chez les oomycetes
indiquerait la possibilité d'une importante redonca dans leurs fonctions (Birsdt al.
2008). Par exemple, Quta al. (2009) ont montré que plusieurs copies de RXLRvamunt
contribuer au maintien de la fitness. Selon le méamonnement, la présence de mutations
non synonymes dans le RxLR7 modifiant le motif RxpBurrait également indiquer une
pression de sélection favorisant la non-translooatie la protéine dans le cytoplasme de
I'héte. D’ailleurs, les mutations non synonymes poet effecteur ont toutes été observées

dans la partie N-terminale de la protéine contra@et aux autres effecteurs testés comme
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RxLR9, RXLR3 ou RXLR16. Ces résultats suggerentdmalement une interaction indirecte
entre I'effecteur et les protéines de résistance.

La présence d'un grand nombre de mutations non ngynes pour les autres
effecteurs suggére une interaction directe engrefiecteurs et les protéines de résistance. En
effet, dans le cas d’'une reconnaissance direegpdirition de mutations modifiant la protéine
peut permettre d'éviter la reconnaissance sansenlta fonction effectrice et diminuer la
fitness. Par exemple, le geAerLm4-7montre une double reconnaissance par les genes de
résistanceRim4 et RIm7 et, quand ce gene est soumis a la pression detisglexercée par
RIm4 une mutation non synonyme apparait ce qui pediéeiter la reconnaissance par le
géne de résistand®im4 sans altérer la reconnaissance Ren7 (Parlangeet al. 2009). Les
mutations non synonymes sont majoritairement ptésedans le domaine C-terminal des
protéines putatives a I'image de ce qui a déjacéservée pour d’autres RXLR (Haes al.
2009 ; Jianget al. 2008 ; Winet al. 2007).

4.3. Evolution du polymorphisme des effecteurs RXLR7 eRxLR9 a

I'échelle populationnelle

Une étude de la dynamique évolutive des effecteligxhelle locale a été initiée pour
les effecteurs RxXLR7 et RxLR9 avec la technique HRiMéthode permettant une
discrimination a haut débit des alleles présents ¢kzs populations d&remia

Les premiers résultats montrent que la HRM estroéthode sensible, reproductible
et efficace pour « génotyper » des populationsqugthes. Cette méthode est d’autant plus
utile pour des agents pathogenes diploides quissiéeat une étape préalable de clonage
bactérien du géne étudié avant de pouvoir le ségueAmsi, a une échelle populationnelle
qui exige le clonage et le séquencage d’un nombpoitant d’isolats, la HRM permet de
réduire les codlts et le temps (environ 4 heures pooir un résultat en HRM contre 72
heures pour une méthode classique). La mise aut pencette technique implique
I'identification préalable des différents alleleggents pour un locus et la mise au point de
couples d’amorces permettant de discriminer laitétdes alleles. Grace a cette technique,
nous avons pu initier une étude de génétique desilgions d'un effecteur (RxLR7),
probablement présent en deux ou trois copies, seglement un couple d’amorce grace a la
sensibilité de la méthode. Dans ce cas précisgthade ne permet pas d’obtenir des résultats

définitifs mais elle donne des pistes de réflexponr la poursuite de I'étude.
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L’analyse de la dynamique évolutive des deux efiest montre plusieurs résultats
marquants. Tout d’abord, les alléles identifiésdeimaque isolat pour les deux RXLR (RXLR7
et RxLR9) sont généralement concordants avec leséds obtenues avec les marqueurs
neutres. Par exemple, les isolats MLG7 présentaist les mémes alléles et sont différents de
tous les isolats MLG55 excepté pour la populatienGthateaugiron (pop 5) avec les alléles
RxLR9 (homozygote pour l'alléle 1 alors que lesresitMLG55 sont hétérozygotes). Cette
concordance est également retrouvée avec les gralgpgénotypes identifiés lors des études
précédentes (cf. articles 1 et 2). En effet, lefats MLG79 et MLG45 présentent les mémes
types d’alleles que les isolats MLG7. De la méngeffia les isolats MLG55 et I'isolat MLG60
qui sont tres proches génétiquement présentenhémses alléles pour les deux effecteurs
(une différence est observée pour le RXLR7 ; lefais sont 4-5-6 et 4-5-8 mais l'allele 8
code pour la méme protéine que l'alléle 4). Cesltés suggéraient donc qu’une pression de
sélection est exercée par les génes de résistamcees effecteurs candidats. Ainsi, ces
effecteurs seraient potentiellement utiles danspdeivoir pathogéne et pourraient étre
reconnues par des genes de résistance de la plagtetee qui entrainerait cette pression de
sélection.

Un deuxieéme résultat marquant concerne la dynamggakitive du géne RxLR9 dans
les populations deBremia Tous les isolats MLG55 de la population du Sut-&snt
hétérozygotes pour ce locus alors que les isolai&Hs préleves sur la variété dactary dans
le Centre-Ouest sont homozygotes avec I'alleler1c€s derniers ont été prélevés un an apres
ceux du Sud-Est. Nos résultats indiquent égalemeatles isolats MLG55 seraient apparus
dans les cultures de laitue avant les isolats M(&lade, communication personnelle). La
perte de lallele 2 dans les isolats MLG55 pouriadliquer qu’'une sélection positive
entrainant I’hnomozygotie a ce locus, s’exerce stieffecteur. Cette sélection serait active ce
qui pourrait indiquer que les genes de résistaniksés a I'heure actuelle par les
sélectionneurs ont un effet sur cet effecteur. Weans, cette hypothése ne peut pas étre
vérifiée a ce stade de I'étude. De plus, nous neaigsons pas les genes de résistance
présents dans la variété dactary ce qui impliquenques ne pouvons pas comparer avec les
autres variétés échantillonnées, notamment surésepce ou non du gene D (cf. article 2).
Nous pouvons tout de méme comparer les virulencesrodes entre les isolats. Les résultats
indiquent que les isolats de Chateaugiron ont desevices qui se rapprochent a la fois des
isolats MLG 55 et MLG7. Par exemple, ils sont wnils surbm3 (virulence observée pour
les MLG7 et non pour les MLG5%t surDm37 (virulence observée pour les MLG55 et non
pour les MLG7) (cf. article 2) Ce résultat indigaiique cette lignée clonale a probablement
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évoluée par un mécanisme de mutation dans les gBaegsulence (car le fond génétique
semble identique, le méme génotype neutre) soffetlde la sélection exercée par les genes
de résistance.

A ce stade de I'étude, nous ne pouvons pas conslurée type de sélection exercée
sur les effecteurs candidats. Néanmoins, nous pmuemettre I'hypothése que I'effecteur
RXLR9 serait soumis a une sélection diversifiatdesague I'effecteur RXLR7 serait soumis a
une seélection balancée. En effet, la faible divérgénétique observée pour I'effecteur RXLR9
et le maintien de plusieurs alleles pour RXLR7 cdirt avec les signatures de ces deux
types de sélection. La sélection diversifianteen&rainer des balayages sélectifs qui vont
diminuer la variabilité au niveau populationnel sdieffet des génes de résistance (Brown
1994 ; Stukenbrock et Mc Donald 2009) alors quesdgection balancée va permettre un
maintien du polymorphisme dans les populations @tbkock et Mc Donald 2009). La

poursuite de I'étude est nécessaire pour pouvsietees hypothéses.

4.3.1. Conclusions et perspectives

Cette étude préliminaire sur la dynamique évolutdes effecteurs dans les
populations déB. lactucaesemble indiquer que les effecteurs candidats &ughiat soumis a
la pression de sélection exercée par les genedsdagance et qu’ils seraient, par conséquent,
de possibles génes d’avirulence. Ainsi, ce typdud@ a I'échelle populationnelle peut
permettre d’étudier la dynamique de I'évolution ééfecteurs dans le temps et I'espace mais
également d’identifier des génes d’avirulence.

L’étude de la dynamique évolutive a I'échelle p@piainnelle sera poursuivie selon
les mémes méthodes pour dautres effecteurs comieRR et RxLR5 et d’autres
populations deB. lactucaeisolées sur des variétés présentant des geéne®sisance
différents pourront étre étudiées. Des expérienieeSouthern Blot doivent également étre
effectuées pour identifier le nombre de copiestdgjoe RXLR.

La poursuite de I'étude nécessitera également whiiiler la fonction de ces différents
effecteurs par des tests d’expression transit@re dles laitues possédant différents genes de
résistance en utilisanAgrobacterium (Wroblewski et al. 2005). Nous pourrions ainsi
déterminer si ces effecteurs sont des génes dlemire et identifier les génes de résistance
correspondant.

Ces études permettront d’apporter de nouvelles @mmnntiles pour proposer des

pistes de gestion des genes de résistance et aenédior durabilité.
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CHAPITRE 6

DISCUSSION GENERALE
ET
PERSPECTIVES
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Cette discussion générale a pour objectif de syistirdles résultats obtenus dans les
différents chapitres de cette thése et de lesrretire eux afin de les discuter dans le cadre
général d’'une réflexion sur la lutte contre I'agdntmildiou de la laitue et 'amélioration de
la durabilité des résistances. Nous essaieronsdiiet ces résultats pour évaluer le potentiel
évolutif de B. lactucae et proposer des pistes de gestion des résistaiads, des
perspectives d’approfondissemeat!'étude seront évoquées.

Des études précédentes ont été réalisées avecalgsaurs neutres (RFLP et AFLP)
(Hulbert et al. 1988 ; Sicarcet al. 2003) dans I'objectif de réaliser une carte géuétideB.
lactucae Hulbert et Michelmore (1988) ont également étsidiéépolymorphisme de 25 isolats
d’une collection mondiale a l'aide de marqueurs RFCes études ont permis d’identifier une
variabilité génétique importante en Europe et deseauix élevés d’hétérozygotie. La
variabilité des phénotypes de virulence dans Igailations deB. lactucaea également été
étudiée dans différents pays européens (Crute 1@®Istafsonnet al. 1985 ; Lebeda et
Zinkernagel 2003 ; Sharat al. 2007). Ces analyses sont utiles pour identifiedylaamique
évolutive des virulences dans les populations rellés ne permettent pas de caractériser les
forces évolutives et les mécanismes d’adaptation.

Le développement de marqueurs moléculaires nelftess microsatellites) et de
marqueurs potentiellement soumis sélection (eftesteandidats RXLR et phénotypes de
virulence) nous a permis d’évaluer la variabilittnétique deBremia en Europe et de
caractériser les forces évolutives s’exercant aistiucture des populations frangaisedBde

lactucae

Quel systéme de reproduction prédomine dans les polations de Bremia et quel

est son influence sur la structure des population®

La faible diversité génétique et génotypique ob&eren France confirme I'hypothése
qgue B. lactucaese développe selon un systéme de reproductioruésa. lactucae est un
agent pathogéne spécialiste obligatoire. Cettecténiatique pourrait entrainer de nombreux
evenements d’extinctions locales et de recolomisatiet engendrer des goulots
d’étranglement. Dans ce cas, les populations gagtfentées, de petites tailles et devraient
présenter une forte différenciation génétique d@iet de la dérive génétique (Thradt al.
2001). Nos résultats montrent que la différenciaénétique observée entre les populations

- 149 -



francaises d@8remiaest faible et non significative (Article 1). Cesoftat est, en partie, la
conséquence des caractéristiques de la culturaitde ken France. En effet, a I'’échelle de la
France, la laitue est cultivée toute I'année ce poientiellement, permet a I'agent pathogene
de développer des épidémies avec un régime dedugion asexuée tout au long de I'année.
Ainsi, peu de goulots d’étranglement surviendraidgns les populations qui seraient donc
des populations de grande taille ou la dérive ggméta un faible effet sur la structure des
populations. Néanmoins, a I'’échelle régionale,ispahibilité en ressource n’est pas la méme.
Dans le Sud-Est de la France qui est le plus impobrbassin de production de laitue, la
culture est effectuée toute I'année alors que tEmautres bassins de production, les cultures
sont réalisées sur une durée de 7 & 9 mois dubinfe de la dérive génétique pourrait y étre
plus importante. Une diversité génétique plus irtgde dans le nord de la France que dans le
Sud-Est pourrait étre le résultat d’événementsedembinaison sexuée dans cette région. Ce
résultat est aussi confirmé par la diversité desilprde virulence observée qui est moins
importante dans le Sud-Est que dans les autresbaksproduction (Maisonneuve 2011).
Nous avons identifié les deux types sexuels danpriacipaux bassins de production.
Dans le Sud-Est, les deux types sexuels ont pagtéisdentifies dans le méme champ sur
deux variétés différentes. Pourtant nous n’avors igantifié de signes de recombinaison
sexuée dans ce bassin. Une hypothése, basée switesl’histoire de vie de la laitue et sur
'avantage sélectif de la reproduction asexuéef pae avancée pour expliquer ce résultat.
Dans les régions ou la production de laitue eseriommpue au cours de l'année, la
reproduction sexuée peut permettre aux populatierBremiade survivre par la production
d’'oospores. Ainsi, a la saison suivante, de noasetbuches peuvent émerger et créer de la
variabilité génétique. Ces goulots d’étranglemgotsrraient ainsi expliquer la différenciation
génétique observée entre le Sud-Est et le nord Beahce. Dans le Sud-Est, la plante héte est
disponible tout au long de l'année, la reproductadmnale peut ainsi avoir un avantage
sélectif sur la reproduction sexuée. En effet,deetbppement clonal permet de disperser des
populations préalablement adaptées aux génes déanee utilisés (McDonaldt al. 2002)
alors que la reproduction sexuée va redistribugralieles dans les isolats qui peuvent ainsi
étre moins adaptés aux genes de résistance qusolats parents. Sous cette hypothese, la
reproduction sexuée pourrait étre importante emderamais elle serait masquée par la
pression de sélection exercée par les génes dearése de la plante I'héte. Cette hypothése
peut expliquer pourquoi les populationsRBlemias’adaptent tres rapidement au déploiement
d’'un nouveau gene de résistance. La recombinasamés permet dans ce cas de combiner

de nouvelles virulences dans les isolats qui potirawoir ainsi un avantage sélectif sur les
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isolats clonaux : I'importance de la recombinaiseruée dans la variabilité et I'évolution des
virulences a déja été proposée ultérieurement ¢Ct802; Gustafssoet al. 1985 ; Lebeda
and Schwinn 1994).

Nous avons tenté d’identifier des signes de recoaifon sexuée dans les principaux
bassins de production en échantillonnant, pendaet épidémie, un nombre important
d’isolats (30 isolats monospores). Ces analysestrpas permis d’identifier une variabilité

génétique importante qui aurait pu étre le signmé’reproduction sexuée.

Ouel est I'influence de la migration sur la structue génétique deB. lactucae?

Seules quatre marqueurs microsatellites sur legadtestés sont amplifiés chez les
isolats deB. lactucaepréleves sur artichaut. Ces résultats confirmdryplothese d’'une forte
spécialisation a I'hote et la présence d’un fluxgdees nul ou trés limité entre les isolats de
Bremia des différents genres Alteraceaeinfectés. Ainsi, les isolats d&remia se
développant sur un genre différent ldectucapourront tres rarement se développer sur des
Lactuca(Lebedaet al. 2002 ; Thineset al. 2010 ; Volgmayret al. 2004). Ces souches ne
constituent donc pas la source des épidémi@&elmiasur les laitues cultivées.

Par contre, nous avons montré qu’une migration peidter entre le compartiment
sauvagel(. serriola) et le compartiment cultivd ( sativg. Cependant, notre échantillonnage
sur la plante hote sauvage ne nous permet paseteniiger I'importance de ce flux de génes.
Plusieurs études, basées sur les virulences, ortténgue ce flux de génes est probablement
assez faible (Lebedat al. 1988 ; Lebedaet al. 2004 ; Lebedeet al. 2008). Néanmoins,
I'introgression de génes de résistancé deerrioladans les laitues cultivées a pu favoriser ce
flux de genes et le compartiment sauvage pouriagi &ervir de réservoir génétique au
Bremia |l pourrait permettre des recombinaisons de gimak entre les isolats des deux
plantes hotes et accélérer 'adaptation aux résieta

Les fréquences alléliqgues observées, la faibférgificiation génétique des populations
francaises et le faible isolement par la distadeatifieée suggere un flux de genes important,
a I'échelle européenne. Ce flux de génes est prebdit favorisé par les traits d’histoire de
vie de I'héte dont la production intensive de laitli a également été montré que les spores
asexuées dBremiapeuvent étre dispersées sur de longues distaacés pent (Crute 1981).
Dailleurs, le terme flux de génotypes (McDonadtl al. 2002) serait probablement plus
approprié dans le modéRremia Il pourrait aussi étre favorisé par un transpoduit par

'Homme. En effet, en France, de nombreux agricufteutilisent des plants de laitue qui sont
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cultivés dans des pépinieres. Ces pépinieres petmamtir un grand nombre d’agriculteurs
exercant dans différentes régions. Par exemplepépmiére de Loire-Atlantique a fourni des
plants a des agriculteurs d’Indre et Loire, de lankhe et de Bretagne pour lesquels nous
avons prélevés dBremia dans les cultures. Ainsi, des plantes infectéess danphase
asymptomatique de la maladie, peuvent étre disperdéns différentes régions. Ce type de
migration due a 'Homme a été montré pour de nombragents pathogénes dont des
oomycetes commd. ramorum (Mascherettiet al. 2008 ; Prospercet al. 2009) etP.
infestangFry et al. 1993). Nous ne pouvons pas, a ce stade de I'édiffiérencier la
migration due a la dispersion aérienne ou a unpedi®on humaine, mais nous pouvons
conclure queBremia a une importante capacité de mobilité en Frandémage de P.
infestangMontarryet al. 2010).

Ce flux de génes important contribue a favorissrdpidémies dBremiaen France et

a diminuer l'influence de la dérive génétique.

Quel est I'influence de la pression de sélectioned genes de résistance sur la

structure des populations ?

Nos résultats montrent que la pression de séleetierncée par les génes de résistance
(Dm) est importante dans la structure des populatiefis lactucaeen France. Ce résultat est
cohérent avec la faible diversité génétique obsedains les cultures alors que les populations
pourraient étre potentiellement trés diversifides.effet, nos résultats montrent une diversité
génétique importante en Europe, des flux de géossiles entre le compartiment sauvage et
le compartiment cultivé et une variabilité des Mnces importantes. Cette variabilité
importante dans les virulences a eégalement étérgmpar de nombreuses études (revue dans
Crutel987 ; Lebeda et Zinkernagel 2003 ; Sharal. 2007). Or, a un temps donné, les genes
de résistance utilisés sont peu diversifiés et podgents sur une grande échelle. Si ces génes
exercent une pression de sélection trés importaitde,vont diminuer la variabilité
phénotypique des populations pathogénes. L'inflaethe la sélection des genes sur la
variabilité phénotypique a déja été observée (CIA&¥). Notre étude relie, pour la premiére
fois, cette sélection des gériam sur la variabilité phénotypique a la variabiligngtique.

Cette importante pression de sélection des geee®sistance sur la structure des
populations dé3. lactucaea également été confirmée par les analyses réalgé les isolats
des boites pieges. Sur un total de 220 isolatsépigtppuis 2006, seulement 15 isolats

représentant neuf génotypes différents n’ont jardgésidentifiés dans des cultures de laitue
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(Valade, comm. pers). Ce résultat montre que lestgpes aériens sont majoritairement les
mémes génotypes que ceux présents sur les varkétss, la pression de sélection exercée
par les génes de résistance favorise I'émergeneengdintien des souches les mieux adaptées
a de fortes fréequences. Néanmoins, ces neuf gé&mtgpi, pour certains, présentent des
combinaisons de virulence différentes pourraientstituer un réservoir génétique pdsir
lactucae De nouvelles combinaisons de genes de résistpougaient sélectionner ces
souches et remplacer les populations préexistantes.

Les genes de résistanben sélectionnent plusieurs lignées clonales (MLGWIEG55
par exemple) et groupes de génotypes avec des fgedstiques différents et des
combinaisons de virulence différentes. Ce type tdecture a été observé chez différents
agents pathogénes commielamsporalarici-populinasur peuplier (Xhaarét al. 2011) ou
Puccinia triticina sur blé (Goyeatet al. 2007). Les premiéres analyses sur la variabilité
allélique et la dynamique évolutive des effecteRriR sont également concordantes avec

cette structure car la différence entre les alléeggyénéralement reliée aux lignées clonales.

Mécanismes d’'adaptation deBremia lactucaeface aux géenes de résistance de la

laitue

Les souches pathogénes peuvent évoluer selonetif®emécanismes qui sont des
mutations (non synonymes, délétions complétes otiefp@as, mutations non sens) dans les
génes de virulence, des phénoménes d'instabilitorgéue (recombinaison mitotique,
fusions somatiques...), la recombinaison sexuée diffézents génotypes et des phénomeénes
d’introduction et d’émergence a partir d’'un hotefaent ou de régions différentes.
L’ensemble de ces mécanismes a été observé ctiéredit oomycetes comnie infestans
(Goodwin 1997) olPlasmopara halstediiDelmotte al. 2008).

Nos résultats semblent indiquer que tous ces phénes surviennent dans les

populations francaises @remiaet qu’ils sont différents selon les genes de t&ésce utilisés.

Nos résultats suggérent une évolution par mutatans les lignées clonales. En effet,
les lignées clonales telles que MLG55 ou MLG7 apondent a différents phénotypes de
virulence trés proches entre eux (trois virulenddfrentes au maximum par rapport au
phénotype majoritaire). Ces mutations dans des sgetiavirulence sont également
accompagneées par des mutations neutres ce qui tpdenfermer des groupes de génotypes

avec le méme fond génétique. Par exemple, le ML&%5res proche des MLG39, MLG54,

- 153 -



MLG56, MLG60 et MLG100 selon les phénotypes de leinge, les marqueurs neutres et
également les effecteurs candidats RxLR. Ces gpgestyont généralement retrouvés sur des
variétés présentant les mémes résistances et nausns’ identifié qu’'un seul type sexuel
pour tous ces geénotypes. Ainsi, ces résultats seggeine évolution par mutation pour
I'ensemble de ces génotypes dont la vitesse dépatadfa pression de sélection exercée par
les genes de résistanc€es génotypes avec le méme fond génétiqgue n’onénciemt
probablement pas la méme valeur sélective. Par gleetans les années 2006-2007, MLG39
était le génotype dominant identifié sur plusievasiétés possédant le gene de résistance A
seul ou en combinaison avec les genes C, K oulhfdacomm. pers.). Les années suivantes,
la fréquence de ce génotype a fortement diminuépraiit du génotype MLG55 alors que
plusieurs variétés avec les mémes genes de résis@aent toujours cultivées. Nous
pouvons suggérer que le MLG55 provient du MLG39adtip de mutations dans un ou
plusieurs genes effecteurs et qu'il posséde ureuvaklective plus importante lui permettant
d’étre sélectionné par les génes de résistancenrhl@ias, nous ne pouvons pas déterminer les
genes mutés. En effet, les variétés utilisées pegyvasséder des genes de résistapiene
sont pas utilisés dans la détermination des phpeetyde virulences. Cependant, nous
pouvons comparer les variétés sur lesquels nousaarantillonné MLG39 et MLG55. Les
résultats montrent qu’aucun isolat MLG39 n’a étéidie sur des variétés possédant le gene
B seul ou en combinaison avec le géne A alors gadsblats MLG55 sont retrouvés sur
toutes les combinaisons de résistance (sans le dgmésistance D). Nous pouvons ainsi
émettre I'hypothése que les isolats MLG39 ne peupas se développer sur le géne B et que
I'acquisition de la virulence pour ce géne par destations a permis I'émergence des
génotypes MLG55 a partir du fond génétique de ML@BDont ensuite été favorablement
sélectionnés par les genes de résistance. Il set@iessant d’effectuer des comparaisons de
valeur sélective entre les différents isolats nadsés dans les mémes groupes de génotypes.

Nous pouvons également émettre I'hypothése d’'wn&uion des virulences dans ces
groupes de génotypes par des processus de parigeromme la fusion somatique, des
recombinaisons mitotiques ou encore de I'homotsraki secondaire. Ces phénoménes sont
tres frequents chez les oomycetes (Delmettal. 2008 ; Dobrowlskiet al. 2003 ; Goodwin
1997 ; Kamoun 2003) doi. lactucagMichelmoreet al. 2008).

L'analyse des effecteurs candidats suggerent igale une évolution par mutation
dans les lignées clonales comme nous I'avons obserec la perte de I'hétérozygotie pour
le gene candidat RXLR9 dans une population d’'isdléitG55 alors que tous les autres isolats

MLG55 sont hétérozygotes a ce locus.
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Des mutations dans des génes effecteurs peuvert ekpliquer la dynamique
évolutive de différentes lignées clonales dangtgsilations déremia

La recombinaison sexuée aurait également un rof@itant dans I'évolution des
virulences et l'adaptation aux résistances dans plegulations deBremia en France.
L'importance de la recombinaison sexuée dans I'edm des résistances est bien connue
pour de nombreux agents pathogenes. Notre étudgiigue ce sont les genes de résistance
utilisés et leurs gestions qui pourraient avoir iompact différent sur le systeme de
reproduction deB. lactucae Une hypothése avancée pour expliquer cette presge
sélection qui pourrait favoriser la recombinais@xwge est I'utilisation du pyramidage de
genes dans les variétés. En effet, les isolateyslsur des variétés avec plusieurs genes de
résistance présentent une variabilité phénotypejugénotypique plus importante que les
isolats prélevés sur des variétés monogéniquescld?). Le pyramidage de génes a pu
favoriser la recombinaison sexuée notamment cagéass de résistance utilisés étaient déja
contournés par d’autres types d’isolats. Par exemyil nouveau géne de résistance (géne D)
a été utilisé seul, puis en combinaison avec darscgenes de résistance déja contournés par
plusieurs génotypes d& lactucae De plus, ce gene a été beaucoup utilisé, damsamier
temps, dans des variétés de plein champ cultivées lés régions du nord de la France
(Thabuis comm. pers.), régions ou nous supposoasagecombinaison sexuée permettrait la

survie des populations d¥emiapendant les périodes sans cultures de laitue.

Nos résultats démontrent également une adaptatisrpdgulations déremia aux
genesDm par flux de genes avec les plantes hotes sauv@géte sélection pour des isolats
de L. serriolasemble assez faible mais elle peut avoir des qoesiees dramatiques sur les
cultures de laitue. En effet, les isolats MLG1 qui été majoritairement prélevés sur une
seule variét@t sur ded.. serriolaont provoqués des dégats tellement importants ldaBad-

Est, pendant I'hiver 2006-2007, que la variété suéa été retirée des catalogues. Les génes
Dm peuvent ainsi sélectionner pour des isolats praveda compartiment sauvage qui ont
des combinaisons de virulence et des fonds gémstittas différents des isolats prélevés sur
L. serriola Ce type de sélection pourrait entrainer de ndeselombinaisons dans les genes
d’avirulence augmentant ainsi la capacité d’adaptateBremia
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Nous pouvons également noter une complexificatiom mleenotypes de virulences
dans les lignées clonales ou les groupes de g&@®Bpla persistance des virulences dites
non nécessaires c'est-a-dire, qui ne sont pasmaesmpar les géenes de résistance utilisés a
I'heure actuelle. Cette complexification et accuatioin de virulences « non nécessaires » a
déja été démontrée chBzemia(Lebeda et Zinkernagel 2003) et seraient fréqusechez les
oomycetes (Drenth et Goodwin 1999). Néanmoinse @ttumulation pourrait avoir un effet
sur la valeur sélective. En effet, nous pouvonentes que, pour les lignées clonales MLG7
et MLG55, les phénotypes les plus fréquents né¢ pas ceux présentant le plus grand

nombre de virulences.

La pression de sélection exercée par les geneésiitance de la plante hote semble
influencer les difféerents mécanismes d’adaptationsdies populations francaises &e
lactucae Ce résultat pourrait étre corrélé au type dectiéle exercée par les geriem sur les
effecteurs ddremia Les premieres analyses semblent indiquer quefiesteurs déBremia
pourraient étre soumis a une sélection balancéevetsifiante. La sélection diversifiante va
entrainer des balayages sélectifs qui vont dimitaugariabilité au niveau populationnel sous
I'effet des genes de résistance (Brown 1994 ; Simtcxk et Mc Donald 2009) alors que la
sélection balancée va permettre un maintien du npaighisme dans les populations
(Stukenbrock et Mc Donald 2009). Or, la variabilgénétigue observée dans les deux
groupes de génotypes structurés par les geneprésentent des patrons de polymorphisme

différents qui pourraient étre la conséquence daleex types de sélection.

Potentiel évolutif de Bremia et conséguences sur la gestion des résistances :

Comment améliorer la durabilité des résistances ?

L’ensemble des résultats montre dqhilactucaeest un agent pathogéne avec un fort
potentiel évolutif selon le modéle de Mc Donald_ietde (2002).Bremiamontre des flux de
genes important, une reproduction mixte (asexuéextée), des mécanismes d’adaptation
tres variés et la pression de sélection des genessistance est forte.

L'ensemble de ces caractéristiques indique quelidation de genes majeurs de
résistance ne permettra pas d’empécher des épislé@eBremiaet favorisera une adaptation
rapide des populations. L'utilisation du pyramidage genes ne semble pas efficace et
pourrait méme avoir un effet inverse en augmentanariabilité génétique et permettant la

recombinaison de souches avec des fonds génétiifterents. Si du pyramidage de géne est
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effectué, il faudrait que les genes utilisés nersopas déja contournés par des populations et
gue chaque geéne de résistance ne soit pas dépioyéun dans d’autres cultivars (Parlevliet
1997). Cependant, une telle gestion des résistanéegssite des échanges entre les
sélectionneurs sur les genes de résistance qtilieat. Or, cet échange est difficile pour des
raisons concurrentielles.

Une gestion spatio-temporelle des résistanceggubéire mise en place dans le nord
de la France pour améliorer la durabilité des téstes. Les populations 8eemiasubissant
des goulots d’étranglement dans ces régions, ifetece de différents genes de résistance par
saison pourrait diminuer le développement épidémign empéchant les oospores de se
développer sur le ou les nouveaux genes de résestda la saison suivante. Une étude
préalable par le phénotypage et le génotypage @tespériennes (méthode des boites pieges)
peut permettre de déterminer les virulences présesitles différents fonds génétiques afin de
maximiser le choix des génes de résistance aaitildéanmoins, le flux de génes important
pourrait rendre cette stratégie inefficace.

L'utilisation de la résistance quantitative pour@re intéressante dans la lutte contre
B. lactucae Cependant, une érosion de la résistante quaveitagst possible par
'augmentation de l'agressivité des populations wmnc’est le cas pouP. infestans
(Andrivon et al. 2007) qui présente un potentiel évolutif procheceleli deBremia De plus,
la laitue étant un légume feuille, aucun symptonee doit étre visible pour pouvoir
commercialiser la plante.

Une autre stratégie pour augmenter la durabiligggémes de résistance en retardant la
sélection de variants virulents serait de combutens les cultivars un gene de résistance
majeur avec des genes de résistance quantitative.eBal. (2010) et Palloixet al. (2009) ont
démontré que cette stratégie augmentait la dur@lgé la résistance respectivement pour un
champignon sur le colza et un virus sur le piment.

Les études pour améliorer la durabilité de la téste pourraient également concerner
la recherche de génes d’avirulence indispensahlesiéaeloppement d8remia et pour
lesquels le codt de la virulence est important cenpour Xanthomonas oryzapv. oryzae
(Vera Cruzet al. 2000).

Malgré la lutte génétique, des mesures prophylaetiggomme contréler le taux

d’humidité et éviter la présence de débris de pkentre les cultures, sont nécessaires pour

limiter les épidémies dB. lactucaest améliorer la durabilité des résistances.
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Perspectives

En conclusion, ce travail a permis d’apporter adsrimations nouvelles sur les forces
évolutives s’exercant sur les populations Biemia et les mécanismes d’adaptation aux
résistances. Mais, il souleve également de nowvellestions de recherche et de nouvelles
perspectives d’études.

L’identification d’'un flux de genes probable enteecompartiment sauvage souléve
plusieurs questions. Y’a-t-il de la recombinaisexwge sur la plante hote sauvage ? Agit-il
comme réservoir génétique et accélére t-il 'adagiaaux résistances ?

Le génome d8remian’est pas encore disponible mais 'assemblageresburs dans
le laboratoire de R. Michelmore (UC Davis, Calif@ni Une collaboration pour le
séquencage d'une dizaine de génotypes identifiéBrance pourrait étre réalisée avec R.
Michelmore. Ce séquencage permettra probablemedéerdifier des effecteurs candidats
RXLR supplémentaires. L'étude de la dynamique dixatudes effecteurs pourra ainsi étre
poursuivie avec un plus grand nombre d’effecteurspermettre de caractériser plus

précisément la sélection exercée par les genessagtance.
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Abstract

Resistance genes introgressed into cultivated plané frequently overcame by
pathogens, causing outbreaks and economic loskesefére, understanding the evolutionary
strategies involved in the adaptation of pathogepufadions is needed to improve the
sustainable management of resistaBremia lactucagthe lettuce downy mildew, is under
strong selection pressure exerted by host resistganes. Under this selection pressixe,
lactucae populations showed a rapid adaptation to hosstaste. The study of pathogen
genetic structure may help to understand the ewolaty mechanisms involved in the
overcoming of resistant genes. Study of the gemtticcture (neutral and potentially selected
markers) ofB. lactucae populations in France was conducted in order tntifly the
evolutionary forces involved in the adaptation lbé tplant pathogen and to determine the
influence of selective pressure of host resist@y@r®s on the population structure.

We developed 12 microsatellites markers, to stuelyetic structure oB. lactucae
populations in France. Over 800 isolates were ctdte from the most important production
areas of the host plantactuca sativa These isolates were taken from different culgvar
grouped according to their resistance gene combmsatMoreover, a prospection in the wild
compartment allowed sampling isolates Bf lactucaeon the wild hostL. serriola The
polymorphism of several RxLR candidate effectorsswstudied in severaBremia
populations.

Our results showed clonality iBremia populations but rare events of sexual
reproduction are also suggested. Weak geneticreliffation between populations suggested
important gene flow between populations at Fremgjional scale. Gene flow was also found
between the wild and the crop pathosystems inaigadi possible role of wild host plants as
genetic reservoir. Moreover, analyzing the popafatjenetic structure suggests the presence
of different clonal lineages, resulting probablgrr selection pressure of resistance genes

Characterizing the population structureBoflactucaeallowed to highlight the strong
evolutionary potential (significant gene flow, mikenating system, selection by resistance
genes) oB. lactucaeexplaining its rapid adaptation to host resistafitris, we can suggest
some management strategies of resistance genesoamtmg the use of quantitative
resistance and use of crop association to impfoxeltrability of resistance.
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Résumeé

Des nouvelles résistances aux agents pathogenegyragsées dans les plantes
cultivées sont fréquemment contournées dans diff@r@pathosystemes, engendrant des
épidémies et des pertes économiques. En conséquienoempréhension des stratégies
évolutives impliquées dans l'adaptation des ponat pathogénes est nécessaire pour
ameéliorer la gestion durable des résistanBemmia lactucagagent pathogene de la laitue est
un organisme diploide, hétérothallique avec dekesyae reproduction sexuée et asexuée. Cet
oomycete est soumis aux fortes pressions de s@eetiercées par des genes de résistance de
la plante héte. Sous cette pression de séleciésmadpulations dB. lactucaeont montré une
rapide adaptation aux résistances hoétes qui sedsmat avérées peu durables. L'étude de la
structure génétique d’'un agent pathogéne peut peemge comprendre les mécanismes
evolutifs impliqués dans le contournement des t&@st®s variétales. Ainsi, une étude de la
structure génétique (neutre et potentiellement $seird sélection) des populations Be
lactucaeen France a été conduite afin d’identifier les ésr@volutives impliqguées dans le
contournement des résistances de I'h6te et de ndiéier I'influence des pressions de
sélection des genes de résistance de la plantesotette structure.

J'ai validé 12 microsatellites, marqueurs moléceineutres, pour analyser la structure
génétigue deB. lactucaeen France. Plus de 800 isolats ont été prélevés ts plus
importants bassins de production de la plante héietuca sativaCes isolats ont été prélevés
sur différentes variétés regroupées selon leur auargon de genes de résistance. Par ailleurs,
une prospection dans le compartiment sauvage aigpeléchantillonner des isolats d&
lactucaesur la plante hote adventite serriola Le polymorphisme de plusieurs effecteurs
candidats a motif RxLR a été étudié dans differeptgpoulations d8remia

La faible diversité génétique et I'exces d’hétégmtye observés sont en faveur d’'une
reproduction clonale mais de rares évenements pgedection sexuée sont également
suggeérés par les résultats. Par ailleurs, la faifférenciation génétique entre populations
suggere des flux de genes importants a I'écheleégions. Des flux de genes ont également
été mis en évidence entre le pathosysteme du ctimpat sauvage et le pathosystéeme du
compartiment cultivé évoquant un possible réle égervoir génétigue des plantes hotes
adventices. Une structuration des populations esiglrs lignées clonales résultant de la
pression de sélection des genes de résistance ultdsars est également indiquée par
I'analyse des résultats des marqueurs neutreseetis@nés.

La caractérisation de la structure des populati®B. lactucaenous permet de mettre
en évidence le fort potentiel évolutif (flux de @8nimportants, systeme de reproduction
mixte, sélection de mutants et de migrants pargses de résistance) @ lactucae
expliquant la rapide adaptation aux résistancessh@insi, nous pouvons suggeérer des pistes
de gestion des génes de résistance comme favibutiezation de résistances quantitatives et
I'utilisation de cultures d’association afin d’anoger la durabilité des résistances.
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