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Résumé : Accroitre I'efficacité et la durabilité de genes de résistance a des
agents phytopathogénes est un enjeu majeur pour la protection des cultures.
Augmenter la diversité cultivée intra-parcellaire est un des moyens d'y
parvenir. Cela implique de comprendre comment un tel déploiement modifie
la population pathogene pendant un cycle épidémique annuel complet, qui
s'étend au-dela d'une saison de culture. Pour y répondre, j'ai tout d'abord
évalué l'impact d'associations variétales de blé tendre sur la dynamique
d'adaptation d'une population pathogéne de Zymoseptoria tritici a un géne de
résistance qualitative (Stb76qg) récemment contourné. J'ai étudié comment
I'association de deux variétés porteuses ou non de Stb16q, selon différentes
proportions  (0.25, 0.5, 0.75), a modifié la population pathogene
comparativement aux cultures pures au cours de deux années
d'expérimentation. Trois phases clé ont été analysées : le début et la fin de la
période épidémique (plusieurs cycles successifs de multiplication asexuée
pilotés par la dispersion pluviale de pycnidiospores entre variétés) et la période
inter-épidémique (production d'ascospores résultant de la reproduction
sexuée sur résidus de culture). La fréquence de virulence sur chaque variété
des associations (composition de la population) a été estimée par
phénotypage sur plantules en serre. La taille de la population a été estimée en
mesurant la sévérité de la maladie (période épidémique) et en estimant le
nombre d'ascospores éjectées des résidus (période inter-épidémique). A la fin
de la période épidémique, une diminution de la sévérité a été constatée dans
les associations, a I'échelle du couvert et sur chaque variété, mettant en
évidence une "protection” réciproque. Les associations ont eu pour effet une
diminution de la fréquence de virulence comparativement a la culture pure de
la variété porteuse de Stb16q a la fin de la période épidémique et pendant la
période inter-épidémique, montrant que la reproduction sexuée n'a pas

annulé I'impact "bénéfique” des associations.La fréquence de virulence sur
cette variété a méme légerement diminué pour certaines proportions,
mettant en évidence la capacité des associations a maintenir des souches
avirulentes dans la population recombinante. Dans un second temps, j'ai
exploré en conditions semi-contrélées différentes combinaisons de
croisements entre souches virulentes et/ou avirulentes, susceptibles de
s'étre produits sur chaque variété dans les associations. La descendance a
été quantifiée et la parentalité de souches recombinantes correspondant a
chaque type de combinaison a été vérifiée par génotypage. Il en est ressorti
que des croisements avirulent x virulent, et méme avirulent x avirulent, ont
pu se produire sur la variété porteuse du gene Stb76q. Ce résultat démontre
qu'une infection allant jusqu'a l'apparition de symptoémes n'est pas
indispensable pour qu'une souche se reproduise sexuellement. Enfin, jai
proposé un cadre conceptuel de modélisation pour étudier plus en détail
I'influence de la fréquence de virulence et de la proportion des variétés sur
I'impact d'une association & |'échelle de la parcelle et annuelle. Pour
conclure, j'ai montré qu’en plus de diminuer la sévérité d’'une maladie, les
associations peuvent étre utiles pour réduire la transmission d'une
virulence. La reproduction sexuée peut faire persister cet effet jusqu'a
I'épidémie suivante du fait de [Iimplication de souches avirulentes,
conduisant a une “dilution” de la virulence dans la population de
descendants. Tous ces éléments font que les associations variétales,
déployées a des échelles spatio-temporelles plus larges, pourraient étre a
la base de stratégies efficaces pour améliorer la durabilité — c'est-a-dire
maintenir, voire rehausser — l'efficacité d'un géne de résistance qualitatif
déja contourné.

Title : Impact of wheat cultivar mixtures on the annual adaptation dynamics of a Zymoseptoria tritici population to a recently broken down

qualitative resistant gene

Keywords : plant disease epidemiology, fungal adaptation, resistance durability, crop diversity, varietal mixture, virulence transmission

Abstract : Improving the efficacy and the durability of resistance genes against
plant pathogens is a major challenge for farming systems. Increasing the
cultivated genetic diversity within a field is a lever to achieve this goal. We need
to understand how such deployment of the resistance affects pathogen
populations during the whole cropping season including the post-epidemic
period. To address this question, first | investigated the impact of wheat cultivar
mixtures on the adaptation dynamics of a population of the fungal pathogen
Zymoseptoria tritici to the recently broken down qualitative resistant gene
(Stb16q). | assessed how two wheat cultivars, carrying Stb76g or not and
cultivated in mixtures in different proportions (0.25, 0.5, 0.75), modified the
pathogen population over two annual field epidemics compared to pure stands.
Three key moments were considered in the whole pathogen life cycle: the
epidemic period, which involves successive asexual multiplication cycles driven
by rain-splash dispersal of pycnidiospores between growing plants of both
cultivars (two dates: early and late epidemic stages), and the inter-epidemic
period, which involves sexual reproduction in wheat residues releasing
ascospores. The frequency of virulent strains in each cultivar and mixture
(population composition) was assessed by phenotyping in seedling assays
under greenhouse conditions. Population size was assessed by measuring
disease severity (epidemic period) or estimating the number of ascospores
discharged from residues (inter-epidemic period). At the end of the epidemic
period, severity reductions were observed in mixtures at the whole canopy scale
and on both cultivars, highlighting a reciprocal “protective” effect. Mixtures
decreased the frequency of virulent strains relative to the pure stand of the
cultivar carrying Stb76q at the end of the epidemic period and at the

inter-epidemic period, showing that sexual reproduction did not counter the
"beneficial” impact of mixtures. Even so, the frequency of virulent strains on
this cultivar slightly decreased after sexual reproduction for some mixture
proportions, highlighting the capacity of cultivar mixtures to actively maintain
avirulent strains in the offspring population through specific epidemiological
mechanisms. Secondly, | investigated in semi-controlled conditions different
combinations of sexual crosses that may have occurred in field conditions
between virulent and/or avirulent strains, in both cultivars. The offspring were
quantified, and the parenthood of recombinant strains from each type of
cross was checked by genotyping. | established that avirulent x virulent
crosses, and even avirulent x avirulent, can occur on the cultivar carrying
Stb76q. This result demonstrates that the expression of symptoms on living
plant tissues are not essential for a Z. tritici strain to subsequently reproduce
sexually. Finally, | suggested a conceptual modeling framework to further
investigate the impact of the initial frequency of virulent strains and the
proportion of cultivars on the mixture efficacy at the field and annual scales.
To conclude, | showed that, besides disease reductions, cultivar mixtures may
be used to restrict the overall propagation of a virulence. Sexual reproduction
can make these mixture effects persist over the subsequent epidemic and
avirulent strains can take part in it, allowing to "dilute” the virulence within
recombinant populations. For these reasons, cultivar mixtures, when
deployed at larger spatio-temporal scales, could be an efficient strategy to
improve the durability — (i.e. maintain, even slightly re-increase, the efficacy)
— of a broken down qualitative resistance gene.
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Synthese bibliographique

1 LA GESTION DE L'IMMUNITE VEGETALE DANS LES AGROSYSTEMES

1.1 La résistance variétale, pilier de systemes agricoles productifs mais
vulnérables

Afin d'augmenter les capacités de production apres la seconde guerre mondiale,
et grace aux avancées techniques de la seconde moitié du XX siecle, les systemes
agricoles se sont organisés autour de quatre piliers : la mécanisation, I'amélioration
variétale, I'utilisation d'intrants pour la fertilisation et la protection des cultures, et la
simplification du systeme de culture (rotation courte, augmentation de la taille des
parcelles, spécialisation des exploitations etc.). Cette intensification de I'agriculture a
permis d'atteindre des objectifs de production ambitieux en Europe, mais la sécurité et
I'autonomie alimentaire restent inégales selon les continents (Hazell & Wood, 2008).
Le systeme a montré également plusieurs limites : diminution de la diversité des
especes cultivées, appauvrissement des sols, adaptation des populations de
bioagresseurs (insectes, virus, bactéries, champignons, adventices) aux méthodes
utilisées, dépendance aux intrants, impacts environnementaux etc. (Altieri, 1999). A cela
s'ajoute un plafonnement des rendements du blé, voire une légere diminution, qui
pourrait étre plus prononcée sous les effets du changement climatique (Brown &
Rosenberg, 1999 ; Launay et al., 2014).

Aujourd’hui, la méthode la plus utilisée pour protéger une culture contre les
bioagresseurs reste I'application de produits phytosanitaires (fongicides, insecticides,
herbicides). En raison des conséquences sur I'environnement et sur la santé humaine
(Matson et al, 1997 ; Bonnefoy, 2012), et en réponse aux attentes sociétales, les
politiques agricoles européennes incitent a ce que l'immunité végétale et donc
I'utilisation de sources de résistance variétale deviennent le premier pilier de protection
des plantes (e.g. plan Ecophyto | et Il). Les plantes cultivées sont sélectionnées afin de
combiner dans une méme variété des caractéristiques agronomiques d'intérét
(rendement, qualité organoleptique, caractéristiques morphologiques etc.) et une forte
résistance aux bioagresseurs. Dans le cas des agents pathogenes (virus, bactéries,
champignons), cette resistance peut étre totale (résistance qualitative) sans
développement de symptomes sur les plantes, ou partielle (résistance quantitative)
avec le développement de symptomes légers ne compromettant pas, ou peu le
rendement des lors qu'ils restent sous le seuil de nuisibilité. Les genes de résistance
qualitative (voir 1.2) empéchent les agents pathogenes d'infecter, de se développer et
de se reproduire sur les tissus de la plante hote (Dodds & Rathjen, 2010).

16



Synthese bibliographique

La sélection de traits d'intérét agronomique chez les plantes cultivées a commencé des
le début de I'agriculture. Historiquement, cette sélection se faisait par les agriculteurs
avec l'observation au champ des phénotypes des plantes et aboutissait a I'obtention
de variétés-population (sélection massale ; Bonneuil & Thomas, 2009 ; Bonnin et al,
2014). La sélection s'est professionnalisée a la fin du XIX siecle : les premiéres variétés
ont été créées et commercialisées, a partir de croisements spécifiques et de I'évaluation
des caractéristiques des descendants obtenus. Apres la seconde guerre mondiale, le
passage d'une agriculture traditionnelle a une agriculture productiviste a favorisé
I'utilisation de variétés modernes a haut potentiel de rendement (hybrides, lignées
pures ou clones), adaptées a un systeme agricole simplifié et dépendant d'intrants
(Malezieux, 2012). La faible variabilité génétique dans le panel de variétés modernes
commercialisées et leur déploiement sous forme de couverts monovariétaux sur des
vastes territoires a contribué a une érosion généralisée de la diversité génétique
(Bonneuil & Thomas, 2009). Dans le cas du blé tendre en France, cette
homogénéisation génétique est allée de pair avec la diminution du nombre de variétés
cultivées (Bonnin et al,, 2014; Perronne et al,, 2017). La grande majorité des variétés de
blé cultivées aujourd’hui est homozygote et homogene génétiquement (lignées pures).
Or, l'intensification des pratiques agricoles et I'hnomogénéisation spatiale des variétés
utilisées accélere I'évolution des populations pathogénes, qui s'adaptent aux
résistances déployées (voir 1.3), rendant ce type de systeme vulnérable a certaines
épidémies.

Dans ce contexte, les systemes agricoles sont confrontés a plusieurs défis majeurs :
répondre a la croissance démographique et a la sécurité alimentaire mondiale, réduire
I'utilisation et la dépendance aux intrants de synthese, préserver les ressources et
assurer la résilience du systéeme face aux aléas climatiques et sanitaires. Une des pistes
actuellement explorée est de développer des systemes de culture dont les pratiques
s'inscrivent dans les principes de I'agroécologie, en pensant la parcelle agricole comme
un écosysteme (agroécosysteme) et en favorisant les processus écologiques de
réegulation des bioagresseurs (voir 3.1) en s'appuyant sur l'interaction entre les
différentes composantes de cet écosysteme (Altieri, 1995 ; Malezieux, 2012). En ce qui
concerne la protection des cultures, il s'agit de prendre exemple sur, voire d’exploiter,
la coévolution entre les plantes et les bioagresseurs (voir 1.3) dans les systéemes naturels
(Zhan et al,, 2015). Dans cette synthése, je me focaliserai sur I'adaptation d'un agent
pathogene fongique a la résistance génétique qualitative d'une céréale a paille.
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1.2 La résistance qualitative

Les plantes cultivées mobilisent plusieurs stratégies de défense contre les agents
pathogenes. La premiére est I'évitement du contact avec I'agent pathogene, grace a
des particularités morphologiques, phénologiques ou métaboliques de I'hote. Si le
contact a lieu, I'immunité ou la résistance de la plante, définie comme sa capacité a
réduire et/ou arréter la croissance, le développement et la reproduction de I'agent
pathogene (Niks et al, 2011), se met en place. Dans la majorité des cas, une premiere
réponse immunitaire spécifique a lieu, conduisant a une réaction d'hypersensibilité qui
provoque l'apoptose (mort cellulaire) a proximité du site de contact avec l'agent
pathogene. Il existe d'autres réponses immunitaires plus sophistiquées, comme
I'expression de la résistance qualitative. Une autre stratégie est la tolérance de I'agent
pathogene, dont la présence n'altére pas ou peu le métabolisme de I'héte (Niks et al.,
2011). Dans la littérature, il existe plusieurs terminologies pour décrire la réponse de
I'agent pathogene face a la résistance de son hote. Dans cette these, la
« pathogénicité » (pathogenicity) correspond a la capacité globale d'un agent
pathogene a se développer et se reproduire dans les tissus de I'hote, en dépit de ses
mécanismes de défense. L'aptitude de I'agent pathogene a infecter (ou non) I'hdte
correspond a la composante qualitative de cette pathogénicité appelée « virulence »
(virulence). Sa capacité a provoquer une quantité de symptdmes plus ou moins grande
correspond a sa composante quantitative appelée « agressivité » (agressiveness ;
Lannou, 2012). Parmi les traits d'agressivité qui varient entre individus pathogenes il
faut mentionner la période de latence, la capacité de sporulation, la taille et le nombre
de lésions au cours d'une infection, et |'efficacité d'infection (Pariaud et al, 2009). En
principe, la résistance qualitative assure une protection totale, permettant ainsi de
distinguer deux phénotypes de I'h6te vis-a-vis d'un individu pathogene : résistant ou
sensible (Figure 1).
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Figure 1: Phénotypes et déterminants génétiques associés au modele gene-pour-gene de la
résistance qualitative. La plante possede un géne de résistance (R) ou non (r) déterminant la
nature de son phénotype (sain ou malade) face a I'agent pathogéne dont la possession (avr)
ou l'absence (Avr) du géne de virulence correspondant détermine son phénotype (virulent ou
avirulent). Les produits des genes R et r (récepteurs) sont respectivement représentés par les
formes vertes et bleues, et ceux des genes Avr et avr (effecteurs) sont respectivement
représentés par un triangle jaune et un cercle orange. Le résultat de la reconnaissance entre
récepteurs et effecteurs est indiqué par une fleche : si elle a lieu il y a défense (interaction
plante-pathogene incompatible), et dans le cas contraire il y a infection et maladie (interaction
plante-pathogene compatible).

A I'échelle moléculaire, les mécanismes mis en place lors de la résistance qualitative
ont été proposé dans le modele gene-pour-gene (Flor, 1956 ; Dangl & Jones, 2001 ;
Jones & Dangl, 2006). Lorsque l'immunité échoue, il y a infection, c'est-a-dire
pénétration et colonisation des tissus de I'héte par I'agent pathogene jusqu’a
I'apparition de symptomes (Agrios, 2005) . Au cours de l'infection, I'agent pathogéne
sécrete des molécules appelées effecteurs, suite a l'activation d'un géne d'avirulence
(gene Avr). Ces effecteurs modifient le métabolisme de la plante, soit pour stimuler
I'infection, soit pour supprimer la réponse immunitaire primaire (Lo Presti et al,, 2015).
Si la plante possede un gene de résistance (gene R), elle sécrete de fagcon systémique
des récepteurs membranaires capables de reconnaitre les effecteurs, ce qui déclenche
la réponse immunitaire secondaire de la plante (Cook et al, 2015 ; Kanyuka & Rudd,
2019). La résistance qualitative est spécifique d'une espece pathogene mais également
du génotype de l'individu pathogéene car elle dépend des combinaisons alléliques des
genes Avr et R (Figure 1). Lorsque la reconnaissance des effecteurs a lieu, I'interaction
plante-pathogene est dite incompatible et l'infection est bloquée : la plante est de
phénotype sain et peut étre qualifiée de résistante et I'individu pathogene d'avirulent.
Dans le cas contraire, I'interaction est dite compatible et I'infection a lieu : la plante est
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de phénotype malade et peut étre qualifiée de sensible et I'individu pathogene de
virulent. Un individu pathogéne peut acquérir sa virulence suite a une mutation
ponctuelle de l'allele du gene Avr modifiant son expression (délétion complete,
inactivation ou sous-expression) ou sa fonction, ce qui empéche la reconnaissance de
I'effecteur par I'hOte (Jones & Dangl, 2006 ; Guttman et al, 2014). Au-dela de ces
connaissances, les découvertes récentes montrent que la relation plante-pathogene
décrite dans le modele gene-pour-gene est complexe, a la fois dans les mécanismes
de reconnaissance des effecteurs et dans les interactions entre genes R et génes Avr
(Petit-Houdenot & Fudal, 2017). Le déterminisme monogénique de ce type de
résistance en fait un atout pour la sélection variétale car elle est a priori plus simple a
intégrer dans les nouvelles variétés que des résistances quantitatives, contrélées par
plusieurs régions du génome (QTL : Quantitative trait loci ; McDonald & Linde, 2002).

Une résistance et sa virulence peuvent étre instables et leur expression évoluer au cours
s'une saison culturale. Une résistance peut ainsi étre « ontogénique », c'est-a-dire
gu'elle s'exprime de maniere différente selon le stade de développement de I'hdte,
conduisant par exemple une variété a étre sensible au stade plantule mais résistance
au stade adulte (Kema & van Silfhout, 1997; Brown et al, 2015). De plus, dans
I'agroécosysteme, la relation plante-pathogéne est a considérer a I'échelle
populationnelle, entre une population de plantes cultivées et une population
d'individus pathogénes. Les processus démogénétiques adaptatifs qui induisent une
diversification au sein de ces populations modifient I'expression quantitative de cette
relation. Dans la suite de cette these, je m'intéresserai a la dynamique d'évolution d'une
population pathogene dans une population hétérogene d'hdtes, portant ou non une
résistance qualitative. La taille de la population pathogene est définie comme étant le
nombre d'individus qui la constituent et sa composition comme la fréquence
d'individus virulents vis-a-vis de la résistance déployée dans une parcelle. Ces deux
caractéristiques décrivent la structure de la population pathogene.

1.3 Le contournement des résistances qualitatives

La population pathogene et sa population héte sont dans une dynamique co-
évolutive antagoniste permanente (Dawkins & Krebs, 1979 ; Kaltz & Shykoff, 1998 ;
Bergelson et al, 2001), qui peut conduire a une sélection plus ou moins rapide
favorisant les phénotypes les plus adaptés a I'h6te. Dans un écosysteme naturel, les
populations pathogénes font face a une variabilité importante des conditions
environnementales et de présence des hotes, a la fois spatiale et temporelle,
conduisant a une co-évolution complexe et un impact généralement modéré des
maladies (Keesing et al., 2006 ; Laine & Hanski, 2006 ; Ravigné et al, 2021). Dans un
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agroécosysteme, I'organisation spatiale et temporelle du peuplement végétal (couvert
constitué de plusieurs plantes hotes) est standardisée et simplifiée (Zhan et al,, 2015) :
le choix de plantes cultivées, homogenes dans leur morphologie et dans leur génétique
(critere pour l'inscription au catalogue officiel des variétés) affecte fortement la
dynamique évolutive des populations pathogenes associées. Par ailleurs, une variété
tres résistante et de bonne qualité agronomique aura tendance a étre utilisée a grande
échelle, créant alors une pression de sélection forte et unidirectionnelle sur les
populations pathogénes, ce qui pourra mener a une sélection rapide des individus
virulents dans la population et donc a un contournement de la résistance (Cowger et
al, 2000 ; Hovmgiller & Justesen, 2007 ; de Vallavieille-Pope et al,, 2012). En général, la
variété devenue sensible est remplacée par une variété portant une nouvelle résistance
qualitative, si elle est disponible. Ce cycle d'adaptation de la population pathogene
face a une résistance variétale est communément appelé « boom and bust » (Figure 2 ;
Brown & Tellier, 2011 ; Goyeau et al, 2021). Chez les céréales a pailles, les cas de
contournement sont régulierement décrits dans la littérature, a la fois chez des
organismes a reproduction clonale — comme l'adaptation de populations de Puccinia
striiformis f. sp. tritici, responsable de la rouille jaune, au gene Yr17 (Bayles et al., 2000
; de Vallavieille-Pope et al., 2012) — et dans une moindre mesure chez des organismes
a reproduction sexuée — comme l'adaptation de populations de Zymoseptoria tritici a
la variété Gene, trés résistante, aux Etats-Unis (Cowger et al., 2000).

Théoriquement, I'avantage évolutif de la virulence est limité par une réduction de
I'agressivité chez les individus les plus adaptés (Van der Plank, 1975 ; Tian et al., 2003 ;
Laine & Barres, 2013), ce que |'on appelle « colt de fitness a la virulence ». En effet, le
gain d'une virulence peut affecter des alléles d'avirulence associés a d'autres fonctions
du métabolisme du pathogene, dont ses capacités d'infection (Montarry et al,, 2010 ;
Goyeau et al., 2021). Ainsi, les individus virulents sont théoriquement attendus moins
agressifs, ce qui peut contribuer a limiter la généralisation de la virulence dans la
population pathogene des lors que ce désavantage compétitif est important.
Cependant, de tels colts de fitness a la virulence peuvent étre faibles, voire ne pas
exister, notamment dans le cas de populations pathogeénes génétiquement tres
diversifiées et des recombinaisons alléliques permanentes. En pratique, ces colts de
fitness a la virulence ont rarement été mis en évidence expérimentalement (e.g.
Montarry et al,, 2010), d'une part parce que les traits affectés ne sont pas forcément
identifiés ou sont difficilement quantifiables, et d'autre part parce que des conditions
particulieres, comme un stress, peuvent étre nécessaires a leur expression (Tellier &
Hamelin, 2021).
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Figure 2 : Dynamique de contournement de deux résistances qualitatives de type « boom and
bust ». Les quatre étapes de cette dynamique (traits en pointillés), suite au changement de la
fréquence allélique de deux virulences dans une population pathogene dans le temps, sont les
suivantes : @ une nouvelle variété contenant la résistance qualitative 1 (courbe bleue) est
largement déployée dans le paysage agricole; @ l'allele de virulence 1 (courbe rouge)
augmente en fréquence dans la population pathogene locale jusqu’a sa quasi généralisation ;
® la variété résistante 1 est contournée et perd son efficacité entrainant son remplacement
par une variété contenant la résistance qualitative 2 (courbe verte) ; @ le fort déploiement de
la résistance 2 augmente la fréquence de l'allele de virulence 2 (courbe jaune) ; I'alléle de
virulence 1 diminue en fréquence selon son co(t de fitness (faible : pointillées, fort : trait plein) ;
si ce colt est faible, la pression de sélection exercée par la résistance 2 sélectionne dans la
population pathogene des individus cumulant les virulences 1 et 2 (courbe violette ; d'apres
Tellier & Hamelin, 2021).

A I'échelle d'une parcelle, le contournement d'une résistance est un processus évolutif
dynamique qui peut étre divisé en trois étapes : I'émergence, la multiplication et la
dispersion des individus virulents dans la population pathogene locale (Figure 3). La
fixation d'une virulence dans une population pathogene survient lorsque la fréequence
des individus virulents se stabilise & des niveaux élevés. A I'échelle populationnelle, la
dynamique de contournement d’'un gene de résistance peut alors étre assimilée a une
« érosion » immunitaire. Lorsque la diversité génétique de l'agent pathogene en
question est tres élevée, comme dans le cas de Z tritici (McDonald et al., 2022), on peut
considérer que la probabilité qu'un variant virulent préexiste dans une parcelle est tres
élevée (voir 2.4). Le phénomene de contournement est souvent détecté au cours de la
derniere étape, lorsque la perte d'efficacité de la résistance commence a étre
quantifiable a I'échelle d'une parcelle cultivée avec |'apparition de quelques
symptdmes sur des plantes jusqu'alors totalement résistantes (e.g. Kildea et al., 2020).
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La mise au point de marqueurs moléculaires permettant de suivre les virulences
associées aux résistances qui sont déployées implique de connaitre la ou les sources
de résistance portées par les variétés (genes majeurs ou QTL), ce qui n'est pas souvent
le cas (techniquement difficile et/ou absence de volonté de partager I'information).

po po PEUD SR

Emergence > Multiplication » | Dispersion
Mutation Sélection Mllgratllon
. - . Sélection
Recombinaison Dérive génétique

Dérive génétique

Figure 3 : Ftapes du contournement d'une virulence dans une population pathogéne a ['‘échelle
de la parcelle et processus évolutifs impliqués. Les cercles rouges et gris représentent les
individus virulents et avirulents respectivement dans la population pathogene. Les étapes du
contournement de la virulence sont encadrées en vert et les processus évolutifs impliqués
encadrés en jaune (d'apres Gomez et al., 2009 ; Goyeau et al., 2021).

14 Quelles stratégies de déploiement d'une résistance qualitative
permettraient de faire durer son efficacite ?

La rapidité de contournement d'une résistance dépend de plusieurs facteurs : le
cycle de vie de I'agent pathogéne et sa biologie (voir partie 2) ; la pression de sélection
qui s'exerce, en partie déterminée par le niveau d'utilisation et le mode de déploiement
de la résistance; la pression de maladie liée au contexte épidémique. Comme le
nombre de résistances qualitatives connues et efficaces est restreint, I'enjeu est
d'identifier et d'optimiser les techniques culturales permettant de moduler le
déploiement des résistances et ainsi arriver a prolonger leur durée de vie.
Par « prolonger » il faut entendre le fait de retarder I'évolution de la population
pathogene vers la fixation d'une virulence en ralentissant la dynamique de
contournement de la résistance a une ou plusieurs des trois étapes décrites dans le
paragraphe précédent (Figure 3). Mais cela peut également signifier « recycler » des
résistances déja contournées. Johnson (1984) a défini la durabilité d'une résistance
comme étant le fait de pouvoir conserver son efficacité dans le temps, malgré une
utilisation intense dans des conditions propices aux maladies. La résistance qualitative
est réputée moins durable que la résistance quantitative car il suffit d'une mutation du
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gene Avr pour qu'un individu virulent émerge dans la population pathogene. Mais
I'efficacité de la résistance quantitative peut également s'éroder suite a la sélection d’
individus plus agressifs dans les populations (Lannou, 2012). La recherche de stratégies
de déploiement de la résistance permettant d’en concilier I'efficacité et la durabilité est
aujourd’hui un front de science (Burdon et al, 2014 ; Mundt, 2018 ; Rimbaud et al,
2018a; Crété et al,, 2020). Un des objectifs communs a plusieurs travaux de recherche
actuels est de s'appuyer sur les connaissances de I'écologie évolutive des populations
en réintroduisant un certain niveau de diversité (Stuthman et al., 2007 ; Beillouin et al.,
2021), conjointement a I'utilisation de méthodes spécifiques de protection des plantes
(voir 3.1). Ces travaux partent du principe que cette diversité permettrait de se
rapprocher de la dynamique de coévolution entre une population héte et une
population pathogéne qui prévaut dans les écosystemes naturels, ce qui permettrait
de limiter I'occurrence et I'ampleur des épidémies (Laine & Hanski, 2006). Le but est de
proposer un déploiement des sources de résistance dans les agrosystéemes qui
limiterait les capacités d'adaptation de la population pathogene dans un contexte
épidémiologique précis.

Plusieurs échelles et modes de déploiement de la résistance dans des systemes
diversifiés dans le temps et dans I'espace ont été explorés (Figure 4 ; Papaix et al., 2018;
Rimbaud et al, 2021b) : le cumul de plusieurs sources de résistance a |'échelle de la
plante (pyramidage de génes ; Mundt, 2018), de la parcelle (associations entre especes
ou entre variétés, multi-lignées, variétés populations) ou du paysage (mosaiques), ainsi
que l'alternance des especes cultivées (rotations, cultures intercalaires ou cultures
déphasées). Quelques auteurs ont comparé et hiérarchisé par modélisation ces
stratégies selon la durabilité obtenue de la résistance qualitative (Djidjou-Demasse et
al, 2017 ; Lof et al, 2017 ; Rimbaud et al,, 2018a). Si I'individu virulent n'est pas présent
dans la population initiale, le pyramidage apparait comme la stratégie la plus efficace
a court terme, avec une durabilité qui dépendrait du nombre de mutations nécessaires
a I'’émergence de la virulence et des colts de fitness associés (Fabre et al, 2009). Si
I'individu virulent préexiste dans la population initiale, alors les mosaiques semblent
plus efficaces et les rotations plus durables. Comme souligné par ces mémes auteurs,
définir un unique déploiement optimal est difficile car il dépend de plusieurs criteres
parmi lesquels la finalité de la culture, le pathosysteme, le contexte épidémique et
évolutif, et la connectivité entre les parcelles. Compte tenu de la multiplicité des effets
obtenus a différentes échelles, il est probable que le meilleur compromis soit obtenu
en combinant plusieurs stratégies de déploiement.
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Figure 4 : Stratégies de déploiement des résistances variétales a différentes échelles
spatiotemporelles. Une stratégie de déploiement résulte de la combinaison de différentes
sources de résistance a I'échelle de la plante (pyramidage), qui peut étre cultivée en association
avec d'autres variétés de la méme espece (association variétale), sous différentes formes
d’'agrégation spatiale, ou en rotation avec ces variétés, dans une parcelle qui se situe elle-méme
dans une mosaique a I'échelle du paysage. Les différentes stratégies peuvent se combiner et
cohabiter au sein d'un méme systéme de culture. Par soucis de simplicité, les mélanges et
mosaiques proposés comportent une varieté sensible représentée en blanc et une variéte
résistante représentée en bleu (d'apres Vidal, 2017 ; Rimbaud et al,, 2021b).

Caractériser les effets de la diversification génétique a I'échelle du paysage sur
I'évolution de la structure des populations vis-a-vis des résistances qualitatives permet
de formaliser leur dynamique de contournement, en tout cas de maniére théorique. A
I'échelle de la parcelle, il existe peu d'études expérimentales permettant de d'estimer
cet impact, les études se focalisant généralement sur le risque d'apparition d‘individus
cumulant plusieurs virulences ou plus agressifs (Chin & Wolfe, 1984 ; Dileone & Mundt,
1994 ; Villaréal & Lannou, 2000 ; Cowger & Mundt, 2002a ; Lannou et al., 2005). Les
dynamiques d'émergence et de généralisation d'une virulence dans la population
pathogene sont expérimentalement peu explorées (voir 3.5). Or, il est essentiel
d'identifier et de découpler les mécanismes conduisant a I'adaptation de la population
pathogene a l'échelle de la parcelle et au-dela d'une saison culturale (voir 2.4) en
englobant I'ensemble du cycle de développement de I'agent pathogene a un pas de
temps annuel.
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2 IMPACT DES CARACTERISTIQUES BIOLOGIQUES DES CHAMPIGNONS
PHYTOPATHOGENES SUR LES DYNAMIQUES ADAPTATIVES DE LEURS
POPULATIONS : CONSEQUENCES POTENTIELLES SUR L' IMMUNITE DE L'HOTE

Pour comprendre la dynamique d’'adaptation d'une population pathogéne a une
résistance variétale, il est nécessaire d'identifier les processus biologiques au cours de
son cycle de vie susceptibles de modifier I'interaction avec son hoéte. Il faut d'abord
bien connaitre les modalités d'interactions avec I'hOte au cours de I'épidémie, avant de
recenser les caractéristiques et/ou étapes du cycle de vie qui pourraient accélérer
I'adaptation, en particulier les conditions de transmission d'une adaptation aux
générations suivantes et au-dela de I'épidémie.

2.1 Diversité des interactions plante-pathogene : modes de développement et
types trophiques

Pour comprendre comment fonctionne une épidémie, il faut revenir aux
concepts qui décrivent son développement dans le temps et dans |'espace (Zadoks &
Schein, 1979). Le triangle épidémiologique présente les interactions entre un
peuplement hote, son environnement et une population pathogene (Figure 5). Une
maladie se développe sur une plante hote sensible lorsque celle-ci entre en contact
avec un agent pathogene, qui l'infecte dés lors que les conditions sont favorables a
I'infection. Chez les champignons phythopathogenes, il existe une grande diversité de
cycles de vie avec des modalités d'infection, des modes de développement et des types
trophiques différents je détaillerai ci-dessous. Cette diversité rend parfois difficile la
catégorisation des champignons phythopathogenes sur la base des processus
infectieux et épidémiologiques, d'autant plus que leurs caractéristiques ne sont pas
toujours univoques (Lo Presti et al, 2015). Il est toutefois possible de proposer un
schéma général et simplifié du cycle de vie (Figure 5 et Figure 6). En premier lieu,
différentes modalités d'infection ont été décrites dans la littérature : elles dépendent
du site de pénétration dans les tissus de I'hGte et des structures spécialisées que les
champignons forment apres la germination des spores (Mendgen & Deising, 1993 ;
Mendgen et al, 1996 ; Tucker & Talbot, 2001).
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Figure 5 : Triangle épidémiologique et cycle d'infection d'un champignon phytopathogene.
Les fleches doubles illustrent l'interaction entre la population d’hétes sensibles et la population
d'individus pathogenes virulents dans des conditions environnementales favorables a la
maladie qui conduisent a une épidémie. L'épidémie peut se diviser en deux périodes: @ la
période de latence pendant laquelle la spore du champignon pathogéne germe, avant que
celui-ci ne pénetre et colonise les tissus de I'hdte, provoquant des symptdmes ; @ une période
infectieuse au cours de laquelle le champignon pathogene produit de nouvelles spores capable
de transmettre la maladie a d'autres hotes par différents modes de dispersions tels que le vent,
la pluie ou les insectes (d'apres Zadoks & Schein, 1979 et Boixel, 2020).

Les champignons phytopathogenes se différencient également par leur type trophique,
c'est-a-dire leur facon de puiser dans les ressources de I'hote afin d'assurer leur
croissance pendant la phase de colonisation des tissus (feuilles, racines, graines etc.).
Les organismes biotrophes prélevent des nutriments dans les tissus de I'hdte en vie,
certains se développant alors uniquement dans I'espace inter-cellulaire (apoplaste),
tandis que les nécrothropes dégradent ces tissus pour en prélever les ressources
nécessaires. Les organismes hémibitrophes passent successivement par chacun de ces
types trophiques au cours de leur cycle de vie. Enfin, les organismes saprothrophes se
développent sur les tissus morts de végétaux (pas forcément considérés comme leurs
« hotes » étant donné [l'absence de spécificité), sans avoir besoin d'infecter
préalablement les tissus.
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Figure 6 : Modes de colonisation des tissus de ['h6te selon le type trophique des champignons
phytopathogenes et la phase/stade de leur développement. (a) Les champignons nécrotrophes
tels que Botrytis cinerea et Sclerotinia sclerotiorum se développent en général sous la cuticule
et tuent les cellules végétales en sécrétant des métabolites toxiques et des protéines. (b) Les
champignons biotrophes tels que Uromyces viciae-fabae et Blumeria graminis f. sp. hordei
forment un haustorium, une structure alimentaire, suite a plusieurs étapes de spécialisation
cellulaire. Apres une colonisation intracellulaire, des champignons comme Ustilagos maydis se
développent plus tardivement dans l'apoplaste, induisant des excroissances végétatives.
Cladosporium fulvum, quant a lui, colonise d'abord I'apoplaste et produit des fructifications
asexuées (conidiophores) provoquant une mort cellulaire suite au blocage des stomates. (c)
Les champignons hémibiotrophes tels que Colletotrichum spp. et Magnaporthe oryzae
développent dans un premier temps des hypes invasives qui dégradent tardivement les tissus
de I'hote, pendant la phase nécrotrophe (d'apres Lo Presti et al,, 2015).

Ce type trophique est caractéristique des champignons dits « décomposeurs », mais
certains champignons phythopathogenes comme Zymoseptoria tritici, Phaeosphaeria
nodorum, Leptosphaeria maculans et Botrytis cinerea, capables de coloniser des résidus
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de culture, présentent aussi une phase que I'on peut qualifier de saprotrophe (Halama
& Lacoste, 1992 ; West et al, 2001 ; Elad et al, 2007 ; Steinberg, 2015). Certaines
especes de champignons peuvent se développer a l'intérieur des tissus végétaux sans
causer des symptOmes, puis en causer, sous l'influence de différents facteurs
environnementaux biotiques ou abiotiques (e.g. Wheeler et al., 2019). Ces espéces sont
a rapprocher des microorganismes exclusivement endophytes qui se développent a
l'intérieur des tissus végétaux, dans lesquels s'établit alors un équilibre entre les
mécanismes d'immunité de I'héte et de colonisation du champignon (Hardoim et al.,
2015). D'autres especes ont un comportement épiphyte et se développent pendant
une période plus ou moins longue a la surface du végétal. A ce jour, il existe peu
d’'observations de ce type de croissance chez les champignons phytopathogenes (e.g.
Fones et al, 2017), qui est en revanche assez courant chez les bactéries
phytopathogenes (Wilson & Lindow, 1994; Hirano & Upper, 2000). Pour les premiers,
on peut observer plutdt une élongation d’hyphes a la recherche de nutriments
(Markham, 1992 ; Biswas & Morschhauser, 2005).

En conclusion, au cours de son cycle de vie, un champignon phytopathogene peut
engager différentes type d'interactions avec son hodte, dans des conditions
environnementales fluctuantes, qui le meénent a privilégier certains mode de
développement, de facon parfois transitoire (Schulz & Boyle, 2005; Kogel et al., 2006).
Le caractériser par un seul type trophique est donc réducteur et les connaissances a ce
sujet sont regulierement repensées et discutées au gré de nouvelles connaissances
acquises, généralement issues de résultats expérimentaux (Sanchez-Vallet et al,, 2015 ;
Selosse et al., 2018 ; Brennan et al,, 2019).

2.2 Caractéristiques des populations pathogenes favorisant leur adaptation
aux résistances variétales qualitatives

L'évolution des populations pathogénes mobilise différentes forces évolutives,
parmi lesquelles la mutation (voir 1.3), la migration et la dérive génétique. La dérive
génétique induit un changement aléatoire de la fréquence allélique pouvant entrainer
la disparition ou la fixation d'un caractere, indépendamment de I'avantage sélectif qu'il
confere, par exemple en termes de survie ou reproduction (Choudhuri, 2014 ; Halkett
et al, 2021). La dérive dépend de la taille de la population : plus il y a d'individus, plus
la dérive est faible et plus la population est diversifiée. Un événement aléatoire qui
réduirait fortement cette taille pourrait changer radicalement les fréquences alléliques
dans la population en peu de temps (notion de goulot d’étranglement ; Charlesworth,
2009). La migration, définie comme le déplacement d’'individus d'une population vers
une autre, s'accompagne d'un flux de genes, notamment des genes de virulence
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transmis a longue distance par des spores (Halkett et al., 2021). La sélection naturelle,
la force évolutive probablement la plus connue, s'opéere lorsqu'un caractere
phénotypique quantitatif héritable confere un avantage compétitif aux individus, par
exemple une capacité de reproduction accrue ou la possibilité d'infecter certaines
variétés de plantes hotes tres répandues. Cette sélection favorise les phénotypes les
mieux adaptés a l'environnement biotique et abiotique, ce qui augmente leur
fréquence et finalement affecte la composition de la population.

Il est possible de distinguer quatre types de sélection dans une population (Figure 7 ;
Choudhuri, 2014). La sélection stabilisatrice favorise des individus exprimant un
phénotype intermédiaire (généraliste), souvent adaptés a des environnements
fluctuant (Hallsson & Bjorklund, 2012). La sélection directionnelle se caractérise par une
« radicalisation » de la population, les phénotypes avantagés par les conditions
extrémes (spécialistes) étant favorisés et/ou les phénotypes déléteres étant contre-
sélectionnés, en fonction des pressions de sélection auxquelles les individus sont
exposés. La sélection disruptive conduit a une diversification de la population car elle
avantage simultanément plusieurs phénotypes extrémes au détriment des phénotypes
intermédiaires. Si aucun changement ne s'opére dans la composition de la population,
la sélection est dite d'équilibre. Dans le cas du contournement d'une résistance
qualitative de I'hGte utilisée a grande échelle, sans pour autant étre généralisée, et dont
le déterminisme est simple (par exemple monogénique), la sélection qui s'exerce sur la
population pathogene peut étre a la fois directionnelle et disruptive. Elle aboutit a la
différenciation de la population selon deux phénotypes extrémes, virulent ou avirulent,
dont les fréquences respectives se stabilisent, mais avec un phénotype virulent dont la
fréquence peut augmenter rapidement dans la population pathogene si la pression de
sélection augmente, par exemple via le déploiement du gene de résistance sur de
vastes territoires. A niveau de déploiement égal, la maniére dont le géne est utilisé
(alternance a différentes échelles spatiales et temporelles) peut aussi modifier cette
pression de sélection et donc I'équilibre entre les différents phénotypes.
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Figure 7 : Modeles de sélection de la population pathogene modifiant la fréquence et la
distribution des phénotypes.Les différents types de sélection sont classés en fonction de leur
impact sur la distribution initiale (courbe pleine) des phénotypes. Les fleches illustrent la
direction dans laquelle la sélection modifie la distribution de la nouvelle population (courbe en
pointillée), c'est-a-dire les valeurs des caractéres qui sont sélectionnés positivement (d'apres
Choudhuri, 2014 ; Boixel, 2020).

Au regard de ces forces évolutives, certains traits d'histoire de vie des agents
pathogenes peuvent évoluer, par exemple en réponse au déploiement d'une résistance
qualitative. Il faut d'abord s'intéresser a la premiére étape du contournement de la
résistance, qui correspond a I'émergence d'un ou plusieurs individus virulents (voir 1.3).
La dynamique de contournement differe selon que ce type d'individus est présent ou
non dans la population pathogéne initiale (van den Bosch & Gilligan, 2003). Si ce type
d'individu n’existe pas, le temps nécessaire a son émergence dépend de la taille de la
population et des taux de mutation. Une fois la virulence apparue, les mécanismes qui
régulent la multiplication des individus virulents dans la population sont les moteurs
de cette dynamique de contournement. Parmi les déterminants, il faut mentionner les
éventuels « colts de fitness » associés a ces virulences (Fabre et al, 2009), une forte
plasticité du génome (Bertazzoni et al, 2018), un haut potentiel de flux de génes avec
des migrations multi-échelles et une taille de population importante en effectifs ou
stable génétiquement (McDonald & Linde, 2002 ; Barrett et al., 2008).

Enfin, le processus de dispersion de la population est également un facteur important
a prendre en compte, car il détermine le type de pression de sélection (Thrall & Burdon,
1997). La dispersion de I'inoculum a longue distance peut aboutir a la migration entre
populations, comme mentionné plus haut. Dans les cas de dispersion a faible distance,
lorsque la spore d'un individu entre en contact avec un héte ayant le méme génotype
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que I'héte d'origine, celle-ci a déja la capacité de l'infecter (autoinfection), ce qui
maintient la pression de sélection et peut méme tendre a terme vers une augmentation
du niveau d'agressivité de la population pathogéne (Lannou, 2012 ; Burdon et al., 2014),
ce que confirme des modeles théoriques (Lannou, 2001 ; Marshall et al, 2009). Si la
spore d'un individu rencontre un hote ayant un autre génotype (alloinfection), et donc
un niveau de résistance potentiellement différent de celui de son héte d'origine,
I'infection peut ne pas avoir lieu. A I'échelle populationnelle cela peut étre assimilé a
un effet « filtre » variétal. Enfin, cela pourrait contribuer a diversifier la composition de
la population pathogéne, notamment si le nombre de sources de résistance
rencontrées est important, ce qui peut étre le cas dans les associations variétales (voir
partie 3).

2.3 Lareproduction sexuee, source de diversité chez les ascomycetes

Les champignons phytopathogenes présentent plusieurs modes de
reproduction qui contribuent differemment a leur capacité d'adaptation a un
environnement (Otto, 2009 ; Ni et al, 2011). De maniere générale la reproduction
sexuée accroit la diversité génotypique (diversité de combinaison d‘alleles) des
champignons phytopathogenes, et des ascomycetes en particulier : d'une part elle et
permet I'apparition de nouvelles combinaisons d'alleles, qui seront favorisées si elles
procurent un avantage sélectif par rapport aux contraintes environnementales, et
d'autre part elle fait disparaitre ces mémes combinaisons par le jeu du brassage. En
revanche, I'impact de la reproduction sexuée est moindre sur la diversité allélique, qui
est plutdét modifiée par les processus de sélection sur lesquels la multiplication asexuée
peut avoir un impact plus important, en particulier dans le cas des épidémies
polycycliques.

Les champignons se distinguent selon leur capacité a se reproduire avec n'importe quel
autre thalle y compris eux-mémes (homothallisme), ou exclusivement avec un autre
thalle (hétérothallisme; e.g. Alby et al, 2009). Chez les champignons ascomycetes
filamenteux hétérothalliques, il existe un systeme d'accouplement basé sur les « types
sexuels » (mating type) qui détermine la compatibilité des partenaires sexuels (Debuchy
& Turgeon, 2006 ; Ni et al, 2011). Pour que la reproduction sexuée ait lieu, chaque
partenaire doit développer des organes sexuels (Figure 8) : un ascogone pour le
partenaire « femelle » et une anthéridie pour le partenaire « male » (Bennett &
Turgeon, 2016). De nombreux champignons filamenteux sont capables de développer
ces deux types d'organes, indépendamment de leur type sexuel. La cellule hyphale
femelle se spécialise en un trichogyne. La fécondation a lieu lorsque le noyau d'une
cellule male s'introduit dans le trichogyne. Les deux noyaux se divisent en formant une
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fructification sexuée (e.g. périthece) avant de fusionner suite a la détection du noyau
compatible. La reconnaissance d'individus de types sexuels compatibles repose sur
I'émission et la réception de phéromones (Ni et al, 2011), dont l'identification
réciproque est rendue possible par la simple proximité physique des deux parents
(Debuchy et al, 2010). Chez Neurospora crassa I'anthéridie secrete constitutivement
des phéromones qui attirent le trichogyne d'un partenaire compatible vers la cellule
male (Bistis, 1983 ; Brun et al.,, 2021).
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Figure 8 : Phase sexuée du cycle de vie général des Pezizomycotina filamenteux, principale sous-
classe des ascomycetes. Les genes MAT gouvernent tous les stades de la formation d'ascospores
indiqués par des fleches. Especes hétérothalliques, cycle intérieur (trait plein) ; espéces
homothalliques, cycle extérieur (trait en pointillés ; Bennett & Turgeon, 2016).
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Si les mécanismes cellulaires et physiologiques impliqués dans la reproduction sexuée
sont bien décrits chez un certain nombre d'ascomycetes modéles, 'interaction avec la
plante hote au cours de ce processus est mal documentée chez les champignons
phytopathogénes. On peut identifier plusieurs raisons a ce manque de connaissances.
La reproduction sexuée nécessite des conditions environnementales particulieres, a la
fois difficiles a identifier et a reproduire, qui different selon les especes. Pour L.
maculans, agent de la nécrose du collet du colza, la reproduction sexuée a récemment
été obtenue in planta (Bousset et al.,, 2018), bien apres les premiéres reproductions in
vitro (Shoemaker & Brun, 2001). Au contraire, les premieres observations de la
reproduction sexuée chez Venturia inaequalis ont été faites in planta (Keitt & Palmiter,
1937), puis en conditions controlées (Ross & Hamlin, 1962 ; Sierotzki & Gessler, 1998).
Parfois, la forme sexuée n'a jamais été observée en conditions naturelles alors qu'elle
peut étre obtenue en conditions axéniques. C'est le cas de M. oryzae, responsable de
la pyriculariose du riz, pour lequel des indices de reproduction sexuée ont été
identifiées par des approches de génétique des populations, loin des zones agricoles,
indiquant une potentielle perte partielle de ce mode de reproduction par la
domestication (Saleh et al,, 2012). Enfin, il se peut que la phase de reproduction sexuée
ait été moins étudiée simplement car elle concerne plus rarement la période d'intérét
pour la protection de la culture hote, contrairement a la phase asexuée.

24 Comment eévoluent les populations pathogenes entre deux saisons
épidémiques ?

Pour comprendre comment évolue une population pathogene a I'échelle d'une
parcelle on s'intéresse généralement a sa dynamique temporelle et spatiale pendant la
période épidémique, qui correspond a la période de culture. D'un point de vue
écologique et évolutif, pour comprendre cette dynamique, il serait pertinent d'élargir
le champ d'étude et de considérer I'ensemble du cycle de vie de I'agent pathogéne,
donc plusieurs modes de reproduction.

Dans un agroécosysteme, la saisonnalité des cultures impose une temporalité qui peut
interférer fortement avec celle du cycle de vie des agents pathogénes, et donc
structurer les dynamiques épidémique et I'évolutive de la population (Hamelin et al,
2011 ; Halkett et al, 2021). Le début d'une épidémie coincide généralement avec
I'arrivée d'un inoculum primaire permettant a la population pathogene de s'établir
dans le peuplement végétal, si elle n'est pas déja présente localement. Cette arrivée
peut étre unique en début d'épidémie, ou étre relativement continue, et un ou
plusieurs cycles d'infections secondaires (épidémie monocyclique vs. polycyclique)
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peuvent faire suite aux infections initiales (Bousset & Chevre, 2012). La dynamique
épidémique qui en résulte est spécifique de chaque agent pathogene. Elle est décrite
de maniere plus détaillée dans le cas de Z tritici dans la partie 4.2. Entre deux saisons
épidémiques (période inter-épidémique), c'est-a-dire entre deux saisons de culture de
I'hote, la population pathogene a la capacité de survivre selon plusieurs stratégies.
Certains champignons phytopathogénes, comme les rouilles, infectent des hotes
alternants tels que |'épine-vinette (Berberis vulgaris) pour ce qui concerne la rouille
noire (Puccinia graminis ; Roelfs, 1985). Certains peuvent survivre sur une gamme
d'hdtes sauvages (hotes alternatifs ou secondaires) élargie, en dehors de la phase de
culture de I'hdéte principal cultivé. D'autres champignons forment des structures
différenciées permettant de survivre a des conditions environnementales moins
favorables, comme les sclérotes de B. cinerea (Elad et al., 2007). Enfin, certains peuvent
changer de mode de développement et de type trophique pour survivre, comme
Z. tritici (Steinberg, 2015) et L. maculans (West et al., 2001), chez lesquelles une phase
nécrotrophe et saprotrophe sur les résidus de culture succedent a une phase biotrophe.
Toutes ces stratégies assurent la récurrence pluriannuelle des épidémies dans les
systemes cultivés (Burdon & Laine, 2019).

Les processus reproductifs qui se déroulent pendant la période inter-épidémique,
parce qu'ils sont susceptibles de modifier non seulement la taille d'une population
pathogene mais aussi sa composition, ont aussi des conséquences évolutives. De
nombreux champignons phytopathogénes réalisent leur reproduction sexuée
majoritairement pendant cette période (Burdon & Laine, 2019). Cela conduit a la
redistribution de caracteres adaptatifs par recombinaison ou ségrégation (voir 2.3) tout
en assurant la transmission de ceux acquis au cours de I'épidémie (e.g. nouvelles
virulences) a la population qui initie I'épidémie suivante. La reproduction sexuée peut
aussi contrebalancer certaines dynamiques évolutives s'étant exprimées pendant la
saison épidémique, par exemple la sélection d’'individus plus agressifs (Suffert et al.,
2018b). La population pathogene peut aussi passer par un « goulot d'étranglement »,
lié a la réduction drastique de sa taille (e.g. par enfouissement de résidus de culture,
dont le maintien a la surface du sol serait le seul moyen pour une espece pathogene
de survivre). Pourtant, cette période reste relativement peu étudiée
expérimentalement. Des modeles épidémiologiques incluent une phase de
reproduction sexuée permettant de prendre en compte I'émergence d'individus
caractérisés par des traits phénotypiques complexes, par exemple cumulant plusieurs
virulences (Sapoukhina et al, 2009 ; Lo-Pelzer et al, 2010 ; Xu, 2012 ; Rimbaud et al.,
2021b). D'autres modeles simulent explicitement un goulot d'étranglement dans la
population (e.g. Xu, 2012 ; Papaix et al, 2018) ou font appel a des parametres

35



Synthese bibliographique

intermédiaires, comme la taille du compartiment hote infecté (Lo lacono et al,, 2013).
Certains champignons phytopathogenes dit holomorphes alternent des phases
asexuée et sexuée au cours de leur cycle de vie (e.g. L. maculans ou Z. tritici), ce qui leur
confére un avantage évolutif majeur. En effet, la composition de leur population est
ainsi modifiée par des processus cumulatifs (McDonald & Linde, 2002). Les études
écologiques soulignent I'importance d'éclaircir la relation entre la période épidémique
et inter-épidémique des agents pathogenes pour en connaitre les conséquences
épidémiologiques et évolutives (e.g. Numminen et al., 2019). L'existence de corrélations
positives ou négatives entre traits caractérisant les cycles d'infections pendant la
période épidémique et la survie ou la transmission de l'inoculum primaire pendant la
période inter-épidémique ont déja été identifiees expérimentalement. Par exemple,
une corrélation entre sévérité de la maladie et quantité d'inoculum primaire produit a
été mise en évidence pour L. maculans (Lo-Pelzer et al,, 2009 ; Fortune et al., 2021) et
pour Z. tritici (Suffert et al,, 2018b). Pour toutes ces raisons, il est important de mieux
connaitre les modes de reproduction des agents pathogénes et leur occurrence dans
leur cycle de vie lorsqu'il s'agit d'étudier la durabilité des résistances (Zeyl, 2009 ; Saleh
etal, 2012).

3 LA REGULATION DES POPULATIONS DE PATHOGENES FONGIQUES DANS LES
ASSOCIATIONS VARIETALES DE CEREALES A PAILLE

Les associations de variétés figurent parmi les stratégies de déploiement de la
résistance variétale a la parcelle. Dans cette partie, leur capacité a limiter la progression
des populations pathogenes fongiques dans les systemes céréaliers et les mécanismes
biophysiques associés sont étayés, puis les conséquences potentielles sur la structure
de ces populations sont examinées.

3.1 Associer des variétés afin de bénéficier de traits complémentaires

La réintroduction de diversité dans les systemes de culture apparait comme une
solution a la simplification et la standardisation des agroécosystemes (Hajjar et al.,
2008 ; Kremen, 2020 ; Beillouin et al, 2021). S'inspirant des systémes naturels, la
diversification des cultures a I'échelle de la parcelle agricole s'appuie sur la
complémentarité de niches entre especes et leurs relations de dépendances. Elle est
capable de générer de multiples services pour une gestion de |'agroécosystéeme moins
dépendante d'intrants et plus résiliente (Altieri, 1999; Hooper et al., 2005; Savary et al,
2012; Tamburini et al., 2020). C'est le cas notamment des associations ou mélanges
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variétaux, qui consistent a cultiver dans une méme parcelle différentes variétés d'une
méme espece. Cette pratique culturale est qualifiée de diversification intraspécifique et
intraparcellaire. Dans la littérature, une place importante est dévolue a I'étude de
I'utilisation des associations variétales dans le but de contréler les maladies (Finckh et
al, 2000; Barot et al, 2017; Wuest et al, 2021). Les associations rendent possible
I'assemblage de différentes résistances (contrastées et donc complémentaires), a un
ou plusieurs agent pathogenes a |'échelle de la parcelle, plus faciles a mettre en ceuvre
que le pyramidage au sein d'une méme variété (Pilet-Nayel et al, 2017). A I'échelle
d'une saison culturale, on définit l'efficacité d'une association variétale (ou
performance) comme sa capacité a limiter les dégats a la parcelle (sévérité), c'est-a-
dire ralentir dans le temps et dans |'espace la progression d'une population pathogene
dans le peuplement végétal et diminuer sa nuisibilité. On évalue généralement cette
efficacité en la comparant a chacune de ces composantes en culture pure (ou a leur
moyenne), en termes de réduction de la sévérité et/ou d'augmentation du rendement.
L'utilisation d'associations pour réduire la nuisibilité des maladies fongiques des
céréales est détaillée dans la partie suivante (voir 3.2). Plusieurs méta-analyses portant
sur les systemes céréaliers montrent que le sur-rendement est en moyenne
globalement positif dans des associations variétales (Kizer et al., 2009 ; Borg et al., 2018 ;
Reiss & Drinkwater, 2018) comparativement a la moyenne des cultures pures. Ce
résultat peut néanmoins étre tres variable selon les conditions. Par exemple, des
expérimentations au champ ont montré une augmentation du rendement dans les
associations : +15% dans le cas de I'échaudure de I'orge causée par Rhyncosporium
secalis (Newton et al,, 1997), +80 a 90% dans le cas de la pyriculariose du riz causée
par Magnaporthe oryzae (par rapport a la culture pure de la variété sensible; Zhu et al.,
2005), et +1,4% en moyenne sur 19 ans dans le cas de la septoriose du blé causée par
Z. tritici (Kristoffersen et al.,, 2020b).

3.2 Ralentissement des dynamiques épidémiques et réduction de la taille des
populations pathogenes dans les associations

La capacité des associations variétales de céréales a pailles a réduire la
progression de maladies fongiques a largement été documentée par des approches
expérimentales. Les approches expérimentales se sont focalisées dans un premier
temps sur l'association de variétés portant des résistances qualitatives contre des
agents pathogenes biotrophes a dispersion éolienne, comme I'oidium de l'orge et les
rouilles du blé (Finckh et al, 2000 ; Mundt, 2002 ; Borg et al, 2018). Ces approches
expérimentales des vingt dernieres années montrent que de telles associations sont
également efficaces pour réduire la progression d'agents pathogenes a dispersion
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pluviale (Gigot et al, 2013 ; Vidal et al, 2017a ; Kristoffersen et al, 2020b). Cette
efficacité est donc aujourd’hui avérée, en zone tempéré comme en milieu tropicaux et
subtropicaux, dans le cas des principales maladies des céréales a paille, a savoir :
(i) La rouille jaune du blé a P. striiformis (Dileone & Mundt, 1994 ; Lannou et al,
2005 ; Zhao et al,, 2010 ; Huang et al,, 2011, 2012)
(i) La septoriose du blé Z tritici (Cowger & Mundt, 2002b ; Gigot et al,, 2013 ;
Vidal et al, 2017a ; Montazeaud et al.,, 2020 ; Kristoffersen et al., 2020b ; Ben
M'Barek et al., 2020)
(i)  L'oidium de l'orge a B. graminis (Newton & Guy, 2011; Tratwal &
Bocianowski, 2018)
(iv) La pyriculariose du riza M. oryzae (Zhu et al., 2000; Castilla et al., 2010; Raboin
et al, 2012; Hondrade et al.,, 2017)

Les associations variétales de céréales a pailles ont été utilisées a grande échelle pour
limiter les épidémies fongiques, par exemple aux Etats-Unis (Finckh & Wolfe, 1997 ;
Newton, 2009) et en Chine (Zhu et al, 2000). Deux exemples historiques sont souvent
décrits dans la littérature pour illustrer le potentiel de cette pratique. En ex-RDA, le
gouvernement a promu dans les années 1980 la culture d'orge de printemps en
association a I'échelle nationale (360 000 ha, soit 90% des surfaces cultivées en orge ;
Wolfe, 1992 ; Ostergard & Jensen, 2005). Les infestations d'oidium ont baissé de 80%
en sept ans avec une stabilisation du rendement et une diminution de I'utilisation de
fongicides de 80%. En Chine, pour contréler les épidémies de pyriculariose, une variété
de riz sensible est souvent associée avec une variété hybride résistante dans différentes
communes. L'association permet une réduction significative de la sévérité (de 20% a
1% de sévérité en moyenne en deux ans ; Zhu et al,, 2000) avec une augmentation de
10% de rendement sans utilisation de fongicides. En France, la part des associations
variétales de blé tendre dans la sole nationale est en croissance continue depuis dix
ans (Figure 9 ; Perronne et al,, 2021). Elle a triplé ces cing dernieres, passant de 5% en
2017 a 17% en 2021 (FranceAgriMer, https://www.franceagrimer.fr). Cette
augmentation s'est accompagnée d'une évolution de la législation en 2018 qui autorise

la commercialisation de mélanges de semences de céréales (arrété du 26 juin 2018,
Légifrance, 2018). Ainsi, il apparait essentiel de déterminer le role des associations
variétales dans |'adaptation des populations pathogéenes par rapport aux résistances
qui y sont déployées.
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Proportion de la surface totale de blé tendra
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Figure 9 : Evolution de la proportion de la surface totale de blé tendre cultivée en France
métropolitaine avec des associations variétales entre 1995 et 2019. Les valeurs n1 et n2
correspondent respectivement au nombre de départements dans lesquels des associations
variétales ont été déclarées et au nombre de départements pour lesquels elles ont représenté
plus de 0.5% de |'assolement (Perronne et al., 2021).

Assembler des variétés de céréales présentant des niveaux de résistance différents est
un levier significatif pour contrdler les épidémies fongiques. C'est pourquoi le niveau
de résistance variétale est largement étudié dans les recherches sur les associations
variétales et privilegie comme critere de choix des variétés (Garrett & Mundt, 1999 ;
Cox et al.,, 2004 ; Gigot et al, 2014). La plupart des études expérimentales ont abordé
la question de l'efficacité des associations a I'échelle du couvert dans le but de
« protéger » les variétés plus sensibles par des variétés résistantes. A I'exception des
travaux de Cowger & Mundt (2002), Zhan et al,, (2002) et Zhu et al. (2005), tres peu
d'études ont réalisé une mesure directe de la sévérité sur chaque variété. Il est donc
rarement possible de comprendre la facon dont la maladie progresse et la population
pathogene évolue en tenant compte de chaque composante résistante de I'association,
alors que des processus intéressants pourrait s'y dérouler. En limitant la progression
des épidémies, les associations réduisent la quantité d'inoculum présent dans le
couvert par rapport a une parcelle cultivée en culture pure. Les associations contribuent
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ainsi a réduire la taille des populations pathogénes fongiques, au moins pendant la
période de culture.

Les travaux cités précédemment se focalisent sur la saison de culture de I'héte. Or,
comme vu précédemment, la population pathogéne peut se maintenir dans la parcelle
au-dela de cette période et des processus important de son cycle de vie peuvent avoir
lieu entre deux épidémies. Il serait donc également intéressant de comprendre I'impact
des associations au-dela de la saison culturale.

3.3 Meécanismes expliquant |'efficacité des associations a I'échelle annuelle

Les mécanismes des associations variétales sont le résultat de la diversité des
génotypes et phénotypes des hotes cultivés et de leur distribution spatiale dans la
parcelle. Cette diversification a un impact sur la fagcon dont les populations pathogénes
se développent. Ces mécanismes ne sont pas exclusifs et operent quel que soit le mode
de dispersion de I'agent pathogene (Mundt et al., 1995a).

Des mécanismes théoriques ont été formalisés pour expliquer la diminution de la
maladie dans les mélanges, a commencer par ceux qui limitent la dispersion de I'agent
pathogene dans le couvert. Par exemple, une majorité d'individus pathogenes ne
peuvent pas infecter les variétés porteuses de résistances qui forment alors un obstacle
(effet barriere ; Figure 10b ; Chin & Wolfe, 1984) : la distance a parcourir par un individu
pathogene pour atteindre une plante sensible est plus grande car un plus grand
nombre de plantes résistantes s'interposent. La maladie affecte alors surtout les
variétés de moindre résistance, ce qui améliore I'état sanitaire moyen du couvert (effet
dilution ou effet densité ; Figure 10a ; Wolfe, 1985 ; Finckh et al,, 2000 ; Mundt, 2002).
D'autre part, la diversification génétique des variétés associées conduit a une
augmentation de la diversité de la population pathogene, marquée notamment par
une coexistence d'individus virulents et avirulents. Le contact de certaines variétés avec
des spores avirulentes pourrait déclencher la mise en place précoce du systeme de
défense de ces mémes variétés (effet prémunition ; Figure 10c ; Lannou et al,, 1995 ;
Calonnec et al, 1996). Des mécanismes de prémunition pourraient ainsi concerner
différents tissus d'une méme plante, I'infection d'un organe agissant comme un signal
pour d'autres organes (Seybold et al., 2020), en plus de stimuler la défense des plantes
voisines (Pélissier et al, 2021b). Cette « communication » bénéfique entre plantes
semble dépendre des especes concernées et méme des variétés associées
(Montazeaud et al., 2020 ; Pélissier et al., 2021a).
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Figure 10 : Différents mécanismes impliqués dans la réduction d’'une maladie dans les
associations variétales. Le controle de la progression d'une maladie dans les associations
variétales peut résulter de cinq mécanismes : (a) la densité plus faible des plantes sensibles
entraine une probabilité plus faible pour les spores de trouver un hote sensible (effet dilution) ;
(b) la présence de plantes résistantes parmi les plantes sensibles constitue une barriere
physique, limitant la dispersion des individus pathogenes virulents (effet barriere); (c)
I'interception d'une spore avirulente (Avr2) provenant de la plante R1 par la plante R2 stimule
ses défenses, notamment la réponse systémique, permettant de prévenir ou limiter les
infections ultérieures par des spores virulentes (avr2 ; effet prémunition) ; (d) dans la culture
pure d'une variété, les individus virulents sont « filtrés » dans la population initiale et peuvent
se multiplier rapidement, alors que dans l'association les différentes pressions de sélection
ralentissent I'adaptation (effet sélection disruptive) ; (e) dans une association, les plantes
sensibles ont un rendement ou une croissance moindre, ce qui est compensé par les plantes
résistantes qui font un meilleur usage des ressources disponibles (effet compensation ; Borg
et al, 2018).
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Parmi les différents effets des associations, on distingue également la sélection
disruptive (Figure 10d ; Garrett & Mundt, 1999). Dans un couvert monovariétal la
pression de sélection exercée par la résistance variétale sur la population pathogene
est directionnelle : seuls les individus portant l'allele de virulence correspondant
peuvent infecter les plantes (effet filtre) et se multiplier dans le couvert. Dans une
association variétale, la population pathogene est soumise a de multiples pressions de
sélection, exercées par les différentes résistances ou niveaux de résistances des
variétés, ce qui diminue globalement le nombre d'individus pouvant infecter plusieurs
variétés et réduit finalement le niveau de maladie. Ce mécanisme limite la capacité
I'adaptation de la population.

Un autre mécanisme est l'effet compensation (Figure 10e). Dans un couvert en
association, les plantes sensibles pourraient se développer moins que les plantes
résistantes a cause de la maladie : les plantes résistantes compenseraient alors les
pertes occasionnées par les dégats sur les plantes sensibles.

Enfin, I'architecture contrastée des variétés associées modifie les conditions d’'humidité,
de température et de luminosité dans lesquelles les populations pathogenes évoluent
(voir 3.4). Cet effet sur le microclimat peut étre défavorable au développement des
épidémies (Zhu et al,, 2005 ; Vidal et al., 2017c).

3.4 Facteurs affectant la performance des associations

Plusieurs critéres liés aux caractéristiques biologiques de I'agent pathogene, de
I'hote et des pratiques culturales expliquent la capacité des associations a réduire la
pression des maladies. Parmi ces facteurs, il faut mentionner ceux liés aux propriétés
intrinseques des variétés utilisées, basées sur la nature de l'interaction entre I'agent
pathogene et la plante hote, défini par des aspects qualitatifs (« compatibilité »,
modele gene pour gene, voir 1.2), et quantitatifs (agressivité, traits de fitness et
capacité a se reproduire). Ainsi, une association constituée de deux variétés tres
sensibles présentera un intérét relativement limité. Les facteurs les plus influents sont
ceux qui permettent de limiter le développement de I'agent pathogene a I'échelle
populationnelle. Concevoir une association performante nécessite de tenir compte de
la combinaison de ces facteurs dans un contexte pédoclimatique donné.
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Le niveau de résistance
Un niveau de résistance génétique contrasté et donc complémentaire entre les variétés

associées est un facteur important pour augmenter I'efficacité de I'association. Ceci a
été démontré par des approches de modélisation (Jeger et al, 1981a ; Sapoukhina
etal,2013; Gigot et al,, 2014) et expérimentales (Mundt et al., 1995b ; Kizer et al., 2009).
Historiquement, les associations ont été utilisées pour protéger les variétés plus
sensibles des attaques d’agents pathogenes en introduisant des variétés plus
résistantes (voir 3.2).

L'agencement spatial et la distribution de la résistance
Il existe plusieurs facons d'agencer les variétés en association dans une parcelle : (i) en

lignes, ou chaque rang de la parcelle comporte une variéte distincte (Zhu et al, 2005) ;
(i) en blocs, ou la parcelle est découpée en blocs comportant une variété différente ;
(iii) sans motif particulier, ou les variétés sont déployées de facon aléatoire dans la
parcelle. D'apres une étude in silico sur la progression des maladies dans les
associations variétales, la répartition spatiale la plus efficace dépendrait du mode de
dispersion de I'agent pathogéne (Sapoukhina et al, 2010), bien que d'autres études
montrent que la distribution aléatoire des variétés semblerait la plus efficace (Mundt
& Leonard, 1986 ; Gigot et al., 2014).

Le nombre de variétés
L'efficacité d'une association n'est pas toujours reliée au nombre de variétés associées

(Leonard, 1969 ; Vidal et al,, 2020). Les associations de 3 a 5 variétés d'orge d’hiver sont
apparues plus efficaces que les associations binaires pour freiner les épidémies de
R. secalis (Newton et al., 1997). Dans cette méme étude, I'augmentation du rendement
est positivement corrélée au nombre de variétés dans le mélange, ce qui a été
confirmée par des récentes méta-analyse (Borg et al., 2018 ; Reiss & Drinkwater, 2018).
D’autres études consacrés a la rouille jaune du blé ont montré que la capacité a réduire
I'épidémie et augmenter le rendement ne s'amplifie pas au-dela de deux variétés
associées (Huang et al, 2012 ; Vidal et al, 2020) mais que les associations permettent
de stabiliser ce rendement sur plusieurs années (Vidal et al, 2021). L'efficacité
dépendrait plus du niveau de résistance globale du couvert que du nombre de variétés
dans l'association (Finckh et al, 2000), ce qui est cohérent avec le modele développé
par Mikaberidze et al. (2015) suggérant que la relation entre rendement, réduction de
maladie et nombre de variétés cultivées dépendrait davantage de la spécialisation du
pathogene vis-a-vis de son hote.
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La proportion des variétés
L'efficacité d'une association variétale est également conditionnée par la proportion

dans le couvert de variétés sensibles et résistantes a un agent pathogene donné
(Garrett & Mundt, 1999 ; Finckh et al,, 2000), bien que toutes les études expérimentales
ne précisent pas les proportions utilisées (Borg et al, 2018). Les proportions des
variétés sensibles/résistantes les plus souvent testées sont les suivants : 1:3, 1:1 et 3:1
(Calonnec et al,, 1996 ; Cox et al.,, 2004 ; Gigot et al,, 2013 ; Vidal et al., 2017b). Plus il y
a de plantes résistantes ou moyennement résistantes dans le couvert, plus la sévérité
des maladies a I'échelle du couvert est faible, confirmant les résultats obtenus par la
modélisation (Mundt & Leonard, 1986 ; Xu & Ridout, 2000 ; Sapoukhina et al., 2013 ;
Gigot et al,, 2014).

L'architecture des variétés
Dans un soucis de performance et homogénéité agronomique, les variétés utilisées

dans les associations ont souvent des caractéristiques morphologiques similaires
(Wolfe, 1985). Or des traits tels que la hauteur ou la longueur et la largeur des feuilles
ont un impact sur les processus de production, dispersion et d'interception de
I'inoculum (Zhu et al, 2005 ; Calonnec et al,, 2008 ; Robert et al, 2008 ; Vidal et al,
2018). De plus, les différences architecturales entre variétés ont des effets sur le
microclimat (température, humidité, lumiere ; Vidal et al,, 2017) ce qui peut influencer
le développent des populations pathogenes dans le couvert (Huber et al., 2006).

La pression de la maladie et l'intensité épidémique
Il est difficile de généraliser les conditions abiotiques qui maximisent I'efficacité des

associations. Selon la synthese de Reiss & Drinkwater (2018), le gain de rendement est
plus important pour des fortes pressions de maladies. Le méme résultat a été obtenu
dans la synthese de Borg et al (2018), dont la moitié des essais recensés ont été
artificiellement inoculés. Par exemple, dans le cas de la septoriose du blé, I'effet des
associations a été plus marqué lorsque les essais n‘ont pas été traités avec des
fongicides (Borg et al, 2018 ; Kristoffersen et al., 2020a). Les résultats expérimentaux
sur la réduction de la séverite en fonction de lintensité éepidémique (faible,
intermédiaire ou sévere) peuvent étre contradictoires selon l'agent pathogene
considéré et les conditions environnementales des essais. Si des niveaux élevés de
maladie résultent d'une pression forte d'inoculum (capacité de dispersion élevée ou
source d'inoculum extérieur importante), alors les associations sont plus efficaces lors
des épidémies de faible intensité (Mundt, 2002). En revanche, s'ils résultent d'un temps
de génération de I'agent pathogene particulierement court (courte période de latence),
alors les associations sont plus efficaces lors des épidémies de forte intensité.
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3.5 Quel impact de l'utilisation d'associations variétales sur la dynamique
évolutive des populations pathogéenes ?

L'utilisation d'associations de variétés ayant des sources de résistance
contrastées est efficace pour réduire la sévérité des épidémies et donc la taille de la
population pathogéne a travers plusieurs mécanismes biophysiques a I'échelle de la
parcelle (Wolfe, 1985 ; Finckh et al, 2000 ; Mundt, 2002 ; Borg et al, 2018). Cette
diversité influence également la composition génétique et phénotypique de la
population pathogene, expression de son impact sur sa trajectoire évolutive locale (e.g.
Zhan et al., 2002). Cela peut se manifester sur la fréquence d'individus virulents dans la
population pathogene vis-a-vis des génes de résistance utilisés dans I'association et/ou
sur leur niveau d'agressivité moyen, en particulier si un colt de fitness est associé a
certaines virulences ou combinaisons de virulences (Laine & Barres, 2013).

La «régulation » de la population pathogene constatée et/ou attendue dans les
associations variétales consiste en une modification de sa taille mais aussi de sa
composition. Ces modifications peuvent constituer des opportunités de gestion de la
résistance variétale, notamment si les associations ralentissent I'émergence ou la
géneéralisation de certaines virulences, mais peuvent aussi présenter des risques si elles
contribuent au cumul de certaines virulences. Le risque principal est de voir apparaitre
des individus « multi-virulents » adaptés a une gamme plus large de variétés, et donc
paradoxalement a des couverts ou ces variétés sont associées. Cette problématique a
été abordée dans plusieurs études théoriques et dans de plus rares études
expérimentales que je détaillerai ci-dessous, sans qu'aucun réel consensus ne soit
trouvé (Mundt, 2002 ; Burdon et al., 2014).

Les modeéles simulant des épidémies sur céréales suggerent que les individus multi-
virulents finiraient par se généraliser apres plusieurs générations dans la population
pathogene (Lannou, 2001 ; Mundt, 2002), ce qui ne serait pas forcément le cas pour
des cultures pérennes (Xu, 2012). L'adaptation serait plus ou moins rapide selon le colt
de fitness associé aux virulences concernees, la distribution spatiale de I'inoculum
primaire (e.g. Lannou & Mundt, 1997), la distribution spatiale des résistances associées
(e.g. Sapoukhina et al, 2009) et le taux d'allo- ou d'autoinfection dans le couvert (e.g.
Marshall et al., 2009).

Les résultats d'études expérimentales suggeérent que les associations ont plutot
tendance a réduire la fréquence d'individus multi-virulents, en tout cas pour les agents
pathogenes a multiplication clonale. Sur orge, Chin & Wolfe, 1984 ont ainsi montré
que la fréequence absolue d'apparition de souches de P. striiformis multi-virulentes était
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inférieure a celle en culture pure. Sur blé, cette limitation a également été observée
(Dileone & Mundt, 1994), mais pas toujours vérifiée (Lannou et al, 2005), avec des
populations de rouille jaune plus diverses génétiquement sur les plantes sensibles (Chu
et al, 2021). Des résultats similaires ont été obtenus dans les populations d'Erysiphe
graminis (Villaréal & Lannou, 2000). Pour d'autres type d'agents pathogenes comme
Z. tritici, le mélange d'une variété de blé sensible avec une variété partiellement
résistante n'a pas réduit la capacité d'adaptation de la population par rapport a la
culture pure moyenne résistante, aboutissant a une population génétiquement moins
diverse en fin d'épidémie (Zhan et al,, 2002b). En outre, certains travaux montrent une
plus faible fitness (agressivité, taux de reproduction) des populations pathogenes dans
les associations comparativement aux populations des cultures pures, théoriquement
(Lannou et al., 2005) et expérimentalement (Chin & Wolfe, 1984 ; Zhan et al,, 2002b).
Dans le cas de la rouille brune du blé, Kolmer (1995) a constaté que des populations
constituées d'individus avec des niveaux d'agressivité intermédiaires pouvaient étre
obtenues dans les associations. Dans le cas de la septoriose du blé, dont les
populations sont faconnées par des cycles de multiplication asexuée fréquents (voir
partie 4.2), Cowger & Mundt (2002) ont rapporté une augmentation ou une diminution
de l'agressivité moyenne de la population pathogeéne selon les années, voire une
absence d'effet, dans des associations variétales exprimant une résistance partielle.
Compte tenu de la diversité de ces résultats, il est difficile de conclure quant au sens
des effets d'associations sur la dynamique épidémiologique et évolutive d'une
population pathogene a I'échelle d'une parcelle a une échelle annuelle.

Dans un contexte socio-politique qui encourage les pratiques agroécologiques, il est
crucial de comprendre les effets des pratiques culturales sur la durée d'efficacité des
résistances qui sont déployées. Dans le cas des associations variétales, il serait
intéressant d'évaluer plus finement, sur les bases mécanistiques qui font actuellement
deéfaut, leur capacité a modifier le potentiel évolutif des populations pathogenes (Zhan
etal, 2015). Cette pratique culturale pourrait avoir un impact sur la dynamique
d'émergence d'une virulence vis-a-vis d'un gene qualitatif (et donc le début de
contournement d'une résistance) et d'autre part, une fois cette virulence apparue et
présente a bas bruit, retarder ou a accélérer sa généralisation dans la population
pathogene, et donc a long terme modifier sa durabilité.
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4 CAS D'ETUDE: LE PATHOSYSTEME ZYMOSEPTORIA TRITICI-TRITICUM
AESTIVUM

4.1 Impact économique des épidémies de septoriose sur blé tendre

Le blé tendre (Triticum aestivum) est une des céréales les plus cultivées et
consommeées dans le monde. Avec une production de 131 millions de tonnes sur plus
de 21 millions d'hectares (estimation campagne 2020-2021, Commission européenne),
I'Europe est I'une des principales régions productrices et exportatrices de blé tendre
dans le monde, dont la France est un acteur majeur. L'importance économique de cette
culture font de sa protection contre les maladies un enjeu crucial. La septoriose du blé
(STB ; septoria tritici blotch), I'une des principales maladies foliaires sur cette culture
(Eyal et al, 1987 ; Shaw & Royle, 1989a), est causée par le champignon phytopathogene
Zymoseptoria tritici (Quaedvlieg et al, 2011), ascomycéte appartenant a I'ordre des
Dothideales (Orton et al, 2011). Les épidémies de septoriose sont préjudiciables du fait
de leur endémicité dans la quasi-totalité des régions céréalieres dans le monde et de
leur impact sur le développement du blé, notamment dans les pays tempérés, ou les
conditions climatiques (printemps humides et températures clémentes) sont favorables
au développement de la maladie. Dans le nord-ouest de I'Europe, les pertes de
rendement potentielles sont estimées entre 30% a 50% lorsque des variétés de blé
sensibles sont utilisées et en I'absence de traitement fongicide (Fones & Gurr, 2015).
En France, la nuisibilité moyenne est estimée a 17 g-ha™ (Arvalis - Institut du Végétal,
2013), pouvant aller jusqu'a 50 g-ha™', pour un rendement moyen en blé de 70 g-ha™
(FranceAgriMer). Z. tritici provoque des lésions foliaires caractérisées par des taches
nécrotiques, transitoirement entourées de chloroses, au sein desquelles des
ponctuations noires (pycnides ; fructifications asexuées) sont visibles a I'ceil nu (Figure
11). Ces symptomes, en diminuant la surface verte, réduisent de maniére significative
la photosynthese. Ils sont particulierement problématiques en fin de saison culturale
lorsque la maladie atteint les deux derniers étages foliaires des plants de blé qui
contribuent fortement au remplissage des grains (Brokenshire, 1976 ; El Wazziki et al,
2015).

47



Synthese bibliographique

Figure 11 : Symptémes de septoriose sur blé tendre et fructifications de Zymoseptoria tritici. (a)
Attaque de septoriose dans une parcelle agricole illustrée par I'état partiellement nécrosé des
feuilles basses des plantes adultes de blé tendre (Suffert, 2015). (b) Feuille de blé infectée par
Z. tritici présentant plusieurs lésions sporulantes avec des chloroses et nécroses (M. Bonnard,
com. pers.). (c) Pycnides matures avec exsudation de cirrhes (serpentins blancs) contenant des
pycnidiospores (Suffert, 2015). (d) Coupe d’'une pycnide mature s'étant développée dans la
cavité sous-stomatique, 14 jours apres inoculation, observée au microscope électronique a
transmission (Kema et al, 1996a). (e) Périthece (marron) et asques contenant des ascospores
(bleu) présents sur des résidus de blé, observés au microscope optique (Suffert, 2015).

4.2 Cycle de vie de Z tritici et interaction avec I'hote

La dynamique épidémique d'une population de Z. tritici peut étre représentée
comme étant la juxtaposition (Figure 12) d'une période épidémique ou la
multiplication asexuée est majoritaire, pendant la saison culturale du blé (hiver-été), et
une période inter-épidémique pendant laquelle la reproduction sexuée a lieu. A
I'échelle d'une saison culturale, la période épidémique débute avec l'infection des
plantules de blé par l'inoculum primaire. L'épidémie se développe ensuite via des
contaminations secondaires par I'éclaboussement de gouttelettes suite a I'impact de
gouttes de pluies sur les lésions foliaires, dispersant des pycnidiospores (spores
asexuées) sur des courtes distances (Sanderson et al,, 1985 ; Shaw, 1987 ; Royle et al,
1995 ; Saint-Jean et al,, 2004). La progression de la maladie se fait du bas vers le haut
du couvert (Lovell et al., 2004b) et horizontalement sur les plantes voisines (Karisto et
al, 2021). L'épidémie est polycyclique : on estime qu’'en moyenne six cycles complets
et non chevauchants de multiplication asexuée peuvent avoir lieu au cours d'une
épidémie (Karisto et al., 2018). Ce chiffre dépend des conditions de température (Hess
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& Shaner, 1987; Bernard et al,, 2013; Boixel et al., 2022b) déterminant en particulier la
latence et du nombre d'épisodes pluvieux (Shaw & Royle, 1993). Apres la récolte,
pendant la période inter-épidémique, Z tritici survit dans les résidus de blés sur
lesquels sa phase sexuée est particulierement active (Brown et al,, 1978 ; Shaw & Royle,
1989b ; Suffert & Sache, 2011). Le champignon y forme des péritheces qui liberent des
ascospores qui constituent la principale source d'inoculum primaire (Sanderson, 1972 ;
Suffert & Sache, 2011), dont la quantité au cours de I'épidémie est peu limitante
(Morais et al, 2016b). Disséminées par le vent, elles peuvent parcourir plusieurs
dizaines voire centaines de kilometres (Sanderson et al., 1985 ; Shaw & Royle, 1989b ;
Kema et al., 1996a).

Une telle juxtaposition entre phase asexuée et phase sexuée dans le cycle de vie de
Z. tritici est une représentation simplifiée, les deux étant en réalité chevauchantes.
D'une part, les infections par les ascospores et par les pycnidiospores peuvent avoir
lieu simultanément a différents stades de |'épidémie, et, d'autres part, la reproduction
sexuée, si elle a majoritairement lieu sur résidus de cultures entre deux épidémies, peut
aussi se dérouler sur les feuilles sénescences des étages foliaires et parties de tiges
inférieures pendant la saison culturale (Chen & McDonald, 1996 ; Eriksen et al., 2001;
Duvivier et al, 2013). Il est vrai que la proportion de chaque phase differe : en début
d'épidémie, les lésions présentes sur les premieres feuilles sont causées par des
ascospores tandis que celles sur les suivantes le sont majoritairement par des
pycnidiospores au fur et a mesure que les cycles d'infection secondaires se mettent en
place (Hunter et al,, 1999 ; Suffert & Sache, 2011). Il a ainsi été estimé dans une parcelle
expérimentale que 66% des lésions sporulantes au cours d'une épidémie ont été
causées par des pycnidiospores, environ 24% par des ascospores issues du couvert de
la méme parcelle, et 10% d'ascospores provenant de cultures voisines (Zhan et al., 1998,
2000).
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Figure 12 : Cycle de vie de Zymoseptoria tritici. La dynamique annuelle de développement du
champignon phytopathogéne est illustrée pendant la période épidémique, au cours la saison
culturale du blé, et la période inter-épidémique sur résidus de culture (Ponomarenko et al.,
2011).

Z. tritici est un champignon hémibiotrophe. Son développement dans les tissus foliaires
est habituellement décomposé en deux phases physiologiques : d'abord une phase
biotrophe (germination, pénétration et colonisation) qui s'achéve avec I'apparition des
premiers symptomes, puis une phase nécrotrophe, marquée par la mort et la
dégradation des tissus hotes qui se manifeste par le développement de nécroses
(Figure 13). La phase biotrophe débute par la germination d'une ascospore ou une
pycnidiospore a la surface de la feuille et le développement d'hyphes qui pénetrent les
tissus foliaires a travers les stomates, sans développement d'appressorium (Cohen &
Eyal, 1993 ; Kema et al, 1996b ; Duncan & Howard, 2000). Le champignon progresse
dans l'espace intracellulaire (apoplaste). Dans le cas d'une interaction compatible, il
pénétre ensuite dans les cellules végétales et forme des pycnides a la base des cavités
sous-stomatiques. La phase biotrophe dont la durée varie de 5 a 10 jours (période
d'incubation) précede la phase nécrotrophe qui se manifeste 10 a 21 jours apres la
contamination (période de latence) et au cours de laquelle le champignon produit ses
premieres pycnides (Kema et al., 1996b ; Steinberg, 2015). Au laboratoire, Z tritici peut
étre cultivé in vitro dans un milieu liquide ou solide. Le champignon développe deux
isomorphes : une forme levure (bastospores) ou une forme mycélienne (hyphes) en
fonction de la richesse du milieu de culture (Kema & Annone, 1991). Z tritici est un
champignon hétérothallique (Kema et al, 1996a) : la reproduction sexuée s'effectue
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par la rencontre d'organes reproducteurs de deux individus de types sexués opposés
et sexuellement compatibles (MAT 1.1 et MAT 1.2) qui sont équitablement distribués
dans les populations (Zhan et al, 2002a ; Siah et al, 2010 ; Morais et al, 2019). Un
méme individu de Z tritici peut former a la fois des organes « male » (anthéridie) ou
« femelle » (ascogone). Des données cytologiques récentes suggerent que le
partenaire femelle se développe dans les tissus de I'hGte mais que ce développement
est facultatif pour le partenaire male (Kema et al, 2018). Les péritheces, résultat de la
fécondation (Kema et al, 1996a), une fois arrivés a maturité liberent des ascospores,
dont une partie initie I'épidémie suivante (Sanderson, 1972 ; Eyal et al., 1987).

Stade 1: 1-17 dpi Stade 2: 1 -18 dpi Stade 3: 2-13dpi
Dépot en surface Germination Pénétration des stomates

Spore

Stade 4 3->18 dpi Stade 5: 8 ->18 dpi Stade 6 : 10 - >18 dpi
Colonisation de I'apoplaste Début de fructification Fructification mature

Figure 13 : Chronologie de l'infection du blé par Zymoseptoria tritici. Chaque individu
pathogene (représenté par un hyphe) passe d'un stade a I'autre indépendamment du reste de
la population. On peut trouver jusqu'a cing stades simultanément dans une méme feuille de
blé aprés une infection (« dpi » : jours apres inoculation; Fantozzi et al., 2021).

Des travaux récents portant sur la biologie de Z tritici, notamment sur l'interaction
entre le pathogene et son hote a I'échelle tissulaire, ont montré que le champignon
peut survivre a la surface de la feuille, sous forme épiphyte, et former des hyphes
jusqu'a 10 jours avant de pénétrer dans les tissus foliaires (Fones et al, 2017). Les
premieres étapes de la phase biotrophe ne se dérouleraient pas au méme rythme pour
tous les individus, avec une durée variable en fonction des souches (Brennan et al.,
2019 ; Seybold et al, 2020 ; Fantozzi et al, 2021). De plus, il a été constaté que les
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premieres étapes de l'infection, a savoir la germination et la pénétration dans les tissus
(colonisation limitée a I'apoplaste), pouvaient avoir lieu et s'arréter avant I'apparition
des symptomes (Cohen & Eyal, 1993 ; Shetty et al, 2003). La distinction entre ce
comportement et un développement strictement endophyte n'est pas aisée a faire
(Sanchez-Vallet et al., 2015). Des « blocages » précoces de l'infection ont été observés
dans des cas d'interaction incompatible entre des variétés de blé porteuses du gene
de résistance Stb16g des souches avirulentes (Saintenac et al, 2021a). Il n'est pas
encore certain que ce type de processus soit identique pour tous les génes majeurs
Stb. Une étude récente a par ailleurs montré que le champignon peut produire des
chlamydospores, spores connues pour leur résistance aux conditions
environnementales extrémes, par exemple des conditions de sécheresse et de
températures stressantes (Francisco et al., 2019). Une synthese sur les premieres étapes
de linfection par Z tritici révele plusieurs zones d'ombre qui restent a élucider
(Brennan et al, 2019). La question des infections multiples a ainsi été soulevée : il est
possible que des individus ne pouvant pas infecter seuls (interaction incompatible) ou
dont le développent serait moindre (faible agressivité) puissent le faire lors des co-
infections, c'est-a-dire lors d'infections simultanées par plusieurs individus (Dutt et al.,
2021). L'étude des mécanismes impliqués constitue actuellement un front de science.
Ces mécanismes pourraient résulter d'une interaction entre individus pathogénes, par
exemple le fait qu'individu avirulent ou trés peu agressif « profite » de I'infection d'un
autre individu virulent ou plus agressif pour pénétrer les tissus et aller jusqu'a
provoquer des symptomes (« passager clandestin » ; Seybold et al, 2020). Ces
mécanismes pourraient aussi résulter d'une interaction plante-plante (sensibilisation
ou prémunition ; Pélissier et al, 2021). De telles co-infections pourraient étre plus
nombreuses dans les associations variétales, ou les individus virulents et avirulents vis-
a-vis d'une résistance sont susceptibles de rentrer plus fréquemment en contact avec
des plantes résistantes. D'une part, elles pourraient avoir des conséquences
épidémiologiques a court terme, par exemple modulation des attaques, a la hausse
(sensibilisation) ou a la baisse (prémunition) (voir 3.3 ; Schirch & Roy, 2004 ; Barrett
et al, 2021). D'autre part, ces conséquences pourraient étre évolutives et a long terme,
par exemple sur la transmission d'alleles de virulence suite a la reproduction sexuée
(Sofonea et al., 2017 ; Barrett et al., 2021).
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4.3 Modes de reproduction, diversité et capacités d'adaptation des
populations de Z. tritici

La reproduction sexuée est a l'origine de la grande diversité génétique des
populations de Z tritici (Zhan et al, 2003), de sa plasticité et capacité d'adaptation
(Chen & McDonald, 1996). Cette diversité est stable dans le temps et dans I'espace : a
des échelles larges d'une région, pays ou continent (Zhan et al, 2003 ; El Chartouni et
al, 2011) et a des échelles plus petites d'une parcelle (Singh et al., 2021) ou de la plante
(Siah et al., 2018), ainsi qu'au cours d'une épidémie et entre plusieurs épidémies (Chen
etal, 1994 ; Zhan et al, 2001 ; Morais et al., 2019). Linde et al. (2002) ont rapporté qu'il
est possible de trouver dans une unique parcelle de blé environ 90% de la variabilité
génetique des populations détectable a I'échelle continentale. Apres une sélection
locale de la population pathogene par le peuplement héte et I'environnement dans
lequel elle se développe de maniere asexuée, le brassage génétique induit par la
reproduction sexuée et les migrations a plus longues distances (flux génétiques ; Zhan
et al, 2003) maintien un niveau de diversité trés important. La dualité des modes de
reproduction de Z. tritici confére a la population pathogene sa capacité d'adaptation
(Suffert & Sache, 2011 ; Singh et al, 2021) a des pressions abiotiques (Leroux et al.,
2005 ; Garnault et al, 2019 ; Boixel et al., 2022a,b) ou biotiques, telles que les résistances
variétales (Cowger et al, 2000). L'adaptation finale de la population de l'année n,
transmise a I'année n+1, résulte de la dynamique démogénétique épidémique et inter-
épidémique (voir 2.3). Un compromis dans le niveau d'agressivité d'une population
locale de Z tritici a été mis en évidence a I'échelle de I'année (Suffert et al, 2015,
2018b), révélant une interdépendance de la composition de la population entre les
deux périodes et des effets évolutifs a court terme. Ces caractéristiques font de Z. tritici
un cas d'étude particulierement intéressant pour comprendre |'adaptation des
populations pathogenes, notamment la transmission d‘alleles de virulence, aux
stratégies de déploiement de la résistance variétale.

44 Méthodes de protection du blé et adaptation de Z tritici

La protection du blé contre les attaques de Z tritici repose sur la combinaison
de plusieurs leviers de protection des cultures : chimique, agronomique et génétique
(Eyal, 1999), dont les principales sont l'application de produits phytosanitaires
fongicides (O'Driscoll et al, 2014) et I'introgression de genes de résistance dans les
variétés cultivées. Le recours aux fongicides est aujourd’hui une solution considérée de
plus en plus colteuse, avec de externalités environnementales fortement négatives, en
perte d'efficacité a cause de I'émergence voire la généralisation de souches résistantes
a plusieurs matieres actives (voir ci-dessous), et en contradiction avec les attentes
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sociétales de protection de I'environnement et de biodiversité (voir 1.1). En 2015,
certains auteurs ont estimé a 1 milliard d'euros le budget alloué au contréle des
épidémies de septoriose sur blé par des fongicides, soit 70% des dépenses
européennes en fongicides sur blé (Fones & Gurr, 2015 ; Torriani et al, 2015). Les
fongicides ont plusieurs modes d'action, avec une cible unique (unisite) ou multiples
(multisites) dans la cellule fongique : les benzimidazoles, inhibiteurs externes (Qols) ou
interne (Qils) de la quinone, les inhibiteurs de la succinate déshydrogénase (SDHI) et
les inhibiteurs de la déméthylation (DMI). Les populations francaises de Z. tritici ont
développé une résistance a la plupart de ces modes d'actions (Leroux et al, 2005 ;
Garnault et al,, 2019). Actuellement, les plus efficaces sont les SDHI qui perturbent la
respiration cellulaire, les DMI qui interviennent dans la synthése des stérols, et les
multisites comme le folpet (Torriani et al., 2015). Les restrictions réglementaires limitent
le nombre de produits disponibles sur le marché européen, a cause de leur
toxicité, avec par exemple le retrait du chlorothalonil en 2020 et du mancozebe en 2021
(Arvalis - Institut du Vegétal).

Des méthodes de prophylaxie sont utilisées dans le cadre d'une gestion agronomique
raisonnée, comme par exemple semer tardivement pour désynchroniser le cycle
végétatif du blé du cycle de développement de Z tritici, réduire la densité du couvert
pour limiter I'hnumidité et réduire l'intensité des infections secondaires, ou encore
travailler le sol pour enfouir les résidus sources d'inoculum primaire (Eyal et al,, 1987 ;
Kerdraon et al, 2019 ; Arvalis - Institut du Végétal, 2020). Il existe quelques solutions
de biocontréle commercialisées en France, dont |'efficacité au champ reste modérée
(Arvalis - Institut du Végétal, 2020). Les produits utilisés sont des éliciteurs de la défense
des plantes (Stadnik & de Freitas, 2014) et des métabolites secondaires antifongiques
(Hernandez-Jerez et al, 2020), combinés a des substances minérales telles que le
soufre.

Le contrdle des épidémies de septoriose par I'immunité végétale, basée sur I'utilisation
de variétés de blé plus résistantes ou tolérantes est encouragé. Au cours des dix
dernieres années en France, le niveau de résistance a la septoriose des variétés
déployées a significativement augmenté, passant en moyenne d'une note de résistance
de 5.2en 2015 a 6.0 en 2019 (sur une échelle de 1 a 9, 9 étant une variété entierement
résistante ; Arvalis - Institut du Végétal, 2019). A ce jour 22 génes qualitatifs (Stb) et 89
réegions du génome portant des QTL ont été identifiés et cartographiés (Brown et al.,
2015; Yang et al, 2018). La résistance a Z tritici apparait globalement comme étant
quantitative, avec une sensibilité tres variable entre variétés, qui expriment une gamme
tres large d'intensité de symptomes (Karisto et al, 2018). La résistance qualitative
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confere une protection théoriquement élevée, mais des cas de contournement ont été
observés suite au large déploiement de certains genes Stb (Cowger et al., 2000). Des
résultats récents suggerent que la résistance qualitative et quantitative a STB ne sont
pas mutuellement exclusives (Niks et al, 2015). Les déterminants génétiques de la
résistance a Z tritici sont complexes, marqués par des genes Stb co-localisés dans des
régions du génome qui portent des QTL, résultant en une résistance dans son
ensemble polygénique et quantitative (Meile et al., 2018 ; Langlands-Perry et al,, 2022).

Stbé6 est le premier gene qualitatif a avoir été cloné et pour lequel le modele gene pour
gene a été validé (Brading et al, 2002 ; Saintenac et al, 2018). Les études sur Stb6
suggerent que ce gene est présent dans les variétés de blé depuis sa domestication
(Chartrain et al,, 2005) et qu'il est aujourd'hui répandu a hauteur de 50% dans les
variétés commerciales de blé utilisées en Europe (Arraiano & Brown, 2006 ; Saintenac,
com. pers.). Pour autant, les populations de Z. tritici, globalement adaptées a ce gene,
conservent une fraction d'individus avirulents (Saintenac et al, 2018), dont la diversité
allelique continue d'évoluer (Stephens et al, 2021). La dynamique d'adaptation des
populations de Z. tritici face a la pression de sélection que représente la généralisation
d'une résistance dans le paysage semble plus complexe que d'autres cas de
contournement et les processus épidémiques permettant le maintien d'une fraction
avirulente, potentiellement lié a la reproduction sexuée (Kema et al. 2018), sont encore
mal connus.

Le gene Stb16gq, issu d'un blé synthétique, a initialement été efficace contre un large
panel d'isolats de Z. tritici testés tout au long du stade végétatif du blé (Ghaffary et al,
2012). Comme d'autres genes Stb, il inhibe la formation de pycnides et de nécrose en
empéchant la pénétration de Z. tritici dans la cavité sous-stomatique des tissus foliaires
et sa progression dans l'apoplaste (Saintenac et al, 2021a). Stb76qg a été récemment
intégré a treize variétés francaises enregistrées de 2012 a 2018, dont la variété Cellule
(Florimond Desprez, France ; Ghaffary et al, 2012 ; Figure 14). Cellule a été largement
déployé en France a partir de 2012 et est devenue la troisieme variété la plus cultivée,
occupant 8% de la sole en 2016. Des premiers symptomes de septoriose ont été
observés a bas bruit sur Cellule dés 2015 en France (Romain Valade, ARVALIS-Institut
du Végeétal, com. pers.) et en 2019 en Irlande (Kildea et al,, 2020). L'année 2015 a ainsi
marqué le début du contournement de la résistance Stb76q et qui pourrait expliquer,
en partie, le remplacement progressif de Cellule au profit de variétés présentant un
meilleur profil immunitaire et agronomique.
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Figure 14 : Evolution du pourcentage de la surface de blé francaise et francilienne semée avec
treize variétés porteuses de Stb16q entre 2005 et 2020. Les variétés porteuses de Stb16q cultivées
en France sont représentées par des point noirs et celles cultivées dans le Bassin parisien par
des points blancs (ile-de-France ; d’aprés FranceAgriMer).

4.5 Contrdle d'épidémies de septoriose dans les associations variétales de blé
tendre

Les travaux de modélisation de Jeger et al. (1981a) ont été les premiers a évaluer
le potentiel des associations a controler des maladies a dispersion pluviale. Les résultats
expérimentaux et théoriques convergent et montrent que les associations ont
tendance a réduire la sévérité de la maladie par rapport a la moyenne des cultures
pures, mais que cette réduction est variable.

Plusieurs études expérimentales ont évalué au champ I'efficacité des associations vis-
a-vis de plusieurs pathogenes simultanément, dont Z tritici (Jeger et al., 1981b ; Mundt
et al, 1995b ; Mille & Jouan, 1997). Sont résumés ci-dessous les principaux résultats
des études ayant porté spécifiquement sur Z. tritici. Cowger & Mundt (2002) ont étudié
des associations de deux variétés en proportions égales, composées d'une variété
moyennement résistante (résistance quantitative) et une variété sensible. lls ont obtenu
des résultats variables selon les années et I'intensité des épidémies : une diminution de
I'aire sous la courbe de progression épidémique (AUDPC) de 10% dans les associations
par rapport aux cultures pures pour une forte intensité épidémique, une réduction
similaire lorsque l'intensité épidémique était faible et une augmentation de 15% de
I’AUDPC lorsque l'intensité était modérée. Mille et al., (2006) ont comparé la réduction
de la maladie en mélange équi-proportionnel de variétés associées par quatre et par
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deux, avec la moyenne obtenue dans les cultures pures correspondantes. La résistance
des variétés vis-a-vis de Z tritici était diversifiée, comprise entre 3 et 8 (9 étant la note
de la plus résistante, Arvalis - Institut du Végétal), voire inconnue pour certaines d'entre
elles. Avec des intensités épidémiques faibles les deux années d'étude, la majorité des
associations ont été plus efficaces que leurs cultures pures respectives. Gigot et al,
(2013) ont mis en évidence l'efficacité d'une association de deux variétés, composée a
25% d’une variété sensible et 75% d'une variété fortement résistante (7 sur 9), pour des
épidémies de faible a moyenne intensité. En moyenne sur quatre années, le nombre de
lésions foliaires a été réduit de 45 % sur les trois dernieres feuilles des plantes sensibles.
Vidal et al.,, (2017) ont également constaté une diminution de la sévérité dans le cas
d'associations similaires : une réduction de 30% en moyenne de I'’AUDPC des plantes
sensibles, comparativement a la culture pure de la variété sensible, une année ou la
pression de maladie était faible, et de 68% lorsque I'association comportait des variétés
de différentes hauteurs. Dans une synthése regroupant 19 années d'expérimentations
au Danemark, Kristoffersen et al. (2020) ont conclu a une réduction de 17% de la
sévérité par rapport a la moyenne des cultures pures en l'absence de traitement
fongicide. Enfin, le modeéle Pathosplash, concu par Saint-Jean et al. (2004) puis modifié
par Gigot etal (2014) et Vidal etal (2018), a permis de préciser des parametres
permettant d'optimiser I'efficacité d'associations de deux variétés de blé contre des
agents pathogenes a dispersion pluviale, tels que I'agencement spatial des variétés
associées, leurs proportions, le différentiel des résistances portées.

Jusqu'a présent les études théoriques et expérimentales des épidémies de septoriose
dans des associations de blé tendre se sont focalisées sur leur capacité a limiter la
sévérité au travers de deux processus : la limitation de la dispersion de Z. tritici dans le
couvert et la capacité de l'association a réduire les dégats qui en résultent. L'impact
des associations sur les populations de Z tritici est ainsi caractérisé d'un point de vue
quantitatif. Or, la diversification du couvert, dont on a vu qu'il pouvait étre a I'origine
de processus de sélection au fur et a mesure du développement de |'épidémie au cours
d'une saison de culture, pourrait affecter la fagcon dont la population pathogene
s'adapte aux résistances variétales (voir 3.5), voire modifier la dynamique de cette
adaptation.
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5 PROBLEMATIQUE DE LA THESE ET STRATEGIE DE RECHERCHE

Répondre au probleme que représente le contournement de résistances
qualitatives consiste a identifier des stratégies de déploiement susceptibles
d'augmenter leur durabilité, méme seulement partiellement. Le role que pourrait jouer
la diversification du peuplement végétal dans la dynamique d’adaptation d'une
population pathogene a une résistance variétale mérite d'étre étudié plus en détail, au-
dela des objectifs plus classiques de réduction de sévérité d'une maladie et de stabilité
du rendement. Les mécanismes épidémiologiques et évolutifs induits par la
diversification des pressions de sélection dans une association variétale font de ce qui
est souvent seulement vu comme une pratique agronomique un objet d'étude, voire
un «outil de recherche », particulierement intéressant pour comprendre comment
I'hétérogénéité génétique d'un couvert modifie la population pathogene et affecte sa
dynamique évolutive a I'échelle de la parcelle. Le haut potentiel d'adaptation des
populations de Z. tritici, combiné a la dualité de ses modes de reproduction, font de
cet agent pathogene un bon candidat pour analyser la transmission de virulences a
I'échelle annuelle. L'objectif de cette these est d'identifier et quantifier I'effet des
associations variétales sur la dynamique épidémiologique et évolutive des populations
pathogenes a I'échelle annuelle, ainsi que la modulation de cet effet par la proportion
des variétés associées.

5.1 Problématique de la these

Quel est I'impact d'un couvert hétérogene sur la dynamique d'adaptation d'une
population pathogene a une résistance variétale qualitative a I'échelle annuelle ?

Les associations variétales en tant que stratégie de déploiement d'une résistance
variétale pourraient-elles permettre de concilier son efficacité et sa durabilité ? y

o
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5.2 Stratégie de recherche

Pour répondre aux deux questions précédentes, le manuscrit est divisé en plusieurs
parties et sous-questions qui ont défini ma stratégie de recherche :

Chapitre | — Dynamique annuelle des populations de Z. tritici dans une association
variétale de blé : Existe-t-il un compromis entre I'efficacité et la durabilité d'un géne de
résistance récemment contourné ? [Article 1 en anglais ; manuscrit publié dans Plant
Pathology)]

Chapitre Il — L'impact d'une association variétale de blé sur la dynamique de la
virulence dans les populations de Z. tritici persiste-t-il apres la reproduction sexuée, et
entre deux saisons de culture ? [Article 2 en anglais, manuscrit accepté avec
modifications mineures dans Plant Pathology]

Chapitre Il — Des scénarios multiples de croisements sexués chez Z. tritici sur résidus
de culture : Quelles conséquences potentielles sur la transmission d'une virulence a
I'échelle populationnelle ? [Article 3 en anglais ; manuscrit soumis a Fungal Genetics
and Biology]

Discussion générale — Analyse intégrative des processus susceptibles d'expliquer
I'impact d'associations variétales sur la dynamique épidémiologique et évolutive de
Z. tritici a I'échelle annuelle.

Perspectives — Cadre conceptuel de modélisation mécaniste permettant de simuler
I'impact de la «fréquence de virulence » et des « proportion de variétés » sur la
dynamique de la virulence dans les populations pathogénes.

Conclusion - Vers une utilisation des associations variétales a des échelles plus larges ?

5.3 Stratégie expérimentale

L'impact des associations sur les sous-populations virulentes et avirulentes de Z. tritici
vis-a-vis d'un gene de résistance qualitative (Stb76q) a été étudié au travers de deux
expérimentations complémentaires: (i) la caractérisation de la taille et de la
composition de ces sous-populations dans des conditions agronomiques (Chapitre | et
I) et (ii) I'identification de croisements sexués possibles entre souches virulentes et
avirulentes sur les variétés associées en conditions semi-controlées (Chapitre IlI).

Dans une premiere expérimentation, les sous-populations pathogenes ont été
examinées a des phases clés (Figure 15a) : la période épidémique (du début t1 a la fin
t2 d'une épidémie ; Chapitre 1) ou phase asexuée, et la période inter-épidémique (t3)
ou phase sexuée (Chapitre Il). Pour cela, un essai en micro-parcelles a été mis en place
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en 2018 et répété en 2019 avec des associations de deux variétés, I'une porteuse
(‘résistante’) et l'autre non-porteuse (‘'sensible’) du gene Stb16q, en différentes
proportions : 0.25, 0.50 et 0.75. Afin de quantifier I'impact des associations a ces
moments clés, j'ai déterminé les modifications de la taille des sous-populations (t;
sévérité de maladie ou nombre d'ascospores sur résidus) et de leur composition (f ;
fréquence de souches virulentes). L'essai au champ a permis de tester les hypothéses
selon lesquelles cultiver deux variétés en association différant par leur résistance
(Figure 15d), dans des proportions variables, conduit a une modulation : ® de I'effet
filtre du couvert vis-a-vis des souches virulentes ('vir) et avirulentes (‘avr’) a t1; @ des
processus liés a la dispersion de spores asexuées a |'origine de contaminations croisées
entre variétés a t2 ; @ de la transmission d'alleles de virulence a l'issue de la

reproduction sexuée a t3.

Dans une seconde expérimentation (Chapitre Ill), j'ai exploré la diversité des scenarios
conduisant a la reproduction sexuée de Z. tritici et leur potentielle mise en ceuvre dans
les associations variétales (voir @ dans la figure 15). Pour cela, différentes situations de
croisement impliquant des souches virulentes et avirulentes ont été testées en
conditions semi-contrblées. Ces situations ont été générées par trois types de co-
inoculation ('vir x vir', 'avr x vir' et 'avr x avr'), complétés par des inoculations simples,
réalisées sur plantes adultes de chaque variété en serre, dont les résidus ont ensuite
été exposeés aux conditions extérieures. Les hypotheses testées ont été les suivantes :
(i) les souches qui ne parviennent pas a infecter les tissus de blé pendant la phase
asexuée peuvent se reproduire sexuellement ; (ii) la reproduction sexuée peut avoir lieu
méme si l'une des souches parentales arrive sur les tissus de la plante aprés sa
sénescence complete.

Enfin, en s'appuyant sur I'ensemble de résultats expérimentaux acquis, j'ai proposé un
cadre conceptuel pour une approche de modélisation qui s'integre dans les
perspectives de cette these. Le modele imaginé devrait permettre de tester I'hypothese
selon laquelle la capacité d'une association a retarder — ou a accélérer — le
contournement d'une résistance variétale dépend : (i) de la proportion des deux
variétés associées; (ii) de la fréquence de souches virulentes au sein du pool
d’'inoculum primaire, et donc du stade de contournement lié a I'historique d'utilisation
du géne de résistance.
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pathogene en cultures pures et en association variétale. (a) Deux phases sont distinguées, apres
I'infection du couvert par I'inoculum primaire (t0) : une période épidémique (t1: début et t2 :
fin) impliquant plusieurs cycles de multiplication asexuée sur les plants de blé et une période
inter-épidémique (t2 : début et t3: fin) pendant laquelle la reproduction sexuée a lieu sur
résidus de culture. Les principaux processus susceptibles de modifier la taille (n) et la
composition (f) de la population pathogene sont numérotés. L'évolution des sous-populations
virulentes (points rouges ; vir) et avirulentes (points bleus ; avr) et les processus impliqués sont
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(d) en association variétale de la variété sensible et résistante.
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Annual dynamics of Zymoseptoria tritici populations in wheat cultivar mixtures:
a compromise between the efficiency and durability of a recently broken-down
resistance gene?*
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Abstract

Cultivar mixtures slow polycyclic epidemics but may also affect the evolution of
pathogen populations by diversifying the selection pressures exerted by their plant
hosts at field scale. We compared the dynamics of natural populations of the fungal
pathogen Zymoseptoria tritici in pure stands and in three binary mixtures of wheat
cultivars (one susceptible cultivar and one cultivar carrying the recently broken-down
Stb16q gene) over two annual field epidemics. We combined analyses of population
'size’ based on disease severity, and of population ‘composition’ based on changes in
the frequency of virulence against Stb16q in seedling assays with more than 3000
strains. Disease reductions were observed in mixtures late in the epidemic, at the whole
canopy scale and on both cultivars, suggesting the existence of a reciprocal ‘protective’
effect. The three cultivar proportions in the mixtures (0.25, 0.5 and 0.75) modulated the
decrease in (i) the size of the pathogen population relative to the two pure stands, (ii)
the size of the virulent subpopulation, and (iii) the frequency of virulence relative to the
pure stand of the cultivar carrying Stb16q. Our findings suggest that optimal
proportions may differ slightly between the three indicators considered. We argued
potential trade-offs that should be taken into account when deploying a resistance
gene in cultivar mixtures: between the dual objectives ‘efficacy’ and ‘durability’, and
between the ‘size’ and ‘frequency’ of the virulent subpopulation. Based on current
knowledge, it remains unclear whether virulent subpopulation size or frequency has
the largest influence on interepidemic virulence transmission.

Keywords

Cultivar mixture, resistance breakdown, Stb16q, virulence, wheat disease epidemics,
Zymoseptoria triticl.
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Introduction

The industrialisation of agrosystems has greatly simplified the implementation of crop
protection. In conventional cereal farming, fungal disease control is based on two
major pillars: phytosanitary products and disease-tolerant or resistant cultivars. Most
fields are planted with a single cultivar, in which effective resistance usually depends
on the combination of a few qualitative resistance genes rather than diversified
quantitative genetic components. The strong resistance conferred by a single gene is
simpler for breeders to handle, but may be easily overcome by pathogens (McDonald
& Linde, 2002).

The number of wheat cultivars grown in North-Western Europe is small (Perronne et al.,
2017). This leads to the exertion of unidirectional selection pressures on plant pathogen
populations, fostering the breakdown of qualitative resistances, and resulting in an
increase in the frequency of virulent strains just after their emergence (Brown & Tellier,
2011). Host homogeneity thus limits the ‘durability’ of qualitative resistance, defined as
its efficacy over a prolonged period of widespread use under conditions conducive to
the disease (Johnson, 1984). Pathogen evolution, which occurs at a variable rate, usually
results in the replacement of the ‘oldest’ cultivars grown with others carrying 'new’
sources of resistance. These dynamics have been widely described in publications on
wheat diseases as a response to the common '‘boom-and-bust’ cycles observed in
clonal pathogen populations (e.g. McIintosh & Brown, 1997) and to the more gradual
breakdown of resistance in diversified sexual populations (e.g. Cowger et al., 2000). In
this context, one of the most striking issues currently facing us is the need to reconcile
the efficiency and durability of the resistances available to farmers, by identifying
optimal strategies for their deployment over different space-time scales (Fabre et al,
2015).

Increasing crop diversity at field scale has been widely reported to result in more
efficient control over plant disease epidemics. This is the case for cultivar mixtures
(Wolfe, 1985), in which cultivars of the same species with complementary traits,
including those relating to plant immunity, are grown together. Cultivar mixtures have
long been considered particularly effective against airborne fungal pathogens (Cowger
& Mundt, 2002b; Borg et al., 2018) and were widely used at the end of the last century
in some European countries. The use of wheat mixtures has increased in Europe in
recent years, reflecting a growing interest in the beneficial effects of mixtures. In France,
for instance, the percentage of the national area occupied by mixtures of bread wheat
cultivars has doubled over the last four years (4.8% in 2017, 8.6% in 2018, 11.9% in
2019, and 12.2% in 2020; FranceAgriMer). The factors affecting the efficacy of cultivar
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mixtures against splash-dispersed diseases, such as Septoria tritici blotch (STB) on
bread wheat, have also been investigated, with a combination of experimental and
modelling approaches (Gigot et al., 2013; Vidal et al., 2017a; Kristoffersen et al., 2019).
The proportions of susceptible and resistant cultivars in the mixture are known to have
a determinant effect on disease reduction (Finckh et al., 2000; Gigot et al., 2014; Borg
et al, 2018). Nevertheless, most of the experimental approaches focused on the impact
of mixtures on the overall canopy, with the aim of using the most resistant plants to
‘protect’ the susceptible plants, and little is known about the consequences for the
most resistant cultivar. The value of cultivar mixtures for controlling diseases lies in the
complementarity of the cultivar phenotypes, providing a guarantee of efficacy.
However, cultivar mixtures may affect the evolution of pathogen populations, by
diversifying the selection pressures exerted by their plant hosts at field scale, potentially
with different effects on the different cultivars in the mixture. Little is known about
pathogen evolution (changes in virulence gene frequencies) in cultivar mixtures,
particularly during the early stages of resistance gene breakdown, ie. when the
frequency of virulent strains remains low.

The heterothallic ascomycete fungus Zymoseptoria tritici, which causes STB, is
responsible for yield losses averaging 20% on susceptible bread wheat cultivars in
North-Western Europe (Fones & Gurr, 2015). The development of epidemics is
dependent on both splash-dispersed asexual pycnidiospores during the wheat
growing period and wind-dispersed ascospores from sexual reproduction on crop
residues (Figure I.1a; Suffert et al,, 2011). The potential intra-annual selective dynamics
and strong genetic recombination within Z tritici populations make STB a good
candidate model for investigating the issues described above. Cultivars carrying
qualitative and quantitative resistances have been developed and used to control STB,
leading to an overall increase in the mean resistance of commercial wheat cultivars
registered in France in the last decade (from 5.2 in 2015 to 6.0 in 2019, on a scale of 1
to 9, with 9 corresponding to the most resistant cultivar; ARVALIS-Institut du
Végétal/CTPS). In total, 21 Stb genes and 89 QTLs have been identified and mapped
(Brown et al, 2015). Stb16q, one of the most recent major resistance genes to have
been incorporated into several cultivars by breeders, initially provided high levels of
resistance against STB in both seedlings and adult plants (Ghaffary et al,, 2012). Stb16q
is present in 13 wheat cultivars registered in France between 2012 and 2018, including
cv. Cellule (Florimond Desprez, France). Cellule was widely used in France, becoming
the third most frequent cultivar grown (8% of the area under wheat in 2016), but its
use then declined following a decrease in its resistance to STB. Indeed, STB symptoms
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were first observed on Cellule in 2015 in France (Romain Valade, ARVALIS-Institut du
Végétal, pers. com.) and in 2019 in Ireland (Kildea et al, 2020), highlighting the
beginning of a breakdown of Stb76q resistance.
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Figure I.1. (a) Overview of the development of a Septoria tritici blotch epidemic adapted to (b,
¢) two pure stands and to (d) a mixture of the two wheat cultivars, one carrying the Stb16q
resistance gene, and the other lacking this gene (cv. Cellule in proportion pc and cv. Apache in
proportion 1 — pc).The size of the pathogen population can be expressed as ny,ir (size of the
virulent subpopulation on the cultivar v € [A; C] at time t € [t1; t2]) and nir (Size of the virulent
subpopulation on the whole canopy at time t). The composition of the pathogen population is
expressed as frvir (frequency of virulent strains on cultivar v at t) and fr.ir (frequency of virulent
strains on the whole canopy at time t), with fo.ir the initial frequency of virulent strains in the
local pathogen population.
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In this epidemiological study, our goal was to investigate the capacity of mixtures to
reduce disease, as a short-term epidemiological outcome, and to interfere with the
resistance breakdown process, as an evolutionary outcome. In field experiments, we
analysed the effect of the proportion of wheat plants carrying the qualitative resistance
gene Stb16g within a binary wheat mixture on the size (disease severity) and
composition (frequency of virulent strains) of Z. tritici pathogen populations during an
annual epidemic.

Materials and methods

Overall strategy

We compared the two-year dynamics of natural Z. tritici populations in pure stands
and in binary mixtures of wheat cultivars, from the early to late stages of a field
epidemic (Figure I.1a). We combined analyses of population 'size’ based on disease
severity in the field as a proxy, and of population ‘composition’ based on estimations
of the proportion of virulence against Stb76g obtained by screening several thousands
of field-collected strains in seedling assays. To this end we developed and applied an
in planta 'population-phenotyping’ strategy in a greenhouse. We then reinforced this
strategy by ‘confirmatory individual phenotyping’ in more suitable climatic conditions
in growth chamber than in greenhouse (Table 1.S3), to increase the reliability of
characterisation for some of the strains.

Cultivars studied

This study focused on two bread wheat (Triticum aestivum) cultivars: Apache ('A’;
Limagrain, France) was chosen for its moderate susceptibility to STB (rated 4.5, stable
over time, on a scale of 1 to 9, where 9 corresponds to the most resistant cultivar,
ARVALIS-Institut du Végétal/CTPS), and Cellule ('C’; Florimond Desprez, France), which
carries the Stb16q resistance gene (rated 7 in 2016 vs. 5 in 2020, ARVALIS-Institut du
Végetal/CTPS). Apache was the predominant cultivar in France from 2000 to 2010,
accounting for 24% of the area under wheat in 2003, subsequently falling to less than
5% after 2015 (Figure 1.2a). Cellule, registered in 2012, became the third most
frequently used French cultivar, but the area under this cultivar rapidly decreased after
2016 (Figure 1.2b). Both cultivars were well represented in the Parisian basin and, thus,
probably played a significant role in the evolutionary trajectory of the local pathogen
populations collected in 2018 and 2019.
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Figure I.2. Changes in the percentage of the area under wheat sown with (a) cv. Apache, (b) cv.
Cellule, and (c) the 13 cultivars carrying Stb16q in France (black dots) and in the Parisian basin
(Région lle-de-France ‘IdF’; white dots) from 2005 to 2020. (FranceAgriMer datasets).

Design of the field experiment

We carried out a field experiment at the INRAE experimental station at Thiverval-
Grignon (France) in the 2017-2018 and 2018-2019 seasons. A field plot was divided
into three blocks (a, b and c), each consisting in five microplots (3.5 m wide x 8 m long,
with an inter-row spacing of 0.175 m; Figure 1.S1 and 1.S2). These microplots
corresponded to five randomly distributed treatments: a pure stand of wheat cv.
Apache (COA1; Figure I.1b), a pure stand of wheat cv. Cellule (C1AQ; Figure I.1¢c), and
three binary mixtures, with sowing proportions of Cellule (pc) of 0.25, 0.5 and 0.75
(C1A3, C1A1 and C3AT; Figure I.1d). The wheat was sown on October 17, 2017, and
November 15, 2018, at a density of 220 seeds'm™. The seeds were treated with the
insecticide tefluthrin at a dose of 0.2 g-kg™" (Attack®, Syngenta France SAS) to minimize
early attacks of aphids, known to transmit yellow dwarf viruses, especially BYDV. The
seed lots were prepared by considering the specific weight of seeds for each cultivar
(thousand-kernel-weight) to obtain the proportions of seeds required for each
treatment. The sowing was performed using the different seed lots leading to a
‘randomly cultivar mixture’ at the microplot scale. Differentiation between the two
cultivars — a key point of the experiment — was adapted to each growth stage: (i) at
seedling stage, the identification was made according to a dye included in the seed
coating (red for Cellule, green for Apache; Figure 1.S2b); (ii) later in the season, the
identification was made according to the bearded (Cellule) or unbearded (Apache)
nature of the inflorescence (Figure 1.52e). We estimated the actual proportions of each
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cultivar late in the growing season, at heading, by counting spikes of each cultivar along
three 1-m lines in each microplot (Figure 1.S1, Table 1.51). Nitrogen fertiliser applications
were adjusted by the balance-sheet method with a target yield of 7 t-ha™. A single
herbicide treatment was applied in the early spring. No fungicide treatment was
applied.

Characterisation of the pathogen population size

We used disease severity (i.e., diseased leaf area) as a proxy for the size of the pathogen
population (ie., the number of asexual offspring), assuming the two traits to be
correlated (Suffert et al, 2013). Disease severity was measured at leaf scale as the
percentage of leaf area covered by pycnidia (sporulating or not). For the sake of
simplicity, this measure is hereafter called “sporulating area”. Sporulating area was
scored 0, 1%, 3%, 5%, 10% and then increments of 5% up to 100%. It was assessed
visually early in the epidemic (time t1; Zadoks stage 15), before the expression of most
of the secondary infections, and then late in the epidemic (time t2; Zadoks stage 70),
just after the disease had reached the upper leaves (Figure 1.S2). The t1 assessments of
disease severity were performed on various dates (from March 5 to March 12 in 2018
and February 27 to March 18 in 2019), due to experimental constraints. We collected
10 seedlings of each cultivar from each microplot, on which disease severity was scored
for the five lowest leaves. At t2, similar disease severity assessments were performed
for the five upper leaves (L1 to L5 from the top to the bottom of the plant) of 10 plants
of each cultivar per microplot, on May 11, 2018 and June 18, 2019. The optimal scoring
window varies with epidemic dynamic. Scoring was therefore performed earlier in 2018
(intense early epidemic) than in 2019 (moderately intense late epidemic). The flag
leaves (L1) were assessed a second time, in all microplots, on June 15, 2018 and June
26, 2019. The complete data set is presented in supplementary files F1-3.

A disease severity index (SEV) was calculated at the plant scale. At t1, SEV was
calculated as the mean sporulating area over all non-senescent leaves. At t2, SEV was
calculated as the mean sporulating area of representative leaf layers (L4 and L3 in 2018,
and L3 and L2 in 2019), excluding those with a mean severity below 1% or completely
senescent on more than two microplots.

A mean disease severity index (SEVy) was then calculated for each cultivar v for each
treatment. An overall mean disease severity index (SEV) was also calculated at the
whole-canopy scale for each treatment, using SEV, weighted by the proportions of the
cultivars (pc for Cellule and 1 — pc for Apache), as follows:

SEV = pc X SEVc + (1 — pc) X SEVa eq. 1
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We assessed the effect of treatment on the disease severity index (SEV) at t1 and t2,
and analysed changes in this effect over the course of each epidemic. To this end, SEV
was transformed by ordered quantile normalisation (bestNormalize R package). Its
variance was partitioned into sources attributable to the following factors and their
interactions, in pairs: cultivars (A; C), treatments (COA1; C1A3; C1A1; C3A1; C1A0), blocks
(a; b; c), epidemic stages (t1; t2) and years (2018; 2019), according to the generalised
linear model. The model was adjusted by removing non-significant interactions one-
by-one. For SEV, and SEV, standard errors were corrected by taking into account the
error propagation of formulas.

The effect of treatment on SEVa and SEVc at each stage of each year was first assessed
with a Tukey HSD post-hoc test for multiple pairwise comparisons on estimated
marginal means (emmeans and multcomp packages of R). The variance of the overall
disease severity index SEV was then estimated by calculating the standard error. The
effect of cultivar mixtures on SEV was evaluated by plotting the ‘expected’ SEV
(assuming an absence of mixture effect) as a linear function of the severity in each pure
stand weighted by Cellule proportions. All data analyses were performed with R
software (v4.0.2 R Core Team 2012).

Table I.1. Number of Z. tritici strains sampled on each cultivar (‘A’ for Apache, ‘'C’ for Cellule) for
each treatment (COAT, C1A3, C1AT, C3AT and C1AO0), at the early (t1) and late (t2) stages of the
2018 and 2019 epidemics, and phenotyped to determine virulence status.

Year Stage COA1 C1A3 C1A1 C3A1 C1A0 Total

A C A C A C A C

2018 t1' 179 90 90 90 90 90 87 90 806
t22 90 90 90 89 90 90 90 90 719
2019 t13 180 82 88 88 84 90 89 90 791

t2 4 90 90 90 90 90 90 89 90 719

! collected from March 5™ to 12" 2 June 13™; 3 from February 27" to March 13™; # June 25™.
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Characterisation of the pathogen population composition

Sampling of strains in the field — Strains of Z. tritici were collected at t1 and t2 in 2018
and 2019, to constitute groups of 30 strains per cultivar and per microplot (total of
3060 strains; Table 1 and supplementary file F4). The sampling effort was doubled in
the pure stands of the susceptible cultivar at t1in 2018 and 2019 (2 x 180 strains). The
population present on cv. Apache early in the epidemic (t1), which may be considered
a representative sample of the primary inoculum population, was used to estimate the
initial (t0) frequency of virulent strains (fto,vir; Figure 1.1b).

We ensured that 30 strains were obtained per cultivar from each microplot, by sampling
the 40 lowest leaves of seedlings at t1 and the flag leaves of adult plants at t2. These
samples were placed in a humid chamber to promote the extrusion of cirrhi. One
cirrhus per leaf was picked with a pin and streaked onto a Petri dish containing PDA
(potato dextrose agar, 39 g-L"), which was then incubated at 18°C for more than five
days in the dark. A few blastospores from a single colony were then picked and spread
on a new plate. This operation was repeated twice to obtain pure single-spore strains.
Each strain was finally scraped off the plate, to obtain a substantial mass of blastopores
(150 mg), which was deposited at the bottom of cryotubes and stored at -80°C. At t1
in 2018, we sometimes had to collect more than one strain per leaf to counterbalance
the low level of severity on certain microplots or the degradation/senescence of the
diseased leaves. In both situations, we picked cirrhi from two to three distinct, distant
lesions present on the same leaf.

Phenotyping strategy — We characterised the Z. tritici strains for 'virulence’ (defined by
Niks et al. (2011) as “the capacity of a pathogen to infect a plant with one or more
major genes for resistance”) against Stb76qg and their ‘aggressiveness’ (the quantitative
term of pathogenicity on a susceptible host; Lannou, 2012). We developed a
‘population-phenotyping’ method for use on cv. Cellule and cv. Apache seedlings in
the greenhouse (Figure 1.S3), which allowed us to characterise individually a large
number of strains while accepting some imprecisions or individual errors quantified a
posteriori. This approach was complemented by ‘confirmatory individual phenotyping’
in growth chambers, in which we characterised several dozens of strains that were
collected from sporulating lesions on Cellule in the field but appeared avirulent during
population-phenotyping. This made it possible to determine the rate of type Il error
(false avirulence) for population-phenotyping.
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Population-phenotyping — Population-phenotyping was performed from April 2018 to
August 2020, by splitting the 3060 strains into 32 batches of 102 (t1) or 93 (t2) strains,
which were simultaneously tested in the greenhouse (Figure 1.3). Each batch was
balanced to contain similar numbers of strains from each cultivar, treatment, and block.
Eight virulent strains were added to each batch as control strains. Wheat seeds (cv.
Apache or Cellule) were sown in 0.4-litre pots, to obtain three 18-day-old seedlings per
pot. The pots were kept in the greenhouse under natural daylight supplemented with
400 W sodium vapour lamps to homogenise the lighting conditions. The temperature
was kept below 20°C during the 15-h light period and above 15°C during the 9-h dark
period. Relative humidity was kept at a mean value of 68 + 9%. The thermal time at
which disease severity was assessed was calculated for each batch (Figure I.S5).
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Figure I. 3. (a) Example of two 102-strain batches, one obtained just after inoculation (right) and
the other one week later (left). (b-e) Typical incompatible-compatible interaction between the
FS1804 (avirulent against Stb16q) and FS2034 (virulent against Stb16q) strains on six Cellule and
Apache leaves (three second leaves on the left and three third leaves on the right).
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We simplified the classical method based on accurate adjustment of a blastospore
suspension, by considering that the differences in disease severity induced by the
differences in concentration within the range 10° to 5.0 10° spores-mL™" (see Figure 8
in Suffert et al., 2018) were acceptable for our objective. We thus used non-adjusted
suspensions in this range of concentrations. For each strain, we diluted the
blastospores recovered directly with a 10 pL inoculating loop (about 10 mg in the half-
filled central ring; Sarstedt, Nimbrecht, Germany) from the freshly thawed content of
the cryotube preserved at -80°C, in 30 mL of water. Two series of independent tests
showed that this process provided a good compromise between robustness and
repeatability (Figure 1.S4). Two drops of surfactant (0.1% v/v of Tween 20; Sigma,
France) were added to each suspension, to increase its adhesion to leaves. All
suspensions were prepared the day before inoculation and stored at 5°C. A cotton bud
was used to inoculate a 5 cm mid-length leaf section by two back-and-forth passages
over the second and third leaves from the bottom on seedlings previously described.
This way, each strain was tested individually on two leaves of the three seedlings of the
pot (6 replicates), for each cultivar. Each pot was then enclosed in sealed transparent
polyethylene bags moistened with distilled water for 72 h, to promote infection.

Disease severity was assessed visually 21 days post inoculation (mean thermal time
434.8°C-days for the 32 batches; Figure 1.S5), as the percentage of the inoculated leaf
surface covered by pycnidia (sporulating area assessed, from 0 to 100%, in increments
of 5%). The complete data set is presented in supplementary file F5. A strain was
considered virulent ('vir) against Stb16g when pycnidia were observed on at least one
of the six leaves of Cellule (at least 5% of sporulating area on the leaf, the minimum for
visual quantification in our experimental conditions). The strains were otherwise
considered avirulent (‘avr’). The frequency of virulent strains fivvir (t € [t1; t2], v € [A;
C]) was calculated for each cultivar in each treatment (Figure 1.1b-d). The effect of the
treatment on the number of virulent individuals was assessed with a y? test, or with
Fisher's exact test when the expected numbers were small, with Bonferroni correction
for pairwise comparison. We analysed the changes in fivvir from t1 to t2, assessing the
year effect with a test of equal or given proportions (stats package of R). The initial
frequency of virulent strains in the local pathogen population (fiouir; Figure 1.1b-d) in
2018 and 2019 was estimated by characterising the 180 strains from the pure stand of
cv. Apache. We postulated that in this treatment the initial ‘filter effect’ exerted on a
strain according to its virulence status with respect to Stb76g was negligible (ft1,avir =
frovirin COA1; Figure 1.1b).
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We calculated the aggressiveness (AG) and conditional aggressiveness (AGc), defined
as the amount of disease “conditional on the individuals being infected” (McRoberts
etal, 2003). AG was estimated as the mean sporulating area on all leaves of the
susceptible cultivar, whereas AGc was calculated on symptomatic leaves only, to take
into account the absence of symptoms on some leaves (due to the less suitable climatic
conditions in greenhouse than in growth chamber; Table 1.S3). For a given strain, AGc
was thus calculated under the condition that at least three of the six inoculated leaves
presented pycnidia. Furthermore, we assessed the possible fitness cost of virulence
against Stb16q, by evaluating the effect of virulence on aggressiveness. Because of the
non-normality of data and the shape of the distribution curve, we used a generalised
linear model adapted to a Poisson distribution, followed by a Tukey HSD post-hoc
comparison (car R package). The variance of each aggressiveness trait (AG and AGc)
was partitioned into sources attributable to the following factors and their interactions,
in pairs: the virulence status of the strain (vir; avir), treatment (COA1; C1A3; C1A1; C3AT1;
C1AO0), the cultivar of origin (A; C), year (2018;2019), epidemic stage (t1; t2), block (a; b;
¢), and batch (1-32).

Confirmatory individual phenotyping — A second round of phenotyping was applied
to 47 strains that did not fulfil the requirement to be considered virulent against Stb76q
during the population-phenotyping in greenhouse, despite having been isolated from
sporulating lesions on Cellule in 2018 (see the Results section). For this purpose, we
used Cellule (C) and two isogenic lines of the wheat cultivar Chinese Spring without
Stb6 (naturally present in Chinese Spring, Chartrain et al., 2005), one of which carried
Stb16qg (CS-Stb16qg) whereas the other did not (CS). The strains were split into three
batches and tested individually in a growth chamber (Figure 1.S3). A virulent and an
avirulent strain were added to each batch as controls. Inoculum suspensions were
adjusted to a density of 5.0 10° spores'-mL"" with a Malassez cell. Leaves were inoculated
by applying the suspension with a paintbrush, on the second leaf from the bottom of
nine seedlings of each cultivar. The temperature in the growth chamber was kept below
20°C during the 15-h light period and above 15°C during the 9-h dark period. Relative
humidity was maintained at a mean of 88.5 + 1.2%. Disease severity was assessed
visually 14, 20 and 26 dpi (day post inoculation), as the percentage sporulating area.
The virulent, avirulent or non-pathogenic nature of each strain was determined by
calculating the mean aggressiveness (mean percentage of sporulating area on a leaf
obtained across the nine replicates) and compared it to a classical 10% of sporulating
area threshold (Thierry Marcel, INRAE BIOGER, pers. com.) rather than 5% in
greenhouse (less suitable climatic conditions; Table 1.S3). A strain was considered (i)
virulent against Stb16q if the mean aggressiveness was equal or higher than this

75



Chapitre |

threshold on both CS-Stb76q and Cellule, (ii) avirulent if it was equal or higher than this
threshold on CS only, or (iii) non-pathogenic if it was below this threshold on the three
cultivars (Figure 1.510). The mean aggressiveness of strains was compared between CS-
Stb16g and Cellule with a Wilcoxon test. The effect of treatment on the number of
avirulent strains was assessed with Fisher's exact test.

Overall impact of cultivar mixtures on the dynamics of virulent subpopulations

We calculated the percentage of the diseased leaf area occupied by virulent strains at
t2 (nw2vvir; v € [A; CJ; Figure 1.1b-d), as a proxy for the size of the virulent subpopulations
responsible for the last asexual disease cycle. This dimensionless variable was obtained
by multiplying the disease severity index (SEVy) on the flag leaves of each cultivar in
each microplot by the frequency of virulent strains estimated at t2 (fwvvir). The mean
size of the virulent subpopulations (nt2vir) and the mean frequency of virulent strains
(ftzlvir) were calculated at the whole-canopy scale for each treatment (Figure I.1b-d), as
for overall disease severity index (SEV, eq. 1). The effect of treatment on nizy.virand Mzvir
was assessed in a Kruskal-Wallis test.

Results

Impact of cultivar mixtures on the dynamics of the epidemic and the overall size
of pathogen populations

Disease was generally less severe in the mixtures than in the two pure stands late in
the epidemic, when the whole canopy was considered, and on both cultivars relative
to their pure stands. This can be interpreted as a reciprocal ‘protective’ effect.

At t1 in 2018, no significant difference in mean disease severity index (SEV,) was
observed between pure stands and mixtures, regardless of the cultivar considered,
except for Apache in C1A1 (p = 0.987, p = 0.042 and p = 0.155 for Apache and p =
0.172, p = 0.388, and p = 0.065 for Cellule in C1A3, C1A1, and C3A1, respectively; Figure
1.4). In mixtures, Apache was in average 1.6 times more attacked than Cellule, consistent
with their resistance ratings. The modelling results showed that the variance of disease
severity index (SEV) was not attributable to the block factor (p = 0.090). Overall disease
severity index SEV decreased with the proportion of Cellule. At t1 in 2019, SEVa and
SEVc were lower than in 2018. In mixtures, Apache was in average 2.8 times more
attacked than Cellule. In pure stands, SEVa scored 17% and SEV. scored 4% (data none
shown). SEV decreased with the proportion of Cellule.
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Figure 1.4. Mean disease severity index SEV, (mean percentage of the leaf area covered by
pycnidia on cultivar v) according to the proportion of cv. Cellule (pc) in the canopy.SEV a (green
solid line) and SEVc (red solid line) were calculated from disease assessments in the field. Bars
represent the standard error. Significant differences in SEVa and SEV ¢ between pc are indicated
by letters (generalised linear model followed by a Tuckey HSD post-hoc test. The overall
severity index SEV (black solid line) was calculated at the whole-canopy scale as the mean of
SEV a and SEVc weighted by the proportion of each cultivar. The ‘expected’ SEV (in the absence
of a mixture effect) was plotted as a linear function of the severity in each pure stand weighted
by pc (black dotted lines). SEVa, SEVc and the expected SEV in pure stands at t1 in 2019 are
not shown because disease severity was assessed one week earlier than in mixtures.

At t2 in 2018, SEV, differed significantly between pure stands and mixtures for Cellule,
but not for Apache (p = 0.397, p = 0.148, and p = 0.357 for Apache and p < 0.001, p <
0.001, and p = 0.089 for Cellule in C1A3, C1A1, and C3AT1, respectively; Figure 1.4). In
pure stands, Apache was in average 1.5 times more attacked than Cellule. In mixtures,
SEVa was in average reduced by 20% and SEVc, to a greater extent, reduced by 48%
compared to the respective pure stands. At the whole-canopy scale, SEV was lower in
the three mixtures than in pure stands. At t2 in 2019, SEV, differed significantly between
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pure stands and mixtures for both cultivars, this difference being more significant than
in 2018 (p < 0.0001 for Apache and p < 0.0001 for Cellule in all C1A3, C1A1, and C3A1).
In pure stands, Apache was 2.5 times more attacked than Cellule. In mixtures, SEVa was
in average reduced by 69% and SEVc reduced by 73% compared to the respective pure
stands. The decreases in SEVa, SEVc, and SEV in mixtures relative to pure stands was
more pronounced in 2019 than in 2018.

The overall effect of treatment was illustrated by plotting the expected SEV as a linear
function of the severity in each pure stand weighted by Cellule proportions (pc; Figure
.4), which accounts only for ‘dilution’ in mixtures. The actual and expected SEV curves
were close at t1 in 2018 whereas the actual SEV was below the expected SEV at t2 for
the two years considered. This highlights the overall absence of a mixture effect on
disease dynamics at t1, at least in 2018, and the strong mixture effect at t2 for both
years. The efficacy of the various treatments relative to pure stands was 19%, 40%, 22%
in 2018 and 67%, 71%, 69% in 2019, for C1A3, C1A1, and C3A1, respectively.

Impact of mixtures on the composition of pathogen populations

In total, 3035 of the 3060 Z tritici strains sampled during the two years were
characterised for virulence and aggressiveness, by inoculating 36420 leaves of wheat
seedlings in the greenhouse. The cultivar mixtures increased the frequency of virulent
strains from the early (t1) to late (t2) stages in the two epidemic years.

The frequency of virulence at t1 (ft1,avir) was estimated on Apache in pure stands at
0.13 in 2018 and 0.14 in 2019 (Figure 1.5). These frequencies are not significantly
different (x® test, p = 0.791), and the two years may therefore be considered as
‘replicates’. The frequency of virulent strains on Apache did not differ significantly
between treatments at t1, confirming the absence of a mixture effect early in the
epidemic. The frequency of virulent strains on Apache at t2 (fiz,avir) in pure stands was
0.08 in 2018 and 0.18 in 2019, and was not significantly lower than that at t1 (test of
equal or given proportions, p = 0.244). Importantly, in mixtures, fwavir increased
significantly with pc both years.
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Figure 1.5. Frequency of Z. tritici strains considered virulent (grey bars) against Stb16q (ie.,
causing sporulating area on cv. Cellule) and avirulent (white bars) among the populations
collected on cv. Apache in pure stands (pc = 0) and mixtures (pc = 0.25, 0.5 and 0.75 for C1A3,
C1A1 and C3A1, respectively) at the early (t1) and late (t2) stages of the 2018 and 2019
epidemics.The number of virulent and avirulent strains are indicated in grey and white boxes,
respectively. The effect of treatment (pure stands and cultivar mixtures; letters at the top of
each bar) on the number of virulent strains was assessed by performing a x? test with
Bonferroni correction for pairwise comparison.
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Figure 1.6. Frequency of Z. tritici strains considered virulent (grey bars) against Stb16q (ie.,
causing sporulating area on cv. Cellule) and avirulent (white bars) among the populations
collected on cv. Cellule in pure stands (pc = 1) and mixtures (pc = 0.25, 0.5 and 0.75 for C1A3,
C1AT1 and C3A1, respectively) at the early (t1) and late (t2) stages of the 2018 and 2019 epidemics.
The number of virulent and avirulent strains are indicated in grey and white boxes, respectively.
The effect of treatment (pure stands and cultivar mixtures; letters at the top of each bar) on the
number of virulent strains was assessed by performing a x? test, or a Fisher's exact test when
the expected numbers were small, with Bonferroni correction for pairwise comparison.
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Very few strains were classified as non-pathogenic: 0.3% (5/1525) in 2018 and 0.1%
(2/1510) in 2019 (Figure 1.S6 and 1.57). Most of the strains (>95%) induced pycnidia on
Apache, with no significant difference between treatments. The percentage of strains
that did not induce pycnidia on Apache was low: 4% (31/719) and 3% (23/710) for those
collected on Cellule in 2018 and 2019, respectively, and 6% (50/806) and 5% (38/800)
for those collected on Apache in 2018 and in 2019, respectively. Strains collected on
Cellule were expected to be virulent, as a consequence of the ‘filter effect” exerted by
Stb16q (Figure I.1c). However, 7% of these strains (52/719) in 2018 and 10% (74/710) in
2019 (Figure 1.6) did not induce pycnidia on Cellule during phenotyping. The proportion
of these strains, considered avirulent after population-phenotyping, did not differ
significantly between treatments. Only 2% of the strains (27/1525 in 2018 and 20/1510
in 2019, distributed across all treatments) induced pycnidia on Cellule but not on
Apache.

Confirmatory individual phenotyping showed that 51% (24/47) of the strains tested
were truly avirulent, 34% (16/47) were virulent, and the results were dubious for 15%
(7/47). The overall percentage of ‘false avirulent’ strains collected on Cellule in 2018
was thus estimated at a maximum of 3% (23/719). All the truly avirulent strains were
collected at t1 (Table 1.S2). Five of the strains yielding dubious results that induced
pycnidia on CS-Stb16g were unable to infect Cellule, probably due to another source
of resistance not present in CS. Similarly, two strains that induced pycnidia on Cellule
were unable to infect CS-Stb16q. All 47 strains induced pycnidia on CS, confirming their
pathogenicity.

Virulent strains were significantly more aggressive on CS-Stb76qg than on Cellule
(Wilcoxon test, p < 0.0001; Figure 1.S9). No significant difference in aggressiveness
(neither in AG nor AGc; p = 0.054 and p = 0.597, respectively; Figure 1.S8) was detected
between the avirulent and virulent strains that were pathogenic on Apache
(2886/3035).

Impact of mixtures on the dynamics of the virulent subpopulation

At whole-canopy scale, cultivar proportions modulated the decreases in the size of the
virulent subpopulation and in the frequency of virulent strains relative to the pure stand
of the cultivar carrying Stb16q (Cellule).

In 2018, the mean size of the virulent subpopulation (nt,.ir) was significantly higher in
pure stands of Cellule than in pure stands on Apache. However, np.ir was not
significantly different in mixtures than in pure stands of Cellule or Apache (Figure 1.7a).
ny,virtended to increased with the proportion of Cellule (pc). In 2019, the three mixtures
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significantly decreased nw,vir relative to the pure stand of Cellule (Figure 1.7b), whereas
the difference was not significant relative to the pure stand of Apache. The figure .7b
shows a correlation of means and variances, assuming that mixture may both reduce
and stabilize the virulent subpopulation size compare to pure stands. In 2019, neir in
mixtures was lower than in pure stand of Cellule by a factor of about 5 and lower than
that in the pure stand of Apache by a factor of 2. This difference can be explained by
the very low frequency of virulent strains on Apache (fw,avir) being compensated in
2018, and, to a greater extent in 2019, by the size of the pathogen population on
Apache (SEVp), resulting in a larger number of virulent strains (nwvir). A dissociated
analysis of each varietal component of the mixture can provide insight on this point.
On Apache, the size of the virulent subpopulation (navir) was not significantly different
between pure stands and mixtures in 2018 (p = 0.200, Kruskal-Wallis test; Figure 1.S11a)
or 2019 (p = 0.578, Kruskal-Wallis test; Figure 1.511c). On Cellule, the size of the virulent
subpopulation (nt,cvir) increased significantly with pc in 2018 (p = 0.033) and 2019 (p
= 0.024). Thus, only nt,cvir contributes to the differences at whole-canopy scale.

We examined the relationship between the indicators investigated. We first focused on
the relationship between the overall disease severity (SEV) — an indicator of the
efficacy of the mixtures — and the overall size of the virulent subpopulation (ni2,ir), an
indicator of Stb76q breakdown dynamics and, thus, a proxy for the impact of the
mixtures on resistance durability (Figure 1.7c and 1.7d). In both years, the overall trend
was similar for the virulent subpopulation: nio,virincreased with the proportion of Cellule
(pc) whereas SEV decreased. In 2018, two mixtures (C1A1 and C3A1) displayed
decreases for both 7wy and SEV relative to the pure stands of Cellule and Apache. In
the C1A3 mixture, SEV was slightly higher with a lower level of Tinyir than in other
mixtures. The impact of mixtures was greater in 2019, with all mixtures decreasing both
i and SEV, which was, on average, lower than in pure stands of Apache by a factor
of 10 and lower than that in pure stands of Cellule by a factor of 5. We then focused
on the relationship between the mean frequency of virulent strains (7t2,vir) and the
overall size of the virulent subpopulation (nw,ir) (Figure 1.7e and 1.7f). Both years, j_ftz,vir
and Tiyir increased with pc, whose quantitative impact was generally high for fi.ir but
relatively limited for nw,vir, especially in 2018 for mixtures (Figure 1.7e and 1.7f).

Finally, regardless of the indicator considered (SEV, Titavir Or fi2ir) and of relationship
trends, the optimal pc appeared to be about 0.5. However, our results suggest that
moving away from this optimal proportion would have different effects on the three
indicators.
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Figure I.7. Impact of mixtures on different indicators of the Z. tritici virulent subpopulations and
their relationships at whole-canopy scale. (a, b) Size of the virulent subpopulations at t2 (1i,vir
dimensionless variable; black dots) according to the proportion of cv. Cellule (pc) in 2018 and
2019. Grey dots indicate the mean value for each block and black dots the mean for each
treatment. Bars represent the standard error within each block. Error propagation was taken
into account. (¢, d) Disease severity assessed at the whole-canopy scale at t2 (SEV, determined
as the percentage of the leaf area covered with pycnidia on flag leaves) according to the size
of the virulent subpopulation (7). (e, f) Frequency of virulent strains assessed at whole-
canopy scale at t2 (fuuir) according to the size of the virulent subpopulations in 2018 and in
2019. Small dots indicate the mean value for each block, and large dots the mean value for
each treatment. Different shades of blue represent the proportion of cv. Cellule (pc).
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Discussion

We found that pathogen population size, estimated on each cultivar but also at the
whole-canopy scale, was smaller for mixtures than for pure stands at the end of
epidemics. In addition, we established that mixtures reduced the size of the virulent
subpopulation and increased the frequency of strains displaying virulence against
Stb16q, relative to pure stands of Cellule (thereafter referred as the 'resistant’ cultivar).

A method suitable for studies at population scale — Molecular tools are not always
available for monitoring the emergence of virulence. This complicates the
quantification of breakdown dynamics for recently deployed resistance genes. Our in
planta 'population-phenotyping’, useful for this purpose, was twice as efficient as the
classical method (Figure 1.S3). The various experimental adjustments we made to
inoculum preparation, climatic conditions in the greenhouse, visual assessments and
the small number of biological replicates (Table 1.S3) introduced some uncertainty,
potentially leading to diagnostic errors concerning virulence status at an individual
scale (‘false avirulence' rate estimated at 3%). However, this uncertainty had only a
small impact at population scale.

Pathogenicity on Cellule vs. virulence against Stb16g — We assumed that a strain
pathogenic on cultivar Cellule was virulent against Stb76g and that strains non-
pathogenic on this cultivar were avirulent. However, as the genetic background of the
Cellule cultivar probably includes other sources of resistance, an absence of symptoms
on Cellule is not sufficient to demonstrate avirulence against Stb76q. The confirmatory
individual phenotyping data provide some perspective concerning this approximation:
five of the seven strains inducing pycnidia on CS-Stb16q were unable to infect Cellule,
and two of the strains pathogenic on Cellule were unable to develop sufficient pycnidia
on CS-5tb16q to exceed the 10% threshold for virulence. The rarity of such situations
(<1%) suggests that ability to induce pycnidia on Cellule is a reasonably indicator of
virulence against Stb76q. Finally, we estimated that the virulence status established
based on population-phenotyping of the Cellule response was correct in 97% of cases.

The cultivars displayed reciprocal protection — Early in the epidemic, most of the time,
the size of the pathogen population in the whole canopy (SEV) and on both susceptible
(SEVa) and resistant (SEV() cultivars was not significantly different between mixtures
and the corresponding pure stands (Figure 1.4). This is an expected result, as mixture
effects were reported to increase during asexual cycles (Cowger & Mundt, 2002b; Gigot
et al, 2013). Late in the epidemic, cultivar mixtures reduced SEV confirming the
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potential of wheat mixtures to limit the dynamics of STB epidemics (Kristoffersen et al.,
2019). In our experiment, mixtures reduced SEV by a mean of 27% in 2018 and 69% in
2019. The size of the pathogen population was lower in mixtures than in the
corresponding pure stands only on the resistant cultivar in 2018 and on both cultivars
in 2019. The relative differences in SEV, between mixtures and pure stands ranged from
13% to 26% in 2018 and from 64% to 72% in 2019 for the susceptible cultivar, and from
19% to 69% in 2018 and from 70% to 80% in 2019 for the resistant cultivar. Gigot et al.
(2013) and Vidal et al. (2017) highlighted similar reductions. The resistant cultivar acted
as an obstacle to spore dispersal in mixtures and thus induced a barrier effect on the
susceptible one (Wolfe, 1985). This ‘protective’ effect has been reported before (Gigot
etal, 2013) and was particularly strong in our study. Conversely, the presence of
susceptible plants decreased the number of virulent strains filtered out by resistant
plants relative to a pure stand of the resistant cultivar (Figure 1.S11b and 1.S11c). The
susceptible plants did not concentrate more virulent strains in mixtures than in pure
stands (Figure 1.S11a and 1.S11c¢), thereby decreasing the number of virulent strains at
whole-canopy scale. This may explain the 'protective’ effect of the susceptible cultivar
on the resistant cultivar, which is a counter-intuitive but crucial result.

Estimation of the local frequency of virulent strains — We estimated the local frequency
of virulent strains (0.13 in 2018 and 0.14 in 2019) using the pathogen population
collected on pure stands of the susceptible cultivar early in the epidemic, which should
reflect the founding ascospore population (Figure 1.1b). Some of the strains collected
from sporulating lesions on Cellule early in the epidemic were avirulent. Two
hypotheses may explain this: (i) the ontogeny or temperature-modulation of Stb16q
expression in field conditions, and (ii) the possibility of an avirulent strain co-infecting
a host plant by taking advantage of infection with a virulent strain ('stowaway effect’)
or following systemic induced susceptibility (Seybold et al,, 2020).

Evolution of the frequency of virulent strains in mixtures — Mixtures modified the
composition of the initial pathogen population, by affecting strain selection during the
epidemic. The frequency of virulent strains collected on the susceptible cultivar did not
differ between pure stands and mixtures (Figure 1.5) early in the epidemic, when
secondary infections were not yet strongly affecting disease dynamics. The differences
expressed later, after several cycles of secondary infection, suggest that the mixture
effect results from cross-contaminations between cultivars driven by pycnidiospores
splash dispersal (Figure 1.1d), consistent with previous findings (Gigot et al., 2013; Vidal
et al, 2017a). In this study, the optimal proportion of the resistant cultivar minimising
the size of the virulent subpopulation (nt,vir) and the frequency of virulent strains (]_‘tz,vir)
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appeared to be about 0.25 (Figure I.7e and I.7f). The overall effect would probably be
different for mixtures of cultivars with different combinations of resistance genes. For
determining the consequences of multiple virulence-resistance interactions, a parallel
could be drawn with studies focusing on the impact of wheat mixtures on the structure
of yellow rust and powdery mildew populations (Villaréal & Lannou, 2000; Lannou et
al, 2005) and on the emergence of multivirulent strains. It was shown that the
frequency of such strains was not necessarily significantly higher in mixtures than in
pure stands (Chin & Wolfe, 1984; Dileone & Mundt, 1994).

No evidence of a fitness cost associated with AvrStb16q virulence — In theory, there
should be a ‘fitness penalty’ for pathogen populations with high levels of virulence after
adaptation to hosts (Laine & Barres, 2013). We did not find such a cost of virulence
against Stb16q related to the aggressiveness trait that we studied (percentage of leaf
area covered by pycnidia). This may be because the experimental conditions resulted
in small mean sporulating areas (not entirely suitable for such a test), because this
virulence has no cost — consistently with the experimental findings of Cowger &
Mundt, 2002b — or because the cost concerns another aggressiveness trait (e.g. latent
period, sporulation capacity of a pycnidia, infection efficacy; Suffert et al., 2013). Further
studies, specially designed for this purpose, would help to progress on this issue.

Impact of the proportion of cultivars on mixture effects — We showed that changes on
the overall size and composition of the pathogen population depended on the
proportions of the two cultivars, consistent with previous findings (Finckh et al., 2000).
All the mixtures efficiently decreased the size of the pathogen population (SEV), but
the decrease in severity relative to expected levels in the absence of a mixture effect
(Figure 1.4) was greatest for C1A1 in both 2018 (40%) and 2019 (71%). In our
experiment, the optimal proportion of the resistant cultivar for reducing SEV seemed
to lie between 0.5 and 0.75. This is consistent with simulations performed by Gigot et
al. (2014), which showed the ‘protection’ of susceptible plants by resistant plants to be
optimal for mixtures with more resistant than susceptible plants.

Impact of the intensity of the epidemic on mixture effects — The intensity of epidemics,
driven by climatic conditions, may account for the observed differences in the
magnitude of the mixture effect. The epidemic started earlier in 2018 (Figure 1.4) and
this year was wetter and cooler than 2019. However, STB severity ended up being more
intense on flag leaves in 2019 (19% in 2018 vs. 33% in 2019 for SEVa in COA1; data not
shown). This apparent contradiction can be explained by late spring rainfall at key
moments for the epidemic, while the primary inoculum is rarely a limiting factor (Morais
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et al, 2016b). Mixtures decreased the size of the total pathogen population more
effectively in 2019. Mixtures also had a greater impact on the frequency of virulent
strains on the susceptible cultivar relative to the pure stand (Figure 1.5) in 2018 than in
2019, whereas the opposite pattern might have been expected, due to more intense
disease dynamics late in the epidemic (Mundt, 2002). Gigot et al. (2013) showed that
mixtures significantly decreased disease severity in most cases, regardless of disease
intensity, whereas Kristoffersen et al. (2019) found no correlation with mixture efficacy.

A trade-off between disease control and resistance durability? — The choice of the
indicator to analyse and the pure stand of reference is crucial. Our findings suggest
that the optimal proportions of cultivars for reducing the size of the virulent
subpopulation (nwir) may differ slightly from those for reducing the size of the total
pathogen population (SEV), and those for reducing the overall frequency of virulent
strains (]_‘tz,vir) (Figure 1.7). The potential differences in the optima for these three
indicators may conceal a trade-off between disease control and resistance durability.
When comparing mixtures to the pure stands of the susceptible cultivar, disease
severity can, indeed, be reduced by including a resistant cultivar in the host population
(Figure 1.4). However, this effect may be counterbalanced by an acceleration of the
breakdown dynamics of this resistance, due to an increase in the frequency of virulent
strains in susceptible plants. The conclusion would clearly be different if a pure stand
of the resistant cultivar is used as the reference: the inclusion of susceptible plants
decreased the selection pressure exerted by emerging virulent strains, but also, as
shown here, decreased disease severity on the resistant plants. The pathogen
population on the susceptible plants of a cultivar mixture may be smaller than that in
a pure stand or in a mixture with a high proportion of the susceptible cultivar, without
there necessarily being an impact on the number of virulent strains (Figure 1.511). From
this perspective, mixtures appeared to slow down the breakdown dynamics of the
resistance. Moreover, we did not find a trade-off between the size of the virulent
subpopulation and the frequency of virulent strains, but there is no reason why this
trend should be the same in other contexts. The ‘size’ vs. ‘frequency’ debate is a classical
issue in ecology that should not be neglected here, with consequences for genetic
diversity and evolution (Brown & Tellier, 2011). Further studies are needed to determine
if these dynamics would be different depending on the local frequency of virulent
strains, Le. the 'breakdown stage’ of the resistance.
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Perspectives

Determination of the effects of mixtures on the durability of the resistances deployed
requires a consideration of the complete disease cycle, including sexual reproduction,
and an extension of this approach to time scales beyond a single annual epidemic. One
of the major issues arising from this study and previous studies (e.g., Finckh et al., 2000;
Mundt, 2002; Lannou et al, 2005) is whether a cropping system based on cultivar
mixtures would be likely to increase the prevalence of virulent strains after several
years. This is both a question of the ‘reference’ used (pure stand of a susceptible or
resistant cultivar) and of the objective assigned to the mixture: decreasing disease
severity relative to the pure stand of susceptible plants or increasing the durability of
resistance by reducing the pressure exerted on the virulent subpopulation of the
pathogen. Investigations of the longer-term effects of cultivar mixtures need to
consider sexual reproduction, as this process may either amplify or attenuate the
demogenetic changes occurring during an annual epidemic. This is all the more
relevant because a trade-off between size of pathogen population and frequency of
virulence would impact the efficacy and durability, respectively, of the cultivar
deployment strategies.

Recent landscape-scale models have investigated the effect of the proportion of fields
sown with resistant and susceptible cultivars and their connectivity on the dynamics of
resistance breakdown after several generations (e.g. Fabre et al., 2015). In comparisons
of different strategies for preventing or delaying the appearance of a ‘superpathogen’,
cultivar mixtures appeared to be effective in the long term for pathogens with high
mutation rates and high fitness costs (Rimbaud et al, 2018a; Crété et al, 2020). Our
experimental findings confirm that cultivar mixtures may also be used to extend the
lifetime of resistance sources, this time at within-field scale, through the introduction
of heterogeneity.
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Supplementary Figures

Figure 1.51. Design of the field experiment performed at the INRAE experimental station in Grignon (Yvelines, France, 48°51'N, 1°58'E) in 2018 and
repeated in 2019 The field plot was previously under maize and ploughed. It was divided into three blocks (a, b, c), each consisting in five microplots
(3.5 m wide x 8 m long, with an inter-row spacing of 0.175 m) corresponding to five randomly distributed treatments: a pure stand of wheat cv.
Apache (COA1; 220 Apache seeds'm™), a pure stand of wheat cv. Cellule (C1A0Q; 220 Cellule seeds-m™), and three binary mixtures with proportions
of Cellule of 0.25 (C1A3; 55 Cellule seeds‘m™ + 165 Apache seeds'm™), 0.5 (C1A1; 110 Cellule seeds‘m™ + 110 Apache seeds'-m™) and 0.75 (C3AT,
165 Cellule seeds'm™ + 55 Apache seeds'm™). Seed lots were prepared with the established proportions by taking into account the specific weight
of each cultivar seed (TKW Apache = 45 g; TKW Cellule = 46 g). The microplots were separated by 5.25 m-wide strips of triticale cv. Vuka (220
seeds'm™) resistant to Z. tritici to prevent disease spread between neighbouring plots. Each microplot was split longitudinally into two equal parts.
In the first part (western side), lines 2-3-4 were used for strain collection, and lines 6-7-8 for the estimation of disease severity early in the epidemic
(t1); in the second part (eastern side), lines 2-3-4 and lines 6-7-8 were used similarly at the late stage of the epidemic (t2), and lines 6-7-8 for the
estimation of the actual proportions of each cultivar (spikes).
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Figure 1.S2. Overview of field conditions during disease assessments and sampling at the early
(t1) and late (t2) stages of the epidemic. (a) Microplot at t1 (March 7, 2018). (b) Wheat seedlings
of cv. Apache (red seed) and cv. Cellule (green seed). (c) Sporulating lesion caused by Z. tritici
on an Apache seedling. (d) Microplot at t2 (May 11, 2018). (e) Adult plants of Apache (head
not bearded) and Cellule (bearded head). (f) Cluster of lesions on an Apache adult leaf
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Figure 1.83. Simplified method of inoculation developed for ‘population-phenotyping’, estimated to be twice as efficient as the classical method
(30 isolates per half day x 36 days vs. 100 isolates per half day x 22 days).
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Figure 1.54. Variability of Z. tritici blastospore con-
centration in the non-adjusted suspensions used
for ‘population-phenotyping’. The simplified method
involved diluting, in a volume of 30 mL of water, the
mass of blastospores recovered with a 10-pL
inoculating loop (central ring half-filled i.e., about
10 mg) from the freshly thawed contents of
cryotubes stored at -80°C. Two independent series
of tests (black and white dots) were performed with
2 x 20 strains. The mean concentration (white
diamond) was 3.0 x 10° spores-mL, with 85% of
samples within the 10°-5.0 x 10° spores'mL™ ' range.

Figure 1.85. Thermal conditions to which the 32 batches of Z. tritici strains were exposed during
population-phenotyping in the greenhouse. Thermal time, expressed in degree-days post
inoculation (°C-days™), was calculated by summing daily mean air temperatures (0°C as the base
temperature). The mean thermal time per population is plotted (white diamonds). Temperature
was recorded every 15 min with a thermal sensor (digital probes with a SPY RF N recorder; JRI,
Argenteuil, France). Batches were phenotyped (i) from March 12" to June 6™, 2018 for strains
collected at t1in 2018, (ii) from June 25™ to August 21 2018 and from July 5™ to August 17 2019
for strains collected at t2 in 2018, (iii) from February 14™ to March 27" and May 18" to August 11%
2020 for strains collected at t1in 2019, (iv) from July 12" to October 17 2019 for strains collected

at t2 in 2019.
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Figure 1.S6. Frequency of Z. tritici strains considered ‘pathogenic’ (i.e., causing sporulating area on
Apache; grey bar) and non-pathogenic (white bar) among the populations collected on Cellule in
pure stands (pc = 1) and mixtures (pc = 0.25, 0.5 and 0.75 for C1A3, C1A1 and C3A1, respectively)
at the early (t1) and late stages (t2) of the 2018 and 2019 epidemics. The number of pathogenic and
non-pathogenic strains are indicated in grey and white boxes, respectively. The effect of treatment
(pure stands and cultivar mixtures; letters at the top of each bar) on the number of pathogenic
strains was assessed by performing Fisher's exact test (the expected numbers were small), with
Bonferroni correction for pairwise comparison.
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Figure 1.S7. Frequency of Z. tritici strains considered pathogenic (i.e., causing sporulating area on
Apache in the greenhouse, grey bars) and non-pathogenic (white bars) among the populations
collected on Apache in pure stands (pc = 0) and mixtures (pc = 0.25, 0.50 and 0.75 for C1A3, C1AT
and C3A1, respectively) at the early (t1) and late stages (t2) of the 2018 and 2019 epidemics. The
number of pathogenic and non-pathogenic strains are indicated in grey and white boxes,
respectively. The effect of treatment (pure stands and cultivar mixtures; letters at the top of each
bar) on the number of pathogenic strains was assessed by performing a x? test, or Fisher's exact
test when the expected numbers were small, with Bonferroni correction for pairwise comparison.
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Figure 1.88. Comparison of the aggressiveness (AG for aggressiveness and AGc for conditional
aggressiveness) of 2886 pathogenic strains according to their virulence status with respect to Stb16q.
Aggressiveness, expressed as the percentage sporulating leaf area, was assessed on Apache. For
AG, each dot represents the mean sporulating area induced by a strain on six leaves, and for AGg,
the mean sporulating area on symptomatic leaves only. For each subpopulation the number of
strains (n) and the mean are indicated. No significant difference between avirulent and virulent
strains was observed for either AG (p = 0.054) or AGc (p = 0.060).
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Figure 1.89. Aggressiveness of the 47 Z. tritici strains on Cellule (C) and on the isogenic line Chinese
Spring with Stb16q (CS-Stb16q) assessed during confirmatory individual phenotyping. Each point is
the mean percentage of the total area of the inoculated section covered with pycnidia on nine
leaves per strain x wheat cultivar interaction. The virulence threshold was fixed at 10% (dashed
lines). The 16 strains considered virulent on both Cellule and CS-Stb76g (mean aggressiveness
58.2% and 65.3%, respectively; Wilcoxon test, p < 0.0001) are indicated with black dots (yellow
square). Two strains considered virulent only on Cellule and five strains considered virulent only
on CS-Stb16q are indicated with white dots (blue rectangles). 24 strains considered avirulent on
both Cellule and CS-Stb16q are indicated with crosses (red square).
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Figure 1.510. Analysis of disease severity data leading to the fixing at 10% of the relevant threshold
(dashed line) for determining the virulence status of Z. tritici strains with respect to Stb16q 20 days
post inoculation (dpi) in confirmatory individual phenotyping. Strains FS1766 (avirulent) and FS5948
(virulent) were tested three times (3 independent batches x 9 inoculated leaves as replicates) on
the isolines Chinese Spring (CS), Chinese Spring with Stb16q (CS-Stb16q) and Cellule (C). Each point
is the disease severity assessed on a leaf (i.e., sporulating area, expressed as a percentage of the
inoculated leaf section).

CS
FS1766 FS5948
g 100 ° ® )‘(f o,‘oo. ). o* ‘3:...
®© o« ° °
o 97 e° ° ° o
-_g ce o ° ° L2
O 50 o e & >e
E [ ¢ ® [ ] [ ]
8_ 25 1 : © .o ®
n o
2 o[ T S - - -
14 20 26 14 20 26
dpi
CS-Stb16q
FS1766 FS5948
®© 1004 ° @ ®
o 0o T
© [ )
o ©
o 751 o veo
£ .
O 504 °
E .. : o
g 251 o o %
O e=--2_"___|L- @ m mm = e -
R 04 @® %2 e@n © oo [t ®
14 20 26 14 20 26
dpi
C
FS1766 FS5948
@ 100
o ¢ o o8 e o
© [ ] .. wce
75 o S ®
o e o o o °
._g e °
O 504 ° ° o
2 ° °,
o ®o_o0
< 251 o 8°
o == e e - @0 - - = —e mm e - - -
N 0 °® 0 o & 0 hd
14 20 26 14 20 26
dpi

Batch1 e Batch2 e Batch3

101



Chapitre |

Figure 1.S11. Impact of treatment (pure stands and mixtures) on the Z. tritici virulent subpopulation
on each cultivar at the late stage of the epidemic (t2). (a, ¢) Mean size of the virulent subpopulation
on Apache (npavis dimensionless variable) according to the proportion of Cellule (pc) in 2018 and
2019. (b, d) Mean size of the virulent subpopulation on Cellule (n«,c.vir) according to the proportion
of Cellule (pc) in 2018 and 2019. Grey dots indicate the mean value for each block and black dots
indicate the mean for each treatment. Bars represent the standard error within each block.
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Supplementary Tables

Table 1.51. Actual proportion of wheat plants of cv. Apache (A) and cv. Cellule (C) in microplots in
pure stands (COAT and C1AQ) and in mixtures (C1A3, C1AT, and C3AT) at the late stage of epidemics
in 2018 and 2019. Each proportion was estimated from the proportion of wheat spikes of each
cultivar at heading assessed on the basis of the presence (C) or absence (A) of bearded heads
(counted along three 1-m lines on July 4", 2018 and July 1%, 2019). The total number of spikes per
metre is indicated in italics, in brackets.

Year  Block COAT C1A3 C1A1 C3A1 C1A0
A C A C A C A C
a 1 0.12 0.88 0.52 0.48 0.61 0.39 1
(82) (68) (68) (75) (79)
2018 b 1 0.25 0.75 0.27 0.73 0.71 0.29 1
(76) (82) (75) (92) (82)
C 1 0.20 0.80 0.46 0.54 0.69 0.31 1
(67) (82) (77) (73) (97)
mean 1 0.19 0.81 042 0.58 0.67 0.33 1
(75) (77) (73) (80) (86)
a 1 0.14 0.86 0.35 0.65 0.76 0.24 1
(65) (86) (69) (74) (79)
2019 b 1 0.39 0.61 0.60 0.40 0.61 0.39 1
(103) (77) (82) (95) (73)
C 1 0.31 0.69 0.35 0.65 082 0.18 1
(91) (72) (65) (95) (69)
mean 1 0.28 0.72 0.43 0.57 0.73 0.27 1
(86) (78) (72) (88) (73)
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Table 1.52. The origin (treatment, from the following list: C1A3, C1A1, C3A1, C1AQ; period, t1 or t2, in 2018) of the 47 Z. tritici strains shown to be
avirulent against Stb16q established in the first population-phenotyping, for which virulence status was validated by confirmatory individual
phenotyping. The total number of strains tested is indicated in brackets. There was no significant difference in the number of avirulent strains at t1
between treatments (Fisher's test, p = 1).

C1A3 C1A1 C3A1 C1A0
t1 7(11) 7(11) 4(7) 6 (12)
t2 0(4) 0 (1) 0 (0) 0(m

Table 1.S3. Main sources of uncertainty and benefit-disadvantage analysis of the ‘population phenotyping’ method compared to the classical
‘confirmatory individual phenotyping’ method (see also Figure S3). 'False negative’ refers to virulent strains that appeared avirulent in the population
phenotyping but were actually virulent in the confirmatory individual phenotyping.

Sources of uncertainty Disadvantages Solutions for reducing disadvantages and estimating uncertainty  Benefits

Preparation of the The targeted concentration 10° The mean concentration of suspensions was estimated +3.0 10> Overall preparation time cut

inoculum suspensions sporessmL™" is neither precisely  spores-mL™" from a sample of 40 strains, with 85% in the range to a third (+30 isolates
measured nor adjusted, 1.0 x 10°-5.0 x 10° spores-mL™" (Figure S4). The impact of such vs. >100 isolates per half

resulting in a loss of accuracy.  variation (see Figure 8 in Suffert et al,, 2018) can be considered day)
negligible for characterising the virulence status of strains and
acceptable for comparing the orders of magnitude of
aggressiveness between virulent and avirulent strains.
Uncertainty was further reduced by having the same person
prepare all the batches of inoculum suspensions.

Climatic conditions in Semi-controlled environmental  The impact of climatic conditions on the development of Z. tritici Overall time for in planta

the greenhouse conditions (temperature, in planta has been clearly established (McCorison & Goodwin, phenotyping reduced by at
moisture and light) can only be  2020). Hygrometric variations and variations of light exposure least 40% due to space
maintained within a range of may explain some of the ‘false negatives’ and the poor results saving in our facilities
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variation and not set at given
values. The outdoor climatic
conditions may influence the
climatic conditions in the
greenhouse and, thus, the
physiology of wheat plants
between batches due to
seasonality.

obtained with two non-conforming batches. Comparing these
less suitable conditions with a classical phenotyping method in
a growth chamber, a low threshold was used to identify strains
as virulent (at least 5% of the area sporulating on at least one of
the six inoculated leaves). Air temperature monitoring (Figure
S5) made it possible to check that the thermal time from
inoculation to disease assessment was significantly longer than
the mean latent period of Z tritici for all batches. The two non-
conforming batches were identified (using eight virulent strains
as control), and removed before retesting.

Small number of
biological replicates:
- Only six leaves
inoculated

- Potential leaf layer
effect

- No repetition of the
batches

The number of 'false negatives’
is expected to be inversely
related to the number of
biological replicates (number
of leaves inoculated with a
given strain) and to be higher
in the absence of repetitions.

Confirmatory individual phenotyping was performed with a
larger number of biological replicates in more suitable
conditions (growth chamber). Half the strains collected on cv.
Cellule in the field that appeared avirulent after the first
population-phenotyping were actually virulent. Thus, the
maximal percentage of 'false negatives’ was estimated 3%,
which was considered acceptable with respect to the goal of this
study.

Overall time for in planta
phenotyping reduced by at
least 40% due to space
saving in our facilities.
Possibility of testing a very
large number of strains
(several thousand rather than
several hundred)

Visual assessment

Visual assessment is
theoretically less accurate than
image analysis for area
estimation (e.g. Stewart et al,
2016).

The difficulties detecting pycnidia made it impossible to use
image analysis in practice for high-throughput population
phenotyping on seedlings. Uncertainty was reduced further by
having the same person perform all visual assessments.

Overall time for in planta
phenotyping reduced by at
least 40% in our facilities
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Abstract

This study follows on from a previous study showing that binary mixtures of wheat
cultivars affect the evolution of Zymoseptoria tritici populations within a field epidemic
from the beginning (t1) to the end (t2) of a growing season. Here, we focused on the
impact of interseason sexual reproduction on this evolution. We studied mixtures of
susceptible and resistant cultivars (carrying Stb76q, a recently broken-down resistance
gene) in proportions of 0.25, 0.5 and 0.75, and their pure stands. We determined the
virulence status of 1440 ascospore-derived strains collected from each cultivar residues
by phenotyping on seedlings. Virulence frequencies in the ascospore-derived
population were lower in mixtures than in pure stands of the resistant cultivar,
especially in the susceptible cultivar residues, as at t2, revealing that the impact of
mixtures persisted until the next epidemic season (t3). Surprisingly, after sexual
reproduction the avirulence frequencies on the resistant cultivar residues increased in
mixtures where the proportion of the susceptible cultivar was higher. Our findings
highlight two epidemiological processes: selection within the pathogen population
between t1 and t2 driven by asexual cross-contamination between cultivars (previous
study) and sexual crosses between avirulent and virulent strains between t2 and t3
driven by changes in the probabilities of physical encounters (this study). Mixtures
therefore appear to be a promising strategy for the deployment of qualitative
resistances, not only to limit the intensity of Septoria tritici blotch epidemics, but also
to reduce the erosion of resistances by managing evolution of the pathogen
population at a pluriannual scale.

Keywords

Cultivar mixtures, interseason, Septoria leaf blotch, sexual reproduction, Stb16gq, viru-
lence, wheat disease epidemics, Zymoseptoria tritici

108


https://doi.org/10.1111/ppa.13577

Chapitre Il

Introduction

One of the major pillars of crop protection against fungal diseases is the use of resistant
cultivars with different sources of resistance. Qualitative resistance genes can confer
full protection, by preventing pathogens from infecting, growing on or reproducing in
host-plant tissues (Dodds & Rathjen, 2010). However, the deployment of cultivars
carrying the same genes at large spatial scales creates strong selective pressure on
pathogen populations (McDonald & Linde, 2002). This pressure favours the emergence
of 'virulent' individuals capable of infecting plants that were hitherto resistant, and
increases in the frequency of such individuals (Niks et al, 2011). As the frequency of
virulent strains increases, the resistance is eroded, and may then be considered to have
broken down (Brown & Tellier, 2011). In this context, cereal farming systems are faced
with two major concrete problems: (i) the number of resistance genes known and/or
available to breeders is limited, and (ii) it may take longer for a gene to be incorporated
into new cultivars than for its resistance to be broken down. The current challenge is,
therefore, to identify and/or optimise agricultural practices to extend the lifetime of
cultivars: in other words, to reinforce the ‘durability’ of their resistance to diseases
(Johnson, 1984).

The trade-off between the ‘efficacy’ and 'durability’ of resistance to plant pathogens
has emerged as an important issue in recent years (Mundt, 2018; Rimbaud et al,, 2018a;
Cowger & Brown, 2019). The efficacy of strategies for controlling fungal diseases is
generally assessed at the scale of the cropping season, because this is the period of
interest for a grower, for limiting yield losses due to disease. However, larger time
scales should be considered, because a strategy can result in cumulative effects over a
period of years, affecting its durability. Ecological studies have highlighted the
importance of deciphering the relationship between the season and the ‘off-season’ of
the pathogen for epidemiological predictions (Numminen et al, 2019). An
understanding of this relationship is even more crucial if an important step in the
pathogen life cycle occurs predominantly between growing seasons. This is the case
for example, for sexual reproduction, which helps to maintain the pathogen population
between annual epidemics, while also driving evolutionary processes (Burdon & Laine,
2019). Epidemiological studies have widely highlighted the impact of sexual
reproduction on pathogen survival between growing seasons (e.g. Yuen & Andersson,
2013, for Phytophthora infestans). Moreover, the intensity of sexual reproduction, the
amount of primary inoculum at the beginning of the subsequent epidemic and the size
of the pathogen population during this epidemic, for which disease 'severity’ is a proxy,
have been shown to be correlated (e.g. Lo-Pelzer et al,, 2009, and Fortune et al,, 2021,
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for Leptosphaeria maculans; Cowger et al.,, 2002; Suffert et al.,, 2018a, for Zymoseptoria
tritici). The recombination resulting from sexual reproduction also has a qualitative
effect on the characteristics of the offspring population relative to the parental
population. However, a few experimental studies have investigated the impact of sexual
reproduction on the frequency of strains displaying virulence against a specific gene
within pathogen populations at field scale. Sexual recombination can modify the
capacity of a progeny to infect the host on which its parental population originated,
and the "beneficial” impact of cropping practices on the pathogen population during
the preceding growing season, limiting the increase in virulence frequency, for
example.

Z. tritici is the ascomycete fungus responsible for Septoria tritici blotch (STB), one of
the most damaging wheat diseases in temperate countries (Shaw & Royle, 1989a;
Fones & Gurr, 2015). This pathosystem is a useful model for investigating these issues.
Z. tritici displays both asexual reproduction, which predominates during the cropping
season, and sexual reproduction, which occurs mostly during the interseason period
(Suffert et al, 2011). During the autumn, the fungus survives on wheat residues,
forming sexual fruiting bodies (perithecia) that release wind-dispersed ascospores,
which constitute the main source of primary inoculum for the next epidemic season
(Sanderson, 1972; Shaw & Royle, 1989a). The genetic recombination resulting from
sexual reproduction underlies the diversity of the fungal population and the adaptive
dynamics of this species (Chen & McDonald, 1996; McDonald & Linde, 2002). As a
means of controlling STB, breeders have incorporated Stb76qg, one of the 21 major
resistance genes identified to date (Ghaffary et al, 2012; Brown et al,, 2015), into several
cultivars, including cv. Cellule (Florimond Desprez, France). This cultivar was widely
grown in France over the last decade (see Fig. 2 in Orellana-Torrejon et al, 2022a). A
few years after the deployment of Cellule (2012), strains capable of overcoming Stb16qg
were detected, and such strains now comprise a substantial proportion of field
populations. For example, these strains were estimated to have reached proportions of
0.13 and 0.14 in a trial in the Parisian basin in 2018 and 2019, respectively (Orellana-
Torrejon et al., 2022a).

Growing different cultivars (cultivar mixtures) with complementary sources of
resistance in the same field is a promising, well-documented practice for controlling
epidemics of plant diseases, such as STB (Cowger & Mundt, 2002b; Vidal et al., 2017a;
Kristoffersen et al, 2021). In a previous experimental study, we showed that wheat
cultivar mixtures can have a significant impact on both the size and composition of
Z. tritici populations relative to those on pure stands of the cultivar carrying the
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resistance gene (Cellule), over the course of the growing season (Orellana-Torrejon
et al., 2022a). We established that, in cultivar mixtures, cross-contaminations may occur
between cultivars during the cropping season, modifying the dynamics of the
pathogen population on a particular cultivar relative to the pure stand. Taking the pure
stand of Cellule as a reference, we established that cultivar mixtures could help to slow
the dynamics of resistance breakdown.

Our goal in this study was to investigate the consequences of sexual reproduction on
the impact of mixtures on the frequency of virulence against a broken-down STB
resistance gene within the offspring population constituting the pool of primary
inoculum for subsequent epidemics. The challenge was determining whether the
evolution of pathogen populations in cultivar mixtures is limited to the scale of an
annual epidemic or whether it may continue over a longer period.

Materials and methods

Overall strategy
In a field experiment divided into microplots, we characterised Z. tritici populations in

binary mixtures with different proportions of a cultivar carrying the Stb16q resistance
gene relative to pure stands. The populations studied consisted of strains sampled from
diseased leaves at the end of a STB epidemic (t2; see Figure 1 in Orellana-Torrejon
et al, 2022a) and from the corresponding wheat residues after interseason sexual
reproduction (t3). We characterised population size based on disease severity at t2 in
the field and based on the amount of ascospore released from residues at t3 in
laboratory conditions. Ascospore-derived strains were then phenotyped on both
cultivars in greenhouse seedling assays, to compare the aggressiveness and
composition of populations based on estimates of the frequency of strains virulent
against Stb16q.

Design of the field experiment
This experiment was performed as part of the field trial described in full by Orellana-

Torrejon et al. (2022a). This trial, conducted during the 2017-2018 season and repeated
in 2018-2019, was designed to compare the annual dynamics of Z tritici populations
in pure stands and in binary mixtures of wheat cultivars, from the early (t1) to the late
stage (t2) of an epidemic (Figure Il.1a). It was divided into three blocks (a, b, and ),
each consisting of five microplots treated as follows: a pure stand of wheat cv. Apache
(COAT1), a pure stand of wheat cv. Cellule (CTA0), and three binary mixtures, with sowing
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proportions of Cellule (pc) of 0.25, 0.5 and 0.75 (C1A3, C1A1, and C3A1, respectively).
Apache (A) was chosen for its moderate susceptibility to STB and Cellule (C) because it
carries the Stb16q resistance gene for which resistance breakdown has recently been
reported.

(a) : i

Figure 11.1: Zymoseptoria tritici populations on wheat tissues at the late stage of the epidemic
(t2) and after interseason sexual reproduction (t3). (a) Microplot at t2 (1 1t May 2018). (b)
Microplot just before harvest (11t July 2018). (c) Manual collection of the wheat plants. (d)
Wheat bundles, separated by cultivar, positioned on the ground of a microplot at t3, i.e. after
four months of exposure to weather conditions (26™ November 2018). (e) Wetting of wheat
residue fragments in laboratory conditions. (f) Petri dishes with PDA medium placed upside
down over wheat residue fragments to generate a discharge event and to collect ascospore-
derived strains.

Management of wheat residues and sexual reproduction
Wheat plants were sampled after their complete natural desiccation, on 10" July 2018

and 16™ July 2019 (Figure 11.1b), over a distance of 2 x 1 m in rows 3 and 4 at the eastern
side of each microplot; non-destructive sampling was conducted at t2, to prevent
border effects (Figure S1 in Orellana-Torrejon et al., 2022a). Before harvest, the plants
were cut at a height 5 cm from the ground in each microplot (Figure Il.1¢) and grouped
by cultivar, based on the presence (Cellule) or absence (Apache) of awns on the ears.
The resulting 24 bundles were stored in a dry place outside the field, for three weeks.
Meanwhile, the rest of the plants in the microplots were harvested mechanically on 17"
July 2018 and 23" July 2019 (short cut at a height of 5 cm). On 2" August 2018 and
14™ August 2019, each plant bundle was divided into five smaller bundles, hereafter
referred to as sets of ‘residues’, which were deposited on the soil in their microplot of
origin, at a location at which most of the other crop debris had been removed by raking.
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The residues were, thus, exposed to field conditions during the autumn to promote
sexual reproduction between Z. tritici strains present on the senescent wheat tissues
before harvest (Figure 11.1d). On 26" November 2018 and 10" December 2019, 50 g of
decaying plant material (mostly stems and sheaths) was sampled from each set of
residues and left to dry in laboratory conditions for one month.

Characterisation of pathogen population size
The intensity of sexual reproduction was estimated by quantifying ascospore

production by each set of residues of each cultivar with two simultaneous discharge
events per treatment and per block, as described in Suffert et al. (2016). For each
discharge event, 15 g of residues were cut into 2 cm fragments, soaked in water for 20
min (Figure Il.1e) and spread on dry filter paper in a box (24 x 36 cm) with the lid left
half-open to decrease the relative humidity of the air. Eight Petri dishes (90 mm in
diameter) filled with PDA (potato dextrose agar, 39 g-L'") medium were then placed
upside down 1 cm above the fragments (Figure II.1f). The boxes were placed at 18°C
overnight (15 h). The Petri dishes were then closed and incubated at the same
temperature in the dark. Six days later, clustered yeast-like colonies resembling cream-
coloured convoluted heaps were observed. We counted the number of these colonies
by eye, and their identification as Z tritici was checked under a microscope four days
after ascospore discharge. It was assumed that each colony resulted from the
germination of a single ascospore, and that clusters of colonies appeared just above
mature pseudothecia from which several ascospores had been discharged (see Figure
2c in Suffert et al, 2016). For each discharge event, we calculated a cumulative
ascospore discharge index (ADI; ascospores-g™'), defined as the total number of
ascospores discharged per gramme of wheat residues. We then calculated the mean
of six discharge events, ADI,, for each cultivar v (v € [A; C]) and for each treatment. An
overall mean ascospore discharge index (ADI) was also calculated at the whole-canopy
scale for each treatment, by weighting ADI, by the proportions of the cultivars (pc for
Cellule and 1 - pc for Apache), as follows:

ADI = pc X ADIc + (1 - pc) X ADIa eq. 1

Characterisation of the composition of the pathogen population

Sampling of Z. tritici strains from wheat residues — We sampled 30 ascospore-derived
strains per cultivar and per microplot (total of 1440 strains, Table 1l.1) from wheat
residues. Where possible, the strains were selected from distant clusters of colonies,
from as many different Petri dishes as possible, to reduce the probability of sampling
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the same genotype several times. Each strain was picked with a pin from a single colony
and streaked onto a Petri dish containing PDA, which was then incubated at 18°C for
five days in the dark. This operation was repeated twice to obtain pure single-genotype
strains. Each strain was finally scraped off the dish to obtain a substantial mass of
blastopores (150 mg), which was deposited at the bottom of a cryotube and stored dry
at -80°C.

Table 11.1. Number of Zymoseptoria tritici strains sampled on each cultivar (‘A" for Apache, 'C’
for Cellule) for each treatment (COAT, C1A3, C1A1, C3A1 and C1AQ) after interseason sexual
reproduction (t3) following the 2018 and 2019 epidemics, with phenotyping to determine
virulence status.

Year Stage COA1 C1A3 C1A1 C3A1 C1A0 Total

2018 3 90 90 90 89 90 90 90 90 719

2019 32 88 90 90 90 90 90 90 90 718

! discharged on 26™ November 2018 from wheat residues collected in the field on 10™ July
2018
2 discharged on 10" December 2019 from wheat residues collected in the field on 16" July
2019

Population phenotyping — Phenotyping data for the Z tritici population sampled at t2
(total of 1440 strains) were obtained and analysed in a previous study (Orellana-
Torrejon et al, 2022a). We characterised the ascospore-derived strains sampled at t3
for virulence and aggressiveness on cv. Cellule and Apache seedlings according to the
same protocol. This population was phenotyped by splitting it into 14 batches of strains
tested in the greenhouse (14 batches of 93 strains and 2 batches of 69 strains). Each
batch was balanced to ensure that it contained similar numbers of strains from each
cultivar, treatment, and block. Each strain was tested individually on two leaves of three
18-day-old seedlings grown in a pot (six replicates), for each cultivar. For each strain,
inoculation was performed with blastospore suspensions (concentration: 10° to 5.0 x
10° sporessmL™") and a cotton bud. All seedlings were then enclosed in transparent
polyethylene bags moistened with distilled water for 72 h, to promote infection. The
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same eight virulent strains as used by Orellana-Torrejon et al. (2022a) were added to
each batch as control strains, to ensure similar conditions for all batches.

Disease severity was assessed by eye 21 days post-inoculation, by determining the
percentage of the inoculated leaf surface covered by pycnidia. A strain was considered
pathogenic if pycnidia were observed on at least one of the six leaves of Apache. A
pathogenic strain was considered virulent ('vir') against Stb76q if pycnidia were
observed on at least one of the six leaves of Cellule, and avirulent otherwise. The
frequency of virulent strains fvvir (v € [A; C]) was calculated for each cultivar for each
treatment.

We calculated the conditional aggressiveness (AGc; defined as the amount of disease
“conditional on the individuals being infected” by McRoberts et al,, 2003) of each strain
sampled on cv. Apache and Cellule at the early (t1) and late (t2) epidemic stages (see
Orellana-Torrejon et al., 2022a) and at t3 (after interseason sexual reproduction; current
dataset). For a given strain, AGc was calculated if at least three of the six inoculated
leaves on cv. Apache presented pycnidia.

Overall impact of cultivar mixtures on the dynamics of virulent subpopulations
after sexual reproduction
We estimated the number of virulent ascospores discharged per gramme of residues

(navyir) for each cultivar v (v € [A; C]) as a proxy for the size of the virulent
subpopulation at t3. This variable was obtained by multiplying the ascospore discharge
index (ADIy) by the frequency of virulent strains (f3.vvir) for each cultivar x treatment x
block combination. The mean size of the virulent subpopulation at t3 (n.i) was
calculated at the whole-canopy scale for each treatment, as for the overall mean
ascospore discharge index (AD], eq. 1).

Statistical analysis
All data analyses were performed with R software (v4.0.2 R Core Team 2012). Shapiro

tests (‘shapiro.test’ function) showed that none of the variables studied were normally
distributed. We therefore used various approaches to account for the non-normality of
the data, depending on the number of replicates available and the actual distribution
of the data.

We assessed the effect of treatment on the size of the pathogen population at t3 (ie.
on the intensity of interseason sexual reproduction), by normalising the ascospore
discharge index (ADI,) data with ordered quantile transformation (bestNormalize R
package; ‘'orderNorm’ function) and performing an analysis of variance (ANOVA,; ‘Im’
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function). The variance of the overall mean ascospore discharge index (ADI) was
estimated by calculating error propagation from the standard error of individual
variables. We analysed the frequency of virulent strains and the frequency of
pathogenic strains during the wheat growing season (t2; t3) with a generalised linear
model adapted to a binomial distribution of data (‘glm’ function).

The variance of the three variables described above was partitioned into sources
attributable to the following factors and their interactions: cultivar of origin (A; C),
treatment (COA1; C1A3; C1AT1; C3AT; C1AO0), block (a; b; c), and year (2018; 2019). We
also assessed the effect of ‘period’ (t2; t3) on the frequency of virulent and pathogenic
strains. We performed a Tukey HSD post-hoc test for multiple pairwise comparisons
on estimated marginal means (emmeans and multcomp R packages; 'emmeans' and
‘cld' functions). The pertinence of the generalised linear models used was checked by
calculating the ratio of the residual deviance to the number of degrees of freedom
(<M.

The effect of treatments on the frequency of virulent strains (fwivvi) and on the
frequency of pathogenic strains was assessed with a y? test (‘chisq.test’ function) for
contingency tables or with Fisher's exact test when the expected numbers were small.
The effects of treatments on the number of virulent ascospores discharged per gramme
of residues for each cultivar (nyyir; v € [A; C]) and on the mean size of the virulent
subpopulation calculated at the whole-canopy scale (ni3ir) were assessed in a Kruskal-
Wallis test (agricolae R package, 'kruskal’ function), selected as the appropriate test for
one ANOVA factor with a non-normal distribution. Similarly, the effect of ‘period’ (t1;
t2; t3) on conditional aggressiveness means (AGc) was assessed in a Kruskal-Wallis test.
Bonferroni correction was used for pairwise comparisons, due to its high stringency.
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Results

Impact of cultivar mixtures on the overall size of pathogen populations on resi-
dues after sexual reproduction

The ascospore discharge index (ADI) was 10 times higher in 2018 than in 2019,
regardless of cultivar or treatment (p < 0.05, ANOVA; Table I11.S1 and Figure 11.2). ADI
depended on cultivar, without interaction with any other factor. The post-hoc test
revealed that ADIa was significantly higher than ADIc in pure stands, and in C3A1, in
2019, highlighting a higher intensity of sexual reproduction in Apache than in Cellule
in these two sets of conditions. ADI was highly variable, particularly between blocks.
Treatment had a significant effect on the intensity of sexual reproduction for two of the
three blocks, but the overall effect, when all three blocks were considered together,
was not significant. The effect of treatment on ADI was not significant, at least partly
due to the high variability of ADIx and ADIc. In 2019, ADIa tended to increase (p = 0.038,
ANOVA) with the proportion of Cellule in the mixture (pc; Figure 11.2 and Table I1.S1).
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Figure 11.2. Mean ascospore discharge index, ADI, (mean number of Zymoseptoria tritici
ascospores collected from 1 g of residues of cultivar v), according to the proportion of cv. Cellule
(pc) in the canopy at t3, in 2018 and 2019. ADI, was calculated for each cultivar, Apache (ADly,
blue solid line) and Cellule (ADI, red solid line), based on six discharge events (two per block).
The overall ascospore discharge index ADI (black solid line) was calculated at the whole-canopy
scale as the mean of ADI, and ADI weighted by the proportions of the cultivars. Bars represent
the standard error for the six discharge events. ADI, and ADI. were significantly different (*)
only in 2019, in pure stands and C3A1 (ANOV A followed by a Tukey HSD post-hoc test). No
other differences between treatments (pc) were significant for ADI4 or ADI.
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Figure I1.3. Change in the frequency of Zymoseptoria tritici strains considered virulent against
Stb16q in the populations collected (a, b) from cv. Apache (f34.i) and (c, d) cv. Cellule (f3cvi)
in pure stands (pc = 0) and mixtures (pc = 0.25, 0.5, and 0.75 for C1A3, C1AT, and C3A],
respectively) from t2 (wheat plants at the late epidemic stage) to t3 (wheat residues after
interseason sexual reproduction) in 2018 and 2019. The frequencies of virulent and avirulent
strains are indicated by the grey and white bars, respectively, and the corresponding numbers
appear in boxes. The effect of the treatment (pure stands and cultivar mixtures) on the number
of virulent strains was assessed by performing a x* test with Bonferroni correction for pairwise
comparison (letters at the top of each bar). Changes in the number of pathogenic strains from
t2 to t3 were calculated for each pc and are represented with simple arrows (white for increases
and green for decreases). Blue double arrows highlight the increase in the virulence frequency
gap between cultivar proportions from t2 to t3. None of the differences in the number of
virulent strains from t2 to t3 within treatments was significant, according to the generalised
linear model, except for pc = 0.25 on Cellule in 2018 (*: p < 0.05).
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Impact of sexual reproduction on the composition of pathogen populations in
cultivar mixtures

Three factors had a significant impact on the frequency of virulent strains: year, cultivar
and treatment. The change in the frequency of virulent strains between t2 and t3
depended on cultivar (the generalised linear model highlighted a significant period x
cultivar interaction; Table 11.S2).

The impact of mixtures persisted after sexual reproduction, on both cultivars — The
variation of the frequency of virulent strains (fxavir and f,.cvir) with the proportion of
Cellule in the mixture (pc) followed the same trend as at the late epidemic stage (t2)
for both cultivars (for more details, see Orellana-Torrejon et al, 2022a). After sexual
reproduction (t3), the ascospore population derived from Apache contained a still
significantly higher number of virulent strains in mixtures than in the pure stands of
Apache, in both years (y? test, p < 0.001; Figure 1l.3a and 11.3b), and this number
increased with pc. At t3 on Cellule, the effect of treatment on the frequency of virulent
strains relative to that in the pure stand of Cellule was not significant, except for C1A3
in 2018 (2 test; p < 0.001 in 2018 and p = 0.208 in 2019; Figure 11.3c and 11.3d). The
proportion of Cellule (pc), thus, had little impact on the frequency of virulent strains on
Cellule (fw,.cvir), as at t2. Moreover, the difference in the frequency of virulent strains
between t2 and t3 was non-significant for almost all treatments and for both cultivars
(generalised linear model after post-hoc comparisons). We therefore conclude that the
overall effect of mixtures persisted after sexual reproduction, on both cultivars.

The impact of sexual reproduction (‘period’ effect) on the frequency of virulent strains was
dependent on cultivar and treatment (pc) — On Apache, the effect of treatment seemed
to be emphasized by an inflection in the proportion of Cellule in the micture (pc) at t3,
with a substantial increase in the frequency of virulent strains (Figure 1l.3a and 11.3b).
The proportions involved were between pc = 0.25 (C1A3) and pc = 0.5 (C1A1) in 2018
(tripling f.avir) and between pc = 0.5 (C1A1) and pc = 0.75 (C3A1) in 2019 (doubling
fi.avir)- These findings reflect particularly high levels of variation in the frequency of
virulent strains after sexual reproduction around pc = 0.5. In particular, fewer virulent
strains were found on Cellule in mixtures (regardless of pc) at t3 than at t2 (data from
Figure 5 in Orellana-Torrejon et al, 2022a) in both years, with differences in fi3.cvir
ranging from -2% to -13%; however, this difference was significant only for C1A3 in
2018 (generalised linear model, p = 0.020; Figure 11.3c). This suggests that sexual
reproduction led to an overall increase in the frequency of avirulent strains on Cellule
in all mixtures (from x1.2 to x7).
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Virulent subpopulation size ( niz ayir)
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Figure I1.4. Impact of mixtures on the size of the Zymoseptoria tritici virulent subpopulation after
sexual reproduction (t3) on wheat residues from each cultivar and at the whole-canopy scale. (a,
b) Proxy for the size of the virulent subpopulation sampled from residues of cv. Apache (nsavir;
number of virulent strains collected from 1 g of residues; black dots) and (c, d) from residues
of cv. Cellule (nscvir), according to the proportion of Cellule (pc) in 2018 and 2019. (e, f) Proxy
for the size of the virulent subpopulation calculated at the whole-canopy scale (fia,ir). Bars
represent the standard error for six replicates for n avir and n cuir, and three replicates for i vir.
Error propagation was taken into account. The effect of treatment (pure stand or cultivar
mixture) on the mean size of the virulent subpopulation was assessed by performing a Kruskal-
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Overall impact of mixtures on the dynamics of the virulent subpopulation after
sexual reproduction

The virulent subpopulation nis,v,vir was about 10 times larger in 2018 than in 2019, what-
ever the treatment or cultivar (Figure Il.4a). After sexual reproduction on Apache, the
virulent subpopulation (ns,avir) was significantly larger in two mixtures (C1A1 and C3A1)
than in the corresponding pure stands in 2018 (Kruskal-Wallis, p = 0.016; Figure 11.4a).
In 2019, the differences were not significant. The high variability of ADI, the quantitative
variable used to calculate nw i, made it impossible to highlight other significant ef-
fects. Nevertheless, niavir increased significantly with the proportion of Cellule (pc) in
2018 and there was a similar trend in 2019 (p = 0.016 and p = 0.077, respectively, Figure
ll.4a and 11.4b). By contrast, on Cellule, differences in ny,cyir between mixtures and the
pure stand were not significant, in either year (Figure 1l.4c and 11.4d). Finally, the size of
the overall virulent subpopulation estimated at whole-canopy scale (7ir) increased
with the proportion of Cellule in the mixture, but this trend was not statistically signif-
icant (Figure Il.4e and 11.4f).

Pathogenicity and aggressiveness of pathogen populations after sexual
reproduction

As at t2, most of the ascospore-derived strains sampled from Apache and Cellule
residues (> 95%) were pathogenic, causing sporulating lesions on Apache (Figure 11.S1).
The proportion of Cellule in the mixture (pc) had no significant effect on the frequency
of pathogenic strains on either cultivar, except for C3A1 on Apache in 2019 and on
Cellule in 2018 where it was lower (Fisher's test p = 0.016 and p = 0.008, respectively,
Figure 11.51). The difference in the frequency of pathogenic strains between t2 and t3
was not significant overall and depended on treatment (p = 0.015 for the interaction
between period and treatment; Table 11.52). The post-hoc comparisons showed that the
differences were significant in five cases with a number of pathogenic strains lower
(C1A3 on Apache in 2018 and C3A1 on Cellule in 2018 and 2019) and higher (COA1 on
Apache in 2018 and C1A3 on Cellule in 2019) in t3 than in t2.

The conditional aggressiveness (AGc) of the Z tritici populations sampled at t1, t2, and
t3, expressed as the mean percentage sporulating leaf area on cv. Apache in conditions
in which at least three of the six inoculated leaves presented pycnidia, was calculated
for a total of 3563 strains. AGc decreased significantly after sexual reproduction in 2018,
and a similar trend was observed in 2019 (Kruskal-Wallis, p < 0.01 and p = 0.08,
respectively; Figure II.5). AGc was 18.4% for strains collected at t3, versus 20.4% at t1
and 22.0% at t2 in 2018, and 12.4% for strains collected at t3, versus 16.0% at t1 and
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14.4% at t2 in 2019. The differences observed between t1 and t2 were not significant
in either year.
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Figure II.5. Comparison of the conditional aggressiveness (AGc) of 3563 strains collected on
Apache and Cellule in the field trial, by sampling period: early epidemic stage (t1), late epidemic
stage (t2) and after interseason sexual reproduction (t3). AGc was calculated as the mean
percentage of the leaf area displaying sporulation on cv. Apache in conditions in which at least
three of the six inoculated leaves presented pycnidia. For each sampling period, the number of
strains (n), the mean (white diamond) and the median (horizontal bar) are indicated. The effect
of the sampling period was assessed in a Kruskal-Wallis test (p < 0.01 and p = 0.08 in 2018 and
2019, respectively).

Discussion

This study follows on from a previous study (Orellana-Torrejon et al,, 2022a), in which
we highlighted the impact of mixtures of cultivars between the early (t1) and late (t2)
stages of the wheat growing season on both the overall size of Z tritici populations
(with disease ‘severity’ as a proxy) and their composition (frequency of virulent strains
and size of the virulent subpopulation). We show here that sexual reproduction during
the interseason period (t3) on wheat residues does not greatly affect the beneficial
impact of mixtures over the epidemic season: the selective dynamics displayed during
the growing season persisted in the offspring populations. The frequency of virulent
strains derived from ascospores remained lower in mixtures than in pure stands of
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Cellule (hereafter referred to as the ‘resistant’ cultivar), indicating that mixtures
effectively limited the transmission of virulence against Stb16q resistance into the
following epidemic season. Mixtures had no detectable impact on the size of offspring
populations relative to pure stands, contrary to expectations of a possible decrease in
the amount of primary inoculum based on the lower disease severity observed at t2.
We discuss here, in greater detail, the novelty and promise of this study, together with
its limitations, by distinguishing the effects on each cultivar and proposing explanatory
mechanisms.

*k%k

One of our key findings concerns the impact of sexual reproduction on the composition
of the offspring population and the persistence of the overall mixture effect, with
differences between cultivars. After interseason sexual reproduction, the increase in the
proportion of the susceptible cultivar in the mixture was accompanied by: (i) a decrease
in the frequency of virulent strains derived from ascospores on the susceptible cultivar
(treatment effect; Figure 11.3a and 11.3b), consistent with the results obtained late in the
growing season (t2) (Orellana-Torrejon et al, 2022a); and (i) an increase in the
frequency of avirulent strains derived from ascospores on the resistant cultivar
(treatment effect; Figure 11.3c and 11.3d). The dual processes involved in reducing the
frequency of virulence in mixtures justified a cultivar-by-cultivar analysis. The effect of
the proportion of the cultivar in the mixture was significant for the susceptible cultivar
in both years, and for the resistant cultivar only in 2018. This suggests that the intensity
of epidemics, which is dependent on climatic conditions in the spring, may account for
the observed differences in the magnitude of the mixture effect between years (see the
discussion in Orellana-Torrejon et al, 2022a).

A high proportion of the susceptible cultivar in mixtures decreased the frequency of
virulent strains derived from ascospores on this cultivar. No significant differences in
the frequency of virulent strains on the susceptible cultivar were observed between t2
and t3, for each mixture considered individually. Thus, the selective dynamics
established at t2 persisted during the interseason period. The similarity in the
frequencies of virulent strains in populations before and after sexual reproduction is
consistent with the genetics of Z tritici as a haploid fungus and with Hardy-Weinberg
equilibrium, according to which, the allele and genotype frequencies in a population
remain constant from generation to generation in the absence of other evolutionary
forces. However, the frequency of avirulent offspring collected on the susceptible
cultivar in mixtures with lower proportions of the resistant cultivar increased sharply
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around a cultivar proportion (pc) identified as a potential “inflection point” (between
pc = 0.25 and pc = 0.5in 2018, and between pc = 0.5 and pc =0.75 in 2019; blue double
arrows in Figure Il.3a and I1l.3b, respectively). The gap widened from t2 to t3,
highlighting an amplification of the effect of cultivar proportion, which could be an
emerging property of mixtures.

Conversely, mixtures enriched the offspring populations in avirulence through sexual
reproduction on the resistant cultivar. The frequency of avirulent strains remained low
on the resistant cultivar in mixtures after sexual reproduction (Figure 11.3c and 11.3d).
This frequency was higher at t3 (11% on average) than at t2 (6% on average), for all
mixtures and all years, and this difference was significant for C1A3 in 2018. The
frequency of avirulent strains involved in sexual reproduction was actually higher than
the frequency estimated at t2 on the basis of sporulating leaf lesion sampling, and was,
thus, higher than expected according to Hardy-Weinberg equilibrium. One possible
reason for this difference is that several parental avirulent strains may have been
present on the resistant cultivar without causing symptoms, thereby escaping sampling
at t2. Avirulent strains may be highly abundant on resistant plants due to splash-
dispersed pycnidiospores from susceptible plants, especially in mixtures with a high
proportion of the susceptible cultivar (low pc). Avirulent strains may have participated
in sexual reproduction in a cryptic manner, without the generation of asexual fruiting
bodies or symptoms. This would be consistent with the larger increase in the frequency
of avirulent strains on the resistant cultivar, significantly so for C1A3 in 2018 (10% at t2
vs. 23% at t3), when the epidemic was more intense. This important finding indicates
that sexual reproduction led to not only the maintenance of avirulence, but also its
enrichment, in the offspring population on resistant plants. The possibility of crossing
between an avirulent and a virulent strain on a plant carrying the corresponding
resistance gene was demonstrated by Kema et al. (2018) for Stb6 and by Orellana-
Torrejon et al. (2022b) for Stb16q. Two biological phenomena may account for the
asymptomatic persistence of one of the two parental strains: (i) the germination of
pycnidiospores on the leaf surface, with the ramification and epiphytic growth of
hyphae (Fones et al., 2017) or proliferation in the form of blastospores (Francisco et al.,
2019); (ii) colonisation of the substomatal cavities, with blocking in the leaf tissues
before the appearance of symptoms. It is also possible that avirulent strains successfully
penetrated the plant tissues and caused symptoms as ‘stowaways’ co-infecting the
plant simultaneously with virulent strains after a ‘systemic induced susceptibility’ (SIS)
reaction (Seybold et al., 2020). This hypothesis is plausible because avirulent isolates
were isolated from 3% (24/719) of the sporulating lesions on the resistant cultivar at t1
(Orellana-Torrejon et al, 2022a). These hypotheses were recently explored

124



Chapitre Il

experimentally under semi-controlled conditions by Orellana-Torrejon et al. (2022b)
and some of them were validated.

*k*k

Another key finding worthy of discussion is the lower aggressiveness of strains
collected from wheat residues after sexual reproduction than of those collected from
the living plant at the end of the growing season. The mean aggressiveness of the
offspring population (t3) was lower than that of both the initial (t1) and late (t2)
parental populations (Figure 11.5), this difference being significant in 2018. This result is
of great interest because it is robust, being based on the in planta individual
phenotyping of a very large number of strains (> 3500), compensating for the small
mean size of sporulating areas, as pointed out by Orellana-Torrejon et al. (2022a).
Secondly, it increases our empirical knowledge of the impact of (mal)adaptation to the
host on the short-term evolutionary trajectory of local Z. tritici populations (Morais
et al,, 2016; Suffert et al,, 2018b). This difference concerns the parental population (both
t1 and t2) sampled on plants, acting as a fitness selective ‘filter’, and also the offspring
population consisting of ascospore-derived strains sampled before they infected new
wheat plants (i.e. before they were ‘filtered’). Moreover, more ‘non-pathogenic’ strains
were sampled in mixtures after sexual reproduction (t3) than at t2 (Figure 11.S1),
confirming that the offspring population was, on average ‘less adapted’ to its host than
the parental population. This decrease in aggressiveness after sexual reproduction is
consistent with the pluriannual dynamics established in Suffert et al (2018b), even
though we did not observe changes in aggressiveness during the growing season,
between t1 and t2 (Figure I1.5). Suffert et al. (2018b) found that strains sampled later in
the epidemic were fitter than those sampled at the early stage, and no such increase
was observed at the start of the next epidemic. The lower aggressiveness of the
offspring population highlighted here confirms the existence of a trade-off between
the seasonal (epidemic) and interseason (interepidemic) periods.

*k%x

The impact of mixtures on the size of offspring populations is an issue meriting further
investigation. We did not highlight an impact on the overall size of the Z tritici
ascospore populations (t3) relative to pure stands. The size of the offspring population
was determined by counting the number of ascospores discharged per 1 g of wheat
residues (ADly), as a proxy for the intensity of sexual reproduction. The variability of the
results, due to the limitations of this method (Suffert & Sache, 2011; Suffert et al., 2016,
2018b), together with a significant block effect (Table I11.S1), probably limited our ability
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to detect an effect in this trial. However, we were able to establish that the intensity of
sexual reproduction was significantly higher in 2018 than in 2019 (Figure 11.2). The
intensity of epidemics may account for the observed year effect, as weather conditions
were more favourable in spring 2018 than in 2019 for disease development through
the splash dispersal of pycnidiospores, resulting in a higher disease severity in both the
mixtures and the pure stands of the resistant cultivar. We also found that sexual
reproduction was significantly more intense on the susceptible cultivar than on the
resistant cultivar, in pure stands and in C3A1 in 2019. This finding is consistent with
previous demonstrations of a positive correlation between the intensity of sexual
reproduction in several ascomycete pathogens and disease severity during the growing
season, as shown by Cowger et al, 2002, and Suffert et al, 2018a. There are two
possible reasons for the absence of such a correlation in this study (Figure 11.S2). First,
disease severity was quite low (< 30%) at t2, whereas Suffert et al. (2018a) reported a
positive correlation only in semi-controlled conditions in which STB severity ranged
from 40% to 80%. Second, the residues from which the intensity of sexual reproduction
was estimated in this study consisted of all leaf layers and stems, whereas disease
severity at t2 was estimated from the last three leaf layers only. This difference in the
plant material used may have had a major impact, as the wheat tissues playing the
greatest role in sexual reproduction are located in the central part of the plant
(ascospore production maximal between 25 and 35 cm above the ground; see Figure
4 in Suffert et al, 2018a).

We assessed the effect of sexual reproduction on the frequency of virulent strains in
each mixture, but we were unable to evaluate the effect on the change in overall
population size and in the size of the virulent subpopulation from t2 to t3 directly.
Indeed, the sizes of the two populations were assessed by means of two different
proxies: disease severity, expressed as the percentage of the leaf are displaying
sporulation (assumed to be correlated with the number of pycnidiospores), and the
number of ascospores ejected. We highlighted differences in the size of virulent
offspring subpopulations (Figure 11.4): (i) these populations were 10 times larger in 2018
than in 2019; (ii) they were also larger on susceptible cultivar in mixtures than in pure
stands. Given the variability observed with the method for estimating the intensity of
sexual reproduction, it seems more relevant to focus on “the frequency of virulence"
than on "population size". Our conclusions on the effects of mixtures should be
considered with caution, because there may be an overall trade-off between size and
composition in populations (Orellana-Torrejon et al., 2022a).

*k%x
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In conclusion, the results for the epidemic (Orellana-Torrejon et al, 2022a) and
interseason (the current study) periods reveal that two epidemiological processes can
account for the efficacy of cultivar mixtures for limiting the virulent fraction of a local
Z. tritici population over the course of the complete pathogen life cycle in field. The
first of these processes is the short-term selection that occurs within a local pathogen
population, driven by cross-contaminations between cultivars with splash-dispersed
pycnidiospores (the composition of which, in virulent strains, depends on the cultivar
of origin). The second process results from changes in the probabilities of physical
encounters between avirulent and virulent strains at the late epidemic stage, as
consequence of the first process. We found that this second process is probably based
on two mechanisms for decreasing the frequency of virulence in mixtures relative to
the resistant pure stands, depending on the cultivar considered in the mixture: (i) a
decrease in the frequency of virulent strains on the susceptible cultivar; (ii) more
unexpectedly, an enrichment in avirulent strains on the resistant cultivar. These
empirical findings confirm that cultivar mixtures are a promising strategy for resistance
deployment, not only to limit the intensity of STB epidemics (Kristoffersen et al., 2020a),
but also to manage the erosion of Stb genes through effects on virulence frequencies
in local Z tritici populations. This study provides experimental elements for further
investigation, by modelling approaches, of the potential of cultivar mixtures as a
durable resistance deployment strategy relative to other strategies, as assessed by
Rimbaud et al.(2018), for example. In estimations of the impact of key factors, it will be
crucial to consider the nature and number of resistance genes, the proportion of each
cultivar in the mixture, and the frequency of virulences (and their combination, if any)
in the local population (Vidal et al., 2020; Kristoffersen et al, 2021). An understanding
of the interactions between these factors will clearly require modelling approaches, but
also further experimental fungal biology studies in semi-controlled conditions (e.g.
Orellana-Torrejon et al., 2022b) to characterise the abovementioned mechanisms in
greater detail. The potential impact of resistance deployment strategies, including
cultivar mixtures — which may be beneficial, but also detrimental over the years —
remain to be fully assessed considering both the size and the genetic diversity of a
pathogen population (Mcdonald & Linde 2002; Mcdonald et al,, 2022). Our conclusions
were drawn at field scale, but it should clearly be borne in mind that the impact of
mixtures is diluted at greater spatial scales, when considering inoculum exchanges
between fields planted with different cultivars (e.g. Fabre et al, 2015).
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Supplementary Files

Figure I1.S1. Change in the frequency of Zymoseptoria tritici strains considered pathogenic in the
populations collected (a, b) on cv. Apache and (c, d) cv. Cellule in pure stands (pc = 0) and
mixtures (pc = 0.25, 0.5, and 0.75 for C1A3, C1A1, and C3A1, respectively) from t2 (wheat plants
at the late epidemic stage) to t3 (wheat residues after interseasonal sexual reproduction) in 2018
and 2019. The frequencies of pathogenic and non-pathogenic strains are indicated with grey
and white bars, respectively, and the corresponding numbers appear in boxes. The effect of
treatment (pure stands and cultivar mixtures) on the number of pathogenic strains was
assessed by performing a x? or Fisher's exact test when the expected numbers were small, with
Bonferroni correction for pairwise comparisons (letters at the top of each bar). Changes in the
number of pathogenic strains from t2 to t3 were calculated for each pc and are represented
with arrows (white for increases and green for decreases). Significant differences in the number
of pathogenic strains from t2 to t3 within each treatment are indicated according to the results
for the generalised linear model (*: p < 0.05).
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Figure I1.S2. Relationship between the intensity of Zymoseptoria tritici sexual reproduction (ADI,)
on wheat residues during the interseason period (t3) and disease severity at the late stage of the
epidemic (t2). Disease severity was calculated in the field as the mean percentage of the leaf
area covered with pycnidia, for flag leaves in 2018 and for the second and third leaves from
the top in 2019. The intensity of sexual reproduction was estimated by calculating the
ascospore discharge index (ADI; mean number of ascospores collected per 1 g of residues), for
cv. Apache (red symbols) and for cv. Cellule (blue symbols), for each block. Symbols correspond
to the different treatments (COA1 and C1AO for pure stands of Apache and Cellule, respectively;
C1A3, C1A1 and C3A1 for the mixtures).
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Supplementary Tables

Table 11.51. Impact of the various experimental factors (year, cultivar, treatment, and block) on
the intensity of Zymoseptoria tritici sexual reproduction estimated by the ascospore discharge
index (ADI; mean number of ascospores collected per 1 g of residues), according to ANOVA. The
main effects and their interactions were tested and summarised based on their P values (F test).

Factor Sum Sq Degrees of F statistic F test Significance
freedom

year 41.683 1 155.168 < 0.001 ok
cultivar 2.099 1 7.815 0.007 *
treatment 2454 3 3.045 0.038 *
block 13.541 2 25204 < 0.001 ok
year x cultivar 0.483 1 1.798 0.186 ns
year x treatment 0.175 3 0.217 0.884 ns
cultivar x treatment 0.327 3 0.406 0.749 ns
year x block 7174 2 13.354 < 0.001 ok
cultivar x block 0.037 2 0.069 0.934 ns
treatment x block 5.698 6 3.536 0.006 o
year x cultivar x treatment 1.023 3 1.270 0.295 ns
year x cultivar x block 0.040 2 0.074 0.929 ns
year x treatment x block 3.084 6 1.914 0.098

cultivar x treatment x block 2.831 6 1.757 0.128 ns
year x cultivar x treatment x block 1.187 6 0.737 0.623 ns
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Table 11.S2. Impact of the various experimental factors (year, period, cultivar, treatment, and
block) on the number of strains virulent against Stb16q (i.e., causing sporulating lesions on cv.
Cellule) and pathogenic strains (i.e., causing sporulating lesions on cv. Apache) in Zymoseptoria
tritici populations collected on Apache and Cellule in the field trial, estimated with a generalised
linear model. The main effects and their interactions were tested and summarised based on
their P values (F test). The models were fitted to retain only the significant interactions.

Factor LR Chisq 5:2;?; of Chisq probability  Significance
Number of virulent strains

year 4.53 1 0.033 *
period 2.47 1 0.116 ns
cultivar 582.37 1 < 0.001 ok
treatment 296.34 4 < 0.001 rx
block 1.85 2 0.396 ns
period x cultivar 7.02 1 0.008 **
year x treatment 43.18 4 < 0.001 rE
cultivar x treatment 5.38 2 0.068 .
period x block 6.01 2 0.050 *
period x cultivar x block 9.36 4 0.053

Number of pathogenic strains

year 17.31 1 < 0.001 rE
period 0.20 1 0.652 ns
cultivar 0.66 1 0.418 ns
treatment 7.02 4 0.135 ns
block 9.29 2 0.010 o
period x treatment 12.40 4 0.015 *
treatment x block 25.88 8 0.001 o
year x period x treatment 16.80 8 0.032 *
year x cultivar x treatment 16.72 5 0.005 **
period x cultivar x treatment 10.53 3 0.015 *
year x treatment x block 21.44 10 0.018 *
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Abstract

Little is known about the impact of host immunity on sexual reproduction in fungal
pathogens. In particular, it is unclear whether crossing requires both sexual partners to
infect living plant tissues. We addressed this issue in a three-year experiment
investigating different scenarios of Zymoseptoria tritici crosses on wheat according to
the virulence ('vir’) or avirulence (‘avr’) of the parents against a qualitative resistance
gene. Co-inoculations ('vir x vir’, ‘avr x vir’, ‘avr x avr’) and single inoculations were
performed on a cultivar carrying the resistance gene (Cellule) and a susceptible cultivar
(Apache), in the greenhouse. We assessed the intensity of asexual multiplication by
scoring disease severity, and the intensity of sexual reproduction by counting the
ascospores discharged from wheat residues. As expected, disease severity was more
intense on Cellule for 'vir x vir' co-inoculations than for ‘avr x vir’ co-inoculations, with
no disease for ‘avr x avr'. However, all types of co-inoculation yielded sexual offspring,
whether or not the parental strains caused plant symptoms. Parenthood was confirmed
by genotyping (SSR markers), and the occurrence of crosses between (co-)inoculated
and exogenous strains (other strains from the experiment, or from far away) was
determined. We found that symptomatic asexual infection was not required for a strain
to participate in sexual reproduction, and that avirulent strains could be maintained
asymptomatically “on” or “in" leaf tissues of plants carrying the corresponding resistant
gene for long enough to reproduce sexually. In two of the three years, the intensity of
sexual reproduction did not differ significantly between the three types of co-
inoculation in Cellule, suggesting that crosses involving avirulent strains are not
anecdotal. We discuss the possible mechanisms explaining the maintenance of
avirulence in Z tritici populations and supporting the potential efficacy of cultivar
mixtures for limiting resistance gene breakdown.

Key words: asexual multiplication, avirulence, infection, plant disease epidemiology,
sexual reproduction, resistance breakdown
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Introduction

Sexual reproduction drives genetic recombination in many phytopathogenic fungal
populations (Ni et al, 2011). It also plays an essential role in their interseason survival
and, thus, in the multiannual recurrence of many plant disease epidemics (Burdon &
Laine, 2019). It is widely believed that sexual reproduction in foliar pathogens requires
“infection” — penetration and growth in the organs of a living host plant, including the
appearance of symptoms — by both individual partners during an epidemic. Some
host plants carry qualitative resistance genes that prevent or stop infection by
pathogenic strains that are “avirulent” (‘avr’), according to the “gene-for-gene” model
(Dangl & Jones, 2001). Pathogenic “virulent” strains ('vir’) able to infect these “resistant”
plants can then reproduce sexually in host tissues, whereas avirulent strains, having
been prevented from infecting the host plants, are presumed not to be able to engage
in sexual reproduction. Avirulent strains are, therefore, thought to be progressively
eliminated from host plans populations carrying the corresponding resistance gene.
However, this assumption is simplistic, because the absence of infection (and, thus, of
symptoms) does not necessarily prevent a physical encounter between sexual partners.
Indeed, many fungal species reported to act as plant pathogens can also develop
epiphytically, endophytically (causing an “asymptomatic infection”), or as saprotrophs
on plant residues (Kerdraon et al., 2019; Selosse et al., 2018; Wheeler et al,, 2019). As
pathogens can complete their life cycle without necessarily causing symptoms, it may
be possible for avirulent strains to reproduce sexually on a host that they failed to
infect. Clarification of this point is essential, not only from the standpoint of fungal
genetics and biology, but also for epidemiology, as ‘unexpected’ sexual reproduction
events may affect the ratio of virulent to avirulent strains in the offspring population
developing on a cultivar considered resistant. Such events could affect the efficacy of
the resistance gene and the durability of resistance deployment strategies.

There are still many gaps in our knowledge of the interactions between living plants
and fungi during sexual reproduction in natural conditions, because of experimental
difficulties promoting sexual reproduction in some of the organisms studied, and
because of their ability to switch between lifestyles — epiphytic, endophytic and
pathogenic — under changing environmental conditions (e.g., Schulz & Boyle, 2005).
Sexual reproduction in several fungi can be achieved under controlled conditions in
planta, but also sometimes in dead plant tissues colonised in a saprophytic way, or in
axenic conditions in vitro. The ease of crossing is heterogeneous in heterothallic
species, which require two sexually compatible parental strains. For example, crosses
were obtained for Phaeosphaeria nodorum on wheat residues (straw) by Halama &
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Lacoste (1992), but the same authors were unable to obtain crosses of Zymoseptoria
tritici, the causal agent of Septoria tritici blotch (STB) in wheat under similar conditions.
These difficulties do not necessarily reflect what happens in natural conditions. In
several ascomycetes, the sexual form is cryptic or facultative, and therefore difficult to
detect. For instance, the sexual form has never been identified for the rice pathogen
Magnaporthe oryzae in natural conditions, whereas it can be obtained in vitro (Saleh
et al, 2012a, 2012b). Controlled crosses of Venturia inaequalis were first obtained on
apple trees in the greenhouse by Keitt & Palmiter (1937), then on detached apple leaf
discs by Ross & Hamlin (1962) and Martin et al. (1981), and, later, on artificial medium
by Sierotzki & Gessler (1998). The causal agent of oilseed rape stem canker,
Leptosphaeria maculans, was successfully crossed on artificial media (Shoemaker &
Brun, 2011), but sexual reproduction in planta under controlled conditions was not
achieved until recently (Bousset et al., 2018). The physiological and cellular mechanisms
occurring during sexual reproduction have been described in some model ascomycetes
(e.g. Neurospora crassa; Brun et al, 2021), but the interaction with the host plant
remains poorly understood for biotrophic and hemibiotrophic plant pathogens.

Sexual reproduction helps maintain pathogen populations between epidemics and is
involved in the interseason transmission of primary inoculum. It is, thus, essential to
understand how plant host immunity affects this process and its consequences for a
local pathogen population. The efficacy of strategies for controlling fungal plant
pathogens through cultivar resistance is generally assessed at cropping-season scale.
For this reason, the impact of host “immunity” on the sexual reproduction of the
pathogen, which mainly occurs between cropping seasons, has been much less studied.
Host-plant resistance could be considered as a form of stress, in which case it would
be expected to increase sexual reproduction rates. However, contrasting results have
been obtained for pathosystems in which this question has been addressed.
V. inaequalis has been reported to grow and produce sexual fruiting bodies
(pseudothecia) on pear and apple leaves, but its growth on different apple cultivars
was not related to the susceptibility of these cultivars to apple scab (Ross & Hamlin,
1962). Conversely, Marcroft et al. (2004), Bousset et al. (2021) and Fortune et al. (2021)
highlighted a significant effect of oilseed rape genotype on the density of L. maculans
pseudothecia produced on crop residues. The intensity of sexual reproduction was
shown to depend on disease severity at harvest, with higher stem canker severities
leading to the production of more pseudothecia. A similar finding was reported for the
hemibiotrophic pathogen Z tritici: a positive correlation was found between the
susceptibility of wheat cultivars, expressed as disease severity during the epidemic
stage, and the intensity of sexual reproduction on wheat residues (Cowger et al., 2002).
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Such a correlation is not surprising, given that this fungus is heterothallic, the opposite
mating types must come into contact for sex to occur (Kema et al,, 1996), and the two
mating-type idiomorphs are consistently found to be evenly distributed, even at a fine
scale (plant and field; Zhan et al., 2002; Siah et al., 2010; Morais et al.,, 2019). However,
data are lacking as to whether there is systematically a good match between the levels
of host susceptibility at the asexual and sexual stages (Suffert et al, 2016), apart from
the empirical characterisation of density-dependent processes established by Suffert
et al. (2018a). Moreover, it has been shown that a few days’ difference in the latent
periods of the strains, with one progressing faster than the other in wheat tissues, is
slightly beneficial to ascosporogenesis, whereas a two- to three-week interval between
infections with the two strains is detrimental (Suffert et al, 2016). More generally, the
conditions of asexual infection by two parental strains of Z tritici affect the dynamics
of sexual reproduction, but it remains challenging to identify these conditions and to
decipher the mechanisms involved.

Genes conferring partial or complete resistance to an ascomycete pathogen on the
host plant may also influence the intensity of the pathogen’s sexual reproduction,
thereby limiting the density of sexual fruiting bodies and/or ascosporogenesis. The
production and release of smaller numbers of ascospores may be another immunity
trait lowering disease severity during the early stages of the subsequent epidemic at
least (e.g. Suffert & Sache, 2011), and ensuring better crop yields. This is an important
point consider, although not the focus of this study. It would have epidemiological
consequences, as highlighted by the trade-offs identified between crop infection and
survival or the interseason transmission of primary inoculum in Phytophthora infestans
(Pasco et al., 2016), Plasmopara viticola (Delbac et al., 2019) and Z tritici (Suffert et al.,
2018b).

STB, one of the most important wheat diseases worldwide, is a suitable biological
model for the investigation of these issues. The presence of Stb genes conferring
resistance in wheat cultivars (Brown et al, 2015) is known to determine the ability of
virulent and avirulent strains to infect them. If we assume that only virulent strains can
cross on a cultivar carrying a resistance gene, then the offspring would be exclusively
virulent, resulting in the fixation of this virulence at a very high frequency, especially
when the Stb gene is present in most, if not all of the cultivars widely deployed in a
wheat production area. However, the epidemiological situation is more complex in the
case of Z tritici. For instance, the frequency of strains avirulent against Stb6 remains at
about 0.1, despite the widespread use of this resistance gene in wheat cultivars
deployed in France (Saintenac et al, 2018; Stephens et al,, 2021). Various processes,
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such as the possibility of ‘avr x vir' crosses on a cultivar carrying Stb6, could counter
the generalisation of virulence. Indeed, Kema et al. (2018) established experimentally
that such a cross can occur between a Z. tritici virulent strain successfully infecting host
seedlings carrying the corresponding resistance gene and an avirulent strain unable to
infect the host. This result should be interpreted in light of the ‘epiphytic’ growth of
Z. tritici, which has recently been shown to occur for at least 10 days in specific humidity
conditions (Fones et al, 2017). A second potential mechanism should also be
considered: the facilitation between co-infecting fungal strains demonstrated by Dutt
et al. (2021), after a ‘systemic induced susceptibility’ (SIS) reaction (Seybold et al., 2020)
or ‘neighbour-modulated susceptibility’ (NMS) reaction (Pélissier et al, 2021) for
instance, in Z tritici, with consequences modelled by Sofonea et al. (2017). These
mechanisms, explaining the possible simultaneous co-infection of a plant by an
avirulent and a virulent strain, are consistent with the presence of avirulent strains in
STB lesions sampled from resistant cultivars (e.g. Orellana-Torrejon et al.,, 2022a). Some
authors have also suggested the possible induction of 'systemic acquired resistance’
(SAR) or 'localised acquired resistance’ (LAR) in other pathosystems (Costet et al., 1999),
although their studies focused on levels of aggressiveness (quantitative response)
rather than virulence (qualitative response). Microscopy studies showed, for example,
that the Stb76q gene stops the progression of avirulent Z. tritici strains 10 day after
inoculation, either before their penetration through the stomata or in the substomatal
cavities (Saintenac et al, 2021). The physiological processes induced in such
incompatible reactions merit exploration, as they may also explain the phenomenon of
partial resistance against co-inoculation with virulent and avirulent strains. They could
potentially decrease the severity of STB severity observed in co-infected wheat plants
(Barrett et al, 2021; Schirch & Roy, 2004). Other mechanisms should also be
considered, such as crosses between non-infecting strains developing saprophytically
on (or in) wheat residues (i.e. dead tissues). Crossing in such conditions has been
reported for P. nodorum but has never been observed for Z. tritici (Halama & Lacoste,
1992).

In this experimental study, we investigated the diversity of scenarios in which Z. tritici
sexual reproduction could occur in a wheat cultivar carrying an Stb resistance gene.
Our goal was to determine whether: (i) strains that fail to infect wheat tissues during
the asexual phase can reproduce sexually ("Who?"); (ii) sex can occur if one of the
parental strains arrives on plant tissues later than the other, particularly after the
senescence of these tissues ("When?"); (iii) the presence of parental strains in different
proportions affects the intensity of sexual reproduction (“How?"). As a means of
addressing the question "Do these situations actually lead to sexual crosses?”, we
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designed an experiment based on different crossing situations, with three types of co-
inoculation ('vir x vir, ‘avr x vir' and ‘avr x avr’) and the corresponding single
inoculations (virulent, avirulent), involving multiple epidemiological processes (spore
transfers between different types of wheat tissues and fungal growth conditions).
Obtaining an answer to this question implied finding a balance between natural
conditions allowing the processes to be expressed and controlled conditions managing
and dissociating the processes considered, at least partially. We, thus, simplified the
host-pathogen interactions, using only pairs of parental strains and two wheat cultivars,
for which virulence (vir, avr) and resistance (R, S) status, respectively, were known.

Material and methods

Overall strategy

In this experiment, we inoculated adult wheat plants with and without a resistance gene
with several virulent and avirulent Z. tritici strains in the greenhouse, to estimate the
intensity of sexual reproduction by quantifying the offspring. We performed ‘co-
inoculations’ with pairs of compatible parental strains and ‘single inoculations’ of each
parent, to estimate the possibility of a strain crossing with an exogenous strain (used
for another cross during the same experiment or from outside) in the various crossing
situations. The experiment was replicated over three years (2018, 2019 and 2020). Each
year, we performed 12 co-inoculations with eight parental strains, and eight single
inoculations (Figure IIl.1). We tested three types of cross, defined in terms of the
virulence status of the parental strains: both virulent (‘vir x vir’), both avirulent
(‘avr x avr’), and one virulent and the other avirulent ('vir x avr’). All co-inoculations
were performed with suspensions of equal proportions of blastospores from the two
parental strains sprayed on adult wheat plants. Each year, additional co-inoculations
were performed for one of the ‘avr x vir' treatments, with unbalanced proportions for
the biparental suspensions. Disease severity was assessed to estimate the intensity of
asexual multiplication. Plants were left in the greenhouse and allowed to follow their
natural development cycle until they had completely dried out. The resulting senescent
plants, which were considered to be ‘residues’, were placed outdoors for several
months, and the intensity of sexual reproduction was then estimated by quantifying
ascospore discharge, as described by Suffert et al. (2016), for each crossing situation.
Several offspring strains were sampled from some sets of residues and genotyped with
12 SSR markers (Gautier et al., 2014) to check their ‘parenthood’: the genotypic profiles
of the offspring were compared with those of the (co-)inoculated strains to determine
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which strains had actually crossed, their status (virulent and/or avirulent) and their
origin (inoculated and/or exogenous).

Strains ‘vir’ (avrStb16q) Strains ‘avr’ (AvrStb16q)
N N
4 N 4 N

Single inoculations Single inoculations
Co-inoculations
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Figure 1lI.1. Design of the three-year experiment (2018, 2019, 2020) involving Zymoseptoria
tritic strains virulent ('vir) and avirulent (‘avr’) against Stb16q. Each adult wheat plant of cv.
Apache or Cellule received the same number of blastospores, whether inoculated with one
(eight single inoculations) or two strains (12 co-inoculations). All co-inoculations were
performed with equiproportional biparental inoculum suspensions. For one of the ‘avr x vir'
co-inoculations (FS1425 x FS1754in 2018, FS2883 x FS2847 in 2019, FS6176 x FS6191 in 2020),
four additional co-inoculations were performed with biparental suspensions in unbalanced
proportions (0.1- 0.9, 0.25-0.75, 0.75-0.25, and 0.9-0.1).

Plant material

We used cv. Cellule (Florimond Desprez, France) carrying the Stb76q resistance gene
(Ghaffary et al,, 2012) for its resistance to STB and Apache (Limagrain Europe, France)
for its susceptibility. Both cultivars have been widely grown in France in the last decade.
A few years after the deployment of Cellule (2012), strains capable of overcoming
Stb16q were detected. These strains now comprise a substantial proportion of Z tritici
populations in Europe (Kildea et al., 2020; Orellana-Torrejon et al., 2022a). Seeds of cv.
Cellule and Apache were sown on 11" December 2018, 20" December 2019, and 9t
December 2020, in peat pots (Jiffy). Seedlings were kept in greenhouse conditions for
two weeks and were then vernalised in a growth chamber for 8 weeks at 8°C, with a
10-h light/14-h dark photoperiod. The plants were then returned to the greenhouse
and left to acclimate for one week before transplantation into individual pots filled with
1 litre of commercial compost (Klasmann Peat Substrate 4; Klasmann France SARL,
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France) supplemented with 4 g of slow-release fertiliser (Osmocote Exact 16-11-11N-
P-K 3MgO Te) per pot. The plants were also watered with Hydrokani C2 fertiliser (Hydro
Agri Spécialités, France) diluted 1:100 and poured into the saucers under the pots.
During the growth period, the plants were illuminated with natural daylight
supplemented with 400 W sodium vapour lamps. The air temperature was kept below
20°C during the 15-hour light period and above 15°C during the 9-hour dark period.
Plants were thinned to three stems per pot during the growth period.

Fungal material

Each year, we selected eight strains (Figure lll.1 and Table IlIl.S1) from a Z tritici
population sampled from single pycnidium on cv. Cellule and Apache in pure-stand
field trials in Grignon (France) in July 2017, July 2018, and June 2019 (Orellana-Torrejon
etal, 2022a). The virulence status of these strains with respect to Stb76qg was
determined by phenotyping on wheat cv. Cellule seedlings. The sexual compatibility of
the different pairs of strains was determined by PCR amplification of the two mating-
type idiomorphs (Waalwijk et al., 2002). Subcultures were grown for five days in Petri
dishes containing PDA (potato dextrose agar, 39 g-L™") at 18 °C in the dark. Blastospore
suspensions of each strain were prepared as described by Suffert et al (2013). The
inoculum concentration was adjusted to 5 x 10° conidia-mL™" with a Malassez counting
chamber, and two drops of surfactant (Tween 20; Sigma, France) were added.
Biparental suspensions containing a Mat1.1 strain and a Mat1.2 strain were prepared
by mixing 15 mL of each of the monoparental suspensions for the equiproportional
combination (0.5-0.5). For the non-equiproportional combinations (unbalanced
proportions: 0.1-0.9, 0.25-0.75, 0.75-0.25, and 0.9-0.1), the appropriate volumes of each
suspension were combined to achieve a total volume of 30 mL.

Inoculation procedure

An atomiser (Ecospray, VWR, France) was used to apply each blastospore suspension
onto three adult plants (nine stems) for biparental suspensions and two adult plants
(six stems) for monoparental suspensions, after the wheat heads had fully emerged (on
27 April 2018, 30" April 2019, and 19" April 2020), as described by Suffert et al. (2013).
Plants were turned during the 10-second spraying event, to ensure even coverage with
inoculum. Infection was promoted by enclosing each duo or trio of plants in a
transparent polyethylene bag containing a small amount of distilled water for 72 h. The
wheat plants were kept in a greenhouse for about 11-12 weeks until they had
completely dried out (from 27" April to 12 July 2018, 30" April to 9™ July 2019, and
19t April to 8" July 2020). Air temperature was kept above 24 °C during this period. In
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2020, three adult plants each of Apache and Cellule were used as non-inoculated
control plants.

Assessment of the intensity of asexual multiplication

We estimated the intensity of asexual multiplication, by determining the percentage of
the leaf area covered by pycnidia (1, 2, 3 and 5%, and increments of 5% thereafter up
to 100%; Suffert et al, 2013) for the two uppermost leaves of each stem of the
inoculated plants, between five and six weeks after inoculation (on 15™ June 2018, 5™
June 2019, and 29" May 2020). Mean disease severity was, thus, calculated with 18
replicates for co-inoculations and 12 replicates for single inoculations. In the third year,
an additional assessment was performed eight weeks after inoculation (on 8" June
2020) on some of the leaves of cv. Cellule (co-)inoculated with avirulent strains, on
which some sporulating lesions appeared very late (a few days before leaf senescence).
The 17 strains collected from pycnidia in these lesions were genotyped, for comparison
with the parental strains used in the experiment.

Promotion of sexual reproduction

After the stems and leaves had completely dried out, the wheat plants were placed
outdoors during the summer and autumn, to induce the formation of pseudothecia
and promote ascosporogenesis. In 2018, each duo or trio of plants was tied up with
stiff wire, with the stems and leaves clamped, and placed about 10 cm away from the
nearest neighbouring duo or trio, to reduce contact with these other groups of plants
(from 12 July 2018 to 16'™" January 2019; ‘arrangement A’ in Figure I1l.2A). In 2019 and
2020, the plants of each duo or trio were cut and grouped into small bundles, hung on
a fence and spaced about 30 cm apart to ensure that contact between bundles was
totally prevented (from 9% July 2019 to 21°t January 2020 and from 22" July 2020 to
215 December 2021; ‘arrangement B’ in Figure 111.2B). Each duo or trio of plants was
considered to constitute a ‘set of residues’. After several weeks of exposure to outdoor
weather conditions, the senescent leaves and stems from each set of residues were cut
into 2 cm segments and left to dry in a laboratory atmosphere at 18 °C for one week.
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Figure 1ll.2. Management of sets of wheat residues, from the induction of Zymoseptoria tritici
pseudothecia to the assessment of sexual reproduction intensity. (a). Dry wheat plants placed
outdoors (2018; ‘arrangement A’), which led to the residues partially falling on each other. (b).
Bundles of dry wheat plants hung on a fence (2019, 2020; ‘arrangement B’), with no possibility
of direct contact. (c). Petri dishes containing PDA medium placed upside down above wheat
residues to collect Z tritici ascospores. (d). Ascospore-derived colonies on PDA at the time of
counting, Le., four days after discharge.

Assessment of the intensity of sexual reproduction

We estimated the intensity of sexual reproduction by evaluating ascospore discharge
events in residue samples split in two series (16" and 17" January 2019, 22" and 23"
January 2020, and 8" and 14™" January 2021). Each set of residues was weighed, soaked
in water for 20 min and spread on dry filter paper in a box (24 x 36 cm), the lid of which
was left half-open to decrease the relative humidity of the air around the residues. Eight
Petri dishes (90 mm in diameter) containing PDA medium were placed upside down 1
cm above the residues and left in the dark at 18 °C for 18 h (Figure I1.2C). The dishes
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were then closed and incubated in the same conditions for five days. The number of
ascospore-derived colonies (Figure I11.2D and 111.S1) was estimated by eye to calculate
a cumulative ascospore discharge index (ADI; ascospores-g™'), defined as the total
number of ascospores discharged per gramme of wheat residues, which we used as a
proxy for sexual reproduction intensity (Suffert et al,, 2018a, 2016, 2011).

Genotyping

We sampled 278 offspring strains from different ascospore-derived colonies obtained
from nine single inoculations (£10 strains sampled for each) and 11 co-inoculations
(£20 strains sampled for each) in 2018, 2019 and 2020. The parenthood of the offspring
strains was established by genotyping the 278 offspring strains and the 24 strains used
for (co-)inoculation and assumed to be their parents (Table I11.S1). We used 12 SSR
markers (AC0002-ST4, AGO0003-ST3A, CT0004-ST9, TCCO0009-ST6, ACO0001-ST7,
GCAO0003-ST3C, chr_02-140-ST2, GAC0002-ST1, GGCO0001-ST5, CAAO0003-ST10,
TCCO0002-ST12, CAA0005-ST3B) from the panel developed by Gautier et al,, (2014). The
genotyping profiles of the offspring and parental strains were analysed with Peak
Scanner software v2.0 (Applied Biosystems). We then compared these profiles, using a
decision tree designed specifically for this purpose (Figure 111.S2). The actual parental
strains could be the strains used to inoculate the corresponding plants, other strains
used to inoculate other plants during the experiment (evidence of a cross with
exogenous strains from neighbouring sets of residues; ‘exo-IN" in Table 111.2), or other
strains not used in the experiment (evidence of a cross with exogenous strains from
outside the experiment; ‘exo-OUT' in Table 1I1.2). If all 12 SSR markers for a strain
matched those of the strains used for inoculation, we considered those strains to be
the true parents. However, as several of the 12 alleles are very common in natural
Z. tritici populations, the probability of one of the parents actually being exogenous
was extremely low but not zero. By contrast, if at least one of the markers in an offspring
strain did not match the strains used for inoculation, we could be sure that one of the
actual parents was exogenous. The ‘degree of exogeneity’ of the actual parental strains
was estimated by considering the status of all genotyped offspring sampled for a given
(co-)inoculation. This indicator is expressed as the percentage of offspring strains with
at least one parent different from the strains used for inoculation.

We also genotyped 11 strains sampled from late asexual lesions observed on Cellule
(pycnidiospores) after ‘avr x avr’ co-inoculations and six observed after single
inoculations with different avirulent strains, to identify the strains responsible for these
lesions.
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Statistical analysis

All data analyses were performed with R software (v4.0.2 R Core Team 2012). The
variables used to assess the intensity of asexual and sexual reproduction were non-
normally distributed, as revealed by Shapiro-Wilk tests (‘shapiro.test’ function). We
analysed the results of co-inoculations separately from those of single inoculations,
due to a difference in the number of replicates. We, therefore, performed Kruskal-Wallis
tests (agricolae R package, 'kruskal’ function) for all statistical analyses concerning co-
inoculations, and Wilcoxon tests (rstatix R package, ‘wilcox_test’ function) for all
statistical analyses concerning single inoculations. Both tests were followed, when
necessary, by Bonferroni corrections for pairwise comparisons, due to the high
stringency of this method (P value threshold at 0.05). We estimated the impact on
disease severity and ADI of the type of co-inoculation ('vir x vir, ‘avr x avr’ and
‘avr x vir’) and virulence status, for single inoculations. To this end, we first separately
assessed the effects of year (2018, 2019, 2020) and cultivar (Apache, Cellule) on the two
aforementioned variables, and checked for an absence of potential two-way
interactions between factors. We used Benjamini & Hochberg correction for pairwise
comparisons to prevent the overestimation of mean differences. For ADI, we split the
data into two groups (‘arrangement A’ in 2018; ‘arrangement B’ in 2019 and 2020). We
also compared the effects of single and co-inoculations on ADI and assessed the effect
of the proportion of the virulent strain in the biparental ‘avr x vir’ suspensions (0.1,
0.25, 0.5, 0.75 and 0.9) on ADI and disease severity.

We used a linear model to analyse the potential correlation between the intensity of
asexual multiplication and the intensity of sexual reproduction. The variance of disease
severity was partitioned into sources attributable to the following factors and their
interactions: ADI, the cultivar inoculated (Apache, Cellule), the type of co-inoculation
and year. The model was fitted by removing non-significant interactions and we used
the adjusted R?to evaluate the state of the correlation.
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Results

Intensity of asexual multiplication resulting from single inoculations and co-
inoculations

On Apache, all single inoculations caused symptoms (Figure 111.S3), with significant
differences in mean disease severity between strains (p < 0.001, Kruskall-Wallis test,
data not shown). Disease severity per type of co-inoculation was scored 35 to 80% in
2018 and 2019 and 30 to 50% in 2020 (Figure 111.3 and Table 111.S2).

On Cellule, only single inoculations of virulent strains caused symptoms (Figure [11.S3).
We observed only rare lesions caused by single inoculations of avirulent strains (Table
[11.52). Disease severity measured after 'vir x vir' and 'vir x avr’ co-inoculations on
Cellule was rated from 9% to 64% (Table 111.S2) and was, on average, lower than that
on Apache (p < 0.001, Wilcoxon test). As expected, no disease was observed on Cellule
after 'avr x avr’ co-inoculations (Figure 111.3 and Figure [11.S3).

Mean disease severity on Apache and Cellule differed significantly between years
(p < 0.01 for both single inoculations and co-inoculations, Kruskal-Wallis test), which
can be explained by the difference in disease-scoring dates between years.

Unexpectedly, some rare lesions (isolated sporulating lesions) were observed late on
Cellule in 2020, eight weeks after inoculation, ie., long after the main disease
assessment (Figure lll.4). These lesions appeared in single inoculations with three
different avirulent strains (FS6196, FS6503 and FS6191) and after ‘avr x avr' co-
inoculation. The genotyping of strains sampled from these asexual lesions
(pycnidiospores) showed that almost all (16/17) had the same genotyping profile as
one of the strains used to inoculate the plant (Table Ill.1 and I11.S3). The remaining strain
had the same genotyping profile as another strain used in the experiment (FS6181) and
might have resulted from of a unique contamination event in the greenhouse.
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Figure I1l1.3. Impact of virulence status with respect to Stb16q of the Zymoseptoria tritici strains
used for co-inoculation (‘avr x avr’, ‘avr x vir,, 'vir x vir) on the intensity of asexual multiplication
(expressed as disease severity) and the intensity of sexual reproduction (expressed as the number
of ascospores discharged per gramme of residues;, ADI) by cultivar (Apache, Cellule) and the
arrangement of the different sets of residues (‘arrangement A’ in Figure Ill.2A; ‘arrangement B’ in
Figure 1ll.2B) during the three-year experiment. Kruskal-Wallis tests, with Bonferroni correction

for pairwise comparisons, were performed to compare the types of co-inoculation by cultivar
and arrangement.

Leaf A — vir x vir Leaf B — avir x avir
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Figure 111.4. Contrasted timing of lesion appearance on adult wheat plants of cv. Cellule in 2020:
five vs. eight weeks after co-inoculation. Flag leaves of Cellule were co inoculated with either two

virulent strains (Leaf A, FS6503 x FS619) or with two avirulent strains (Leaf B, FS6176 x FS6191).
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Table Ill.1. Identification of 17 Zymoseptoria tritici strains causing late lesions on wheat plants
of cv. Cellule, 8 weeks after (co-)inoculation (June 15th, 2020), based on the comparison of their
genotyping profiles with those of the 8 strains used for co-inoculation. The genotyping profiles,
established with 12 SSR markers from the panel developed by Gautier et al. (2014), are
presented in Table I1.S3. Sampled strains that did not match the strains used for
(co-)inoculation are indicated by *.

Cv. Strains used for (co-)inoculation ~ Number of strains sampled  Identity of strains sampled
Cellule  FS6503 (avr") - 1 FS6181 (x 1) *
Cellule  FS6191 (avr) - 4 FS6191 (x 4)
Cellule FS6196 (avr) - 1 FS6196 (x 1)
Cellule  FS6503 (avr) FS6191 (avr) 3 FS6191 (x 3)
Cellule  FS6503 (avr) FS6196 (avr) 3 FS6196 (x 3)
Cellule  FS6522 (avr) FS6191 (avr) 2 FS6191 (x 2)
Cellule  FS6522 (avr) FS6196 (avr) 3 FS6196 (x 3)
'avr’ for avirulent against Stb16q
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Figure III.5. Impact of the type of inoculation (single inoculations, co-inoculations) on the
intensity of Zymoseptoria tritici sexual reproduction (expressed as the number of ascospores
discharged per gramme of residues; ADI), by cultivar (Apache, Cellule) and the arrangement of
the different sets of residues (‘arrangement A’ in Figure IlIl.2A; ‘arrangement B’ in Figure 11.2B)
during the three-year experiment. Kruskal-Wallis tests, with Bonferroni correction for pairwise
comparisons, were performed to compare the types of co-inoculation by cultivar and
arrangement.
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Intensity of sexual reproduction and genotyping of offspring resulting from co-
inoculations

Overall, the intensity of sexual reproduction depended on cultivar in 2018 and 2019
(p = 0.002, Wilcoxon), on year for Cellule (p < 0.001, Kruskal-Wallis test; Figure 111.5),
and on the type of co-inoculation, as described below for each cultivar.

On Apache, we obtained offspring strains for all type of co-inoculations ('vir x vir/,
‘avr x avr’ and ‘avr x vir') as expected, regardless of the virulence or avirulence status
of parental strains (Figure Ill.5 and Table 111.54). The intensity of sexual reproduction on
this cultivar was not dependent on the virulence status of the parental strains: there
were no significant differences in mean ascospore discharge index (ADI) between the
three types of co-inoculation (Figure 111.5 and Table 111.54). This is not surprising, as the
virulence status of strains is relevant only for Cellule, the cultivar carrying the
corresponding resistance gene.

On Cellule, we obtained offspring strains for ‘vir x vir’ co-inoculations, as expected, but
also for 'vir x avr’ and even for ‘avr x avr' co-inoculations (Figure Il1.3). The intensity of
sexual reproduction depended on the virulence status of the parental strains: ADI was
higher for 'vir x vir' than for 'vir xx avr’ and ‘avr xx avr’ inoculations, with significant
differences only in 2018 (p = 0.031, Kruskal-Wallis; Figure 111.5 and Table 111.54).

The analysis of genotyping data for offspring strains sampled from Cellule residues
confirmed that the parental strains actually involved in sexual reproduction were very
probably the strains used for inoculation (Table 1.2, Table 111.S3 and Figure [1l.S2A). Few
cases were identified in which at least one of the actual parental strains was not among
those used for inoculation (mean degree of exogeneity of the parental strains: 5% for
all co-inoculations). The genotyping results demonstrate that an avirulent strain
present asymptomatically on a plant (without causing sporulating lesions five weeks
after inoculation) could cross with a virulent strain (infecting). For instance, two
'vir x avr’ co-inoculations, FS2883 x FS2847 in 2018 and FS6181 x FS6196 in 2020,
produced offspring for which we genotyped a sample (20 and 25 strains, respectively):
all alleles of the 12 SSR markers for all offspring strains matched those of the parental
strains used for co-inoculation (no exogeneity of the parental strains; Table Il1.2).
Moreover, genotyping demonstrated that two avirulent strains present
asymptomatically on a plant — at least five to six weeks after inoculation — were also
able to cross. This is the most striking finding of this study. The ‘avr x avr' co-
inoculations, FS2851 x FS2855 and FS2849 x FS2847 in 2019 and FS6503 x FS6196 and
FS6522 x FS6196 in 2020 all produced offspring strains in which all alleles of the 12
SSR markers matched those of the parental strains used for co-inoculation (no
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exogeneity of the parental strains; Table 111.2). The genotyping results for the offspring
strains from the 'vir x avr' co-inoculations FS1492 x FS1721 and FS1425 x FS1754 in
2018 and the "avr x avr' co-inoculation FS1721 x FS1754 are consistent with the results
reported above, even though the degree of exogeneity of the parental strains was non-
null (mean value of 16%; Table III.2). Four of the 51 offspring strains genotyped resulted
from a cross between one of the parents used for co-inoculation and another parental
strain used in the experiment (‘exo-IN’), and three resulted from a cross between one
of the parental strains used for co-inoculation and a strain from outside the experiment
(‘'exo-OUT’; Table 111.2). The parental strains displayed a higher degree of exogeneity in
2018 (Table 111.2), probably due to the difference in the arrangement of the residues
between this and the other two years (Figure 111.2A and I11.2B).

Intensity of sexual reproduction and genotyping of offspring resulting from sin-
gle inoculations

Another key finding of this study was that offspring strains could be obtained following
single inoculations, whereas plants not inoculated in 2020 (controls) produced no
offspring. At first sight, this result is surprising, as it shows that sexual reproduction
does not necessarily require inoculation with the two parental strains such that they
are present in or on (growing epiphytically) the host tissues whilst the plant is growing.
Surprising as it may seem, this result was obtained in each of the three years (Table
1.2, Figure 111.5). The "unexpected” crosses can be explained by the arrival of
“exogenous” strains on residues (after the senescent plants were placed outside) from
neighbouring sets of residues for the strains used in the experiment (‘exo-IN") and from
residues present in fields away from the experimental site ('exo-OUT’). In 2018, most of
the offspring strains obtained after the inoculation of Cellule with a single avirulent
strain (FS1754) were considered to result from a cross between the strain used for
inoculation and another parental strain used in the experiment (Table 111.S3 and Figure
I11.S2A). This can be explained by the difference in the arrangement of the residues (A
vs. B; Figure 111.2). This result is particularly surprising given that the avirulent parental
strain used for inoculation produced no symptoms on the plant during the asexual
stage. In 2019 and 2020, despite the distancing of residues, offspring strains were
obtained after single inoculations, whatever the cultivar or the virulence status of the
strain used for inoculation. We genotyped 42 and 21 offspring strains sampled from
residues of Apache after single inoculation with a virulent or avirulent strain,
respectively. We found that 36 (86%) and 18 (86%) offspring strains, respectively, could
be considered to result from a cross between the strain used for inoculation and
another parental strain used in the experiment (‘exo-IN’), and that 4 (10%) and 2 (10%),
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respectively, resulted from a cross between the inoculated strain and strain from
outside the experiment (‘exo-OUT’; Table 111.2, Figure [11.S2B). For the remaining cases
(two and one, respectively), the genotyping profiles of the offspring strains matched
those of the strains used for inoculation, and we cannot, therefore, conclude on the
origin of the exogenous parent (‘exo-IN" or ‘exo-OUT’). On Cellule, 29 of the 33
offspring strains sampled after single inoculation with a virulent strain (88%) were
considered to result from a cross between the inoculated strain and another of the
parental strains used in the experiment. The remaining four strains (12%) had the same
genotyping profile as the strain inoculated, and it was not, therefore, possible to draw
any conclusions about the origin of the exogenous parent (Table 111.2, Figure I11.S2B).

The intensity of sexual reproduction was lower after single inoculations than after co-
inoculations in 2019 and 2020 (Figure 111.5). Support for the role of non-inoculated
strains (arriving on host tissues after the plant was fully senescent) in successful crosses
is provided by the observation that the intensity of sexual reproduction in single
inoculations was dependent on year (p = 0.056 for avirulent strains in Apache and
p = 0.002 in Cellule, Kruskal-Wallis test).
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Table Il1.2. Parenthood of 278 Zymoseptoria tritici offspring strains sampled from ascospore-derived colonies obtained after nine single inoculations
and 11 co-inoculations (a subset of all the inoculations performed in the three-year experiment). Parenthood was established by comparing the
genotypic profiles of the 278 strains with those of the three sets of eight strains used for (co-)inoculation, based on the decision tree presented in
Figure 111.S2. The genotypic profiles, established with 12 SSR markers from the panel developed by Gautier et al. (2014), are presented in Table

I.S3.
ey meyer Nie ol nbedtamomanie  Duey
inoculation Year Cv.' (Co-)inoculated strain(s) 2 asexual sexual offspring the parental
multiplication 3 reproduction 4 . 'inoc’ ‘exo-IN"  ‘exo-OUT' NA C e
strains strain(s)
CEL FS1721 (avr) FS1754 (avr) 0.1 1034 10 7 1 2 0 30%
2018 CEL FS1492 (vir) FS1721 (avr) 10.6 663 21 18 3 0 0 14%
CEL  FS1425 (vir)  FS1754 (avr) 14.7 220 20 19 0 1 0 5%
CEL FS3250 (vir) FS2883 (vir) 27.8 551 20 20 0 0 0 0%
Co- 2019 CEL FS2883 (vir) FS2847 (avr) 34.7 98 20 20 0 0 0 0%
inoculation CEL FS2851 (avr) FS2855 (avr) 03 224 20 20 0 0 0 0%
CEL FS2849 (avr) FS2847 (avr) 0.6 89 20 20 0 0 0 0%
CEL FS6181 (vir) FS6141 (vir) 328 740 26 26 0 0 0 0%
2020 CEL FS6181 (vir) FS6196 (avr) 19.4 868 25 25 0 0 0 0%
CEL FS6503 (avr) FS6196 (avr) 0.1 442 22 20 0 0 2 (0%)
CEL FS6522 (avr) FS6196 (avr) 0.0 212 24 24 0 0 0 0%
2018 CEL FS1754 (avr) - 0.0 454 10 1 9 0 0 -
APA  FS3098 (vir) - 215 407 10 0 10 0 0 -
2019 APA FS3250 (vir) - 23.8 312 10 1 9 0 0 -
Single APA  FS2851 (avr) - 67.1 177 10 0 8 2 0 -
. . CEL FS3250 (vir) - 11.5 28 10 4 6 0 0 -
inoculation X
APA  FS6181 (vir) - 445 613 11 0 11 0 0 -
2020 APA FS6141 (vir) - 33.1 52 11 1 6 4 0 -
APA  FS6196 (avr) - 404 128 11 0 10 0 1 -
CEL FS6181 (vir) - 21.7 112 23 0 23 0 0 -




' CEL for Cellule, APA for Apache.

2'vir' for virulent against Stb76g and ‘avr’ for avirulent against Stb76q.

3 disease severity, expressed as the mean percentage of the leaf area displaying sporulation on
the two uppermost leaves of adult wheat plants five weeks after inoculation.

* number of ascospores discharged per gramme of residues (ADI).

> number of offspring strains for which it is certain that at least one parental strain was not
among those used to inoculate the adult wheat plants in the greenhouse, ie. has an
exogenous origin: ‘inoc’ when we considered the two parental strains to be those used for
co-inoculation; ‘exo-IN" when we considered that at least one parental strain was another
strain used in the experiment (evidence of a cross with an exogenous strain from a
neighbouring sets of residues); ‘exo-OUT" when we considered that at least one parental
strain was not a strain used in the experiment (evidence of a cross with an exogenous strain
from outside the experiment); ‘'NA’ for non-assigned, when it was not possible to conclude
(see decision trees in Figure 111.S2).

® number of genotyped offspring strains / (‘exo-IN' + ‘exo-OUT’) x 100, in parenthesis when
few strains were non-assigned.

Impact of diverse factors on the intensity of sexual reproduction

Impact of environmental conditions — As highlighted above, the intensity of sexual
reproduction was significantly dependent on year, with higher values for ‘avr x avr’ co-
inoculations in Apache in 2018 (p = 0.023, Kruskal-Wallis) and for ‘vir x vir' and
‘avr x avr' co-inoculations in Cellule in 2018 than for the corresponding co-inoculations
in 2019 and 2020 (p = 0.03, p = 0.02, respectively, Kruskal-Wallis; Table [11.S4). This was
also the case for single inoculations in Apache and Cellule in 2018 (p = 0.011 and
p = 0.002, respectively, Kruskal-Wallis). The impact of year is consistent with the
difference in the arrangement of the sets of residues (A vs. B): “cross-contaminations”
between sets of residues were frequent in 2018, when the arrangement of residues
made physical contact possible, but were more limited in 2019 and 2020, when the sets
of residues were placed further apart. The intensity of sexual reproduction was higher
in field conditions in 2018 than in 2019, and this may be attributed to differences in
climatic conditions, as highlighted in a previous study (Orellana-Torrejon et al., 2022a).

Impact of the proportions of the parental strains — The intensity of sexual reproduction
(ADI) was not significantly affected by the proportion (0.1, 0.25, 0.5, 0.75, and 0.9) of
the virulent parental strain in the three pairs of ‘avr x vir’ strains tested, whatever the
wheat cultivar, probably because of the small number of replicates and the high
variability of ADI (Table I11.S5). ADI was higher on Apache than on Cellule (p = 0.025
Wilcoxon test), with no significant difference between years in any cultivar, and it
tended to be higher for Cellule in 2018 (p = 0.086, Kruskal-Wallis test), when
‘arrangement A" was applied. By grouping similar unbalanced proportions (group 1/10,
combining the 0.1-0.9 and 0.9-0.1; group 1/4 combining 0.25-0.75 and 0.75-0.25), we
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found that the intensity of sexual reproduction after co-inoculation in unbalanced
proportions was higher than that when parental strains were used in equal proportions
for co-inoculation (0.5-0.5), whatever the cultivar. As expected, disease severity on
Apache did not differ with the proportion of the virulent parental strain (Table 11.S6),
whereas disease severity increased significantly with the proportion of the virulent
strain on Cellule.

Discussion

“Unexpected” crosses of avirulent strains in plants carrying Stb76q: from experi-
mental findings to explanatory hypotheses

We showed that sexual reproduction between virulent ('vir’) and avirulent (‘avr’) strains
is possible in a wheat cultivar carrying the corresponding resistance gene, here Stb76q
(process @ in Figure 111.6; see also Figure I1I.5 and I11.S3, Table Il.2). This finding is
consistent with the results obtained by Kema et al. (2018) in a similar experiment in
which all Z. tritici crosses on seedlings of a cultivar carrying Stb6 were successful even
if one of the parental strains was avirulent, with no pathogenic relationship to the wheat
cultivar used. More unexpectedly, we found that two avirulent strains could cross
without causing symptoms in plants, five weeks after their use for co-inoculation (see
below). For several crossing situations (Table I1l.2 and Figure 111.S2), we established by
genotyping that the strains used for co-inoculation could be considered to be the
actual parents, even if the host-pathogen interaction during the asexual stage was
“incompatible”. As a means of understanding the mechanisms underlying the
'vir' x ‘avr’ and ‘avr x avr' crosses, we focused on the rare symptoms (Figure I11.4B)
observed on Cellule late after inoculation in 2020, with an origin — the strains used for
inoculation — confirmed by genotyping (Table I1.1). The immunity conferred by Stb16q
throughout growth of the wheat plants prevented complete infection until the
appearance of lesions by limiting pathogen progression in the substomatal cavities or
the apoplast (Saintenac et al,, 2021). We hypothesize that this type of immunity ceased
to operate just before plant senescence, allowing the pathogen to colonise the host
tissues more deeply in some areas of the leaf and leading to the appearance of a few
isolated lesions (Figure 111.4D). This observation of late symptoms is also consistent with
the epiphytic development and/or survival of Z tritici on the surface of leaves, as
reported by Fones et al. (2017).
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This epiphytic development may be explained by specific experimental conditions in
the greenhouse: application of a high concentration of inoculum on the leaf surface
and favourable conditions for fungal growth over an extended period of time. This
phenomenon could however happen in the field: 3.3% of the strains sampled on Cellule
grown in mixture with Apache, from STB lesions, were found to be avirulent against
Stb16q (Orellana-Torrejon et al., 2022a). The success of 'vir x avr’ crosses (process @ in
Figure 6) can be also explained by the hypothesis that penetration of the avirulent
strain was favoured by a virulent strain that had previously infected the host tissues
(Tollenaere et al, 2016). Facilitation mechanisms of this type have been reported in
multiple infections in some pathosystems. For example, the initial arrival of a virulent
strain of Blumeria graminis on a host plant can suppress resistance, enabling
subsequently arriving avirulent strains to penetrate host tissues (Lyngkjeer et al,, 2001).
The possibility of infection by “stowaway” strains through a ‘systemic induced
susceptibility’ reaction was experimentally proposed for Z. tritici by Seybold et al. (2020)
and recently discussed by Barrett et al. (2021). This hypothesis is consistent with the
intensity of sexual reproduction tending to be higher for unbalanced proportions of
the two parental strains, as observed in our study (see 4.4), which could promote the
penetration of the avirulent strain. However, this finding requires experimental
confirmation and should, therefore, be interpreted with caution.
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Figure 1l1.6. Epidemiological processes, including spore transfers, leading to sexual crosses on
wheat residues according to the origin of the Zymoseptoria tritici parental strains and their
virulence status, (a, b) in the conditions of the three-year experiment and (c) in field conditions.
Each crossing event is characterised by cultivar — with or without a resistant gene R (Cellule R,
Apache R) — where the cross occurs, the virulence status ('vir', ‘avr’) of the parental strains, and
the status of the offspring. Four crossing scenarios are proposed according to the origin and
type of growth of the parental strains: @ both parents (virulent strains) infect independently
living tissues; @ one parent (virulent strain, acting as the maternal parent) infects living tissues
whereas the other parent (avirulent strain) grows asymptomatically, possibly epiphytically,
penetrates living tissues superficially and growth only in the apoplast (asymptomatic infection),
or co-infects as a ‘stowaway’ taking advantage of the infection with the other strain; ® one
parent (virulent strain) infects living tissues whereas the other parent (virulent or avirulent
strain) arrives later on residues from a neighbouring set of residues (pycnidiospores; possible
in a and ¢, but not possible in b) or after covering a longer distance (ascospores; possible in a,
b, ¢) and then grows saprophytically; @ one parent (avirulent strain) grows asymptomatically,
possibly epiphytically, whereas the other parent (virulent or avirulent strain) arrives later on
residues from a neighbouring set of residues (pycnidiospores; possible in a and ¢, but not
possible in b) or after covering a longer distance (ascospores; possible in a, b, c) and then
grows saprophytically.

Parental strains do not necessarily need to infect their living host to reproduce
sexually: the epidemiological processes potentially involved

Debuchy et al. (2010) suggested that the physical proximity of parental strains might
be sufficient to induce the development of reproductive organs when abiotic
conditions are optimal, in a manner dependent on the pathogenic fungi concerned.
The recognition of sexually compatible strains is based on the reception of pheromones
for heterothallic fungi (Ni et al, 2011). There is, therefore, no evidence that sexual
reproduction consistently requires at least one of the two parents to infect the living
host tissues until the appearance of symptoms. The “unexpected” crossing situations
highlighted in this study support this assumption and suggest that avirulent strains
may have developed on leaves, possibly epiphytically or may have penetrated the host
tissues only superficially (Fones et al., 2017; Fantozzi et al, 2021). Microscopy studies
showed that avirulent strains are able to germinate and penetrate into resistant plants
tissues (Cohen & Eyal, 1993; Shetty et al, 2003) but that the infection process is then
blocked: pathogen can growth in the apoplast and plant cells are not penetrated. The
resistance based on major resistance genes active against apoplastic fungal pathogens
is not actually associated with fungal death (Stotz et al,, 2014), supporting the idea that
avirulent strains may survive in resistant host tissues. Saintenac et al. (2021) provided
experimental evidence of this for Stb16q: they detected fungal biomass 21 days after
the inoculation of a resistant cultivar with an avirulent strain of Z tritici, despite the
absence of symptoms due to host-pathogen incompatibility. The results obtained by
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Kema et al. (2018) for Z tritici, focusing on Stb6, suggest that the “"female” parental
strain must infect the host tissues to form maternal ascogonia: the skew in the
segregation of mitochondrial SSRs (and, thus, an unbalanced ratio for maternal or
paternal parenthood) obtained after co-inoculations showed that the avirulent parent
was almost exclusively the paternal parent. This finding is consistent with hypothetical
process @ in Figure Il.6. However, as we obtained crosses on Cellule after single
inoculations with avirulent strains (not only in 2018, but also, to a lesser extent, in 2019
and 2020; Figure IIl.5 and Table 111.54), it remains possible that ascogonia were also
formed on senescent tissue after the maternal strain had grown saprophytically
(process @ in Figure l11.6).

Our results also suggest that the second exogenous parental (probably paternal) strain
arrived later, on senescent tissues, when the set of residues had been placed outdoors,
and that it grew saprophytically before crossing. Sexual reproduction may, therefore,
have been initiated relatively late, at a stage equivalent to the interseason period in
field conditions. Furthermore, this scenario is the only one capable of explaining the
crosses observed following inoculation with a single virulent or avirulent strain
(processes ® and @, respectively, in Figure lIl.6; Figure 1.5 and Table Ill.2). The
exogenous parental strain may have come from: (i) pycnidiospores transferred from
neighbouring residues by rainsplash or direct physical contact (which was possible in
the 2018 arrangement), or (ii) ascospores dispersed by the wind from field residues
farther away in 2019 and 2020. Further experiments are required to validate processes
@ ® @ in addition to the classical process @ for each crossing situation. For instance,
the direct inoculation of residues with the second parental strain (or both parental
strains) might make it possible to demonstrate the ability of a strain to undergo sexual
reproduction after growing saprophytically, as for Phaeosphaeria nodorum (Halama &
Lacoste, 1992). Cytological analyses would be relevant, but complex to perform on
senescent tissues. The current state of knowledge and hypotheses about sexual
reproduction are consistent with the hemibiotrophic status of Z tritici and a
necrotrophic status for P. nodorum, although the lifestyles of these function have been
defined to date on the sole basis of analyses of the asexual stage (Sanchez-Vallet et al.,
2015).

Relationship between the intensity of asexual multiplication and the intensity of
sexual reproduction

We found no correlation (R? = 0.38) between the intensity of asexual multiplication and
the intensity of sexual reproduction (Figure 111.S3). Suffert et al. (2018a) highlighted a
significant positive correlation for disease severity scores that were lower (from 10% to
40%) than those reported here (35% to 80% on Apache), despite the similar
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experimental conditions. In this study, disease severity levels were high enough to
maximize physical contact between the two parental strains, but also to induce a
decrease in the intensity of sexual reproduction (‘density-dependent’ processes), as
previously shown by Suffert et al. (2018a).

No significant impact of the proportions of parental strains

We found no significant impact of the proportions of parental strains on the intensity
of sexual reproduction (Table [1.54). The trend obtained by grouping similar parental
ratios (1/10 and 1/4) is however consistent with the increase in the intensity of sexual
reproduction highlighted by Suffert et al. (2016) when parental strains had latent peri-
ods differing by a few days. This trend requires confirmation in future experiments.

Epidemiological consequences for avirulent strains reproducing sexually on
resistant cultivars: a possibility that could be exploited to limit the breakdown of
a resistance gene?

By contrast to our findings, all crosses involving two avirulent parental strains failed in
the study by Kema et al. (2018). These divergent results may be explained by differences
in the plant stages considered: adult plants treated until natural senescence and with a
long crossing time in our study, versus seedlings and a short crossing time in the study
by Kema et al. (2018). Moreover, we found that the most classical scenario of 'vir x vir’

noi

crosses (process @ in Figure 111.6) and the “unexpected” 'vir x avr’ and ‘avr x avr’
scenarios on plants carrying a resistance gene generated offspring populations of
similar sizes. Thus, not only can avirulent strains reproduce sexually, but they can also
produce substantial numbers of ascospores. This finding conflicts with the paradigm
that avirulent strains tend to be eliminated from a population because they do not
infect the host, and cannot therefore reproduce and contribute to subsequent
epidemics, at least in agrosystems characterised by monovarietal fields. In fact,
avirulence genes can be transmitted to the next generation even in a wheat canopy
considered resistant. This can temporally affect the local evolution of the pathogen
population and, hence, the dynamics of resistance breakdown. The extent of resistance
breakdown should depend: (i) on the number of avirulent strains arriving on the cultivar
carrying the resistance gene, and (ii) the available opportunities for encountering and
crossing with other strains. 'Vir x avr’ and ‘avr x avr’ crosses are probably rare in pure
stands (the lower the frequency of avirulent strains in the pathogen population, the
rarer), but their frequency could be enhanced by certain resistance deployment
strategies. For instance, the use of cultivar mixtures would increase the exposure of
plants carrying a resistance gene to the corresponding avirulent strains, due to the
presence of neighbouring susceptible plants on which these strains would be then able
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to multiply asexually. Orellana-Torrejon et al (2022a, 2022b) highlighted a
consequence of this phenomenon in the field: the frequency of avirulent Z. tritici strains
was higher after sexual reproduction on the residues of a resistant wheat cultivar grown
in a mixture than after sexual reproduction on the residues of a pure stand, providing
experimental evidence of an "overtransmission” of avirulence to the next epidemic
season. Cultivar mixtures, therefore, appear to be a promising way to exploit the
epidemiological consequences of avirulent strains crossing on resistant cultivars for
limiting the breakdown of resistance genes.

Conclusion

The selection pressure exerted on pathogen populations by the deployment of a
resistance gene in fields planted with a single cultivar promotes the generalisation of
virulent strains (Brown & Tellier, 2011). Virulence is, theoretically, accompanied by a
fitness cost (Burdon & Laine, 2019). One would think that this advantage for avirulent
strains might be compensated by their inability to persist in pathogen populations over
a long period of time, which is rarely documented in literature (see for instance
Orellana-Torrejon et al, 2022a). The experimental findings presented here challenge
partly this assumption. The hypothetical epidemiological processes we propose can
explain the diversity of possible crossing scenarios (detailed in Figure 111.6) contributing
to the maintenance of avirulence in Z tritici populations. Epi-evolutionary models
incorporating sexual reproduction should take the diversity of these scenarios into
account, to improve our understanding of their impact on the transmission of
avirulence in pathogen populations (Fabre et al, 2022; Rimbaud etal, 2021),
particularly when the aim is to compare different deployment strategies for cultivar
resistances at large spatiotemporal scales.
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Supplementary Figures

Figure 111.S1. Clusters of Zymoseptoria tritici ascospore-derived colonies photographed seven
days after ascospore ejection. (A) Little or no contamination; a few, distant, non-coalescent
Z. tritici colonies of similar size, easy to identify and count. (B) Possible confusion between
Z. tritici colonies (see F) and white bacterial or yeast colonies (see G). (C) Invasion of the plate
by fast-growing fungi or bacteria covering all or part of the cluster of Z tritici colonies. (D)
Coalescence of Z. tritici colonies when cluster density is very high, precluding automated
counting approaches based on image analysis. (E) High-density effect leading to different
colony diameters, hindering automated area measurement approaches based on image
analysis with software.
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Figure 111.82. Decision trees used for investigation of the parenthood of Zymoseptoria tritici
offspring strains based on the comparison of alleles for 12 SSR markers (m; in the cases of (a)

co-inoculation and (b) single inoculation. The color code is the one used for the genotyping
data set in Table I11.S3.
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Figure 111.83. Intensity of Zymoseptoria tritici sexual reproduction (expressed as the number of
ascospores discharged per gramme of residues of the same plant; ADI) and asexual multiplication
(expressed as disease severity), by cultivar (Apache, Cellule) and type of inoculation during the
three-year crossing experiment. The number of isolates used for inoculation (+ for single
inoculations, e for co-inoculations), their virulence status with respect to Stb16q ('v' for a
virulent strain, ‘a’ for an avirulent strain) and the wheat cultivar (red for Cellule, blue for Apache)
are indicated for each point, with the data averaged for nine stems (three plants). There was
no correlation between the intensity of sexual reproduction and the intensity of asexual
multiplication (R? = 0.38).
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Supplementary Tables

Table 111.S1. List of the 24 Zymoseptoria tritici strains used as parental strains in the three-year
experiment. Strains were sampled on wheat cv. Cellule and Apache in pure-stand field trials
located in Grignon (France) in July 2017, July 2018, and June 2019 (Orellana-Torrejon et al.,
2022a).

Year Code Mating type '  Wheatcv. of Virulence status 2
origin

2018 (INRA17-)FS1425 Mat1.2 Cellule vir
(INRA17-)FS1441 Mat1.2 Cellule vir
(INRA17-)FS1477 Mat1.1 Cellule vir
(INRA17-)FS1492 Mat1.1 Cellule vir
(INRA18-)FS1721 Mat1.2 Apache avr
(INRA18-)FS1738 Mat1.2 Apache avr
(INRA18-)FS1754 Mat1.1 Apache avr
(INRA18-)FS1775 Mat1.1 Apache avr

2019 (INRA18-)FS2883 Mat1.2 Cellule vir
(INRA18-)FS3098 Mat1.2 Cellule vir
(INRA18-)FS2881 Mat1.1 Cellule vir
(INRA18-)FS3250 Mat1.1 Cellule vir
(INRA18-)FS2849 Mat1.2 Apache avr
(INRA18-)FS2855 Mat1.2 Apache avr
(INRA18-)FS2847 Mat1.1 Apache avr
(INRA18-)FS2851 Mat1.1 Apache avr

2020 (INRA19-)FS6176 Mat1.2 Cellule vir
(INRA19-)FS6181 Mat1.2 Cellule vir
(INRA19-)FS6141 Mat1.1 Cellule vir
(INRA19-)FS6152 Mat1.1 Cellule vir
(INRA19-)FS6503 Mat1.2 Apache avr
(INRA19-)FS6522 Mat1.2 Apache avr
(INRA19-)FS6191 Mat1.1 Apache avr
(INRA19-)FS6196 Mat1.1 Apache avr

! determined by PCR amplification of the two mating type idiomorphs (Waalwijk et al, 2002).
2 based on the results of pathotyping on wheat seedlings, using cv. Cellule and Apache; vir' for
virulent against Stb76qg and ‘avr’ for avirulent against Stb76q.
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Table 111.82. Intensity of asexual multiplication (disease severity) assessed for each type of co-
inoculation and single inoculation in the three-year experiment. Disease severity is expressed as
the mean percent sporulating area on the two uppermost leaves of wheat plants five weeks
after inoculation. The impact of the type of co-inoculation on the intensity of asexual
multiplication, by cultivar and year (with subsequent pooling of the three years) was assessed
in Kruskal-Wallis tests with Bonferroni correction for pairwise comparisons. For single
inoculations, the impact of strain status was assessed with Wilcoxon tests. Different letters
indicate significant differences in means (p < 0.05) between statuses (columns) for a specific
year x cultivar (rows) combination.

Year Cv. Virulence status of the (co-) inoculated parental strains
vir x vir avr x vir avr x avr  vir' avr '
2018 Apache 799 a 771 a 61.0b 598 a 725a
Cellule 305a 89b 0.1c 1720 01
2019 Apache 56.4 a 58.4 a 64.1 a 338a 482
Cellule 64.1 a 241 b 05c 1740 07
2020 Apache 352 a 414 ab 506 b 4830 412a
Cellule 38.7 a 229b 0.1c 37.2a 008
Means Apache 572 a 590 a 58.6 a 473 0% 540a
2018-2019-2020  Cellule 444 a 186 b 0.2c 239a 03B

! single inoculation
2p = 0.06

Table 111.53. Genotyping data set (see Excel file in the INRAE Dataverse online data repository
(https://data.inrae.fr/) at https://doi.org/10.15454/IPMIOX.).
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Table 111.54. Intensity of sexual reproduction (ADI) assessed for each type of co-inoculation and
single inoculation in the three-year experiment. ADI is expressed as the number of ascospores
discharged per gramme of residues. The impact of the type of co-inoculation on the intensity
of sexual reproduction for each cultivar and year (with subsequent pooling of the three years)
was assessed in Kruskal-Wallis tests followed by Bonferroni correction for pairwise
comparisons. For single inoculations, the impact of strain status was assessed with Wilcoxon
tests. Different letters indicate significant differences in means (p < 0.05) between statuses
(columns) for a specific year x cultivar (rows) combination.

Year Cv. Virulence status of the (co)inoculated parental strains
vir x vir avr x vir avr x avr  vir' avr '
2018 Apache 529 a 661 a 339a 2292 0 864 a
Cellule 2065 a 680 b 1564 ab 1980 o 695 a
2019 Apache 493 a 491 a 1140 a 320 o 172 a
Cellule 276 a 103 a 187 a 15 a 4o
2020 Apache 389 a 493 a 426 a 303 o 62 o
Cellule 654 a 406 a 368 a 51 a 6 a
Mean Apache  441a 492 a 783 a 312 o 117 o
2019-2020 Cellule 465 a 254 a 278 a 33 a 5a

! single inoculation
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Table II1.S5. Intensity of sexual reproduction (ADI) according to the proportion of the
Zymoseptoria tritici virulent strain in the biparental inoculum suspension (‘avr x vir). ADI is
expressed as the number of ascospores discharged per gramme of residues of each cultivar
(Apache, Cellule). Data were obtained in 2018, 2019 and 2020 for the FS1754 x FS1425, FS2883
x FS2847 and FS6176 x FS6191 co-inoculations, respectively. Differences in the mean intensity
of sexual reproduction (pooling of the data for the three years) in a specific cultivar according
to the proportion of the virulent parental strain were not significant (p > 0.05, Kruskal-Wallis

test).
Proportion of the virulent parental strain

Cv. year 0.10 0.25 0.5 0.75 0.90

Apache 2018 638 1367 238 724 497
2019 302 59 665 318 1087
2020 1237 1340 398 273 1545
mean 726 922 434 438 1043

Cellule 2018 2043 883 375 48 1461
2019 82 3 167 111 0
2020 685 86 0 14 95
mean 937 324 181 57 518

Unbalanced ratio of parental strains

Cv. 1/10" 1/4 2 1/23
Apache  mean 884 680 434
Cellule mean 728 191 181

'0.10-0.90 and 0.90-0.10
20.25-0.75 and 0.75-0.25

?0.50-0.50
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Table 111.56. Intensity of asexual multiplication (disease severity) according to the proportion of
the Zymoseptoria tritici virulent strain in the biparental suspension (‘avr x vir’). Disease severity
is expressed as the mean percentage sporulating area on the two uppermost leaves of wheat
plants five weeks after the inoculation of each cultivar (Apache, Cellule). Data were obtained in
2018, 2019 and 2020 for the FS1754 x FS1425, FS2883 x FS2847 and FS6176 x FS6191 co-
inoculations, respectively. Different letters indicate significant differences in the mean intensity
of asexual multiplication (pooling of the data for the three years) in a specific cultivar according
to the proportion of the virulent parental strain (p < 0.01, Kruskal-Wallis test with Bonferroni
correction for pairwise comparisons).

Proportions of virulent parental strains

Cv. year 0.10 0.25 0.5 0.75 0.90
Apache 2018 92.9 87.1 86.1 80.4 88.3
2019 34.0 25.5 450 43.9 35.0
2020 48.8 60.0 564 63.1 60.0
mean 58.6 575 62.5 62.5 56.2
Cellule 2018 7.5 13.8 14.7 30.8 16.7
2019 13.2 6.2 34.7 42.5 19.2
2020 19.1 30.8 36.5 31.7 454

mean 133 a 16.9 a 286 Db 350b 271 b
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Discussion générale

1 IMPACT DE L'HETEROGENEITE GENETIQUE DU PEUPLEMENT VEGETAL
SUR LA DYNAMIQUE D’'ADAPTATION D'UNE POPULATION DE
ZYMOSEPTORIA  TRITICI: RETOUR SUR LES RESULTATS
EXPERIMENTAUX

Face a I'adaptation des agents pathogénes aux pressions de sélection générées
par 'homogénéisation des peuplements végétaux, la diversification des résistances
variétales est un levier pour augmenter la durée de leur efficacité et une alternative
permettant de controler le développement des épidémies.

L'objectif de cette thése était d'estimer et comprendre limpact d'un peuplement
végétal hétérogene sur l'adaptation d'une population locale de Z tritici a une
résistance variétale qualitative, pendant la période épidémique et inter-épidémique, en
prenant en compte les processus épidémiologiques impliqués dans la modification de
la structure de la population et donc I'ensemble du cycle de vie du champignon. Pour
cela, j'ai étudié au cours d’'une expérimentation au champ les modifications du nombre
total d'individus (taille de la population pathogéne) et de la fréquence d'individus
virulents (composition de la population), des les premieres infections de la culture
jusqu'a la reproduction sexuée sur ses résidus (Figure 15), dans trois associations
variétales binaires. Ces trois associations différaient par la proportion de la variété
porteuse du gene de résistance St16g («variété résistante »). Puis, dans une
expérimentation en conditions semi-controlées, jai recherché les différentes
combinaisons entre individus virulents et avirulents susceptibles de conduire a la
reproduction sexuée, m'appuyant ensuite sur ces résultats pour analyser I'impact des
associations précédentes sur les modifications de la population pathogéne constatées
entre la période épidémique et inter-épidémique.

Dans cette discussion générale, je propose dans un premier temps une synthese des
principaux résultats expérimentaux répondant a la problématique d'efficacité. J'expose
ensuite les nouvelles questions que ces résultats soulevent, en particulier autour de
I'utilisation des associations variétales en tant que stratégie permettant d'allonger la
durée d'efficacité de la résistance (durabilité).
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1.1 Effet des associations sur la dynamique épidémique et évolutive de la
population pathogene pendant la période épidémique : réduction de la
sevérité de la septoriose et du nombre d'individus virulents

Dans le chapitre | j'ai montré comment sont modifiées la taille et la composition
d'une population pathogene du début a la fin d'une épidémie au cours d'une saison
culturale et comparé ces modifications entre les associations et les cultures pures de
chaque variété. Le statut de plusieurs milliers d'individus échantillonnés a été
déterminé par un phénotypage individuel in planta mené en conditions contrélées
(serre). La fréquence d'individus virulents vis-a-vis de Stb16q a été estimée en début
d'épidémie: 0.13 en 2018 et 0.14 en 2019. En fin d'épidémie, la sévérité dans les
associations a été inférieure a celle des cultures pures, a la fois sur la variété sensible,
sur la variété résistante, et globalement a I'échelle du couvert. Cela a confirmé
I'efficacité des associations, c'est-a-dire leur capacité a limiter I'intensité des épidémies
de septoriose. Toujours en fin d'épidémie, en parallele de cette réduction de sévérite,
les associations ont augmenté la fréquence de virulence sur la variété sensible, sans
affecter celle sur la variété résistante. Ces changements se sont accompagnés d'une
diminution du nombre d'individus virulents a I'échelle du couvert. lls ont été interprétés
comme étant la conséquence de processus de sélection (et contre-sélection) au sein
de la population pathogene résultant des contaminations croisées entre variétés, par
le biais de transferts de pycnidiospores dispersées par |'éclaboussement de
gouttelettes de pluie. Il est important de noter que, contrairement a I'attendu, quelle
que soit l'association, des individus avirulents ont été isolés des lésions sur la variété
résistante en fin d'épidémie. Le statut de ces individus collectés au champ a pu étre
validé par un deuxieme phénotypage en conditions contrélées (chambre de culture),
confirmant que dans 97% des cas les individus étaient effectivement avirulents.
L'impact des associations a été plus ou moins marqué selon les variétés — porteuse ou
non de Stb16q — et leur proportion respective dans l'association.

1.2 Persistance et amplification de I'effet des associations sur la dynamique
épidémique et évolutive de la population pathogene post reproduction
sexuée pendant la période inter-épidémique

Dans le chapitre |l j'ai caractérisé la taille et la composition des populations de
Z. tritici pendant la période inter-épidémique, a l'issue de la reproduction sexuée. Les
effets de la dynamique sélective mise en évidence dans les associations au cours de la
période épidémique ont persisté apres la reproduction sexuée pendant la période
inter-épidémique. La fréquence de virulence a été modifiée sur la variété sensible en
fonction de la proportion de la variété résistante. Le nombre d'individus virulents est
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resté plus faible dans les associations par rapport a la culture pure de la variété
résistante au moins en 2019. Sur la variété résistante, la frequence d'individus avirulents
a méme eu tendance a augmenter apres reproduction sexuée, en particulier dans
I'association composée de 25% de cette variété (différence significative). Ce résultat
inattendu suggere que le nombre d'individus avirulents présents sur la variété
résistante en fin d'épidémie était probablement plus important que celui estimé sur la
base de I'échantillonnage réalisé a partir des lésions. Il est trés probable que de tels
individus avirulents proviennent du transfert par éclaboussement depuis la variété
sensible associée, en nombre d'autant plus grand que la proportion de cette variété
était élevée. Une petite fraction de ces individus avirulents a pu se développer de
maniere asymptomatique sur ou dans les tissus foliaires pourtant « résistants »
(développement épiphyte et/ou pénétration et colonisation limitée a I'apoplaste) avant
de réussir a se croiser avec d'autres individus virulents ayant, eux, provoqué des lésions.
Les hypothéses qui sous-tendent ce scénario, ayant conduit a I'augmentation de la
proposition de descendants (recombinants) avirulents comparativement a celle de la
fin d'épidémie, ont été confirmées expérimentalement dans le chapitre Ill (voir ci-
dessous). Dans les associations, la reproduction sexuée entre individus virulents et
avirulents, présents pendant I'épidémie en plus ou moins grande quantité sur la variété
résistante selon le niveau de maladie, a donc limité la transmission de la virulence vis-
a-vis de Stb76q a la population de descendants. Aucune réduction significative de la
quantité d'inoculum primaire produit par les résidus de culture n'a toutefois été mise
en évidence dans les associations. Une réduction était attendue au regard de la
réduction de sévérité constatée en fin d'épidémie (chapitre 1) et de la relation densité-
dépendance connue entre l'intensité de la multiplication asexuée et l'intensité de la
reproduction sexuée (Suffert et al, 2018a). Les conditions de I'étude (intensité de
maladie modérée ; quantification de lintensité de la reproduction sexuée trop
imprécise) n‘'ont cependant pas permis d'avoir une réponse suffisamment robuste pour
étre concluante. L'impact des associations sur la taille des populations n'a donc pas pu
étre mis en évidence pendant la période inter-épidémique.

1.3 Des scénarios multiples de croisements entre individus virulents et
avirulents expliquant I'amplification de l'impact des associations pendant
la période inter-épidémique

Dans le chapitre Il jai mis en évidence en conditions semi-controlées des
croisements entre individus virulents et avirulents sur une variété porteuse du gene
Stb16q. J'ai également montré que des croisements étaient possibles entre deux
individus avirulents, et ce sans qu'aucun symptoéme n'ait été détecté sur la plante
pendant la phase asexuée. Ces résultats expérimentaux démontrent que des
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croisements peuvent avoir lieu entre individus incapables de produire des symptomes
sur la plante hote, ce qui avait déja été établi par Kema et al. (2018). Dans le cas présent,
les conséquences épidémiologiques et évolutives de ce mécanisme ont pu étre
quantifiées. Au champ, les individus impliqués dans de tels croisements sont
difficilement détectables pendant la période épidémique, comme expliqué
précédemment (présence asymptomatique sur la variété résistante). Cette
expérimentation a montré que les croisements impliquant des individus avirulents
peuvent expliquer la persistance de leur fréquence dans la population de descendants,
voire l'augmentation de cette fréquence comme constaté au champ (chapitre Il). J'ai
mis en évidence expérimentalement la multiplicité des scénarios et des situations de
croisements dans les associations variétales, en fonction du statut des individus vis-a-
vis de Stb16q (virulent, avirulent), de leur origine (des résidus voisins ou d‘ailleurs) et
de la temporalité de leur arrivée sur les tissus de I'h6te (plante vivante, résidus). Les
conditions de I'expérimentation sont évidemment perfectibles, mais les résultats
obtenus au cours des trois répétitions ont été cohérents. Plusieurs mécanismes
peuvent étre envisagés pour expliquer la présence d'individus avirulents sur la variété
porteuse de Stb16q : (i) en premier lieu un développement épiphyte, qui a déja été
constaté dans le cas de Z tritici (Fones et al, 2017), mais dont les conséquence n'ont
jamais été étudiées sur des durées aussi longues; (ii) plus plausible, une infection
asymptomatique caractérisée par le développement de Z tritici limité a I'apoplaste
(Cohen & Eyal, 1993 ; Shetty et al, 2003 ; Fantozzi et al, 2021) ; (iii) également, une
suppression de la résistance suite a l'arrivée préalable d'individus virulents (Lyngkjeer
et al, 2001 ; Tollenaere et al, 2016) pouvant faciliter la pénétration des tissus par les
individus avirulents (Seybold et al, 2020 ; Barrett et al, 2021). Enfin, les résultats de
cette expérimentation suggerent que des individus virulents et avirulents
(pycnidiospores dispersées a courte distance par la pluie ou ascospores dispersées a
longue distance par le vent) ont pu arriver tardivement sur les tissus de I'hote alors
gu'ils étaient déja a I'état de résidus, et s'y développer de facon saprophyte, comme
cela a été observé pour Phaeosphaeria nodorum (Halama & Lacoste, 1992).
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2 LES ASSOCIATIONS VARIETALES : UNE STRATEGIE DE DEPLOIEMENT
DES RESISTANCES IMPLIQUANT DE PRENDRE EN COMPTE LE
COMPROMIS ENTRE « EFFICACITE » ET « DURABILITE » ?

Ma these a permis de mieux comprendre les conséquences épidémiologiques et
démogénétiques (voir 2.1 et 2.3) de l'utilisation d'une résistance qualitative en cours
de contournement dans une association variétale. Les associations apparaissent
comme une stratégie de déploiement des résistances permettant non seulement de
réduire l'intensité d'une épidémie mais aussi de maintenir/prolonger I'efficacité de
genes de résistance en contribuant a stabiliser voire a diminuer la fréquence d'individus
virulents dans une population pathogene locale (voir 2.4). Rien ne démontre
néanmoins que cet effet « fréquence » ne soit pas contrebalancé par un effet « taille »
(ou densité) en dépit de la grande diversité génétique des populations de Z. tritici. Une
analyse plus fine des données suggere en effet que le nombre d'individus virulents
pourrait dans certains cas étre supérieur en valeur absolue alors méme que leur
fréquence diminuerait au sein de la population globale (chapitre ). Cette corrélation
entre fréquence et densité mériterait d'étre approfondie, par exemple par une
approche plus théorique de modélisation pour prendre en compte, entre autres, des
parameétres tels que la proportion de chaque variété et de la fréquence d'individus
virulents dans la population pathogene initiale.

Les conséquences évolutives sur la dynamique d'adaptation de la population sont
discutées, en mettant I'accent notamment sur I'impact de la proportion des variétés
associées (voir 2.4). Les nouvelles connaissances d'ordre biologiques sont également
abordées, en particulier celles qui expliquent certains scénarios de reproduction sexuée
jusqu'alors inattendus sur la variété résistante (voir 2.2).

2.1 Les associations variétales, un moyen approprié pour comprendre la
dynamique d'adaptation d'une population pathogene a une résistance
variétale

Les chapitres | et Il montrent comment le contraste de résistance de deux variétés
associées, caractérisé par la présence/absence d'un gene de résistance majeur, peut
modifier la taille et la composition de la population pathogene en conditions naturelles
a I'échelle annuelle a différent moment clés du cycle de vie de Z tritici (période
épidémique et inter-épidémique). En cela, I'association de deux variétés a été un outil
de recherche particulierement approprié pour comprendre la dynamique de
contournement d'une résistance qualitative a un pas de temps fin (I'année) en
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identifiant les mécanismes spécifiques de cette échelle temporelle. Ces informations
expérimentales seront utiles pour calibrer des modéles étudiant I'évolution des
populations pathogenes dans des couverts associés, ou a des échelles de temps
supérieures (plusieurs années) auxquelles le contournement de la résistance peut étre
quantifiée. Afin de généraliser ces résultats, il serait pertinent de tester d'autres
conditions expérimentales en mettant en place une série d'essais au champ basés sur
un dispositif similaire a celui de la these. L'objectif serait de mettre en évidence un
différentiel d'efficacité des associations en se placant dans des contextes
épidémiologiques contrastés, caractérisés par des fréquences de virulences a Stb76q
potentiellement différentes au sein des populations locales (expression de différents
stades de contournement) (voir partie 2.4). Ce type d'approche permettrait
d'approfondir l'impact de certains facteurs populationnels sur les dynamiques
épidémiques et évolutives mis en évidence dans cette these.

L'interprétation des résultats du chapitre | et Il s'appuie sur une représentation
simplifiée du développement d'une épidémie de septoriose qui cantonne, la
multiplication asexuée a la période épidémique et la reproduction sexuée a la période
inter-épidémique. Sur le terrain, la réalité est plus complexe et, les deux phases sont
probablement chevauchantes : la reproduction sexuée et les infections par ascospores
deviennent prépondérantes pendant la période d’inter-culture, mais peuvent aussi se
produire pendant la saison de culture. Il en résulte que la multiplication asexuée et la
reproduction sexuée modifient en paralléle et de facon continue la structure de la
population pathogene. Cette distinction correspondait aux quantifications des types
de spores qui ont été faites dans plusieurs études (Hunter et al., 1999 ; Eriksen & Munk,
2003 ; Suffert & Sache, 2011 ; Duvivier et al, 2013), qui montrent le type de
reproduction majoritaire a chaque période.

2.2 Lareproduction sexuée, un mécanisme a exploiter au sein des associations
pour contrbler ou ralentir la dynamique d'adaptation d'une population
pathogene a une résistance variétale

Les résultats des chapitres Il et Ill ont mis en évidence l'importance de la
reproduction sexuée dans I'évolution de la population pathogene. D'une part, jai
préciseé la diversité des modalités de rencontre physique entre deux parents, qu'ils aient
infecté ou non la plante hote en conduisant a I'apparition de symptomes, ce qui
conditionne la réalisation de la reproduction sexuée. D'autre part, j'ai montré les effets
de la reproduction sexuée sur la frequence de virulence de la population recombinante,
qui ne correspond pas forcément a la fréquence de virulence dans la population
asexuée, et ce malgré I'équilibre de liaison (loi de Hardy-Weinberg). Concrétement, les
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résultats de ma these suggerent que la reproduction sexuée contribue a diminuer la
fréquence des génotypes virulents dans la population d'ascospores impliquées dans
l'initiation des épidémies suivantes, diminution probablement causée par la
participation d'individus avirulents dans les croisements, y compris sur des plantes
résistantes qu'ils n'ont pas réussi a infecter. Les résultats obtenus dans le chapitre Il
vont toutefois plus loin que ceux obtenus par Kema et al (2018), avec la mise en
évidence de la possibilité de croisement entre deux individus avirulents sur la variété
résistance. Ces observations montrent l'intérét d'estimer a la fois la taille de la
population d'individus virulents et avirulents sur une variété portant un gene de
résistance pour comprendre comment une association contribue a ralentir la
dynamique de contournement de ce gene, étant donné que les deux types d'individus
sont susceptibles de participer a la reproduction sexuée. La taille de la sous-population
avirulente n'étant pas estimable expérimentalement (car présente de maniere
asymptomatique), et a défaut de marqueur moléculaire disponible, la modélisation des
processus de dispersion s'avere étre une perspective d'intérét. La reproduction sexuée
mériterait d'étre intégrée dans les modeles destinés a simuler I'évolution de
populations pathogénes, méme dans le cas d'une culture pure, car certains croisements
jugu'alors inattendus pourraient affecter la fréquence de virulence estimée (Rimbaud
et al, 2021 ; Fabre et al., 2022). La diversité des scenarios envisagés devrait également
étre prise en compte. Elle améliorerait la compréhension de I'évolution pluriannuelle
du ratio virulent/avirulent.

Les hypothéses portant sur les mécanismes permettant le maintien des individus
avirulents dans ou sur les tissus foliaires des plantes résistantes (chapitre Ill) nécessitent
aussi d'étre examinées par des approches expérimentales complémentaires pour que
leurs conséquences épidémiologiques et évolutives puissent étre validées. Il serait par
exemple intéressant d'étudier la reproduction sexuée grace a des méthodes de
cytologie, bien que cela semble difficile a mettre en ceuvre sur des résidus de culture.
Pour cela, il faudrait d'abord identifier certains déterminants de la reproduction sexuée
de Z tritici en conditions contrblées, comme cela a pu étre fait in vitro dans le cas de
P. nodorum (Halama & Lacoste, 1992). L'objectif serait de découvrir s'il s'agit d'individus
avirulents a croissance épiphyte, comme observé par Fones et al. (2017), ou d'individus
ayant colonisé les tissus de la variété résistance et ayant été bloqués dans I'apoplaste
(Cohen & Eyal, 1993; Shetty et al., 2003; Fantozzi et al, 2021). A I'inverse de l'effet
prémunition (Calonnec et al, 1996 ; Clin et al, 2020) connu dans les associations, la
présence d'individus virulents aurait pu faciliter I'entrée d'individus avirulents
(Tollenaere et al., 2016) en supprimant |'expression de la résistance Stb16q (Lyngkjaer
et al, 2001 ; Saintenac et al, 2021) ou en sensibilisant la plante (Seybold et al, 2020 ;
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Barrett et al, 2021). Des travaux récents en conditions controlées montrent en effet
que certaines associations réduisent le niveau d'immunité des plantes hotes (Pélissier
et al, 2021a,b), avec une identification possible des associations les plus préjudiciables
grace a des approches génomiques (Montazeaud et al, 2022). Pour connaitre les
conséquences évolutives sur la population pathogene, il faudrait réussir a estimer quels
mécanismes (dilution, barriere, prémunition, facilitation etc.) sont capables de
s'exprimer dans les associations au champ et quels sont les facteurs qui les modulent.

2.3 Endépit de la capacité déja démontrée des associations variétales a réduire
la séverité des maladies, quels sont les freins a leur utilisation ?

Les résultats de ma thése confirment que les associations variétales de blé tendre
sont un levier de protection efficace contre les épidémies de septoriose. Les réductions
de sévérité observées dans les associations, comparativement a la culture pure de
chaque composante, sont particulierement marquées (chapitre I), en accord avec les
résultats de travaux précédents (Gigot et al, 2013 ; Vidal et al, 2017a ; Kristoffersen et
al, 2020b). Les résultats de mon travail vont parfois plus loin, avec la conclusion d'une
réduction de sévérité plus forte, observée a la fois sur la variété sensible et sur la variété
résistante (effet protecteur réciproque), et le constat que cette réduction est modulée
par la proportion des variétés. La complexité et la variabilité des facteurs
agronomiques, environnementaux et propres a la biologie de I'agent pathogéne,
expliquent la grande variabilité des performances rapportées dans la littérature. Cela
incite a ne pas généraliser de maniére abusive ces résultats, en dépit de leur robustesse
de circonstance. Les performances des associations variétales doivent étre déterminées
au cas par cas selon l'objectif recherché et le contexte épidémiologique local:
protection contre une ou plusieurs maladies (Wuest et al, 2021), stabilisation du
rendement (Borg et al, 2018), valorisation de variétés porteuses d'un géne de
résistance en cours de contournement, etc.

La difficulté des agriculteurs a utiliser des associations variétales, malgré
I'augmentation tres récente de la sole francaise cultivée en mélange (Perronne et al,
2021), pourrait s'expliquer, d'une part par la difficulté a concilier |'objectif de contrdle
des épidémies et les critéres de qualité exigés par les filieres en aval, dont les processus
industriels ne sont pas forcément adaptés a la « diversité », et d'autre part par le
manque d'outils d’aide a la décision et de pilotage adaptés a cette pratique culturale.
Les exigences de qualité et I'organisation des filieres de blé panifiable et d'orge-malt
rendent encore difficile le recours aux associations variétales. En France, la répartition
des associations de blé tendre est différente selon les régions, notamment en raison
des débouchés visés : elles sont plus répandues dans le Centre Ouest, ou les céréales
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sont plus souvent utilisées pour |'alimentation animale (Arvalis - Institut du Végétal,
2022). Un frein symbolique a leur utilisation a récemment été levée avec l'autorisation
de la commercialisation de semences de céréales pré-mélangées (arrété du 26 juin
2018 ; Legifrance, 2018), tels que le Mélange Moulin Soufflet ou Certimix.

24 Les associations variétales, une stratégie pertinente de déploiement des
résistances : Oui, mais a quelles échelles ?

La facon dont les associations variétales de blé ont modifié la structure de la
population de Z. tritici pendant les périodes étudiées laisse entrevoir le potentiel de
cette pratique culturale en tant que stratégie permettant d’augmenter la durabilité
d'une résistance qualitative. Les résultats expérimentaux de ma thése suggerent que
I'impact des associations pourrait étre bénéfique dans certaines situations mais
préjudiciable dans d'autres, notamment en fonction du stade de contournement de la
résistance considérée. L'association tend a maintenir, voire légerement augmenter,
I'efficacité de la résistance conférée par le géne Stb76q via deux effets conjoints : (i) la
réduction de la fréquence d'individus virulents sur la variété sensible, déja présents
dans la population pathogéne initiale, et (ii) I'augmentation, 1égéere mais significative,
de la fréquence des individus avirulents sur la variété « résistante » par rapport a sa
culture pure. A supposer que ce résultat acquis pour un pas de temps annuel
s'incrémente chaque année, on peut raisonnablement faire I'hypothese qu’une telle
association contribue a ralentir le contournement de la résistance, avant d'arriver
éventuellement a une situation « stable ». En revanche, s'il s'agissait d'une nouvelle
résistance, déployée au champ pour la premiere fois et non contournée (absence totale
de symptOmes; virulence non détectée), il est raisonnable de penser que les
associations variétales pourraient contribuer a initier le processus de contournement
de cette résistance. Les connaissances les plus récentes, incluant celles acquises
expérimentalement dans le cadre de cette thése, vont en effet dans ce sens. Il est peu
probable de trouver un variant virulent dans la culture pure d'une variété dont la
résistance est totale (en dépit de la forte pression de sélection qu'elle exercerait sur lui)
et encore moins qu'il se transmette (par croisement) a la saison suivante. Dans la
culture pure d’'une variété sensible la probabilité qu'un tel variant virulent préexiste est
a l'inverse élevée (compte tenu de la grande taille de la population pathogene;
McDonald et al,, 2022), mais la probabilité qu'il émerge et soit sélectionné est faible
(compte tenu de I'absence d'avantage sélectif associé€). En revanche, une association
variétale cumule les deux facteurs de risque : (i) d'une part la présence d'une variété
sensible (et donc une population pathogene de grande taille, possiblement tres
diversifiée), qui rend probable la présence d'un variant virulent; (ii) d'autre part, la
présence de la variété résistante, qui est susceptible de générer une pression de
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sélection suffisante (effet « filtre variétal ») pour faire émerger ce variant virulent, avec
la possibilité de croisement sur la variété résistante (avec un individu avirulent, comme
démontré dans le chapitre Ill) venant augmenter la probabilité de transmission a la
saison épidémique suivante. Seule une démarche de modélisation permettrait
d'estimer la fréquence d'individus virulents (et donc le stade de contournement d'un
gene de résistance) a partir de laquelle une association variétale commence a avoir des
effets bénéfiques. Ce « point de bascule » correspond a la situation ou les effets « taille
de population » et «pression de sélection » exercée par la variété résistante
s'équilibreraient. Selon toute vraisemblance, il dépend, entre autres, du taux de
mutation du locus du géne d'avirulence (voir McDonald et al,, 2022 pour une premiere
estimation théorique) et de I'avantage sélectif d'un variant virulent dans un peuplement
hétérogéne, qui dépend lui-méme de la proportion de plantes résistantes et de
I'éventuel colt de fitness associé a la virulence.

Il existe d'autres manieres de déployer des résistances a |'échelle de la parcelle qui
tiennent compte de leur « nature » et la facon dont elles sont « combinées », avec pour
objectif de les rendre plus durables, c'est-a-dire plus longtemps efficaces. La résistance
quantitative est souvent considérée comme plus durable que la résistance qualitative,
car controlée par plusieurs parties du génome (QTLn; Chartrain et al, 2004 ; St Clair,
2010). S'il existe peu de preuves de contournements rapides et totaux de ce type de
résistance, « |'érosion » de leur efficacité a pu étre mise en évidence (Montarry et al.,
2012 ; Delmas et al,, 2016). En ciblant des fonctions clés de l'infection, une résistance
quantitative pourrait conduire a la sélection d'individus plus agressifs dans la
population pathogéne (Lannou, 2012). Les déterminants génétiques de cette érosion
ne sont pas encore bien compris (Poland et al, 2009) : des travaux récents sur
I'interaction entre Z. tritici et le blé montrent que des interactions « gene-pour-géne »
peuvent étre sous-jacentes a la résistante quantitative (Camilla Langlands-Perry, com.
pers.). La combinaison de différent genes de résistance qualitatifs et quantitatifs dans
une méme variété (pyramidage) apparait comme une alternative pour prolonger la
durée de vie de chaque résistance (Quenouille et al,, 2013; Mundt, 2014; Pilet-Nayel et
al, 2017). Or cette pratique a également des limites (Rimbaud et al, 2021b): (i)
I'identification d'individus déja adaptés, qui pourraient se développer a basse
fréquence, est difficile ; (ii) I'adaptation de la population pathogéene peut se faire via un
passage par d'autres variétés cultivées ou especes sauvages; (iii) le fait que des
ressources génétiques précieuses soient perdues si un individu multi-virulent parvient
a contourner une combinaison de résistances. Dans le cas de Z tritici, le fait que les
virulence vis-a-vis de la plupart des résistances qualitatives connues aient déja été
détectées (autrement dit ont déja émergé) rendrait le pyramidage peu durable (Brown,
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2015). En effet, dans ces conditions la sélection d'individus multi-virulents au cours
d'une épidémie annuelle dans un couvert monovariétal est probable (Crété et al., 2020),
méme si la reproduction sexuée peut chaque année éliminer une grande partie des
combinaisons multiples de virulences. En revanche, associer des variétés entre-elles au
sein d'un couvert, pratique plus accessible pour les agriculteurs capables de composer
eux-mémes le mélange de semences répondant a leurs objectifs et adapté au contexte
épidémiologique local, permettrait d'exercer des pressions de sélection moindres sur
la population pathogéne. Les résultats sur l'utilisation des résistances uniquement
quantitatives dans les associations sont assez contradictoires. Une étude théorique
portant sur la rouille jaune suggére que des associations de variétés portant différents
genes de résistance quantitative tendent a limiter la pression de sélection sur la
population pathogene, tout au moins par rapport a la résistance la plus efficace, et a
réduire le nombre de variétés résistantes devant étre utilisées (Sapoukhina et al,
2013a). Toutefois, les simulations de Fabre et al (2022) suggerent que les
conséquences évolutives et épidémiologiques de telles associations dépendent des
traits d'agressivité que les résistances utilisées modulent. Ces approchent théoriques
montrent également la difficulté de maximiser simultanément les composantes
« efficacité » et « durabilité » des effets des associations variétales.

Enfin, les associations variétales peuvent étre envisagées comme une stratégie de
déploiement permettant de prolonger I'efficacité de genes de résistance variétale en
cours de contournement ou de « recycler » des genes contournés depuis plusieurs
années, c'est-a-dire dont les virulences correspondantes sont trés répandues. Ce
bénéfice potentiel doit étre estimé au regard de la fréquence des individus virulents
déja présents dans la population locale mais aussi, dans le cas ou plusieurs résistances
viendraient a étre associées: du type de résistances déployées (qualitative,
guantitative), du nombre et de la facon dont elles sont combinées dans chaque variété
(pyramidage), et de la proportion de chacune d'elles au sein de I'association.
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Cadre conceptuel de modélisation mécaniste
permettant de simuler I'impact de la « fréequence
de virulence » et des « proportion de variétés »
sur la dynamique de la virulence dans les
populations pathogéenes



Perspectives

Dans ce manuscrit, la synthese bibliographique présente la complexité des
processus qui peuvent expliquer la fagon dont les populations pathogenes s'adaptent
a la diversité génétique d'un peuplement végétal. A ces processus génériques il
convient d'ajouter ceux spécifiques a Z tritici dont certains mis en évidence
expérimentalement dans les chapitres |, Il et Ill, ainsi que les hypotheses mécanistes
explicatives formulées. L'objectif de cette partie est de proposer un cadre conceptuel
permettant de synthétiser les connaissances acquises afin d'aller vers une approche de
modeélisation qui permettra de simuler les flux de spores entre différentes variétés et
d'analyser les changements de taille et de composition d'une population de Z. tritici
dans un couvert hétérogene de blé a I'échelle d'une année. Le modéle qui pourra en
découler doit permettre d'étudier plus en profondeur les principaux déterminants
(traduits en parametres d'intérét) de cette dynamique : « fréquence de virulence » et «
proportion de variétés ». Les premiéres étapes, que je présente ici sous forme de
perspectives, sont conceptuelles. Elles permettent de réfléchir a la meilleure facon
d'intégrer les hypotheses mécanistes issues de connaissances biologiques et
épidémiologiques acquises expérimentalement, tout en identifiant les synergies et
antagonismes des processus qui en résultent.

1 OBJECTIFS ET CARACTERISTIQUES DE L’APPROCHE PROPOSEE

1.1 Modéliser les processus identifiés pour mieux comprendre l'influence de
parametres d'intérét

Sur la base des résultats expérimentaux que j'ai obtenus et des connaissances issues
de la littérature, j'ai identifié deux parametres d'intérét gouvernant |'adaptation de la
population pathogéne a une résistance variétale qualitative dans une association
variétale : la fréquence d'individus virulents en début d'épidémie, difficilement
modulable expérimentalement, et la proportion de la variété portant le gene de
résistance dans le couvert. J'ai montré que la reproduction sexuée joue un réle
important dans cette adaptation, notamment du fait de la possibilité de croisements
entre individus avirulents et virulents sur une plante porteuse du gene de résistance
correspondant. Les conséquences de la reproduction sexuée doivent donc étre prise
en compte dans la démarche de modélisation. Un modele permettrait de mieux
comprendre et estimer les effets de ces parameétres et de ce processus, en répondant
a deux questions : (i) Quel est I'impact de la fréquence initiale d'individus virulents sur
la dynamique annuelle d'adaptation dans une association variétale ? (ii) Quelle
proportion de variétés au sein d'une association permettrait le meilleur compromis
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entre gestion de la maladie et durabilité de la résistance sur la base d'un pas de temps
annuel ? Je propose un modéle mécaniste dont la structure prendrait en compte des
processus biophysiques ayant a la fois des conséquences épidémiologiques et
évolutives (e.g. Fabre et al, 2022) a I'échelle du couvert. L'objet d'étude serait le
suivant : une association de deux variétés de blé, I'une porteuse d'un gene de résistance
qualitatif en cours de contournement — considérée comme étant « résistante » au
moins a l'origine de son déploiement — et |'autre non porteuse du gene, considérée
comme « sensible ». L'approche distinguerait les individus virulents et avirulents sur les
plantes du couvert et ainsi d'accéder a la taille de chacune des sous-population,
virulente et avirulente, plutét qu'a la sévérité de la maladie ou la quantité de
symptdmes (voir 2.1.2). Une approche spatialisée (voir 2.1.1) prendrait en compte les
processus de contaminations croisées entre plantes et les effets des associations sur
ces processus (voir synthese bibliographique et chapitre I).

1.2 Intégrer les phases asexué et sexuée pour représenter |I'évolution d'une
population pathogene sur un pas de temps annuel complet

La dynamique de I'épidémie annuelle de septoriose serait scindée en deux : une
période épidémique pendant laquelle plusieurs cycles de multiplication asexuée
seraient représentés (module épidémique) et une période inter-épidémique au cours
de laquelle seule la reproduction sexuée aurait lieu (module inter-épidémique). Ce
choix de modélisation répondrait a la fois a un besoin de simplification et de réalisme
biologique, en accord avec les effets constatés expérimentalement sur la dynamique
d'adaptation d'une population dans les associations. Cette représentation permettrait
de décrire la dynamique quantitative et qualitative de la population pathogene en
tenant compte des processus susceptibles de modifier sa structure. En réalité pendant
la période épidémique plusieurs cycles de multiplication asexués « emboités » ont lieu,
dont le nombre dépend de la latence et des événements de dispersion, la pluie en
I'occurrence. Par exemple, Karisto et al., (2021) estiment en moyenne jusqu'a six cycles
complets (synthese bibliographique 4.2). Pour simplifier et faciliter I'étude d'un tel
systeme, le modele pourrait considérer un nombre fini et distinct d'évenements de
dispersion-infection successifs, appelés « cycles asexués » par la suite. Les processus
biologiques et physiques associés a un cycle asexué seraient considérés comme
ponctuels et synchronisés, avec une durée optimale telle que chaque lésion pourrait
atteindre une taille moyenne et une capacité de sporulation maximale avant
I'intervention du cycle suivant (voir 2.1.3), bien que le temps soit représenté de fagon
discréte. Les propriétés du couvert seraient spatialisées en trois dimensions afin de
considérer les mécanismes de dispersion a I'ceuvre dans les associations, tels que
présentés dans le chapitre | 3.3. Le modele s'appuierait sur I'architecture plus ou moins
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détaillée du couvert et des variétés associées, selon les questions de recherche
formulées (voir 2.1.1).

2 PROPOSITION D'UNE STRUCTURE DE MODELE ET DES HYPOTHESES
INTEGREES

Le modele s'articulerait autour de plusieurs modules couplés tels que présentés
alafigureIV.1. Les modules concernant la construction du couvert et la prise en compte
de la dispersion par éclaboussement de gouttelettes de pluie existent déja et sont
décrits ci-dessous. Les sorties de ces modules seraient en entrée du module
épidémique : en utilisant les informations sur la distribution des gouttelettes de pluie,
les coordonnées des éléments constitutifs du couvert et son état sanitaire, le module
permettrait de calculer la taille et la composition de la population pathogene apres
plusieurs cycles asexués successifs. Puis, les caractéristiques de la population
pathogene seraient en entrée du module inter-épidémique qui simulerait la
reproduction sexuée. Les sorties finales seraient une taille de la population pathogene,
exprimée en nombre d'ascospores éjectées par gramme de résidus de culture, et une
composition de la population pathogene, caractérisée par une fréquence d'individus
virulents.

196



Perspectives

Inputs

Proportion variété résistante
Sévérité
Fréquence de virulence

Parametres de la pluie
Nombre de simulations

Nombre de cycles
Parametres de la population pathogéne

Couvert pour Caractéristiques Sévérité

Construction du chaque cycle de la dispersion Module Fréquence de virulence Module
——— > Pathosplash ——— ¥ , ., . . P
couvert épidémique inter-épidémique

Couvert pour chaque cycle Taille et composition
de la population

pathogene mise a jour

a chaque cycle Outputs
Taille : nombre d’ascopores
par gramme de résidus
Composition : fréquence de
virulence

Figure IV.1. Structure et étapes de calcul du modele. Le modele serait divisé en plusieurs
modules : construction d'un couvert de blé tendre en association variétale, éventuellement
généré par un modeéle annexe ; dispersion de gouttes de pluies (Pathosplash, Saint-Jean et al.,
2004 ; Gigot et al, 2014); contaminations et développement de la population pathogene
(module épidémique) ; reproduction sexuée (module inter-épidémique).

2.1 Module épidémique (phase asexuée)
2.1.1 Représentation du couvert en association variétale

Une description fine du couvert végétal n'est pas I'objectif premier de I'approche
proposée, bien que l'architecture du couvert ait un impact sur la progression de la
maladie et sur la performance des associations (Vidal et al, 2017a, 2018). Une
représentation spatialisée des éléments hotes « résistants » et « sensibles » ainsi que
I'échelle du processus de dispersion par éclaboussement rendent nécessaire une
description en trois dimensions du couvert (synthése bibliographique 3.3 et 4.2;
Sanderson et al, 1985 ; Shaw, 1987 ; Saint-Jean et al, 2004). Chaque plante serait
représentée par un ensemble de feuilles réparties autour d'un l'axe vertical
correspondant a une tige, décrites par des objets géomeétriques (Figure 1V.3). Dans un
premier temps, il pourrait étre pertinent que les variétés constitutives de I'association
aient une représentation architecturale et géométrique identique. Il s’agit d'une
simplification majeure, impliquant que les différences de caractéristiques physiques et
physiologiques des variétés cultivées en pure tout comme en association
influenceraient peu la dynamique d'adaptation de la population pathogéne. Selon les
proportions choisies, les variétés seraient distribuées aléatoirement dans le couvert afin
d’'optimiser le grain d'hétérogénéité génétique et par conséquent de maximiser les
effets des associations (Mundt & Leonard, 1986 ; Gigot et al, 2014). Une autre
simplification majeure consisterait a utiliser le méme couvert pour tous les cycles
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asexués, considérant que la grande majorité de la phase asexuée se déroule, dans le
cas du blé, apres que l'architecture de I'hdte soit établie.

Pour aller plus loin

Les caractéristiques géométriques du couvert seraient une entrée du modele et
pourraient donc étre complexifiées dans un second temps selon les objectifs de
recherche. La description géométrique du couvert pourrait étre issue d'un modele du
type FSPM (functional-structural plant models), comme ADEL-Wheat (un modele
architectural du développement du blé en 3D, Fournier et al, 2003), de mesures
directes d'architecture du couvert ou d’'une approche simplifiée.

2.1.2 Modélisation de la dynamique quantitative et qualitative de la population
pathogene

Dispersion par éclaboussement de gouttes de pluie

Le processus de dispersion de spores par des gouttelettes de pluies dans un couvert
hétérogene serait simulé a partir du modele Pathosplash (Gigot et al., 2014) avec une
approche stochastique et physique (Saint-Jean et al, 2004, 2008; Figure IV.2). Les
mécanismes d’interception de gouttes, de production et de transport de gouttelettes,
ainsi que leur interception par les éléments du couvert y sont décrits explicitement.
Pathosplash calcule la distribution moyenne de gouttelettes dans un couvert apres une
pluie. Il est basé sur les hypotheses suivantes : (i) les épisodes de pluie et la production
de gouttelettes sont stationnaires; (ii) les gouttes de pluie sont la seule source de
gouttelettes ; (iii) les gouttelettes sont générées uniquement par l'interception de
goutte par les éléments du couvert ; et (iv) le transport de gouttelettes ne prend pas
en compte I'effet du vent. Sous sa forme actuelle Pathosplash ne tient pas compte du
ruissellement des gouttelettes sur les organes des plantes. L'utilisateur peut choisir les
parametres de la pluie simulée. Dans un premier temps, il conviendrait de considérer
que la pluie est de méme nature pour chaque cycle asexué et disjointe entre cycles.
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Figure IV.2. Processus de dispersion des gouttelettes de pluie et des spores d'un agent pathogene
dans un couvert en 3D. L'interception d'une goutte de pluie par un élément du couvert
provoque |'éclaboussement de plusieurs gouttelettes contenant des spores qui sont
interceptées a leur tour par les plantes voisines (allo-infections) ou la plante d’origine (auto-
infections. Le calcul stochastique de la distribution des gouttelettes dans le couvert se fait
suivant une intégration par Monte Carlo (Saint-Jean, 2003 ; d'aprés Vidal, 2017).

Dispersion des individus constituant la population pathogéne

Il serait possible de coupler la dimension physique, représentée par les flux d'eau
simulés dans Pathosplash, et la dimension populationnelle, représentée par les flux
d'individus constituant la population pathogéne que simuleraient le module
épidémique. Pour cela, chaque gouttelette d'éclaboussement serait considérée comme
une unité de dispersion ou unité de contamination (Rapilly, 1991), c'est-a-dire
transportant des spores. La maladie résulterait des contaminations générées par la
dispersion de ces gouttelettes issues de I'impact d’une goutte de pluie sur une surface
foliaire présentant des lésions sporulantes (Figure 1V.3). Une gouttelette, ou unité de
contamination, pourrait étre considérée « contaminante » ou « non-contaminante »
selon qu'elle transporterait ou non une quantité non limitante de spores d'un seul type,
et «virulente » ou «avirulente » en fonction du type d'individu transporté. Ces
caractéristiques seraient attribuées a chaque gouttelette en fonction des
caractéristiques sanitaires de leur feuille d'origine (voir 2.1.3). Les feuilles seraient donc
a la fois une source et un puits d'inoculum. Cette représentation permet d’'envisager
un modele dont la structure serait semblable a celle des modeles épidémiologiques
SIR classiques (susceptible-infecté-retiré ou rétabli; Kermack & McKendrick, 1927 ;
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Anderson, 1991). Dans le module épidémique, la population pathogéne serait
représentée dans chaque feuille du couvert grace a quatre compartiments (Figure 3 :
une surface saine appelée «surface verte » (S,), une surface sporulante appelée
« surface malade » (S;) et une surface sénescente (S,). La surface malade serait elle-
méme divisée en deux pour tenir compte du statut de la population pathogene
transportée : surface dite « virulente » (S, ;) et surface dite « avirulente » (S4 gyir)-

Surface verte

Surface senescente

Surface Surface malade
virulente

Figure IV.3. Exemple de représentation en 3D d’une plante a quatre feuilles, élément de base du
couvert simplifié (a gauche) et de répartition des compartiments (type SIR) dans une feuille (a
droite). La position de la tige sur 'axe vertical est représentée par des spheres bleues.

D’un point de vue opérationnel, il est proposé que : (i) la surface virulente et avirulente
ne se superpose pas; (i) seules les gouttelettes contaminantes interceptant des
surfaces saines au cycle t soient capables de générer une surface malade au cycle
t + 1; (iii) les surfaces sénescentes ne puissent plus étre infectées, comme dans le cas
des champignons hémibiotrophes (Duncan & Howard, 2000). Les surfaces infectées au
cycle t sporuleraient au cycle t+ 1, impliquant que les surfaces sporulantes ne
coexistent pasaux fils des générations, et les surfaces sporulant au cyclet
deviendraient sénescentes au cycle t+ 1. A I'échelle de la feuille, la taille de la
population pathogene globale serait décrite par sa surface malade et sa composition
par sa surface virulente et avirulente. La sénescence naturelle des feuilles serait dans
un premier temps négligée. Ainsi, la surface sénescente serait uniquement une
conséquence de la maladie, et cumulée d'un cycle a I'autre. Dans le cas d'interactions
hote-pathogene compatibles, on considererait les traits de pathogénicité (efficacité
d'infection, agressivité, capacité de sporulation) des individus virulents et avirulents
comme étant identiques. Ainsi, une gouttelette généererait une surface sporulante égale
a la taille moyenne d'une lésion sporulante ( As estimé a 11mm? expérimentalement
par Morais et al. (2015) sur des plantes adultes en conditions controlées). En théorie,
seules des spores « virulentes » peuvent infecter les tissus des plantes résistantes, mais
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des individus avirulents ont pu étre échantillonnés au champ a partir de lésions
présentes sur des feuilles de la variété résistante en fin d'épidémie (chapitre 1) et une
petite fraction des descendants issus de la reproduction sexuée avirulente (chapitre Il).
Il serait intéressant de prendre en compte dans le modele les processus susceptibles
d'expliquer ces résultats et donc l'efficacité de |'association variétale. Dans le module
épidémique, une certaine surface malade serait provoquée par des gouttelettes
avirulentes sur les feuilles résistantes. Cette surface serait limitée par un pourcentage
maximal (T) déterminé a partir des résultats expérimentaux (par exemple entre 5% et
10%) et en tenant compte du nombre total de gouttelettes contaminantes
interceptées. Par ailleurs il serait souhaitable de limiter I'accroissement de la surface
malade générée par l'interception des gouttelettes contaminantes en intégrant un
processus de freinage F limité par la surface totale de la feuille (S;,¢ ;). ou en empéchant
un site d'étre plusieurs fois contaminé. Une liste non exhaustive des paramétres et
variables qu'il faudrait prendre en compte est proposée en annexe (annexe 1).

2.1.3 Modélisation de la dynamique temporelle de la population pathogene

La durée d'un cycle asexué serait définie dans le modéle sur la base d'une période
de latence standard de 350 degrés jours, soit 21 jours printaniers (température
moyenne comprise entre 16 et 17°C; Lovell et al, 2004 ; Suffert & Thompson, 2018).
Cette durée est considérée comme suffisante pour que les processus biologiques
constitutifs d'un épisode infectieux complet aient lieu : dépot d'inoculum,
développement de nouvelles lésions, sporulation et dispersion. Les conditions
d'initialisation du premier cycle asexué et les processus déterminant I'enchainement
des cycles suivants sont décrits ci-dessous.

Le modele se décomposerait en une initialisation (Figure 1V.4a), puis en un transfert
(Figure IV.4b) d'unités de contaminations virulente ou avirulente (depuis I'émission
d'une feuille source jusqu'au dépdt sur feuille puits) en incrémentant les différents
compartiments d'un modele SIR a I'échelle de la feuille. Enfin chaque cycle serait itéré
apres une période de latence. L'intégration a |'échelle du couvert végétale pourraient
s'effectuer a partir de la méthode de Monte Carlo.
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(a) t Surface saine
0 Surface malade :
B Surface virulente
Inputs Surface avirulente
M Surface sénéscente

Sévérité
Fréquence de virulence ]
Gouttelette saine

Sénescence
- @® Gouttelette virulente

Gouttelette avirulente

Goutte de pluie

. —» Flux d’eau et d’individus
Feuille source

(b) cycle t cyclet+1

Une période de
latence aprés

+
®
-// __________A__S__________> AS mmz
Feuille source Feuille puits Feuille puits

Figure IV.4. Représentation schématique (a) de linitialisation de ['état sanitaire d’une feuille de
blé dans le couvert (feuille « source ») et (b) du transfert d'unités de contamination (gouttelettes)
depuis cette feuille vers une feuille « puits » suite a l'impact d'une goutte de pluie sur la feuille
source. Les conditions d'initialisation des surfaces saine, malade est sénescente de la feuille
source sont définies par l'utilisateur (inputs) a t,. Leur évolution entre le cycle t etle cycle t + 1,
suite a l'interception d'unités de contaminations et apres une période de latence est illustrée.

2.2 MODULE INTER-EPIDEMIQUE (PHASE SEXUEE)

Ce module simulerait la phase de reproduction sexuée de la population de
Z. tritici présente sur les résidus de culture pendant la phase inter-épidémique, a
I'origine de la population de descendants considérés comme en partie responsables
de l'initiation de I'épidémie suivante. Comme pour le module épidémique, cette
population serait caractérisée par sa taille (nombre d'individus) et sa composition
(fréquence d'individus virulents). Les populations présentes sur chacune des deux
variétés seraient distinguées. Le module inter-épidémique ne nécessiterait pas pour
autant une représentation spatialisée du couvert (ou de ce qu'il en reste, sur le sol).
Seraient néanmoins distingués les processus ayant lieu sur la variété sensible
(« compartiment sensible ») et sur la variété résistante (« compartiment résistant »).
Dans le chapitre lll, différentes combinaisons de croisement impliquant des individus
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virulents ('vir') et/ou avirulents (‘avr’) ont été mises en évidence : vir X vir, vir X avr et
avr x avr. Plusieurs mécanismes, s'appuyant sur la littérature, ont été proposés pour
expliquer les résultats obtenus: maintien des individus avirulents dans ou sur les
plantes résistantes (croissance épiphyte, sensibilité induite, infection asymptomatique
avec un développement de Z tritici limité a I'apoplaste). Différents scénarios, basés sur
I'origine des individus parentaux (résidus voisins ou distants) et sur la temporalité de
leur arrivée sur les tissus végétaux hotes (avant ou apres sénescence), ont également
été élaborés. Le module inter-épidémique intégrerait les conséquences
démogénétiques de ces différentes hypotheses (Figure IV.5). Sa structure refleterait un
découpage en deux étapes clés : une étape décrivant les flux d'individus parentaux
potentiellement impliqués dans la reproduction sexuée (2.2.1) et une étape de
croisement sensu stricto entre les différents individus parentaux en présence (2.2.2).

|:| Flux général pris en compte pour le modéle | |

Flux par splash

t=0 ; <ol i t=2 t=3
Fin de phase d’infection deviennent résidus au sol Fin de la phase de flux Fin de la phase de
et formation de lésion croisement sexués

Colonisation de résidus
woisins par croissance

== Reproduction sexuée &
lintérieur des tissus

mycélienne

Dépdt d'individus
Sur tissus sénescent,
Formation d'épiphytes

Ejection d'ascospores

Figure IV.5. Représentation des différents mécanismes impliqués dans la reproduction sexuée.
Les schémas du bas illustrent les différents modes développement d'un couple parental de
Zymoseptoria tritici au cours d'un cycle infectieux. En violet : les individus épiphytes ou dont la
colonisation dans les tissus serait limitée a I'apoplaste et asymptomatique. En rose : les
descendants (ascospores). En noir et violets a l'intérieur des tissus, les organes reproducteurs
males et femelles (Lageyre, 2020).
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2.2.1 Simulation des flux d'individus a l'origine de la population parentale

L'étape décrivant les flux d'individus a l'origine de la population parentale aurait
pour point de départ la situation prévalant a l'issue du dernier épisode de dispersion
(module épidémique) : la taille et la composition de la population pathogene parentale
présente sur chaque variété (compartiment sensible et résistant) serait alors considérée
comme « figée » a l'issu de cette ultime étape de dispersion sans que I'étape d'infection
n‘aille a son terme. Juste avant la constitution des résidus de culture, la population
parentale présente sur chaque variété serait alors constituée :

(1) d’individus « infectants » ayant provoqué des symptémes : individus ayant réussi a
infecter les tissus végétaux et a provoquer des symptomes visibles.

(2) d'individus « épiphytes » (présents a la surface des feuilles) et/ou « infectants
asymptomatiques » (présents dans l'apoplaste) : individus n'ayant pas eu le temps
de provoquer des symptomes compte tenu d'une sénescence naturelle intervenue
avant la fin de I'étape d'infection (des individus virulents sur la variété résistante et
des individus virulents et avirulents sur la variété sensible) et individus n'ayant pas
réussi a infecter les tissus (grande majorité des individus avirulents sur la variété
résistante) mais ayant été capables d'y subsister jusqu'a pouvoir participer a la
reproduction sexuée.

La population parentale constituée d'individus « infectants » serait considérée comme
directement accessible via les données expérimentales acquises en fin d'épidémie (t2 ;
chapitre 1). Une fois les résidus de cultures constitués et entrés en contact avec le sol,
il faudrait considérer qu’un ultime flux d'individus parentaux pourrait se produire. Ce
flux correspondrait aux « contaminations » des résidus mises en évidence dans le
chapitre Il : par contacts physiques directs entre résidus voisins (intra-parcelle), mais
aussi par des dépots d'ascospores issues d'autres résidus de culture distants (hors
parcelle). Chacun de ces deux processus expliquerait donc la présence :

(3) d'individus parentaux provenant de résidus « voisins ».
(4) d'individus parentaux provenant de résidus « lointains ».

Ces deux derniers flux, tres difficilement quantifiables, pourrait étre négligés dans
I'attente de nouveaux résultats expérimentaux.

Pour prendre au mieux en compte la diversité des scénarios de croisement mis en
évidence expérimentalement dans les chapitres Il et Ill, le module inter-épidémique
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simulerait la présence des quatre sous-population précédemment identifiées (Figure
IV.6), définie chacune par leur taille (nombre d'individus parentaux) et leur composition

(fréquence d'individus virulents).

Population
d’individus
‘infectants’
Epidémie
année n
surla
plante Population
d’individus
‘épiphytes’ et
‘infectants

asymptomatiques’

Population
d’individus
‘infectants’

Population
d’individus
‘épiphytes’ et
‘infectants

asymptomatiques’

Croisement entre 1
parent ‘infectant’ et
1 parent ‘épiphyte’
ou ‘infectant
asymptomatiques’

Croisement entre 2
parents ‘épiphytes’

Epidémie
année
n+1surla
plante

ou ‘infectants
asymptomatiques

Individus provenant de
résidus voisins
(pycnidiospores et
ascospores)

Individus provenant de
résidus lointains
(ascospores)

Figure IV.6. Représentation des interactions et processus impliqués dans la modélisation de la
reproduction sexuée, de la fin d'une épidémie l'‘année n au début de 'épidémie de l'‘année n + 1
(d'apres Lageyre, 2020).Simulation des croisements entre individus parentaux a I'origine
de la population de descendants

L'étape de croisement proprement dite entre les différents individus parentaux en
présence prendrait en compte la taille de population et la fréquence de virulence.
Comme dans le chapitre |, la combinaison entre les deux variables quantitatives et
qualitatives permettrait de calculer un nombre de descendants virulents et avirulents
sur chacune des deux variétés, et donc a I'échelle globale du couvert, en prenant en
compte la proportion de chaque variété. Pour cette étape de croisement, deux
déterminants biologiques seraient considérés : (i) la probabilité de « rencontre » - et
donc de contact physique - entre individus ; (ii) la proportion de descendants virulents
et avirulents issus de chaque type de croisement ('vir X vir', 'vir X avr’, ‘avr X avr’).

Le premier déterminant serait la taille de chaque sous-population virulente et
avirulente. Le modeéle devrait prendre en compte la relation densité-dépendance entre
la taille de population parentale (sévérité) et la taille de population recombinante
(nombre d'ascospores produites)) comme <cela a été mis en évidence
expérimentalement au champ (Eriksen & Munk, 2003) et estimé plus finement en
conditions controlées (Suffert et al.,, 2018a).

205



Perspectives

Le second déterminant serait plus simple a caractériser dés lors que la proportion
d'individus virulents au sein de la population parentale serait connue et que I'on ferait
I'hypothese de I'équilibre d’'Hardy-Weinberg : la proportion de descendants virulents
et avirulents issus de chaque croisement serait identique a celle de la population
parentale.

Pour aller plus loin

L'hypothése que le succes reproducteur de deux individus parentau, i.e. I'intensité de
I'ascosporogénese, est toujours le méme est simplificatrice car il est probable que les
individus parentaux présents de maniére épiphytes aient une probabilité de rencontre
moins importante que les individus infectants, d'autant plus s'ils sont avirulents. Le
module pourrait également intégrer des différences du succes reproducteur en fonc-
tion de l'origine des individus parentaux.
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Conclusion

Dans ma these j'ai évalué I'impact d'une parcelle de blé génétiquement hétérogene,
cultivée en association variétale, sur la dynamique d'adaptation d'une population
pathogene de Z tritici a une résistance variétale qualitative en cours de contournement
a l'échelle annuelle. Les résultats de mes travaux montrent qu’en plus de diminuer la
sévérité d'une maladie, les associations peuvent étre utiles pour réduire la transmission
d'une virulence (chapitre | et Il). La reproduction sexuée peut méme faire persister cet
effet jusqu'a I'épidémie suivante du fait de l'implication de souches avirulentes,
conduisant a une «dilution » de la virulence dans la population de descendants
(chapitre Il et chapitre Ill). L'évolution de la population pathogéne au sein d'une
association variétale a été caractérisée aux échelles de la parcelle et de I'année.
Cependant, pour évaluer quel pourrait étre I'impact d'une généralisation de ce type de
stratégie de déploiement sur I'évolution d'une population pathogéne et sur la
durabilité des genes de résistance utilisés, il est indispensable de changer de référentiel
et d'échelle. Le passage a I'échelle pluriannuelle, compte tenu de la récurrence des
épidémies de septoriose, et a I'échelle du paysage, compte tenu de la capacité de
dispersion des ascospores de Z. tritci, reste un défi conceptuel et méthodologique. Des
approches de modélisation peuvent étre développées dans ce sens, mais doivent
s'appuyer sur des données expérimentales. Cela reviendrait a prendre en compte la
contribution de I'ensemble des sous-populations provenant des parcelles de blé a
I'inoculum primaire impliqué dans l'initiation de I'épidémie suivante, et a intégrer cet
effet dans le temps.

Pour savoir si les associations variétales permettraient de ralentir le contournement
d'une résistance, il est nécessaire de comprendre I'évolution de la population
pathogene a de plus larges échelles spatio-temporelles. Cela implique d’examiner
I'impact du « cropping ratio », défini comme la proportion de parcelles de blé cultivées
avec une variété portant un gene de résistance, en distinguant les cultures pures des
associations, et de parcelles de blé totales d'un paysage (van den Bosch & Gilligan,
2003 ; Fabre et al, 2012 ; Rimbaud et al, 2018). Cela implique également d'estimer la
part de la population pathogene issue de la parcelle en association qui contribue a la
population pathogene globale a laquelle est exposée un paysage dans son ensemble.
Combien de spores issues d'une parcelle constituent l'inoculum primaire a 'origine de
I'épidémie suivante (taille de la population locale) ? Comment évolue la fréquence
d'individus virulents a |'échelle du paysage (composition de la population locale) ?
Comment se réparti I'inoculum primaire dans les différentes parcelles du paysage au
début de I'épidémie suivante ? Telles sont les nouvelles questions de recherche, déja
abordées dans le cas de Z tritici (e.g. Fraaije et al, 2005 ; Morais et al, 2016), qui
pourraient émerger de ce travail de these. Pouvoir y répondre implique d’'estimer des
flux d'individus entre parcelles, caractérisées par leur degré de connectivité (Taylor et
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al, 1993), leur agencement spatial, et I'intensité d'utilisation des résistances a I'échelle
du paysage (Plantegenest et al,, 2007 ; Mundt, 2014 ; Fabre et al, 2015 ; Papaix et al,
2018). Une forte connectivité entre parcelles pourrait atténuer les effets de la dérive
génétique intra-parcellaire et aboutirait a une population génétiquement plus
homogene a l'échelle du paysage (Barrett et al, 2008). Les mécanismes
épidémiologiques et évolutifs a I'ceuvre dans les associations qui modifient la structure
d'une population pathogene, en termes de virulences, ont rarement été étudiés
expérimentalement a des échelles pluriannuelles. Expérimenter a cette échelle de
temps nécessiterait, a minima, de mettre en place un essai dans une parcelle agricole
et d'estimer les effets des parcelles environnantes (e.g. Morais et al, 2016). Il semble
finalement plus envisageable d'étudier I'impact de ces mécanismes par des approches
de modélisation, ou la portée des parcelles environnantes peut étre définie. Par
exemple, certaines simulations suggerent que les associations, comparées a d'autres
stratégies visant a prévenir ou a retarder |'apparition d'individus multi-virulents, sont
plus efficaces a long terme dans le cas des agents pathogenes présentant des taux de
mutation et des co(ts de fitness a la virulence élevés (Rimbaud et al., 2018 ; Crété et
al,, 2020). De telles approches théoriques sont fortement dépendantes du paramétrage
du modele (basé sur les traits de I'agents pathogene considéré : capacité de dispersion,
modes de reproduction, taille de population), mais aussi des processus
épidémiologiques et des mécanismes biologiques sous-jacents qui le structurent. Or,
les expérimentations menées dans cette thése ont montré que certains processus,
inattendus, étaient susceptibles de jouer un réle majeur.

S'il existe peu d'éléments expérimentaux dans la littérature permettant d'évaluer la
capacité des associations de variétés commerciales a prolonger la durée de vie des
résistances, les exemples historiques de diversification intra-spécifique mobilisée a
I'échelle pluriannuelle suggerent que cette hypothese est réaliste (Zhu et al,, 2000). Les
déterminants de cette durabilité sont explorés dans d'autres cas que le blé. Ainsi, dans
le cas de la pyriculariose, I'association intra-parcellaire de variétés de riz traditionnelles,
utilisée pourtant depuis plusieurs centaines d'années, a empéche [|'apparition
d'individus multi-virulents et fortement réduit I'impact de la maladie (Fournier et al,
2021).

Pour conclure, compte tenu des défis démographiques, environnementaux et
climatiques du XXI siecle, il est crucial d'explorer et comprendre les pratiques de
diversification culturale (associations, variétés traditionnelles, etc.) a différentes
échelles qui permettraient d’augmenter la durabilité des résistances variétales. Ces
résistances doivent étre considérées, comme suggéré par plusieurs auteurs, comme un
« bien commun » a préserver.
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ANNEXE 1 : PARAMETRES ET VARIABLES DU MODULE EPIDEMIQUE

Tableau A.1. Liste des parametres du module épidémique (phase asexuée)

Symbole Unité Signification

Py % Proportion de la variété résistante dans le couvert

SEVy p % Index de sévérité de la variété V en proportion P dans le couvert,
calculé expérimentalement a I'échelle du couvert

Joir - Fréquence des individus virulents dans le pool d'inoculum primaire
(fréquence de virulence a t= 0)

n - Nombre de cycles asexués (n=5; 0< t <n, t étant le cycle en cours)

Stot.l m? Surface totale des feuilles

As m? Accroissement de surface malade

T % Pourcentage maximal d'individus avirulents pouvant se développer
sur la variété résistante

F - Fonction de freinage de l'accroissement de la surface malade

Tableau A.2. Liste des variables du module épidémique (phase asexuée)

Symbole Unité Signification

Sr1 m? Surface sénescente de la feuille [

Sai m? Surface malade de la feuille

Savirl m? Surface virulente de la feuille [

Sa avir,1 m? Surface avirulente de la feuille [

Sh1 m? Surface saine de la feuille

Pconta,i - Probabilité de la gouttelette i d'étre contaminante

Pvir,i - Probabilité de la gouttelette i d'étre virulente, sachant qu'elle est

contaminante
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Titre : Impact d'associations variétales de blé tendre sur la dynamique annuelle d'adaptation
d'une population de Zymoseptoria tritici a un gene de résistance qualitative récemment
contourné

Résumé : Accroitre l'efficacité et la durabilité de genes de résistance a des agents
phytopathogenes est un enjeu majeur pour la protection des cultures. Augmenter la diversité
cultivée intra-parcellaire est un des moyens d'y parvenir. Cela implique de comprendre
comment un tel déploiement modifie la population pathogéne pendant un cycle épidémique
annuel complet, qui s'étend au-dela d'une saison de culture. Pour y répondre, j'ai tout d'abord
évalué l'impact d'associations variétales de blé tendre sur la dynamique d'adaptation d'une
population pathogene de Zymoseptoria tritici a un gene de résistance qualitative (Stb76q)
récemment contourné. J'ai étudié comment l'association de deux variétés porteuses ou non de
Stb16q, selon différentes proportions (0.25, 0.5, 0.75), a modifié la population pathogene
comparativement aux cultures pures au cours de deux années d’'expérimentation. Trois phases
clé ont été analysées : le début et la fin de la période épidémique (plusieurs cycles successifs
de multiplication asexuée pilotés par la dispersion pluviale de pycnidiospores entre variétés) et
la période inter-épidémique (production d'ascospores résultant de la reproduction sexuée sur
résidus de culture). La fréquence de virulence sur chaque variété des associations (composition
de la population) a été estimée par phénotypage sur plantules en serre. La taille de la
population a été estimée en mesurant la sévérité de la maladie (période épidémique) et en
estimant le nombre d'ascospores éjectées des résidus (période inter-épidémique). A la fin de
la période épidémique, une diminution de la sévérité a été constatée dans les associations, a
I'échelle du couvert et sur chaque variété, mettant en évidence une “protection” réciproque.
Les associations ont eu pour effet une diminution de la fréquence de virulence
comparativement a la culture pure de la variété porteuse de Stb76qg a la fin de la période
épidémique et pendant la période inter-épidémique, montrant que la reproduction sexuée n'a
pasannulé I'impact “bénéfique” des associations.La fréquence de virulence sur cette variété a
méme légerement diminué pour certaines proportions, mettant en évidence la capacité des
associations a maintenir des souches avirulentes dans la population recombinante. Dans un
second temps, j'ai exploré en conditions semi-contrlées différentes combinaisons de
croisements entre souches virulentes et/ou avirulentes, susceptibles de s'étre produits sur
chaque variété dans les associations. La descendance a été quantifiée et la parentalité de
souches recombinantes correspondant a chaque type de combinaison a été vérifiée par
génotypage. Il en est ressorti que des croisements avirulent x virulent, et méme avirulent x
avirulent, ont pu se produire sur la variété porteuse du gene Stb76q. Ce résultat démontre
gu’une infection allant jusqu’a I'apparition de symptdmes n’est pas indispensable pour qu'une
souche se reproduise sexuellement. Enfin, j'ai proposé un cadre conceptuel de modélisation
pour étudier plus en détail I'influence de la fréquence de virulence et de la proportion des
variétés sur I'impact d'une association a I'échelle de la parcelle et annuelle. Pour conclure, j'ai
montré qu’en plus de diminuer la sevérité d'une maladie, les associations peuvent étre utiles
pour réduire la transmission d'une virulence. La reproduction sexuée peut faire persister cet
effet jusqu’a I'épidémie suivante du fait de I'implication de souches avirulentes, conduisant a
une “dilution” de la virulence dans la population de descendants. Tous ces éléments font que
les associations variétales, déployées a des échelles spatio-temporelles plus larges, pourraient
étre a la base de stratégies efficaces pour améliorer la durabilité — c'est-a-dire maintenir, voire
rehausser — |'efficacité d'un gene de résistance qualitatif déja contourné.



Title : Impact of wheat cultivar mixtures on the annual adaptation dynamics of a Zymoseptoria
tritici population to a recently broken down qualitative resistant gene

Improving the efficacy and the durability of resistance genes against plant pathogens is a major
challenge for farming systems. Increasing the cultivated genetic diversity within a field is a lever
to achieve this goal. We need to understand how such deployment of the resistance affects
pathogen populations during the whole cropping season including the post-epidemic period.
To address this question, first | investigated the impact of wheat cultivar mixtures on the
adaptation dynamics of a population of the fungal pathogen Zymoseptoria tritici to the recently
broken down qualitative resistant gene (Stb76q). | assessed how two wheat cultivars, carrying
Stb16q or not and cultivated in mixtures in different proportions (0.25, 0.5, 0.75), modified the
pathogen population over two annual field epidemics compared to pure stands. Three key
moments were considered in the whole pathogen life cycle: the epidemic period, which involves
successive asexual multiplication cycles driven by rain-splash dispersal of pycnidiospores
between growing plants of both cultivars (two dates: early and late epidemic stages), and the
inter-epidemic period, which involves sexual reproduction in wheat residues releasing
ascospores. The frequency of virulent strains in each cultivar and mixture (population
composition) was assessed by phenotyping in seedling assays under greenhouse conditions.
Population size was assessed by measuring disease severity (epidemic period) or estimating the
number of ascospores discharged from residues (inter-epidemic period). At the end of the
epidemic period, severity reductions were observed in mixtures at the whole canopy scale and
on both cultivars, highlighting a reciprocal “protective” effect. Mixtures decreased the frequency
of virulent strains relative to the pure stand of the cultivar carrying Stb76q at the end of the
epidemic period and at the inter-epidemic period, showing that sexual reproduction did not
counter the "beneficial” impact of mixtures. Even so, the frequency of virulent strains on this
cultivar slightly decreased after sexual reproduction for some mixture proportions, highlighting
the capacity of cultivar mixtures to actively maintain avirulent strains in the offspring population
through specific epidemiological mechanisms. Secondly, | investigated in semi-controlled
conditions different combinations of sexual crosses that may have occurred in field conditions
between virulent and/or avirulent strains, in both cultivars. The offspring were quantified, and
the parenthood of recombinant strains from each type of cross was checked by genotyping. |
established that avirulent x virulent crosses, and even avirulent x avirulent, can occur on the
cultivar carrying Stb16q. This result demonstrates that the expression of symptoms on living
plant tissues are not essential for a Z tritici strain to subsequently reproduce sexually. Finally, |
suggested a conceptual modeling framework to further investigate the impact of the initial
frequency of virulent strains and the proportion of cultivars on the mixture efficacy at the field
and annual scales. To conclude, | showed that, besides disease reductions, cultivar mixtures may
be used to restrict the overall propagation of a virulence. Sexual reproduction can make these
mixture effects persist over the subsequent epidemic and avirulent strains can take part in it,
allowing to “dilute” the virulence within recombinant populations. For these reasons, cultivar
mixtures, when deployed at larger spatio-temporal scales, could be an efficient strategy to
improve the durability — (i.e. maintain, even slightly re-increase, the efficacy) — of a broken down
qualitative resistance gene.
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