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Résumé

L’hévéa (Hevea brasiliensis) est actuellement la seule source commerciale de caoutchouc
naturel. Parmi les maladies affectant 'hévéa, la CLF (« Corynespora Leaf Fall ») causée par le
champignon Corynespora cassiicola, est devenue en une cinquantaine d'années un fléau pour
'ensemble des pays hévéicoles d'Asie et d’Afrique. Actuellement, la gestion du probléme consiste a
arracher les clones les plus sensibles et a traiter les arbres avec des fongicides en cas d’'épidémie.
Cependant, le nombre de clones touchés par la maladie ne cessant d'augmenter, il devient urgent de
sélectionner de nouveaux clones a la fois tolérants et aptes a la production.

Nos travaux ont permis de caractériser le géne codant la cassiicoline, toxine protéique glycosylée
secrétée par C. cassiicola, et d'analyser sa diversité.

Une étude comparative portant sur trois isolats de C. cassiicola d'agressivité contrastée a montré
la présence du gene Casl chez les isolats de forte et moyenne agressivité, alors qu'il n’est pas
détecté chez lisolat de faible agressivité. Les niveaux d'agressivité des isolats sont corrélés aux
niveaux de transcrits du géne de cassiicoline. Le réle de la cassiicoline serait prépondérant dans les
phases précoces de l'infection.

L’'analyse de diversité du géne de cassiicoline a partir d’'une collection d'isolats provenant de
différents hétes et d'origines géographiques variées, a révélé I'existence d’au moins six isoformes
protéiques (Casl a Cas6). La structuration génétique globale des isolats basée sur des marqueurs
neutres est similaire a la structuration basée sur le géne de cassiicoline. Les isolats prélevés sur
hévéa se regroupent en clades spécialisés, dont un correspondant aux isolats porteurs du géne Casl,
identifiés comme étant les plus agressifs sur hévéa. Cependant, 58 % des isolats testés semblent
dépourvus de géne de cassiicoline, bien que certains générent des symptédmes modérés sur hévéa,
ce qui suggere I'existence d’autres effecteurs.

Des formes endophytiques de C. cassiicola ont été isolées a partir de feuilles asymptomatiques
provenant du Brésil, zone encore indemne de CLF. Les génes de cassiicoline portés par ces souches
(isoformes Cas3 et 4) ne semblent pas exprimés lors de l'interaction avec I'hévéa. Nous avons montré
par ailleurs que les champignons endophytes de I'hévéa appartenant aux genres Trichoderma et
Xylaria présentent une forte activité mycoparasitaire sur C. cassiicola, in vitro.

Ces travaux ouvrent de nouvelles perspectives pour le contréle de la maladie (diagnostic précoce,

sélection de clones tolérants, lutte biologique).

Mots clé: Hevea brasiliensis, Corynespora cassiicola, cassiicoline, diversité, champignons,
endophytes, CLF.






Abstract

Rubber tree (Hevea brasiliensis) is the only source of commercial natural rubber. The
“Corynespora Leaf Fall” (CLF) disease, caused by the fungus Corynespora cassiicola, has become
over the last 50 years a very serious problem in the Asian and African rubber producing countries.
Currently, the main methods to face the problem are the uprooting of the most susceptible cultivars
and chemical treatments in case of severe outbreaks. However, the number of cultivars affected by
the disease keeps increasing, and the selection of new cultivars, both tolerant and high yielding, is
urgent.

In this study, the gene encoding cassiicolin, a toxic glycosylated protein secreted by C. cassiicola,
was characterized and its diversity analyzed.

The analysis of three C. cassiicola isolates with contrasted levels of aggressiveness revealed the
presence of identical cassiicolin genes in the highly and moderately aggressive isolates but none in
the isolate of mild aggressiveness. The levels of aggressiveness were correlated to the cassiicolin
gene transcript levels. The cassiicolin gene was preferentially expressed in the early phase of the
infection.

Analysis of the cassiicolin gene diversity among isolates from various host and various
geographical origins revealed the existence of at least six protein isoforms (Casl to Cas6). The
genetic structure of the isolates based on neutral markers was closely related to the genetic structure
based on the cassiicolin gene. The isolates sampled on rubber tree were grouped in several
specialized clades, including one clade regrouping all the Casl isolates, which were the most
aggressive on rubber tree. However, 58 % of the isolates seemed to be deprived of cassiicolin gene,
although some of them generate moderate symptoms on rubber tree, suggesting the existence of
other effectors.

Endophytic C. cassiicola isolates were found in asymptomatic rubber tree leaves from Brazil, a
region were CLF outbreak was never reported. No expression of the cassiicolin genes carried by
these isolates could be detected in interaction with rubber tree. In addition, we found that the
Trichoderma and Xylaria species, all fungal endophytes of rubber tree, were antagonists of C.
cassiicola, in vitro.

This work opens new perspectives for the control of CLF (through early diagnosis, selection of

tolerant clones, or biocontrol).

Key words : Hevea brasiliensis, Corynespora cassiicola, cassiicolin, diversity, fungi, endophytes, CLF
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Préface

Hevea brasiliensis est actuellement la principale source de caoutchouc naturel exploitée et
commercialisée. Contrairement au caoutchouc synthétique, le caoutchouc naturel, posséde des
propriétés uniques dont une trés grande résistance a I'étirement et a I'échauffement, qui en font un
matériau précieux, notamment pour la fabrication des pneumatiques. L'industrie des pneumatiques
consomme 65% de la production mondiale de caoutchouc naturel, le reste se répartissant entre la
production de courroies, tuyaux, cables, semelles, gants...Actuellement, la majeure partie du
caoutchouc naturel est produit en Asie (93% de la production mondiale) et en Afrique (4%). La
demande en caoutchouc naturel ne cessant d’augmenter, notamment suite au développement ces
derniéres années de pays émergents tel que la Chine ou I'lnde, de nombreuses activités de recherche
ont été développées autour de I'hévéa principalement pour la sélection de clones a la fois hauts
producteurs en latex et tolérants aux maladies. Outre la valeur agronomique des clones, la conduite
d’exploitation et les conditions climatiques, un facteur majeur pouvant influencer la production de latex
est I'impact de certaines maladies, en particulier les maladies foliaires. En effet, la synthése de
caoutchouc est étroitement liée a I'activité photosynthétique des feuilles. Des défoliations répétées
affaiblissent I'arbre et impactent fortement la production. Une des maladies qui inquiétent le plus les
planteurs d’hévéa actuellement est la « Corynespora Leaf fall » ou CLF. Le pathogéne responsable de
cette maladie est un champignon nécrotrophe appelé Corynespora cassiicola. Décrite pour la
premiéere fois en Inde en 1958, la maladie n'inquiéta pas car elle n'affectait que les jeunes plants en
pépiniére. A partir de 1975, plusieurs épidémies se succéderent, d’abord en Asie puis en Afrique,
touchant de plus en plus de cultivars de bonne valeur agronomique. En 1994, cette maladie fut

eme

enregistrée comme le 4™ probléme majeur des plantations hévéicoles en termes de codts financiers
sur les sites d’expertise de 'IRRDB (Breton, 1997). De fortes attaques subies en 2010 ont contribué a
renforcer l'inquiétude des planteurs

Actuellement, la gestion du probléme consiste a éviter de planter les clones les plus sensibles
et a traiter régulierement les arbres avec des antifongiques. Cependant, ces traitement chimiques sont
difficile a mettre en ceuvre a I'échelle de la plantation, ont un colt élevé et sont néfastes pour
I'environnement. Des observations en plantation ont montré que des clones décrits comme tolérants
dans certains pays s'avéraient trés sensibles dans d'autres (GT 1, PB 260, RRIM 600...) laissant
supposer I'existence de races de C. cassiicola bien différenciées, avec des spectres d’hotes distincts.
De plus, la purification et la caractérisation d’'une toxine, la cassiicoline, contribuant fortement a la
pathogénicité de la souche qui la produit, est un premier pas vers la compréhension des mécanismes
d’infection de C. cassiicola.

L’évolution ou la migration des populations de pathogénes fait craindre I'apparition d’épidémies
sur des clones jusque-la épargnés. La sélection de clones résistants a I'ensemble des souches de C.
cassiicola et/ou la mise-au-point de méthodes de lutte écologiques devient donc une nécessité.
Néanmoins nos connaissances sur ce pathosysteme sont tres limitées et le développement de telles
méthodes de lutte nécessite une meilleure connaissance de la biologie de C. cassiicola et de sa

spécificité parasitaire.



Ce travail de thése s’integre totalement dans cette optique et répond aux demandes de I'Institut
Francais du Caoutchouc et du CIRAD qui ont cofinancé ce projet. Ce manuscrit s'organise en trois
parties : une premiére partie introductive regroupant un état actuel des connaissances sur le
pathosysteme hévéa/ C. cassiicola ainsi qu’une partie traitant les interactions plantes/ champignons
pathogénes d’'un point de vue général. Ensuite seront présentés les objectifs de la thése, puis les
résultats sous forme d’articles : un premier article accepté dans Plant Science, un deuxiéme accepté
dans Fungal Diversity et un troisieme en préparation. Enfin une discussion générale cléturera ce

manuscrit.
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PARTIE 1

Le pathosysteme hevéa [ Corynespora
ool






l. L’'hévéa

L'hévéa (Hevea brasiliensis), ou arbre a caoutchouc, appartient a la famille des
euphorbiacées qui regroupe des espéeces herbacées ou ligneuses dont la caractéristique commune
est la présence de latex dans les tissus phloémiens. Dix espéces d’hévéa sont décrites a ce jour : H.
benthamiana, H. brasiliensis, H. camporum, H. guianensis, H. microphylla, H. nitida, H. pauciflora, H.
rigidifolia, H. spruceana et H. camargoana. Toutes produisent du latex mais seule H. brasiliensis est

cultivée pour la qualité et la quantité du latex qu’elle produit.

I. 1. Historique de I'hévéaculture

L’hévéa est originaire du bassin amazonien et plus particulierement du Brésil (Mato Grosso,

eme

Para). L'essor de lindustrie du caoutchouc débute au début du 19 siécle en Europe avec la
découverte de la mastication (modelage) par Hancock et de l'imperméabilisation des tissus par
Mackintosh. Cependant, le caoutchouc naturel issu du latex d’hévéa présente alors deux défauts
majeurs : il est cassant par temps froid et collant au soleil. C'est en 1839 que Goodyear découvre par
hasard le processus de vulcanisation qui consiste a chauffer le latex en présence de souffre. Ce
procédé de stabilisation du matériau va alors révolutionner I'usage de ce polymeére et intensifier
eme

I'exploitation des hévéas sauvages en Amérique du Sud. Jusqu'au 197 siécle, I'essentiel de la

production mondiale de latex est obtenue en Amazonie Brésilienne. A la fin du 19°™ siecle, la
production de latex se déplace en Asie et en Afrique. C'est I'anglais Henri Wickham qui, en 1876,
collecte des graines au Brésil et les envoie au jardin botanique de Kew en Angleterre. En 1877, 22
plants provenant de Kew sont envoyés au jardin botanique de Singapour. La forte augmentation des
prix du caoutchouc amazonien va conduire I'Angleterre et la Hollande a développer I'hévéaculture de
plantation dans leurs colonies Asiatiques, entrainant alors la ruine de I'économie de cueillette des

hévéas en Amazonie.

I. 2. L’hévéaculture en quelques chiffres

Actuellement, I'essentiel de la production mondiale de caoutchouc naturel est assurée par
'Asie (93%). Le reste de la production se répartit entre I'Afrique (4%) et 'Amérique Latine (3%)
(Rubber Statistical Bulletin, October-December 2011 edition). La faible part de ’Amérique latine dans
la production s’explique principalement par la présence d’'un agent pathogene foliaire de I'hévéa, le
champignon Microcyclus ulei, qui a empéché le développement d’'une hévéaculture rentable sur le
continent américain. L’hévéaculture a une importance socio-économique considérable. En moyenne,
10 millions de tonnes de caoutchouc sont produites chague année dans le monde. En Asie,
I'hévéaculture fournit un revenu pour 30 millions d’habitants soit 1% de la population asiatique totale.
L’hévéaculture a aussi un impact écologique trés favorable grace a la forte capacité de fixation du
carbone des hévéas. Il a été rapporté par exemple (Cheng et al. 2007) que les plantations d’hévéa en
Chine ont un potentiel de fixation du carbone (272 tonnes/ha/30 ans) supérieur a celui des foréts
primaire (234.305 t/ha/30 ans) et secondaire (150.203 t/ha/30 ans).
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Figure 1: Stades foliaires de I'hévéa au cours du développement d’'une unité de croissance
d’aprés Hallé & Martin (1968).
Stade A : Débourrement ; Stade B : Croissance ; Stade C : Maturation ; Stade D : Dormance

Figure 2 : L’ Hévéa brasiliensis (http://www.afd.be)

A : Plantation d’hévéa au Vietnam ; B et C : Inflorescences d’hévéa ; D, E et F : Fruits d’hévéa ; G et

H : Graines d’hévéa.



I. 3. L’hévéa : biologie et morphologie

L’hévéa est un arbre qui, a I'état sauvage, peut atteindre plus de 30 métres de hauteur, avec
un tronc de trois metres de diametre. Il est phénologiquement immature jusqu’a six ou sept ans. Lors
de cette période, il émet des étages de croissance toutes les six semaines environ, tout au long de
'année. Lorsqu’il atteint sa maturité phénologique, son cycle de croissance devient annuel avec une
période de défoliation en saison seche permettant le remplacement des vieilles feuilles. Les feuilles
sont composées de trois folioles disposées a I'extrémité d'un long pétiole. Le cycle de développement
d’'une unité de croissance s’effectue en quatre stades foliaires successifs (Hallé and Martin 1968b)
(Fig. 1):

- Stade A : Débourrement . Le bourgeon terminal, composé des feuilles préformées, s’ouvre et
la nouvelle unité de croissance apparait.

- Stade B : Croissance . Les entre-nceuds s’allongent et de petites feuilles anthocyaniques
(pigment rougeatre) apparaissent. Progressivement les limbes se renversent et les pigments
disparaissent.

- Stade C : Maturation . Les feuilles s’accroissent ; elles sont toujours pendantes, flasques et
de couleur vert clair.

- Stade D : Dormance . Les feuilles se durcissent et se redressent.

Le systeme racinaire est composé d'un pivot a partir duquel partent de longues racines
latérales. L’ensemble du pivot et des racines latérales assure a I'arbre un solide ancrage dans le sol.
Le pivot permet a I'arbre d'aller trouver de I'eau trés profondément dans le sol surtout pendant la
saison séche. Les racines latérales, trés ramifiées, assurent la plus grande part de I'absorption des
éléments minéraux.

L’hévéa est un arbre monoique. Les inflorescences, en racémes, se développent a l'aisselle
des feuilles (Fig. 2). Les fleurs méales, trés nombreuses, garnissent I'intérieur du racéme alors que les
fleurs femelles se développent a I'extrémité des axes primaires et secondaires de l'inflorescence. La
floraison, déclenchée par une forte intensité lumineuse, peut survenir une a deux fois par an (Yeang
2007). La pollinisation est principalement entomophile mais peut aussi étre anémophile. C’est un arbre
préférentiellement allogame (fécondation croisée), le fruit est une capsule contenant généralement
trois graines qui, a maturité (environ cinqg mois aprés la floraison), sont libérées au moment de la

déhiscence (Fig. 2).
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Vaisseau du xyleme
Cambium

Tube criblé

Manteau laticifére

Rayon médullaire

Phloéme (liber)

Ecorce (suber)

Figure 3 : Anatomie du tronc d'un hévéa mature.
Vaisseaux du xyleme (noir) ; Cambium (gris) ; Tubes criblés (jaune) ; Manteaux laticiferes (rouge) ;
Rayons médullaires (vert).



I. 4. La production de caoutchouc

I. 4. 1. Anatomie du tronc

Le cambium, méristeme secondaire, assure la croissance en épaisseur de l'arbre en
produisant des cellules qui se différencient vers l'intérieur pour donner le bois et les vaisseaux
conducteurs de la seve brute (xyleme) contenant I'eau et les sels minéraux provenant de la racine qui
sont acheminés jusqu’aux feuilles. Le cambium produit également des cellules qui se différencient
vers I'extérieur pour donner le phloéme (liber), dont les cellules laticiferes. Ces cellules spécialisées,
siege de la synthése du caoutchouc, sont émises en couches monocellulaires successives appelées
manteaux laticiféres (Fig. 3). Les cellules d’'un méme manteau sont anastomosées entre elles, formant
un continuum cytoplasmique des racines jusqu’aux feuilles. Intercalés entre le cambium et les
premiéres couches de cellules laticiféres se trouvent les tubes criblés conducteurs de la séve élaborée
(phloéme) qui véhiculent les produits de la photosynthése des feuilles. Des rayons médullaires, du fait

de leur orientation horizontale, assurent les échanges entre le liber et le bois (minéraux, sucres...).

I. 4. 2. Le latex : cytoplasme des cellules laticif — eres

Le latex, cytoplasme des cellules laticiféres, contient tous les organites cellulaires classiques
ainsi que des organites spécifiques tels que les particules de caoutchouc, les lutoides ou les
particules de Frey-wyssling. Les particules de caoutchouc (cis-1,4-polyisopréne) sont enveloppées
d'une fine enveloppe phospholipoprotéique chargée négativement (Gomez and Moir 1979). Cette
charge électriqgue permet le maintien en suspension dans le cytosol des particules de caoutchouc, par
répulsion électrostatique. Les lutoides sont des vésicules vacuolaires entourées d'une membrane
semi-perméable chargée négativement. Ces organites sont riches en protéines dont de nombreuses
enzymes qui peuvent altérer la stabilité du latex lorsqu’elles sont libérées dans le cytoplasme (d'Auzac
1982). Enfin, les particules de Frey-Wyssling sont des plastes modifiés renfermant de nombreuses
inclusions lipidiques riches en caroténoides (Frey-Wissling 1932; Gomez 1976).

La synthése du caoutchouc commence dans le cytosol des cellules laticiferes a partir de
sucres qui sont métabolisés en pyruvate par la glycolyse. Le pyruvate ainsi formé est ensuite converti
en acétyl-CoA par le complexe pyruvate déshydrogénase dans les mitochondries (cycle de Krebs).
L'acétyl-CoA est le précurseur du cis-polyisopréne (caoutchouc) (d'Auzac 1965; Archer and Cockbain
1969). La production de latex est donc trés fortement dépendante de I'activité photosynthétique des
feuilles qui fournit le carbone nécessaire a la synthése des sucres. Une alimentation en sucres
importante est nécessaire pour assurer la glycolyse et permettre la synthése et/ou la régénération du

latex entre deux saignées.
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Figure 4 : La saignée

La saignée se fait a I'aide d’'un couteau de saignée et consiste en une incision de I'écorce qui permet
la section des manteaux laticiferes et donc I'expulsion de latex (A) (http://www.cintel.com). Le latex
s'écoule le long de I'encoche jusqu’a une tasse (B) (http://www.journaldunet.com).
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I. 4. 3. La saignée

La récolte du latex se fait par incision de I'écorce sur quelques millimétres, le plus souvent en
demi-spirale descendante, a I'aide d'un couteau de saignée (Fig. 4A). Une fine couche d’'écorce est
alors éliminée. Cette incision doit sectionner les manteaux laticiferes mais sans endommager le
cambium qui permet la régénération des tissus. Sous l'effet de la pression de turgescence, le latex est
expulsé et s’écoule ensuite le long d’'une gouttiére jusqu’a une tasse, drainant en partie le manteau
laticifere (Fig. 4B). La pression de turgescence étant maximale pendant la nuit (stomates ouverts), les
meilleurs rendements de latex sont obtenus par des saignées nocturnes. Au bout d’'un moment,
'écoulement du latex s'arréte. Les particules de caoutchouc coagulent et forment un bouchon
refermant la blessure. Cette coagulation est due a des modifications de charge des particules de
caoutchouc induites par I'éclatement des lutoides. Ce sont les contraintes physiques appliquées au
niveau de I'encoche de saignée qui provoquent un déchirement des lutoides, libérant ainsi des
éléments (cations, facteurs de coagulations...) induisant des phénoménes de coalescence des
particules de caoutchouc (Gidrol et al. 1994; d'Auzac et al. 1995; Delabarre and Serier 1995). Les
noyaux et mitochondries sont maintenus a l'intérieur des cellules laticiféres lors de I'écoulement du
latex et permettent ainsi la régénération du contenu cellulaire, en compensation du latex expulsé.

L'utilité des cellules laticiferes pour la plante est encore mal connue. Etant donné qu’apres la
saignée, il y a coagulation du latex au niveau de I'encoche de saignée, le latex est supposé intervenir
dans les mécanismes de défense en colmatant les zones de blessure induites par les attaques de
prédateurs et en les protégeant contre les invasions parasitaires. Les lutoides sont tres riches en
hydrolases, comprenant des chitinases et glucanases connues pour leurs rbles au sein des
mécanismes de défense contre les agents pathogenes (d'Auzac et al. 1995). De nombreux travaux
ont été réalisés sur une petite protéine, I'hévéine, qui représenterait 50 a 70% des protéines solubles
des lutoides (Archer et al. 1969). Cette protéine aurait un rbéle de défense contre les agents
pathogénes plus particulierement les champignons et participerait a la coagulation des particules de
caoutchouc (Van Parijs et al. 1991; Gidrol et al. 1994; Lee and Raikhel 1995).

I. 4. 4. Les pratiques culturales

Les arbres sont saignés pour la premiére fois lorsque la circonférence des troncs a un metre
du sol atteint environ 50 cm, soit vers cing ou six ans suivant les cultivars. lls seront exploités en
continu durant une trentaine d’années, avec cependant des périodes de repos de quelques semaines
allant de la chute des feuilles a la refoliation (généralement saison séche). Dans la majorité des
plantations, la saignée est pratiquée tous les trois ou quatre jours, en demi-spirale descendante.
Lorsque toute I'écorce du premier panneau de saignée a été consommeée, le panneau opposé est
ouvert a son tour. Des traitements a base d'éthéphon, un générateur d'éthylene, peuvent étre
pratiqués pour stimuler la production de latex (Abraham et al. 1968; d'Auzac and Ribaillier 1969). Au
bout d'une trentaine d'années, les arbres sont abattus et valorisés sous forme de bois, pour

'ameublement.
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Figure 5 : Symptémes engendrés par différents champ  ignons pathogénes de 'hévéa.

A : Microcyclus ulei responsable de la « South American Leaf Blight » (SALB) (Le Guen 2008) ; B :
Colletotrichum gloeosporioides responsable de l'anthracnose ; C: Oidium heveae responsable de
loidium; D: Phytophthora palmivora responsable de la maladie des raies noires
(http://www.docstoc.com, R&D for rubber industry in Vietnam)
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Les variétés cultivées en plantation sont des clones obtenus par greffage sur des porte-greffes
issus de graines. Des génotypes élites, sélectionnés pour leurs qualités agronomiques, peuvent ainsi
étre multipliés. Dans une parcelle dite « monoclonale », toutes les parties aériennes (tronc et
couronne) sont donc génétiguement homogénes, mais le systéme racinaire, issu de graines, reste
hétérogene.

Actuellement, les maladies foliaires constituent un des facteurs limitant de la production de
latex. En effet, la production de latex est trés fortement dépendante de I'activité photosynthétique des
feuilles qui fournit le carbone nécessaire a la synthese des sucres indispensables au métabolisme des

cellules laticiféres.

I. 5. Les principales maladies de I'hévéa

Les principales maladies de I'hévéa sont causées par des champignons. Ces derniers
peuvent entrainer, selon I'importance des épidémies, des pertes de rendement importantes et méme
conduire a la mort de I'arbre dans les cas les plus extrémes. Toutes les strates de I'hévéa peuvent
étre affectées, depuis les racines jusqu'aux feuilles. Les principales maladies cryptogamiques de

I'hévéa sont présentées ci-dessous (Compagnon 1986; Breton 1997; Garcia 1997):

Les maladies foliaires :

Microcyclus ulei provoque la maladie sud américaine des feuilles ou SALB (South American
Leaf Blight) (Fig. 5A). Il sévit exclusivement en Amérique centrale et du sud ou il limite
considérablement le développement de I'hévéaculture, alors qu'il s’agit de I'aire d’origine de I'hévéa.
Ce parasite fait peser une grande menace sur I'hévéaculture mondiale car les clones cultivés en Asie
et en Afrique sont extrémement sensibles a la maladie (clones wickham).

Corynespora cassiicola qui entraine la maladie « Corynespora Leaf Fall » (CLF) attaque
'ensemble des feuilles jeunes et matures. Initialement restreint aux pépiniéres, il s’est rapidement
propagé dans les plantations d'Asie et d’Afrique entrainant des épidémies sporadiques parfois
sévéres. Aucune épidémie n’'a été signalée en Amérique latine jusqu’a présent. La rapidité d’infection
et de propagation de cet agent pathogéne inquiéte de plus en plus les planteurs. En 1994, cette

eme

maladie fut enregistrée comme le 4™ probléme majeur des plantations hévéicoles en termes de
co(ts financiers sur les sites d’expertise de I'lRRDB (International Rubber Research and Development
Board) (Breton 1997). Aujourd’hui, c’est 'une des plus importantes dans les zones de production
d’Afrique et d’Asie.

Colletotrichum gloeosporioides est responsable de I'anthracnose des feuilles qui sévit dans
toutes les zones d’hévéaculture mais qui entrainerait davantage de dégats dans les plantations
africaines (Fig. 5B).

Oidium heveae, responsable de I'oidium, est rencontré dans tous les pays hévéicoles d'Asie
(Fig. 5C).

Heminthosporium hevea (ou Dreschlera hevea), est responsable de la maladie appelée
« Bird's eyes spot », caractérisée par une multitude de petites nécroses circulaires. Cette maladie

reste cependant peu développée.
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Les maladies de panneau :

Phytophthora palmivora sévit sur toutes les parties aériennes de l'arbre et notamment au
niveau des panneaux de saignée entrainant la maladie dite des raies noires (« Black Stripes ») (Fig
5D). Ce champignon est présent surtout en Asie ou il peut provoquer d'importants dégats.

Une maladie qu'il est important de citer, bien qu’elle ne soit pas cryptogamique, est celle de
I'encoche séche. Elle se traduit par des nécroses au niveau des panneaux de saignée entrainant un
arrét partiel ou total de la production de latex. Aucun agent pathogéne associé a cette maladie n'a pu
étre mis en évidence. Ce phénomeéne d’encoche seche, qui apparait souvent a la jonction entre le
porte-greffe et le greffon, serait d0 a des déréglements physiologiques causés/accentués par la

surexploitation chez certains clones sensibles. La sensibilité clonale a I'encoche séche suit un
gradient identique a celui de I'activité métabolique des clones. Elle est corrélée positivement a la
fréquence de stimulation de I'arbre a I'Ethrel (éthyléne sous forme liquide). Les clones peu sensibles

supportent mieux la stimulation a I'Ethrel a 'opposé des clones trés sensibles (Okoma et al. 2009).

Les maladies racinaires :

D’autres maladies sévissant au niveau des racines, les « pourridiés », sont extrémement
graves et trés répandues en Afrique. Les agents pathogénes les plus rencontrés sont Fomes lignosus
et F. noxius. Les contaminations et les infections ayant lieu sous la surface du sol, les symptémes ne
peuvent étre visibles qu’aprés une infection déja trés avancée et conduisent trés régulierement a la

mort de I'arbre (Compagnon 1986).

Les méthodes de lutte :

Les méthodes de luttes utilisables contre les champignons pathogénes de I'hévéa restent
assez limitées. En ce qui concerne les maladies foliaires, elles sont assez bien contrlées en
pépiniére par I'application de fongicides. Cependant, en plantation, ce genre de traitement est difficile
a mettre en ceuvre et se révele trés couteux aussi bien au niveau financier qu'au niveau écologique.
Les fongicides ne sont utilisés qu’'en cas de forte attaque, par pulvérisation aérienne des feuilles. La
réceptivité des feuilles aux agents pathogenes est en générale maximum lors du débourrement des
jeunes feuilles. Une autre méthode de lutte est I'application de produits défoliants (éthylene) qui
permettent d’'avancer la défoliation naturelle de I'hévéa afin d’obtenir la refoliation lorsque la
pluviométrie est encore faible, c'est-a-dire en période peu favorable a la dissémination et a la
contamination de I'hévéa par ces champignons (Guyot et al. 2001). Cette méthode a été appliquée
avec un certain succes dans le cas de I'anthracnose en Afrique, ou du SALB en Amérique latine, mais
elle reste trés colteuse. Dans le cas du Phytophthora, le fongicide est appliqué sur le panneau de
saignée apres la saignée, en période de risque (saison des pluies). Dans le cas des pourridiés, il est

nécessaire d’excaver en partie les racines pour pouvoir appliquer le fongicide.
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l. 6. La lutte génétique

L'amélioration génétique de I'hévéa a pour objectif la création de clones a la fois hauts
producteurs en latex et plus tolérants aux principales maladies. La cartographie génétique moléculaire
de I'hévéa a été développée dans ce but, au moyen de marqueurs AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), RFLP (Restriction Fragment length Polymorphism) et microsatellites (SSR, Simple
Sequence Repeats) et appliquée avec succes a I'analyse du déterminisme génétique de la résistance
au SALB (Lespinasse et al. 2000a; Lespinasse et al. 2000b; Le Guen et al. 2003; Le Guen 2008).

La premiéere évaluation du déterminisme génétique de la résistance de I'hévéa au SALB a été

réalisée par un travail de cartographie de QTLs (Quantitative Trait Locus) réalisé sur une population
F1 issue du croisement entre un clone d’H. brasiliensis sensible au SALB et haut producteur en latex
(PB 260) et un clone résistant peu productif, issu de I'hybridation interspécifique entre H. brasiliensis
et H. benthamiana (RO 38), en conditions d’inoculations contrélées (Lespinasse et al. 2000a) et en
conditions naturelles d’infestation (Le Guen et al. 2003).
Suite a la découverte de nouvelles souches de M. ulei capables de contourner la résistance totale de
RO 38, une nouvelle source de résistance a été exploitée (Mattos et al. 2003). Il s’agit de celle du
clone MDF 180, provenant d'une population d’hévéas sauvages du Pérou, qui présente une
résistance partielle caractérisée par une faible voir moyenne intensité de sporulation conidienne mais
sans développement de la phase sexuée du champignon qui n'a jamais été observée quelque soit
l'inoculum utilisé. Cette résistance partielle serait non spécifique du fait de son efficacité vis-a-vis de
'ensemble des souches testées (Le Guen 2008). L'analyse du déterminisme génétique de cette
résistance a partir du croisement entre les clones PB 260 (sensible) et MDF 180 (résistant) a permis
d’identifier deux genes majeurs, chacun d’eux expliquant la résistance a un inoculum donné auxquels
viennent s’ajouter les effets d'un a trois QTLs mineurs (Le Guen 2008). Du fait de la durabilité de la
résistance de ce clone, ces génes majeurs ouvrent de nouvelles perspectives en matiére de création
variétale de clones qui soient a la fois haut producteurs et résistants au SALB par sélection assistée
par marqueurs.

Cette stratégie pourrait étre envisagée afin de mieux comprendre le déterminisme de la
résistance/sensibilité des clones d’hévéa a la CLF et créer des outils d'aide a la sélection d'individus

tolérants.

15



Il. La maladie Corynespora Leaf Fall (CLF)

[I. 1. Origine et incidence de la maladie

Cette maladie a été observée pour la premiére fois en Inde en 1958 (Ramakrishnan and Pillay
1961), puis en Malaisie (1960) (Newsam 1960). Elle s’est ensuite rapidement propagée a tous les
pays producteurs d'Asie et d'Afrique : Nigeria (1969) (Awoderu 1969), Indonésie (1980) (Teoh 1983),
Brésil (Junqueira et al. 1985), Sri Lanka, Cameroun (Liyanage et al. 1986a), Thailande (1985)
(Pongthep 1987), Bangladesh (Rahman 1988), Vietnam (1998) (Dung and Hoan 1999) et enfin tres
récemment en Chine (2006) (Jinji et al. 2007). Au début, Corynespora cassiicola était considéré
comme un agent pathogéne mineur de I'hévéa et sa présence était limitée aux jeunes plants en
pépiniéres. Cette maladie prit des proportions épidémiques en 1975 quand, pour la premiére fois, elle
toucha deux trés bons clones en Malaisie (RRIC 103 et RRIM 725). A partir de 1980, d'autres pays
d’Asie du Sud-Est furent fortement touchés par des épidémies de CLF entrainant I'arrachage de
clones les plus sensibles sur des milliers d’hectares en Malaise, Indonésie, Thailande et Sri Lanka. Ce
fut ensuite au tour des pays africains de patir de la maladie a la fin des années 1980, avec un clone
particulierement sensible : 'RCA 18. A partir de 1995 plusieurs clones de trés bonne valeur
agronomique trés largement plantés dans le monde (RRIM 600, GT 1, RRIC 110 et RRIl 105),
considérés jusque la comme résistants ou tolérants aux épidémies de CLF qui sévirent au milieu des

années 1980, furent fortement atteints par la maladie (Jayasinghe 2000, 2003).

II. 2. Développement de la maladie

Les spores sont produites a partir de 8h du matin pour atteindre un pic de production a midi et
enfin diminuer jusqu'en début de soirée (Okhuoya 1986; Chee 1988; Purwantara and
Pawirosoemardjo 1991). Une étude a été réalisée afin de tenter de mettre en évidence l'effet des
saisons sur la production des conidies. Cependant, les importantes variations observées d’une année
sur l'autre n'ont pas permis d'établir un profil annuel type. Une période seche favoriserait la
dissémination des conidies dans I'air et une certaine humidité serait indispensable a la germination et
a la pénétration de I'agent pathogéne dans I'hdte (Radzia et al. 1996).

Au Nigéria, les pics d’épidémies se produisent a la fois en saisons séches et humides. Ceci
s’expliquerait par le fait qu'en saison des pluies, 'humidité générée par les pluies favoriserait la
sporulation et la germination des spores. Etant donné qu’a cette période les arbres sont en pleine
refoliation, ils sont trés sensibles a la maladie. Durant la saison séche, c’est I'humidité matinale
(humidité relative 80%, méme en saison séche) qui stimulerait la sporulation et la germination des

spores, leur dissémination se faisant aux heures plus seches (Okhuoya 1986).
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Figure 6 : Différents types de symptdmes engendrés par C. cassiicola sur hévéa.

A : lésions caractéristiques en « aréte de poisson » ; B : lésions d’aspect similaire a celles causées
par Heminthosporium heveae (Bird’'s eye spot) ; C: lésions d'aspect similaire a celles causée par
Colletotrichum gloeosporioides (anthracnose) ; D : Iésions irréguliéres et polyédriques associées a des
chloroses importantes ; E : |ésions d'aspect similaire a celles causées par Oidium heveae (Oidium) ;
F : Noircissement et déchirure de I'écorce des tiges ; G : Noircissement des pétioles ; H: Sévére

infection d’un jeune plant ressemblant a une attaque de C. gloeosporioides.
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Il. 3. Les méthodes de lutte contre  Corynespora cassiicola

La méthode la plus courante est I'utilisation de fongicides dont la formulation varie en fonction
des régions ou pays. Méme s'ils permettent de limiter la maladie en pépiniere, leur utilisation en
plantation est limitée aux attaques séveres compte-tenu de leur colt et de leur impact néfaste sur
'environnement. Par ailleurs, aucun traitement fongicide n’apparait totalement efficace. Il existe
également des méthodes de lutte préventives comme I'éradication des hétes intermédiaires (soja,
papaye...) dans le voisinage des plantations ou en cultures intercalaires. En effet, il a été montré que
des isolats prélevés de ces derniers étaient capables d’infecter I'hévéa (Sinulingga et al. 1996).
Egalement, l'utilisation d’'abris permettant un ombrage partiel des pépiniéres diminue I'incidence de la
maladie (Rajalakshmy and Kothandaraman 1996). La méthode radicale la plus utilisée suite aux
différentes épidémies de CLF a été I'arrachage des clones les plus sensibles et leur remplacement par
des clones plus tolérants. La sélection de matériel génétique présentant une certaine résistance a C.

cassiicola est une nécessité (Jayasinghe and Silva 1996).

II. 4. Les symptbmes de la maladie

Le diagnostic de la maladie en plantation est tres difficile compte tenu de la grande diversité
des symptdmes. Les symptomes les plus communément rencontrés sont caractérisés par des lésions
foliaires brunes avec une décoloration progressive des tissus périphériques associées a un
noircissement des nervures adjacentes aux Iésions donnant un aspect caractéristique en « arétes de
poisson » a la maladie (Fig. 6A) (Jayasinghe 2000). Cependant les |ésions peuvent prendre d’autres
aspects. Elles peuvent étre circulaires brunes présentant en leur centre un aspect cartonneux
Iégérement blanchatre et associées a une légére chlorose périphérique (Fig. 6B). Certaines sont plutbt
irrégulieres, en cercles concentriques ressemblant aux symptdomes de I'anthracnose provoqués par
Colletotrichum gloeosporioides (Fig. 6C), d'autres sont plutét polyédriques avec une chlorose
périphérique trés importante (Fig. 6D). Des symptdmes ressemblant a ceux causés par Oidium
heveae ont également été observés. lls sont caractérisés par des lésions irrégulieres brunes ayant un
aspect cartonneux (Fig. 6E). Dans certains cas, les symptdmes sont assez discrets et seul un
noircissement de la base des nervures centrales est observé (Fig. 6G). Selon limportance de la
maladie, les feuilles peuvent jaunir entierement, se dessécher puis tomber (Fig. 6H). Les infections sur
les tiges et les pétioles conduisent a une déchirure de I'écorce et a la mort des organes (Fig. 6F)
(Garcia 1997).
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lll. Corynespora cassiicola

[ll. 1. Un champignon aux multiples facettes

Corynespora cassiicola (Berk. & M. A Curtis) est un champignon ascomycete imparfait qui
appartient aux dothideomycetes et forme, avec Corynespora smithii, un clade phylogénétique distinct
parmi les pléosporaceae (Schoch et al. 2009). Il a été trouvé dans les feuilles, tiges, fruits et racines
de plus de 300 espéces de plantes principalement dans les régions tropicales et subtropicales mais

également en serres dans les régions tempérées (http://nt.ars-grin.gov/fungaldatabases/; (Farr and

Rossman 2011). Ce champignon a également été trouvé sur la peau humaine entrainant des mycoses
(Huang et al. 2009).

Principalement décrit comme pathogéne, il cause d'importants dégats sur de nombreuses
plantes d'intérét économique telles que I'hévéa, la tomate, le concombre, le coton ou encore le soja
(Chee 1990; Lakshmanan et al. 1990; Koenning et al. 2006; Oliveira et al. 2006; Oliveira et al. 2007;
Schlub et al. 2009). Des isolats de C. cassiicola ont également été obtenus a partir de matériel végétal
sain, traduisant sa capacité a vivre en tant qu'endophyte, chez Quercus ilex (Collado et al. 1999),
Aegle marmelos (Gond et al. 2007), Magnolia lilifera (Promputtha et al. 2007) ainsi que d’autres
plantes des foréts tropicales (Suryanarayanan et al. 2002; Suryanarayanan et al. 2011). Un
comportement saprophyte a également été observé sur concombres, tomates, papayes (Kingsland
1985b), Bambusa spp et Dendrocalamus spp (Hyde et al. 2001), Ischyrolepis subverticella (Lee et al.
2004) et Magnolia lilifera (Promputtha et al. 2007; Promputtha et al. 2010). De nombreuses autres
plantes peuvent abriter C. cassiicola en tant qu’agent pathogéene, endophyte ou saprophyte (Dixon et
al. 2009). Chez rI'hévéa, C. cassiicola est exclusivement connu en tant qu'agent pathogéne

nécrotrophe.

I1l. 2. Processus infectieux chez I'hévéa

Dans de nombreuses interactions hote/parasite, le processus d'infection, regroupant la
germination des spores a la surface de I'héte puis la pénétration du parasite a I'intérieur de I'h6te, fait
intervenir des signaux de nature chimique présents a la surface des tissus colonisés (feuille, tige,
racine...).

Une étude comparative réalisée sur clones résistant ou sensible (GT 1 et PB 260) a C. cassiicola a pu
mettre en évidence qu’il n’y avait aucune différence entre le taux de germination des conidies sur ces
deux clones suggérant I'absence de mécanismes de défense induits susceptibles d'inhiber la
germination des conidies a la surface des feuilles du clone résistant (Breton 1997). La germination des
conidies a la surface des feuilles est assez précoce et importante. Il a été montré, apres inoculation de

suspension conidienne sur feuilles d’hévéa, que le taux de germination atteignait 95% en 6h.
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H Clone sensib le Clone résistant

Figure 7: Macro-symptdmes engendrés par inoculatio n de suspension de spores de C.
cassiicola (souche CCP) sur les clones sensible PB 260 (Aet  B) et résistant GT 1 (C et D), 72 h
apres infection.

n : nécrose ; ap : aréte de poisson ; pn : points nécrotiques

(Breton et al. 1997a)
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Les spores produisent un ou plusieurs tubes germinatifs a leurs extrémités (Chee 1988). Des
observations en microscopie a balayage du processus d'infection de C. cassiicola ont permis de
montrer, qu'aprés la germination des conidies, les hyphes mycéliens sécrétent une matrice
extracellulaire de nature fibrillaire dense sur toute leur périphérie. Cette derniére assurerait I'adhésion
du mycélium a la surface des feuilles et pourrait jouer un réle dans le processus de pénétration du
champignon dans les tissus hotes. En effet, les matrices extracellulaires sont souvent associées a des
activités hydrolytiques (cutinases, pectinases...) facilitant la pénétration des hyphes mycéliens a
travers la cuticule et les parois cellulaires. La pénétration des hyphes de C. cassiicola se faisant
principalement au travers de la cuticule et seulement trés rarement par les stomates, le role
hydrolytique de cette matrice fibrillaire est fort probable. Lors de la pénétration, les hyphes ne
différencient pas d'appressorium. Seul un léger renflement a pu étre observé. Aprés pénétration, le
mycélium progresse de maniére intracellulaire. Chez le clone sensible, l'invasion des tissus est
associée a la mort d'un grand nombre de cellules. A l'inverse, chez le résistant, seules quelques
cellules autour du site de pénétration sont touchées (Breton et al. 1997a). Les premiers symptdmes de
la maladie apparaissent tres rapidement apres inoculation de spores (entre 24h et 48h) quelle que soit
la sensibilité du clone infecté. Ceci est corrélé a la précocité et au fort taux de germination des
conidies (95% en 6h) (Chee 1988).

I1l. 3. Réactions de défense de I'hbte

Au niveau histologique, les lésions foliaires montrent de nettes différences entre clones
sensible (PB 260) et résistant (GT 1). Chez le clone sensible, les Iésions sont assez étendues (Fig 7A
et B) le mycélium envahit toutes les couches cellulaires entrainant leur mort. Une dégénérescence se
manifestant par la condensation des noyaux est également observée pour les cellules autour de la
Iésion alors qu’elles ne sont pas colonisées par le mycélium. Ceci appuie I'hypothése de I'existence
d’une toxine sécrétée par le champignon. A l'inverse, les lésions du clone résistant sont ponctiformes
(Fig 7C et D), le mycélium est bloqué dés les premiéres assises cellulaires. Une accumulation de
composés bruns dans les nervures des cellules nécrotiques est également observée, autour du site
d’infection (Breton et al. 1997a).

Au niveau biochimique, deux composants partiellement corrélés aux mécanismes de défense
ont été étudiés. Il y a tout d'abord l'accumulation d'une phytoalexine, la scopolétine, et plus
tardivement la lignification des parois créant une barriere physique a la propagation du champignon.
Une étude menée sur un clone sensible (PB 260) et un clone résistant (GT 1) a montré que, chez le
clone résistant, la production et I'accumulation de scopolétine est trop lente et trop faible pour
expliquer la résistance a C. cassiicola (Breton et al. 1997b). La teneur en protéines des feuilles, liée
au niveau de dégénérescence des tissus, reste stable chez le clone résistant alors qu'elle chute
fortement chez le clone sensible indiquant un fort niveau de dégradation des tissus (Breton et al.
1997h).
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Figure 8 : Corrélation entre la sensibilité d'une ¢ inquantaine de clones d’hévéa a la cassiicoline
semi-purifiée et au champignon (souche CCP).

Chaque point représente un clone d’hévéa. R2 = 0,822

(Breton et al. 2000)
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Les cinétiques d’accumulation de deux PR-protéines (Pathogenesis Related Proteins), la chitinase et
la B 1,3 glucanase, ne permettent pas non plus d’expliquer les différences de sensibilité/résistance
entre les deux clones. Par contre, les activités peroxydases (gaiacol-oxydase, syringaldazine-oxydase
et peroxydase NAD(P)H dépendante), communément impliquées dans les mécanismes de défense,
sont significativement supérieures chez le clone résistant par rapport au sensible (Breton et al. 1997a;
Breton et al. 1997b). Comme nous l'avons vu précédemment, chez le clone résistant, apres
pénétration, le mycélium est rapidement stoppé et reste bloqué dans les tissus nécrotiques au point
de pénétration. La lignification des parois, semblant étre associée a I'augmentation des activités
peroxydases, n'a pu étre observée que trop tardivement pour pouvoir expliquer ce blocage précoce du
mycélium. Par contre, le blocage du mycélium pourrait étre expliqué par la réticulation des protéines
pariétales (d'Auzac 1996).

A T'heure actuelle, les mécanismes de défense connus ne permettent pas d’expliquer la
résistance précoce du clone résistant. D’autres paramétres mesurables qui interviennent trés t6t dans
les interactions hote/agent pathogéne sont la production par I'hn6te de formes actives de I'oxygéne (pic
oxydatif). Elles peuvent intervenir soit dans les réactions de type hypersensible conduisant a une mort
cellulaire programmée et a un arrét immédiat de I'attaque, soit dans la mise en place de mécanismes
de défense plus ou moins efficaces chez I'hdte (d'Auzac 1996). Parmi ces formes réactives de
'oxygéne, I'anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) sont les formes les plus souvent
étudiées dans les interactions hbdte/agent pathogéne. La cinétigue de production du peroxyde
d’hydrogéene est trés souvent utilisée pour distinguer les réactions de type hypersensible des réactions
incompatibles (Dixon et al. 1994). Généralement, le premier pic d’'H,O,, qui est produit des le premier
contact entre I'éliciteur et le récepteur sur la cellule héte, est commun aux réactions compatibles et
incompatibles alors que I'apparition d'un second pic plus tardif serait caractéristique de la réaction
hypersensible. Cette cinétique a été étudiée lors de linteraction du clone résistant GT 1 avec C.
cassiicola mettant en évidence un seul pic d'H,O, ce qui traduirait donc I'absence de réaction

hypersensible chez le résistant face a I'infection par C. cassiicola (Breton 1997).

I1l. 4. Mise en évidence d'une toxine : la cassiico line

Plusieurs travaux concomitants ont suggéré la présence d'une toxine excrétée par C.
cassiicola dans des milieux de culture liquide (Onesirosan et al. 1975; Sarma and nayudu 1975). Plus
tard, des observations histologiques réalisées sur le clone sensible PB 260 aprés inoculation
conidienne ont appuyé I'existence de cette toxine car il est apparu que de trés nombreuses cellules
étaient dégénérescentes bien au dela du front de développement du mycélium. Des tests de
phytotoxicité du milieu de culture liquide du champignon (souche CCP) sur feuilles d'une cinquantaine
de clones d’hévéa ont été réalisés parallelement a des tests d’inoculation. Ces tests ont mis en
évidence une corrélation positive entre la sensibilité des clones au champignon (estimée par la taille

des nécroses) et leur sensibilité au filtrat de culture (% de flétrissement) (Breton 1997).
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O-méthyl mannose

Pyroglutamate

Figure 9 : Structure tridimensionnelle de la cass  iicoline.
(Barthe et al. 2007)
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Ces tests ont par la suite été réitérés en utilisant non plus le filtrat de culture du champignon mais de
la cassiicoline semi-purifiée (Fig. 8) (Breton et al. 2000). Une corrélation positive entre la sensibilité
des clones au champignon et la cassiicoline semi-purifiée a également été montrée mettant ainsi en
évidence le rble primordial de la cassiicoline dans la pathogénie de la souche qui la produit (CCP). Par
ailleurs, des inoculations sur feuilles de clone sensible (PB 260) réalisées avec une suspension
conidienne de C. cassiicola (CCP) additionnée d'anticorps anti-cassiicoline ont révélé une diminution
importante des symptémes par rapport au témoin inoculé sans anticorps (Breton et al. 2000). Ces
expériences démontrent le réle déterminant de la cassiicoline pour la pathogénie de C. cassiicola sur
'hévéa.

Le procédé de purification établi par de Lamotte et al (2007) a permis l'obtention de

cassiicoline ultra pure en quantité suffisante pour finaliser le séquencage de la protéine et caractériser
sa structure tridimensionnelle par RMN (Résonance Magnétique Nucléaire). Il a ainsi pu étre montré
que la cassiicoline est une petite glycoprotéine de 2884,96 Da composée de 27 acides aminés
seulement et repliée selon une structure stabilisée par trois ponts disulfures. Elle présente un
pyroglutamate a son extrémité N-terminale et un groupement O-méthyl mannose sur le deuxieme
acide aminé (Fig. 9) (Barthe et al. 2007).
L'application de toxine purifiée sur feuilles a montré que la toxine reproduit les symptémes foliaires
observés aprés inoculation par une suspension conidienne du champignon, que ce soit a I'échelle
tissulaire ou au niveau de l'ultra-structure cellulaire (Barthe et al. 2007). De plus, le spectre d’hétes de
la toxine, testé sur différentes espéces végétales et sur différents cultivars d’hévéa, se superpose
exactement a celui du champignon (Barthe et al. 2007). Ces résultats suggerent que la cassiicoline
pourrait étre une nouvelle toxine hote-sélective (HST : Host Selective Toxin) (Breton et al. 2000;
Barthe et al. 2007).

lll. 5. Diversité de I'agent pathogéne

Il existe une grande diversité morphologique et physiologique des souches de C. cassiicola.
Des différences de couleur du mycélium (beige a gris foncé) mais également de couleur du milieu de
culture ont été observées, ainsi que des différences de texture, forme (rondes a légérement
polygonales) et croissance des colonies mycéliennes en culture in vitro (Chee 1988; Nghia et al. 2008;
Fernando et al. 2009; Qi et al. 2011).
Ce champignon présente aussi une grande variabilité dans la capacité des souches a produire des
conidies (Chee 1988). Ces dernieres peuvent également avoir une morphologie tres variable
(longueur, largeur, nombre de pseudoseptates, forme cylindrique, incurvée...) que ce soit au sein
d’'une méme souche ou pour des souches différentes (Nghia et al. 2008; Qi et al. 2011). Aucune
corrélation n'a pu étre mise en évidence entre la diversité morphologique et la diversité du pouvoir
pathogéne. En ce qui concerne la pathogénie, il a été montré que pour une souche donnée, l'intensité
des symptbmes de la maladie est variable en fonction des clones d’hévéa infectés. Certains sont

résistants tandis que d’'autres présentent divers degrés de sensibilité ou tolérance a la maladie.
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Inde Malaisie Indonés ie | Afrique | Thailande | SrilLanka | Vietnam
Avros 2037 1
GT1 3-4 3-4 1 3-4 2
PB 260 2 2 3-4 1 2
RRIM 600 3-4 3-4 1
PB 235 2 2 1 1
PR 107 2-3 2-3
PB 217 2 2 2 1
RRIC 110 3-4 3-4 3-4 4
IAN 873 4 4
RRII 105 3-4
PR 261 2

Tableau 1: Comportement en plantation de plusieurs

fonction des pays (inoculum naturel).

(1 : résistant ; 2 : tolérant ; 3 : sensible ; 4 : trés sensible)

(Jayasinghe 2003)
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A linverse, pour un clone d’hévéa donné, l'intensité des symptomes fluctue en fonction des souches
inoculées qui peuvent étre plus ou moins agressives (Silva et al. 1998; Ismail and Jeyanayagi 1999;
Breton et al. 2000; Nghia et al. 2008; Qi et al. 2009; Qi et al. 2011).

En 2003, Jayasinghe publie une liste de clones décrivant leur sensibilité/tolérance a la maladie CLF
en fonction des pays (Tableau 1) (Jayasinghe 2003). Par exemple, le clone GT 1 est considéré
comme tres sensible en Malaisie, Indonésie, Thailande et relativement résistant en Afrique et au Sri
Lanka. Quant au clone PB 260, il serait tolérant en Malaisie et Indonésie, trés sensible en Afrique et
résistant en Thailande et Sri Lanka. Cette variabilit¢é de comportement des clones a donc soulevé
I'hypothése de I'existence de races de C. cassiicola avec des spectres d’hdtes bien distincts.

En ce qui concerne la diversité génétique de cet agent pathogéne, de nombreuses études ont
été réalisées a l'aide de différents types de marqueurs moléculaires. La technique de « Randomly
Amplified Polymorphic DNA » (RAPD) a souvent été employée, révélant un certain polymorphisme
parmi des isolats de C. cassiicola. Certaines études réveélent une corrélation entre les groupes RAPD
mis en évidence et les caractéristiques des isolats (pathogénie, origine géographique, clone de
collecte) (Silva et al. 1998; Atan and Hamid 2003; Silva et al. 2003) alors que d’autres n’établissent
aucune corrélation (Darmono et al. 1996; Romruensukharom et al. 2005). Cependant la technique
RAPD a l'inconvénient d’étre faiblement reproductible, ce qui pourrait expliquer la divergence de ces
résultats. Plus récemment, la technique « Inter Simple Sequence Repeat » (ISSR) a été appliquée
pour étudier la diversité d’'une collection d'isolats de C. cassiicola prélevés dans différentes régions de
Malaisie (Nghia et al. 2008). Cette étude a révélé que 91,5% des bandes générées étaient
polymorphes reflétant la forte diversité génétique des isolats. Ces isolats ont ensuite pu étre classés
en deux clusters. Des travaux antérieurs, réalisés sur des souches provenant de Malaisie, avait pu
mettre en évidence deux races de l'agent pathogéne sur la base des différences de pouvoir
pathogéne et de préférences clonales chez I'hévéa (Ismail and Jeyanayagi 1999). Afin d'explorer
I'existence de races dans leurs isolats, Nghia et al (2008) ont réalisé des inoculations sur feuilles
détachées en utilisant les mémes clones qui avaient servi a la discrimination des deux races de Ismalil
et Jeyanayagi (1999). lls ont ainsi pu confirmer I'existence de deux races distinctes de C. cassiicola
présentant des différences en termes de préférences clonales. L'analyse moléculaire ISSR couplée
aux résultats d'inoculations a ainsi pu révéler que les souches identifiées comme appartenant a la
race 1 faisaient partie du cluster 1 et celles identifiées comme appartenant a la race 2 faisaient partie
du cluster 2. Cependant, il faudrait inclure dans ces analyses un grand nombre d'autres souches et
clones d’hévéa pour pouvoir confirmer cette corrélation entre les races et leurs appartenances a des
groupes génétiques. Des travaux réalisés avec des souches pathogénes chinoises n'ont pas permis
de mettre en évidence une corrélation entre les clusters ISSR et I'appartenance de ces souches aux
races 1 et 2 (Qi et al. 2009).

27



28



PARTIE 2

Les interactions plantes /champignons
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|. Stratégies de nutrition des champignons

Les champignons, contrairement aux plantes, sont hétérotrophes vis-a-vis du carbone. lls sont
donc incapables de synthétiser leurs propres ressources carbonées et doivent les extraire a partir de
composés organiques préexistants. Face a cette contrainte majeure, ils ont développé différentes
stratégies de nutrition : le saprophytisme, la symbiose et le parasitisme.

Les champignons saprophytes : lIs se développent sur les débris végétaux en décomposition

dont ils se nourrissent (souches de bois mort, feuilles mortes). lls possédent de nombreuses enzymes
permettant la dégradation de la cellulose, des hémicelluloses et de la lignine et peuvent étre
responsables de différents types de pourritures en fonction du degré de dégradation de la lignine: la
pourriture blanche (dégradation totale), la pourriture molle (dégradation partielle) et la pourriture brune
(modification chimique). Les champignons saprophytes jouent un réle majeur dans les écosystemes
forestiers car ils contribuent au recyclage de la matiere organique la rendant de nouveau assimilable
par d’autres organismes.

Les champignons symbiotigues (Duhoux and Nicole 2004) : lls établissent avec les végétaux

une interaction mutuellement bénéfique. Une premiére catégorie de champignons symbiotiques
s'associent aux végétaux par la formation au niveau des racines d'organes mixtes appelés
mycorhizes. On distingue deux types de mycorhizes: les endo- et les ectomycorhizes. Les
associations endomycorhiziennes sont les plus répandues car elles concernent 80% des especes
végétales. Les champignons responsables de cette symbiose sont des symbiotes obligatoires qui
dépendent entierement de leur hdéte pour leur nutrition et leur cycle de développement. Leurs hyphes
pénétrent les cellules épidermiques racinaires (traversant la paroi) et produisent des vésicules inter et
intracellulaire dans I'épiderme et I'exoderme ainsi que des arbuscules dans les cellules corticales (par
invagination des membranes plasmiques). Les arbuscules ont un rdle dans le transfert des nutriments
entre les partenaires, et les vésicules auraient un réle de stockage des réserves et de propagation du
champignon. Le développement intra-racinaire du mycélium est accompagné par un développement
extra-racinaire qui conduit a la sporulation. Les symbioses ectomycorhiziennes concernent
majoritairement les plantes ligneuses comme le sapin, le méléze, le pin, le hétre ou le chéne. Les
champignons ectomycorhiziens colonisent le sol jusqu’aux racines des arbres autour desquelles ils
développent trois structures : un réseau intercellulaire entre les cellules de l'assise pilifere et les
premiéres cellules du cortex, un manteau trés dense qui enveloppe la racine et des filaments extra-
matriciels qui explorent le sol afin d’assurer la nutrition minérale et qui sont également reliées aux
fructifications du champignon. Quel que soit le type de mycorhize, la plante fournit le champignon en
ressources carbonées qui en retour lui apporte une meilleure alimentation hydrique et minérale (Lehto
and Zwiazek 2011; Miransari 2011; Smith and Smith 2011, 2012). Les plantes mycorhizées seraient
également plus tolérantes a divers stress biotiques et abiotiques (Whipps 2004; Dalpé 2005; Li et al.
2006; Aroca et al. 2007).
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D’autres champignons symbiotiques, appelés endophytes, peuvent coloniser les plantes sans
développer de structures particulieres. Ces champignons vivent entierement a l'intérieur des tissus
végétaux et se retrouvent aussi bien dans les parties aériennes que les parties souterraines des
plantes hétes. Les endophytes semblent jouer un réle bénéfique dans la tolérance de leur hote a
différents stress biotiques et abiotiques. Par exemple, il a été démontré que certains endophytes
conféraient a leur héte une meilleure résistance aux attaques d’insectes et d’herbivores notamment
par la production de composés toxiques (Powell and Petroski 1992; Bush et al. 1997; Rodriguez et al.
2009). D’'autres protégeraient leur hote face a certaines maladies. C’est le cas d’Epichloé festucae qui
augmente la résistance de son héte face aux champignons pathogénes foliaires Sclerotina
homeocarpa et Laetisaria fusiformis (Bonos et al. 2005; Clarke et al. 2006). Les endophytes
constituent une ressource trés intéressante pour la lutte biologique (Arnold et al. 2003; Rodriguez et
al. 2009). Cependant, dans certaines circonstances, une colonisation trop importante de I'héte peut
entrainer un affaiblissement de la plante. En effet, lorsque le colt de la symbiose est plus important
qgue les bénéfices apportés, la relation tend vers le parasitisme (Wali et al. 2006; Rodriguez et al.
2009).

Les champignons parasites ou pathogénes : Les champignons sont dits parasites lorsqu’ils se

développent au détriment de leurs hdtes, entrainant méme dans certains cas la mort de leur héte. Les
champignons pathogénes sont présents dans tous les taxons et leurs hétes peuvent étre trés variés.
Leur incidence est importante tant d'un point de vue économique que dun point de vue
environnemental compte tenu de la multiplicité des traitements phytosanitaires. Les champignons
pathogénes des plantes (ou phytopathogénes) peuvent étre classés en trois groupes selon leur
stratégie de nutrition : les nécrotrophes, les biotrophes et les hémibiotrophes. Les champignons
nécrotrophes tuent les cellules végétales en aval de leur développement puis colonisent les tissus
mort a la maniére des saprophytes. Les champignons biotrophes, a l'inverse des nécrotrophes, se
développent dans les tissus vivants de leur hdte en détournant une partie des nutriments. Leur
développement et leur propagation dépend entierement de [lintégrité des cellules végétales
colonisées, ce sont des parasites obligatoires. Ces agents pathogénes ont généralement un spectre
d’hote tres limité. Il existe cependant des champignons qui présentent une combinaison de ces
différents styles de vie et stratégies de nutrition. Ces agents pathogénes peuvent développer une
phase initiale transitoire de biotrophie puis devenir nécrotrophes, on les appelle les hémibiotrophes.

Il est important de noter que de nombreux champignons sont des parasites facultatifs qui
peuvent adopter différentes stratégies de nutrition. En effet, de nombreuses espéces reconnues
pathogénes sont régulierement isolées en tant qu’endophytes (Kumar and Hyde 2004; Photita et al.
2004; Photita et al. 2005). De plus, plusieurs souches isolées en tant qu’endophytes ont été trouvées
pathogénes lorsqu’elles étaient ré-inoculées sur leur héte d’origine (Mostert et al. 2000; Photita et al.
2004; Dixon et al. 2009; Lana et al. 2011). D’autres études appuient I'hypothése que les endophytes
peuvent devenir saprophytes a la sénescence de I'hote (Promputtha et al. 2002; Promputtha et al.
2007; Okane et al. 2008; Porras-Alfaro and Bayman 2008; Promputtha et al. 2010).

Les parties qui suivent seront dédiées exclusivement aux interactions plantes/agents

pathogénes afin de mieux comprendre dans quel contexte s'ancre notre pathosystéme.
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Il. Les champignons phytopathogénes

[I. 1. Structures et stratégies de pénétration

Une étape primordiale dans le développement des champignons pathogénes est la
pénétration de I'h6te. Les spores en germination sécrétent de nombreux composés impliqués dans
'adhésion a la surface de I'h6éte ainsi que de nombreuses enzymes de dégradation favorisant la
pénétration et la colonisation. La pénétration peut s'opérer directement a travers la cuticule de la
plante via des structures d'infection spécialisées plus ou moins bien différenciées appelées
appressoria ou alors s'effectuer a travers les stomates. Les appressoria permettent a I'agent
pathogéne de pénétrer I'héte en utilisant une combinaison de force mécanique et d’enzymes de
dégradation des parois (Howard et al. 1991; Pryce-Jones et al. 1999; Tucker and Talbot 2001; Chen
et al. 2004).

Une fois passée la barriere de la cuticule et de la paroi, les champignons biotrophes et
hémibiotrophes, comme Blumeria graminis et Melampsora lini, peuvent développer a l'intérieur des
cellules de leur héte des structures trés spécialisées appelées haustoria, vraisemblablement
impliqguées dans la nutrition et dans la sécrétion de divers effecteurs. Ces structures sont formées par
invagination de la membrane plasmique a l'intérieur des cellules de I'héte. L’haustorium apparait jouer
un réle clé dans le maintien de la biotrophie au niveau de 'acquisition des nutriments (Voegele et al.
2001; Voegele and Mendgen 2010). Il jouerait également un réle important au niveau de la sécrétion
de nombreux effecteurs protéiques pouvant interférer avec la mise en place des défenses de I'hbte.
Cependant, son role dans la sécrétion n'a pas été clairement démontré. D'autres champignons
comme Magnaporthe oryzae se développent de maniére intracellulaire par I'intermédiaire d’hyphes
d’infection spécialisés qui invaginent la membrane plasmique de la cellule infectée (Kankanala et al.
2007). Lors d'une interaction compatible, les hyphes infectieux différencient des structures lobées
(bulbes) dans lesquelles on retrouve de nombreux effecteurs protéiques (Khang et al. 2010). Certains
champignons, comme Cladosporum fulvum, ne différencient pas de structure particuliere mais
développent un hyphe infectieux a la surface de la feuille qui va pénétrer par les stomates et continuer
sa croissance dans I'espace intercellulaire du mésophylle ou il trouve ses nutriments (Thomma et al.
2005). Claviceps purpurea, responsable de 'ergot du seigle, colonise son héte de maniére intra- et
inter-cellulaire (Tudzynski and Scheffer 2004). Les hyphes intracellulaires résultent de I'invagination
des membranes plasmiques de I'héte. lls sont donc également entourés par la membrane plasmique
de la plante et pourraient avoir des fonctions haustoriales (Tudzynski and Scheffer 2004).

Les champignons nécrotrophes ne développent pas de structures particuliéres a l'intérieur de
'héte. Aprés la pénétration des hyphes par les stomates ou au travers la cuticule grace a des
appressoria plus ou moins bien différenciés, de nombreuses enzymes de dégradation des parois et
toxines sont sécrétées afin de tuer les cellules permettant ainsi le développement et la colonisation de
I'héte (Oliver and Ipcho 2004).
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Le séquencage et I'analyse des génomes de différents champignons ont permis de montrer
gue les champignons nécrotrophes et hémibiotrophes possédaient de nhombreux génes codant pour
des enzymes de dégradation des parois (cellulose, xylane, pectine, mannane) comparativement aux
biotrophes obligatoires. Gibberella zeae et Magnaporthe oryzae, qui sont des champignons
hémibiotrophes, possédent respectivement 151 et 156 génes codant pour des enzymes de
dégradation des parois. Les champignons nécrotrophes Sclerotinia sclerotinium, Botrytis cinerea et
Pyrenophora teres f. teres en possédent respectivement 106, 118 et 145. Comparativement, les
agents biotrophes Blumeria graminis et Ustilago maydis présentent seulement 10 et 33 enzymes de
dégradation respectivement dans leur génome (Kamper et al. 2006; Amselem et al. 2011). L’'analyse
des transcriptomes de S. sclerotinium et B. cinerea lors d’'une infection a permis de mettre en
évidence une régulation positive significative de 40 et 43 genes respectivement codant pour diverses

enzymes de dégradation (cellulose, xylane, pectine, mannane) (Amselem et al. 2011).

Il. 2. Les interactions plantes/champignons pathogé  nes

Lors de linteraction entre une plante et un agent pathogéne, une étape importante est la
perception de I'agent pathogene par la plante. Il est maintenant largement admis que les plantes
répondent a une infection par un systéme immunitaire & deux niveaux de reconnaissance (Jones and
Dangl 2006). Le premier niveau correspond a une reconnaissance « non speécifique » et fait intervenir
des éliciteurs généraux alors que le second niveau correspond a une reconnaissance « spécifique »

et fait intervenir des éliciteurs plus spécifiques ou effecteurs d’avirulence.

II. 2. 1. Interactions impliquant les PAMPs

Le premier niveau de reconnaissance est basé sur la reconnaissance par la plante des
PAMPs ou MAMPs (Pathogen or Microbe Associated Molecular Pattern) par lintermédiaire de
récepteurs membranaires appelés PRRs (Pattern Recognition Receptor) et mene a la PTI (PAMP-
Triggered Immunity) (Jones and Dangl 2006; Boller and Felix 2009). Les PAMPs sont des maotifs trés
conservés présents sur des molécules d’origine microbienne. lls sont souvent indispensables a la
pathogénie et au développement du parasite (NUrnberger et al. 2004; Chisholm et al. 2006). Les
PAMPs peuvent étre trouvés sur des molécules de nature trés différentes comme les
lipopolysaccharides des parois bactériennes, les oligomeres de chitine, de B-glucane et de chitosane
constituant les parois des champignons ou la flagelline, protéine de structure majoritaire des flagelles
bactériens.

D’autres éliciteurs généraux peuvent mener a la PTI, il s’agit des DAMPs (Damage Associated
Molecular Pattern). Les DAMPs sont des PAMPs d’origine endogéne provenant de la plante elle-
méme. lls sont souvent percus par la plante suite a la pénétration d’'un agent pathogéne, qui en
dégradant les parois cellulaires, relargue des composants pariétaux sur lesquels sont présent des
DAMPs.



Il a été montré par exemple que les plantes peuvent reconnaitre les oligo-a-galacturonides libérés
suite a I'action d’enzymes fongiques sur les parois cellulaires et activer des mécanismes de défense
(Denoux et al. 2008).

Chez les plantes, plusieurs récepteurs PRRs impliqués dans la reconnaissance de divers
composés d’origine fongique ont été identifiés. Chez Arabidopsis thaliana, les récepteurs LRR-RLK
(Leucine-Rich Repeat Receptor Like Kinase) CERK1 (Miya et al. 2007) et LysM RLK1 (Wan et al.
2008) sont capables de reconnaitre les oligomeres de chitine. Les PRRs peuvent aussi appartenir aux
LRR-RLP (Leucine-Rich Repeat Receptor Like Protein). Le récepteur LeEix2 (Lycopersicon
esculentum Ethylene-Inducing Xylanase), une protéine de type LRR-RLP (Leucine-Rich Repeat
Receptor Like Protein), reconnait un motif de la xylanase fongique EIX (Ron and Avni 2004). Un autre
récepteur, CeBiP (Chitin elicitor Binding Protein), est impliqué dans la perception des fragments de -
glucane chez le soja, de xylanase chez la tomate et de chitine chez le riz (Umemoto et al. 1997; Kaku
et al. 2006). C’est un récepteur protéique glycosylé présentant deux domaines LysM extracellulaires
mais pas de domaine kinase intracellulaire (Kaku et al. 2006). Cette absence de domaine kinase
intracellulaire suggére que d’autres partenaires sont requis pour la transduction du signal.

La reconnaissance des PAMPs ou DAMPs par les récepteurs membranaires PRRs induit une
résistance basale (PTI) qui va entraver la progression de I'agent pathogéne et donc limiter I'intensité

des symptémes (Jones and Dangl 2006).

Il. 2. 2. Interactions impliquant des effecteurs

La résistance basale (PTI), premiére branche du systéeme immunitaire des plantes, n'est
cependant pas efficace vis-a-vis de tous les agents pathogénes. Au cours de I'évolution, les
microorganismes se sont adaptés et ont acquis des effecteurs de virulence (facteurs de virulence)
capables d'interférer avec les mécanismes de défense mis en jeu lors de la PTI. La plante devient
alors sensible ; on parle de I' « Effector-Triggered Susceptibility » (ETS) (Jones and Dangl 2006).
Cependant, les plantes ont également acquis des genes codant pour des protéines dites de
« résistance » capables de reconnaitre certains effecteurs produits par les agents pathogénes et
entrainant la mise en place d’'un second niveau de défense menant a I’ « Effector-Triggered Imunity »
(ETI) (Jones and Dangl 2006). Les effecteurs sont définis comme étant des molécules produites par
les agents pathogénes qui manipulent la structure et le fonctionnement cellulaire de I'h6te facilitant
ainsi l'infection (facteurs de virulence ou toxines) et/ou entrainant des mécanismes de défense
(facteurs d’'avirulence et éliciteurs) (Kamoun 2007).

Chez les champignons biotrophes dont la survie dépend de l'intégrité des cellules de la plante,
la mise en place de la HR (Hypersensitive Response), qui correspond a la mort programmée d'un
nombre restreint de cellules au site d'infection, déclenchée a lissue de la reconnaissance par la
plante d'un effecteur du champignon, conduit & I'ETI en bloquant la propagation du champignon. A
l'inverse, ce type de reconnaissance favoriserait le développement des champignons nécrotrophes qui
se nourrissent des tissus en décomposition et conduit alors a 'ETS (Friesen et al. 2008a). Les
effecteurs peuvent étre de nature chimique variée. Chez les champignons biotrophes, les effecteurs

sont le plus souvent des protéines appartenant a la classe des Small Secreted Protein (SSP).
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Par contre, chez les nécrotrophes, de nombreux effecteurs de pathogénie se sont révélés étre des

métabolites secondaires.

Il. 2. 2. 1. L’Effector-Triggered Susceptibility  (ETS)

Les effecteurs de pathogénie peuvent agir a différents niveaux de la mise en place des
défenses de la plante. Ceci est particulierement bien documenté chez les bactéries. Ainsi,
Pseudomonas syringae est capable de produire une phytotoxine, la coronatine, induisant la
réouverture des stomates qui s'étaient fermés suite a la détection par la plante du PAMP de la
flagelline (FIg22) (Melotto et al. 2008). Les stomates ainsi réouverts, P. syringae peut pénétrer a
l'intérieur de I'apoplasme et délivrer divers effecteurs directement a l'intérieur des cellules de I'h6te par
l'intermédiaire du systeme de sécrétion de type 3 ou TTSS (Type Three Secretion System). Parmi ces
effecteurs, AvrPto est capable de se lier avec les récepteurs PRRs FLS2 et EFR chez Arabidopsis
inhibant leur autophosphorylation et empéchant donc la transduction du signal de défense (Xiang et
al. 2008). D’autres effecteurs de P. syringae, HopAl-1 et AopAO1l, agissent au niveau des MAPKs
(Mitogen Activated Phosphatase Kinase), inhibant ainsi la mise en place des défenses (Underwood et
al. 2007; Zhang et al. 2007).

On trouve également de nombreux exemples d’effecteurs entrainant la sensibilité de I'h6te
chez les champignons biotrophes et hémibiotrophes. Chez I'ascomycéte Cladosporium fulvum,
plusieurs effecteurs capables d'interférer dans la PTI ont été mis en évidence : Avr2, Avr4 et Ecp6.
Avr2 inhibe de multiples protéases cystéine chez la tomate qui sont requises dans la défense basale
(Van Esse et al. 2008). Avr4 contient un domaine fonctionnel de liaison a la chitine qui protege le
champignon contre I'activité des chitinases de la plante (van den Burg et al. 2006; Van Esse et al.
2007). Enfin, Ecp6 présente un domaine LysM essentiel a la virulence du champignon permettant la
séquestration des fragments de chitine relargués de la paroi des hyphes durant linfection et
empéchant ainsi leur reconnaissance par les récepteurs PRRs de la plante (de Jonge et al. 2010).
Chez I'ascomycéte Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, deux effecteurs de virulence sécrétés dans
le xyleme durant l'infection de la tomate ont été identifiés. Il s'agit d’Avr2 (Six3) et Avr3 (Six1). La
délétion de ces génes entraine une forte diminution de I'agressivité de I'agent pathogéne (Rep et al.
2004; Houterman et al. 2009). Leurs cibles sont encore inconnues.

Les champignons nécrotrophes colonisent les tissus de leur héte par la sécrétion de divers
effecteurs tels que de nombreuses enzymes de dégradation des parois (Amselem et al. 2011) ou des
toxines (Walton 1996, 2006; Friesen et al. 2008a; Duke and Dayan 2011). Récemment, une xylanase
(Xyn11A) se comportant comme un facteur de virulence a été décrite chez le champignon nécrotrophe
Botrytis cinerea ; elle induit des nécroses indépendamment de son activité enzymatique (Noda et al.
2010). La production de formes réactives de I'oxygéne ou ROS (Reactive Oxygen Species) est
généralement associée a la mise en place de la HR qui est un mécanisme de défense trés efficace
vis-a-vis des agents pathogénes biotrophes. La présence de ROS est également détectée chez des
plantes infectées par des agents pathogénes nécrotrophes comme B. cinerea et Sclerotinia

sclerotinium et semble liée a la sensibilité de I'hdte contrairement aux biotrophes.
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Il a été montré que l'inhibition de la production de ROS chez B. cinerea lors d’une infection a un effet
négatif sur le développement de la maladie (Rolke et al. 2004).

L’'analyse de souches de B. cinerea et S. sclerotinium mutées sur deux NADPH oxydases
(BcnoxA, BcnoxB, Ssnox1, Ssnox2) montre que BcnoxA est impliqgué dans I'extension des Iésions
alors BcnoxB est plutdt impliqué dans la pénétration, le double mutant pour ces deux génes étant
avirulent (Segmdller et al. 2008). Concernant S. sclerotinium, le pouvoir pathogéne des mutants
Ssnox1 diminue tandis que les mutants Ssnox2 conservent leur pouvoir pathogene (Amselem et al.
2011). Ces travaux montrent bien I'implication de ces agents pathogénes dans la génération de ROS
durant l'infection et soulévent I'existence d'un puissant systéme antioxydant leur permettant de
résister a un tel environnement.

Les champignons nécrotrophes produisent également une grande diversité de toxines qui
peuvent étre de différentes natures (métabolites secondaires, protéines) (Friesen et al. 2008a; Duke
and Dayan 2011). Les toxines peuvent étre définies comme étant des molécules synthétisées par les
agents pathogenes capables de reproduire en partie ou entierement les symptdmes engendrés par
'agent pathogene lui-méme lorsqu’elles sont apportées aux plantes hotes a des doses physiologiques
(Oliver and Solomon 2010). Deux types de toxines peuvent étre distingués : les toxines « non hote-
spécifiques » qui ont une trés large gamme d’hdtes (avec un spectre d’hdtes plus étendu que celui de
'agent pathogéne lui-méme) et les toxines « hdte-spécifiques » ou HST (Host-Specific Toxins) dont la
toxicité est observée seulement sur des génotypes particuliers de I'héte et dont le spectre d’h6te est
identique a celui du champignon (Oliver and Solomon 2010). Les toxines non HST sont des
déterminants secondaires de la pathogénie alors que les toxines HST sont des déterminants primaires

de la pathogénie.
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Synthése bivliograptiigie
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Figure 10 : Structure de quelques toxines non hdte-  spécifiques d’origine fongique.
(Duke and Dayan 2011)
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Les toxines « non hote-spécifiques  »

La cercosporine (Fig. 10) est produite par de nombreuses espéces phytopathogénes de

Cercospora et affecte de nombreuses espéces végétales (riz, banane, café, soja, tabac...). Sa
biosynthése est activée par la lumiére et sa toxicité est dépendante de la lumiére et de I'oxygéne.
Elle contient un chromophore perenylquinone lui permettant d’absorber et de transférer I'énergie
lumineuse & 'oxygéne générant ainsi des formes réactives de 'oxygéne intermédiaires (‘O et 0,°). Il
en résulte la péroxydation des lipides membranaires, des fuites d'électrolytes et éventuellement la
mort cellulaire de I'h6te (Daub and Ehrenshaft 2000; Daub et al. 2005; Daub and Chung 2009).

Les béticolines (Fig. 10) sont des toxines produites par Cercospora beticola qui s’auto-
assemblent pour former un pore peu sélectif dans la membrane de I'h6te entrainant un effondrement
des gradients ioniques et électriques (influx de Ca’*) et brouillant les signaux cellulaires (Goudet et al.
2000).

La fusicoccine (Fig. 10) est produite par Fusicoccum amygdali. Elle active de maniere
irréversible les H+-ATPases de la membrane plasmique de I'h6te bloquant ainsi la fermeture des
stomates et entrainant le flétrissement des tissus (Aducci et al. 1995).

La colletotrichine (Fig. 10) est produite par plusieurs espéeces de Colletotrichum. Elle entraine
la désintégration des membranes plasmiques et est accompagnée de fuites massives d’électrolytes.
Cette toxine n’agirait cependant pas de maniere directe sur la membrane plasmique (Gohbara et al.
1978).

La moniliformine (Fig. 10) qui est produite par Fusarium moniliforme entraine un arrét de la
mitose en métaphase dans les cellules méristématiques racinaires du mais en perturbant
I'organisation du fuseau mitotique (pas d’effet direct sur la tubuline) (Styer and Cutler 1984).

La tentoxine (Fig. 10) produite par Alternaria alternata inhibe le développement du
chloroplaste entrainant une chlorose des tissus (Halloin et al. 1970). La tentoxine agit comme un
inhibiteur des phosphorylations en se liant spécifiquement avec I'ATP synthase des chloroplastes
entrainant alors l'inhibition de I'hydrolyse et de la synthése d’ATP (Steele et al. 1978a; Steele et al.
1978b). D’autres toxines sont produites par différentes espéces d'Alternaria comme la Bréfeldine A qui
entraine un désassemblage du complexe golgien inhibibant ainsi la sécrétion de protéines, la
curvularine qui inhibe les divisions cellulaires en perturbant 'assemblage des microtubules, I'acide
ténuazonique qui inhibe la synthése de protéine ou encore le zinniol (Fig. 10) qui affecte la
perméabilité membranaire (Meronuck et al. 1972; Robeson et al. 1985; Fujiwara et al. 1988; Thuleau
et al. 1988).

Certaines toxines non HST peuvent également étre de nature protéique (issues de la
synthése ribosomale). C'est le cas de trois petites protéines de Rhynchosporium secalis appelées
Nip1, Nip2 et Nip3 qui pourraient agir au niveau des pompes a protons de la membrane plasmique

des plantes (Wevelsiep et al. 1993).
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Synthése vibliograpliique

A. Interaction classique B. Interaction inverse
« géne-pour-gene » « géne-pour-géene »
PATHOGEN HOST PLANT CELL PATHOGEN HOST PLANT CELL

(a] (a)
TP = toxin-production TS = toxin-sensitivity
(b] (b]
(c) (c)
(d] (d]
Interactions plantes/ agents Interactions plantes/ agents
pathogenes biotrophes pathogenes nécrotrophes

Figure 11: Comparaison des interactions «géne-pou r-gene » dans les pathosystémes
biotrophe et nécrotrophe.

A : Interaction classique “géne-pour-géne”. La résistance est induite seulement si la plante
posséde un géne de résistance qui va reconnaitre spécifiquement le gene d’avirulence de I'agent
pathogéne (a). L'absence soit du géne d'avirulence de I'agent pathogéne (b), soit du gene de
résistance de la plante (c) ou des deux (d) entraine la non reconnaissance de I'agent pathogéne par la
plante et la maladie.

B : Interaction inverse « géne-pour-géne ». La maladie se développe seulement si la plante
posséde un géne de sensibilité qui va reconnaitre spécifiquement le géne de virulence de I'agent
pathogéne (toxine hbte-spécifique) (a). L'absence soit du géne de virulence de I'agent pathogéne (b),
soit du géne de sensibilité de la plante (c) ou des deux (d) entraine I'absence de maladie.
http://bugs.bio.usyd.edu.au/PlantPathology/infection/plant defenses/resistanceGenetics.html

(Angela Moncrief)



Les toxines héte-spécifiques

Des analyses génétiques des plantes hbdtes de plusieurs champignons pathogénes
nécrotrophes produisant des HSTs ont permis de mettre en évidence que, dans la majorité des cas, la
sensibilité aux HSTs était un trait dominant. En d’autres termes, I'agent pathogéne produit un effecteur
qui entraine la maladie uniquement chez les plantes hétes produisant un récepteur connexe, requis
pour la sensibilité. Ce processus, qui méne a I'ETS dans le cas des pathosystémes nécrotrophes, a
été présenté comme étant un miroir de l'interaction « géne-pour-géne » classiquement observée dans
les pathosystémes biotrophes dans lesquels I'interaction entre les produits d’'un géne dominant de
I'héte (gene de résistance) et d’'un gene de I'agent pathogéne (géne d’avirulence) entraine I'ETI (Fig.
11) (Wolpert et al. 2002; Friesen et al. 2007; Friesen et al. 2008a). Dans ces deux types de
pathosysteme (biotrophe et nécrotrophe), cette interaction effecteur/récepteur a la méme finalité : elle
entraine la mort cellulaire de I'héte. Dans le cas des agents biotrophes, elle conduit a la résistance de
I'n6te alors que chez les agents nécrotrophes, cette réponse de la plante apparait étre un avantage du
fait de leur mode trophique et conduit a la sensibilité de I'héte. Ci-dessous, quelques exemples de
HSTs de nature non protéique.

La victorine (Fig. 12) est une toxine produite par Cochliobolus victoriae qui entraine la
sensibilité des variétés d’Avena sativa (avoine) porteuses du géne Vb. Cette toxine, de nature non
protéique, est capable d’interagir avec deux protéines du complexe glycine décarboxylase des
mitochondries et d'inhiber la biosynthése de sérine (Navarre and Wolpert 1995; Curtis and Wolpert
2004). La sensibilité de I'écotype CI-0 d’A. thaliana a C. victoriae a permis lisolation du géne de
sensibilité LOV1 (Locus Orchestrating Victorin Effectsl) (Lorang et al. 2004). L'application de victorine
induit des réactions de défense seulement dans les génotypes d’A. thaliana porteur du géne LOV1
(Lorang et al. 2007).

La HC-toxine (Fig. 12) produite par Cochliobolus carbonum, est un déterminant majeur de la
pathogénie du champignon chez le mais. Des souches déficientes pour la production de HC-toxine
entrainent de toutes petites lésions sur plantes sensibles comparé aux souches de C. carbonum qui
produisent la toxine. La HC-toxine agit comme un inhibiteur des histones désacétylases. Elle
entrainerait une modification de I'expression des genes de défense par hyperacétylation des histones
(Walton 2006).

La T-toxine (Fig. 12) est produite par les souches de Cochliobolus heterostrophus de la race
T. Ces isolats sont treés agressifs sur les plants de mais porteur du géne tms (texas male sterile). A
linverse, les souches qui ont perdu la capacité a synthétiser la T-toxine présentent une trés faible
pathogénie sur toutes les variétés de mais (Yang et al. 1996). Il a été montré que la T-toxine
interagissait avec la protéine mitochondriale URF-13, présente seulement chez les variétés TMS de
mais sensibles. De cette interaction résulte la formation d'un pore dans la membrane de la
mitochondrie entrainant la fuite des molécules, un effondrement du gradient électrochimique
membranaire et de la production d’ATP (Rhoads et al. 1995; Siedow et al. 1995).
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L’AAL-toxine (Fig. 12) produite par Alternaria alternata f.sp. lycopersici est un analogue de la
sphingosine. Elle inhibe la sphingosine-N-acétyltransférase une enzyme centrale de la voie de
biosynthése des sphingolipides qui jouent un réle important au niveau de I'intégrité des membranes
(Abbas et al. 1994).

Plusieurs HSTs de nature protéique ont également été caractérisées chez deux agents
pathogénes majeurs du blé Pyrenophora ftritici-repentis (Ptr) et Stagonosporum nodorum (Sn). P.
tritici-repentis peut produire quatre HSTs : PtrToxA qui induit des nécroses (Ballance et al. 1989;
Tomas et al. 1990; Tuori et al. 1995), PtrToxB qui induit des chloroses (Ciuffetti et al. 1998; Strelkov
et al. 1999; Martinez et al. 2001), PtrToxC (Effertz et al. 2002) et PtrToxD (Manning et al, 2002). Parmi
ces quatre toxines, PtrToxA et PtrToxB sont des protéines, PtrToxC est un métabolite secondaire et
PtrToxD n’est pas encore caractérisée. Sur la base des trois premiéres toxines (ToxA, B et C), huit
races de l'agent pathogene ont pu étre définies en fonction des toxines présentes (seules ou en
combinaison) dans ces isolats, avec pour chacune un spectre d’hétes particulier (Lamari et al. 2003).
Il a été montré que la sensibilité des cultivars de blé a chacune de ces trois toxines était conférée par
des génes dominants différents, Tsnl pour la sensibilité a PtrToxA, Tsc2 pour la sensibilité a PtrToxB
et Tscl pour la sensibilité a PtrToxC (Gamba et al. 1998; Anderson et al. 1999; Strelkov et al. 1999;
Friesen and Faris 2004).

PtrToxA code une protéine contenant un peptide signal de sécrétion (Ballance et al. 1996;
Ciuffetti et al. 1997), un domaine N-terminal de 4,3 KDa impliqué dans le repliement de la protéine et
un domaine C-terminale de 13,2 KDa codant pour la protéine mature (Tuori et al. 1995; Tuori et al.
2000). Cette protéine serait internalisée par endocytose dans les cellules des génotypes de blé
sensibles uniqguement (Sarma et al. 2005; Manning et al. 2008). Des études en microscopie ont
permis de montrer, qu’'une fois internalisée, PtrToxA avait une localisation chloroplastique. La mort
cellulaire induite par PtrToxA est dépendante de la lumiére et associée a une accumulation de ROS
dans les chloroplastes (Manning and Ciuffetti 2005; Manning et al. 2009). De plus, cette toxine est
capable d'interagir directement avec la plastocyanine et une autre protéine du chloroplaste ToxABP1
(ToxA Binding Protein 1) (Manning et al. 2007; Tai and Bragg 2007). L’homologue de ToxABP1 chez
A. thaliana, Thfl (Thylakoid formation 1), est impliqué dans la biogénése/dégradation du
photosysteme Il (Keren et al. 2005). La perte de fonction de ce géne résulte en un stress oxydatif ainsi
gu’une inhibition du développement chloroplastique présentant des similitudes avec les symptdomes
induits par PtrToxA. Cependant, le «silencing » de ToxABP1l n’entrainant pas une annulation
compléte des symptdmes induits par PtrToxA, il semblerait que d’autres protéines de plantes soient la
cible de la toxine et des études sont en cours afin de tester I'hnypothése de I'implication de la toxine
dans l'altération des mécanismes de détoxification des ROS dans les chloroplastes (Manning et al.
2010). A I'heure actuelle, aucune interaction directe ou indirecte n’a pu étre mise en évidence entre
PtrToxA et le produit du géne de sensibilité Tsnl.

PtrToxB code une protéine sécrétée dont la masse moléculaire prédite est de 6,5 KDa
(Martinez et al. 2001). Les modes d’'action de PtrToxB sont beaucoup moins connus et apparaissent

étre beaucoup plus complexes que pour PtrToxA (Ciuffetti et al. 2010).
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Contrairement a PtrToxA, PtrToxB est codée par plusieurs copies identiques du méme géne en
fonction des races de blé (de deux a dix copies). L'agressivité des isolats contenant PtrToxB a montré
étre corrélée au nombre de copies du gene. Deux homologues différents de PtrToxB en simple copie
ont été trouvés dans deux races différentes de I'agent pathogeéne qui n’induisent pas la chlorose
caractéristique entrainée par PtrToxB sur les cultivars de blé sensibles (Lamari et al. 2003; Martinez et
al. 2004).

Le premier homologue de PtrToxB est trés faiblement transcrit (Martinez et al. 2004; Amaike et al.
2008). La différence de séquence entre les deux protéines (81% d'identité) pourrait expliquer leur
différence d’activité (Kim and Strelkov 2007). L’autre homologue de PtrToxB présent dans la race 3,
possede 18 acides aminés supplémentaires ainsi que deux mutations dans son peptide signal.
Cependant, la partie mature de la protéine est 100% identique a celle de PtrToxB. La transcription du
géne n'est pas affectée et la perte d’activité de la protéine serait probablement liée a I'altération de
son peptide signal résultant en une altération de sa structure (Strelkov et al. 2006).

Ses modes d'action en tant que toxine sont peu connus, néanmoins il a été montré que la chlorose
engendrée, corrélée a une diminution de la chlorophylle a et b, était dépendante de la lumiere et
pourrait influer dans la production de ROS (Strelkov et al. 1998). PtrToxb pourrait également avoir un
réle lors des phases précoces de l'infection. En effet, une accumulation trés précoce de transcrits a
été détectée dans le mycélium et les conidies de I'agent pathogéne lors de l'infection sur 'ensemble
des génotypes de blé sensibles et résistants. De plus, cette forte accumulation de transcrits était
corrélée a un développement rapide de I'appressorium (Amaike et al. 2008).

Des homologues de PtrToxB ont été identifiés par Southern blot dans d'autres champignons
appartenant aux genres Cochliobolus, Alternaria et Pyrenophora (Andrie et al. 2008). Une étude
récente a montré que des homologues de PtrToxB, présents dans Pyrenophora bromi (Pb),
pathogéne de I'herbacée Bromus inermis, étaient exprimés (Andrie and Ciuffetti 2011). L’expression
de ces genes en systéme hétérologue a permis de tester la toxicité des protéines résultantes sur le
brome et sur les génotypes de blé sensibles a PtrToxB. Ainsi, il a été montré que les protéines
PbToxB n’'avaient aucun effet sur le brome alors qu’elles étaient toxiques sur les génotypes de blé
sensibles a PtrToxB et aux mémes concentrations (Andrie and Ciuffetti 2011). De plus, ces géenes
codant pour ces homologues étaient exprimés trés faiblement par P. bromi inoculé sur blé. Ces
données mettent en évidence le potentiel de ces isolats en tant qu'agents pathogenes potentiels du
blé. Un gain de copie(s) et/ou une augmentation de [I'activité transcriptionnelle de ces génes
pourraient faire de P. bromi un nouvel agent pathogéne pour le blé (Andrie and Ciuffetti 2011).

Un géne homologue de PtrToxA (SnToxA, 99,7% d'identité) a été identifié dans un autre
agent pathogene du blé S. nodorum (Friesen et al. 2006). Il a été montré que Tsnl qui conféere la
sensibilité du blé a PtrToxA conférait également la sensibilité & SnToxA (Friesen et al. 2006; Liu et al.
2006). Compte tenu du polymorphisme plus important observé dans S. nodorum (13 haplotypes)
comparé a P. tritici-repentis (3 haplotypes), il a été suggéré que SnToxA aurait été acquis par P. tritici-

repentis par transfert horizontal (Friesen et al. 2006; Ciuffetti et al. 2010).



S. nodurum produit quatre autres HSTs protéiques appelées SnTox1, SnTox2, SnTox3 et SnTox4,
associées a quatre genes de sensibilité dominants dans les génotypes de blé sensibles nommés
Snnl, Snn2, Snn3 et Snn4 (Liu et al. 20044, Liu et al. 2004b; Friesen et al. 2007; Friesen et al. 2008b;
Liu et al. 2009; Abeysekara et al. 2009).
Il a été montré que les interactions compatibles Tsn1-SnToxA et Snn2-SnTox2 avaient un effet additif
et que, contrairement au modele classique « géne-pour-gene » qui est qualitatif, la production de deux
HSTs par une seule souche en présence des produits de deux génes de sensibilité dans I'hote
entrainait des symptémes plus importants qu’une interaction seule (Friesen et al. 2008a; Friesen et al.
2008b). Il en est de méme pour les interactions compatibles Tsn1-SnToxA et Snn1-SnTox1 (Chu et al.
2010). Le mode d’'action de ces toxines n’est pas encore connu. Cependant, il a été montré que,
comme pour PtrToxA ou SnToxA, l'activité de SnTox2 et SnTox4 était dépendante de la lumiéere
(Friesen et al. 2007; Abeysekara et al. 2009).

Les facteurs de virulence qui ménent a I'ETS chez certaines plantes peuvent également

conduire a I'activation d’'une seconde branche du systéeme immunitaire des plantes conduisant a I'ETI.

II. 2. 2. 2. L’Effector-Triggered Immunity (ETI)

Chez les champignons pathogéenes biotrophes, la mise en place de I'ETI repose sur le
concept gene-pour-gene (Flor 1955) et implique une reconnaissance spécifique entre un effecteur
protéique de I'agent pathogéne, appelé effecteur d'avirulence, et une protéine de résistance de la
plante. Si cette reconnaissance s'opére, il y a activation d’une cascade de signalisation aboutissant a
la mise en place des mécanismes de défense dont la HR qui est spécifiquement induite lors de I'ETI
(réaction incompatible). En I'absence de la protéine d'avirulence de I'agent pathogéne et/ou de la
protéine de résistance correspondante dans I'hdte, la maladie se développe (réaction compatible).

Les effecteurs entrainant la mise en place de I'ETI sont appelés facteurs d'avirulence.
Certains sont reconnus ou exercent leur fonction d'avirulence dans I'apoplasme des cellules infectées
alors que d’autres exercent leur fonction dans le cytoplasme des cellules infectées. Des effecteurs des
champignons extracellulaires ont été identifiés dans I'apoplasme des cellules infectées et interagissent
avec leurs cibles dans ce méme compartiment. C’est le cas des effecteurs Avr2, Avr4, Avr4E et Avr9
de C. fulvum qui interagissent avec les protéines de résistance Cf de la tomate qui possedent un
domaine extracellulaire (Laugé et al. 2000; Thomma et al. 2005).

Chez Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, trois effecteurs ont été identifiés dans le xyleme de
tomates infectées, Avrl, Avr2 et Avr3 reconnues par les protéines de résistance | (pour immunity) 1-1,
I-2 et I-3. Il a été suggéré que ces effecteurs interagissaient de maniére extracellulaire avec les
protéines de résistance. Cependant, bien qu’elle soit sécrétée dans le xyleme, la protéine Avr2 est
reconnue de maniére intracellulaire par la protéine de résistance 1-2 (Houterman et al. 2009).

Chez Magnaporthe oryzae, I'effecteur d’avirulence AvrPiz-t est reconnu dans le cytosol de la plante
par la protéine de résistance Pi-t (Li et al. 2009). Un autre effecteur, AvrPital, interagit également de

maniére intracellulaire avec la protéine de résistance Pita (Jia et al. 2000; Khang et al. 2010).
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Chez Melampsora lini, agent pathogene de Linum usitatissiumum, les effecteurs AvrL567 et AvrM
exprimés dans I'haustorium, sont transloqués a l'intérieur de la cellule de 'héte potentiellement par
l'intermédiaire de signaux localisés dans les régions N-terminales des protéines (Rafigi et al. 2010).
Ces effecteurs AvrL567 et AvrM interagissent dans le cytoplasme des cellules de I'héte avec les
protéines de résistance L et M du Lin (Dodds et al. 2004; Dodds et al. 2006; Catanzariti et al. 2009).

Chez les oomycetes phytopathogénes, plusieurs effecteurs d’avirulence transloqués dans le
cytoplasme de I'héte ont été identifiés. Avrlb-1 de Phytophthora sojae est reconnu par la protéine
Rpsl du Soja, Avr3a de Phytophthora infestans est reconnu par la protéine R3a de la pomme de
terre, et ATR13 et ATR1 de Hyaloperonosphora arabidopsidis sont reconnus respectivement par les
protéines RPP13 et RPP1 d’'Arabidopsis (Allen et al. 2004; Shan et al. 2004; Armstrong et al. 2005;
Rehmany et al. 2005). Ces effecteurs présentent une organisation commune de leur domaine N-
terminal composé d’'un peptide signal de sécrétion suivi d’'une région composée d’'un motif en acides
aminés RxLR (Arginine, un acide aminé x, Leucine, Arginine) dEER (Aspartate, Glutamine, Glutamine,
Arginine) (Win et al. 2007).

A noter que de nombreux effecteurs d’'avirulence ont une fonction de virulence chez les
plantes ne possédant pas la protéine de résistance correspondante. Comme nous l'avons vu
précédemment, les effecteurs d’avirulence Avr2 et Avr4 de C. fulvum ont une fonction de virulence
chez les tomates ne possédant pas les genes de résistance associés Cf-2 et Cf-4 (Van Esse et al.
2007; Van Esse et al. 2008). Chez Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, la protéine Avr2 a également
une fonction de virulence chez les cultivars de tomates ne portant pas le géne de résistance I-2
(Houterman et al. 2009).

Comme nous l'avons vu précédemment I'interaction effecteur/ récepteur qui méne a I'ETI chez
les agents pathogénes biotrophes entraine la sensibilité de la plante face aux nécrotrophes. On
pourrait donc penser que I'ETI concerne exclusivement les agents biotrophes. Cependant, deux
génes de résistance a des effecteurs de virulence nécrotrophes ont été caractérisés. Contrairement
aux protéines de résistance qui, en reconnaissant les effecteurs biotrophes entrainent les mécanismes
de défense, ces protéines de résistance contrent directement les effets néfastes qu’induisent les
effecteurs nécrotrophes soit en interagissant directement avec I'effecteur (Hm1) soit en rétablissant
certains dysfonctionnements (Ascl).

Le géne Hm1 code pour une HC-toxine réductase qui confére la résistance aux génotypes de
mais sensibles a la HC-toxine (HST) produite par la race 1 de C. carbonum. Cette HC-toxine
réductase interagit avec la HC-toxine résultant en l'inactivation de la toxine (Johal and Briggs 1992;
Meeley and Walton 1991).

Le gene Ascl (Alternaria Stem Cancer 1) entraine la résistance a I'AAL toxine produite par A.
alternata f.sp. lycopersici (Brandwagt et al. 2000). Ascl est un homologue du géne de levure Lagl
dont le produit, impliqué dans la biosynthése des sphingolipides, prévient la mort cellulaire induite par

la toxine (Brandwagt et al. 2002).
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Il. 2. 3. L'évitement ou la suppression de 'ETI

La co-évolution entre les effecteurs de virulence des agents pathogénes et leurs récepteurs
associés chez I'héte a entrainé d’'une part, la mutation ou I'acquisition de nouveaux effecteurs de
virulence (mutation, duplication de génes, transfert horizontal) chez les agents pathogénes biotrophes
capables d'éviter ou de supprimer I'ETI et a contribué d'autre part a I'évolution des récepteurs
(protéines de résistance) de I'héte capables de reconnaitre ces nouveaux effecteurs (Dangl and Jones
2001).

Chez Melampsora lini, la sélection diversifiante résulte en douze variants alleliques du gene
AvrL567 répartis dans six souches. Parmi ces variants, cinq sont capables d’éviter la reconnaissance
par les protéines de résistances L5, L6 et L7 chez le lin (Dodds et al. 2006). Des expériences de
double hybride ont montré que les mutations accumulées dans les différents alléles d’AvrL567
modifient les interactions protéine-protéine entre I'effecteur et la protéine de résistance suggérant ainsi
gue les pressions sélectives dues aux génes de résistance sont associées a la spécificité de
reconnaissance entre protéines (Ma and Guttman 2008).

Chez F. oxysporum f.sp. lycopersici, Avrl (Six4) confere l'avirulence sur des lignées de
tomates portant le gene de résistance I-1. Cependant, Avrl n’est pas requis pour la virulence sur des
tomates ne portant pas I-1. Ces données suggérent qu’Avrl aurait évolué comme un suppresseur de
FETI. En effet, il a ét¢ montré que des souches de F. oxysporum initialement avirulentes sur des
tomates portant les génes de résistance -2 et I-3 devenaient virulentes lorsqu’elles étaient
transformées avec Avrl. Avrl a donc un rble de suppresseur des réactions de défense médiées par
les génes de résistance I-2 et I-3 (Houterman et al. 2009).

La plupart des génes codant pour des effecteurs de virulence chez les agents pathogénes
biotrophes et nécrotrophes sont localisés dans les régions dynamiques des génomes (régions
télomériques ou riches en éléments transposables) ce qui leur permet d’évoluer rapidement expliquant
ainsi le fait que ces effecteurs sont tres diversifiés et qu'ils ne présentent souvent aucune homologie

entre eux (Hogenhout et al. 2009).
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Figure 13 : Modéles d'interaction entre protéinesd e résistance et effecteurs.

(Van der Hoorn and Kamoun 2008)

A : En l'absence de la protéine de résistance (R), I'effecteur se lie a sa protéine cible et entraine
'ETS. En présence de la protéine R, 'ETI est activée.

B : En l'absence de la protéine R, une protéine de garde se lie a I'effecteur qui entraine I'ETS. En
présence de la protéine R, les modifications de la protéine de garde, suite a son interaction avec
I'effecteur, sont détectées par la protéine R qui entraine I'ETI.

C : En I'absence de la protéine R, I'effecteur peut soit se lier avec sa cible et entrainer 'ETS, soit se
lier avec une protéine leurre et n'avoir aucun effet. En présence de la protéine R, l'interaction de
I'effecteur avec sa cible n'aura aucun effet alors que l'interaction de I'effecteur avec la protéine leurre

entraine I'ETI.
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Il. 2. 4. Les modéles d'interaction effecteur/ réce  pteur

Ces modéles sont basés exclusivement sur les connaissances acquises dans les
pathosystemes impliquant des agents pathogénes biotrophes (Fig. 13).

Modéle « récepteur-ligand » (Fig. 13A): Ce modeéle correspond a l'interaction « gene-pour-
géne » décrite par Flor entre le produit d'un géne de résistance et le produit d’'un géne d'avirulence
(Flor 1955). Plusieurs exemples peuvent étre cités :

- Avr-Pita de Magnoporthe grisea avec Pi-ta de Oryza sativa (Jia et al. 2000)
- PopP2 de Rhizoctonia solanacearum avec RRS1-R d’'Arabidopsis (Deslandes et al. 2003)
- AvrL567 de Melampsora lini et L de Linum usitatissimum (Dodds et al. 2004).

Modéle de garde (Fig. 13B): Ce modele prédit que les protéines de résistance agiraient
comme des gardiennes de la cible des effecteurs de virulence des agents pathogénes et que la
modification de la cible par I'effecteur résulterait en 'activation de la protéine de résistance entrainant
alors la résistance de I'héte (Dangl and Jones 2001).

Les effecteurs AvrRpm1 et AvrB de Pseudomonas syringae sont responsables de la virulence
de plusieurs souches sur Arabidopsis et le soja respectivement. Ces effecteurs ciblent RIN4, une
protéine associée a la membrane plasmique, et induisent sa phosphorylation (Mackey et al. 2002). La
modification de RIN4 active alors la protéine de résistance RPM1 (Resistance to P. Syringae pv
Maculicola 1) qui induit la résistance de I'hdte. La cystéine protéase AvrRpt2 est un autre effecteur de
P. syringae qui clive RIN4 activant alors la protéine de résistance RPS2 (Resistance to P. Syringae 2)
et les défenses (Axtell and Staskawicz 2003; Chisholm et al. 2005; Kim et al. 2005). L'activation de
RPM1 et RPS2 requiert une protéine glycophosphatidyl-inositol appelée NDR1 qui interagit avec RIN4
(Day et al. 2006).

L'effecteur de virulence Avr2 de C. fulvum inhibe RCR3 qui est une PR-protéine qui
s'accumule dans I'apoplasme en réponse a une infection. Lorsque I'héte posséde la protéine de
résistance Cf-2, Avr2 interagit avec RCR3 pour activer Cf-2 et déclencher I'induction des mécanismes
de défense (Rooney et al. 2005).

Modéle du leurre (Fig. 13C): Ce modéle a récemment été suggéré par Van der Hoorn et
Kamoun (2008) pour expliquer le fait que dans certain cas, les cibles des effecteurs ne sont pas
indispensables a la virulence de I'agent pathogéne chez les plantes dépourvues de la protéine de
résistance correspondante. Ainsi, il a été suggéré que les protéines RIN4 et RCR3 pourraient étre des
leurres empéchant l'interaction des effecteurs avec leur vrai cible (Van der Hoorn and Kamoun 2008).

Au cours de l'infection de la tomate par C. fulvum, une autre protéase a cystéine nommée
PIP1 est induite et accumulée beaucoup plus fortement qu’ RCR3 dans I'apoplasme. Les plantes
mutées rcr3 montrent une sensibilité équivalente a des plantes sauvages dépourvues du géne de
résistance Cf-2 alors que PIP1 semble indispensable a la virulence de I'agent pathogene. De plus,
PIP1 est capable d'interagir avec Avr2 (Shabab et al. 2008).
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Ainsi, PIP1 serait la véritable cible d’Avr2, RCR3 serait donc un leurre. Cependant, des travaux plus
récents ont démontré que des plantes mutées rcr3 étaient beaucoup plus sensibles a P. infestans
comparées a des sauvages démontrant ainsi quU'RCR3 joue un réle important dans les mécanismes
de défense des plantes et qu'il n'est probablement pas juste un leurre (Song et al. 2009). Concernant
RIN4, les mécanismes de défense sont supprimés chez les plantes surexprimant RIN4 et [égérement
augmentés dans les plantes mutées rin4 (Kim et al. 2005). Ainsi, RIN4 peut donc étre considéré
comme un leurre jusqu’a preuve du contraire. Il serait une imitation de structure mais pas de fonction

qui ciblerait les effecteurs de virulence ainsi que les composants du signal de la PTI (Hou et al. 2011).

I. 2. 5. Translocation des effecteurs dans la cell  ule hote

Comme nous l'avons vu précédemment, de nombreux effecteurs des champignons et
oomycetes interagissent avec des protéines intracellulaires de I'hdte. Chez les agents pathogéenes
biotrophes et hémibiotrophes, ces effecteurs sont a priori sécrétés au niveau de certaines structures
d’infection tel que I'haustorium ou des structures apparentées (Khang et al. 2010; Rafigi et al. 2010).

Chez les oomyceétes, la translocation des effecteurs dans la cellule héte se ferait par
lintermédiaire de motifs trés conservés RxLR (Arginine, un acide aminé X, Leucine, arginine) et
parfois dEER (Aspartate, Glutamine, Glutamine, Arginine). En effet, une analyse fonctionnelle d’Avr3a
de P. infestans a démontré qu’il s’accumulait dans I’haustorium et que sa translocation dans la cellule
de I'n6te nécessitait la présence des motifs RXLR et dEER (Whisson et al. 2007). Ces motifs sont
également requis pour la translocation d’Avrlb dans le cytoplasme de I'h6te (Dou et al. 2008a).
D’autres motifs présents sur les effecteurs CRN (Crinkler effector) ont pu étre identifiés chez les
oomycetes : LxLFLAK et HVLVxxP de Phytophthora spp. (Win et al. 2007; Haas et al. 2009). On
trouve également des motifs similaires F/ILXLYLALK et LxLYLAR/K chez Aphanomyces euteiches
(Gaulin et al. 2008). Ces motifs apparaissent aussi étre essentiels a la translocation des effecteurs
CRN dans la cellule héte (Schornack et al. 2010).

Chez le champignon nécrotrophe P. tritici-repentis, un motif RGD présent sur la HST PtrToxA
est impliqué dans la translocation de la toxine a l'intérieur des cellules de I'hdte. Le cotraitement de
feuilles de cultivars de blé sensibles avec PtrToxA et des peptides contenant le motif RGD réduit
l'internalisation de PtrToxA et diminue les symptdomes (Manning et al. 2008). De plus, la mutation du
motif RGD de PtrToxA annule I'internalisation de la toxine ainsi que sa toxicité. Ces résultats montrent
bien I'importance de ce motif dans la liaison a un récepteur ainsi que dans son internalisation par
endocytose dans les cellules de blé sensibles. D’autres motifs moins conservés et plus difficilement
reconnaissables que les RXLR-dEER ont pu étre identifiés chez les champignons. Parmi eux, le motif
RYWT présent dans AvrLm6 de L. maculans, les motifs RFYR et KFLK identifiés respectivement dans
AvrL567 et AvrM de M. lini et la région RIYER identifiée dans Avr2 de F. oxysporum f.sp. lycopersici
(Kale et al. 2010; Rafiqi et al. 2010).
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Le(s) mécanisme(s) de translocation permettant aux effecteurs de pénétrer dans la cellule de
I'h6te sont encore trés peu connus. Une étude récente a montré que les motifs RxLR de P. infestans
ainsi que d'autres motifs identifiés chez les champignons permettent la fixation des effecteurs a des
phospholipides abondants au niveau de la surface externe de la membrane plasmique des cellules

végétales. Un mécanisme d’entrée par endocytose a ainsi été suggéré (Kale et al. 2010).

Il. 2. 6. Structures des protéines de résistance et  de sensibilité

Les protéines de résistance

La comparaison de structure des protéines de résistance révéle la présence de domaines trés
conservés ayant un réle dans les mécanismes de reconnaissance et de transduction des signaux (Fig.
14) (Dangl and Jones 2001).

De part leur structure, les protéines de résistance peuvent étre regroupées, pour la majorité
d’entre elles, en deux grandes classes. Ces deux classes regroupent des protéines intracellulaires
NB-LRRs qui présentent un domaine central NB (Nucleotide Binding) et un domaine C-terminal riche
en leucines répétées LRR (Leucin-Rich Repeat) (Fig. 14). Ces deux catégories de NB-LRR se
distinguent par la nature de leur domaine en N-terminal. La premiéere classe (TNL), constituée par les
TIR-NB-LRRs, regroupe les protéines présentant domaine TIR (Toll Interleukine-Receptor) en N-
terminal. Parmi les TIR-NB-LRRs, nous pouvons trouver les protéines L et M du lin conférant la
résistance a M. lini (Dodds et al. 2009), les protéines Bs4 de la tomate, Grol-4 de la pomme de terre
et N du tabac qui conférent la résistance a Xanthomonas campestris, Globodera rostochiensis et le
virus de la mosaique du tabac (TMV) respectivement (Bonas et al. 1993; Whitham et al. 1994;
Erickson et al. 1999; Paal et al. 2004; Schornack et al. 2004). La seconde classe (CLN), constituée
par les CC-NB-LRRs, regroupe les protéines présentant un domaine CC (Coiled-Coil) en N-terminal.
Parmi les CC-NB-LRRs, nous pouvons citer les protéines RPM1 et RPS2 d'Arabidopsis thaliana
conférant la résistance a P. syringae et a M. grisea (Mindrinos et al. 1994; Grant et al. 1995; Bryan et
al. 2000). Ces deux classes sont les plus représentées actuellement chez les plantes. Les domaines
LRRs interviennent dans la reconnaissance des protéines d'avirulence. En effet, il a été montré que le
domaine LRR de la protéine Pita du Riz pouvait interagir seul avec AvrPi-ta de M. oryzae (Jia et al.
2000). Cependant, il est apparu que le domaine TIR de la protéine de résistance N du tabac était
suffisant pour l'interaction avec l'effecteur p50 du TMV (Burch-Smith et al. 2006). Les domaines CC
jouent aussi un réle dans l'interaction des protéines de résistance RPM1 et RPS5 d’'Arabidopsis avec
leurs complexes protéiques cibles (Mackey et al. 2002; Ade et al. 2007).

Une troisieme classe regroupe des protéines ancrées dans la membrane qui présentent un
domaine LRR extracellulaire (Fig. 4). C'est le cas des protéines Cf-2, Cf-4 et Cf-9 de la tomate
conférant la résistance a C. fulvum (Laugé et al. 2000; Thomma et al. 2005).

D’autres protéines de résistance de structures variées ont également été caractérisées. Parmi
elles, deux présentent un domaine conservé. La protéine Pto de la tomate, conférant la résistance a
P. syringae, présente un domaine Sérine Thréonine kinase intracellulaire et est la seule protéine de

résistance de ce type caractérisée actuellement (Fig. 14) (Ronald et al. 1992; Martin et al. 1993).
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La protéine Xa21 du riz conférant la résistance a Xanthomonas oryzae est ancrée dans la
membrane et présente un domaine LRR extracellulaire ainsi qu'un domaine kinase intracellulaire et
est également la seule protéine de résistance de ce type caractérisée actuellement (Fig. 14) (Wang et
al. 1996; Song et al. 1997).

L’'analyse des génomes a permis d'identifier de potentiels nouveaux génes de résistance. Par
exemple, le génome du peuplier contient quelques genes atypiques de la famille des TNL comme des
TIR-NB-LRR-TIRs ou TIR-NB-LRR-NBs et dautres de la famille des CNLs ou un mix des deux
familles TCNLs (Kohler et al. 2008). De tels génes ont aussi observés chez Arabidopsis (Meyers et al.
2003). Une troisieme classe de NB-LRR (BNL) constituée par les BED-finger-NB-LRRs qui présentent
un domaine de type doigt de zinc en N-terminal a également été identifiée (Kohler et al. 2008). Cette
derniére classe a été récemment trouvée dans le génome du peuplier (32 membres). Chez les plantes
dicotylédones, ce type de structure en doigt de zinc n’a pu étre trouvé que chez Vitis vinifera dans un
NB-LRR de type TIR-NB-LRR-BED-TIR (Germain and Séguin 2011).

Les protéines de sensibilité

Trois génes de sensibilité ont été caractérisés a ce jour. Parmi eux, deux génes conférant la
sensibilité de I'héte a deux HSTs de nature non protéique. Il s'agit du géne LOV1 d’A. thaliana qui
confere la sensibilité a la victorine, toxine produite par C. victoriae, et du géne Pc du sorgho qui
conféere la sensibilité a la Pc-toxine produite par Periconia circinata. Ces deux génes codent pour des
protéines appartenant a la classe des NB-LRRs (Lorang et al. 2007; Nagy and Bennetzen 2008). Trés
récemment un nouveau géne de sensibilité a été caractérisé, il s’'agit du géne Tsnl qui confére la
sensibilité des génotypes de blé face aux HSTs protéiques PtrToxA et SnToxA produites
respectivement par P. tritici-repentis et S. nodorum. Ce gene code pour une protéine contenant un
domaine sérine thréonine kinase et les domaines NB-LRR. (Faris et al. 2010). Des expériences de
double hybride ont permis de montrer d'une part que Tsnl n’interagissait pas directement avec
PtrToxA et d’autre part qu'elle n’interagissait pas non plus directement avec la plastocyanine et
ToxABP1 qui ont montré étre des cibles directes de PtrToxA. Tsnl ne fonctionnerait donc pas comme
un gardien de ces deux cibles directes de PtrToxA (modele de garde émis pour expliquer les
interactions indirectes entre certains effecteurs biotrophes et leur protéine de résistance associée)
(Faris et al. 2010).

Les homologies de structure entre les protéines de résistance et de sensibilité sont une
preuve de I'évolution parallele entre les génes d'avirulence et les toxines hote-spécifiques. La
présence de génes dominants de sensibilité aux toxines dans les plantes n'est pas plus paradoxale
que la présence de génes dominants d’avirulence dans les agents pathogénes et il est maintenant
bien admis que de nombreux récepteurs des effecteurs nécrotrophes fonctionnent comme des génes
dominants de sensibilité aux maladies. Il est probable que la fonction initiale de ces génes était de

détecter d’autres agents pathogénes.
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Un exemple parlant concerne deux maladies de I'avoine causées respectivement par le
champignon biotrophe Puccinia coronata, agent de la rouille couronnée, et par le champignon
nécrotrophe Cochliobolus victoriae. Initialement, il avait été montré que les isolats de C. victoriae
produisant la victorine (HST) étaient pathogénes sur les génotypes d’'avoine possédant le géne Pc-2
conférant la résistance au champignon biotrophe P. coronata. Concernant la sensibilité a la victorine
et a C. victoriae, un allele dominant au locus Vb avait été identifi€ comme étant responsable de la
sensibilité (Wolpert et al. 2002). Les génotypes d’avoine résistants a la rouille couronnée avaient été
massivement plantés aux Etats Unis. Cependant, comme ils étaient sensibles a C. victoriae, il s’en est
suivi des épidémies dévastatrices associées a des pertes de rendement allant jusqu’a 50% en 1945 et
1947 (Horbach et al. 2011). Toutes les approches tentées pour séparer les caractéres de résistance a
la rouille et de sensibilité a C. victoriae ont échouées. Les genes Pc-2 et Vb apparaissent treés

étroitement liés et pourraient étre le méme géne (Wolpert et al. 2002).
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La maladie « Corynespora Leaf Fall » (CLF), bien qu’apparue récemment sur I'hévéa, est
rapidement devenue un probléme majeur pour I’hévéaculture des pays asiatiques et africains qui sont
les principaux producteurs de latex. Compte-tenu de I'efficacité limitée des traitements antifongiques
par rapport a leur codt, tant économique qu’'écologique, la seule méthode de lutte disponible
actuellement est I'arrachage des clones les plus sensibles. Cependant, le nombre de clones touchés
par la maladie ne cesse d’augmenter et il devient de plus en plus difficile de proposer des clones a la
fois tolérants et aptes a la production. Les causes épidémiologiques du développement de la maladie
(évolution et/ou la migration des populations de C. cassiicola, modification des conditions
environnementales, etc) sont encore inconnues.

Des observations en plantation ont montré que des clones décrits comme tolérants dans certains
pays s'avéraient trés sensibles dans d'autres (GT 1, PB 260, RRIM 600...) laissant supposer
I'existence de races de C. cassiicola bien différenciées, avec des préférences clonales distinctes. La
sélection de clones tolérants ou résistants a I'ensemble des races de C. cassiicola et/ou la mise au
point de méthodes de lutte écologiques est donc devenue une nécessité. Cependant, il est important
d’'approfondir nos connaissances concernant la spécificité parasitaire de ce champignon (son mode
trophique, sa diversité, sa spécificité d’héte ou ses préférences clonales...) afin de développer des
méthodes de lutte adaptées.

La plupart des descriptions concernant C. cassiicola font état d'un fonctionnement de type
pathogéne nécrotrophe, mais des formes saprophytes ont également été décrites, de méme que des
formes endophytes chez certaines plantes. Dans le cas de I'hévéa, au démarrage de cette étude,
Corynespora cassiicola était connu exclusivement comme agent pathogéne nécrotrophe. Comme il a
été décrit dans la synthese bibliographique précédente, les interactions entre plantes et agents
pathogénes nécrotrophes peuvent faire intervenir des effecteurs hote-spécifiques protéiques (issus de
la synthése ribosomale) qui, en présence de génes dominants de sensibilité dans I'hdte, entrainent la
maladie (ETS). Dans le cas de l'interaction hévéa/ C. cassiicola, la découverte de la cassiicoline,
petite protéine secrétée qui semble jouer un réle déterminant dans le pouvoir pathogéne de C.
cassiicola, suggere fortement que l'on est dans un cas d'interaction plante/agent pathogene
nécrotrophe faisant intervenir un effecteur spécifique conduisant a 'ETS. Cependant de nombreuses
zones d’ombre persistent. Le clonage du gene codant pour la cassiicoline, préalable a cette étude, a
ouvert de nouvelles perspectives pour appréhender les mécanismes de linteraction C. cassiicola/
hévéa.

L'interrogation majeure de I'Institut Francais du Caoutchouc (IFC), a l'origine de ce travail de
thése, concernait le développement d'un biotest basé sur la cassiicoline purifiée afin de tester la
sensibilité des clones d’hévéa & la maladie. Des travaux antérieurs avaient montré une bonne
concordance entre la sensibilité des clones au champignon (inoculé sous forme de suspension
conidienne) et la toxine purifiée. Cependant, ces travaux étaient limités a un seul isolat et une
guestion subsistait : la cassiicoline est-elle le seul effecteur de patho  génie de C. cassiicola sur
'hévéa ? Afin de répondre a cette interrogation et pour progresser dans la compréhension des
mécanismes de [linteraction C. cassiicola/hévéa, nous nous sommes fixés plusieurs objectifs

spécifiques.
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Une premiére étude (Chapitre ) portant sur trois isolats d’'agressivité contrastée
(respectivement faible, moyenne et forte) avait pour objectif de déterminer si des variations
gualitatives dans la séquence ou la structure de la cassiicoline, et/ou des variations quantitatives dues
a des mécanismes de régulation transcriptionnelle du géne de cassiicoline, pouvaient expliquer les

différences d’'agressivité des souches.

Une deuxiéme étude (Chapitre Il) s’est focalisée sur des isolats de C. cassiicola découverts
au cours de cette thése dans des feuilles asymptomatiques d’hévéa provenant du Brésil. La maladie
CLF ne s’étant jamais déclarée sur hévéa en Amérique latine et aucune forme endophytique n'ayant
été décrite au préalable sur cet hote, une étude approfondie de ces isolats était justifiée. Elle avait
comme objectif de préciser I'implication de la cassiicoline dans l'interaction C. cassiicola/hévéa, en

fonction des différents modes trophiques du champignon.

La troisieme étude (chapitre Ill), avait pour objectif d’analyser la diversité des genes codant
pour la cassiicoline, a partir d’'une collection de souches de C. cassiicola provenant de différentes
origines géographiques (Asie, Afrique, Amérique) prélevées principalement sur hévéa et de relier

I'éventuelle diversité des profils toxiniques avec la diversité des profils de pathogénie.
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Corynespora Leaf Fall (CLF) is a major disease of rubber tree (Hevea brasiliensis) caused by the Ascomycota
Corynespora cassiicola. Here we describe the cloning and characterization of a gene encoding cassiicolin
(Cas), a glycosylated cystein-rich small secreted protein (SSP) identified as a potential CLF disease effec-
tor in rubber tree. Three isolates with contrasted levels of aggressiveness were analyzed comparatively.
The cassiicolin gene was detected - and the toxin successfully purified - from the isolates with high
and medium aggressiveness (CCP and CCAMS3 respectively) but not from the isolate with the lowest
aggressiveness (CCAM1), suggesting the existence of a different disease effector in the later. CCP and
CCAMS3 carried strictly identical cassiicolin genes and produced toxins of identical mass, as evidence by
mass spectrometry analysis, thus suggesting conserved post-translational modifications in addition to

Keywords:
Hevea brasiliensis
Corynespora cassiicola

Cassiicolin

Toxin sequence identity. The differences in aggressiveness between CCP and CCAM3 may be attributed to differ-
Disease effector ences in cassiicolin transcript levels rather than qualitative variations in cassiicolin structure. Cassiicolin
Gene may play an important role in the early phase of infection since a peak of cassiicolin transcripts occurred

in 1 or 2 days after inoculation (before the occurrence of the first symptoms), in both the tolerant and

the susceptible cultivars.

© 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Corynespora cassiicola (Berk. & M. A. Curtis) C. T. Wei is a fun-
gal phytopathogen found in more than 300 plant species (Fungal
Database, 2011, http://nt.ars-grin.gov/fungaldatabases/), causing
major economic losses in tropical and subtropical areas. It is
an Ascomycota belonging to the Dothideomycetes and forming
with Corynespora smithii a separate phylogenetic clade among the
Pleosporales [1]. In rubber tree, C. cassiicola is the causal agent of the
Corynespora Leaf Fall (CLF) disease, which ranks among the most
important cryptogamic diseases of rubber plantations. C. cassiicola
was first isolated from rubber trees in Sierra Leone in 1936, then
in India and Malaysia in the early sixties [2,3]. Since then, the dis-
ease has rapidly spread over most rubber producing countries in

* Corresponding author at: CIRAD, UMR AGAP, F-63000 Clermont-Ferrand, France.
E-mail address: valerie.pujade-renaud@cirad.fr (V. Pujade-Renaud).

0168-9452/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.plantsci.2011.10.017

Asia and Africa, causing severe sporadic epidemics and important
losses in natural rubber yields.

Although most of the reported C. cassiicola isolates are described
as pathogens, the trophic capabilities within C. cassiicola are
very diverse, with endotrophic and saprotrophic forms also being
reported [4]. In rubber tree, C. cassiicola is known as a necrotrophic
pathogen colonizing the plant through the secretion of phytotoxic
compounds [5-7]. Isolates from rubber tree are able to infect other
plants following a selective host range [8]. In addition, the symp-
toms intensity induced by a given isolate varies following specific
cultivar preferences [7].

A secreted toxin, named cassiicolin, was purified from the iso-
late CCP collected from rubber plantations in Philippines [7-9]. It
is a glycosylated protein of 27 amino acids with a compact three-
dimensional structure knitted by three disulfide bonds [7-9]. The
sugar moiety, located on the second amino acid, was identified as
a methyl-mannose. However, no informative sequence homology
could be found and the mode of action of the toxin remains so far
unknown. Application of purified cassiicolin or spore inoculation
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(isolate CCP) resulted in the same symptoms [8]. The sensitivity of
51 rubber cultivars to the purified cassiicolin was in good agree-
ment with their susceptibility to the fungus (strain CCP) evaluated
3 days after inoculation [7]. Moreover, symptoms were reduced
when antibodies directed against cassiicolin were added to the
spore suspension before inoculation [7]. All these data showed
that cassiicolin was a probable disease effector of C. cassiicola in
rubber tree. The toxicity of the culture filtrates from four differ-
ent isolates and the amount of cassiicolin produced (estimated by
ELISA dot-blot) were in agreement, and the authors proposed that
the interaction between C. cassiicola and rubber tree may follow
a quantitative model according to which the amount of toxin pro-
duced by various isolates on a given cultivar would determine their
aggressiveness.

In this paper, we present the cloning and characterization of the
first identified cassiicolin-encoding gene, as well as a comparative
analysis among three contrasted C. cassiicola isolates: (i) aggres-
siveness was analyzed by spore inoculation and filtrate toxicity
on detached leaves; (ii) toxins were purified, analyzed by mass
spectrometry and evaluated for their toxicity; (iii) presence of the
cassiicolin gene was analyzed by PCR and Southern blotting; (iv)
cassiicolin gene expression was analyzed both in vitro and in planta.
Our first objective was to investigate the hypothesis that qualita-
tive variations in the sequence or structure of the toxin produced by
various isolates may also impact their pathogenicity or virulence.
Secondly, we investigated whether transcriptional regulation of
the cassiicolin gene may account for differences in aggressiveness
between two isolates on a given cultivar.

2. Materials and methods
2.1. Biological material

C. cassiicola isolates originated from rubber plantations in
Philippines (isolate CCP) and Cameroun (isolates CCAM1 and
CCAM3). They were isolated from single conidium and verified by
sequencing of the PCR-amplified fragments of the ribosomal genes
using primers ITS1 and ITS4 [10].

The mycelium was cultivated on PDA medium (Potato Dex-
trose Agar, DIFCO), at 25°C in the dark. For toxin production, the
mycelium was grown in 100 ml modified Czapek-Dox medium for
7,14 0r 21 days, at 25 °C(photoperiod: 12 h) as previously described
[9]. The mycelium was collected by filtration through Whatman
paper, deep-frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C. The fil-
trate was filter-sterilized through 0.22 pm Millipore membranes,
under sterile laminar flow, and stored at 4°C.

2.2. Inoculation

C. cassiicola conidia were collected from 7 days old mycelium
cultures and resuspended in sterile water supplemented with 0.02%
Tween20 (5000 conidia/ml). Drops of conidia suspension (20 .l per
drop, 10 drops per leave) were applied on the abaxial surface of
detached rubber tree leaves in the developmental stage C [11]. For
each cultivar/isolate couple, six leaves were inoculated (60 drops
in total). The inoculated leaves were maintained in a moist envi-
ronment at 25°C, for 24 h in the dark then under alternate light
(photoperiod 12 h). Symptoms intensity was scored 9 days after
spore inoculation. For each drop, five levels of damage were distin-
guished: 0, no symptom; 1, pinpoint necrosis; 2, coalescent necrotic
spots covering less than 50% of the drop surface; 3, the necrosis sur-
face represents 50-100% of the drop surface; 4, the necrosis surface
represents 100-200% of the drop surface; 5, the necrosis surface
represents more than 200% of the drop surface. A severity index

per leave (SI.) was calculated as follows (kx being the number of
spots in class x):

SIp = k1 4+ (2 xk2)+ (3 x k3)+ (4 x kd4) + (5 x k5)

For each isolate/cultivar couple, the final SI value was the mean
of all SIj, for at least 3 biological replicates.

2.3. Toxicity of the culture filtrates

The “leaf puncture bioassay” [7] was used to estimate the tox-
icity of the culture filtrates. This test was performed on detached
leaves of the rubber tree cultivar PB 260, in the developmental stage
C [11]. Four drops of culture filtrate (20 1) were applied on the
abaxial surface of the leaf, after slight scrapping of the epidermis
(over 1 mm?2). Drops of modified Czapek-Dox medium were used as
control. After incubation for 3 days at 25 °C under controlled light
intensity (50 wmol/m?2/s, photoperiod 12h) in a moist environ-
ment, the surface of necrotic tissues was measured. As chlorophyll
degradation in dying cells generates fluorescent catabolites [12],
the leaves were observed under UV (365nm) and the fluoresc-
ing tissues were delineated with a marker pen. After scanning, the
delineated surface was measured using Optimas 6.1 (VSG, UK).

For each leaf, the surface of necrotic tissue was a sum from the
four drops. Ten leaves were used for each isolate/cultivar couple.
For each isolate/cultivar couple, the surface of necrotic tissue was
a mean from 10 leaves.

2.4. Cassiicolin purification

Cassiicolin purification was conducted as previously described
[9]. The sterile filtrate was first pasteurized at 45 °C to reduce its vis-
cosity and neutralized by adding 1/3 volume of 0.2 M K; HPO4. It was
then submitted to reverse phase chromatography (RPC) using GE-
HealthCare Source 15 RPC (1 cm x 8.5 cm) equilibrated with buffer
A (KHPO4 10 mM, pH 7). Elution was performed by a linear gradient
(20 column volumes, 4 ml min—1) from buffer A to buffer B (buffer
A with 70% acetonitrile). The toxicity of the eluted fractions was
monitored by leaf-puncture bioassay on PB 260 detached leaflets,
after partial evaporation of the fractions (to half of the initial vol-
ume) in order to eliminate the acetonitrile. The toxic fractions
were pooled and concentrated by a second run on GE-HealthCare
Source 15 RPC in similar conditions except that the elution was
done in three column volumes. The toxic fraction was identified
by bioassay and submitted to size exclusion chromatography on
a GE-Healthcare Superdex 30 Prep-Grade (1.6 cm x 60 cm) equili-
brated with buffer C (KHPO4 10 mM, pH 7, acetonitrile 10%, pH 7)
and eluted at 1 mImin~!. Elution of the toxin was monitored by
bioassay, after partial evaporation. A final concentration step was
performed on GE-HealthCare Source 15 RPC and purified toxin was
conserved at 4°C.

2.5. Mass spectrometry

Nanoelectrospray mass spectrometry was performed as
described previously [9], on a Quadrupole Time-Of-Flight (Q-
TOF) mass spectrometer (QSTAR Pulsar-i, Applied Biosystems,
Foster City, CA) fitted with a Protana nanospray inlet system
(Protana, Odense, Denmark). Spectra were recorded using the Ana-
lyst QS software (Applied Biosystems). Parameters were adjusted
as follows: ion spray voltage (IS), 900V; curtain gas (CUR), 25;
declustering potential (DP), 10-45 V; focusing potential (FP), 265 V;
declustering potential 2 (DP2), 15V. Fragmentation experiments
(CID) were performed in the collision cell using nitrogen gas on
the doubly or triply charged ions detected, with a collision energy
profile optimized individually (20-65V). Before being placed in
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the source tip holder, capillaries (Protana, Odense, Denmark) were
loaded with the desalted samples according to a described proce-
dure. A 2 pl aliquot of chromatographically purified cassiicolin was
loaded on Poros 20 R2 (Applied Biosystems) packed in a gel-loader
pipette tip, washed with 1% formic acid (2 pl) and eluted with 2 1
of 50:50:1 methanol/water/formic acid.

2.6. Cloning of the cassiicolin cDNA and gene

A cassiicolin ¢DNA fragment was first obtained by RT-PCR
amplification using various combinations of degenerated primers
designed from the cassiicolin amino acid sequence (Swiss-Prot:
P84902.1).

Total RNA was extracted from 100 mg of ground lyophilized
mycelium (isolate CCP) using the Trizol RNA extraction pro-
cedure (Invitrogen, Paisley, UK) and treated with DNAse I
(Fermentas, St-Rémy-lés Chevreuse, France), following the man-
ufacturer’s recommendations. Five micrograms of total RNA were
reverse-transcribed using 1 wl (200 u) RevertAid M-MuLV Reverse
Transcriptase (Fermentas), with oligo-dT-VN as primer, 1mM
mixed dNTPs and 20 u Riboblock in RevertAid buffer (Fermentas).
After incubation at 42 °C for 1h, the enzyme was heat-inactivated
at 70°C for 10 min.

Four sets of degenerated primers were designed from the
cassiicolin amino acid sequence. As the domain covered by the
primers contained a serine (six possible codons), two versions of
primers were designed, with “tcn” or “agy” respectively as serine
codon. The forward primers CasF1 (acntgygtntcntgygt) and CasF6
(acntgygtnagytgygt) covered the N-terminal sequence TCVSCV of
the protein, and differed in the serine (S) codon only (bold let-
ters). The reverse primers CasR1 (rcanccngarcangccca) and CasR6
(rcanccrctrcangccca) covered the C-terminal sequence WACSGC of
the protein and differed also in the serine (S) codon. PCR ampli-
fication was performed using the Taq CORE Kit 25 (Q-BlOgene),
with 1 1 of the previous reverse-transcription mix, 2.5 nM of each
primer, 1.75 mM MgCl,, 125 uM of each dNTP and 0.5 U of Tag DNA
polymerase, for 30 cycles (30s at 93°C, 30s at 46°C, 30s at 72°C).
Only the primers containing the “agy” serine codon (CasF6 and
CasR6) successfully amplified a cDNA fragment corresponding to
cassiicolin.

Specific primers internal to this cDNA fragment (SI 1) were
then designed to amplify the 5 and 3’ ends of the cassiicolin
cDNA by RACE-PCR, using the SMART RACE cDNA amplification
kit (Clontech-Takara, Saint-Gernain-en-Lay, France). For 5 end
amplification, 500 ng of DNAse I-treated total RNA was reverse-
transcribed using oligo-dT-VN as primer (10 M), in the presence
of SMART II A oligonucleotide (1.2 wM), according to the manufac-
turer's recommendations. PCR amplification was performed using
the Advantage 2 PCR kit (Clontech), with 1.5 ul of diluted first-
strand cDNA mix as template, 5 PCR primer II A (0.2 uM) and
CasSP2-R (0.2 M) as forward and reverse primer respectively, for
25 cycles under the following conditions: 45 s at 94°C, 45 s at 65 °C
and 45 sat 72 °C. Amplification of the 3’ end was performed as above
except for reverse transcription that was primed with the 3’ SMART
CDS primer II A, without addition of SMART II A oligonucleotide;
PCR amplification was performed with CasSP1-F (0.2 uM) and 5’
PCR primer II A (0.2 wM) as forward and reverse primer respec-
tively. The amplification products were ligated in the pGEMT-easy
plasmid then transferred into Electro Max DH10B Phage Resistant
bacteria (Invitrogen). Plasmids were extracted from 16 isolated
colonies and the inserts were sequenced.

Amplification of the full length cassiicolin gene and cDNA was
performed using the primers CasF9 and CasR16, designed from the
RACE-amplified 5’ and 3’ ends of the cDNA sequence respectively.
Template was either 100 ng of genomic DNA extracted as described
previously [13], or 1l reverse-transcribed RNA primed with

oligo-dT-NV as described above. Amplification was performed
using the Advantage 2 PCR kit (Clontech), for 30 cycles under the
following conditions: 45s at 93°C, 45s at 62°C, 1 min 30 at 72°C.

2.7. Bioinformatics

Sequencing was performed by GATC-Biotech. Sequence anno-
tation was conducted using the VectorNTI suite 10 tools or the
Genious Pro suite, version 5.1.7 (Biomatters, Ltd.). Homology
searches were performed using blastn, and blastp algorithms [14]
against the NCBI (nr) sequence databases as well as public genomic
databases for ascomycetes and basidiomycetes, with a E-value
cut-off of 1 x e, Prediction of the signal peptide was performed
using SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/,
[15]). The program TMHMM version 2.0 was used to
check for the presence of transmembrane spanning regions
(http://www.cbs.dtu.dk/servicessy TMHMM)/). The ProtComp pro-
gram (version 9.0; http://www.softberry.com) was used to confirm
subcellular localization. Sequence alignments were performed
using the Genious alignment program under Genious Pro 5.1.7.

2.8. Cassiicolin gene detection in the selected isolates

Duplex-PCR detection of both the cassiicolin gene and a refer-
ence actin gene was conducted on all four selected isolates: CCP (as
positive control), CCAM3 and CCAM1. The actin primers (CcActin-
F and CcActin-R, see Supplementary Information) were designed
froma C. cassiicola actin gene (unpublished). The cassiicolin primers
(CasF12 and CasR19, see Table 1) were located in the mature cassi-
icolin domain, framing intron 2. Template was 100 ng of genomic
DNA. Amplification was conducted for 30 cycles under the follow-
ing conditions: 45sat94°C,45sat55°C,45sat 72 °C. Asecond PCR
amplification was conducted with the primers CasF9 and CasR16
(Supplementary information Si.1) to amplify the whole gene. PCR
conditions were as previously described for CCP (30 cycles: 45 at
93°C,45s at62°C, 1 min 30 at 72°C).

2.9. Cassiicolin gene expression analysis

In vitro expression: Mycelium from C. cassiicola cultures in mod-
ified Czapek-Dox medium (isolates CCP and CCAM3) was collected
after 7, 14 and 21 days of culture and lyophilized. Each time-point
was analyzed with two technical repetitions.

In planta expression: Detached leaves were inoculated with coni-
dia (5000 conidia/ml) from either CCP or CCAM3. Leaf fragments
(1.77 cm?2) were collected at each inoculation spot: just after inoc-
ulation, then 24 h, 48 h, 5 days and 9 days post-inoculation. Controls
were fragments from leaves inoculated with water supplemented
with 0.02% Tween20. For each condition, two sets of inoculated
fragments (five leaf fragments per set) were analyzed indepen-
dently (two biological repeats).

RNA was extracted (Concert™ Plant RNA Reagent, Invitrogen),
treated with DNAse (RQ1 RNAse-free DNAse, Promega, France)
and reverse-transcribed using SuperScript Il reverse-transcriptase
(Invitrogen). Real-time RT-PCR amplification was performed in an
iCycler MyiQ (Bio-Rad) using the MESA GREEN qPCR MasterMix
Plus (Eurogentec, Angers, France), which provides SYBR green as
fluorescent dye. The primers used to amplify the cassiicolin tran-
scripts were CasF12 and Cc-qCas1-R2, with the reverse primer
overlapping exon 2 splicing sites, to avoid amplification of residual
genomic DNA. These primers amplify a 74 bp fragment from the
cassiicolin cDNA. The reference gene used to normalize cassiicolin
gene expression was a C. cassiicola-specific EFla gene (unpub-
lished). The primers used to amplify the EFla transcripts were
Cc-qEF1a-F1 and Cc-qEF1a-R1, with the reverse primer also over-
lapping an intron site. They amplify a 114 bp fragment from the
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Table 1

Virulence of three C. cassiicola isolates (CCP, CCAM1 and CCAM3) on eight rubber tree cultivars.

Cultivars Severity indexes (SI) Mean SI per cultivar
CCP CCAM3 CCAM1
PB 217 40.79 a 36.00 ab 26.04 efg 34.52 A
IRCA 19 39.59 ab 36.07 abc 22.29 efghi 34.69 AB
PB 260 38.04 ab 37.92 ab 14.15 ijkl 31.65 AB
PB 235 42.52 a 27.75 def 17.83 hijk 31.31 B
RRIC 100 40.81 ab 22.56 fgh 8.44 Im 26.57 C
RO 38 34.37 bed 20.48 ghig 14.10 jki 24.94 C
RRIM 600 29.55 cde 18.56 hijk 18.33 hijk 23.54 C
IAN 6546 18.22 hijk 4.67 m 11.11 kim 11.93 D
Mean SI per isolate 36.62 A 25.84 B 17.37 C

SI=severity indexes recorded nine days after spore inoculation. Mean SI = mean of all “severity indexes per leave (SI.)", per cultivar (last column) or per isolate (last line). Data
were analyzed using ANOVA and Tuckey’s HSD test (P<0.05). Different capital letters in the last column (mean SI per cultivar) indicate that the corresponding cultivars are
significantly different in terms of susceptibility. Different capital letters in the last line (mean SI per isolate) indicate that the corresponding isolates are significantly different
in terms of aggressiveness. Different small letters indicate that the severity indexes of the corresponding “cultivar/isolate” couples are significantly different. Avirulence:

SI<10.

EF1a cDNA. Both cassiicolin and EF1a primers failed to amplify any
cDNA product from non-inoculated leaves, while generating a band
of the expected size on C. cassiicola cDNA, which confirmed their
specificity. PCR were runin triplicate for 40 cycles (15sat95°C,20s
at 62°C, 20s at 72 °C). The cassiicolin gene relative expression was
calculated using the following formula [16], E being the primers
efficiency, “target” referring to cassiicolin and “ref” to EFla:

ACt t t
(1 + Etarget) arse

Relative expression =
(1 + Eref)ACt ref

2.10. Southern blot analysis

Genomic DNA (2 pg) was restricted overnight using four restric-
tion enzymes EcoR1, Hindlll, Xhol and BamHI, which do not cut
within the pro-cassiicolin gene sequence. Digested gDNA was sepa-
rated on agarose gel, and then transferred onto a positively charged
nylon membrane. The probe used was a 32P-labelled 128 bp frag-
ment of the cassiicolin-encoding gene (isolate CCP) amplified
within the mature cassiicolin domain using the CasF12 and CasR19
primers. Washing was performed at 65 °C in solutions of decreas-
ing salt concentration, with final washing at low stringency (0.5x
SSC and 0.1x SDS) in order to potentially reveal divergent forms of
the cassiicolin gene.

2.11. Statistical analysis

Analyses of variance (ANOVA) were performed with the statis-
tical software R, version 2.10.1 [17]. Differences were tested using
Tuckey’s Honest Significant Difference (HSD) test (P<0.05).

3. Results
3.1. Cloning of the cassiicolin-encoding gene and cDNA

A cassiicolin cDNA fragment was first obtained by RT-PCR ampli-
fication using degenerated primers designed from the cassiicolin
amino acid sequence (isolate CCP). The 5 and 3’ ends were then
amplified, by RACE-PCR, Finally, the full length cDNA and gene
were amplified and sequenced. Fig. 1 shows the structure of the
cassiicolin-encoding gene with alignment of the deduced amino
acid sequence and nucleotide sequence. The gene contains a 58
amino acid open reading frame organized in two domains. The N-
terminal domain includes a 17 amino acid putative signal peptide
(identified using SignalP and TargetP programs) followed by a 14
amino acid linker region. The 27 amino acid C-terminal domain is
identical to the purified active cassiicolin sequence. It is interrupted

by two introns with typical eukaryotic splice junctions, 5'(—GT)
and 3'(—AG). The calculated mass of the whole deduced amino acid
sequence was 5.89 kDa. No transmembrane spanning region could
be identified using the TMHMM program. The ProtComp program
used for identifying sub-cellular location (of animals and fungi pro-
tein) predicted an extracellular location (secretion). The C-terminal
domain corresponding to the mature cassiicolin was also predicted
to be extracellular. All these data predicting secretion are in agree-
ment with the presence of the active protein in the culture filtrate.

A 1191 bp sequence was obtained by primer extension (genome
walking) upstream the first identified start codon (data not shown).
No other ORF could be identified in positive orientation, confirming
the position of the first atg codon as indicated in Fig. 1.

The gene and mRNA sequences (Cas) were registered in the
public sequence databases (GenBank ID: EF667973 and EF667974,
respectively). At the time of their release, they were the first
cassiicolin-encoding sequences described. Subsequently, a new
gene (CT1) encoding a cassiicolin variant from a C. cassiicola isolate
infecting rubber tree in China was registered by Liu et al. (unpub-
lished; GenBank ID: GU373809). The original pro-cassiicolin gene
and CT1 share 87% nucleic sequence identity over 580 bp, with eight
gaps. Alignment of the CT1-deduced amino acid sequence with
the original pro-cassiicolin revealed 84% identity (50/59) and 89%
similarity (53/59), with one additional residue. The 2 substitutions
located in the mature cassiicolin domain were positive substitu-
tions.

Beside the CT1 cassiicolin variant, no sequence homology to cas-
siicolin could be found when searching NCBI sequence databases
(nr) or specialized fungal genomic databases for a number of
Ascomycota and Basidiomycota (Duplessis, personal communica-
tion).

3.2. Comparative virulence of three C. cassiicola isolates

Three C. cassiicola isolates (CCAM1, CCAM3 and CCP, from which
cassiicolin was initially purified and characterized) collected in rub-
ber plantations were compared for their virulence on rubber tree,
by analyzing the extent of symptoms induced after application of
either conidia or sterile culture filtrate.

Inoculation of detached leaves from eight rubber cultivars with
conidia suspensions demonstrated contrasted levels of aggressive-
ness among the three isolates, with a gradient of susceptibility
among the cultivars (Table 1). The mean severity indexes (SI) per
isolate were found significantly different (P <0.05). Isolate CCP was
globally the most aggressive, with medium to very high sever-
ity indexes (SI) for all cultivars except for the resistant cultivar
IAN 6546 (IS=18.22). In average, CCAM3 was significantly less
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Fig. 1. Sequence of the cassiicolin precursor (Cas) gene. The deduced amino acid sequence is indicated in capital letters below the nucleotide sequence, with the mature
cassiicolin domain in bold letters. The sequence corresponding to the signal peptide is underlined. The start codon is in italic letters. Sequence registered under GenBank ID:

EF667973

aggressive than CCP, although this difference was found not sig-
nificant on the highly susceptible cultivars (PB217, IRCA19 and PB
260).Isolate CCAM1 was globally the less aggressive, with most cul-
tivars considered tolerant (10 <SI<30) or even resistant (SI<10) to
this isolate.

The three isolates were then compared for the toxicity of their
culture filtrate on the highly susceptible cultivar PB 260 and the
tolerant cultivar RRIM 600 (Fig. 2). PB 260 was significantly more
sensitive than RRIM 600 (P < 0.05), whether in interaction with CCP
or CCAM3. However, this difference was found not significant in
interaction with CCAM1. On PB 260, a gradient in toxicity was

10000+

a
b
1000
100 ¢ W PB260
RRIM600
I Cc
C
= C c C
10- = I =
14 : : : .
ccp

CCAM3 CCAM1 Control

Surface of necrosed tissue (mm?)

Fig. 2. Phytotoxicity of 21 days-old culture filtrates from 3 isolates (CCP, CCAM3
and CCAM1) tested on detached leaves from the cultivars PB260 and RRIM600.
Bioassay conditions: four drops of filtrate (20 jl) per leave, with ten leaves per
treatment. Controls were performed with drops of Czapek-Dox medium. Phytotox-
icity was expressed as the mean surface of necrosed tissue per leave (mm?), in Log
scale. The data presented are the means from 10 leaves + standard errors. Data were
analyzed using ANOVA. Different letters indicate significant differences in terms of
phytotoxicity according to Tuckey’s HSD test (P<0.05).

observed among the three filtrates, with the highest toxicity for
CCP, slightly but significantly lower toxicity for CCAM3 (P<0.05),
and the lowest toxicity (not significantly different from the con-
trol) for CCAM1. On the tolerant cultivar RRIM 600, the toxicity of
all three filtrates was found not significantly different from that
of the control. However, when statistical analysis was repeated on
the RRIM 600 data set only, CCP filtrate was confirmed significantly
more toxic than the other two filtrates (P<0.05), which were not
themselves significantly different from the control (not shown).

3.3. Biochemical purification of the toxin and mass spectrometry

Biochemical purification of the toxins from 21 days-old cul-
ture filtrates of the three isolates was attempted following the
previously published protocol [9], which involves mainly two
steps: reverse phase chromatography and size exclusion chro-
matography. The reverse phase chromatography profiles, although
highly reproducible over several runs using the same culture fil-
trate, differed significantly from one fungal isolate to another
(Supplementary Information Si.2 A and B). Monitoring of the toxic-
ity through bioassays was necessary to identify the toxic fractions,
considering that the active molecule could differ qualitatively from
one isolate to another. Size exclusion chromatography of the toxic
fractions generated one major peak containing the active molecule
(Supplementary Information Si.2C and D).

The whole purification process was fulfilled with success for
both CCP and CCAMS3 isolates but it could not be completed
for CCAM1. Although slightly toxic fractions were detected after
reverse phase chromatography of the CCAM1 filtrate, no more tox-
icity was detected after these fractions were submitted to size
exclusion chromatography.

Mass spectrometry by ESI-QTOF of the toxic molecules purified
from CCP and CCAM3 revealed that both had the same molecu-
lar mass of 2884.96 Da, while the calculated mass deduced from
the amino acid sequence of the mature cassiicolin domain was
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Fig. 3. Phytotoxicity of the purified cassiicolin. Diluted aliquots of the purified toxin (from isolate CCP), at estimated concentrations of 0.1, 1, 10, 25 and 50 p.g/ml, were
applied on detached leaves of cultivars PB 260 (A) and RRIM 600 (B) following the “leaf puncture bioassay” procedure. Tris—HCl 10 mM and crude culture filtrate were used

as control. Symptoms were observed after 72 h.

2.73 kDa. The difference corresponds to the expected mass of the
sugar moiety (alpha-methyl mannose) described previously for CCP
[8,9]. This result indicates that the CCP and CCAM3 toxins are iden-
tical, not only in terms of primary amino acid sequence but also in
terms of post-translational modifications.

Fig. 3 presents the symptoms observed after application of
sequentially diluted aliquots of the purified toxin from isolate CCP
(at estimated concentrations ranging from 0.1 pg/ml to 50 pg/ml),
on the cultivars PB 260 (susceptible) and RRIM 600 (tolerant).
In PB 260, the surface of necrotic tissue clearly correlates with
toxin concentration, with the first symptoms visible at the lowest
concentration tested. In RRIM 600, necrosis became visible at a con-
centration of 1 pg/ml, extending also with concentration, although
it remained very limited (<0.3 cm? at the highest concentration),
in proportion similar to that induced by the crude culture filtrate.
Similar results were obtained with the toxin purified from CCAM3,
at equivalent concentrations (data not shown). At equal toxin con-
centration, toxicity is very marked in PB 260 but moderate in RRIM
600, clearly demonstrating that sensitivity to the toxin is cultivar-
dependent. In addition, toxicity in a given cultivar appears to be
proportional to the amount of toxin applied. However, it cannot
be extrapolated that aggressiveness (of various isolates in a given
cultivar) depends on the amount of toxin produced in planta, since
the doses applied in this assay may not reflect the physiological
concentrations produced by the fungus during the plant infection.

3.4. Detection of the cassiicolin gene in isolates CCP, CCAM1 and
CCAM3, by PCR and Southern blotting

Fig. 4A shows duplex PCR amplification from genomic DNA
of the isolates CCP, CCAM1 and CCAMS3 using one set of primers
(CasF12/CasR19) designed from the CCP cassiicolin gene sequence.
It amplified bands of identical size (128 pb) in both CCP and CCAM3

but failed to amplify any band in CCAM1. A second set of primers
(CcAct-F/CcAct-R), designed from a C. cassiicola actin gene, equally
amplified a 165 bp gene fragment in all three samples, demonstrat-
ing that the genomic DNA used as template was of comparable

A
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1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
B
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CCP CCAMI CCAM3

Fig. 4. Detection of the cassiicolin gene in the C. cassiicola isolates CCAM1, CCAM3
and CCP. (A) PCR detection: cassiicolin-specific primers (CasF12/CasR19) and actin-
specific primers (CcActin-F/CcActin-R) were used in duplex PCR reactions. Upper
band: 165 bp actin gene fragment (Act). Lower band: 128 bp cassiicolin gene frag-
ment (Cas). Lane 1, negative control; lane 2, CCAM1; lane 3, CCAM3; lane 4, CCP. (B)
Detection by Southern blot hybridization: genomic DNA (2 ng) from the C. cassiicola
isolates CCP, CCAM1 and CCAM3 was restricted with EcoR1 (lane 1), HindIII (2), Xhol
(3) and BamHI (4) and probed with a 32P-labelled fragment of the cassiicolin gene
corresponding to the mature cassiicolin domain.
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Fig. 5. Kinetics of the cassiicolin gene expression and toxin accumulation during in vitro culture. The mycelium and filtrates from CCP and CCAM3 were collected after 7, 14
and 21 days of in vitro culture in Czapek-Dox medium. (A) Real-time RT-PCR analysis of the cassiicolin gene expression, in CCP and CCAM3 mycelium. Cassiicolin transcripts
levels were detected using primers F12 and Cc-qCas1-R2, with the reverse primer overlapping intron 2 splicing sites. The reference gene used for normalization was a C.
cassiicola-specific EF1a gene (unpublished), amplified using the primers Cc-qEF1a-F1 and Cc-qEF1a-R1, with the reverse primer also overlapping an intron. The normalized
cassiicolin gene expression was calculated at the 3 time-points, for both CCP and CCAM3 isolates. The data are presented means =+ standard error from two replicates. (B)
Toxicity of the culture filtrates on PB 260 detached leaves. The filtrates were diluted three fold with modified Czapek-Dox medium. The necrotic tissue were visualized under

UV light and delineated with a marker pen.

quality and quantity in all samples. Thus, failure in detecting the
cassiicolin gene in CCAM1, under these conditions, suggested either
the absence of cassiicolin gene or mismatching of the primers due
to sequence divergence of the target. Six other combinations of
primers designed from the cassiicolin gene were tested but all
failed to detect cassiicolin isoforms in CCAM1. Amplification with
the degenerated primers initially used in CCP for the cloning of a
cassiicolin cDNA fragment was also unsuccessful. Finally, ampli-
fication using primers specific to CT1 (GU373809), a cassiicolin

homologue, failed to detect this gene in all three isolates (data not
shown).

Amplification of the full length cassiicolin gene and cDNA from
CCAM3 was performed using the primer set CasF9/CasR16. The PCR
products obtained were cloned and sequenced. This revealed that
CCP and CCAMS3 cassiicolin precursor genes have fully identical
nucleotide sequences.

Southern blot hybridization was conducted on the three iso-
lates with a probe corresponding to the mature cassiicolin domain,
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with mild washing conditions in order to reveal potential isoforms
of cassiicolin (Fig. 4B). The probe for Southern blot was chosen to
target the mature cassiicolin domain in order to avoid matching
with sequences encoding signal peptides unrelated to cassiicolin.
Identical hybridization profiles were observed for CCP and CCAM3,
with a major band, likely corresponding to the cassiicolin gene, and
a weakly hybridizing band. For CCAM1, only the faint band was
detected. Considering the mild washing conditions, the faint bands
could likely be due to non-specific hybridization (they were not
visible after stringent washing). However, the possible existence of
a highly divergent cassiicolin gene homologue cannot be ruled out
and will have to be further investigated.

3.5. Comparative analysis of the cassiicolin gene expression in
CCP and CCAM3

Cassiicolin gene expression was analyzed comparatively for CCP
and CCAM3, either in mycelium produced in vitro (without interac-
tion with the host plant), or in spore-inoculated leaves. The analysis
was performed by real-time RT-PCR, using a C. cassiicola-specific
EF1a gene for normalization of the cassiicolin transcript levels. This
reference gene reflects the amount of fungal cells in the sample.

Expression under in vitro conditions (Fig. 5): The mycelium and
culture filtrates were concomitantly collected, after 7, 14 and 21
days of in vitro culture in liquid medium, and analyzed for gene
expression and toxicity respectively. The cassiicolin gene was func-
tionally expressed in the mycelium from both isolates (Fig. 5A). In
the 7 days-old cultures, the cassiicolin gene was highly expressed
in case of CCP but hardly detectable in case of CCAM3, while in the
14 and 21 days-old cultures, the relative cassiicolin gene expres-
sion was low for both isolates. In CCP, cassiicolin gene therefore
appears transiently expressed, with preferential expression in the
7 days-old culture compared to the older cultures. Whether CCAM3
also produces a transient peak of expression (for example between
day 7 and day 14) is unknown.

Toxicity of the culture filtrates collected at the various time-
points was analyzed concomitantly to gene expression analysis, on
both the highly sensitive cultivar PB 260 (Fig. 5B) and the toler-
ant cultivar RRIM 600 (Fig. 5C). This analysis first confirmed the
highest toxicity of CCP compared to CCAM3 as previously observed
with non-diluted 21 days-old filtrates (Fig. 2). This difference was
evident in PB 260, due to the high sensitivity of this clone, but less
marked in the tolerant cultivar RRIM 600, in good agreement with
the results presented in Fig. 2. Secondly, it showed that toxicity
of both filtrates increased over time (Fig. 5B and C), with a time-
lag between cassiicolin gene expression (Fig. 5A) and symptoms
development (Fig. 5B and C). Indeed, in the CCP mycelium grown in
liquid culture, the cassiicolin gene was preferentially expressed in
the younger (7 days-old) culture, while filtrate toxicity was higher
after 14 or 21 days of culture (Fig. 5).

Expression in spore-inoculated leaves (Fig. 6): Cassiicolin gene
expression was analyzed in spore-inoculated leaves from PB 260
and RRIM 600, at various time-points after inoculation (1, 2, 5
and 9 days post-inoculation), for both isolates CCP and CCAM3
comparatively. The use of a C. cassiicola-specific reference gene
was specially important in this case (in planta) since the sam-
ples mixed both plant and fungal RNA, with the quantity of fungal
RNA increasing over time, following the mycelium development
in the leave. Normalization with the C. cassiicola-specific EF1a
gene allowed measuring of the cassiicolin gene expression level
independently of the mycelium development. In the highly sus-
ceptible cultivar PB 260 (Fig. 6A), inoculation with CCP resulted
in a strong induction of the cassiicolin gene, as early as one day
post-inoculation. This expression then decreased to become neg-
ligible at 5 and 9 dpi. Inoculation with the isolate CCAM3 induced
a delayed and smaller peak of cassiicolin gene expression, with a
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Fig. 6. Real-time RT-PCR analysis of the cassiicolin gene expression in spore-
inoculated leaves. The susceptible cultivar PB260 (A) and the tolerant cultivar
RRIM600 (B) were inoculated with either CCP or CCAM3 conidia. RNA was extracted
from leaf pieces (2.5 cm?) collected at the inoculation sites, at various time-points
after inoculation (1, 2, 5 and 9 days post-inoculation). Cassiicolin transcripts lev-
els were measured using primers F12 and Cc-qCas1-R2, with the reverse primer
overlapping intron 2 splicing sites. The reference gene used for normalization was
a C. cassiicola-specific EFla gene, amplified using the primers Cc-qEF1a-F1 and
Cc-qEF1a-R1, with the reverse primer also overlapping an intron splicing sites.
The relative expression measures the inoculation-induced variation of cassiicolin
gene expression at each time-point, for both CCP and CCAMS3 isolates. The data are
presented as means =+ standard error from two independent replicates.

maximum level at 2 dpi. In the tolerant cultivar RRIM 600 (Fig. 6B),
both isolates induced a strong peak of expression at 2 dpi but with
an important differential in favor of CCP compared to CCAM3. Cas-
siicolin gene expression was also negligible at 5 and 9dpi in this
cultivar.

The peak of cassiicolin gene expression precedes symptoms
development. Indeed, at day 1 or day 2 post-inoculation (when the
cassiicolin gene expression is maximum), only pinpoint necrosis
were visible. Then the symptoms developed gradually, as expected,
to become maximum at day 9 (data not shown), while cassiicolin
gene expression decreased. This was observed for both CCP and
CCAM3 isolates, whatever the cultivar.

4. Discussion
4.1. Characterization of the cassiicolin gene

We have previously shown that cassiicolin is a 27 amino acid
protein secreted by C. cassiicola [9], presumably involved in CLF
disease inrubber tree. In this work, we present the cloning and char-
acterization of the first cassiicolin-encoding gene and demonstrate
that it is functionally expressed both in vitro and in interaction with
the plant. It appeared from its gene structure that cassiicolin typi-
cally belongs to the so called “small secreted proteins” (SSPs), which
are proteins of low molecular weight, leaded by a signal peptide
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and processed via the endoplasmic reticulum and Golgi appara-
tus before secretion [18,19]. Many of these SSPs, often produced
by pathogens, are rich in cystein residues forming disulfide bonds
that play a critical role in folding and consequently stability of
the molecule. Despite their structural homology, cystein-rich SSPs
often have neither sequence homology nor functional relationship
with each other.

The cassiicolin precursor gene shares no sequence homology
with any other gene, to the exception of the subsequently registered
CT1 gene (GU373809) encoding a variant form of cassiicolin. This
confirms the novelty of cassiicolin among the fungal SSP effectors
involved in plant/pathogens interactions.

4.2. Physiological races

Spore inoculation of three isolates (CCP, CCAM3 and CCAM1) on
eight different cultivars (Table 1) confirmed that for a given iso-
late, the level of virulence is cultivar-dependent, and that different
isolates display different levels of virulence on a given cultivar, as
shown previously using slightly different procedures [7].

The existence of physiological races, varying in cultivar prefer-
ences,among C. cassiicola isolates from rubber is now well assumed,
with at least two races among Malaysian isolates [20,21]. Various
pathogenic profiles were also described among Chinese C. cassiicola
isolates but their connection to previously described races 1 and 2
was unclear since the host range used in both studies were differ-
ent [22].In our analysis (Table 1), it seems that our three isolates do
not belong to race 1 since RRIM 600 is tolerant to all three of them.
However, it cannot be concluded whether they belong to race 2 or
an other race, unless they could be tested on the same discriminat-
ing cultivar RRIM 2020 [20]. It seems that CCP and CCAM3 belong to
the same race because the ranking by susceptibility of the various
cultivars in response to these two isolates was globally the same.
By contrast, CCAM1 had different cultivar preferences. As an exam-
ple, cultivar RRIC 100 was the least susceptible to CCAM1, while it
was among the most susceptible to CCP. This suggests that CCP and
CCAM3 may belong to the same physiological race and CCAM1 to
another.

According to the inverse gene-for-gene interaction model
applying to non biotrophic fungi [23,24], the level of virulence
observed can depend on qualitative as well as quantitative vari-
ations of either the fungal effectors and/or their plant targets (copy
number, affinity, accessibility, etc.).

4.3. Do qualitative variations of the cassiicolin gene or protein
account for virulence differences?

To investigate the hypothesis that qualitative variations of cas-
siicolin may affect the virulence of C. cassiicola in rubber tree, we
attempted the purification of the toxin and the cloning of the cor-
responding gene from the three isolates (CCP, CCAM3 and CCAM1)
shown to display different levels of aggressiveness. Purification
of cassiicolin from the culture filtrate was successfully completed
for the highly and moderately aggressive isolates CCP and CCAM3,
consistently with the detection of the cassiicolin gene by PCR and
Southern blotting in these two isolates. Cloning of the cassiicolin
precursor gene from both CCP and CCAM3 revealed fully identical
sequences. In addition, the molecular masses of the purified toxins,
measured by mass spectrometry, were also identical. Therefore it
can be concluded that the cassiicolin gene products produced by
CCP and CCAM3 isolates are strictly identical, not only in their pri-
mary structure but also in their post-translational modifications
(glycosylation with a methyl-mannose [8]) and consequently, that
the difference in aggressiveness observed between the two iso-
lates could not be attributed to qualitative variations in cassiicolin
structure.

In the case of CCAM1, no cassiicolin gene was detected and the
biochemical approach failed to isolate any toxic molecule from the
culture filtrate, although this isolate was found pathogenic (with
low aggressiveness) on certain cultivars (Table 1). Two hypothe-
ses may be proposed, the first one being that CCAM1 pathogenicity
may be caused by a completely different effector yet to be iden-
tified. The second hypothesis is that CCAM1 may carry a highly
divergent form of cassiicolin and that the parameters used for gene
detection or biochemical purification were not adapted. Our obser-
vations support the first hypothesis that CCAM1 disease effector
is likely to be different from cassiicolin. Indeed, all our attempts
to detect a cassiicolin-like gene by PCR failed, although different
sets of primers were tested, designed from the various regions of
the gene, from either the cassiicolin gene or its divergent form CT1
(GU373809). In addition, Southern blot hybridization using a probe
targeting the mature cassiicolin domain also failed to detect a cassi-
icolin gene homologue. Biochemical purification of a toxic molecule
from the filtrate could not be fulfilled, although certain fractions
collected after reverse phase chromatography were found toxic.
One reason for this could be that the purification process, optimized
for cassiicolin, was potentially unsuitable in case of a toxic molecule
differing from cassiicolin in its structure or chemical nature. How-
ever, another explanation, standing up for both hypotheses, may
be that the toxic molecule was present in such a low amount in the
culture filtrate that it became too diluted and undetectable over the
successive purification steps.

The chemical structure of the so far characterized fungal host-
selective toxins (HSTs) can be very diverse, with a majority of low
molecular weight secondary metabolites but a few proteinaceous
toxins [25]. The wheat pathogen Pyrenophora tritici-repentis, for
example, produces at least three HSTs including two proteins (Ptr
ToxA and Ptr ToxB) and a non proteinaceous low molecular weight
molecule (Ptr ToxC) [23]. Each of the eight P. tritici-repentis races
identified so far displays a specific toxin pattern involving either
one or several of these HSTs [26]. In addition, the virulence deter-
minism may follow different models for each toxin. For example,
the ToxA gene is present in ToxA-producing pathogenic races but
absent from non-pathogenic races. In contrast, ToxB relatives can
be found in races of P. tritici-repentis that do not produce the Ptr
ToxB protein and are not pathogenic to Ptr ToxB-sensitive cultivars
[26-28]. Differential expression of ToxB, whether due to differences
in gene copy number or to transcriptional regulation, may account
for quantitative variations in the virulence of P. tritici-repentis
[29].

4.4. Does transcriptional regulation of the cassiicolin gene
influence C. cassiicola aggressiveness?

CCP is globally more aggressive than CCAM3, in average on
eight cultivars (Table 1). Since both isolates produce cassiicolin and
assuming that their toxins are qualitatively identical (in sequence,
mass, and toxicity at equivalent concentration), we investigated
whether transcriptional regulation of the cassiicolin gene may
account for such differences in aggressiveness between these two
isolatesina given cultivar (i.e. without variability at the plant level).
In this purpose, cassiicolin transcript levels were analyzed both
in vitro and in interaction with the plant, using both isolates on
two rubber tree cultivars (PB 260 and RRIM 600).

First, the fact that the cassiicolin gene was expressed in vitro
(Fig. 5) as well as in planta (Fig. 6), for both CCP and CCAM3, indi-
cated that cassiicolin gene expression does not require plant factors
to be turned on. Moreover, in interaction with the plant, the gene
was expressed in both the susceptible (PB 260) and the tolerant
(RRIM 600) cultivars. It can therefore be concluded that the capacity
ofagivenisolate to express the cassiicolin gene in planta, and poten-
tially synthesize the toxin (in the absence of post-transcriptional
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regulation), is not cultivar-dependent. Conversely, sensitivity to the
toxin was shown to be cultivar-dependent, according to the bioas-
says using purified cassiicolin, on both PB 260 and RRIM 600 (Fig. 3).
Although the plant factor(s) responsible for the sensitivity to cassi-
icolin have not been characterized yet, it can be hypothesized that
variations in the number, affinity or functionality of the plant cas-
siicolin receptors may be responsible for differences in sensitivity
between cultivars.

The kinetics of cassiicolin gene expression are not following the
kinetics of symptoms development. This was observed in planta
for both CCP and CCAMS3 isolates, whatever the cultivar. It was
also observed in vitro for CCP on cultivar PB 260 (Fig. 5). There
are several interpretations for this time-lag. When the cassiicolin-
sensitive cultivar PB 260 is infiltrated with purified cassiicolin, the
necrosis is not visible until 2 days after treatment. It is therefore
possible that, while cassiicolin transcripts levels reach their maxi-
mum 1 or 2 days after infection, toxin activity does not peak until
3 or 4 days post-inoculation. In addition cassiicolin is known to
be very stable (owing to its very compact 3D structure) and it can
therefore accumulate over time, while the cassiicolin transcripts
are down-regulated. Another interpretation may be that another
effector may contribute to symptoms development, in place of or
in addition to cassiicolin. What so ever, the early expression of the
cassiicolin gene during the first 2 days post-inoculation suggests a
role of cassiicolin in the early phase of infection.

We further examined the differences in cassiicolin transcripts
level between the two isolates, and their concordance with aggres-
siveness or filtrate toxicity. In the susceptible cultivar PB 260,
CCAMS3 peak of expression was lower and delayed compared CCP,
which created an important differential at 1dpi (Fig. 6A). This is
coherent with CCP higher filtrate toxicity compared to CCAM3
(Figs. 2 and 5B). However it was not in such a good coherence with
the results of spore inoculation since the two isolates were found
statistically similar in aggressiveness (Table 1). We suspect that the
method used for calculating the severity index (Fig. 2), based on
five classes of symptoms, may be less accurate than the method
used for evaluating filtrates toxicity (Fig. 3), based on the exact
size of necrotic tissues and therefore less discriminating, especially
for virulent isolates on highly susceptible cultivars. However, we
cannot exclude the hypothesis that other disease effectors may
contribute to CCAM3 aggressiveness in addition to cassiicolin. In
the tolerant cultivar RRIM 600, CCP displayed a higher transcript
level compared to CCAM3 at 2dpi (Fig. 6B) or in the 7 days-old
in vitro cultures (Fig. 5), in good coherence with its higher levels of
virulence (Table 1) and toxicity (Figs. 2 and 5C, taking into account
the statistical test on the RRIM 600 data set alone which confirmed
CCP more toxic than CCAM3).

In the absence of antibodies directed against cassiicolin, it was
not possible to precisely quantify toxin accumulation and correlate
it with gene expression but we think that a differential in cassiicolin
gene expression in the early phase of development may contribute,
at least in part, to the difference in aggressiveness between these
two isolates. In many ways, cassiicolin gene expression profiles
remind that of ToxB, the gene encoding the SSP necrotic effector
Ptr ToxB in the wheat pathogen P. tritici-repentis [29]. Ptr ToxB
transcript abundance was positively correlated with the inten-
sity of symptoms induced in a susceptible wheat cultivar, and
with a more efficient development of the appressoria. ToxB, like
the cassiicolin gene, was actively transcribed in the early phase
of infection, with a peak of transcripts 1 day after inoculation in
the susceptible cultivar (later in the resistant cultivar), before any
visible symptom, for both a highly and a moderately aggressive
isolates.

We have shown that the cassiicolin gene is functional and pref-
erentially expressed in the early phase of infection, in both the
susceptible and the tolerant cultivar, and that sensitivity/tolerance

to cassiicolin is cultivar-dependent. Transcriptional regulation of
the cassiicolin gene may contribute to differences in aggressiveness
between two isolates in the same cultivar, but not to the differ-
ence in pathogenicity/virulence of one isolate in different cultivars.
However, the exact role of cassiicolin in C. cassiicola pathogenic-
ity is still a matter of debate and the existence of other effectors
contributing to the disease remains a possibility.

The cloning of the first cassiicolin precursor gene, described
here, paves the way for genetic manipulations of the fungus, such
as knocking down the cassiicolin gene from a virulent isolate or
expressing it in a non pathogenic isolate, in order to indisputably
evaluate the role of cassiicolin in C. cassiicola pathogenicity in rub-
ber tree. In addition, molecular screening of cassiicolin-like genes
among the population of C. cassiicola, should help deciphering the
determinism of virulence, cultivar preferences and host special-
ization of this important pathogen. The use of purified cassiicolin
for assaying the susceptibility of rubber trees to C. cassiicola is an
attractive perspective in the view of selection programs. However,
this work demonstrated the existence of yet unidentified disease
effectors, differing from cassiicolin, in C. cassiicola isolates such as
CCAMI1. This underlines the necessity to further characterize the
other C. cassiicola disease effectors and their role in pathogenicity
before envisaging toxin-based assessment of rubber trees suscep-
tibility. More generally, a better knowledge of cassiicolin, as a new
fungal SSP effector, will contribute to our understanding of the yet
ill-understood necrotrophic pathosystems.
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Supplementary information Si.1

Primer name Sequence (5- 3))

CasF1 acntgygtntcntgygt

CasF6 acntgygtnagytgygt

CasR1 rcanccngarcangccca

CasR6 rcanccrctrcangccc

CasSP1-F atttcggcaatgggttttgt

CasSP2-F ggcgataactgtggtaattcttg
CasSP1-R acaaaacccattgccgaaat
CasSP2-R caagaattaccacagttatcgcc
CasF9 atcaattccaaatcttgaaaatctgtcc
CasF12 gtaagctgtgtcaatttcggce

CasR16 ggatccgtaagagtataaatttgtgtatg
CasR19 ccaaagttaacatcccgaaca
Oligo-dT-VN tsvn

SMART Il A * aagcagtggtatcaacgcagagtacgcggg

3’ SMART CDS primer Il A *

5" PCR primer Il A*
CcAct-F

CcAct-R
Cc-qITS-F1
Cc-qITS-R1

ITS1

ITS4

Cc-gCasl-R2
Cc-gEF10-F1
Cc-qEF10-R1

aagcagtggtatcaacgcagagtactzvn
aagcagtggtatcaacgcagagt
caggaaggacctgtacggcaaca
tggggcaagagcagtgatctc
ggacccaccacaaacccatt
gcggaggegggacagacy
tccgtaggtgaacctgcgg
tcctccgcttattgatatge
ggtaattcttgggcttgttcgggatg
caccgtcattgacgcccce

gcctcgaactcaccagtacc

[T} y

n"=a,t,corg;“y=cort;“r =aorg;“v'=a,gorc.
* from the SMART PCR cDNA synthesis kit (Clontech)
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Abstract Corynespora cassiicola is the causal agent of
Corynespora Leaf Fall (CLF) disease. CLF is one of the
most important fungal diseases of rubber trees in Asia and
Africa but disease outbreaks have not been reported in
South America. Cassiicolin, a small cysteine-rich glycopro-
tein secreted by the pathogenic C. cassiicola isolate CCP,
was previously identified as a potential disease effector in
rubber tree. Recently, the cassiicolin-encoding gene (Cas/)
was characterized and shown to be expressed in the early
phase of infection. In this study, we investigated whether
previously undetected strains of C. cassiicola are present in
South American rubber plantations by examining the fungal
endophyte population found in asymptomatic rubber tree
leaves. Four isolates were identified as C. cassiicola.
Genes encoding new forms of the cassiicolin precursor
protein (Cas3 and Cas4) were identified from these isolates.

Electronic supplementary material The online version of this article
(doi:10.1007/s13225-012-0169-6) contains supplementary material,
which is available to authorized users.
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Three of four isolates were able to induce symptoms on the
cultivar they were isolated from in a detached leaf assay,
with different kinetics and intensities. One isolate had the
same pathogenicity profile as the pathogenic isolate CCP;
the other two isolates developed symptoms late during the
course of infection, suggesting saprotrophic capabilities.
However, no Cas3 or Cas4 transcripts could be detected
upon inoculation with the endophytic isolates, whereas the
reference gene Casl was expressed upon inoculation with
the CCP isolate. This work demonstrated that C. cassiicola
is present in South America in an endophytic form and that
it may evolve from an endophytic to a saprophytic or even
potentially pathogenic life style.

Keywords Corynespora cassiicola - Rubber tree -
Endophyte - Brazil - Cassiicolin

Introduction

Corynespora cassiicola (Berk & M. A. Curtis) C.T. Wei is
an anamorphic Ascomycota fungus belonging to the
Dothideomycetes and forming a separate phylogenetic clade
among the Pleosporaceae with Corynespora smithii
(Schoch et al. 2009). It has been found on leaves, stems,
fruits and roots of more than 300 plant species primarily
in tropical and subtropical areas (http://nt.ars-grin.gov/
fungaldatabases/; Farr and Rossman 2011). Principally
described as a pathogen, it causes severe damage to econom-
ically important plants, including rubber tree, tomato, cucum-
ber, cotton and soybean (Chee 1990; Koenning et al. 2006;
Oliveira et al. 2006, 2007; Schlub et al. 2009). However, C.
cassiicola isolates were also obtained from dead organic ma-
terial (Kingsland 1985; Lee et al. 2004; Cai et al. 2006) and
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asymptomatic tissues (Collado et al. 1999; Suryanarayanan et
al. 2002; Gond et al. 2007; Promputtha et al. 2007), and were
therefore designated as saprophytes and endophytes,
respectively.

In the rubber tree, C. cassiicola has thus far been exclu-
sively known as a necrotrophic pathogen that causes the
Corynespora Leaf Fall (CLF) disease, which ranks among
the most important fungal diseases in Asian and African
rubber plantations. Initially, C. cassiicola was described as a
minor pathogen capable of attacking only budwood or seed-
ling nursery plants (Newsam 1960; Chee 1988), but in 1975,
the first epidemic outbreak on a plantation scale occurred in
Indonesia. In the 1980s, several other countries in Southeast
Asia were severely affected by disease outbreaks and
thousands of hectares of rubber trees were uprooted in
Malaysia, Indonesia, Thailand and Sri Lanka (Liyanage et
al. 1986; Pongthep 1987; Chee 1988). By the end of the
1980s, African countries were also affected by CLF. The
disease severity further increased until several important
rubber tree cultivars considered to be tolerant or resistant
to CLF during the first epidemic in the mid 1980s suc-
cumbed to the disease (Jayasinghe and Silva 1996;
Shamsul and Shamsuri 1996; Sinulingga et al. 1996;
Wahounou et al. 1996). Currently, all Asian and African
rubber-producing countries, which account for 98 % of the
natural rubber production in the world (94 and 4 % for each
continent, respectively), are affected by the disease resulting
in considerable economic losses.

CLF is characterized by necrotic lesions that develop on
both young and mature leaves and lead to extensive defolia-
tion. The fungus typically causes areas of necrosis with a fish
bone appearance due to the darkening of the veins adjacent to
the lesions (Chee 1988; Liyanage and Liyanage 1986;
Pongthep 1987). However, the symptoms vary depending on
the age, type and location of the rubber tree (Jayasinghe et al.
1998). This symptom variability impedes diagnosis of the
disease in a plantation. Additionally, C. cassiicola isolates
within the same agroclimatic zone vary widely in mor-
phology, colony color, growth, spore production, pathoge-
nicity and genetic diversity (Darmono et al. 1996;
Jayasinghe and Silva 1996; Breton et al. 2000; Atan and
Hamid 2003; Romruensukharom et al. 2005; Dixon et al.
2009; Qi et al. 2009).

Colonization of the rubber tree tissues by C. cassiicola
involves the secretion of phytotoxic molecules (Onesirosan
et al. 1975; Liyanage and Liyanage 1986; Purwantara 1987;
Nugawela et al. 1989; Breton et al. 2000). A toxin called
cassiicolin was purified and characterized from the culture
filtrate of a rubber tree isolate (CCP) from the Philippines
(Breton et al. 2000; Barthe et al. 2007; de Lamotte et al.
2007). The toxin is a small, secreted glycosylated protein
that plays an important role in C. cassiicola pathogenicity.
The cassiicolin-encoding gene encodes a precursor protein
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containing a signal peptide at the amino terminus that is
predicted to target the protein for secretion (Déon et al.
2012). This gene is expressed one or two days post-
inoculation, suggesting a role in the early phase of infection.

Only a single report mentions CLF symptoms on Hevea
brasiliensis growing in the American continent (Junqueira
et al. 1985). In this area, C. cassiicola remains benign on
rubber trees but causes significant damage to many other
plant species. Could outbreaks of CLF disease occur in
South American rubber plantations? To answer this ques-
tion, we investigated whether previously undetected strains
of the pathogen were present in rubber plantations in this
area. The purpose of our study was to test for the presence of
C. cassiicola among fungal rubber tree endophytes from a
plantation in Brazil that had no history of the disease and to
characterize these isolates.

Material and methods
Plant material

Fungal endophytes were recovered from young Hevea bra-
siliensis trees in nurseries consisting of 10 different cultivars
(CDC 312, CDC 1174, FDR 5240, FDR 5665, FDR 5788,
GT 1, MDF 180, PB 260, PMB 1 and RRIM 600) from a
rubber tree plantation in Bahia, Brazil. The plants used for
the inoculation and gene expression experiments (cultivars
RRIM 600 and FDR 5788) were cultivated in a greenhouse
in Clermont-Ferrand (France) at 28 °C+2 °C with 80 %
relative humidity. All of the cultivars were grafted clones.

Isolation of endophytic fungi from asymptomatic Brazilian
rubber tree leaves

Fungal endophytes were isolated from asymptomatic mature
leaves that were collected in the nurseries and kept at room
temperature for 8 days. Leaf segments were surface-
sterilized through sequential immersion in 70 % ethanol
(1 min), 2 % sodium hypochlorite solution (2 min), 70 %
(v/v) ethanol (30 s) and sterile water. Leaf pieces with
freshly cut edges were plated on Malt Extract Agar (MEA)
supplemented with 0.02 % chloramphenicol and placed at
25 °C in the dark. The emergent fungi were isolated by
successive subcultures.

Molecular identification of endophytic fungi

All fungal isolates were grown from single conidia and
verified by sequencing the internal transcribed spacer
(ITS) region of the ribosomal DNA. For DNA extraction
the isolates were grown on Potato Dextrose Agar (PDA) for
13 days in the dark. The mycelia was collected, frozen in
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liquid nitrogen and lyophilised. The genomic DNA was
extracted as described previously (Risterucci et al. 2000).
The ITS1, 5.8S, and ITS2 regions of the ribosomal DNA
were amplified by PCR from 100 ng of genomic DNA in a
50 pl reaction mix containing 0.2 uM of the ITS1 and ITS4
primers (White et al. 1990), 200 uM of the dNTP mix,
2 mM of MgCl,, 1x buffer and 1 U of Taq DNA polymerase
(Qbiogen, Illkirch, France). The PCR was conducted for 30
cycles under the following conditions: 45 s at 94 °C, 45 s at
55 °C and 45 s at 72 °C. The PCR products were sequenced
by GATC Biotech (Konstanz, Germany). Percentages of
sequence similarity and coverage were determined by com-
parative similarity analyses with available sequences in the
NCBI database using the Blastn program. Detailed results
are given as Electronic Supplementary Material (ESM 1).

Detached-leaf assay

The C. cassiicola isolates were cultivated on PDA at 25 °C
with a 12 h photoperiod. The conidia were collected and
resuspended in sterile water supplemented with 0.02 %
Tween20 at a concentration of 5000 conidia/ml. For each
isolate, six leaves were inoculated, each with ten drops of
20 pl conidia suspension applied to the abaxial surface of
detached rubber tree leaflets in developmental stage C
(brownish to limp green) (Hallé and Martin 1968). One
additional drop of 20 ul of sterile water supplemented with
0.02 % Tween20 was added to each leaflet as negative
control. The leaflets were maintained in a moist environ-
ment at 25 °C for 24 h in the dark and then under alternate
light with a 12 h photoperiod. The conidial suspension was
evaporated four days after the inoculation. The lesion area
per leaflet was measured manually, at 5 and 9 dpi. The entire
experiment was conducted three times. The symptoms in-
tensity (SI) was expressed as the mean lesion area + the
standard error from the 18 inoculated leaves (six leaflets per
inoculation and three biological replicates).

Detection of cassiicolin gene homologues

Detection of cassiicolin gene homologues by PCR was
conducted on the four C. cassiicola isolates (E70, E78,
E79 and E139) from asymptomatic mature rubber tree
leaves. The first set of primers was designed from the Cas
sequence from isolate CCP (EF667973) and included
CasF9, CasF11, CasF12, CasR16, CasR20 and CasR19.
The second set of primers, CT1F9, CasF14, CT1R16 and
CasR22, was designed from the CT1 sequence from the
isolate CC004 (GU373809). Primer sequences are listed in
the Electronic Supplementray Material ESM 2. PCR was
performed on 100 ng of C. cassiicola genomic DNA for 30
cycles (45 s at 94 °C, 45 s at 50 °C, 45 s at 72 °C) using the
same PCR components described above.

Cloning of full-length Cassiicolin gene homologues

The full-length sequence of the cassiicolin gene homologue
Cas3 was obtained by genome walking (Sallaud et al.
2003). This method allows for amplification of the 5’ and
3’ flanking regions of a target gene. Genomic DNA from
isolate E70 was digested with 30 units of a restriction
enzyme generating 3’ blunt overhangs. Four restriction
enzymes were tested independently: EcoRV, Dral, Pvull
and Stul (New England Biolabs). The digested products
were purified using the QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen, Courtaboeuf, France) and ligated to the ADPR1/
ADPR?2 adaptor by T4 DNA ligase at 16 °C overnight in a
final volume of 20 pl. The first PCR was performed with
1 ul of the ligation/digestion using the primer AP1, which is
specific to the ADPR1 adaptor, and a primer specific to the
Cas3 partial sequence obtained previously from isolate E70
using the CasF9/CasR20 primer pair. The second PCR was
performed with 2 pl of a 1/50 dilution of the PCR1 product
using the nested primer AP2 (specific to the ADPR2 adapt-
er) and a Cas3-specific nested primer. To obtain the 5’
flanking region, the primers AP1/CasR20 and AP2/CasW-
E70-R04 were used for PCR1 and PCR2, respectively. To
obtain the 3' flanking region, the primers AP1/CasF9 and
AP2/CasW-E70-F04 were used for PCR1 and PCR2, re-
spectively. PCR reactions were performed in 1x buffer
containing 1.5 mM of MgCl,, 200 uM of dNTPs,
200 nM of the adaptor, 0.2 uM of the Cas-specific primer
and 0.5 U of Tagq DNA polymerase (Eurobio,
Courtaboeuf, France). All PCRs were conducted under
the following conditions: an initial denaturation step
(4 min at 95 °C), then 40 cycles (30 s at 95 °C, 30 s at
58 °C, 2 min at 72 °C) and a final extension step (72 °C
for 5 min). PCR products migrating as a single unique
band after electrophoresis on an agarose gel were directly
sequenced using nested Cas3-specific primers: CasW-E70-
RO1 for the 5' flanking region and CasW-E70-F05 for the
3’ flanking region. A new set of primers (CasF20 and
CasR28) was designed from both ends of the 5’ and 3’
flanking sequences and used to amplify the complete
Cas3 or Cas4 sequence from isolates E70, E78, E79 and
E139 using the AccuPrime™ Pfx proofreading DNA
polymerase (Invitrogen, Paisley, UK) according to the
manufacturer’s recommendations. All of the primers used
in this study are listed in the Electronic Supplementary
Material ESM 2.

Bioinformatics
All nucleotide and amino acid sequence analyses, align-
ments and annotations were conducted using the Geneious

Pro program (Drummond et al. 2011). Homology searches
were performed using the Blast program in the NCBI
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database. A phylogenetic tree of the cassiicolin gene diver-
sity was constructed using MEGAS5 software (Tamura et al.
2007) by the Neighbor-Joining method (Saitou and Nei
1987). The analysis involved six nucleotide sequences:
JF915169, JF915170, JF915171, JF915172, GU373809
and EF667973, for isolates E70, E78, E79, E139, CC004
and CCP respectively. The codon positions included in the
analysis were 1st+2nd+3rd+Noncoding. All positions con-
taining gaps and missing data were eliminated. There was a
total of 574 positions in the final dataset. A bootstrap test of
1000 replicates was performed to obtain the percentage in
which the associated taxa clustered together (Felsenstein
1985). The evolutionary distances were computed using
the p-distance method (Nei and Kumar 2000), and the
results were expressed as the number of base differences
per site.

The synonymous (ds) and non-synonymous (dy) substi-
tution rates were calculated by codeml in the PAML pack-
age (Goldman and Yang 1994).

The prediction of the signal peptide in the protein was
performed using SignalP software, version 3.0 (Bendtsen et
al. 2004), and the program TMHMM, version 2.0, was used
to check for the presence of transmembrane spanning
regions in the protein (Krogh et al. 2001). The ProtComp
program (version 9.0; http://www.softberry.com) was used
to predict the subcellular localization of the protein.

Gene expression analyses by real-time PCR

RNA extraction and ¢DNA synthesis Leaf disks (1.77 cm?)
were collected from the inoculated leaflets described above
at each inoculation spot immediately after inoculation and
then one, two, five and nine days post-inoculation. The
controls were fragments from leaves inoculated with water
supplemented with 0.02 % Tween20. For each time point,
three sets of inoculated fragments were analyzed indepen-
dently (three biological replicates). Collected samples were
lyophilized and stored at —20 °C. The total RNA was
extracted from the samples using CTAB extraction buffer
(Chang et al. 1993), treated with RNase-free RQ1 DNase
(Promega), quantified by spectrophotometry and quality
tested by electrophoresis on 1.2 % agarose gels. The first-
strand cDNA was synthesized from 1 pg of total RNA using
oligodT and SuperScript III (Invitrogen) according to the
supplier’s protocol.

Design of Cas-specific primers Several pairs of primers
were designed from the sequence of each Cas gene homo-
logue, including at least one primer that overlapped an
intron site. Their efficiency was tested on diluted cDNA
pools of all time points for each isolate by cultivar set.
The specificity of the amplification was analyzed using the
melting temperature curves at the end of each run. The best
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primer pairs were selected for the real-time RT-PCR experi-
ments. The primers selected to amplify the Cas! transcripts
were CasF12 and Cc-qCasl1-R2. For Cas3 and Cas4 tran-
scripts, the primers selected were Cc-qCas3,4-F1 and Cc-
qCas3,4-R1. A third primer pair (Cc-qCasl,3,4-F1/Cc-
qCasl,3,4-R1) designed to amplify conserved regions of
all Cas homologue cDNA sequences was used as a positive
control. All of these primer pairs failed to amplify any product
from cDNA derived from non-inoculated leaves. Primer
sequences are listed in the Electronic Supplementary
Material (ESM 2).

Design of C. cassiicola-specific reference gene primers Primers
were designed based on conserved regions (framing one
intron site) determined from the alignment of EF/« or actin
gene sequences from various fungal species, most of which
belonged to the order Pleosporales, like C. cassiicola.
Primers designed from the EF/a sequences were Nc-
EFla-F2 and Cc-EFl1a-R1. Primers designed from the
actin sequences were Cc-Actin-F4 and Cc-Actin-R1.
These primers were used to amplify partial genomic
sequences from all of the C. cassiicola isolates from this
study. The PCR products were sequenced as described
above and compared by multiple sequence alignment.
New primers were designed for real-time RT-PCR, with
the forward primer overlapping the intron. For EFlq,
two forward primers were designed depending on the
isolate due to a one-nucleotide substitution in the primer
binding site. Primer Cc-qEFlx-F1 was developed for
isolates CCP, E78, and E70 and primer Cc-qEF1x-F3
was developed for isolates E79 and E139. The reverse
primer, Cc-qEF1x-R1, was the same for all isolates. For
the actin gene, the primers designed were Cc-qActin-F2
and Cc-qActin-R2. The actin gene was used as a refer-
ence to validate the stability of the EF/a gene expres-
sion over the course of the infection (data not shown).
The EFla gene was used as a reference for the quanti-
fication of Cas gene expression. Primer sequences are
listed in the Electronic Supplementary Material (ESM 2).

Quantification of the cassiicolin homolog transcripts by
real-time RT-PCR Amplifications were performed using an
iCycler 1Q (Bio-Rad) with SYBR green as the fluorescent
dye. The PCR reaction mix (25 pl) contained cDNA
(2 ul of a 1/50 dilution of the first strand cDNA), 1x
Mesa Green qPCR MasterMix Plus for SYBR Assay W/
fluorescein (Eurogentec, Angers, France) and 200 nM of
each primer. Polymerase chain reactions were performed
as follows: 3 min at 95 °C for denaturation and ampli-
fication for 40 cycles (10 s at 95 °C, 15 s at 62 °C, 15 s
at 72 °C). The relative quantitative abundance (Qr) of the
Cas homologue transcripts was calculated by comparison
with the expression of EF/« using the following formula
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(Pfaffl 2001), with E representing the primers’ efficiency,
“target” referring to the cassiicolin homologues and “ref”
to EFlo:

ACttarget
(1 + Etarget)

(1 + Eref

) ACtref

The real-time PCR amplifications were performed in
triplicate (technical replicates) and the experiment was
repeated three times (biological replicates). Data pre-
sented are the mean + the standard error of the three
independent biological replicates.

Monitoring of C. cassiicola development in lesions by real-
time RT-PCR To analyze the development of the fungus in
the plant tissues, the accumulation of transcripts of the C.
cassiicola-specific EF o gene was monitored and compared
to the expression of a polyubiquitin gene from the rubber
tree (Hb-polyubiquitin, unpublished results). The primers
used to amplify Hb-polyubiquitin transcripts were Hb-Ubi-
F/Hb-Ubi-R (ESM 2). The composition of the real-time
PCR mix and the program used for real-time PCR were
the same as described above for the Cas homologues ex-
pression analysis, except for the annealing temperature
(57 °C). The level of rubber tree colonization by C.
cassiicola was represented by the relative expression
(Qr) of the fungal EF/« gene normalized to the rubber
tree Polyubiquitin transcript level.

Statistical analyses

Analyses of variance (ANOVA) were performed with soft-
ware R, version 2.10.1 (R_Development_Core Team 2009)
and differences between means were tested using Tukey’s
Honest Significant Difference (HSD) test (P<0.05). For
real-time PCR, statistical analyses were performed on log-
transformed data because empirical errors in Qr increased
with Qr values consistent with the above exponential
formulation.

Results
Diversity of the fungal endophytes

A total of 70 endophytic fungi were isolated from asymp-
tomatic rubber tree leaves from a rubber plantation in Bahia,
Brazil (ESM 1). The molecular identification based on ITS
sequence similarity revealed that 100 % of the isolates were
filamentous Ascomycota. Five genera predominated of
which, 49 % of the isolates belonged to the genus
Colletotrichum and its teleomorph Glomerella, 15 % to the
genus Phomopsis genus and its teleomorph Diaporthe, 13 %

to the genus Nigrospora, 7 % to the genus Xylaria and 6 %
to the genus Corynespora. Other rare genera were also
isolated, such as Guignardia (two strains) and Alternaria,
Daldinia, Leptosphaerulina and Hypoxylon (one strain
each).

The four Corynespora isolates were identified as cassii-
cola species, with at least 99.8 % identity and 100 % query
coverage. C. cassicola isolates E78, E79 and E139 were
recovered from rubber tree cultivar RRIM 600 and isolate
E70 was recovered from FDR 5788. This is the first report
of an endophytic C. cassiicola in a rubber tree in Brazil.
This is of significance as CLF disease outbreaks have not
been reported in rubber tree plantations in South America,
although C. cassiicola affects many other plant species in
the area.

Description of new cassiicolin genes from C. cassiicola
endophytic strains

The presence of Cas gene homologues in all four C. cassii-
cola endophytic strains was determined by PCR using dif-
ferent primer pairs designed from Cas (EF667973), the
reference cassiicolin gene cloned from the rubber tree
pathogenic isolate CCP originating from the Philippines
(Déon et al. 2012), and CT1 (GU373809), a Cas gene
homologue from a Chinese rubber tree isolate (CC004).
Partial sequences were successfully amplified. The full-
length sequence of the Cas gene homologues was obtained
from all four isolates using the genome walking method.
The new sequences were registered under the accession
numbers JF915169, JF915170, JF915171 and JF915172
for isolates E70, E78, E79 and E139, respectively.

The nucleotide sequence alignment (ESM 3 and Fig. 1)
revealed some diversity among the Cas gene homologues
from the four endophytic strains, although they are closely
related sequences. E79 and E139 Cas gene sequences were
100 % identical, while E70 and E78 Cas gene sequences
shared 99 % identity with each other and 99 and 98 %
identity, respectively, with the E79/E139 Cas gene se-
quence. Isolates E70, E78 and E79/E139 shared 78 %,
78 % and 79 % identity, respectively, with the reference

100 E139 (JF915172)
E79 (JF915171)
E70 (JF915169)
100 [ E78 (JF915170)
CCP (EF667973)
CC004 (GU373809)

100

o

A
0.05

Fig. 1 Neighbor-joining phylogenetic tree of the cassiicolin precursor
genes from four endophytic (E70, E78, E79 and E139) and two
pathogenic strains of C. casiicolin (CCP and CC004). Bootstrap values
are shown above the branch
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Cas gene and 78 % identity with CT1. An alignment of the
predicted amino acid sequences from all the Cas gene
sequences revealed two new cassiicolin precursor proteins
(Fig. 2). They were named Cas3 (protein id AFH88923 and
AFHS88924 from isolates E70 and E78 respectively) and
Cas4 (protein id AFH88925 and AFH88926 from isolates
E79 and E139 respectively), with Casl as the reference
isoform (isolate CCP) and Cas2 as the protein encoded by
CT1. Like Casl, Cas3 and Cas4 are organized into an N-
terminal domain including a 17 amino acid putative signal
peptide followed by a 14 amino acid linker region and a 27
amino acid C-terminal domain corresponding to the putative
mature protein. No transmembrane-spanning region was
identified using the TMHMM program. An extracellular
localization was predicted by Neural nets using the
ProComp program, suggesting that the encoded protein
may be secreted. Cas3 and Cas4 share 98 % identity
(100 % positive amino acids) with each other, with only
one substitution at position 15 in the signal peptide. They
share respectively 93 % and 94 % identity (98 % positive
amino acids) with the reference Casl sequence. The pre-
dicted mature cassiicolin domain shows one positive substi-
tution (S instead of T) compared to the reference Casl
sequence. Cas2 remains the most divergent protein isoform
with seven substitutions and one insertion relative to Casl,
as described previously (Déon et al. 2012).

The 5" and 3’ untranslated regions as well as the introns
were the more divergent regions in the cas gene sequences.
The ratio between the non-synonymous (dy) and synonymous
(ds) substitution rates was calculated for each sequence pair to
estimate the selection pressure acting on the cas gene. This
ratio could not be calculated among the C. cassiicola endo-
phytes since a single divergent nucleotide only was observed
in their coding region. The d/d ratios calculated between the
cas gene sequences from the isolates CCP, CC004 and the
endophytes were all <1 (between 0.13 and 0.34) suggesting
that the Cas gene may be under purifying selection pressure.

Pathogenicity of the C. cassiicola endophytes
Inoculations on detached leaves were performed to investi-
gate the potential pathogenicity of the four C. cassiicola

endophytic isolates on the cultivars from which they were

Casl

Cas2

Cas3

Cas4

originally isolated (Fig. 3). The pathogenic strain CCP was
used as a control on both cultivars. The water controls
remained negative over the whole experiment. No necrosis
was observed at 1 and 2 days post-inoculation (dpi) regard-
less of the isolate. At 5 dpi, only pinpoint necroses were
visible on the leaves inoculated with the endophytic strains
E78, E79 and E139 isolated from the RRIM600 cultivar.
However, plants inoculated with the pathogenic isolate CCP
had already developed disease symptoms at this time as
lesion size had reached 445 mm?2 At 9 dpi, differences
between isolates were evident and the pathogenic strain
CCP was the most aggressive, followed by the endophytes
E139 and E79. E78 remained under the virulence threshold
(pinpoint necroses only). There was no significant differ-
ence in lesion size (P<0.05) between the endophytic isolate
E70 and the pathogenic isolate CCP on cultivar FDR 5788,
with significant symptoms present at 5 dpi, which dramati-
cally increased by 9 dpi.

Kinetics of mycelium development in the leaf tissues
post-inoculation

The amount of mycelium that colonized rubber tree leaf
tissue, post-inoculation was quantified by real-time PCR
by calculating the relative expression (Qr) of a C. cassii-
cola-specific EFla gene normalized to a rubber tree-specific
polyubiquitin gene 1, 2, 5 and 9 dpi (Fig. 4). In the RRIM
600 cultivar (Fig. 4a), EFla relative expression (Qr) was
already detectable 1 and 2 dpi for E139 and CCP, while it
was very low (nearly undetectable) for the other strains,
suggesting that colonization of mycelia for these two strains
started earlier, which is in agreement with their higher
aggressiveness compared to E78 and E79. The Qr increased
and reached a maximal level at 9 dpi, which was similar for
both E139 and CCP. The development of E79 mycelium
started later (between 2 dpi and 5 dpi) but finally reached
levels similar to those of E139 and CCP at 5 and 9 dpi. In
contrast, E78 mycelium colonization remained very low
even at 9 dpi. In the FDR 5788 cultivar (Fig. 4b), the
mycelium growth of both CCP and E70 was detectable as
early as 1 dpi and strongly increased over time. Both strains
presented similar profiles at 2, 5 and 9 dpi, although the
mycelial growth may have started earlier for E70 than CCP.

MKYLPILISAFVAAVAAAPQDPS-AVAPVLPRQTCVSCVNFGNGFCGDNCGNSWACSGC
MKYLPIFISAFVAAVAAVPQGPSAAAAAILPRQSCVSCVDFGNGFCGDNCGNSWACSGC
MKYLPILISAFVAAITAAPQDPS-AVAPLLPRQSCVSCVNFGNGFCGDNCGNSWACSGC
MKYLPILISAFVAAVTAAPQDPS-AVAPLLPRQSCVSCVNFGNGFCGDNCGNSWACSGC

R R R R & U L I e N

Fig. 2 The amino acids sequence alignment of the cassiicolin precur-
sor proteins Casl (ABV25895), Cas2 (ADC54229), Cas3 (AFH88923
and AFH88924) and Cas4 (AFH88925 and AFH88926). The mature
cassiicolin domain is indicated by bold letters. The signal peptide is
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underlined. CLUSTAL W annotation: conserved amino acids (*); ami-
no acids of strongly similar properties (:); amino acids of weakly
similar properties (.)
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Fig. 3 Pathogenicity of four
endophytic C. cassiicola
isolates in a detached-leaf assay
under controlled conditions.
Isolates were inoculated onto
the detached leaves of their
respective original host rubber
tree cultivar and pathogenic
CCP strain was used as a con-
trol for both cultivars. For each
isolate, six leaves were inocu-
lated, each with ten drops of
conidia suspension and one
drop of water as untreated con-
trol. The lesion area per leave
was measured manually, at 5 0
and 9 dpi. The entire experi-

ment was conducted three

times. Panel a: Symptoms In-

tensity expressed as the mean

lesion area + the standard error

from the 18 inoculated leaves. B
For each cultivar, values fol-

lowed by the same letter were

not significantly different,

according to Tukey’s HSD test
(P<0.05). Panel b: Visual

symptoms

>
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Kinetics of Cas gene homologues expression
post-inoculation

The relative expression level of the Casl, Cas3 and Cas4
genes was determined at 1, 2, 5 and 9 dpi. Only Cas/ from
isolate CCP was expressed in RRIM 600 and FDR 5788
cultivars (Fig. 5). No Cas3 or 4 transcripts were detected
post-inoculation at any time point for any of the endophytic
isolates. The Casl expression profile in RRIM 600 was as
expected based on previous analyses (Déon et al. 2012),
with a transient peak of expression at 2 dpi. In FDR 5788,
no peak of expression was observed and the Cas/ relative
expression remained similarly low at all time points.

RRIM600

RRIM600

600

500

400

05 dpi
B9 dpi

300

200

Symptoms Intensity (mm?)

100+

CCP E70 CCp

FDR5788

FDR5788

E70
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Discussion
Diversity of the fungal endophytes in Hevea brasiliensis

There are still only a few studies investigating endophytic
fungi in Hevea brasiliensis. The largest analysis was per-
formed on wild rubber trees from Peru and compared the
diversity of endophytic fungi in leaves and sapwood (Gazis
and Chaverri 2010). A second study was conducted on
cultivated rubber trees from rubber plantations in Babhia,
Brazil with the objective of identifying antagonists to
Microcyclus ulei, another fungal pathogen of the rubber tree
(Rocha et al. 2011). In our study, as in the study by Rocha et
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Fig. 4 Colonization of C. A
cassiicola mycelia in rubber

tree leaf tissues post-inoculation
measured by real-time PCR.

100 ~

The kinetics of C. cassiicola 104
mycelia growth at 1, 2, 5 and
9 days post inoculation of the 14

(a) RRIM 600 cultivar and (b)
FDR 5788 cultivar were quan-
tified by calculating the relative
expression (Qr) of a C. cassii-
cola-specific EF 1« gene nor- 0.01 -
malized to a rubber tree-specific ’
polyubiquitin gene. Data pre-
sented are means + standard
error of three independent rep-
licates. Values followed by the
same letter were not signifi-
cantly different according to
Tukey’s HSD test (P<0.05)

Qr

0,14

0,001 -

1000

100

104

Qr

0,14

0,011

0,001

OE78
E79
B E139
@ CCP

2 dpi
Day(s) post inoculation

& E70
@ CCP

1 dpi

al., all of the isolates identified were Ascomycetes. Gazis
and Chaverri (2010) found that Ascomycetes were dominant
(97 % of the isolates), but Zygomycota and Basidiomycota
were also represented (2 % and 1 %, respectively), in agree-
ment with the hypothesis that biodiversity is more important
in the wild than in plantations. However, the identity and
prevalence of the various isolated species varied among
these three studies. In our study, the dominant genera were
Colletotrichum (49 %), Phomopsis (15 %) and Nigrospora
(13 %). Among these genera, only Colletotrichum and
Phomopsis were found in all three studies. In the popula-
tions isolated from wild rubber trees from Peru (Gazis and
Chaverri 2010), Pestalotiopsis, Trichoderma and Penicillium
genera predominated (23 %, 22 % and 18 % of all isolates).
Surprisingly, none of these genera were isolated in the course
of'this study or by Rocha et al. (2011). This could be explained

@ Springer

2 dpi 5 dpi
Day(s) post inoculation

9 dpi

by the difference in geographical origin or cultivation history
of the rubber trees. Gazis and Chaverri (2010) sampled wild
rubber trees from the most biodiverse and undisturbed area of
the world (Gazis and Chaverri 2010), while our study and
Rocha et al. (2011) sampled rubber trees from plantations
where biodiversity is clearly less important than in the forest.
It should be underlined that Rocha et al. (2011) only provided
molecular identification for the strains antagonistic to
Microcyclus ulei, the causative agent of South American
Leaf Blight (SALB), thus giving a partial representation of
the endophyte population in the sampled trees. Nevertheless,
three genera, Fusarium/Gibberella, Myrothecium,
Pestalotiopsis/Pestalosphaeria and Microsphaeropsis/
Paraphaeosphaeria, identified by Rocha et al. (2011) were
not represented among our isolates even though the samples
had the same origin of a rubber plantation in Bahia. The
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Fig. 5 Real-time PCR analysis a
of Cas gene expression 1, 2, 5 A 60 -
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physiological state of the leaves from which the endophytes
were isolated, i.e. dry versus fresh leaves, could certainly have
influenced the diversity of the recovered endophytic popula-
tion. Among the specific genera that we found compared to
Rochaetal. 2011, several species are known to degrade wood,
such as Xylaria sp. or Hypoxylon sp. (Chaparro et al. 2009).
This suggested that our study was selective for species asso-
ciated with senescent plant material. Supporting this hypoth-
esis, Promputtha et al. (2002) showed that the stage of leaf
decomposition in Magnolia liliifera had an important impact
on the diversity of endophyte populations.

An important result of our study is the identification of
four C. cassiicola isolates. This is the first report of endo-
phytic C. cassiicola in Hevea brasiliensis. C. cassiicola is
primarily known as a pathogen affecting more than 300
plant species (http://nt.ars-grin.gov/fungaldatabases/ (Farr
and Rossman 2011)). However, C. cassiicola was also
reported as an endophyte of Quercus ilex (Collado et al.
1999), Aegle marmelos (Gond et al. 2007), Magnolia lilii-
fera (Promputtha et al. 2007) and several other trees from
tropical forests (Suryanarayanan et al. 2011). The fungus
has also been observed as a saprotroph on cucumbers,
tomatoes, papaya (Kingsland 1985), Bambusa spp. and
Dendrocalamus spp. (Hyde et al. 2001), Ischyrolepis sub-
verticella (Lee et al. 2004) and Magnolia liliifera
(Promputtha et al. 2007, 2010; Kodsueb et al. 2008).

However, many other plants can support C. cassiicola
growth as a pathogen, endophyte or saprotroph (Dixon et
al. 2009). Our results demonstrate that, even though out-
breaks of CLF disease have not yet occurred in South
America, C. cassiicola is present in rubber trees on the
American continent.

Are endophytic C. cassiicola isolates latent pathogens
or latent saprotrophs?

Many species known to cause disease in plants are regularly
isolated from asymptomatic tissues and are therefore also
classified as endophytes (Kumar and Hyde 2004; Photita et
al. 2004, 2005). Whether these are different subspecies or
the same strain able to switch from one lifestyle to
another is usually unknown. In the case of cacao
(Rojas et al. 2010), haplotype subgroups were distin-
guished among Colletotrichum gloeosporioides isolates
that were preferentially associated with either symptom-
atic or asymptomatic interactions. However, the isolates
collected from asymptomatic tissues were not tested for
pathogenicity. In several cases, endophytes inoculated onto
their host plant under controlled conditions were found to be
pathogenic (Mostert et al. 2000; Photita et al. 2004; Lana et al.
2011). With regard to C. cassiicola, Dixon et al. (2009)
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showed that all isolates collected from healthy tissue of dif-
ferent plant species were pathogenic to the original host.

We inoculated four endophytic C. cassiicola onto de-
tached leaves from their original host cultivar under con-
trolled conditions. The strain E70 isolated from the FDR
5788 rubber tree cultivar induced symptoms when inoculat-
ed on the same cultivar, with virulence (Fig. 3) and mycelia
colonization (Fig. 4) profiles similar to that of the pathogen-
ic strain CCP. We may therefore wonder whether this endo-
phytic C. cassiicola strain is a latent pathogen. This would
be very worrying considering that rubber trees were so far
spared from the CLF disease in this area. However, these
experiments were conducted on detached leaves kept alive
under moist environment for up to nine days, which cannot
reflect exactly the field conditions. The initiation of the
senescence process may have induced a lifestyle transition
from endophyte to pathogen, in agreement with previous
works showing that some endophytes may become patho-
genic when the host plant is stressed (Fisher and Petrini
1992). However, a more probable interpretation would be
that the observed symptoms reflect a saprotrophic process
rather than parasitism.

Several studies proposed that fungal endophytes become
saprotrophs when the host plants senesce (Promputtha et al.
2007, 2010; Okane et al. 2008; Porras-Alfaro and Bayman
2008). The close phylogenetic relationships between endo-
phytes and saprotrophs isolated from healthy, mature and
decaying leaves and twigs of Magnolia liliifera, including
C. cassiicola isolates, suggest that these fungi have the
ability to change their lifestyle during host senescence
(Promputtha et al. 2007). This supports the concept of latent
saprotrophism. Promputtha et al. (2010) demonstrated that a
C. cassiicola endophyte and its saprobic counterpart, which
was found during the middle to late stages (856 days) of
leaf decomposition, were both able to produce laccase. The
authors hypothesized that laccase activity from the C. cas-
siicola endophyte allows it to persist as a saprobe during
decomposition.

In our study, the C. cassiicola strains isolated from
asymptomatic rubber tree leaves were inoculated onto de-
tached leaves from their original host cultivar, and the
symptoms (necrotic surface area) and mycelium develop-
ment were measured at various time-points from 1 to 9 days
post-inoculation (dpi). This long kinetic revealed different
phenotypes among the various isolates and suggested a
possible switch from an endotrophic to a saprotrophic life-
style. Indeed, the three endophytic isolates inoculated on
RRIM 600 leaves were still under the virulence threshold at
5 dpi (the pathogenic strain had already induced significant
symptoms at this time), but at 9 dpi, two of these isolates (E79
and E139) finally induced symptoms with significant myceli-
um development. It is possible that senescence-associated
modifications of the leaf tissue enabled the penetration of
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the mycelium inside the host cells and the saprotrophic devel-
opment of these strains. It should be noted that some myceli-
um development could be detected by real-time RT-PCR prior
to any visible necrotic symptom, as early as 1 dpi in case of
E139, E70 and CCP. We suspect that these isolates may have a
phase of epiphytic development before the mycelium pene-
trates through the cells upon toxin action (necrotrophy) or
senescence-induced alteration of the tissues (saprotrophy). In
the case of the isolate E78, which remained avirulent even at 9
dpi, we cannot rule out all saprobic activity but the very low
amount of mycelium detected at 5 and 9 dpi demonstrated that
it is clearly less competitive than the other isolates in senesc-
ing tissue.

Discovery of new cassiicolin gene homologues

New cassiicolin gene homologues potentially encoding two
new cassiicolin precursor protein isoforms (Cas3 and Cas4)
were found in the endophytic C. cassiicola isolates. Their
predicted amino acid sequence is similar to that of the Casl
reference isoform. In particular, the mature cassiicolin do-
main is highly conserved, with only one amino acid substi-
tution (S instead of T) at position 2. This amino acid is
especially important because it carries the sugar moiety (0-
methyl-mannose) of the active cassiicolin (Barthe et al.
2007; de Lamotte et al. 2007). Although the role played
by this sugar in toxicity is still unknown, it should be noted
that Serine (S), like Threonine (T), can be 0-glycosylated.
Therefore, the glycosylation of the toxin is not jeopardized
by the T to S substitution.

The cassiicolin gene may be under purifying selection
pressure, as indicated by the low (<1) dy/dg ratios. This
suggests that this gene is playing and important functional
role in C. cassiicola. However, this will have to be con-
firmed when a higher number of Cas gene sequences reflect-
ing C. cassiicola evolution history will be available.

Although the genes encoding Cas3 and Cas4 appear
structurally functional, no Cas3 and Cas4 transcripts could
be detected post-inoculation. Therefore, if Cas3 and Cas4
genes are functional, it seems that their transcription is
negatively controlled under the conditions used in this ex-
periment. We have previously shown (Déon et al. 2012) that
Casl is transiently expressed, with a sharp peak of expres-
sion at 1 or 2 dpi depending on the cultivar. This was
confirmed in this work for RRIM 600 inoculated with
CCP. In the cultivar FDR 5788 inoculated with CCP, Cas/
was expressed, but no peak of expression was observed. We
suggest that the peak may have occurred at a different time-
point not tested in this experiment. Whether Cas3 and 4 can
be switched on and under which conditions is unknown. In
our analysis, some of the endophytic isolates induced ne-
crosis on detached leaves five or nine days post-inoculation,
although the corresponding Cas genes were not expressed,
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suggesting that symptoms under these specific conditions
are not mediated by the Cas3 or Cas4 proteins. This sup-
ports the idea that C. cassiicola can penetrate senescing
tissues without the support of the Cas toxin and develop as
a saprobe. The exact role of cassiicolin in the early phase of
development and its ability to cause disease in intact plants
needs to be further explored, over short time scales post
inoculation.

Conclusion

In this work, we demonstrated that C. cassiicola is present in
rubber plantations in Brazil in an endophytic form. Among the
four isolates found, three were able to induce disease symp-
toms in a detached-leaf assay using rubber tree leaves under
controlled conditions. This could be the manifestation of a
saprotrophic lifestyle, although a pathogenic ability is not
excluded, at least for one of the isolates. Whatsoever, our
results suggest that the new Cas gene homologues identified
in these isolates were not involved under the conditions used
in this study. C. cassiicola affects many other plants in Brazil.
It is possible that cassiicolin gene homologues play a role in
other hosts and that their expression requires specific host
plant signals. Rubber trees may serve as inoculum reservoir
for these plants. Further studies conducted on whole plants are
necessary to understand which parameters control C. cassii-
cola development and lifestyle. Potential antagonistic effects
from other microorganisms should also be considered. The
fungal endophytes isolated in this study in parallel with C.
cassiicola are good candidates for antagonists to C. cassiicola.
The exact role of cassiicolin and other potential effectors in the
interaction between C. cassiicola and the rubber tree should
also be investigated further.
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Electronic supplementary material 1 (ESM1)

Identification of the fungal endophytes isolated from asymptomatic rubber tree leaves from a plantation
in Bahia (Brazil). Identification was performed by Blast analysis of the internal transcribed spacers
(ITS) of the ribosomal DNA.

ITS region
Eniggg Tgtlc Aﬁﬁi]ss;n Lenght (bp) Coverage (%) Identity (%) Identification in GenBank ﬁleg;r?BiﬁE
E51 JQ814301 490 100 100 Colletotrichum gloeosporioides EU734580
E56.1 JQ814304 487 100 100 Colletotrichum gloeosporioides HQ026737
E58 JQ814307 487 99,6 100 Colletotrichum gloeosporioides HQ022504
E60 JQ814309 503 99,8 100 Colletotrichum gloeosporioides HM222960
E62.2 JQ814312 447 100 100 Colletotrichum gloeosporioides DQ868520
E66.1 JQ814316 487 100 100 Colletotrichum gloeosporioides HQO026736
E66.2 JQ814317 487 100 100 Colletotrichum gloeosporioides HQ022364
E67 JQ814318 506 99,8 100 Colletotrichum gloeosporioides DQ868520
E69 JQ814320 485 100 100 Colletotrichum gloeosporioides FJ968595
E73 JQ814324 445 100 100 Colletotrichum gloeosporioides HQ026736
E74 JQ814325 486 100 100 Colletotrichum gloeosporioides HM595504
E77 JQ814328 495 99,8 100 Colletotrichum gloeosporioides HMO016794
E113 JQ814336 485 100 100 Colletotrichum gloeosporioides HQO026737
E115 JQ814338 501 99,8 100 Colletotrichum gloeosporioides HMO016797
E118 JQ814340 454 100 100 Colletotrichum gloeosporioides HM855214
E119 JQ814341 503 99,6 100 Colletotrichum gloeosporioides HM016796
E120 JQ814342 418 99,5 100 Colletotrichum gloeosporioides HQ022370
El121 JQ814343 504 100 100 Colletotrichum gloeosporioides HM016794
E122 JQ814344 502 99,6 100 Colletotrichum gloeosporioides HMO016795
E123 JQ814345 500 99,4 100 Colletotrichum gloeosporioides HMO016794
E124 JQ814346 496 99,4 100 Colletotrichum gloeosporioides HM016794
E125 JQ814347 503 99,6 100 Colletotrichum gloeosporioides HMO016795
E128 JQ814348 503 99,6 100 Colletotrichum gloeosporioides HM016795
E131 JQ814351 487 99,6 100 Colletotrichum gloeosporioides HQ022352
E136 JQ814356 503 99,4 100 Colletotrichum gloeosporioides FJ455528
E142 JQ814359 504 99,8 100 Colletotrichum gloeosporioides HM222960
E147 JQ814363 500 99,6 100 Colletotrichum gloeosporioides FJ455528
E153 JQ814365 505 99,8 100 Colletotrichum gloeosporioides HMO016796
E81 JQ814332 487 99,6 100 Colletotrichum theobromicola GU994357
E114 JQ814337 454 100 100 Colletotrichum theobromicola GU994360
E134 JQ814354 512 99,6 100 Colletotrichum acutatum AJ301921
E135 JQ814355 499 99,8 100 Glomerella acutata FJ968598
E132 JQ814352 485 99,6 100 Glomerella cingulata GQ410773
E111 JQ814334 502 99,2 99,8 Phomopsis longicolla EU236702
E130 JQ814350 459 98,5 100 Phomopsis sp. EF687935
E72 JQ814323 506 99,4 100 Diaporthe phaseolorum FJ441609
E112 JQ814335 494 100 100 Diaporthe phaseolorum HM855212
E129 JQ814349 502 100 100 Diaporthe phaseolorum AY577815
E1l44 JQ814361 503 99,4 100 Diaporthe phaseolorum JF896458
E71 JQ814322 488 99,8 100 Diaporthe helianthi AJ312351
E141 JQ814358 506 99,6 100 Diaporthe helianthi AJ312351
E57 JQ814306 493 99,6 99,8 Diaporthe conorum DQ116552
E82 JQ814333 491 99 100 Diaporthe sp. EF423524
E56.2 JQ814305 426 99,8 100 Nigrospora oryzae JN211105
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Endophytic

Accession

ITS region

Blast match in

isolate number Lenght (bp) Coverage (%) Identity (%) Identification in GenBank GenBank
E61 JQ814310 470 100 99,6 Nigrospora oryzae JN185456
E62.1 JQ814311 472 99,8 100 Nigrospora oryzae JN185456
E64 JQ814314 470 100 99,6 Nigrospora oryzae JN185456
E68 JQ814319 470 100 100 Nigrospora oryzae JN185456
E80 JQ814331 470 100 100 Nigrospora oryzae JN185456
E133 JQ814353 465 99,8 100 Nigrospora oryzae JN211105
E143 JQ814360 469 100 99,8 Nigrospora oryzae JN185456
E149 JQ814364 428 100 100 Nigrospora oryzae HQ608152
E63 JQ814313 500 99,6 100 Xylaria multiplex GU300098
E54 JQ814303 498 100 100 Xylaria sp. HQO008887
E75 JQ814326 509 99,6 100 Xylaria sp. EF423531
E76 JQ814327 506 99,6 100 Xylaria sp. EF423531
E116 JQ814339 533 98,9 99,4 Xylaria sp. FJ799952
E70 JQ814321 489 99,8 100 Corynespora cassiicola FJ624260
E78 JQ814329 481 100 100 Corynespora cassiicola FJ852696
E79 JQ814330 480 100 100 Corynespora cassiicola GU066725
E139 JQ814357 430 100 100 Corynespora cassiicola FJ852665
E146 JQ814362 570 100 100 Guignardia mangiferae EU677805
E157 JQ814366 566 100 100 Guignardia mangiferae EU677815
E53 JQ814302 483 99,8 100 Daldinia eschscholzii FJ624265
E50 JQ814300 269 99,6 94,42 Hypoxylon polyporus AM749941
E59 JQ814308 484 97,1 100 Alternaria pseudorostrata JN383483
Leptosphaerulina
E65 JQ814315 533 100 100 chartarum EU529996
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Electronic supplementary material (ESM2)

List of all the primers used in the study

Primer name Sequence (5'......3")
CasF12 GTAAGCTGTGTCAATTTCGGC
CasR16 GGATCCGTAAGAGTATAAATTTGTGTATG
CasR19 TGTTCGGGATGTTAACTTTGG
CasF11 GTACTCCCTAGACAGACTTGC
CasR20 AGCCCAAGAATTACCACAGTT

CasF9 ATCAATTCCAAATCTTGAAAATCTGTCC

CasF14 CGGCAGCAGCTATTCTTC
CT1R16 GGATCCGTAAGAATATAAATTTGTGTATG
CasR22 GAAGAATAGCTGCTGCCG

CasW-E70-F04

CCATTACTGCGGCTCCACAAGATCC

CasW-E70-R04

GGAGCAAAGGTGCCACAGCAGACGGA

CasW-E70-F05

CGTCTGCTGTGGCACCTTTGCTC

CasW-E70-R0O1

CGAAAGCCGAGATGAGGATAGGGAGG

CasF20 GTCGGCTAACTTGGGAAAAACTCT
CasR28 GCAGGAAGCAAAACACAGAACAAG
ADPR1 CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGCCGCCCGGGGAGGT
ADPR2 P-ACCTCCCC-NH2
AP1 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGC
AP2 CTATAGGGCTCGAGCGGC
Cc-gCasl1-R2 GGTAATTCTTGGGCTTGTTCGGGATG
Cc-gCas3,4-F1 GTATCGTGTGTCAATTTTGGC
Cc-gCas3,4-R1 CAGCCCGAACAAGCCCAGGAATTGCC
Cc-gCasl,3,4-F1 | CAAGATCCGTCTGCTGT
Cc-gCasl,3,4-R1 | CCACAGTTATCGCCACA
Cc-gEFla-F1 CACCGTCATTGACGCCCCC
Cc-gEFla -F3 CACCGTCATTGACGCCCCT
Cc-gEFla -R1 GGTACTGGTGAGTTCGAGGC
Cc-gActin-F2 CAACATTGTCATGTCTGGTGG
Cc-gActin-R2 TTGCGCTCGGGGGGAGCA
Nc-EFla -F2 ATATCGCCCTCTGGAAGTT
Cc-EFla -R1 GGCGTTGAAGGACTCAGCAC
Cc-Actin-F4 CCCATCTACGAGGGTTTC
Cc-Actin-R1 CTCTCGTCGTACTCCTGC
Hb-Ubi-F TTTTCGTGAAAACCCTCACC
Hb-Ubi-R CCGTCTTCAAGCTGTTTTCC
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Electronic supplementary material 3 (ESM3) : The nucleotide sequence alignment of the cassiicolin
genes from the endophytic isolates CCP (EF667973), CC004 (GU373809), E70 (JF915169), E78
(JF915170), E79 (JF915171), E139 (JF915172). The amino acid sequence from the CCP Cassiicolin
gene is indicated on top of the alignment, with the modified amino acids colored in grey. The
nucleotides inducing positive substitutions in the amino acids sequence, compared to CCP, are
coloured in yellow. CLUSTAL W annotation: conserved amino acids (*); amino acids of strongly similar

properties (:); amino acids of weakly similar properties (.).

cCcP - GACTTTTCTTAAGTATCATCAATTCCAAATCTTGAAAATCTGTCCTATACATTTGCTAC 59
CC004 TACGTTTCTTAAC- CACTATCAGT TCGAAATCTTTGAGACCTGTCCTATATATTTGCTAC 59
E70 - AAATCTTCTAAA- CATTGTCGATTCCAGATCTTTCAAACCTGTCCCATACATTTGCTAC 58
E78 - AAATCTTCTAAA- CATTGTCGATTCCAGATCTTTCAAACCTGTCCCATACATTTGCTAC 58
E79 - AAATCTTCTAAA- CATTGTCGATTCCAGATCTTTCAAACCTGTCCCATACATTTGCTAC 58
E139 - AAATCTTCTAAA- CATTGTCGATTCCAGATCTTTCAAACCTGTCCCATACATTTGCTAC 58
* * *:*' * '**"*** *'***** *'* * %k %k % % % * % % * %k %k %k %k %k %k % %

M KYLPI LI SAFVAAVAAHA AP
cCcP ACAATGAAATATCTCCCTATCCTCATCTCTGCTTTTGTAGCAGCCGT TGCTGCAGCCCCG 119
C0004 ACAATGAAATATCTCCCTATCTTCATCTCTGCTTTTGTAGCAGCCGT TGCTGCAGTTCOG 119
E70 ATAATGAAATACCTCCCTATCCTCATCTCGGCT TTCGTAGCAGCCATTACTGOGGCTCCA 118
E78 ATAATGAAATACCTCCCTATCCTCATCTCGGCT TTCGTAGCAGCCAT TACTGOGGCTCCA 118
E79 ATAATGAAATACCTCCCTATCCTCATCTCGGCT TTCGT AGCAGCCGT TACTGOGGCTCCA 118
E139 ATAATGAAATACCTCCCTATCCTCATCTCGGCT TTCGT AGCAGCCGT TACTGOGGCTCCA 118

* *kkhkkkhkkkk k% *kkhkkkhkkkk k% *kkkk k% * k k k% *********.**.****.* **.

Q DP S AV A PVLPROQTSTC

cCcP CAAGATCCGTCTGCTGTG- - - GCACCTGTACTCCCTAGACAGACTTGOGTACGTCTTGAC 176
C0004 CAGGGTCOGT CTGCTGCGECAGCAGCTATTCTTCCTAGACAGT CTTGOGTACGTCTTGAC 179
E70 CAAGATCCGTCTGCTGTG- - - GCACCTTTGCTCCCTAGACAGT CTTGOGTACGTCTTGAC 175
E78 CAAGATCCGTCTGCTGTG- - - GCACCTTTGCTCCCTAGACAGT CTTGOGTACGTCTTGAC 175
E79 CAAGATCCGTCTGCTGTG- - - GCACCTTTGCTCCCTAGACAGT CTTGOGTACGTCTTGAC 175
E139 CAAGATCCGTCTGCTGTG- - - GCACCTTTGCTCCCTAGACAGT CTTGOGTACGTCTTGAC 175

**.*.*********** * * % % * % * * % *********:*****************
CCcP TCA- CAAAAGCGCGATTAG - AAAAGAGAT GAAAAGGT TGTAGCTAATAATTAGTAAAGG 233
C0004 TTATCAAAGCACGAT CAGAAAAAATGAAACAATTTG - - - TAACTAATAATTGGTAAAGG 235
E70 TCATCGAATGACAGCCAGG - AMATGAAACAACATG - - - TAGCTAATAGTAGATAAAGG 229
E78 TCATCGAATGACAGCCAGG - AMATGAAACAACATG - - - TAGCTAATAGTAGATAAAGG 229
E79 TCATCGAATGACAGCCAGG - AAATGAAACAACATG - - - TAGCTAATAGTAGATAAAGG 229
E13 TCATCGAATGACAGCCAGG: - AMTGAAACAACATG - - - TAGCTAATAGTAGATAAAGG 229

* * * * % *** ** * * ok ** ****** * *kkkk*k

v S CVNUFGNGFZ CGDNTZ CGNSWA

CCP TAAGCTGTGTCAATTTCGGCAATGGGT TTTGT GCCGATAACTGTGGTAATTCTTGGEGECTG 293
CC00 TATCATGTGTCGATTTCGGCAACGGGT TCTGT GECGACAACTGTGGTAATTCCTGEGECTG 295
E7 TATCGTGTGTCAATTTTGGCAATGGGT TCTGTGECGATAACTGTGGCAATTCCTGEECTG 289
E78 TATCGTGTGTCAATTTTGGCAATGGGT TCTGTGECGATAACTGTGGCAATTCCTGEECTG 289
E79 TATCGTGTGTCAATTTTGGCAATGGGT TCTGTGECGATAACTGTGGCAATTCCTGEECTG 289
E139 TATCGTGTGTCAATTTTGGCAATGGGT TCTGT GECGATAACT GTGCCAATTCCTGEGECTG 289

* % - khkhkkkhk khkkk *Fhkkhkkhkk *hkkkhkkh khkhkkkhkhkhkk Fhxkkhkhkhkkkhkk khkkkk kkhkkkkkk
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CCo04
E70
E78
E79
E139

CC004
E70
E78
E79
E139

CC004
E70
E78
E79
E139

CC004
E70
E78
E79
E139

CC004
E70
E78
E79
E139

C s G C
TAAGTCCTTTG - TCTGTTTCTCAAATCTAAAGCTAATTTGCATGCAGT GT TCGGGATGT
TAAGTATTTAATATCTGITTCTTGATTCTAAAGCTAATTTGCATACAGT GT TCGGGATGT
TAAGTATTTAACATCTGITTCTCAAATCTAAAGCTAATTTGCATACAGT GT TCGGEGCTGT
TAAGTATTTAACATCTGITTCTCAAAGCTAAAGCTAATTTGCATACAGT GT TCGGEGCTGT
TAAGTATTTAACATCTGT TTCTCAAATCTAAAGCTAATTTGCATACAGT GT TCGGCECTGT
TAAGTATTTAACATCTGT TTCTCAAATCTAAAGCTAATTTGCATACAGT GT TCGGCECTGT

* k ok k% * % - *khkkkkkkk*k * - khkhkkkhkhkkkhkdkhkkkhkhkrkhkdkx *hkxkdkhrkkhkhxk **x*%

TAACTTTGGTAGCATTCCAAAGAAT TGCGGCCCACAAGATAGT GTAGCTTGAATATTTGA
TAACTTTGGTAGCGT TCTAGATAAT TGTGGCCTACAAGATAGT GTACGCTTGAATATTTGA
TAGCTTAAGTAGCATTCTGGAGAATTGT GGTCCACAAGACAGT CTAGCTTGAATACTATA
TAGCTTAAGTAGCATTCTGGAGAATTGT GGTCCACAAGACAGT CTAGCTTGAATAGTATA
TACCTTAAGTAGTATTCTGGAGAAT TGT GGTCCACAAGACAGT CTACGCTTGAATACTATA
TAGCTTAAGTAGTATTCTGGAGAATTGT GGTCCACAAGACAGT CTAGCTTGAATACTATA

**k kk k- * % %k % * % % * kkkhkkk khkk k kkhkkhkhkkkhk kkkhk kkhkkhkkkhkhkkkhkkk k. *

GCTAGCTGCCGCTACAAGT CTATAGGATGGCAACCT TAGCTACCTATACG - CAAGTCTC
GCTGGCTGCCGECTACAAGT CTAAAGGATGGCAACCTTAGCTACCTATACG CAAGTA-TC
GCTAGCTGT TGCTACAAGT CTACAGGGT GGCAGCACTGATTGCCTATATAGGCAATT- TG
GCTAGCTGT TGCTACAAGT CTACAGGGT GGCAGTACTGATTGCCTATATAGGCAATT- TG
GCTAGCTGTTGCTACAAGT CTACAGGGT GGCAGTACTGATTGCCTATATAGGCAAATTTG
GCTAGCTGT TGCTACAAGT CTACAGGGT GGCAGT ACT GATTGCCT ATATAGGCAAATTTG

*** * % k% *khkkkkhkkkkkkkk *** ***** * * kkk k%

TTGCTCCTAGGT TGT TTAGACCGATTTAAATGI TATGTGTATATAATTAGCGCTACATAT
TTACTTCTAGGTCGT TTAGACCAATTTTCATATTATGTGTATATACTTAGCGCTACATAT
TTGCTACCAAGTATTCTGGACTGTTTCTCTCGI TACTTGTATATACT TGGCGCTATATAT
TTGCTACCAAGTATTCTGGACTGTTTCTCTCGI TACTTGTATATACT TGGCGCTATATAT
TTGCTACCAAGTATTCTGGACTGTTTCTCTCGT TACTTGTATATACTTGGCGCTATATAT
TTGCTACCAAGTATTCTGGACTGT TTCT CTCGTTACTTGTATATACTTGGCGCTATATAT

** ** % * * % * * * % % . . . * % % ******** ** kkhkkkkk kkkx

ACACCACACTCCTTTACATACA- CAAATTTATACTCTTACGGATCC 574
ACACCACACTCCTTTACATACA- CAAATTTATATTCTTACGGATCC 578
ACACCACACTTATTTACATACCGCAAATCCAAATCCTTGCAGATCC 574
ACACCACACTTATTTACATACCGCAAATCCAAATCCTTGCAGATCC 574
ACACCACACTCATTTACATACCGCAAATCCAAATCCTTGCAGATCC 575
ACACCACACTCATTTACATACCGCAAATCCAAATCCTTGCAGATCC 575

kkhkkkkhkkkkk*k *kkhkkkkkkk*k * Kk k k% * - % *kk*x * *kkkx
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351
355
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411
415
409
409
409
409

469
473
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529
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Chapitre 2 - Résultats complémentaires.
Recherche d’antagonistes de C. cassiicola parmi les endophytes fongiques de
'hévéa

Introduction

Nous avons montré que des souches de C. cassiicola étaient présentes a I'état endophyte dans les
feuilles d’hévéa asymptomatiques, prélevées au Brésil, dans une zone jusque la indemne d’épidémie
de CLF. Les clones d'origine sur lesquels ces souches avaient été prélevées ne sont pas
intrinséquement résistants a ces isolats puisque des symptdmes ont été observés en conditions
d’inoculation contrdlée sur feuilles détachées.

Nous avons voulu tester I'hypothése d’une possible interaction antagoniste entre les souches de C.
cassiicola endophytes et les autres champignons endophytes présents dans les mémes tissus
foliaires. Pour cela, nous avons réalisé des tests de co-culture in vitro, en confrontant une souche de
C. cassiicola avec une souche d'une autre espece d'endophyte et en mesurant le pourcentage
d’inhibition de croissance de la souche de C. cassiicola en co-culture, par rapport a son témoin en
culture isolée. Une souche de chacune des especes d'endophytes que nous avons isolées a été
testée. Nous avons également testé le pouvoir antagoniste d'une cinquantaine d'isolats endophytes
appartenant aux genres Colletotrichum, Pestalotiopsis et Trichoderma, prélevées sur des hévéas
sauvages du Pérou ou en plantation au Cameroun. Ces souches nous ont été fournies par le Dr
Priscila Chaverri (Université du Maryland, USA). Parmi ces isolats, les espéces Pestalotiopsis aff.
Palmarum et Trichoderma harzianum ont été identifi€ée comme étant les plus représentées (Gazis and
Chaverri 2010). De plus, I'effet antagoniste des espéces du genre Trichoderma contre divers agents
pathogénes fongiques est maintenant bien documenté (De Souza et al. 2008; Hanada et al. 2008), et
les espéces du genre Pestalotiopsis et Colletotrichum sont connues pour produire des substances
bioactives ayant des propriétés antifongiques (Inacio et al. 2006; Tejesvi et al. 2003; Li et al. 2008).
Les endophytes de ces trois genres sont donc de bons candidats pour l'identification d’antagonistes

de C. cassiicola.

Résultats

Les résultats de l'analyses des souches de Colletotrichum, Pestalotiopsis et Trichoderma ont été
présentés sous forme de poster lors du congrés IMC9 (1-6 August 2010, Edinburgh, UK) (Annexe 1).
Des pourcentages d'inhibition de croissance de 15 a 30% ont été observés pour toutes les souches,
avec des différences significatives en fonction des espéces au sein d'un méme genre, mais pas de
corrélation avec l'espece hote d'origine (H. brasiliensis versus H. guianensis), le tissue d’origine

(feuilles versus séve), ou I'historique (hévéa de plantation versus hévéa sauvage).
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(Napitre 2

Xylana Sp .vs E70 Xylana Sp .vs E70 Trlchoderma sp .vs E70

Figure 15 : lllustration du mycoparasitisme engendré par des souches de Xylaria et Trichoderma sur
C. cassiicola.
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Les résultats obtenus avec les endophytes que nous avons isolés (provenant de plantations
brésiliennes) testés contre deux souches de C. cassiicola endophytes (E55 et E70) sont encore
préliminaires mais ils révélent des pourcentages d'inhibition beaucoup plus importants qu’'avec les
endophytes du Pérou et du Cameroun. Des pourcentages d’inhibition de croissance de 50 a 60% ont
pu étre observés pour des isolats appartenant aux genres Daldinia, Diaporthe ou encore Phomopsis.
Deux types de comportement on pu étre observés : certaines colonies mycéliennes s’arrétent
de croitre des qu’elles entrent en contact, avec une inhibition de croissance réciproque de la souche
d’endophyte et de la souche de C. cassiicola. C'est le cas des espéces de Pestalotiopsis et
Colletotrichum, et de la plupart des espéces que nous avons isolées. Cependant, deux especes ont
montré une capacité a poursuivre leur croissance en envahissant la colonie mycélienne de C.
cassiicola. Les espéces Trichoderma spp, en particulier, envahissent toute la boite et finissent par
sporuler en surface de la colonie de C. cassiicola (Fig. 15). On parle alors de mycoparasitisme. C’est
le cas également des souches endophytes brésiliennes appartenant au genre Xylaria (Fig. 15).
Nos résultats (encore préliminaires) révelent une plus grande variabilité des effets antagonistes de
certains isolats envers E70 comparativement a CCP. En effets, les pourcentages d'inhibition de
croissance d’'E70 vont de 3 a 29 % alors qu’envers CCP, les pourcentages de croissance vont de 15 a
28%. Par ailleurs, tous les Trichoderma testés contre CCP présentaient une activité mycoparasitaire

plus ou moins intense alors qu’envers E70 seuls quelques isolats sont mycoparasitaires.

Conclusion

Ces résultats, bien que préliminaires, suggérent que certaines espéces de champignons endophytes
présentes en plantation au Brésil (Xylaria spp.) pourraient contribuer a limiter le développement de C.
cassiicola de part leur pouvoir mycoparasitaire. Il faudrait cependant vérifier cette hypothése in planta.
Quand aux especes du genre Trichoderma, réputées pour leur potentiel en lutte biologique, elles
ouvrent des perspectives trés intéressantes pour le développement de nouvelles stratégies de lutte

contre C. cassiicola.
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Abstract

The Ascomycota fungus Corynespora cassiicola is causing diseases in many host plants in tropical
and subtropical areas. In rubber tree (Hevea brasiliensis), C. cassiicola is the causative agent of the
Corynespora Leaf Fall (CLF), one of the most important cryptogamic diseases of this economically
important tree in Asia and Africa. An important effector potentially involved in CLF was previously
identified as a small secreted cystein-rich glycoprotein so called cassiicolin. The cassiicolin-encoding
gene (Casl) was characterized and shown to be expressed in the early phase of infection. In the
present study, we evidenced the important and structured diversity of the cassiicolin-encoding gene, in
C. cassiicola isolates sampled on a large collection of host plants from various geographical origins.
Up to six different cassiicolin isoforms were identified. We also demonstrated for the first time that two
cassiicolin gene variants encoding different cassiicolin isoforms can co-exist in the same isolate.
Globally, the phylogenetic trees based on either the Cas gene sequences or combined neutral genes
were congruent. A strongly supported rubber tree-specialized clade encompassing all the isolates
carrying the Casl-encoding gene was evidenced. The isolates from this group were found the more
aggressive, when inoculated on two rubber tree cultivars, among a selection of isolates corresponding
to the different genetic groups. Other rubber tree-specialized clades were found, encompassing
isolates in which no Cas gene could be detected although they could generate mild symptoms on
rubber tree. They may correspond to different races, interacting with their hosts through vyet
unidentified disease effectors.
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Introduction

Corynespora cassiicola (Berk. & M. A; Curtis) C. T. Wei is an Ascomycota anamorphic fungus

found on leaves, stems, flowers, fruits and roots of more than 300 plant species (Farr and Rossman
2011). This fungus is a major plant pathogen causing significant economic losses in many countries
on plants of economic importance such as rubber tree, tomato, cucumber, soybean, cotton and more.
Its trophic capabilities are multiple: it has been isolated in most cases from symptomatic plant material
and thus classified as pathogenous, but also occasionally from decaying organic material (Kingsland
1985b; Lee et al. 2004; Cai et al. 2006) or living non symptomatic tissues (Collado et al. 1999;
Suryanarayanan et al. 2002; Gond et al. 2007; Promputtha et al. 2007) and thus classified as
saprophyte or endophyte, respectively.
In rubber tree (Hevea brasiliensis), C. cassiicola causes the damaging Corynespora Leaf Fall (CLF)
disease which affects all Asian and African rubber producing countries. Up to now, C. cassiicola was
considered as a necrotrophic pathogen, but recently Déon et al (2012b) found endophytic isolates on
cultivated rubber trees in Brazil.

C. cassiicola pathogenicity in rubber tree is mediated by a small phytotoxic protein named

cassiicolin which was first purified from the culture filtrate of a pathogenous isolate from a rubber
plantation in Philippines (CCP) (Breton et al. 2000; Barthe et al. 2007; de Lamotte et al. 2007; Déon et
al. 2012a). This 27 amino acids glycosylated protein is matured from a precursor protein (Casl)
leaded by a signal peptide involved in secretion (Déon et al. 2012a). The gene encoding the
cassiicolin precursor (Casl, EF667973) is transiently expressed one or two days after inoculation,
suggesting a role in the early phase of infection (Déon et al. 2012a). Homologues of the cassiicolin
gene were subsequently discovered in other C. cassiicola isolates from rubber tree: the CT1 gene
(renamed Cas2 by Déon et al (2012a)) was identified in a Chinese pathogenous isolate (GU373809,
unpublished); the Cas3 and Cas4 genes were discovered in Brazilian endophytic isolates (Déon et al.
2012b). Unlike Casl, Cas3 and 4 were not expressed after inoculation of the corresponding isolates
on detached rubber tree leaves (Déon et al. 2012b).
Genetic studies of C. cassiicola isolates from rubber trees using RAPD, rDNA-RFLP or ISSR markers
revealed an important diversity among isolates and specific clades (Darmono et al. 1996; Silva et al.
1998; Saha et al. 2000; Silva et al. 2003; Romruensukharom et al. 2005; Nghia et al. 2008; Qi et al.
2009). However, until now there is no clear concordance between the genetic clades and the features
of the isolates, e.g. morphology, pathogenicity, geographical origin or rubber cultivars from which the
strains were isolated.

Two races of C. cassiicola from Malaysia with distinct cultivar host preferences could be
genetically differentiated using combined RAPD and rDNA-RFLP markers (Atan and Hamid 2003) or
ISSR (Nghia et al. 2008). Qi et al (2009) did not find any relation between genetic clades identified
using ISSR and the pathogenicity, geographical origin or race structure of 24 isolates from rubber tree
in China. However, they could find more recently a concordance with the host of origin when working

on a set of 22 isolates from various plants (Qi et al. 2011).
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A larger phylogenetic analysis based on four genes sequencing was conducted on 135 C.
cassiicola isolates, collected from many host plants in seven geographical locations (Dixon et al.
2009). This analysis delineated six phylogenetic clades which where found in relative concordance
with the host of origin, the pathogenicity profile and the growth rate, but not with their geographical
location of sampling. One of the genetic clades was host plant-specialized, whereas the others had a
wider range of host plants.

In rubber tree, cultivars considered resistant to CLF in some countries were described
susceptible in others. This suggested some diversity in the populations of C. cassiicola, with the
possible existence of distinct races differing in their cultivar preferences (Saha et al. 2000; Silva et al.
2003; Atan and Hamid 2003; Romruensukharom et al. 2005; Nghia et al. 2008). Whether the diversity
in pathogenicity features (virulence vs avirulence, aggressiveness, host or cultivar preferences...) can
be explained by differences in disease effectors such as cassiicolin was so far largely unknown.

The purpose of this study was to 1) investigate the diversity of the cassiicolin-encoding gene
(Cas) of C. cassiicola isolates from various hosts and various geographical origins, 2) evaluate their
genetic structure based on neutral molecular markers to analyse their evolutionary history, and 3)
relate the Cas gene diversity to the genetic structure and pathogenicity features, with a special

emphasis on the isolates from rubber tree.

Materials and Methods

Biological material

C. cassiicola isolates used in this study (Table 1) were sampled from various locations
representing their geographical distribution range (Africa, Asia, and Latina America) and from most of
their known host plants (Hevea brasiliensis, Carica papaya, Cucumis sativus, Glycine max, Hibiscus
esculentus, Hydrangea macrophylla, Lycopersicon esculentum and Piper hispidinervum). All isolates
were obtained from lesioned tissue except five isolates obtained from asymptomatic H. brasiliensis
leaves (Déon et al, 2012b). All isolates were purified by single-conidium isolation and identified as C.
cassiicola isolates by sequencing of PCR-amplified fragments of the ribosomal genes using primers
ITS1 and ITS4 (White et al. 1990).

The mycelium was cultivated on PDA medium (Potato Dextrose Agar, DIFCO) at 25°C
(photoperiod 12/12), collected, frozen in liquid nitrogen and lyophilised. The genomic DNA was
extracted as described previously (Risterucci et al. 2000).

The rubber tree cultivars used for the inoculation (cultivars RRIM 600 and PB217) were
cultivated in a greenhouse in Clermont-Ferrand (France) at 28°C + 2°C with 80% relative humidity. All

the cultivars were grafted clones.
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Chapitre 3

Table 1: Origin and characteristics of Corynespora isolates used in the phyllogenetic analyses.

Isolate code ®  Isolate name b Geographicl origin Host © Host tissue d Cas geng ®  Dixon F'Lf Final BL ¢
1-FH-Hh CCP Fhilippines (FH) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Cas1? Untesied PL7
2-CA-Hb CCAM1 Cameroon (CA) Hevea brasiliensis (Hh) Lesioned Cas( Untested PL5
3-CA-Hb CCAM2 Cameroon (CA) Hevea brasiliensis (Hh) Lesioned Cas? Untested PL7
4-CA-Hb CCAM3 Cameroon (CA) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Cas1 Untested PL7
5-CA-Hb CCAM4 Cameroon (CA) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Cas0 Untested PL5
6-CA-Hb CCAMS Cameroon (CA) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Cas1 Untested PL7
T-GA-Hh CGAB1 Gahon (GA) Hevea brasiliensis (Hh) Lesioned Cas( Untested PL1.6
3-GA-Hh CGAB2 Gabon (GA) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Cas0 Untesied PL1.6
9-GA-Hb CGAB3 Gabon (GA) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Cas0 Untested PL1.6
10-IM-Hh CIND2 India (IN) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Casl Untested PL1.2
11-IN-Hb CIND3 India (IN) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Cas0 Untested PL1.2
12-IN-Hb CIND4 India (IN) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Cas0 Untesied PL1.2
13-IN-Hb CINDS India (IN) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Cas0 Untesied PL1.2
14-IN-Hh CINDG India (IN) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Casl Untested PL1.2
15-SL-Hb CSRI3 Sri Lanka {SL) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Cas0 Untested PL1.2
16-SL-Hb CSRI4 Sri Lanka {3L) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Cas0 Untested PL12
17-SL-Hb CSRIS Sri Lanka (3L) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Cas0 Untesied PL1.2
18-TH-Hb CTHAZ Thailand (TH) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Cas0 Untesied PL21
19-TH-Hb CTHAZ Thailand (TH) Hevea brasiliensis (Hh) Lesioned Cas( Untested PL3.4
20-TH-Hb CTHA4 Thanand (TH) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Cas0 Untested PL3.4
21-TH-Hb CTHAG Thanand (TH) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Cas0 Untested PL1
22-MA-Hh CSB1 Malaisia (MA) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Casd Untested PL21
23-MA-Hb C5B16 R1 Malaisia (MA) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Casd Untested PL21
24-MA-Hh TSB1 Malaisia (MA) Hevea brasiliensis (Hh) Lesioned Casd Untested FL2.1
25-MA-Hb CcLE1 Malaisia (MA) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Cas0 Untested PL1.2
26-MA-Hh 531 Malaisia (MA) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Casd Untested FL21
27-MA-Hb CLN16 R2 Malaisia (MA) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Cas0 Untested PL1.2
28-GH-Hh CGHA1 Ghana (GH) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Cas1 Untested PL7
29-GH-Hh CGHAZ Ghana (GH) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Cas1 Untesied PL7
30-GH-Hh CGHAZ Ghana (GH) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Cas? Untested PL7
31-BR-Hb E&5 Brazil (BR) Hevea brasiliensis (Hb) Healthy Casl Untested FL4
32-BR-Hh ETOD Brazil (BR) Hevea brasiliensis (Hb) Healthy Cas3 Untested -
33-BR-Hh ET& Brazil (BR) Hevea brasiliensis (Hb) Healthy Cas3 Untesied PL4
34-BR-Hh ET9 Brazil (BR) Hevea brasiliensis (Hb) Healthy Casd Untesied PLS
35-BR-Hb E137 Brazil (BR) Hevea brasiliensis (Hh) Healthy Cas( Untested PL5
36-BR-Hb E139 Brazil (BR) Hevea brasiliensis (Hh) Healthy Casd Untested PLS
37-BR-Cp DOA16B Brazil (BR) Carica papaya (Cp) Lesioned Cas0 Untestad PL1
38-BR-Cp CABI335302  Jamaigue (JA) Carica papaya (Cp) Lesioned Cas0 Untesied PL1
39-BR-Cs EDIG Brazil (BR) Cucumis safivus (Cs) Lesioned CasZ2 Untested PL1
40-BR-Cs 1030 Brazil (BR) Cucumis sabivus (Cs) Lesioned Cas2 Untested PL1.T
41-BR-Cs CMENY Brazil (BR) Cucumis safivus (Cs) Lesioned Cas2 Untesied PL1.T
42-BR-Cs Ja Brazil (BR) Cucumis safivus (Cs) Lesioned Cas0 Untested PL1.T
43-BR-Cs CBS129.25 Brazil (BR) Cucumis safivus (Cs) Lesioned Cas2 Untested PL1T
44-BR-Cs FB Brazil (BR) Cucumis safivus (Cs) Lesioned Cas2 Untested PL1T
45-BR-Cs 14 Brazil (BR) Cucumis salivus (T3} Lesioned Cas2 Untesied PL1.T
46-BR-Gm ATIN3 Brazil (BR) Glycine max (Gm) Lesioned CasZ+@ Untesied PL1
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Table 1 (continued)

Chapitre 3

Isolate code *  Isolate name B Geographicl origin Host © Host tissue d Cas gene *  Dixon PL f Final £L 7
47-BR-Gm TTTAA Brazil (BR) Glycine max (Gm) Lesioned Cas2 Untested FPL1.7
48-BR-Gm RUD Brazil (BR) Glycine max (Gm) Lesioned Cas2+6 Untested FPL1.7
49-BR-Gm 493AA Brazil (BR) Giycine max (Gm) Lesioned Cas2 Untested FPL1.7
50-IN-He CABI132039  India (IN) Hibiscus esculentus (He) Lesioned Cas0 Untested FL2
51-BR-Hm ATIHZ2 Brazil (BR) Hydrangea macrophyila (Hm)  Lesioned Cas0 Untested  FLT
52-BR-Hm CP13 Brazil (BR) Hydrangea macrophyila (Hm)  Lesioned Casl Uniested -
53-BR-Le MPA Brazil (BR) Lycapersicon esculentum (Le)  Lesioned Cas0 Untested  PL4
54-BR-Le 1414 Brazil (BR) Lycapersicon esculentum (Le)  Lesioned Cas0 Untested  PL4
55-BR-Le LFO2 Brazil (BR) Lycopersicon esculentum (Le) Lesioned Cas0 Untested FL4
56-BR-Le G504 Brazil (BR) Lycopersicon esculentum (Le) Lesioned Cas0 Untested FL4
57-BR-Fh LRO7T Brazil (BR) Fiper hispidinervum (Ph) Lesioned Casl Uniested FL4
D1-MA-Hb MY CBPP Malzisia (MA) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Untested* 1.2 PL1.2
D2-MA-Hb MY CLN16 Malzisia (MA) Hevea brasiliensis (Hb) Lasioned Untested* 1.2 PL1.2
D3-MA-Hb MY CSB12 Malzisia (MA) Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Untested* 2 PL2
D4-GU-Ac GU38 Guam (GU) Alfamanda cathartica (Ac) Lesioned Untested 2 FL2
D5-SA-Ag SNG4 Saipan (SA) Asystasia gangefica (Ag) Lesioned Untested 51 FL5
DE-GU-Ba Gu42 Guam (GLU) Bidens alba (Ba) Lesioned Untested 1 PL1
Calopogonium mucunoides
D7-GU-Cm GU55 Guam {GLU) (Cm) Lesioned Untested 32 PL3Z
DE-GU-Ca GUS3 Guam {GU) Capsicum annum (Ca) Healthy Untested 1.3 PLA1
D9-GU-Cp GU92 Guam (GU) Carica papaya (Cp) Lesioned Untested 1.1 PL1
D10-PA-Cp PO Palau {PA) Carica papayva (Cp) Lesioned Untested 11 PLA1
D11-PA-Cp PW12 Palau {PA) Carica papayva (Cp) Lesioned Untested 11 PLA1
D12-PA-Cp PW3T Palau (PA) Carica papaya (Cp) Lesioned Untested 1.1 FL1
D13-34-Cp SMNOT Saipan {SA) Carica papaya (Cp) Healthy Untested 1.1 FL1
D14-5A-Cp SN18 Saipan (SA) Carica papaya (Cp) Lesioned Untested 1.1 PL1
D15-YA-Cp YPO01 Yap (YA) Carica papaya (Cp) Lesioned Untested 1.1 PL1
D1E6-AS-Cp AS17 American Samoa (AS) Carica papaya fruit (Cp) Mecrotic Untested 3.2 FL3.2
DA7-FL-Cr FL36 Florida (FL) Catharanthus roseus (Cr) Lesioned Untested 2 FL2
D18-PA-Cr PWaz Palau (PA) Catharanthus roseus (Cr) Lesioned Untested 1.3 PL1
D18-5A-Cg SN48 Saipan (SA) Coccinia grandis (Cg) Healthy Untested 33 FL3
D20-GU-Cv GU10 Guam {GLU) Codiaeum vanegatum (Cv) Healthy Untested 1.3 PLA1
D21-AS-Cs AS92 American Samoa (AS) Cucumis safivus (Cs) Lesioned Untested 4 FPL4
D22-AS-Cs AS93 American S3amoa (AS) Cucumis safivus (Cs) Lesioned Untested 1 PL1
D23-PA-Cs PWET Palau {PA) Cucumis safivus (Cs) Lesioned Untested 1 PLA1
D24-5A-Cs SMN40 Saipan (SA) Cucumizs safivus (Cs) Lesioned Untested 4 FL4
D25-YA-Cs YP26 Yap (YA) Cucumis safivus (Cs) Lesioned Untested 1 FL1
D26-YA-Cs YP2T Yap (YA) Cucumis safivus (Cs) Lesioned Untested 2 FL2
D27-AS-Cpe  AS119 American Samoa (AS) Cucurbita pepo (Cpe) Lesioned Untested 32 FL3.2
D28-AS-Cpe AST1 American Samoa (AS) Cucurbita pepo (Cpe) Lesioned Untested 1 PL1
D29-GU-Eh GUa3 Guam (GU) Euphorbia heterophylia (Eh) Healthy Untested 4.1 FL41
D30-GU-Em  GU101 Guam (GU) Eupharbia milii (Em) Lesioned Untested 4 FL4
D31-BR-Gm BZ JMP218 Brazil (BR) Giycine max (Gm) Lesioned Untested PL1
D32-GU-Gm  GU112 Guam (GLU) Glycing max (Gm) Healthy Untested 33 FL3
D33-YA-Ib YP59 Yap (YA) Ipomoea batatas (Ib) Healthy Untested 2 PL2
D34-GU-Jc Gl44 Guam {GU) Jatropha curcas (Jc) Healthy Untested 41 PL4 1
D35-BR-Lc BZ JMF21Ga  Brazil (BR) Lantana camara (Lc) Lesioned Untested 4 FL4
D36-FL-Lc FLOS Florida (FL) Lantana camara (Lc) Lesioned Untested 4 FL4
D37-GU-Le GLUoa Guam (GLU) Lantana camara (Lc) Lesioned Untested PLA1
D38-5A-Lc SN59 Saipan (SA) Lantana camara (Lc) Lesioned Untested 1.5 -
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Table 1 (continued)

Isolate code * Isolate name ° Geographicl origin Host © Host tissue * Cas gene ®  Dixon PL" Final FL?
D39-SA-La SNO6 Saipan (SA) Luffa acutangulfa (La) Healthy Untested 32 PL3.2
Macroptilium atropurpureum
D40-GU-Ma  GU104 Guam (GU) (Ma) Lesioned Untested 1.3 PL1
D41-GU-Me  GU111 Guam (GU) Manihot escufenta (Me) Healthy Untested 4.1 PL4.1
D42-AS-Ob  ASS80 American Samoa (AS) Ocimum basilicum (Ob) Lesioned Untested 3.2 PL3.2
D43-SA-PI SNEg Saipan (SA) Pachystachys lutea (PI) Lesioned Untested 31 PL3
D44-GU-Pf GUES Guam (GU) Passiflora foetida (PT) Healthy Untested 33 PL3
D45-PA-Pm  PW73 Palau (PA) Pilea microphylia (Pm) Lesioned Untested 2 PL2
D46-GU-Pn  GU103 Guam (GU) Pilea nummulariifolia (Pn) Healthy Untested 2 PL2
D47-PA-Pbe PWGES Palau (PA) Piper betle (Pbe) Healthy Untested 2 PL2
D48-BR-Pb  BZRWB321  Brazil (BR) Plectranthus barbatus (Pb) Lesioned Untested 5 PL5
D49-FL-Pb FL&2 Florida (FL) Plectranthus barbatus (Pb) Lesioned Untested 1 PL1
D50-GU-Si GuUg9 Guam (GU) Saintpaulia ionantha (Si) Lesioned Untested [ PLE
D51-SA-Si SN43 Saipan (SA) Saintpaulia ionantha (Si) Lesioned Untested 3 PL3
D52-TE-Si TN13-3 Tennessee (TE) Saintpaulia ionantha (Si) Lesioned Untested 6 PL6
D53-YA-Si YP41 Yap (YA) Saintpaulia ionantha (Si) Lesioned Untested 2 PL2
D54-AS-SI AS49 American Samoa (AS) Sofanum lycopersicum (Sl) Lesioned Untested 31 PL3
D55-AS-SI AS50 American Samoa (AS) Sofanum lycopersicum (Sl) Lesioned Untested 3 PL3
D56-GU-SI Gu2s Guam (GU) Sofanum lycopersicum (Sl) Lesioned Untested PL4
D57-YA-SI YP42 Yap (YA) Sofanum lycopersicum (Sl) Lesioned Untested PL3
D58-AS5-Sm  ASGS American Samoa (AS) Sofanum melongena (Sm) MNecrotic Untested 4.1 PL4.1
D59-GU-sm  GUT0 Guam (GU) Sofanum melongena (Sm) Healthy Untested 1.4 PL1
DEO-GU-TI GU114 Guam (GU) Teramnus labialis (TI) Healthy Untested 31 PL3
DE1-AS-Vu  AS58 American Samoa (AS) Vigna unguiculata (Vu) Lesioned Untested 1.3 PL1
DEZ2-PA-VU PW101 Palau (PA) Vigna unguiculata (\Vu) Lesioned Untested 5 -
DE3-UK-Fs*  IMISE49b United Kingdom (UK)  Fagus sylvatica (Fs) Lesioned Untested O o]
DE4-NZ-Pt*  IMI211585 New Zealand (NZ) Poncirus trifoliatus (Pt) Healthy Untested 0 o]
Cc004 China Hevea brasiliensis (Hb) Lesioned Cas2 Untested  Untested

All isolates are Corynespora cassiicola except two which appertain to smithii and citricola

species and are noted by *.

(a) A code was attributed for each isolate containing the geographic origin and the isolation host.

(b) The original name of isolates.

(c) Original host from which the isolate was collected.

(d) Description of host tissue prior to strain isolation.

(e) Results of the Cassiicolin PCR detection.

(f) Phylogenetic lineages obtained in Dixon et al (2009) based on combined sequence analysis

of ribosomal DNA internal transcribed spacer region, caab, ga4, and actl. Two isolates were

defined as outgroups (O); — indicates that the isolate’s clade was not statistically significant.

(g) Phylogenetic lineages obtained in our study based on combined sequence analysis of

ribosomal DNA internal transcribed spacer region, caa5 and ga4. When it was possible, the

same PL as Dixon analysis were conserved.

Property of isolates used in this study: CIRAD collection: isolates 1 to 36, 38, 43 and 50.

Maringa University collection: isolates 37, 39 to 42, 44 to 49, 51 to 57.

Dixon et al (2009) collection: isolates D1 to D64.
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Detection and sequencing of the Cassiicolin-encodin g genes

Detection of the cassiicolin gene homologues was conducted by PCR on genomic DNA
from all C. cassiicola isolates. Primers covering all available Cas sequences were designed (see table
2 for primer sequence details). The first set of primers (CasF9, CasF11l, CasF12 and CasF18;
CasR16, CasR19, CasR20 and CasR27) was designed from the reference sequence Casl
(EF667973; (Déon et al. 2012a)). The second set of primers (CT1F9, CasF14 and CasF17; CT1R16,
CasR22 and CasR24) was designed from the CT1 (alias Cas2) sequence (GU373809; unpublished).
The last set of primers (CasF15 and CasF20; CasR28) was designed from the Cas3 and Cas4
sequences (JF915169 to JF915172 ;(Déon et al. 2012b)). All primer combinations were tested. PCR
was performed on 100 ng of C. cassiicola genomic DNA in a 50 pl reaction mix containing 0.2 uM of
forward and reverse primers, 200 uM of the dNTP mix, 2 mM of MgCl,, 1x buffer and 1 u of Tag DNA
polymerase (Qbiogen, lllkirch, France) in a Bio-Rad thermocycleur. All PCR products were sequenced
by GATC-Biotech and aligned using the Geneious Pro program (Drummond et al. 2011).

Some of the PCR products obtained were identical or highly homologous to the previously
described Casl, Cas2, Cas3 or Cas4 genes. In that case, PCR amplification was repeated using
AccuPrime™ Pfx proofreading DNA polymerase (Invitrogen, Paisley, UK), with the following primer
pairs allowing for amplification of the full length sequence: CasF18/CasR27 (Casl), CasF17/CasR24
(CT1 alias Cas2), CasF20/CasR28 (Cas3 and Cas4). PCR were performed on 100 ng of C. cassiicola
in a 50 ul reaction mix as described above according to the manufacturer's recommendations. All of
the primers used in this study are listed in the table 2.

When direct amplification of the full length sequence was not possible, the Genome Walking
technique was used to get the 5’ and 3’ flanking sequences of the gene fragments, as described
previously (Déon et al. 2012b). This allowed the amplification of two new cassiicolin-encoding genes,
Cas5 and Cas6, described here after.

The Cas5 full length sequence was obtained from isolate 22-MAHb. Specific primers
(CasW-CSB-R01 and CasW-CSB-F01) were designed from the partial sequence obtained using the
CasF11/CasR19 primers pair. To get the 5’ flanking region of Casb, two successive nested PCR were
performed using primers AP1/CasR19 and AP2/CasW-CSB-R01 for PCR1 and PCR2 respectively. To
get the 3’ flanking region of Casb5, the primers AP1/CasF11 and AP2/CasW-CSB-F01 were used for
PCR1 and PCR2, respectively.

The Cas6 full length sequence was obtained from isolate 48-BRGm. Specific primers
(CasW-RUD-R01 and CasW-RUD-F02) were designed from the partial sequence obtained using the
CasF11/CasR19 primers pair. To get the 5’ flanking region of Cas6, the primers AP1/CasR16 and
AP2/CasW-RUD-R0O1 were used for PCR1 and PCR2 respectively. To get the 3’ flanking region of
Cas5, the primers AP1/CasF11 and AP2/CasW-RUD-F02 were used for PCR1 and PCR2

respectively.
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Table 2: Primers Table

Primers names

Sequences (5...... 37)

CT1-F9 ATCAGTTCGAAATCTTTGAGACCTGTCC
CasF9 ATCAATTCCAAATCTTGAAAATCTGTCC
CasF11 GTACTCCCTAGACAGACTTGC

CasF12 GTAAGCTGTGTCAATTTCGGC

CasF14 CGGCAGCAGCTATTCTTC

CasF15 CCTTTGCTCCCTAGACAGT

CasFk16 GCTTGATTTGCCTGTGAGATACT
CasFk17 GGATTTGCCTGAGATCCTA

CasF18 CCCAAGATACATGTTTTGAATGT
CasF19 CGGGGAGGTATCAGGTGTGAGATA
CasF20 GTCGGCTAACTTGGGAAAAACTCT
CT1R16 GGATCCGTAAGAATATAAATTTGTGTATG
CasR16 GGATCCGTAAGAGTATAAATTTGTGTATG
CasR19 TGTTCGGGATGTTAACTTTGG

CasR20 AGCCCAAGAATTACCACAGTT

CasR22 GAAGAATAGCTGCTGCCG

CasR24 CAAACAATGCTAACCAAACAAAC
CasR25 AAAACGATGCTAAACAAAAGGA

CasR26 CAGAACAAGCCAAAAGAGAACTAC
CasR27 CCACACAAAGCAAGATACAGAATGAGC
CasR28 GCAGGAAGCAAAACACAGAACAAG

AP1 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGC
AP2 CTATAGGGCTCGAGCGGC

CasW-CS5B-FO1

GTATCATGTGTCAATTTCGGC

CasW-CSB-F03

GACAACTGTGGCAATTCCTGGGC

CasW-C5B-R0O1

CGAACACTGTATGCACATTAGC

CasW-CSB-R02

CATTAGCTTTAGATTTGAGAAACAG

CasW-RUD-F02

ATACGCAAGTCTCTTGCTCCTGAGT

CasW-RUD-FO3

CTTGCTCCTGAGTCATCTAGATCGA

CasW-RUD-RO1

CAGCCCAAGAATCACCAGTACAAGTG

CasW-RUD-RO3

CCATTGCCAAAGTATTCACAAAAAGCC

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
GA4F CCTGCTCCGACTTTGTTGAG
GA4R GTCTGGGAGCAGCAAAGACT
CAASF GTCCACAAGTGGAACCTCGT
CAASR CCTCGTCTGCCAGTTCTTCT
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PCR reactions were performed in 1x buffer containing 1,5 mM of MgCl,, 200 uM of dNTPs,
200 nM of the adaptor, 0,2 uM of the Cas-specific primer and 0.5 U of Taq DNA polymerase (Eurobio,
Courtaboeuf, France). All PCRs were conducted under the following conditions: an initial denaturation
step (4 min at 95°C), then 40 cycles (30 sec at 95°C, 30 sec at 58°C, 2 min at 72°C) and a final
extension step (72°C for 5 min). PCR products migrating as a single unique band after electrophoresis
on an agarose gel were directly sequenced using nested Cas5- and Cas6-specific primers: CasW-
CSB-R02 and CasW-CSB-F03 for Cas5 5’ and 3’ flanking regions respectively; CaswW-RUD-R03 and
CasW-RUD-FO03 for Cas6 5’ and 3’ flanking regions respectively. New sets of primers were designed
from both ends of the 5’ and 3’ flanking sequences and used to amplify the complete Cas5 and Cas6
sequences (CasF19/CasR26 for Cas5 and CasF16/CasR25 for Cas6) using the AccuPrime™ Pfx
proofreading DNA polymerase (Invitrogen, Paisley, UK) according to the manufacturer’s
recommendations. Primers used are listed in the table 2.

Homology searches were performed using the BLAST program in the NCBI database

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). The prediction of the signal peptide in the protein was performed using

SignalP software, version 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Bendtsen et al. 2004). The

program TMHMM, version 2.0, was used to check for the presence of transmembrane spanning

regions in the protein (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMMY/). The ProtComp program (version 9.0;

http://www.softberry.com) was used to confirm the subcellular localization of the protein.

Phylogenetic analyses

Phylogenetic analysis of the cassiicolin gene

The sequences were aligned and corrected using MEGA 5 (Tamura et al. 2011). Phylogenetic
trees of cassiicolin genes were realized with the Maximum Parsimony (MP), Neighbor joining (NJ) and
Maximum likelihood (ML) method using Paup 4.0b10 (Swofford 2000)and PaupUp graphical interface
(Calendini and Martin 2005). The analysis involved 28 nucleotide sequences, 27 from our isolates and
one (CT1) from NCBI database (GU373809, unpublished). All positions containing gaps and missing
data were eliminated. There was a total of 569 positions in the final dataset analyzed. MP analyses
using a heuristic search with random stepwise addition of taxa (10 replicates), TBR branchswapping,
and MULPARS options. Only informative sites equally weighted were considered. Consistency index
(Cl) was calculated in order to evaluate dataset homoplasy. Neighbor joining (NJ) was performed
using the Kimura-2-parameter model. The best-fit evolutionary model for Maximum likelihood (ML)
analyses, selected using Modeltest 3.6 program through PaupUp graphical interface, was TrN+l. The
robustness of nodes was assessed with 1000 bootstrap (BS) replicates. The congruence between the
different phylogenetic topology obtained in order to display only one tree topology was assessed
under likelihood using Shimodaira-Hasegawa significance test (1999) with real bootstrap and 1000

simulations.
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Phylogenetic analysis based on neutral markers

Three loci (rDNA ITS, caa5 and ga4) from the 57 isolates of our collection, including 36
samples from Hevea brasiliensis, were sequenced, using primers ITS1/ITS4 for the ITS1 and ITS2
regions including the 5.8S rDNA coding region, GA4-F/GA4-R and CAA5-F/CAA5-R for the random
hypervariable ga4 and caa5 loci (table 1). The primers and PCR conditions were previously described
in Dixon et al (2009) on Corynespora spp. PCR products were sequenced by GATC biotech. Sixty four
isolates from Dixon’s study representing different Phylogenetic Lineages (PL) were added to the
analysis from NCBI database extraction. C. smithii IMI 5649b and C. citricola IMI 211585 were
selected as outgroups for rooting purposes. Phylogenetic trees were performed on the three loci
concatenated as previously described by Dixon et al (2009) on Corynespora spp. Phylogenetic
analyses were made using the above described methods for the cassiicolin gene analysis. The
analysis involved 121 nucleotide sequences. The analyses were performed on a total of 1132
characters amplified from the three concatenate ITS, ga4 and caa5 loci. A 204 steps long consensus
tree was obtained using Parsimony analysis (Cl = 0.5931, RI = 0.9401 and RC = 0.5576). The
maximume-likelihood method was based on the most appropriate model of substitution, TrN model of
substitution plus invariable sites (I), determined by hierarchical likelihood ratio tests. Model
parameters are as follows: | = 0.8245, Ti/tv = 3.6246; base frequencies, A = 0.23330, C = 0.34120, G
=0.22930 and T = 0.19620.

The topologies obtained with Maximum Parcimony, Maximum Likelihood and Neighbor-Joining
methods were compared using the Shimodaira—Hasegawa test (Shimodaira and Hasegawa 1999)
based on likelihood-ratio tests. It does not provide support for significant differences between the trees

(P > 0.05), hence we only display the phylogenetic reconstruction obtained from MP.

Pathogenicity tests

For the pathogenicity analysis, we selected 16 isolates carrying genes encoding the different
cassiicolin precursors isoforms (Casl to Cas6) as well as isolates in which no Cas gene could be
identified (CasO0) (table 1). The selected isolates were tested on two rubber tree cultivars previously
shown to be susceptible (PB 217) and tolerant (RRIM 600) to three isolates of contrasted
agressivness (Déon et al. 2012a). In addition, RRIM 600 was previously described as a discrimant
cultivar allowing the classification of some C. cassiicola isolates from Malaysia and China into two
races, based on their cultivar preferences (Nghia et al, 2008; Qi et al, 2009).

The C. cassiicola isolates were cultivated on PDA medium (Difco™) at 25°C (photoperiod: 12
h). The conidia were collected and resuspended in sterile water supplemented with 0.02% Tween20 at
a concentration of 5000 conidia/ml. In total, 10 drops of each conidia suspension (20 ul) were applied
to the abaxial surface of six detached rubber tree leaflets in developmental stage C (brownish to limp
green) (Hallé and Martin 1968a) of two rubber tree cultivars (RRIM 600 and PB 217). The leaflets were
maintained in a moist environment at 25°C for 24 h in the dark and then under alternate light

(photoperiod 12 h). The drops were evaporated four days post-inoculation (dpi).
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The symptom intensity (SI) was scored nine days after spore inoculation. For each drop, five
levels of damage were distinguished: 0, no symptom; 1, pinpoint necrosis; 2, coalescent necrotic spots
covering less than 50% of the drop surface; 3, the necrosis surface represents 50% to 100% of the
drop surface; 4, the necrosis surface represents 100% to 200% of the drop surface; 5, the necrosis
surface represents more than 200% of the drop surface. A Severity Index per leave (Sl) was
calculated as follows (kx being the number of spots in class x):

Sl = k1 + (2k2) + (3k3) + (4k4) + (5k5)

For each isolate/cultivar couple, the final Sl value was the mean of all SI_ for at least 3 biological
replicates. Analyses of variance (ANOVA) were performed with R software, version 2.10.1
(R_Development_Core_Team 2009) and differences between means were tested using Tukey's
Honest Significant Difference (HSD) test (P < 0.05).
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Casl: MKYLPILISAFVAAVAAAPQDPSAV-APVLPRQTCVSCVNFGNGFCGDNC-GNSWACSGC

Cas2: MKYLPIFISAFVAAVAAVPQGPSAAAAAILPRQSCVSCVDFGNGFCGDNC-GNSWACSGC

Cas3: MKYLPILISAFVAAITAAPQDPSAV-APLLPRQSCVSCVNFGNGFCGDNC-GNSWACSGC

Cas4: MKYLPILISAFVAAVTAAPQDPSAV-APLLPRQSCVSCVNFGNGFCGDNC-GNSWACSGC

Cas5: MKYLPILISAFVAAVAAAPQDPSAV-APLLPRQSCVSCVNFGNGFCGDNC-GNSWACSGC

Cas6: MKYFPILISAFVAAVAAAPQGPSAVAAAVLPRQTCAFCEYFGNGYCGNTCTGDSWACSNC

Figure 1: The amino acid sequence alignment of the cassiicolin precursor proteins Casl
(Genbank, ABV25895), Cas2 (Genbank, ADC54229), Cas3 (Genbank, JF915169 and
JF915170), Cas4 (Genbank, JF915171 and JF915172), Cas5 (Genbank, JF915173,
JF915174, JF915175 and JF915179) and Cas6 (Genbank, JF915181 and JF915183). The
mature cassiicolin domain is indicated by bold letters. The signal peptide is underlined. Amino

acid substitutions and insertions, comparatively to the reference sequence Casl, are colored

in grey.
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Results

Detection of cassiicolin gene homologues and compar ative analysis of their deduced amino
acid sequence

Among the 57 isolates of C. cassiicola studied, 25 isolates (42%) had at least one gene
encoding a cassiicolin isoform (Table 1). Two isolates, 46 and 48-BR-Gm, carried two distinct genes.
An alignment of the predicted amino acid sequences from all Cas gene sequences revealed six
cassiicolin precursor isoforms: the Casl, Cas2, Cas3 and Cas4 isoforms previously described and two
new isoforms, Cas5 and Cas6 (Fig. 1). All six Cas sequences have similar structures: a N-terminal
domain including a predicted 17 amino acid signal peptide followed by a 14 (15 in case of Cas6)
amino acid linker, and a 27 (28 in case of Cas6) amino acid C-terminal domain corresponding to the
putative mature cassiicolin domain. Cas5 shares 96% identity (100% positive amino acids) with the
reference Casl sequence, with only two amino acids substitutions, one in the linker and the other in
the predicted mature domain. Cas6 is much more divergent, with only 76% identity (81% positive
amino acids), due to 12 substitutions (three in the N-terminal domain and nine in the predicted mature
cassiicolin domain) and two insertions (one in the N-terminal domain and one in the predicted mature
cassiicolin domain). Cas2 is the second more divergent form compared to Casl, with 84% identity
(89% positive amino acids), as previously described (Déon et al. 2012a).

When comparing the mature cassiicolin domains (Fig. 1 bold letters only), Casl, 2, 3, 4 and 5
appear very similar to each other, while Cas6 is highly divergent. Cas3, 4 and 5 mature domains are
100% identical to each other and differ from Casl mature domain by one positive substitution only (S
instead of T). Cas2 mature domain differs from Cas1 mature domain by two substitutions.

The three cysteins, engaged in three disulfide bonds in the native Casl toxin (Barthe et al. 2007; de
Lamotte et al. 2007), are conserved in the mature domain of all other Cas isoforms, including the
highly divergent Cas6. This suggests that the three-dimensional structure is probably an important

feature for toxin functionality.

Diversity of the cassiicolin-encoding genes

The cassiicolin-encoding gene diversity was investigated by alignment of the nucleotide
sequences and construction of a phylogenetic tree using the Maximum Parsimony method (Fig. 2).
The tree shows six groups corresponding to the six cassiicolin precursor isoforms (Casl to Cas6).
The Casl lineage group includes the reference pathogenic isolate CCP (named 1-PH-Hb in this study)
sampled from rubber tree in Philippines (Déon et al. 2012a), as well as five other pathogenic isolates
from rubber tree sampled in Cameroon (two isolates) and Ghana (three isolates).
The Cas2 lineage includes the Cc004 isolate sampled from rubber tree in China (Liu et al,
unpublished) in which the first Cas2-encoding gene was discovered (GU373809). This group also
includes six pathogenic isolates from Cucumis sativus and four from Glycine max, all of them from
Brazil. The previously described endophytic isolates from rubber tree (Déon et al. 2012b), named E70,
E78 and E79, E139 (respectively 32-BRHb, 33-BRHb, 341-BRHb and 36-BRHb in this study), fall in

the Cas3 and Cas4 lineage groups.
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Figure 2: Maximum Parsimony phylogram tree of Cassiicolin precursor genes from C. cassiicola
isolates sampled on rubber tree, cucumber and soybean from various geographic origins.
Bootstrap values (1000 replicates) are provided for each supported branch (>50) respectively for
NJ, ML and MP analysis. The MP tree was obtained using the Close-Neighbor-Interchange
algorithm with search level 1 in which the initial trees were obtained with the random addition of
sequences (10 replicates). All the strong Bootstrap values supported clades were noted as NJ,
ML and MP.
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The Casb5 lineage group includes only pathogenic isolates sampled from rubber tree in Malaysia (four
isolates). The Cas6-encoding gene was found in two pathogenic isolates sampled from Glycine max in
Brazil. Interestingly, these isolates also carry a Cas2-encoding gene. It is the first time that two Cas
genes were found in one isolate.
The Cas gene sequences encoding Cas protein precursors Cas3, 4 and 5, which all share the same
predicted cassiicolin mature protein domain, are grouped together and appear very distant to the other
Cas groups (NJ: 100, ML: 100, MP: 99).

The 23 isolates carrying one Cas gene were assigned to six toxin class (Casl to Cas6), based
on the encoded protein isoform. The two isolates carrying two genes, encoding the Cas2 and Cas6
isoforms respectively, were assigned to the toxin class Cas2+6. All other isolates (32) were assigned

to the toxin class Cas0 as no cassiicolin gene was identified whatever the primers used (Table 1).

Genetic diversity of the C. cassiicola isolates (Fig. 3)

Dixon’s PL1 was identified, but it was not strongly supported (NJ: 74, ML: 53, MP: 57). Within
this group, distinct clades are observed. Only one of them corresponding to PL1.2 previously identified
by Dixon et al. is conserved in our analysis and includes twelve isolates sampled on rubber tree
collected in Asia (Malaysia, Sri Lanka and India). No cassiicolin gene homologue could be detected in
any isolate from this rubber tree clade (Cas0). Our analysis did not allow separating the isolates
previously classified into PL1.1, PL1.3, PL1.4 and PL1.5 subgroups in Dixon’s study. However, we
identified two new clades: PL1.6 which contains three rubber tree isolates from Gabon (Cas0) (NJ: 61,
ML: 63, MP: 62) and PL1.7 which contains isolates from diverse hosts and geographic locations (NJ:
62, ML: 58, MP: 60). This PL1.7 includes isolates belonging to the toxin class Cas0, Cas2 and
Cas2+6.

The PL2 clade previously identified by Dixon is also strongly supported in our analysis (NJ: 94, ML: 85,
MP: 91). Within PL2, five of our isolates exclusively sampled on H. brasiliensis in Malaysia and
Thailand form a new clade, PL2.1. All Malaysian isolates of this clade belong to the toxin class Cas5.
One CasO0 isolates are also represented.

The PL3 group is represented with high bootstrap values (NJ: 96, ML: 88, MP: 85). The Dixon’s PL3.2
clade is conserved and strongly supported (NJ: 86, ML: 87, MP: 85), but the PL3.1, and PL3.3 isolates
were not separated. However, a new clade, named PL3.4, was identified, although not strongly
supported (NJ: 61, ML: 67, MP: 61). It contains two isolates from our collection collected on H.
brasiliensis in Thailand. Both isolates belong to the toxin class Cas0.

Seven isolates from our collection, collected in Brazil on various hosts (Lycopersicon esculentum,
Piper hispidinervum and H. brasiliensis), fell into PL4 (NJ: 60, ML: 48, MP: 67), together with isolates
from diverse host and geographical locations, from Dixon’s collection. The isolates 31 and 33-BR-Hb
originated from asymptomatic rubber tree leaves and belonged to the toxin classes Cas0O and Cas3
respectively. The PL4.1 clade identified by Dixon is conserved in our analysis (NJ: 64, ML: 61, MP:
65).
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Figure 3 (continued on the next page)
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Figure 3: The nucleotide sequence alignment of three loci from C. cassiicola isolates. The

evolutionary history was inferred using the Maximum Parsimony method. The percentage of

replicate trees in which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (1000

replicates) are shown next to the branches. The bootstrap values obtained from the NJ, ML

and MP methods are shown. Results of Cas genes detection are indicated next the isolate

code and previous PL identified by the Dixon et al (2009) are also indicated in grey next the

Cas genes detection. All data of this figure are summarized in the table 1.
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Severity Indexes (Sl)

Chapitre 3
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Figure 4 : Pathogenicity of sixteen C. cassiicola isolates carrying different cassiicolin genes on two
rubber tree cultivars (PB 217 and RRIM 600). Graphic representation of the data from the table3. SI
= Severity Indexes recorded nine days after spore inoculation. Avirulence: SI<10. Data were
analyzed using ANOVA and Tukey HSD test (P<0, 05).
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The PL5 (NL: 76, ML: 71, MP: 69) contains five isolates from H. brasiliensis: three endophytes
collected in Brazil belonging to the toxin classes Cas0 or Cas4, and two pathogenic isolates from
Cameroon, belonging to the toxin class CasO0.
In our analysis, we also included the two isolates from Dixon’s PL6 group but none of our isolates fell
in the same clade.

Finally, we identified a new PL group very highly supported (NJ: 92, ML: 92, MP: 86), that was
named PL7. It includes all pathogenic isolates from H. brasiliensis carrying Casl-encoding genes.
These seven isolates were from Cameroon, Ghana and Philippines. PL7 also contains one isolate

collected on Hydrangea macrophylla in Brazil (isolate 51-BR-Ph).

Pathogenicity of different C. cassiicola isolates on two rubber tree cultivars

The pathogenicity tests (Fig. 4) demonstrated that Casl isolates were globally the most
aggressive, compared to isolates from other toxin classes, on the susceptible PB 217 and the tolerant
RRIM 600 cultivars. The 4-CA-Hb isolate (CCAM3) was less aggressive than the other three Casl
isolates, as previously observed (Déon et al. 2012a), but yet equivalent to the most aggressive
isolates from other classes. Among the Cas2 isolates, 43-BRCs (CBS129.25) was found avirulent on
both rubber tree cultivars whereas 45-BRCs (IA) was found avirulent on PB 217 and very weakly
aggressive on RRIM 600. The Cas3 isolate 32-BRHb (E70), one of the rubber tree endophytes
collected in Brazil, was very weakly virulent on both rubber tree cultivars. The Cas5 pathogenic
Malaysian isolate from rubber tree, 22-MAHb (CSB1), was avirulent on both rubber tree cultivars. The
Cas2+6 pathogenic isolate from soybean, 48-BR-Gm (RUD), was very weakly aggressive on both
rubber tree cultivars. Among the Cas0 isolates, diverse behaviours were observed, from avirulence to

medium aggressiveness.
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Severity Indexes (SI)

Isolates Cassiicolin isoform Means Sl per isolate

PB 217 RRIM 600
50-IN-He 0 5,93 Imno 0,56 0 3,24 G
11-IN-Hb 0 15,33 hijk 9,33 ijklmno 13,22 F
55-BR-Le 0 23 efgh 11,74 ijklm 17,56 EF
19-TH-Hb 0 25,56 defg 11,56 ijklmn 18,56 DEF
2-CA-Hb 0 27,5 cdef 17,11 ghijk 22 CDE
17-SL-Hb 0 26,58 de 15,93 hijk 23,35 CD
31-BR-Hb 0 22,62 efgh 29,11 cde 24,57 BC
4-CA-Hb 1 36 abc 18,56 fghij 28,52 B
28-GH-Hb 1 42,48 a 29,56 cde 36,02 A
30-GH-Hb 1 41,7 ab 32,89 bcd 37,3 A
1-PH-Hb 1 41,33 a 29,55 cde 38,16 A
43-BR-Cs 2 9,5 Kimn 3,41 mno 7,12 G
45-BR-Cs 2 10,79 jkimn 22,54 efgh 15,74 F
32-BR-Hb 3 13,52 ijkl 16,81 ghijk 14,62 F
22-MA-Hb 5 2,8 mno 0,87 no 1,83 G
48-BR-Gm 2+6 18,49 ghi 16,23 hijk 17,65 EF
Means Sl per cultivar 24,79 A 18,24 B

Table 3: Pathogenicity of sixteen C. cassiicola isolates carrying different cassiicolin genes on two
rubber tree cultivars (PB 217 and RRIM 600). SI = Severity Indexes recorded nine days after spore
inoculation. Means S| = mean of “all Severity Indexes per leave”, per cultivar (last line) and per isolate
(last column). Data were analysed using ANOVA and Tukey's HSD test (P<0, 05). Different capital
letters in the last line (means Sl per cultivar) indicate that the corresponding cultivars are significantly
different in terms of susceptibility. Different capital letters in the last column (means S| per isolate)
indicate that the corresponding isolates are significantly different in term of aggressiveness. Different
small letters indicate that the severity indexes of the corresponding “cultivar/isolate” couples are

significantly different. Avirulence : SI<10.
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Discussion

Cas gene phylogenetic analysis

In the present study, we evidenced the important and structured diversity of the cassiicolin-
encoding gene from C. cassiicola isolates. The phylogenetic analysis of the Cas gene sequences (Fig.
2) revealed six highly supported clades perfectly matching the deduced protein isoforms, or toxin
classes. The Cas phylogenetic tree suggested that host-specialization may apply in case of the
isolates sampled from rubber tree. Indeed, two major groups include exclusively isolates from rubber
tree: one is the Casl lineage group, the other encompasses subclades Cas3, Cas4 and Cas5. All the
isolates from other hosts (cucumber and soybean) were grouped in a strongly supported clade within
the Cas2 (and Cas6) lineage groups. One sequence found in a rubber tree isolate (Cc004;GU373839)
also fell into the Cas2 lineage group but it was significantly divergent from the others found in
cucumber and soybean isolates and may correspond to a new clade.

The rubber tree-specialization may have been followed by a geographical speciation. Indeed,

the major rubber tree-specialized group encompassing Cas3, 4 and 5 isolates splits in two subgroups
corresponding to Malaysian (Cas5) and Brazilian (Cas3 and 4) isolates respectively. This speciation
may have occurred during the domestication of the rubber tree. Hevea brasiliensis originates from
Brazil, in the Amazonian area. Originally, the latex was collected from wild rubber trees disseminated
through the forest, until a few seeds exported by Sir Wickham were used to develop plantations in
Asia (initially Malaysia and Indonesia), then in Africa. The Casl rubber tree-specialized group
corresponds to isolates mainly found in Africa (Cameroon and Ghana), to the exception of one isolate
from Philippines. However, this group is phylogenetically distinct from the Cas5 lineage group
(Malaysian isolates), suggesting that they have evolved independently.
Interestingly the epidemic history followed the sequential domestication of rubber tree, with the first
description of the disease in 1958 in India (Ramakrishnan and Pillay 1961) and two years later in
Malaysia (Newsam 1960) with a first epidemic burst in the mid 1980's affecting severely Indonesia,
Malaysia, Sri Lanka and Thailand (Liyanage et al. 1986a; Chee 1987; Pongthep 1987) and later in the
mid 1990’s affecting, in addition to Asian countries, African countries like Cameroon, Gabon and Ivory
Coast (Wahounou et al. 1996).The first description of CLF in China is very recent (Jinji et al. 2007).

Global phylogenetic analysis based on neutral marke rs

A phylogenetic analysis based on the Cas gene sequence only cannot account for the global
genetic diversity of C. cassiicola populations since Cas genes could be detected in 42% only of the
isolates tested. Furthermore, these genes are certainly under selection pressure. Then, we performed
a phylogenetic analysis based on three neutral genes previously described by Dixon et al (2009), on
our whole collection enlarged with sequences from Dixon'’s study (Fig. 3), and analysed the distribution
of the toxin classes among the phylogenetic lineage groups. The toxin class Cas0 was assigned to all

isolates without detected Cas gene.

123



No toxin class was assigned to the isolates from Dixon’s study since they could not be tested for the
presence of Cas genes.

This analysis revealed seven distinct phylogenetic groups, thus confirming the important

genetic diversity previously stated by different authors using various neutral genetic markers
(Darmono et al. 1996; Silva et al. 1998; Saha et al. 2000; Silva et al. 2003; Romruensukharom et al.
2005; Nghia et al. 2008; Dixon et al. 2009; Qi et al. 2009).
In addition to the six major PLs previously described by Dixon et al (2009), our analysis revealed one
new strongly supported PL corresponding to the Casl isolates. Globally, the tree based on the Cas
gene sequences (Fig. 2) and the tree based on the combined neutral genes (Fig. 3) were congruent,
with the Casl, 2(+6), 3, 4 and 5 lineage groups integrated in PL7, PL1, PL4, PL5 and PL2
respectively. Isolates Cas0 were distributed in all lineage groups. PL3 and PL6 were composed mainly
of isolates from Dixon'’s study and therefore could not be related to a toxin class.

The rubber tree-specialization was partially confirmed in this phylogenetic tree. Some rubber
tree-specialized clades identified in Fig. 2 (Casl and 5) were matching clades with a majority of rubber
tree isolates in Fig. 3 (PL7 and PL2.1). But this was not confirmed for the clades Cas3 and 4 which fell
in clades of mixed host plants in the global phylogenetic tree. This may suggest that Cas3 and Cas4
genes are not determining for the specialization/competitivity of C. cassiicola towards rubber tree.
New rubber tree-specialized clades were identified among the CasO isolates, such as PL1.2, PL1.6
and PL3.4 which include only rubber tree isolates, from Asia, Gabon and Thailand respectively. These
subclades also suggest a geographical speciation within the rubber tree-specialized isolates. The
papaya-specialized clade PL1.1 previously identified by Dixon et al (2009) was not supported in our
analysis. In addition to the PL1.1, other subclades identified by Dixon et al (2009) were not identified in
our study. The discrepancies in bootstrap values between the two studies are probably due to the lack

of the Actl locus (partial sequence from an actin-encoding gene) in our analysis.

Cas gene diversity in relation with pathogenicity in ru bber tree

When relating Cas genes diversity to pathogenicity profiles in rubber tree, Casl isolates were
found the most aggressive. We previously demonstrated that the Casl gene is functional and
transiently expressed in the early phase of the infection (Déon et al. 2012a). Differences in
aggressiveness can be observed within the Casl isolates although all remain globally more
aggressive than isolates from the other toxin classes (Fig. 3). We have previously shown, by
comparing too isolates (4-CA-Hb and 1-PH-Hb in this study), that this could be attributed to differences
in the Casl gene expression (Déon et al. 2012a).

The isolate representative of the Cas5 lineage group (22-MA-Hb, rubber tree isolates from
Malaysia), was avirulent on both cultivars. Previous works (Atan and Hamid 2003; Nghia et al. 2008)
have identified at least two physiological races among C. cassiicola isolates sampled from rubber tree
in Malaysia, based on the cultivar preferences: Race 1 isolates severely infected the clones RRIM
600, GT1 and IAN 873, but they showed milder infection on the clones RRIM 2020 and PB 260.
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Conversely, race 2 isolates showed opposite cultivar preferences. Since 22-MA-Hb was avirulent on
the discriminating cultivar RRIM 600, it is tempting to propose that it belongs to race 2. However, it
should be tested on a second discriminating cultivar such as RRIM 2020 in order to conclude.

Isolates in the Cas3 and Cas4 lineage groups were sampled from asymptomatic rubber tree
leaves and thus classified as endophytes. The isolate representative of the Cas3 lineage group (32-
BR-Hb) was weakly aggressive on both cultivars. In a previous study (Déon et al. 2012b), the same
isolate (alias E70) was found pathogenous with high aggressiveness on another rubber tree cultivar,
FDR 5788, which suggests specific cultivar preferences. However, no Cas3 transcript could be
detected during this interaction suggesting that Cas3 was not the effector responsible for the
symptoms observed. In the same study, other endophytic isolates carrying Cas3 or Cas4 genes were
able to induce late symptoms, probably following a switch from endophyte to saprophyte, and this
independently of any Cas3 or Cas4 expression. The role of Cas3 and Cas4 as potential effector of
CLF in rubber tree is therefore unlikely.

Globally, the isolates from the closely related Cas3, Cas4 and Cas5 lineage groups are not
highly competitive on the rubber tree cultivars tested. It is interesting to note that all Cas isoforms in
these three clades have identical predicted mature cassiicolin domains. It differs from the mature
domain of the Casl isoform, found in rubber tree-specialized highly competitive isolates, by one amino
acid only (S instead of T). The threonin amino acid was shown to carry a o-methyl-mannose moiety
(Barthe et al. 2007), but whether this sugar plays a role in the protein toxicity is still unknown.
However, it is important to note that both the threonin and the serin amino acids can be o-
glycosylated.

The isolates representative of the toxin class Cas2 and Cas2+6, all from cucumber or soybean
in Brazil, were either avirulent (43-BR-Cs) or weakly aggressive (45-BR-CS and 48-BR-Gm) on rubber
tree. On contrary, the Chinese isolate Cc004 from rubber tree, which carries a distantly related Cas2-
encoding gene, was highly aggressive on RRIM 600 and three other cultivars, PR 107, Dafeng 95
and Reyan 7-33-95 (Qi et al. 2009). However, whether or not the Cas2-encoding gene was expressed
during this interaction has not been documented and the role of Cas2 in the pathogenicity on rubber
tree has not been demonstrated yet.

Cas0 isolates from different hosts and belonging to different PLs induced diverse responses
on rubber tree, from avirulence to moderate aggressiveness. The isolate 50-IN-He from hibiscus was
avirulent on both cultivars, similarly to the isolate representative of the Cas5 class in this test. Both
isolates are genetically related since they belong to the PL2 and PL2.1 groups respectively. Further
investigation would be necessary to confirm whether or not all isolates from the PL2 group are non
pathogenic on rubber tree. The isolates 11-IN-Hb and 17-SL-Hb, both from the rubber tree-specialized
clade PL1.2, showed differences in symptoms intensity, with 17-SL-Hb globally more aggressive than
11-IN-Hb. Differences in aggressiveness between isolates of the same toxin class was observed
previously within the Casl isolates, as discussed above. The symptoms generated by CasO isolates
on rubber tree suggest the existence in these isolates of yet undetected effectors. They may be highly
divergent forms of cassiicolin, undetected by PCR using our set of primers, or other molecules such as

secondary metabolites.
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The wheat pathogen Pyrenophora tritici-repentis, for example, produces at least three HSTs including
two proteins (Ptr ToxA and Ptr ToxB) and a non proteinaceous low molecular weight molecule (Ptr
ToxC) (Ciuffetti et al. 2010).

Races and cultivar preferences

Distinct races of C. cassiicola can co-exist in the same geographical area. This was first
demonstrated with the description of at least two races among rubber tree isolates from Malaysia,
discriminated by their cultivar preferences (Atan and Hamid 2003; Nghia et al. 2008). In our global
phylogenetic analysis, Malaysian isolates from rubber tree were assigned to two PLs (PL1.2 and
PL2.1). It was first thought that they may correspond to the two races previously described. However,
the representative isolates for each clade (CasO isolates 11-IN-He and 17-SL-Hb for PL1.2 and Cas5
isolate 22-MA-Hb for PL 2.1) were either avirulent or weakly aggressive on the discriminating cultivar
RRIM 600. Nghia et al (2008) mentioned the existence of a potential third race, poorly virulent on
RRIM 600 like race 2 isolates but with distinct cultivar preferences compared to race 2.

Similarly, rubber tree isolates from Cameroon were distributed into two clades, PL5 (Cas0 in
case of the Cameroon isolates) or PL7 (Casl), which may also suggest two races. However,
representative isolates from each group were only slightly different in terms of aggressiveness on both
cultivars. Rubber tree isolates from Thailand, all classified as Cas0, were found in three phylogenetic
groups (PL1, PL2.1 and PL3.4) but only one isolate, representative of PL3.4, was tested so far. It was
avirulent on RRIM 600 and moderately aggressive on PB 217.

Rubber tree isolates from Brazil were found in two clades, PL4 and PL5, without clear difference in
terms of pathogenicity features between the two groups.

We have shown that isolates within one toxin class may have different levels of
aggressiveness, although with the same cultivar preferences (ie Casl isolates in Fig. 4). This makes
the identification of races based on cultivar preferences uneasy. However, the description of C.
cassiicola genetic structure provided in this analysis should help predicting potential races that will
then be confirmed by physiological analyses, using several selected isolates per genetic group

inoculated on a larger range of cultivars.

Host specificity

Dixon et al (2009) previously found that certain C. cassiicola isolates could infect specific
hosts only while others had a larger host-range. More precisely, only isolates from papaya (all
belonging to the same clade PL1.1) were found pathogenic on papaya. In our study, some isolates
from cucumber (42, 44 and 45-BR-Cs) and soybean (49-BR-Gm), grouped in the new PL1.7, were
previously found pathogenic on the papaya “sunrise” variety (Oliveira et al, 2007), in disagreement
with Dixon’s conclusions. This was observed also for two other isolates from the PL4, from tomato (55-
BR-Le) and Piper hispidinervum (57-BR-Ph). In addition, Dixon et al (2009) concluded that isolates
from the PL1 were not pathogenic on tomato, while Oliveira et al (2007) showed that isolates 42, 44
and 45-BR-Cs and 47 and 49-BR-Gm from PL1.7 were pathogenic on the tomato variety “Santa
Clara”.
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The discrepancies between the two studies may be attributed to differences in the varieties used for
the inoculation tests. Indeed, it is now well documented that the susceptibility of a given C. cassiicola
isolate depends on the cultivar, whether in rubber tree (Breton et al. 2000; Nghia et al. 2008; Qi et al.
2009; Déon et al. 2012a) or in other plants (Oliveira et al. 2007).

It should now be tested whether isolates from host-specialized clades are pathogenic to their
host of origin only or to a larger range of plants. This was done previously with our reference isolate 1-
PH-Hb (alias CCP), representative of the rubber tree-specialized PL7 (Casl) group, which was found
to induce symptoms on a restricted host range (7 plant species out of the 14 tested), in good
concordance with the sensitivity to the purified Casl1 toxin (Barthe et al. 2007). New C. cassiicola
isolates supporting the Casl gene should be found on others hosts that are susceptible to the Casl
toxin.

The combination of different effectors in the same isolate, such as Cas2 and Cas6 in the
Brazilian isolates 48 and 49-BR-Gm, may be a strategy to enlarge the host range. This is the case for
example in the wheat/P. tritiic-repentis pathosystem where combinations of different host-specific
toxins delineate races with different cultivar host-ranges compared to isolates with a single toxin
(Andrie et al. 2007).

Conclusion

This study reflects the complexity of the C. cassiicola infection strategies. Its large host range
(interspecific level) and its cultivar preferences inside each host plant specie support the hypothesis
that various effectors may contribute to its pathogenicity. Currently, only one potential disease effector,
the cassiicolin toxin encoded by Casl, was characterized and shown to be involved in the
pathogenicity of the isolates carrying this gene, on rubber tree. However, other isolates carrying genes
encoding variant forms of cassiicolin, or isolates in which no Cas gene variant could be detected, can
also be pathogenous on rubber tree.

This work suggests that the cassiicolin gene diversity may contribute to the phylogenetic
structuration of C. cassiicola, thus confirming the importance of this gene in the evolutionary history of
the fungus. However, further analysis of the pathogenicity features should be conducted, with more
isolates selected in each phylogenetic group and a larger range of cultivars, in order to relate more
precisely the genetic group, the toxin classes and the physiological races of C. cassiicola. In addition,
other disease effectors potentially contributing to the genetic structuration remain to be discovered and

should also be considered, when available, in future phylogenetic studies.
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Les premiers travaux visant a caractériser plus finement la molécule toxique sécrétée par C.
cassiicola dans des milieux de culture liquide ont démarré avec la purification partielle de ce composé
toxique, une petite glycoprotéine nommée cassiicoline, a partir du filtrat de culture d’'une souche
originaire des Philippines (CCP) (Breton 1997; Breton et al. 2000). Plus tard, un nouveau procédé de
purification établi par de Lamotte et al (2007) a permis I'obtention de cassiicoline ultra pure en quantité
suffisante pour finaliser le séquencage de la protéine et caractériser sa structure tridimensionnelle par
RMN (Barthe et al. 2007). Toutes ces études étaient jusque la limitées a un seul isolat (CCP) a partir
duquel la toxine avait pu étre isolée. Grace au clonage du géne codant pour la cassiicoline, les
travaux réalisés au cours de cette these, élargis a une collection de souches de différentes origines
géographiques, prélevées sur hévéa mais également sur d'autres plantes hétes, ont permis de
préciser le réle de la cassiicoline dans la pathogénie et de progresser dans la compréhension des

mécanismes de l'interaction C. cassiicola/ hévéa.

|. La cassiicoline, effecteur de la CLF chez I'hévéa ?

De nombreux arguments concordent pour désigner la cassiicoline comme un effecteur de
maladie important impliqué dans la CLF chez I'hévéa. Des travaux antérieurs a la thése avaient
montré une bonne concordance entre la sensibilité des clones d’hévéa au champignon (estimée
d'aprés la taille des nécroses induites suite a l'inoculation d’'une suspension conidienne) et leur
sensibilité au filtrat de culture ou a la toxine purifiée (estimée d’aprés le pourcentage de flétrissement
des folioles d’hévéa au contact de la toxine), mettant ainsi en évidence le rdle primordial de la
cassiicoline dans la pathogénie de la souche qui la produit (CCP). De plus, des inoculations sur
feuilles d'un clone sensible (PB 260) réalisées avec une suspension conidienne additionnée
d’anticorps anti-cassiicoline avaient révélé une diminution importante de la sévérité des symptdomes
par rapport au témoin inoculé sans anticorps. A l'inverse, l'inoculation d’'une souche non pathogéne
additionnée de cassiicoline partiellement purifiée sur feuilles du clone sensible avait révélé une
augmentation de l'intensité des symptomes (Breton et al. 2000).

Nous avons montré que le géne codant la toxine produit un pic d’expression juste avant
I'apparition des premiers symptomes, suggérant un réle dans les phases précoces de I'infection.

Nos résultats contribuent également a préciser le réle de la cassiicoline dans les différences
d'agressivité des souches de C. cassiicola. Préalablement a notre étude, I'analyse de la toxicité du
filtrat de culture de plusieurs souches d’'agressivité contrastée sur feuilles d'un clone sensible avait mis
en évidence une bonne concordance entre la sensibilité du clone aux filtrats de culture et sa
sensibilité aux isolats correspondant. L'utilisation d’anticorps polyclonaux anti-cassiicoline avait permis
de montrer que la présence de cassiicoline en quantité variable dans les différents filtrats testés (Dot
Blot) était proportionnelle a l'intensité des symptémes induits par ces filtrats (Breton et al. 2000). Ces
résultats avaient conduit a émettre I'hypothése que des différences quantitatives de production de
cassiicoline pouvaient contribuer a expliquer les différences de toxicité des filtrats et, par extension,

d’'agressivité des souches.
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Afin de vérifier I'hnypothése quantitative, nous avons comparé deux souches d'agressivité
différentes, CCP (trés agressive) et CCAM3 (modérément agressive) porteuses du méme géne de
cassiicoline. La purification des toxines, associée a une analyse par spectrométrie de masse, n'a
révélé aucune différence de masse entre les toxines des deux souches indiquant que le différentiel de
toxicité des filtrats observé ne pouvait étre attribué a des variations qualitatives de la protéine.
Parallelement, des études d’expression du géne de cassiicoline (Casl) sur le mycélium des souches
CCP et CCAM3 en culture liquide ont révélé un différentiel d’expression entre ces deux souches
pouvant expliquer une accumulation plus importante de toxine dans le filtrat CCP par rapport a
CCAMS3, en accord avec sa plus forte toxicité. Nous avons entrepris de faire synthétiser des anticorps
polyclonaux dirigés contre la cassiicoline purifiée afin de vérifier la corrélation entre I'expression du
géne, la quantité de toxine produite et la toxicité observée mais la synthése a échoué. Cependant, nos
données d'expression corroborent les résultats de Breton et al (2000) qui avaient montré, a l'aide
d’anticorps anti-cassiicoline, une plus forte accumulation de cassiicoline dans le milieu de culture de la
souche CCP comparé a la souche CCAM3. Tous ces résultats ne concernent que des
expérimentations réalisées in vitro et il était important de tester I'implication directe de la cassiicoline
lors de l'infection in vivo. L’expression du gene codant pour la cassiicoline a ainsi été testée par PCR
guantitative a partir de nécroses prélevées a différents temps de cinétiques aprées inoculation de
suspension de spores des souches CCP et CCAMS sur les clones sensible PB 260 et tolérant RRIM
600. Une plus forte accumulation de transcrits a été observée pour la souche CCP comparée a
CCAMS3 quel que soit le clone inoculé. Sur le clone tolérant RRIM 600, ces résultats d’expression
corroborent le différentiel d'agressivité observé entre les deux souches puisque CCP apparait
significativement plus agressive que CCAM3. Par contre, sur le clone sensible PB 260, le différentiel
d’expression ne corrobore pas parfaitement les résultats d'inoculation puisque les intensités de
symptdmes, trés élevées sur ce clone sensible, ne sont pas significativement différentes entre CCP et
CCAM3. Ce clone étant extrémement sensible a la cassiicoline purifiée, il est probable qu'il ne
discrimine pas bien les souches au-dela d’'une certaine quantité de cassiicoline produite.

La comparaison des profils d'expression des deux souches sur les deux clones révele
plusieurs différences. D’abord, les pics d'expression associés aux deux souches sont détectés plus
précocement chez le sensible (1 jour) que chez le tolérant (2 jours). De plus, les niveaux d’expression
sont globalement plus importants sur le clone tolérant que sur le clone sensible. Il serait intéressant de
vérifier I'expression du gene de cassiicoline pour des temps encore plus précoces car il est possible
gue le maximum d’expression sur le clone sensible PB 260 se produise avant 24h avec un niveau de
transcrits encore plus élevé. Si c’est le cas, il faudrait vérifier I'hypothése d’'un facteur clonal ayant
pour effet de retarder I'expression du géne Casl dans le champignon.

Des résultats similaires ont pu étre observés pour Ptr ToxB, une toxine protéique hote-spécifique
produite par I'agent pathogéne du blé P. tritici-repentis. En effet, des données d’expression du géne
codant pour Ptr ToxB ont montré une bonne corrélation entre la quantité de transcrit et I'intensité des

symptdmes sur un cultivar de blé sensible.
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De plus, une forte activité transcriptionnelle a été détectée avant I'apparition des premiers symptémes
avec un pic d'expression a 1 jour chez le sensible plus tardif chez le résistant, ceci pour les deux
isolats testés fortement et modérément agressifs (Amaike et al. 2008). Il a également été montré que
'agressivité des isolats était dépendante du nombre de copie du géne codant pour Ptr ToxB (Strelkov
et al. 2006; Amaike et al. 2008). Chez nos deux souches CCP et CCAMS, des résultats de Southern
blot suggérent que Casl est présent en simple copie dans les deux isolats. Les quantités variables de
transcrits détectées semblent donc étre liées a des régulations transcriptionnelles différentes du gene
Casl entre les deux souches.

Toutes ces données suggérent que la pathogénie de ces deux souches, porteuses de la
méme forme toxinigue (Casl), suivrait un modeéle quantitatif selon lequel I'agressivité serait
dépendante de la quantité de toxine produite, elle-méme liée au niveau d’expression du géne codant
pour la protéine. Cependant, les quantités physiologiques de cassiicoline produites par ces deux
souches in vivo n'ont pas pu étre estimées et il est possible que d’'autres effecteurs puissent avoir un
effet toxique additif a la cassiicoline. De plus, ces résultats ne sont pas généralisables a I'ensemble
des souches car, comme il sera discuté plus loin, toutes ne sont pas porteuses du méme géne de

cassiicoline.

Un point important a discuter qui n'a pas été abordé dans I'article du chapitre 1 concerne le
décalage observé sur le clone RRIM 600 entre le niveau de symptdmes obtenu en inoculation avec la
souche CCP (moyen) et celui induit par la cassiicoline purifiée (tres faible). En effet, le léger
brunissement induit par la cassiicoline purifiée autour de la zone dép6t pourrait tout aussi bien résulter
d'un mécanisme de défense aspécifique suite a la reconnaissance de la cassiicoline comme étant du
non-soi par la plante. Le clone RRIM 600 pourrait donc étre considéré comme résistant a la
cassiicoline mais seulement tolérant en réponse a l'inoculation. Dans ce cas, I'agressivité modérée de
CCP sur ce clone serait attribuée a un autre effecteur de pathogénie. Cette hypothése prend tout son
sens au vu d'un résultat obtenu récemment lors d’'une opération de purification de cassiicoline révélant
la présence dans le milieu de culture de la souche CCP d'un autre effecteur toxique (de Lamotte,
communication personnelle). La fraction purifiée correspondant a ce nouveau composé toxique a été
soumise a une analyse en spectrométrie de masse mais aucune masse détectable n'a pu étre
mesurée suggérant que la molécule toxique n’'était pas de nature peptidique. Il pourrait s’agir d’'un
métabolite secondaire mais d'autres techniques doivent étre utilisées pour identifier sa nature
chimique.

La présence de ce second effecteur dans le filtrat de la souche CCP n’a pas pu étre révélée
lors de l'application de filtrat sur feuilles du clone PB 260 compte tenu de sa forte sensibilité a la
cassiicoline (révélée par application de cassiicoline purifiée). Cependant, il n'est pas exclu que ce
nouvel effecteur puisse avoir un effet toxique additif a la cassiicoline sur ce clone. Sur le clone tolérant
RRIM 600, I'application du filtrat de CCP induit une petite nécrose (Chap. 1, Fig. 5B).

133



J

Cellule végétale Cellule végétale

Sensibilité Résistance

Figure 16 : Modéle décrivant l'interaction « gene-p  our-géne » inverse dans les pathosystemes
nécrotrophes entrainant I'ETS.

Dans ce modeéle, la sensibilité de I'hdte a un effecteur (HST) ( @ ) et sa sensibilité a la maladie
implique une reconnaissance spécifique (directe ou indirecte) de I'effecteur par une protéine de I'héte
(V) (protéine de sensibilité). A l'inverse, I'absence de reconnaissance de I'effecteur par la plante
entraine la résistance a la maladie.

La reconnaissance entre |'effecteur et la protéine de sensibilité de I'hbte a été représenté s’opérer a

l'intérieur des cellules de I'n6te mais elle pourrait également s’opérer dans I'apoplasme.
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Bien que la surface nécrosée ne soit pas statistiquement différente de la surface observée suite a
'application de milieu de culture sans champignon (Chap. 1, Fig. 2), I'observation qualitative des
symptdémes, suite a I'application du filtrat de CCP sur ce clone, montre un léger effet de diffusion de la
nécrose le long des nervures (Chap. 1, Fig. 5B) qui n'était pas visible suite a l'application de
cassiicoline purifiee (Chap. 1, Fig. 3). Cette légere toxicité pourrait effectivement résulter de la
présence d'un second effecteur dans le filtrat de la souche CCP. Cette hypothése doit étre confirmée
mais pose néanmoins la question de la part qu'occuperait chacun de ces effecteurs dans la
pathogénie.

Plusieurs effecteurs de pathogénie peuvent coexister dans une méme souche pathogéne, différentes
combinaisons d'effecteurs définissant des spectres d’hodtes particuliers (Lamari et al. 2003). L'agent
pathogéne de blé P. tritici-repentis peut produire jusqu’a quatre toxines hote spécifiques dont deux
sont des protéines et une un métabolite secondaire, la derniére n'étant pas encore caractérisée
(Ballance et al. 1989; Tomas et al. 1990; Tuori et al. 1995; Ciuffetti et al. 1998 ; Strelkov et al. 1999;
Martinez et al. 2001; Effertz et al. 2002). Chez S. nodorum, cing toxines protéiques ont été mises en
évidence (Liu et al. 2004a; Liu et al. 2004b; Friesen et al. 2006; Friesen et al. 2007; Friesen et al.
2008b). Il a d'ailleurs été montré que chez un cultivar de blé sensible a plusieurs effecteurs, les effets

toxiques associés étaient additifs (Friesen et al. 2007).

Il. Sensibilité des clones a la cassiicoline : une in  teraction « géne-pour-
gene » ?

Des différences de sensibilité trés contrastées a la cassiicoline purifiée ont été mises en
évidence entre les clones PB 260 et RRIM 600. Des différences clonales de sensibilité a la toxine
semi-purifiée avaient déja été montrées pour une cinquantaine de clones par Breton et al (2000). Ces
données impliqguent donc l'existence d’'un ou plusieurs facteur(s) plante déterminant le niveau de
sensibilité. Dans les pathosystémes nécrotrophes impliquant des toxines protéiques hote-spécifiques
(issues de la synthese ribosomale), il a été montré que la sensibilité était un trait dominant. L'agent
pathogéne produit un effecteur qui entraine la maladie chez une plante héte portant un récepteur
spécifiguement requis pour la sensibilité. Ce processus, qui méene a I'ETS dans le cas des
pathosystemes nécrotrophes, a été proposé comme étant un miroir de linteraction « géne-pour-
géne » classiquement décrite dans les pathosystémes biotrophes. Dans le modéle « géne-pour-
géne » classique, l'interaction entre les produits d’'un géne de résistance de I'héte et d'un géne
d’avirulence de l'agent pathogéne entraine I'immunité (ETI). Dans le modéle inverse propre aux
nécrotrophes, linteraction entre les produits d’'un géne de sensibilité dominant de I'hdte et d'un
effecteur de I'agent pathogene entraine la sensibilité ou ETS (Wolpert et al. 2002; Friesen et al.
2008a). Ainsi, I'absence de l'effecteur coté champignon ou du récepteur coté plante résulte en une
interaction incompatible (pas de maladie) si aucune autre interaction effecteur/récepteur n’est
présente. Les modéles théoriques de l'interaction « géne-pour-géne » inverse sont présentés dans la
figure 16.
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La sensibilité des clones d’hévéa a la cassiicoline pourrait suivre ce modeéle (Figure 16). Le
clone sensible PB 260 posséderait donc un récepteur spécifique qui interagirait avec la cassiicoline
conduisant a 'ETS. Des résultats antérieurs basés sur I'étude de la cinétique de production d’H,O,
chez deux clones d’hévéa, PB 260 et GT 1, respectivement sensible et résistant a la cassiicoline,
permettent d’apporter des arguments en faveur de ce modéle inverse « gene-pour-gene » (Breton et
al, 1997). Dans de nombreux pathosystemes impliquant des agents pathogénes biotrophes, la
cinétique de production d'H,O, chez I'hbte a souvent été utilisée pour distinguer les réactions
incompatibles hétes menant a I'ETI (réactions hypersensibles issues d’une interaction « géne-pour-
géne ») des réactions incompatibles non-h6tes (Dixon et al. 1994). Généralement le premier pic
d’H,O, est commun aux réactions compatibles et incompatibles, alors que I'apparition d’'un second pic
plus tardif serait caractéristique de la réaction hypersensible impliquant une interaction « géne-pour-
géne » (incompatibilité hote). Breton et al (1997) ont étudié cette cinétique chez les deux clones PB
260 et GT 1 suite a l'inoculation par la souche CCP. lls ont pu mettre en évidence un premier pic d’
H,0, chez les deux clones alors qu’'un second pic plus tardif n'a pu étre détecté que chez le clone
sensible PB 260. Ces résultats pourraient suggérer la présence d’'une interaction spécifique entre la
cassiicoline et un facteur de sensibilité chez le clone sensible. Cette interaction pourrait déclencher
une réaction de type hypersensible, favorable au développement du champignon C. cassiicola
puisqu’il est nécrotrophe. On serait donc bien dans le cas d'une interaction « géne-pour-géne »
inverse entrainant 'ETS. L'absence du second pic d’ H,O, dans le clone résistant GT 1 suggére une
absence d'interaction « gene-pour-gene ». La résistance de ce clone a la cassiicoline serait liée a
'absence de reconnaissance spécifique de la toxine par la plante (Figure 16).

Concernant le clone tolérant RRIM 600, comme nous l'avons vu précédemment, une
ambiguité persiste quand a sa tolérance ou a sa résistance a la cassiicoline purifiée. Si I'on considére
gue ce clone est tolérant a la cassiicoline purifiée, cela impliquerait qu’il y a reconnaissance de la
toxine par la plante car sinon on parlerait de résistance. Mais quel(s) pourraient étre le(s) facteur(s) de
la plante limitant I'effet de la cassiicoline par rapport a un clone sensible ? Différentes hypothéses
peuvent étre émises. Cette tolérance pourrait étre due a un plus faible nombre de copie ou une plus
faible affinité du récepteur interagissant avec la cassiicoline. La présence d'un mécanisme de
détoxification de la cassiicoline permettant de limiter sa reconnaissance par le récepteur pourrait
également étre envisagée. Ce phénomeéne de détoxification a déja été décrit chez les génotypes de
mais résistants a la HC-toxine produite par C. carbonum. Il résulte de I'expression du géne Hm1 qui
code pour une HC-toxine réductase. Cette derniére interagit directement avec la HC-toxine en
linactivant, en amont de son interaction avec sa cible (Meeley and Walton 1991; Johal and Briggs
1992). Cependant, comme nous l'avons discuté précédemment, la quasi absence de symptémes
observée suite a I'application de cassiicoline purifiée sur le clone RRIM 600 serait en faveur de la
résistance de ce clone a la toxine. De plus, la mise en évidence d'un nouvel effecteur dans le milieu
de culture de la souche CCP permettrait d’expliquer que RRIM 600 soit résistant a la cassiicoline mais
pas a l'inoculation par le champignon. Ce nouvel effecteur, de toxicité a priori plus faible que la

cassiicoline, pourrait contribuer a I'agressivité moyenne de la souche sur ce clone.
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Les mécanismes qui pourraient gouverner la tolérance de ce clone vis-a-vis de la souche CCP sont
schématisés dans la figure 17.

Prenant en compte la présence de ce nouvel effecteur produit par la souche CCP, deux
hypothéses peuvent étre émises pour expliquer la sensibilité du clone PB 260 a la souche CCP
(Figure 18A et B). La premiére pourrait étre que la cassiicoline et ce nouvel effecteur sont tous les
deux reconnus de maniere spécifique par la plante, avec un effet additif des deux interactions (Figure
18A). Il est également possible que ce nouvel effecteur ne soit pas reconnu spécifiguement par la
plante et n’ait alors aucun impact sur la sensibilité de ce clone (Figure 18B), toute la toxicité observée
étant alors imputable a la cassiicoline.

Concernant le clone GT 1, Breton et al (2000) ont montré qu’il était a la fois résistant a la
souche CCP et a la cassiicoline. Ces résultats pourraient indiquer I'absence de reconnaissance de la

cassiicoline et du deuxieme effecteur par la plante (Figure 19).
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Sensibilité moyenne
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Figure 17 : Mécanismes pouvant expliquer la toléran  ce du clone RRIM 600 a la souche CCP.

Dans ce modeéle, le clone RRIM 600 est considéré comme résistant a la cassiicoline (@) ce qui sous-
entend I'absence de reconnaissance de la toxine par la plante. Les symptdmes observés suite a
l'inoculation de la souche CCP pourraient alors étre attribués a un autre effecteur ( ) produit par
CCP, mais de plus faible toxicité que la cassiicoline, qui interagirait de maniére spécifique avec un
autre récepteur dans I'h6te ( u ) entrainant alors la maladie (ETS) avec un niveau de symptdmes

modéré.
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Cellule du champignon Cellule du champignon

Cellule de I'hbte Cellule de I'hbte

Sensibilité

Figure 18 : Mécanismes pouvant expliquer la sensibi  lité du clone PB 260 a la souche CCP.

Le clone PB 260 est trés sensible a la cassiicoline purifiée (@) ce qui impligue une reconnaissance
spécifique de la toxine par un récepteur de la plante (v ). Deux modéles sont proposés quand au
role du deuxieme effecteur ( ) dans la sensibilit¢ de PB 260 a la souche CCP : soit la plante
possede un récepteur (u) capable de reconnaitre spécifiqguement ce nouvel effecteur (A), et dans
ce cas, la sensibilité de ce clone a la souche CCP serait due aux effets additifs de ces deux
effecteurs ; soit la plante ne reconnait pas spécifiquement ce nouvel effecteur (B) et la sensibilité du

clone est alors exclusivement liée a I'effet de la cassiicoline
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Cellule du champignon

Cellule de I'hbte

Résistance

Figure 19 : Mécanismes pouvant expliquer la résista  nce du clone GT 1 a la souche CCP.

Le clone GT1 est résistant a la cassiicoline (@) impliquant I'absence d’une reconnaissance spécifique
de la toxine par un récepteur de la plante. De plus ce clone est également résistant a la souche CCP
sous entendant I'absence de reconnaissance du deuxiéme effecteur ( ) par un récepteur de la

plante.
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lll. Diversité des génes de cassiicoline et pathogén ie

Notre travail a permis de mettre en évidence une importante diversité des genes de
cassiicoline codant pour diverses isoformes protéiques de la toxine chez C. cassiicola. Six isoformes
protéiques potentielles ont été identifiées parmi lesquelles quatre (Casl, Cas3, Cas4 et casb) ont été
exclusivement trouvées dans des isolats prélevés sur hévéa. Les formes Cas?2 et Cas6 ont été, quand
a elles, identifiées a partir de souches brésiliennes provenant d’autres hdtes (concombre et soja). Les
formes Cas6 ont été isolées dans des souches pathogénes du soja portant également I'isoforme
Cas2.

Toutes les cystéines impliqguées dans la formation des ponts disulfure de la protéine Casl
(Barthe et al. 2007) sont conservées pour I'ensemble des isoformes, y compris les plus divergentes
Cas2 et Cas6 (Chap. 3, Fig. 1). Ceci suggére que la structure secondaire est importante pour la
fonctionnalité de la protéine puisqu’elle est conservée au cours de I'évolution.

L’'analyse de la diversité nucléotidique des genes Cas a révélé six clades correspondant aux
six isoformes protéiques de cassiicoline (Chap. 3, Fig. 2). Parmi les isolats provenant de I'hévéa, deux
groupes semblent avoir évolué indépendamment: le premier correspond au clade des souches Casl
qui se sont révélées étre les plus agressives sur hévéa; le deuxieme rassemble trois clades
correspondant aux isoformes Cas3, Cas4 et Cas5 respectivement. Les souches représentatives de
ces trois classes toxiniques se sont révélées globalement moins agressives en inoculation que les
souches de la classe toxinique Casl, voire méme avirulentes (Chap. 3, Fig. 4 et tableau 3).

Les isoformes protéiques Cas3, 4 et 5 sont identiques entre elles dans la partie mature de la
protéine et ne difféerent que d’'un acide aminé (S au lieu de T) par rapport a la partie mature de Casl,
la forme toxinique initialement caractérisée (Chap. 3, Fig. 1) (Barthe et al. 2007; de Lamotte et al.
2007). Dans la partie mature de Casl, c'est cet acide aminé (T) qui porte le groupement sucré O-
méthyl mannose. Le réle joué par ce sucre dans la toxicité de la molécule n'est pas connu mais il a
été montré que la déglycosylation de certaines toxines pouvait entrainer la perte de leur activité. Par
exemple, la déglycosylation d'une phytotoxine associée a la maladie du flétrissement de la gaine du
riz (« sheath blight disease ») par une glucosidase extracellulaire produite par Trichoderma viride, a
eu pour effet d'inactiver la toxine (Shanmugam et al. 2001). La substitution de la thréonine par une
sérine pourrait-elle affecter la glycosylation de la cassiicoline et donc potentiellement sa toxicité ? Ceci
pourrait expliquer la plus forte agressivité des souches de la forme Casl par rapport aux souches des
formes Cas3, 4 et 5. Cependant, la sérine peut également étre O-glycosylée, ce qui n'est pas en
faveur de cette hypothese.

Dans le cas des isolats prélevés sur hévéa, la spécialisation par I'h6te (hévéa) aurait été
suivie d'une spécialisation géographique qui pourrait expliquer la séparation des isolats Cas3, 4 et 5
en deux groupes distincts : un clade correspondant aux isolats de Malaisie (Cas5) et un groupe
correspondant aux isolats brésiliens (Cas3 et 4) (Chap. 3, Fig. 2). Ce phénoméne de spécialisation
géographique pourrait s'étre effectué au cours de la domestication de I'hévéa, espéce originaire du

Bassin Amazonien qui a ensuite été implanté en Malaisie et Indonésie puis en Afrique.
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Les souches des clades Cas3 et Cas4 correspondent a des isolats endophytes prélevés au
Brésil, région encore indemne de CLF ; lls sont capables d'induire des symptédmes sur leur clone
d’origine, dans nos conditions d’inoculation contr6lées (Chap. 2, Fig. 4 et 5). Globalement les
symptdmes apparaissent plus tardivement que dans le cas d’'une souche pathogéene de type Casl et
sont plus faibles. Aucune activité transcriptionnelle des génes Cas3 et Cas4 n'a pu étre détectée
durant I'infection (Chap. 2, Fig. 7). Nous pouvons faire I'hypothése que ces isolats sont restés proches
d'une forme ancestrale présente au Brésil, ayant un mode trophique endophyte ou parasite peu
compétitif sur hévéa ne nécessitant pas I'intervention d’une forme de toxine tres agressive. A l'inverse,
I'évolution vers (ou I'acquisition de) la forme toxinique Casl, trés agressive sur hévéa, aurait contribué

a sélectionner un nouveau groupe de souches hautement compétitives sur hévéa.

Les isolats porteurs des formes toxiniques Cas2 et Cas2+6, tous issus d'autres plantes que
I'hévéa, sont plus éloignés en termes évolutif des isolats issus de I'hévéa et se retrouvent dans des
groupes génétiques ne présentant pas de spécialisation par I'héte (Chap. 3, Fig.2 et 3). De plus, ils se
sont révélés avirulents ou treés faiblement agressifs sur hévéa dans nos conditions d'analyses, ce qui
suggere que I'hévéa ne fait pas partie de leurs hétes privilégiés (Chap. 3, Fig. 4). Il sera intéressant de
tester leur agressivité ainsi que I'expression des géenes Cas2 et Cas6 en condition d’inoculation,
comparativement sur hévéa et sur leurs hdtes d’origine, pour vérifier cette hypothése.

La forme toxinique Casl n’est clairement pas la seule responsable de la pathogénie de C.
cassiicola sur hévéa. En effet, des souches dépourvues de géne de cassiicoline (classe toxinique
Cas0) peuvent néanmoins engendrer des symptdémes sur hévéa, suggérant qu’'un autre effecteur que
la cassiicoline pourrait étre responsable de la pathogénie de ces souches sur hévéa (Chap. 3, Fig. 4).
Il en est de méme pour les souches endophytes générant des symptdomes a priori sans intervention

des genes Cas.

L'analyse phylogénétique globale des souches de I'ensemble de notre collection a révélé une
importante diversité confirmant de nombreux travaux utilisant divers marqueurs neutres (markers
(Darmono et al. 1996; Silva et al. 1998; Saha et al. 2000; Silva et al. 2003; Romruensukharom et al.
2005; Nghia et al. 2008; Dixon et al. 2009; Qi et al. 2009). Une bonne concordance entre
'appartenance des isolats a une classe toxinique et leur appartenance a un groupe génétique a pu
étre observée ce qui suggére que ces formes toxiniques jouent un réle important en terme évolutif
pour les groupes de souches concernés (Chap. 3, Fig. 3). Les isolats Cas0, quand a eux, se
retrouvent dans tous les groupes génétiques et certains clades sont constitués exclusivement d’isolats
Cas0. La classe toxinique CasO signifiant I'absence de détection d'isoforme de géne Cas pourrait

recouvrir une certaine diversité en termes d’effecteurs.
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L’hypothése d'une spécialisation des isolats par I’h6te (en prenant en compte I'héte sur lequel

ont été prélevés les souches) est relativement bien confirmée par I'analyse phylogénétique globale,

méme si certains isolats issus de I'hévéa sont regroupés avec des isolats prélevés sur d’autres

plantes hétes. Néanmoins, il faudra tester ces souches en inoculation sur d’autres plantes que I'hévéa

pour déterminer leur gamme héte effective. En effet, il semblerait que C. cassiicola posséde une

gamme d’hbtes spécifique et non pas un héte unique. Il peut y avoir deux explications possibles a ce

phénomeéne :

1)

2)

La cassiicoline pourrait étre efficace en tant qu’effecteur de pathogénie sur plusieurs espéces
hétes différentes. En effet, elle peut engendrer des symptdmes sur d’autres plantes que
'hévéa mais selon une gamme hoéte restreinte (Barthe et al. 2007). Dans I'’hypothése ou la
cassiicoline est une toxine hote spécifique, cela sous-entend que seules les plantes porteuses
du facteur spécifique de sensibilité a Casl seront réactives vis-a-vis de la toxine.

Il pourrait y avoir cumul de plusieurs effecteurs dans une méme souche contribuant a élargir
la gamme héte. Nos résultats montrant la présence de deux génes codant pour des isoformes
différentes de cassiicoline dans une méme souche (Cas2 et Cas6) appuient cette hypothese,
de méme que la mise en évidence d’une autre fraction toxique, de nature non protéique, dans
le filtrat de culture de la souche CCP. Différentes combinaisons d'effecteurs pourraient
contribuer a définir des races ayant des spécificités d’héte ou des préférences clonales
distinctes, comme dans le cas de P. tritici-repentis chez le blé (Ciuffetti et al, 2010). Dans le
cas de I'hévéa, la définition de races d'aprés les préférences clonales des souches est
ambigle et difficile a appliquer car il n'existe a priori pas de couple de clones capable de

discriminer 'ensemble des souches.
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|. Conclusions

Nos résultats renforcent I'hypothése du réle déterminant de la cassiicoline en tant qu’effecteur
de la CLF chez I'hévéa intervenant dans les phases précoces de l'infection. Nous avons également pu
montrer que pour deux souches porteuses de la méme forme toxinique, I'agressivité était corrélée au
niveau d’expression du géne de cassiicoline, ce qui valide le modele quantitatif selon lequel
'agressivité des souches serait dépendante de la quantité de toxine produite. Cependant, il est
possible que d’autres effecteurs puissent avoir un effet additif a celui de la cassiicoline, comme le
suggeére la détection récente d’'une nouvelle fraction toxique en plus de la cassiicoline dans le milieu
de culture de la souche CCP. Par ailleurs, nous avons également montré que des souches de C.
cassiicola dépourvues de géne de cassiicoline pouvaient néanmoins étre pathogénes sur hévéa,
confirmant I'hypothése de I'existence d'autres effecteurs dont la nature chimique reste a déterminer.

Un autre résultat original de notre étude est la découverte de formes endophytiques de C.
cassiicola chez I'hévéa dans une zone jusqu’a présent indemne de CLF. La caractérisation de ces
isolats a permis de révéler la complexité du mode trophique de ce champignon chez I'hévéa. En effet,
sur feuilles sénescentes, ces isolats semblent capables d’avoir un développement de type saprophyte
(ou pathogéne de faible agressivité) ne faisant pas intervenir la cassiicoline.

Enfin, nos travaux ont mis en évidence une importante diversité nucléotidique du géne codant
pour la cassiicoline et I'existence d’au moins six isoformes protéiques différentes de cassiicoline
permettant de grouper les isolats en classes toxiniques. La concordance entre les groupes
phylogénétiques et les classes toxiniques suggere que ces toxines ont un rdle important en terme
évolutif, probablement lié & l'adaptation des isolats a leur hbte. En particulier, nous formulons
I'hypothése que I'évolution vers (ou I'acquisition de) la forme toxinique Casl, trés agressive sur hévéa,
aurait contribué a sélectionner un nouveau groupe de souches hautement compétitives sur hévéa.
Mais d’autres groupes phylogénétiques, montrant une potentielle spécialisation pour I'névéa, ont été
mis en évidence parmi les souches dépourvues de géne de cassiicoline et dont I'effecteur est encore
inconnu.

En conclusion, il sera nécessaire de tenir compte de la diversité des formes toxiniques et de
I'existence probable d’autres effecteurs, pour la mise-au-point d’'un biotest visant a déterminer la

sensibilité des clones d’hévéa a la CLF d’aprés leur sensibilité aux toxines produites par C. cassiicola.
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Il. Perspectives

Il. 1. Réle de la cassiicoline dans la pathogénie d e C. cassiicola chez
I'hévéa

Pour progresser concernant la compréhension du rdle de la cassiicoline dans la pathogénie
chez I'hévéa, une perspective a court terme sera de réaliser des mutants perte et gain de fonction par
transformation génétique de C. cassiicola. La perte de fonction de Casl dans la souche pathogéne
CCP permettrait non seulement de valider d’'un point de vue fonctionnel le réle de Casl mais
également d’évaluer la part du deuxieme effecteur éventuel dans la pathogénie. A l'inverse, l'insertion
du géne Casl dans une souche avirulente dépourvue de géne de cassiicoline permettrait, si cette
souche devient effectivement pathogene, de valider incontestablement le réle de Casl dans la
pathogénie sur hévéa. Ces souches mutées pourront également étre testées sur d’'autres plantes que
I'hévéa pour analyser le caractere hote-spécifique de Casl.

Il faudra également poursuivre I'analyse de I'expression des génes Cas pour Vérifier lesquels
sont fonctionnels et dans quelles conditions ils s’expriment. Pour cela, les études d’expression en
condition d’'inoculation contrélées seront poursuivies, avec des temps d'analyse plus précoces (<24h
post-inoculation) pour détecter d’éventuels pics d’expression transitoires associées aux phases trés
précoces de l'infection, mais aussi des points plus tardifs (sur feuilles sénescentes) pour tenir compte

des différents modes trophiques du champignon.

L’analyse phylogénétique a révélé une probable spécialisation en fonction de I'héte qui doit
maintenant étre confirmée sur un plus large panel de souches provenant d’hétes diversifiés au sein
d'une méme région géographique. L'utilisation de marqueur(s) supplémentaire(s) tels que le gene
d’actine (Dixon et al. 2009) pourrait permettre d’améliorer la définition des groupes phylogénétiques.
L'étude des préférences clonales d'un plus grand nombre de souches issues de chaque groupe
génétique, devraient permettre de confirmer I'hypothése de la spécialisation par I'hn6te des isolats et
ainsi définir des profils de pathogénie types pour les différents groupes. Pour la poursuite des
analyses de pathogénie, il conviendra de modifier notre protocole d’'inoculation en raccourcissant le
temps de lecture des symptébmes a 5 jours maximum, afin de différencier les effecteurs de
nécrotrophie d'autres effecteurs potentiellement associés a un développement de type saprophyte. En
effet, les inoculations sont réalisées sur des feuilles en survie dont la sénescence s’accentue avec le

temps, pouvant favoriser alors un développement de type saprophyte des souches inoculées.

Il. 2. Quelles perspectives pour le controle de la  maladie ?

Nos résultats ont démontré que la cassiicoline ne suffit pas a expliquer la pathogénie de
toutes les souches de C. cassiicola sur hévéa et que plusieurs effecteurs pourraient agir
conjointement. Le développement d’'un biotest fiable et efficace représentatif de la pathogénie globale

de C. cassiicola sur I'hévéa nécessite de tenir compte de la diversité des effecteurs.
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Pour cela, il est nécessaire de poursuivre la purification et la caractérisation fonctionnelle des
différents effecteurs de pathogénie du champignon, a partir de souches représentatives des différents
groupes phylogénétiques.

Deux approches peuvent étre suivies pour isoler les autres isoformes de cassiicoline. Elles
peuvent étre purifiées a partir du filtrat de culture du champignon, a condition que le gene soit
fonctionnel, exprimé in vitro, et que les protéines produites soient également fonctionnelles, en
adaptant le protocole validé pour la cassiicoline Casl. Elles peuvent également étre produites sous
forme recombinante par expression du géne Cas en systéme hétérologue, soit sous contrble de son
propre promoteur, soit sous contrdle du promoteur du gene Casl ou encore sous le contr6le d’un
promoteur inductible. L'expression en systeme hétérologue (Pichia pastoris) de toxines HSTs a été
réalisée avec succes pour PtrToxB de P. tritici-repentis (Martinez et al. 2004) et SnTox3 de S.
nodorum (Liu et al. 2009) tous deux pathogenes du blé. Pour les effecteurs autres que la cassiicoline,
seule I'approche biochimique est envisageable mais la mise-au-point du protocole est plus empirique
car la nature des nouveaux effecteurs est encore inconnue.

Nous proposons d'utiliser une méthode d’'analyse pas conductimétrie pour quantifier 'impact
des toxines purifiées sur hévéa. La nécrose induite par la cassiicoline s’accompagne de dégradations
membranaires générant des fuites d’électrolytes qu'il est possible de quantifier par conductimétrie.
Cette méthode pourrait s’avérer plus simple a mettre en ceuvre et plus précise que celle consistant a
estimer la surface de nécrose d’induite. Ce biotest permettant de tester la sensibilité/résistance des
clones vis-a-vis de chacune des isoformes de toxines isolées sera utile a la fois comme aide a la
recommandation clonale et comme outil de sélection. Le criblage de la sensibilité d'individus issus de
divers croisements ainsi que l'utilisation de marqueurs moléculaires devraient permettre de mieux
comprendre le déterminisme génétique de la sensibilité/ résistance des clones d’hévéa vis-a-vis de

chaque forme toxinique.

Les différents outils moléculaires développés au cours de cette thése pourront étre utiles
également pour le diagnostique et le suivi épidémiologique de la maladie. Nous avons testé la
possibilité de diagnostiquer la présence du champignon par PCR a partir d’ADN génomique provenant
de Iésions foliaires en utilisant des amorces spécifiques des ITS de C. cassiicola. Ces tests ont été
faits a partir de lésions de feuilles symptomatiques de plusieurs clones d’hévéa provenant de
plantations au Ghana et Céte d'ivoire et se sont révélés efficaces pour détecter la présence de C.
cassiicola. La qualité des séquences obtenues a montré que les amorces utilisées étaient trés
spécifiques du champignon. Compte tenu de la grande diversité de symptédmes associée a la CLF en
plantation, ce test PCR pourrait étre d’'une grande aide pour diagnostiquer la maladie.

Nous avons par ailleurs défini des amorces communes a tous les genes Cas ainsi que des
amorces spécifiques de chacune des isoformes de cassiicoline, ce qui devrait permettre de compléter
le diagnostique en précisant a quelle classe toxinique appartient la souche détectée. Ce test PCR
pourrait s’avérer trés utile pour suivre I'évolution ou la migration des populations de C. cassiicola sans

passer par une étape d’'isolement des souches
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Enfin, de nombreuses espéces de champignons ont été isolées a partir de feuilles
asymptomatiques d’hévéa de plantation provenant du Brésil, parmi lesquelles des souches de C.
cassiicola. Les résultats préliminaires obtenus suite a des tests d’antagonisme de croissance se sont
montrés encourageants. Ces premiers tests in vitro doivent maintenant étre complétés par des
analyses in planta pour confirmer I'antagonisme. Ces travaux ouvrent de nouvelles perspectives pour

le développement de stratégies de lutte biologique.
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Annexe

Rubber tree endophytes as antagonists of the leaf p  athogen

Corynespora cassiicola
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1. Clermont Universités, Université Blaise Pascal, UMR-PIAF, BP 10448, F-63000 Clermont-Ferrand Cedex,
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2. CIRAD, UMR-DAP, TA A96/03, Avenue Agropolis, 34398 Montpellier cedex 5, France.

3. Department of Plant Sciences and Landscape Architecture, 2112 Plant Sciences Building, University of
Maryland, College Park, Maryland 20742, usa

— Introduction

Corynespora cassiicola is an anamorphic ascomycete affecting a wide range of plants from tropical and
subtropical countries [1]. In rubber tree (Hevea brasiliensis), it is the causative agent of Corynespora Leaf
Fall Disease (CLFD) which is responsible for important yield losses in Asia and Africa, where most natural
rubber is produced. This disease, however, is still absent from South American rubber plantations. Biocontrol
may be an interesting method to fight the disease considering the important cost and ecological damages
associated with chemical treatments at plantation scale. In this view, the search for fungi showing
antagonism against C. cassiicola among the endophytes leaving in rubber tree tissues seems promising.

We analysed the antagonistic potential of 43 fungal endophytes (Trichoderma, Pestalotiopsis and
Colletotrichum spp) isolated from rubber trees in Peru, against a virulent strain of C. cassiicola.
Pestalotiopsis aff. Palmarum and Trichoderma harzianum were recently identified as the most represented
fungal endophytes in wild rubber trees from Peru [2]. The antagonistic effect of Trichoderma sp. against
specific fungal diseases has been well documented [3, 4], and Pestalotiopsis and Colletotrichum are known
producers of bioactive substances with antifungal properties [5-7]. Therefore, endophytes from these three
genera are good candidates for the identification of antagonists against C. cassiicola.

— Material & method
In vitro dual cultures
CCP: virulent C. cassiicola isolate from rubber tree,
Philippines.

E: rubber tree endophyte (Colletotrichum,

Pestalotiopsis or Trichoderma sp.) from Peru.

Dual Growth in dual
culture culture (DC)

‘i‘

RRIC 103

SO

Reference Growth in — . — -
culture control culture Fig. 1: CLF disease symptoms on
(€C) rubber tree

Culture t, Measures: 4 to 7 days*

Culture medium : Potato Dextrose Agar (PDA). Cultures were grown in the dark. C. cassiicola frontal

growth was measured when the whole Petri dish was covered with mycelium (4 or 7 culture days depending
on the endophyte growth speed). Control cultures were C. cassiicola alone. All cultures were performed in

triplicate. % of growth inhibition = 100 - [(DC/CC) * 100]
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Antagonism tests

Annexe

Fig. 2: C. cassiicola growth inhibition percentage (%GIl) in dual culture with rubber tree

endophytes. %Gl was calculated from the mean of 3 replicates, comparing dual cultures to

reference cultures. Statistical analysis was performed on the 43 combined isolates, using

Fisher's least significant difference (LSD) procedure (p >= 0,05). Asterisks (*) correspond to

isolates from leaves and others from sapwood; “p” corresponds to isolates from planted hevea

trees and others from wild hevea; hatching indicates isolates from Hevea guianensis and others

from Hevea brasiliensis.

Percentage of C. Cassiicola growth inhibition (%GI)
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—— Results

- Mutual antagonism between
CCP and Colletotricum sp. (A)
L and Pestalotiopsis sp. (B).
Mycoparasitism  between
CCP and Trichoderma sp. (C).

* Growth inhibition of C. cassiicola (15 to 30%) was observed with all endophytes, with:
- significant differences depending on the endophyte species within each genera
- no significant correlation with the endophyte origin, whether host species (H.
brasiliensis vs H. guyanensis), tissue (leaves vs sapwood) or domestication (planted vs
wild) (this would need confirmation with larger populations).

» Mycoparasitism was observed with Trichodermas sp only

1. Dixon, L.J., et al., Phytopathol., 2009. 99(9): p.
1015-1027. 2. Gazis, R. and P. Chaverri, Fungal
Ecology, 2010. 3(3): p. 240-254. 3. De Souza,
J.T. et al., Biological Control, 2008. 46(1): p. 36-
45. 4. Hanada, R.E. et al., Mycol Res, 2008.
112(Pt 11): p. 1335-43. 5. Inacio, M.L. et al.,
Biochemical Systematics and Ecology, 2006.
34(11): p. 822-824. 6. Tejesvi, M.V. et al., Fungal
Diversity, 2007. 24: p. 37-54. 7. Li, E. et al,
Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2008. 16(17):
p. 7894-7899.

—— Conclusion
Trichoderma sp are good candidates for the

biocontrol of C. cassiicola considering their strong
parasitism on this pathogen. Colletotrichum and
Pestalotiopsis have no parasitic potential on C.

cassiicola but they may produce soluble or volatile

compounds able to limit C. cassiicola growth.
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