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Résumé

Les cultures de bl¢ sont réguliérement exposées a une forte pression parasitaire exercée par un
cortege complexe d’agents pathogeénes capables d’attaquer les différentes parties de la plante. La
fusariose de I'épi ou FHB (Fusarium head blight), principalement causée par le champignon
ascomycete Fusarium graminearum, représente une préoccupation majeure, car cette maladie affecte
non seulement le rendement et la qualité¢ des grains, mais également leur état sanitaire via la
production in planta de mycotoxines. A ce jour, les méthodes de lutte reposent sur 1’utilisation
combinée de pratiques culturales adaptées, de traitements fongicides et de cultivars génétiquement
plus résistants. Toutefois, lors d’épisodes climatiques favorables et de fortes pressions parasitaires,
ces méthodes s’avérent incapables de controler efficacement le développement d’épidémies
dommageables pour les cultures, la raison étant la faible efficacité de la grande majorité des sources
de résistance présentes dans les variétés cultivées. Identifier des sources de résistance plus efficaces
et surtout plus durables représente aujourd’hui un objectif majeur. Une des alternatives a la recherche
de source de résistance classiques repose sur I’identification des facteurs clefs controlant la sensibilité
de la plante a un agent pathogéne, et leur utilisation pour générer des résistances considérées comme
potentiellement plus durables. De facon a identifier des génes de sensibilité du bl¢ au champignon £
graminearum, agent principal de la fusariose de 1’épi chez le blé tendre, nous avons mis en place, une
stratégie exploratoire a large échelle tenant compte de la diversité, de la dynamique et des spécificités
des événements moléculaires protéiques imputables aux deux protagonistes. Cette stratégie nous a
donné acces pour la premiere fois aux ajustements simultanés des protéomes végétal et fongique au
cours des €tapes précoces de ’interaction, et plus spécifiquement lors de la transition 48 — 72 hpi.
Ces résultats suggerent que la stratégie fongique s’ajuste de maniere dynamique au contexte du
développement du grain. De plus, la surreprésentation de motifs d’adressage chloroplastique
retrouvée au niveau des séquences protéiques des effecteurs fongiques, associée aux variations
d’abondances des protéines du chloroplaste, suggerent que cet organite pourrait €étre une des cibles
principales des effecteurs fongiques et un élément clé du processus de manipulation parasitaire. Enfin,
I’analyse fine du dialogue moléculaire contrdlant le développement de I’interaction entre différents
cultivars de blé avec différentes souches fongiques a permis de mettre en évidence I’existence d’un
core dual-protéome dont les seules variations quantitatives de ces composantes permettent
d’expliquer les différents niveaux de sensibilité ou d’agressivité observés. Ce corpus de résultats
permet de proposer la sensibilit¢é comme étant issue de processus moléculaires communs entre
différents fonds génétiques de blé et servira de base pour 1’élaboration de nouvelles sources de

résistance.

Mots clés : Sensibilité ; Dual-protéome ; Blé ; Fusarium graminearum ; Dialogue moléculaire






Abstract

Wheat crops are regularly exposed to high parasitic pressure from a complex procession of
pathogens that can infect different parts of the plant. Fusarium head blight, caused mainly by the
fungus Fusarium graminearum, is a major concern as it affects not only the yield and quality of grains
but also their health status through the production of mycotoxins. Currently, the most effective control
methods are based on the combined use of genetically more resistant cultivars, adapted cultivation
practices and fungicide treatments. However, during favourable climatic episodes and high parasitic
pressure, these methods are all unable to effectively control the development of damaging crop
epidemics, largely due to the relatively low efficacy of the sources of resistance present in cultivated
varieties. Identifying more effective and, above all, more sustainable sources of resistance is now a
major objective. One of the alternatives to the search for classical sources of resistance is based on
the identification of key factors controlling the plant's susceptibility to a pathogen, and their use to
generate resistances that are considered potentially more durable. In order to identify wheat
susceptibility genes to the fungus F. graminearum, the main agent of Fusarium head blight in wheat,
we have developed a large-scale exploratory strategy taking into account the diversity, dynamics and
specificities of the protein molecular events attributable to the two protagonists. This strategy allowed
to access for the first time to simultaneous adjustments of the plant and fungal proteomes during the
early stages of the interaction, and more specifically during the 48 — 72 hpi transition. These results
suggest that the fungal strategy adjusts dynamically to the context of grain development. Moreover,
the over-representation of chloroplast addressing motifs found in the protein sequences of fungal
effectors, associated with variations in the abundance of chloroplast proteins, suggest that this
organelle could be one of the main targets of fungal effectors and a key element in the parasite
manipulation process. Finally, the analysis of the molecular dialogue controlling the development of
the interaction between different wheat cultivars with different fungal strains revealed the existence
of a core dual-proteome whose only quantitative variations in these components explain the different
levels of susceptibility or aggressiveness observed. This corpus of results makes it possible to propose
susceptibility as resulting from common molecular processes between different wheat genetic

backgrounds and will serve as a basis for the development of new sources of resistance.

Keywords: Susceptibility; Dual-proteome; Wheat; Fusarium graminearum; Molecular dialogue
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Introduction

I — La manipulation des processus de I’hote détermine le devenir de ’interaction

Dans leur environnement, les plantes sont réguliérement soumises a des pressions biologiques
qui, dans certains cas, peuvent aboutir a 'apparition de maladies susceptibles de compromettre leur
développement. Ces agressions sont générées par un cortége complexe d'agents pathogénes et de
ravageurs capables d'investir les différents compartiments de la plante (e.g. racines, tiges, feuilles,
fruits). Parmi la grande diversité des agents pathogenes attaquant les plantes, les champignons sont
responsables d’un plus grand nombre d’épidémies que tout autre groupe de phytoravageurs (tels que
les virus, les bactéries ou les insectes) (Gladieux et al., 2017). On estime qu’environ 10% des especes
fongiques identifiées peuvent induire une maladie chez plus de 10 000 plantes différentes (Horbach
et al, 2011). Lorsqu’une interaction plante — champignon pathogene est établie, les intéréts de la
plante et de I’agent pathogene sont contradictoires, engendrant ainsi une dynamique évolutive entre
les deux protagonistes via la mise en place de différentes stratégies de défense chez 1’hdte et de
manipulation chez le champignon. Cette dynamique enferme les partenaires de 1’interaction dans un
cycle évolutif sans fin marqué par une course a I’armement ou I’un des protagonistes va tenter de
prendre 1’avantage sur 1’autre (Woolhouse et al., 2002). La coévolution établie entre les plantes et les
champignons pathogénes a ainsi permis la mise en place d’un ensemble complexe de mécanismes de
défense chez 1’hote auquel les agents pathogenes ont répondu en développant des stratégies de
contournements. Ce modele de coévolution imaginé par Leigh Van Valen a 1’échelle de I’individu
(van Valen, 1973), a trouvé plus récemment une traduction au niveau moléculaire dans le modele de
Jones and Dangl (2006). Cette coévolution moléculaire (couramment appelé « Modéele Zig-Zag ») se
base sur le concept linéaire et binaire d’interaction géne-pour-géne €élaboré par Flor dans les années
1970 (Flor, 1971). 11 peut étre décomposé en trois étapes successives : (i) détection du bioagresseur
et induction de mécanismes de défense non-spécifiques de I’agent pathogeéne (PTI, Pattern Triggered
Immunity), (i1) réponse de 1’agent pathogene qui synthétise des molécules appelées « effecteurs »

permettant de court-circuiter ce premier niveau de défense et, (iii) induction d’un deuxiéme niveau
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d’immunité via la reconnaissance spécifique de certains de ces effecteurs (ETI, Effector Triggered
Immunity) (Jones and Dangl, 2006). Par la suite, pour qu’une relation plante-pathogeéne soit
considérée comme compatible, le champignon devra étre capable de surmonter les réponses
immunitaires spécifiques de la plante. Toutefois, il ne faut pas oublier que le modele « Zig-Zag » est
trés simplificateur. Des études récentes semblent en effet indiquer que les relations entre les plantes
et leurs pathogénes ne reposent pas uniquement sur des interactions geéne-pour-géne, ni sur une
dichotomie aussi marquée entre les mécanismes de défense basaux et spécifiques que ce qui est
suggéré par le modele « Zig-Zag » (Kanyuka and Rudd, 2019). Le clonage récent de nouveaux genes
de résistance aux maladies fonctionnant dans des interactions geéne-pour-gene, mais ressemblant
structurellement a des récepteurs de reconnaissance a large spectre, contribue a rendre moins claire
la distinction entre PTI et ETI (Kanyuka and Rudd, 2019). Ces résultats ont conduit a 1’¢laboration
d’un nouveau modele basé, pour I’essentiel, sur une répartition spatiale des différentes formes
d'immunité des plantes notamment vis-a-vis de la localisation intracellulaire ou extracellulaire du site
de reconnaissance des agents pathogénes (van der Burgh and Joosten, 2019). Cela dit, le modéle
« Zig-Zag » a I’avantage de montrer de maniere trés simple comment les agents pathogenes assurent,

via la synthése de leurs effecteurs, le contournement des défenses des plantes.

a) Les effecteurs fongiques, acteurs clés de la manipulation parasitaire

L’¢établissement d’une interaction compatible, c’est a dire pénétrer les tissus de la plante, les
coloniser et s’y développer passe obligatoirement par la suppression ou la diminution de la réponse
immunitaire de 1’hote (Mukhtar ef al., 2011 ; Torufio et al., 2016). Pour cela, 1’agent pathogene
synthétise des molécules appelées effecteurs qui sont les acteurs moléculaires de la manipulation
parasitaire (de Wit ef al., 2009). Bien que quelques exemples d’effecteurs aient ét¢ identifiés comme
¢tant des micro-ARN (Jian and Liang, 2019), ou des métabolites secondaires (de Wit, 2016 ; Lo Presti
et al., 2015), la grande majorité des effecteurs fongiques connus sont de nature protéique (de Wit et
al., 2009 ; Lo Presti et al., 2015 ; Stergiopoulos and de Wit, 2009). Une des difficultés majeures dans
1’¢étude des effecteurs réside dans leur identification puisqu’ils se caractérisent par 1’absence de motifs

conservés dans la séquence protéique, notamment chez les champignons phytopathogenes
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(Sperschneider et al, 2018). La multiplication des séquences de génomes d'agents pathogénes
fongiques a permis I’acquisition d’une quantité énorme de données pouvant étre analysée pour la
recherche d'effecteurs candidats (Alouane et al., 2018 ; Cuomo et al., 2007 ; Plissonneau et al., 2017,
2018). Ces analyses peuvent étre complétées, au cas par cas, par des données d’expression issues
d’analyses transcriptomiques, protéomiques et métabolomiques. L’analyse comparée par recherche
de similarit¢ de séquence peut également €tre vue comme un moyen d’identifier de nouveaux
effecteurs a condition qu’une homologie suffisante existe. Cette approche de type « Géne candidat »
a entre autres permis I’identification chez Laccaria Bicolor de plusieurs effecteurs présentant une
forte homologie avec des effecteurs déja connus chez la rouille et d’autres champignons (Martin et
al., 2008) ainsi qu’avec un gene homologue au gene ToxA de Pyrenophora tritici-repentis chez
Septoria nodorum (Friesen et al., 2006). Malgré le faible degré de conservation de la séquence parmi
les effecteurs fongiques, I’analyse d’un ensemble important d’effecteurs candidats a tout de méme
permis d’identifier quelques caractéristiques structurales qui semblent récurrentes chez ce type de

protéines.

En premier lieu, les génes codant pour les effecteurs sont souvent localisés dans des régions
génomiques a évolution rapide (Raffaele and Kamoun, 2012 ; Rep and Kistler, 2010 ; Sperschneider
etal., 2016). La présence des genes fongiques codant pour les effecteurs dans des régions génomiques
variables pourrait s’expliquer par le fait que cela favorise I'évolution rapide et la diversification de
ces genes (Rep and Kistler, 2010). Les effecteurs sont ¢galement décrits comme étant des protéines
de faible poids moléculaire possédant une teneur €levée en cystéine, leur permettant probablement
d’étre plus facilement sécrétées et de mieux résister a la dégradation par les protéines enzymatiques
végétales présentent dans le compartiment péri-plasmique (Sperschneider et al., 2016). La sécrétion
des effecteurs constitue d’ailleurs une autre caractéristique partagée des protéines effectrices. Ce
dernier point est particulierement intéressant puisque, contrairement aux systémes de sécrétions
aujourd’hui trés bien caractérisés chez les bactéries (Coburn et al., 2007 ; Deng et al., 2017 ;
Nivaskumar and Francetic, 2014 ; Wallden et al., 2010), les mécanismes permettant la sécrétion et

I’internalisation des effecteurs fongiques dans les cellules végétales sont encore trés mal connus.
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Certains champignons phytopathogénes mettent en place des structures d’infection/nutrition appelées
haustoria qui correspondent a une invagination de la membrane plasmique de la cellule hote et qui
pourraient permettre la sécrétion des effecteurs (O’Connell and Panstruga, 2006 ; Panstruga and
Dodds, 2009). D’autres structures, telles que le BIC (Biotrophic Interface Complexe) chez
Magnaporthe oryzae (Giraldo et al., 2013 ; Khang et al., 2010 ; Mosquera et al., 2009) ou des hyphes
infectieux chez Ustilago maydis (Freitag et al., 2011), ont pu étre observées dans certaines
associations plante-champignon. Cependant, pour un grand nombre de champignons phytopathogéne,
aucune de ces structures n’a encore pu étre observée. La prédiction d’une possible sécrétion des
effecteurs candidats peut alors se faire via la recherche de motifs fréquemment identifiés dans des
protéines fongiques co-localisant dans la cellule de 1’hote. Par exemple, un profil hautement conserveé
de sept acides aminés «KRSIDELD» a été identifié¢ au niveau de l'extrémité C-terminale de 25 protéines
sécrétées du basidiomycete Piriformospora indica (Zuccaro et al., 2011) ou encore le motif
« Y/F/WxC » retrouvé dans une cinquantaine d’effecteurs chez Blumeria graminis (Godfrey et al.,
2010 ; Pedersen et al., 2012) et Diplocarpon rosae (Neu and Debener, 2019). Actuellement, aucune
preuve formelle confirmant I’implication de ces motifs dans I’entrée des effecteurs fongiques a
I’intérieur des cellules de la plante n’a pu étre apportée bien que plusieurs travaux expérimentaux
indépendants permettent de supposer qu’une partie des effecteurs fongiques les possédant sont bien
internalisés dans les cellules végétales (Rafiqi ef al., 2010). La visualisation de protéines fongiques a
I’extérieur des cellules du champignon a ainsi permis de créer deux grandes catégories d’effecteurs,
(1) les effecteurs extracellulaires co-localisants dans le xyléme ou dans le compartiment apoplasmique
de la plante hote et, (ii) les effecteurs cytoplasmiques visibles a ’intérieur de la cellule hote (Salcedo
et al., 2017) et co-localisants directement dans certains organites de la plante (de Torres Zabala et al.,
2015). C’est le cas par exemple des effecteurs CTP1, CTP2 et CTP3 du champignon Melampsora
larici-populina qui s’accumulent au niveau des chloroplastes et des mitochondries du tabac afin de
controler la circulation protéique dans les cellules végétales (Petre et al, 2016a) ou encore de
I’effecteur MIp124478 chez le méme agent pathogeéne qui s’accumule dans les noyaux d’Arabidopsis

thaliana et du tabac afin de bloquer les réponses immunitaires de la plante (Ahmed et al., 2018).
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Ainsi, dans le cadre d’une interaction plante-pathogene, les effecteurs jouent un role clé dans le succes
de I’infection en étant impliquée dans la manipulation de la structure et des fonctions physiologiques
de la cellule hote, et plus particulierement de ses mécanismes de défense (Kamoun, 2006). En effet,
si on analyse I’importante diversité des mécanismes de défense décrite chez les plantes, on peut
trouver des exemples de manipulation parasitaire permettant de tous les contourner.
b) Adaptation passe-muraille

La premiére défense des plantes correspond a la paroi pectocellulosique qui, outre son role
dans le maintien de la forme de la cellule, représente également une barriére physique protectrice trés
efficace contre de nombreux agents pathogénes (Hematy et al, 2009). Lorsqu’un champignon
rencontre un hote potentiel, la premicre étape de I’infection consiste généralement a passer cette
muraille dans laquelle est enfermée la cellule hote. Pour réaliser cela, les champignons
phytopathogenes ont développé un arsenal trés diversifié d’effecteurs généralement résumé sous le
terme générique de Glycoside hydrolases ou glycosidases (Glass et al, 2013). Les Glycoside
hydrolases correspondent a des familles enzymatiques trés conservées chez les différents genres
fongiques soulignant ainsi leur importance pour les champignons. L’analyse des génomes de 131
especes fongiques a permis 1’identification de 453 CWDE (Cell Wall Degrading Enzymes) réparties
en 44 familles enzymatiques différentes qui vont permettre de dégrader de maniere efficace la paroi
végétale (Murphy et al., 2011).
¢) Inhibition de la perception de I’agent pathogeéne

On peut considérer que la réponse immunitaire des plantes débute réellement par la perception
de I’agent pathogene. Les cellules végétales possédent des systemes de perception sensibles
permettant la reconnaissance de molécules associées a un danger tel que la libération de débris
pariétaux appelés DAMPs (danger-associated molecular patterns) lorsque le champignon parvient a
passer cette premicre ligne de défense (Niihse, 2012). La perception du danger peut également se
faire via la détection de molécules caractéristiques des agents pathogenes appelées PAMPs (Pathogen-
Associated Molecular Patterns) ou MAMPs (Microbe-Associated Molecular Patterns) qui sont définis

comme étant des composants conservés au cours de 1'évolution dans des classes enticres d'agents

5






pathogeénes, car essentiels pour leur survie (Chisholm et al., 2006 ; Niirnberger and Lipka, 2005 ;
Thomma et al, 2011). Dans la littérature de nombreux PAMPs associés aux champignons
phytopathogeénes ont déja pu étre identifiés, tels que la chitine (Kaku et al., 2006 ; Lee et al., 2013 ;
Miya et al., 2007 ; Shimizu et al., 2010) ou I’ergostérol (Granado et al., 1995). Un moyen efficace,
¢laboré par les champignons pour contrer ces mécanismes de perception, consiste en différentes
stratégies de camouflage basées sur ’utilisation d’effecteurs extracellulaires permettant de perturber
la détection de 1’agent pathogeéne par la cellule végétale (Rovenich ef al., 2014 ; Sanchez-Vallet et al.,
2015). Parmi ces effecteurs extracellulaires, on retrouve des protéines possédant un domaine LysM,
connu pour étre impliqué dans la liaison a la chitine. Ce mécanisme a ét¢ découvert lors de 1’étude de
la protéine AVR4 de Cladosporium fulvum dont I’interaction avec les polymeres de chitine permet,
non seulement de protéger la paroi fongique contre les chitinases de la tomate, mais également de
diminuer la formation de PAMPs suite a la dégradation de la chitine (van den Burg et al., 2006 ; van
Esse et al., 2007). D’autres effecteurs de type LysM tels que Ecp6 de C. fulvum (de Jonge et al.,
2010), Slp1 de Magnaporthe oryzae (Mentlak et al., 2012) ou encore RsLysM de Rhizoctonia solani
(Dolfors et al., 2019) ont par la suite été décrits comme intervenant, non pas dans la protection de la
paroi, mais dans le camouflage des débris issus de la dégradation de la paroi fongique. D’autres
composants pariétaux tels que le glucane peuvent aussi étre la cible des effecteurs fongiques de fagon,
la encore, a perturber la détection de 1’agent pathogéne. C’est le cas par exemple de I’effecteur FGB1
(Fungal Glucan-Binding 1) identifié dans de I’interaction entre Piriformospora indica avec 1’orge ou
A. thaliana (Wawra et al., 2016).
d) Piratage des réseaux de transduction des signaux de danger

Lorsque 1’agent pathogeéne ne parvient pas a masquer sa présence, la perception des PAMPs et
DAMPs se fait par I’intermédiaire de récepteurs PRR (Pattern-Recognition-Receptors) localisés au
niveau de la membrane cellulaire (Zipfel, 2014). Les récepteurs de type PRR sont classés en deux
groupes distincts, les Receptor-Like Proteins (RLPs) et les Receptor-Like Kinases (RLKs) (Boutrot
and Zipfel, 2017 ; Couto and Zipfel, 2016). Les domaines extracellulaires des récepteurs PRR peuvent

présenter des motifs caractérisés par des répétitions de leucine (LRR), des motifs LysM, des motifs
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de type lectine ou des domaines de type facteur de croissance épidermique (EGF) (Saijo et al., 2018)
qui déterminent en grande partie la nature des ligands reconnus et induisent la transduction d’un signal
de danger suite & la détection d’un PAMP spécifique (Nicaise et al., 2009). A titre d’exemple,
OsCEBiP est le premier récepteur capable de reconnaitre spécifiquement les composés
oligosaccharidiques de la chitine identifié¢ chez les plantes (Kaku et al., 2006). 11 s'agit d'un RLP avec
un domaine extracellulaire contenant deux motifs LysM a l'extrémité N-terminale (Kaku ez al., 2006 ;
Kouzai et al., 2014). Chez le bl¢, le récepteur RLK STB6, récemment caractérisé, est impliqué dans
une relation de type geéne-a-géne avec le geéne d’avrirulence AviSTB6 de Zymoseptoria tritici
(Saintenac et al., 2018 ; Zhong et al., 2017). Les récepteurs PRR de la plante peuvent ainsi induire la
transduction du signal issu de la perception de I’agent pathogene via un réseau biochimique complexe
et permettre la mise en place d’une réponse immunitaire basale, que les agents pathogeénes peuvent
court-circuiter via leurs effecteurs. Irieda ef al. (2009) ont ainsi montré que 1’effecteur NIS1, présent
chez différents agents pathogenes tels que Magnaporthe oryzae ou Colletotrichum tofieldiae, ciblait
de maniéere spécifique les RLK BAKI1 et BIK1 en inhibant leurs activités kinase et par extension, la
réponse immunitaire médiée par ces RLK (Irieda et al., 2019).
e) Controle des mécanismes moléculaires et physiologiques induits par la détection du pathogeéne
Trés rapidement aprés la reconnaissance par les récepteurs PRR de PAMPs ou DAMPs, la
cellule végétale va subir une profonde modification de sa physiologie via I’induction d’un burst
oxydatif et la modification des flux d’ions de la cellule (Chinchilla and Boller, 2011). Le burst
oxydatif correspond a la production massive de molécules toxiques appelées ROS (Reactive Oxygen
Species) (Baker and Orlandi, 1995 ; Bolwell ef al., 2002). A cela, les agents pathogénes se sont
adaptés en développant des effecteurs cytoplasmiques ciblant les systemes de production de ces ROS,
tel que Pepl chez Ustilago maydis qui interagit de maniere directe avec la peroxydase POX12
permettant le controle du burst oxydatif (Hemetsberger et al., 2012). Le second mécanisme majeur
induit par la détection des PAMPs correspond a la modification des flux d’ions comme le calcium, le
potassium, le chlore ou encore I’hydron (Clough et al., 2000 ; Lecourieux et al, 2002, 2006 ;

Zimmermann et al., 1999). Ces changements incluent un afflux accru de Ca®" dans la cellule et un
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efflux de K" et d'anions nitrates entrainant une dépolarisation de la membrane plasmique initiatrice
de I’activation de diverses voies de signalisation associées aux réponses immunitaires (Shen et al.,
2017). La sortie des ions K" a pour conséquence immédiate 1’alcalinisation de I’apoplasme, le rendant
plus inhospitalier pour 1’agent pathogéne (Kudla ez al., 2010). Le méme mécanisme d’alcalinisation
de I’apoplasme a été observé chez certains agents phytopathogénes suggérant que ces derniers aient
pu s’adapter a cette contrainte biochimique (Masachis et al., 2016). Au cours de I’infection de 1'héte,
Fusarium oxysporum provoque une augmentation du pH extracellulaire, ce qui conduit a la
phosphorylation de la kinase fongique Fmk1 impliquée dans la croissance des hyphes invasifs du
champignon (Di Pietro et al., 2001 ; Masachis et al., 2016). Ce décalage de pH extracellulaire effectué¢
via un effecteur peptidique présentant une homologie avec les facteurs alcalinisants rapides des
plantes (RALF ; rapid alkalinization factor) (Murphy and De Smet, 2014) semble étre un mécanisme
de manipulation parasitaire trés conservé chez les pathogenes fongiques (Masachis ef al., 2016 ;

Thynne et al., 2017).

J) Détournement des voies de signalisation hormonales

Peu de temps apres la perception de 1'agent pathogeéne, une reprogrammation compléte de la
transcription des génes impliqués dans la signalisation hormonale a lieu (Di et al., 2016). Parmi la
grande diversité de phytohormones, les principales hormones végétales qui régulent les réactions de
défense sont 1’acide salicylique, I’éthyléne et I’acide jasmonique (Tsuda et al., 2009). De manicre
générale, I’acide salicylique joue un role clé dans la défense contre les agents pathogenes biotrophes
tandis que 1’¢thyléne et 1’acide jasmonique s’averent plus efficaces contre les agents pathogenes
nécrotrophes (Glazebrook, 2005). Cette spécificité des différentes hormones pourrait s’expliquer par
I'antagonisme observé entre les voies de production de I’acide salicylique et celles de 1’acide
jasmonique / éthyléne (Spoel and Dong, 2008 ; van der Does et al., 2013). D’autres hormones telles
que les auxines, I’acide abscissique, les cytokinines, les brassinostéroides ou les acides gibbérelliques
ont également été rapportées pour étre impliquées dans I'immunité des plantes via des actions
synergiques ou antagonistes (Mauch-Mani and Mauch, 2005). Il a par exemple été montré que 1’acide

salicylique permet I’inhibition de la germination des spores et de la croissance des colonies de
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Fusarium graminearum et de Harpophora maydis (Degani et al., 2015 ; Qi et al., 2012) et réduit
¢galement considérablement la croissance des hyphes d’Aspergillus flavus (Panahirad et al., 2014).
En réponse, de nombreux champignons phytopathogenes ont €élaboré des stratégies ciblant les voies
de biosynthése et d’accumulation des phytohormones telles que Ustilago maydis qui produit une
chorismate mutase appelée Cmul dont la fonction est de convertir le chorismate, précurseur de 1’acide
salicylique, en préphénate afin d’inhiber la production de I’hormone (Djamei et al., 2011). Une autre
stratégie utilisée par U. maydis consiste a dégrader directement I’acide salicylique par I’intermédiaire
d’une salicylate hydrolase, 1’effecteur Shyl (Rabe et al., 2013). D’autres agents pathogeénes
manipulent la plante en tirant profit de I’antagonisme des voies de synthese des différentes hormones.
Lors de ’interaction entre Botrytis cinerea et la tomate, le champignon produit lui-méme de I’éthyléne
afin d’inhiber la production d’acide salicylique par la plante (Cristescu et al., 2002). Enfin, il a été
démontré que certaines especes fongiques symbiotiques produisaient des cytokinines afin d’améliorer
la photosynthese des cellules végétales (Driige and Schonbeck, 1993 ; Wullschleger and Reid, 1990).
Un phénomene similaire pourrait exister chez certains champignons pathogeénes. En effet, il a été
montré qu’une souche de Magnaporthe oryzae déficiente dans la production de cytokinines présentait
une virulence trés réduite et une carence en éléments nutritifs (Chanclud et al., 2016). Les voies de
synthése hormonales semblent donc étre une cible importante lors de la manipulation parasitaire
puisqu’elles permettent de contrdler non seulement I'immunité de 1’hote, mais également 1’allocation
des ressources nutritives pour le champignon.
g) Syntheése des protéines PR et adaptation des agents pathogénes fongiques

Les mécanismes de défense des plantes se caractérisent également par la synthése de composés
antimicrobiens destinés a limiter ou stopper le développement de 1’agent pathogene in planta (Kim
et al., 2005), via I’épaississement de la paroi cellulaire de la plante par incrustation de callose, de
lignine, de composés phénoliques ou encore de glycoprotéines structurales (Benhamou and Rey,
2012 ; Dangl and Jones, 2001 ; Jones and Dangl, 2006). Le renforcement pariétal se traduit
généralement par la formation de nouvelles barriéres appelées papilles qui contribuent a retarder la

progression du pathogene dans les tissus de la plante ainsi qu’a diminuer la diffusion des enzymes de
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dégradation des parois et des toxines du champignon (Benhamou and Rey, 2012). En outre, les
mécanismes décrits précédemment (i.e. burst oxydatif, modification des flux d’ions, production des
ROS, des phytohormones, transduction de signaux induits par les récepteurs PRR) vont permettre
I’activation de génes de défense codant pour des « Pathogenesis-Related Proteins » (PR protéines)
définies comme étant des protéines synthétisées par la plante uniquement dans certaines situations de
stress telles que 1’attaque d’un agent pathogeéne (van Loon et al., 2006). Les protéines PR ont été
identifiées pour la premicre fois apres analyse de plants de tabac infectés par le virus de la mosaique
du tabac (van Loon and Van Kammen, 1970). Un total de 17 familles de PR protéines sont aujourd’hui
décrites, comprenant entre autres les B-1,3-glucanases, les chitinases, les protéines analogues a la
thaumatine, les peroxydases, les défensines, les thionines et les oxalate oxydases (Jain and Khurana,
2018). Parmi les différentes familles PR identifiées, une des plus étudiées est la famille PR-1. Les
protéines appartenant a cette famille sont décrites comme ayant une forte activité antifongique
conférée par leur capacité a se lier et séquestrer les ergostérols de la membrane fongique des
champignons permettant ainsi ’inhibition de la croissance du pathogéne (Gamir et al., 2017). Les PR
protéines sont également directement associées au développement de deux mécanismes de défense
particuliers, (i) la réponse hypersensible (HR) et, (ii) la résistance systémique acquise (SAR) (Jain
and Khurana, 2018). La HR est une réponse immunitaire provoquant la mort cellulaire programmée
dans la zone entourant le site d’infection. L’apoptose induite, rapide et localisée, se montre
particulicrement efficace contre les pathogenes biotrophes en limitant [’acceés aux ressources
nutritionnelles nécessaires au développement du pathogéne (Andersen et al., 2018 ; Greenberg and
Yao, 2004). Elle induit également 1’activation de voies de signalisation et de défense cellulaires
adaptées au niveau de la zone infectée puis dans la plante entiere (Chetouhi et al., 2015 ; de Wit et
al., 2009 ; van der Meer-Janssen ef al., 2010) via la mise en place de la SAR (Khodai-kalaki et al.,
2015 ; Thomma ef al., 2011). La SAR est décrite comme étant un processus permettant la mise en
place d’une réponse plus efficace face a une nouvelle agression basée sur I’activation des mécanismes
de défense de maniere préventive (Heath, 2000). Ainsi, les PR protéines permettent a la plante de se

défendre contre les pathogenes, sauf quand ces derniers parviennent a développer des mécanismes
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permettant d’en limiter Defficacité. Les champignons peuvent réduire directement 1’activité
enzymatique des PR en les dégradant par le biais d’effecteurs apoplasmiques de type protéase
(Muszewska et al., 2017). L’analyse de génomes fongiques a permis I’identification de protéases
sécrétées dont le profil d’expression soutient un role d’effecteur promouvant la colonisation et la
croissance de I'agent pathogene (Goodwin et al., 2011 ; Guyon et al., 2014 ; O’Connell et al., 2012).
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersicum sécréte une sérine protéase Sepl et une métalloprotéase
Mepl, qui agissent de manicre synergique pour cliver les chitinases hotes, empéchant ainsi leur
activité de dégradation des parois des cellules fongiques (Jashni ef al., 2015). La méme observation
a pu étre faite sur différents pathosystémes suggérant, selon les auteurs, que la dégradation de PR
protéines végétales par des protéases fongiques pourrait représenter un mécanisme général de
pathogénicité utilisé par divers champignons pour favoriser le développement de la maladie
(Naumann and Price, 2012 ; Soanes et al., 2007). D’autres adaptations permettant de cibler
spécifiquement les PR ont récemment ¢été¢ démontrées lors de I’interaction de P. nodorum avec le blé
(Breen et al., 2016). Dans leur étude, Breen ef al. (2016) ont montré que le champignon P. nodorum
utilise I’effecteur (SnTox3) afin de cibler différentes protéines appartenant a la famille PR-1 sans pour

autant que 1’activité protéase de I’effecteur soit établie.
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IT - Concepts de sensibilité et résistance chez les plantes

La résistance peut étre définie comme étant un « état » permettant soit de prévenir l'infection,
soit d’en limiter 1'étendue de fagon a réduire au maximum les dommages occasionnés par 1’agent
pathogene (Stenberg and Muola, 2017). Cet « état » peut €tre considéré comme la résultante des
processus de défense génériques précédemment cités et de processus moléculaires plus spécifiques
permettant la reconnaissance directe des effecteurs fongiques comme du « non-soi ». Cette
reconnaissance se fait grace a des protéines de résistance dite spécifique codées par les génes de
résistance (R). Généralement dominants, les génes R offrent soit une résistance totale (résistance
qualitative) soit partielle (quantitative) a un ou plusieurs agents pathogenes (Kourelis and van der
Hoorn, 2018). Historiquement, le premier géne de résistance cloné est Hm1 chez le mais, dont la
fonction est de détoxifier la toxine HC produite par Cochliobolus carbonum (Johal and Briggs, 1992).
Par la suite, des dizaines d’autres geénes de résistance ont été identifiés et clonés. Une récente méta-
analyse de 314 genes de résistance clonés a montré que la grande majorité d’entre eux codent pour
des récepteurs membranaires de surface ou intracellulaires, impliqués dans le déclenchement de neuf
mécanismes moléculaires différents (Kourelis and van der Hoorn, 2018). Or, comme pour tous les
mécanismes de défense basaux décrits précédemment, les résistances spécifiques induites par les
genes R sont elles aussi condamnées a €tre contournées.

a) Les limites des génes de résistance

Le succes du développement d’une maladie passe systématiquement par un processus de
manipulation complexe de 1’agent pathogene, élaboré via un véritable arsenal d’effecteurs. Cette
manipulation parasitaire va ainsi permettre a 1’agent infectieux de créer un environnement favorable
a son développement via le contournement a plus ou moins long terme des génes de résistances de la
plante. Dans le cas d’une plante d’intérét agronomique, la durabilité d’une résistance revét une
importance primordiale. Elle est définie comme le temps durant lequel une résistance reste efficace
alors que le cultivar la possédant est massivement cultivé dans un environnement favorisant la
maladie (Johnson, 1983). Outre I’identification de nouvelles sources de résistance, les recherches

actuelles ont ainsi pour objectif d’améliorer leur durabilité. Les études portant sur I’identification
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moléculaire des résistances ont montré que les résistances polygéniques étaient plus difficiles a
contourner que les résistances monogéniques (Lindhout, 2002). La faible durabilité des résistances
monogéniques peut étre illustrée par un grand nombre d’exemples issus de la littérature tels que le
gene Runl chez Vitis rotundifolia qui conférait une résistance totale a I’oidium (Feechan et al., 2015 ;
Pauquet et al., 2001). Dans ce cas, un isolat naturel d'oidium, Musc4, recueilli dans la région sud-est
de I'Amérique du Nord dont V. rotundifolia est originaire, s'est révélé capable de briser la résistance
conférée par RUNI, indiquant que 1'effecteur reconnu par la protéine RUN1 avait ét¢ muté ou avait
¢té complétement perdu par l'isolat Musc4 (Feechan et al., 2013). Concernant les résistances
polygéniques telles que 1’assemblage de plusieurs génes majeurs de résistance ou les QTL de
résistance (Quantitative Trait Loci) (Corwin and Kliebenstein, 2017 ; Wu et al., 2015), leur plus
grande durabilité pourrait provenir du fait qu’elle repose sur plusieurs facteurs de résistance ciblant
différents mécanismes de 1’agent pathogene (i.e. pyramidage). On peut supposer que lorsque 1’agent
pathogene est confronté a une résistance polygénique, ce dernier devra acquérir et fixer un nombre
de mutations plus important afin de la contourner. Des études réalisées sur la tavelure du pommier
ont ainsi montré que 1’utilisation de cultivars portant un seul QTL de résistance avait, au cours du
temps (i.e. 8 ans), induit la sélection de souches de Venturia inaequalis plus agressives, conduisant in
fine au contournement de la résistance (Caffier ef al., 2016). Le pyramidage de 3 QTL a permis de
relancer la résistance notamment parce que ces trois QTL n’agissaient pas au méme stade du cycle
infectieux du champignon (Laloi et al, 2017). Ainsi, si les QTL restent de bons candidats pour
I’amélioration de la résistance des plantes, leur identification reste longue et coliteuse par rapport a la
sélection de genes de résistance monogénique et I’introgression de QTL de résistance reste toujours
insuffisante pour transformer un cultivar sensible en cultivar résistant. Elle peut méme, dans certains
cas, conduire a l'apparition d’effets pléiotropiques indésirables (Steiner et al., 2017), comme
démontré dans le pathosystéme Solanum habrochaites — Phytophthora infestans (Haggard et al.,
2013). De plus, les QTL de résistance n’empéchent pas totalement 1’agent pathogeéne de se
développer. Le contournement des résistances de la plante, qu’elles soient qualitatives ou

quantitatives, est dii principalement aux phénomenes de sélection de 1’agent pathogene par le biais de

13






multiples mutations indépendantes (Mundt, 1990), par recombinaisons (Chen et al., 2017), par la
perte de génes d'avirulence reconnus par les génes R (Petit-Houdenot and Fudal, 2017) ou par dérive
génétique au niveau de la population de 1’agent pathogéne (Burdon et al., 2016). Déja en 1958, Flor
avait découvert chez Melampsora lini qu’environ trois spores sur deux millions devenaient virulentes
uniquement par mutation naturelle (Flor, 1958). En se basant sur les calculs de Drake et collaborateurs
(1998), Stam et McDonald ont calculé qu’environ 107 spores mutantes capables de vaincre un géne
R seraient produites par hectare au cours d’une journée en conditions optimales pour un organisme
tel que I’oidium (Drake ef al., 1998 ; Stam and McDonald, 2018). Tous ces événements génétiques,
rendus possible par le fait que la plupart des QTL et génes de résistance permet au moins un faible
niveau de reproduction de l'agent pathogeéne, conduit a un contournement plus ou moins rapide, mais
inévitable, de la plupart des résistances connues jusqu’a présent (Brown, 2015 ; Fabre ef al., 2015).
b) Le concept de sensibilité

L’étude des interactions hotes — pathogenes conduit généralement a penser que les mécanismes
moléculaires imputables aux deux protagonistes sont bénéfiques a celui qui les met en place. Or, si le
contournement des résistances de la plante associé a leur durabilité réduite semble suggérer une bonne
adaptation des agents pathogenes face a leur hote, on peut tout de méme se questionner sur
I’implication de la plante elle-méme dans le succes de I’infection. En effet, 1'observation selon
laquelle la résistance aux maladies peut également étre héritée de maniere récessive indique que les
agents pathogenes peuvent directement tirer profit des fonctions de 1’héte (Huckelhoven, 2005). Les
fonctions ainsi détournées sont appelées facteurs de sensibilité (S). La premiére mention du terme
«Facteur de Sensibilité » remonte a 1990 (Fraser, 1990). Fraser, travaillant alors sur la génétique de
la résistance des plantes contre les virus, a émis I’hypothese que la plante pouvait avoir un role direct
dans le succes de la maladie, puisque les fonctions cellulaires et le métabolisme primaire de la cellule
végétale fournissent les €léments de base a la multiplication du virus (Heinlein, 2015). Par exemple,
différentes composantes de ’appareil de traduction des cellules végétales comme les hélicases de
type elF4A, elF3, eEF1A et eEF1B contribuent a la réplication du virus (Sanfacon, 2015). Plus

récemment, le terme de « Géne de sensibilité ou Gene S » a été proposé pour la premicre fois en
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dehors d’un systéme plante — virus par Eckardt en 2002 apres la découverte d’une nouvelle forme de
résistance contre le mildiou résultant de la perte de la fonction du géne PMR6 chez A. thaliana
(Eckardt, 2002 ; Vogel et al., 2002). Ce n’est qu’en 2014 que van Schie et Takken ont véritablement
posé les bases de la notion de sensibilit¢ des plantes en lui apportant une définition claire. La
sensibilité correspond a 1I’ensemble des mécanismes par lesquels les geénes de la plante contribuent a
la réussite de I’infection (van Schie and Takken, 2014). Elle peut étre ainsi vue comme une résultante
du processus de manipulation parasitaire qui va permettre a l’agent infectieux de créer un
environnement favorable a son développement via son arsenal d’effecteurs. Dans leur revue, les
auteurs proposent trois catégories de génes de sensibilité : (1) les génes permettant une compatibilité
de base facilitant la reconnaissance et la pénétration de l'hdte, (ii) les genes codant pour des
régulateurs négatifs des défenses de la plante et, (ii1) les genes permettant a 1’agent pathogene de

satisfaire ses besoins métaboliques et sa prolifération (van Schie and Takken, 2014).

Genes S impliqués dans la reconnaissance de I’hote

L’interaction entre une plante et un agent pathogeéne débute lors de la rencontre des deux
membres du pathosystéme a condition que le pathogeéne puisse reconnaitre son hote. Plusieurs genes
S végétaux impliqués dans la reconnaissance de 1’hote par le pathogene ont déja pu étre identifiés.
C’est le cas du gene IRG1 (rust germ tube differentation]) connu comme étant impliqué dans la
compatibilit¢ de D’interaction entre Medicago truncatula et les champignons phytopathogénes
Phakopsora pachyrhizi, Puccinia emaculata et Colletotrichum trifolii. La mutation de ce gene, qui
code pour le facteur de transcription a doigts de zinc Cys(2)His(2) PALM1, entraine une réduction a
la surface des feuilles de plus de 90 % des alcools primaires en C30 et une augmentation des alcanes
en C29 et C31 par rapport au type sauvage (Uppalapati et al., 2012). La perte des cristaux de cire
épicuticulaire en C30, nécessaires aux champignons pour reconnaitre leur hote, est a I’origine du
passage de la plante au statut de non-hote (Uppalapati et al., 2012). De la méme maniére, la perte de
fonction du géne CYP83A1 codant pour le cytochrome P450 83 A1 monooxygenase chez Arabidopsis

thaliana implique une diminution drastique de la germination et de la formation d’appressorium /
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conidiophores par Erysiphe cruciferarum a la surface des feuilles (Weis et al., 2014). La perte de
sensibilité causée par la mutation cyp83al s’explique par une perte des signaux inductifs de 1'hote et
par une accumulation de métabolites probablement fongitoxiques (Weis et al., 2014). D’autres
exemples tels que les genes KCS1 et KCS6 de 1’orge codant pour des protéines impliquées dans
I'élongation des acides gras a la base des cires épicuticulaires des feuilles, se sont révélés nécessaires
a la reconnaissance de I’hote par différentes especes d’oidiums (Li ez al., 2018 ; Weidenbach et al.,

2014).

Genes S impliqués dans la régulation des défenses de la plante

Il est reconnu qu’en 1’absence d’attaque par un agent pathogene, 1’expression de la résistance
a un colt pour la plante (impact sur la fitness) ce qui impose une régulation fine des mécanismes
sous-jacents. De nombreux régulateurs positifs et négatifs ont été identifiés, certains étant clairement
ciblés par les agents infectieux et pouvant, de facto, €tre considérés comme des facteurs de sensibilité
(Abou-Attiaet al., 2016 ; Copeland et al., 2016 ; Fernandes et al., 2017 ; Yu et al., 2017). Des mutants
homozygotes impliquant une perte de fonction de certains de ces genes présentent des réponses
immunitaires plus fortes lors de I’infection comme par exemple le géne EDR1 dont la mutation
confére une résistance a 1’infection du champignon Erysiphe cichoracearum chez A. thaliana (Frye
et al., 2001). Ce geéne code pour une MAP3K impliquée dans la régulation négative des voies de
production de 1’éthyleéne (Frye ef al, 2001). Chez le riz, le géne ERF 922 a été décrit comme un
facteur de sensibilité pouvant étre utilisé par le champignon Magnaporthe grisea (Koga et al., 2004).
En présence du pathogéne, la plante surexprime le géne ERF 922 ce qui conduit & une augmentation
de la production d’acide abscissique avec pour conséquence un meilleur développement du
champignon (Koga et al, 2004). Les auteurs de 1’étude proposent que le champignon lui-méme
pourrait étre responsable de 1’activation de ce géne via 'utilisation d’un effecteur non identifié,
puisqu’un mécanisme de manipulation parasitaire similaire effectué par I’intermédiaire de 1’effecteur
cytoplasmique AvrPtoB, a déja été décrit lors de I’interaction de la bactérie Pseudomonas syringae et

Arabidopsis thaliana (de Torres-Zabala et al., 2007).
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Genes S impliqués dans la gestion des besoins métaboliques de [’agent pathogene

Ces genes de sensibilité sont impliqués dans le détournement de certains processus cellulaires
de I’hote au profit de la nutrition de 1’agent pathogeéne (van Schie and Takken, 2014). C’est le cas du
gene RACB de ’orge qui code pour une protéine dont 1’interaction avec la protéine végétale RIPb
permet I’hébergement et la croissance de 1’haustorium de Blumeria graminis dans les cellules
¢pidermiques des feuilles, ce qui contribue a assurer les besoins métaboliques du champignon
(McCollum et al., 2019 ; Scheler et al., 2016). D’autres exemples de manipulation parasitaire ciblant
les genes SWEET, qui codent pour des transporteurs de sucres, ont également été décrits (Chong et
al., 2014). Chong et collaborateurs ont rapporté que 1’infection par le champignon Botrytis cinerea
déclenchait chez la vigne une forte activation de 1’expression du géne SWEET4, un transporteur de
glucose situé¢ au niveau de la membrane de la cellule végétale, facilitant I'acquisition de sucres par
I’agent pathogene (Chong et al, 2014). Le ou les effecteurs responsables de cette manipulation
parasitaire n’ont toutefois pas pu étre identifiés contrairement au pathosystéme Oryza sativa —
Xanthomonas oryzae pour lequel I’effecteur bactérien TAL (Transcription activator-like) PthXol
impliqué dans ’activation de génes SWEET, a pu étre identifié (Chu ef al., 2006).
¢) Les génes de sensibilité comme une alternative pour améliorer la résistance des plantes ?

Si la résistance et la sensibilité correspondent & deux concepts bien distincts en termes de
processus moléculaires et physiologiques, leur résultante sur la fitness de la plante et sur la réussite
de I'infection par I’agent pathogeéne semble totalement opposée. Ainsi, I’identification de résistances
monogéniques récessives, ¢’est-a-dire de genes impliqués dans 1’établissement d’un état de sensibilité
de la plante hote pourrait étre une alternative complémentaire a 1’utilisation des génes de résistance.
En effet, I’utilisation de ces derniers apparait comme clairement limitée en termes de durabilité, a
I’image du geéne majeur de résistance STB6 du blé qui a été contourné en moins de trois ans par
Zymoseptoria tritici (Chartrain et al., 2005 ; Cowger et al., 2000) via une série de mutations non
synonymes au niveau des trois CDS du geéne codant pour I’effecteur AvrSTB6 (Zhong et al., 2017).

Dans le méme pathosysteme, les QTL de résistance ne résistent pas non plus trés longtemps, comme
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le montre I’érosion de la résistance quantitative du cultivar Madsen, efficace de 1990 a 1995 avant de
s’effondrer a partir de 1996 (McDonald and Mundt, 2016 ; Mundt et al., 2002).

De par la nature des mécanismes impliqués dans la sensibilité des plantes, il a été postulé que
les résistances résultant de 1’utilisation de variants alléliques de certains des génes S, pouvaient étre
plus difficiles a contourner par les agents pathogénes et donc avoir une plus grande durabilité. De ce
fait, I'utilisation de ce type de résistance, qui résulte d’une diminution de la sensibilité, pourrait
s’avérer €tre une alternative complémentaire a 1’utilisation de génes de résistance classiques. Si 1’on
considere un géne de sensibilité impliqué dans la régulation négative des défenses de la plante, il est
raisonnable de postuler qu’une inactivation de ce geéne va induire une activation constitutive des
mécanismes de défense chez la plante hote qui pourrait limiter significativement, voire bloquer, le
développement des agents pathogenes lors premiers stades de I’infection (Vogel and Somerville,
2000). De plus, il a été¢ montré que certains génes de sensibilité pouvaient participer au contrdle de
plusieurs processus physiologiques de la plante (WeBling et al., 2014), suggérant que 1’utilisation de
lignées portant des mutations affectant la fonction de ce type de gene aurait un impact tres fort sur le
développement in planta de 1’agent pathogene, en le privant de plusieurs fonctions essentielles et en
limitant fortement sa capacité a trouver des solutions alternatives pour poursuivre son développement
(van Schie and Takken, 2014). Dans leur revue, van Schie et Takken (2014) utilisent I’exemple des
agents pathogenes biotrophes obligatoires qui ne peuvent produire eux-mémes certains métabolites
essentiels a leur survie. Une résistance de la plante induite par la perte du géne de sensibilité dont la
fonction est d’assurer la production de ces métabolites, obligerait 1’agent pathogéne a acquérir tous
les processus métaboliques permettant de les synthétiser a la place de 1’hote (van Schie and Takken,
2014). Or acquérir de nouvelles fonctions est beaucoup plus long d’un point de vue évolutif que la
simple perte / modification de gene(s) Avr (van Schie and Takken, 2014), voire probablement
impossible selon la loi de Dollo (Dollo, 1893 ; Gould, 1970). Ceci montre qu’il est plus simple pour
un agent pathogeéne de perdre ou de modifier un/plusieurs effecteur(s) reconnu(s) par la/les protéine(s)
R de la plante, que de surmonter la perte du geéne de sensibilité¢ de 1'hote. L’exemple le plus parlant

est trés certainement celui du gene MLO dont il a été montré, il y a prés de quatre-vingts ans, qu'un
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mutant récessif conférait une résistance totale a I’oidium chez I’orge (Freisleben and Lein, 1942). Les
cultivars mlo, toujours cultivés aujourd’hui, continuent de conférer une résistance a toutes les souches

d’oidium (Biischges et al., 1997 ; Jorgensen, 1992 ; van Schie and Takken, 2014).

d) L’exploitation de la sensibilité pour améliorer la résistance n’est pas sans contreparties pour la
plante

Les genes de sensibilité, en dépit de leur action positive sur le développement des agents
pathogénes, n’ont pas été¢ éliminés par I’évolution. Cela suggere que ces genes ont des fonctions
essentielles au fonctionnement de la cellule végétale. La perte de fonction de génes impliqués dans la
régulation négative des défenses de la plante s’accompagne parfois d’effets pléiotropiques trop
importants pour avoir un intérét agronomique (Engelhardt ez al., 2018). Il a par exemple été montré
que la perte de sensibilit¢ du riz envers Xanthomonas oryzae, résultant de 1’utilisation d’alleles
récessifs du géne Os8N3, s’accompagnait d’une diminution de la production de pollen (Chu et al.,
2006 ; Yang et al., 2006). Parmi les 182 exemples de mutants affectés dans des geénes de sensibilité
compilés par van Schie and Takken (2014), 57 % présentent des effets pléiotropiques connus plus ou
moins graves pour la plante, incluant nanisme, dimorphisme des organes, augmentation de la
sensibilité a un autre pathogéne ou tolérance réduite envers certains stress abiotiques. Cependant, on
notera tout de méme que 43 % de ces mutants ne présentent pas d’autres effets visibles que la
diminution de la sensibilité envers 1’agent pathogene. De plus, les effets pléiotropiques observés lors
de la mutation de certains geénes S semblent étre dépendant de 1’espéce végétale et de
I’environnement. Par exemple, il a été observé une chlorose foliaire de type sénescence chez les
mutants mlo d'orge dans certaines conditions tres spécifiques, alors qu’aucun phénotype pléiotrope
¢vident n'a encore été noté chez les mutants mlo de la tomate (Bai ef al., 2008) et de la vigne (Pessina
et al., 2016). Bien que ces effets pléiotropiques aient parfois été rapportés chez des mutants mlo de
l'orge (Biischges et al., 1997), cette résistance reste, de loin, la source de résistance au mildiou la plus
utilisée chez l'orge de printemps cultivée en Europe (Pavan ef al., 2009). L’exploitation des geénes de
sensibilité dans I’objectif d’améliorer la résistance des plantes est clairement une stratégie complexe,

mais prometteuse. L’identification de « bons » genes S utilisables pour générer des résistances
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durables et utilisables en sélection demande une compréhension détaillée des mécanismes
moléculaires sous-jacents. Cette compréhension est essentielle afin de contréler les effets
pléiotropiques pouvant étre induits par leur mutation ainsi que pour prédire leur durabilité. Ainsi,
I’exploitation de résistances basées sur I’utilisation de génes de sensibilité, en complément des geénes
R majeurs et des QTLs de résistance, représente une stratégie prometteuse pour générer des

résistances efficaces et potentiellement durables.
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III — Sensibilité et résistance dans le cadre de la fusariose de 1’épi

a) La Fusariose de I’épi, une maladie particuliere

La fusariose de I’épi ou Fusarium head blight (FHB), décrite pour la premicre fois en
Angleterre en 1884 (Smith, 1884), est une maladie affectant la totalité¢ des céréales sur I’ensemble
des régions tempérées du globe (Goswami and Kistler, 2004 ; Parry et al, 1995). La premiére
particularité de cette maladie provient de I’importante diversité des agents pathogénes qui en sont
responsables. A ce jour, vingt-deux espéces fongiques appartenant aux genres Fusarium et
Microdochium ont été¢ décrites comme agents causaux de la maladie (Arseniuk et al., 1999). Sur un
méme épi de blé, plusieurs espeéces peuvent ainsi cohabiter sous forme de complexe fusarien
complexifiant 1’équilibre et la dynamique de I’interaction avec la plante (Xu and Nicholson, 2009).
Toutefois, en Europe, au Canada et aux Etats-Unis, I’agent principal de la fusariose de 1’épi est
Fusarium graminearum Schwabe (Hypocreales: Nectriaceae) (téléomorphe: Gibberella zeae)
(Brennan et al., 2003). Lors de conditions climatiques favorables, ce champignon peut attaquer toutes
les parties de la plante depuis les racines jusqu’aux épis et ce, a tous les stades ontogéniques de 1'hote
(Parry et al., 1995). Cette faculté de F. graminearum a pouvoir infecter des tissus ou organes aussi
différents (i.e. racines, feuilles ou épi) a différents stades ontogéniques de la plante rend 1’interaction
entre ce champignon et son hote treés atypique. Outre les différences de transcriptomes fongiques
observées lors de ’interaction de F. graminearum avec diftérentes especes de céréales (Harris ef al.,
2016), de précédentes études ont €galement montré que le transcriptome de F. graminearum présentait
des spécificités notables lors de I’infection de différents organes ou tissus d’'une méme espece
végeétale comme le blé (Lysee et al., 2011 ; Zhang et al., 2012b). La méme observation a pu étre faite
du c6té de la plante, ou les transcriptomes de six organes différents (glume, lemme, paléa, anthere,
ovaire et rachis) se sont révélés tres spécifiques lors de la réponse a une infection a F. graminearum
(Golkari et al., 2007). Ces caractéristiques suggerent une capacit¢ du champignon a adapter sa
stratégie infectieuse en fonction du tissus, de 1’organe ou du stage de développement de la plante,
associée a une réponse specifique de la plante hote (Wang et al., 2017). Cette situation complique

considérablement 1’étude de cette interaction dans le sens ou I’épi est un organe complexe composé
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de différents tissus. Une autre particularit¢ de cette maladie découle directement des spécificités
moléculaires induites par I’ontogénie de la plante. En effet, contrairement a la plupart des maladies
qui impactent généralement un tissu qui a fini son développement, la fusariose de 1’épi démarre lors
de I’anthese des épillets, c’est-a-dire avant méme que 1’embryon n’ait initi¢ son développement et
que le grain ne soit formé (Rogers and Quatrano, 1983). Les résultats obtenus dans le cadre de la
thése de C. Chétouhi (Chetouhi ef al. (2016) suggerent ’existence d’une phase de latence durant
laquelle, aprés pénétration des tissus végétaux, le champignon attend que la formation du grain débute
pour initier son développement in planta. Ceci est illustré en particulier par le fait que 1’évolution de
la biomasse fongique n’est pas linéaire au cours de I’infection du grain, avec une forte multiplication
de F. graminearum débutant uniquement lors de la phase de remplissage du grain (Chetouhi et al.,
2016). Cette hypothese peut également étre appuyée par 1’analyse transcriptomique réalisée par
Brown et collaborateurs (2017) qui a montré une modification de I’expression des génes de F.
graminearum codant pour les effecteurs fongiques au cours d’une cinétique d’infection. Les résultats
de leur étude suggerent ainsi que les effecteurs présentant une forte abondance au cours des premiers
stades de I’infection (i.e. 200°C jour) favorisaient une infection asymptomatique, alors que les
effecteurs fortement exprimés dans les stades plus tardifs (i.e. 400°C jour) étaient impliqués dans la
dégradation des tissus végétaux (Brown et al., 2017). La méme observation a été faite sur les profils
d’expression des CAZymes fongiques (Brown ef al., 2017). Du c6té de la plante, il a été montré que
les génes impliqués dans la mort cellulaire programmée étaient eux aussi non seulement fortement
sous exprimés lors des quatre premiers jours de I’infection (Pan et al., 2018a), mais également lors
de stades plus avancés de la maladie (Chetouhi et al, 2016). Ces observations montrent toute la
particularité de cette maladie puisqu’elles supposent que Fusarium graminearum ne dégrade pas les
tissus de la plante tant que cette derniére n’a pas fini de former son grain et que la plante elle-méme
ne déclenche pas ses mécanismes d’apoptose afin de ne pas tuer sa descendance. Cela sous-entend
que des mécanismes régulateurs bloquent le déclenchement de la mort cellulaire de fagon a protéger
I’embryon, ce qui expliquerait en partie I’absence de résistances efficaces du blé contre cet agent

hémibiotrophe.
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b) Lutte génétique et résistance du blé a la fusariose de 1’épi

Depuis le début des années 90, la fusariose de 1’épi est devenue un probléme majeur pour les
cultures de blé dans le monde en raison de la fréquence des épidémies dans de nombreuses régions
productrices de blé, tels les Etats-Unis, le Canada, I'Europe et la Chine (Zhang ef al., 2012a). Aux
Etats-Unis, une estimation récente des pertes de rendement pour le blé s'élevait & 1,176 milliards de
dollars en 2015 et 2016 (Wilson et al., 2018). Cette maladie affecte directement la qualité
nutritionnelle des grains et provoque de graves problémes sanitaires tout au long de la chaine
alimentaire via la contamination des grains par des mycotoxines résistantes aux procédés de
transformation (Li et al., 2014), entralnant des pertes de qualité¢ et de rendement considérables,
incompatibles avec l'augmentation constante des besoins humains en nourriture (AlTaweel ef al.,
2017). Les especes de Fusarium sont des producteurs de trichotécénes, dont la principale est le
deoxynivalenol ou DON. C’est I’une des toxines les plus fréquemment trouvées dans les produits de
consommation (Li ef al., 2014). Au niveau cellulaire, le DON induit une inhibition de la synthése des
protéines (Kazan et al., 2012 ; Ueno, 1984). Le DON est également connu pour avoir un role dans la
propagation du champignon au-dela de I’infection initiale (Bai et al., 2001) en facilitant le passage
de F. graminearum des épillets au rachis de la plante et induirait la transition de la biotrophie a la
nécrotrophie de I’agent pathogene (Bonnighausen et al., 2018). Une enquéte menée par Rodrigues et
Naehrer entre 2009 et 2011 a montré que 79% des échantillons de mais et 76% des échantillons de

blé étaient contaminés par le DON en Amérique du Nord (Rodrigues and Naehrer, 2012).

Les méthodes de lutte les plus efficaces reposent sur 1’utilisation combinée de cultivars
génétiquement plus tolérants, de pratiques culturales adaptées et de traitements fongicides. Toutefois,
I’efficacité de ces méthodes est fortement remise en question par 1’occurrence de conditions
environnementales favorables a 1’agent pathogene et a ’apparition de souches résistantes aux
fongicides dans les populations naturelles de F. graminearum. Cette situation impose de trouver
rapidement des alternatives efficaces et durables. La recherche de nouvelles variétés résistantes est
un enjeu majeur de la sélection variétale. A I'neure actuelle, il n'existe aucun cultivar de blé

complétement résistant a la fusariose de 1’épi, raison pour laquelle le contrdle de la maladie repose
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sur l'utilisation de cultivars commerciaux a résistances partielles permettant de limiter les pertes de
rendements et I’accumulation des toxines dans la récolte (Mesterhazy et al., 2005 ; Toth et al., 2008).
Historiquement, la résistance du bl¢ a la fusariose de I’épi a été catégorisée en cinq grands groupes :
(1) la résistance a la pénétration du champignon (Schroeder and Christensen, 1963), (ii) la résistance
a la propagation du champignon d’épillets en épillets (Schroeder and Christensen, 1963), (iii) la
résistance du grain a I’infection (Mesterhazy, 1995), (iv) la tolérance aux trichotécénes fongiques
(Mesterhazy, 1995) et, (v) la résistance a I’accumulation des trichotécénes (Miller et al., 1985) qui
découle soit de la capacité de la plante a modifier chimiquement les mycotoxines pour les rendre
moins toxiques, soit d’induire I’inhibition directe de leur synthése par le champignon (Boutigny et
al., 2008). Ces différents types de résistance sont gouvernés par des traits quantitatifs complexes
contrdlés par des QTL a effets faibles ou moyens (Steiner et al., 2019). Le premier QTL de résistance
a la fusariose de 1’épi a été identifi¢ et validé en 1999. Provenant de variétés de bl¢ asiatique, ce QTL
est composé de cinq régions génomiques (trois issus du cultivar Sumai et deux du cultivar Stoa) qui
sont associées a un accroissement de 15 % de la résistance a la fusariose de 1’épi (Bai ef al., 1999 ;
Waldron et al., 1999). Vingt ans plus tard, les résultats issus de la cartographie de plus de 120
populations ainsi que de plusieurs panels d'associations ont permis d'identifier 556 QTL formant 65
méta-QTL répartis sur I’ensemble des chromosomes du blé tendre (Buerstmayr et al., 2009 ; Jia et
al., 2018 ; Liu et al., 2009 ; Steiner et al., 2017 ; Venske et al., 2019). Cependant, seuls quelques-uns
de ces QTL ont été validés et uniquement cinq d’entre eux, Fhbl (Cuthbert ef al., 2006), Fhb2
(Cuthbert et al., 2007), Fhb4 (Xue et al., 2010), Fhb5 (Xue et al., 2011), et Qfhs.ndsu-3AS (Zhu et
al., 2016), ont été soumis a une cartographie fine afin d'identifier des marqueurs géniques (Steiner et
al., 2019) ce qui démontre toute la difficulté d’étude de ce type de résistance et les limites a leur
utilisation. En effet, si le pyramidage de plusieurs QTL peut augmenter de 40 a 48% la variance
phénotypique associée au trait de résistance (Buerstmayr et al., 2003), I’utilisation de QTL, méme
seul, peut dans certains cas induire I’apparition d’effets pléiotropiques empéchant leur utilisation en
grandes cultures. A titre d’exemple, l'introgression du QTL Sumai-3 5AS dans la variété de blé

canadienne a été associée de manicre significative a une diminution de la teneur en protéine des
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grains, ou celle du QTL 4B FHB qui induit une augmentation de la taille de la plante la rendant trés
sensible a la verse (McCartney et al., 2007). Le gain de résistance apporté par ces QTL est donc
probablement accompagné d'une introgression de geénes non adaptés a une population ou a un
environnement donné, ce qui limite considérablement leur utilisation dans des programmes de
s¢lection. Sachant que ces résistances sont en plus inefficaces sous une forte pression parasitaire et
de faible durabilité, il parait pertinent d’envisager de diversifier les sources potentielles de résistance
a cette maladie en explorant des sources alternatives et complémentaires comme les génes et de
sensibilité.
Le développement des techniques de type NGS ont récemment rendu possible le séquencage

du génome du bl¢ tendre (International Wheat Genome Sequencing Consortium [IWGSC], 2018)
ainsi que de différentes souches de Fusarium graminearum (Alouane et al., 2018 ; Cuomo et al.,
2007), facilitant non seulement la recherche de nouvelles sources de résistance via le criblage des
ressources génétiques, mais surtout, ouvrant la voie a la recherche chez le blé et pour cette interaction
de sources alternatives telles que les génes de sensibilité.
¢) Concept de sensibilité dans le contexte de la fusariose du blé

Beaucoup d’efforts ont été et sont toujours consacrés a I’identification de sources de résistance
a la fusariose de I’épi chez le blé. Toutefois, aucune résistance totale n’a encore pu étre identifiée a
ce jour. L’introgression d’un ou de plusieurs de ces QTL dans un cultivar de blé sensible reste jusqu’a
présent toujours insuffisant pour induire une résistance efficace et durable (Buerstmayr ef al., 2009 ;
Salameh et al., 2011). Partant de ce constat, on peut tout de méme se questionner sur la réelle
inefficacit¢ des QTL de résistance identifiés jusqu’a présent. En effet, ’absence de résistance
observée pourrait avant tout provenir d’une forte présence de genes ou d’alleles de sensibilité dans
les génomes qui contre-balanceraient, avec un effet plus fort, la résistance induite par les différents
QTL connus. La présence de nombreux genes de sensibilité chez le blé pourrait provenir du processus
évolutif tres particulier qui a conduit a la création des variétés actuelles. Le blé est une plante cultivée
par I’homme depuis environ 10 000 ans au cours desquels de nombreux processus d'amélioration des

cultures ont eu lieu avec pour objectif de sélectionner les variétés présentant les caracteres les plus
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rentables (Feldman et al., 2001). Si I’homogénéité et I’uniformité des fonds génétiques qui en découlent
offrent aujourd’hui des avantages a la fois en termes de quantité et de qualité des récoltes, ces pratiques
conduisent indéniablement a I’érosion génétique des variétés cultivées (Harlan, 1972 ; van de Wouw et
al., 2010), avec pour conséquence directe une plus grande sensibilité des cultivars envers les agents
pathogeénes (Hammer and Teklu, 2008 ; Parker, 1988) notamment via la probable fixation de facteurs de
sensibilité dans leurs génomes. De précédentes études ont montré une résistance supérieure aux maladies
chez des cultivars de blé « synthétiques » par rapport aux cultivars traditionnels (Borner et al., 2015 ;
Szabo-Hever et al., 2018). L’étude du montage génétique du cultivar de blé tendre Renan semble
confirmer cette observation. Cette variété, qui est considérée comme tolérante a la fusariose de 1’épi et
aux rouilles (Bai et al., 2018 ; Dedryver et al., 2009) et qui est utilisée en agriculture biologique depuis
trente ans, est le fruit du croisement entre un hybride 4. ventricosa X T. persicum avec le cultivar de blé
tendre « Marne ». Outre I’hypothése de Szabo-Hever et collaborateurs (2018) qui suggerent que
I’utilisation d’especes apparentées au blé tendre a pu réintroduire des QTL encore inexploités, on ne peut
exclure le fait que I’amélioration de la résistance observée pour les blés synthétiques tels que Renan
puisse également étre une conséquence de 1’¢élimination d’alléles de sensibilité présents dans le parent
hexaploide (i.e. le cultivar de blé tendre « Marne » dans le cas de Renan) par introgression de matériels
génétiques provenant d’espéces non issues de la sélection variétale. La création d’un blé « synthétique »
pourrait ainsi permettre d’introgresser dans les cultivars d’intérét agronomique actuels, des versions de
genes perdues lors des processus de sélection successifs. Cette hypothése selon laquelle les génomes des
variétés de blé cultivées actuellement contiennent un nombre non négligeable de facteurs de sensibilité,
semble étre appuyée par un certain nombre d’études récentes. Par exemple, Ma et collaborateurs (2006)
ont montré que la résistance du cultivar « Chinese Spring » était considérablement améliorée lors de la
substitution de son chromosome 7A par celui du cultivar « Sumai 3 » dans lequel aucun QTL de
résistance n’est présent (Ma et al.,, 2006). La résistance de « Chinese Spring » s’expliquerait donc ici,
non pas par un gain de facteur(s) de résistance provenant du chromosome de « Sumai 3 », mais plutdt

par la perte de facteurs de sensibilit¢ présents sur les bras longs et courts du chromosome 7A (Ma et
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al., 2006). L’¢étude a également montré que la simple délétion de bras longs ou courts de cinq autres
chromosomes de « Chinese Spring » améliore ¢galement la résistance de cette variété a la fusariose
de I’épi (Ma et al., 2006), suggérant que plusieurs facteurs de sensibilité pourraient étre dispersés
dans le génome de ce cultivar. Dans une autre étude, un QTL situé sur le bras court du chromosome
2D de Sumai-3 a également été décrit comme impliqué dans la sensibilité a la fusariose de 1’épi
(Basnet et al., 2012). De la méme maniere, la suppression d’un fragment correspondant a 19 % de la
taille du bras long du chromosome 3D chez le cultivar sensible « Apogée » et chez le cultivar
« Chinese Spring » a également permis de suspecter la présence de geéne(s) de sensibilité en
augmentant d’environ de 30 % a 50 % sa résistance a la maladie (Garvin ef al., 2015). Srinivasachary
et collaborateurs (2008) ont montré que la tolérance du cultivar « Spark » était conférée en grande
partie par I’allele sauvage du gene Rht-D1 tandis que I’allele Rht-D1b présent dans des populations
sensibles était responsable d’environ 50 % de la variance phénotypique associée aux diminutions des
résistances de type 1 et 2 (Srinivasachary ef al., 2008). Méme si les facteurs de sensibilité n’ont pas
¢té clairement identifiés dans les études précédemment citées, ces derniéres démontrent que leur
fréquence dans les variétés cultivées pourrait étre beaucoup plus importante que prévu. Cette
hypothése pourrait a 1’avenir permettre d’orienter différemment les recherches concernant
I’amélioration variétale, en cherchant plutdt a identifier les facteurs de sensibilité présents, plutdt que

de chercher d’hypothétiques génes de résistance.

L’efficacité¢ de 1’¢limination de facteurs de sensibilité plutot que la recherche de nouveaux
QTL de résistance pourrait tre illustrée par I’exemple de Fhbl. En effet, Fhb1 est le seul QTL parmi
les 556 découvert ces vingt derniéres années qui est largement utilisé€ par les programmes de sélection
du blé dans le monde (Li ef al,, 2019a). En France, ce QTL a été introgressé avec succes dans la
variété de blé « Jacéo » qui présente une tolérance accrue a la fusariose de 1’épi, aux rouilles ainsi
qu’au froid (Chetouhi, 2015 ; Steiner et al., 2017). Or, deux études réalisées de manicre indépendante
par deux équipes distinctes ont trés récemment démontré que la résistance gouvernée par Fhbl est en
réalité principalement pilotée par un seul des 16 genes inclus dans ce QTL (Li ef al., 2019b ; Su et

al., 2019). Ce gene, appelé Ta-HRC code pour une protéine de liaison au calcium riche en histidine
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localisée au niveau du noyau. Les deux études s’accordent sur le fait que Ta-HRC fonctionne comme
un geéne de sensibilité¢ puisqu’elles ont démontré qu’une délétion du codon « start » de ce gene,
induisant une inhibition totale de son expression, est le facteur déterminant de la résistance a la
fusariose induite par Fhbl (Li et al., 2019b ; Su et al., 2019). A notre connaissance, aucun effet
pléiotropique n’a encore ¢été relevé lors de I’utilisation de Ta-HRC, probablement parce qu’il
semblerait que ce soit la copie de la composante B du génome qui soit responsable du phénotype
sensible de la plante (Su ef al., 2019) et que la perte de fonction induite par son élimination pourrait
étre compensée par les copies des composantes A et D. Il s’agit donc du premier géne de sensibilité
clairement valid¢ et utilisable chez le blé tendre vis-a-vis de la fusariose de I’épi. On peut mettre en
lien ces résultats avec ceux de deux autres études plus anciennes qui étaient déja parvenues a identifier
un allele de sensibilité candidat sur le bras court du chromosome 2D dans le cultivar « Sumai 3 ». Le
gene en question, codant pour une multidrug resistance-associated protein, n’avait toutefois pas pu
étre validé formellement (Basnet et al., 2012 ; Handa ef al, 2008). La détection d’une région
chromosomique associée a la sensibilité dans le cultivar de blé duquel provient Fhbl, suggére que le
faible niveau général de résistance du blé pourrait provenir de 1’existence d’un ensemble d’alleles de
sensibilité présents méme dans les génomes des cultivars les plus tolérants a la fusariose tels que
Sumai 3. Cela pourrait également expliquer pourquoi I’extinction du géne TaHRC n’explique que
40 % de I’amélioration de la résistance de la plante (Li et al., 2019b ; Su et al., 2019). L’utilisation
de ces génes de sensibilité combinée a celle des QTL de résistance, pourrait ainsi s’avérer étre une

alternative prometteuse, comme en témoigne I’exemple de Ta-HRC.

Cependant, avant d’envisager pouvoir exploiter la sensibilité du blé tendre comme un moyen
d’améliorer sa résistance a la fusariose de 1’¢€pi, il est nécessaire de caractériser au niveau le plus fin
les genes, fonctions, mécanismes et processus biologiques impliqués dans la sensibilité¢ du bl¢ a la
maladie. Actuellement, le dialogue moléculaire mis en place lors de 1’établissement de la maladie
constitue encore une véritable « boite noire », ou facteurs de sensibilité et effecteurs demeurent
toujours méconnus. Ainsi, I’identification des déterminants moléculaires ainsi que la compréhension

des liens entre I’expression des effecteurs de 1’agent pathogéne et le succes du développement
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infectieux, en caractérisant leurs roles dans le remodelage des fonctions cellulaires végétales
constitue ainsi une véritable question de Biologie intégrative des interactions et s’avérera nécessaire

pour le développement de nouvelles stratégies de controle des épisodes épidémiques.

d) Etat de art concernant la sensibilité du blé tendre a la Fusariose de I’épi
La fusariose de I'épi, principalement causée par Fusarium graminearum, est I'une des maladies

fongiques du blé les plus dévastatrices. Au cours des dernieres décennies, de nombreux efforts ont
été déployés pour disséquer la résistance du blé tendre a la fusariose de I’épi, en étudiant a la fois
les réponses du blé a l'infection et, plus récemment, les déterminants fongiques de la pathogénicité.
Bien qu'aucune résistance totale n'ait été identifiée jusqu'a présent, ces travaux ont démontré que
certaines fonctions de la plante et I'expression de genes spécifiques sont nécessaires pour favoriser
le développement de la maladie. Associé a la liste croissante des effecteurs de F. graminearum
capables de détourner les processus moléculaires de la plante, ce fait plaide fortement en faveur
d'un lien fonctionnel entre les facteurs liés a la sensibilité et le devenir de cette maladie. Au cours de
cette partie introductive publié sous forme de revue dans le journal Frontiers in Plant Science, nous
rassemblons les données les plus récentes concernant l'implication des genes, fonctions et
mécanismes végétaux et fongiques dans le développement de la sensibilité et nous discutons de la

possibilité de les utiliser pour diversifier les sources actuelles de résistance.
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Searching for FHB Resistances in
Bread Wheat: Susceptibility at the
Crossroad
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Fusarium head blight (FHB), primarily caused by Fusarium graminearum, is one of the
most devastating fungal wheat diseases. During the past decades, many efforts have
been deployed to dissect FHB resistance, investigating both the wheat responses to
infection and, more recently, the fungal determinants of pathogenicity. Although no total
resistance has been identified so far, they demonstrated that some plant functions and
the expression of specific genes are needed to promote FHB. Associated with the
increasing list of £ graminearum effectors able to divert plant molecular processes, this
fact strongly argues for a functional link between susceptibility-related factors and the
fate of this disease in wheat. In this review, we gather more recent data concerning
the involvement of plant and fungal genes and the functions and mechanisms in the
development of FHB susceptibility, and we discuss the possibility to use them to diversify
the current sources of FHB resistance.

Keywords: Triticum aestivum, Fusarium graminearum, scab, susceptibility factors, S genes, fungal effectors, new
resistance sources

INTRODUCTION

Fusarium head blight (FHB) is a cereal fungal disease primarily induced by Fusarium graminearum
(Goswami and Kistler, 2004; Xu and Nicholson, 2009). In wheat, FHB has a direct impact on yield
and grain quality, reducing grain weight as well as changing protein accumulation. FHB also causes
serious health concerns through the contamination of grains by mycotoxins (e.g., deoxynivalenol,
DON, a group 3 carcinogenic toxin), which are resilient to most transformation processes (Li
et al, 2014). FHB has become a major threat for wheat crops since the early 1990s, especially in
the main producing areas, such as North America, Europe, and China (Zhang et al., 2012). For
example, economic losses have been estimated to a total of $1.176 billion over 2015 and 2016 in the
United States (Wilson et al., 2018). Such losses are expected to increase as a result of an amplification
of the frequency and the intensity of FHB outbreaks due to rises in temperatures and occasional
increases in air humidity expected with the climate change (Luck et al., 2011; Shah et al., 2014).
Although the combined use of tolerant wheat cultivars, fungicides, and specific management
practices (e.g., tillage and crop rotation) can reduce part of the losses due to the disease
(Haidukowski et al., 2005; Hollingsworth et al., 2008; Salgado et al., 2014; Dahl and Wilson,
2018), no efficient strategy can fully control FHB epidemics so far (Mesterhazy et al., 2005;
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Fabre et al.

FHB Susceptibility in Wheat

Toth et al., 2008). Primarily addressed through the search for
genetic resistance, the last two decades of prolific FHB researches
turn out with more than 550 quantitative trait loci (QTLs)
(Steiner et al., 2017; Venske et al., 2019), covering the whole
genome of wheat but with little effect on resistance improvement
and failing in identifying regular resistant genes. Twenty years
after the identification of Fhb1, the most stable and efficient locus
for wheat resistance to FHB (Bai et al, 1999), it was recently
shown that a deletion spanning the start codon or an N-terminal
mutation of the TaHRC gene encoding a putative histidine-
rich calcium-binding protein explains part of the Fhb1-mediated
resistance (Li et al., 2019; Su et al., 2019). Although still in dispute,
TaHRC constitutes the first susceptibility (S) gene to FHB in
wheat and directly questions the involvement of susceptibility
factors in the disease progress. With this in mind, the purpose
of this review is to discuss the growing interest about the
determinism of susceptibility to FHB by gathering information
from both interacting partners and by emphasizing on its benefits
in diversifying the current sources of FHB resistance.

FHB INFECTION PROCESS: IS
SUSCEPTIBILITY BEHIND THE MIRROR?

Although the recessive nature of some plant resistances has been
established for decades, the concept of susceptibility factors,
encoded by the so-called susceptibility genes (S genes), has
been clearly defined in 2002 by describing the function of
the pmr6 plant gene that promotes the infection process and
supports the pathogen’s growth and development (Vogel et al.,
2002). Many S genes are now described in plants [reviewed
in van Schie and Takken (2014)]. Albeit relatively few, those
controlling the wheat/pathogens interactions fit well with this
model. For example, the monodehydroascorbate reductase gene,
TaMDHAR4, has been demonstrated to promote wheat stripe
rust infection (Feng et al, 2014). Its mutation results in
reducing the hyphae growth of the biotrophic pathogen Puccinia
striiformis, thus inhibiting its sporulation and enhancing necrosis
at the infection site. Further studies in the same interaction
evidenced two other S genes, TaMDARG6 and TaSTP13 (Abou-
Attia et al,, 2016; Huai et al., 2020), emphasizing the existence
of several S genes in the wheat genome and suggesting that
some of them might be implicated in wheat susceptibility-
related mechanisms to FHB. If most studies have focused on
the genetic determinants of wheat resistance to FHB so far,
an interesting alternative is to consider the molecular and the
physiological processes that make the host plant susceptible
to F. graminearum. An extensive literature dealing with large-
scale analyses has already shown that, compared to resistant
cultivars, the most susceptible ones are characterized by a
specific deregulation of genes involved in a wide range of
molecular processes (e.g., transcription factors, enzymes involved
in primary and secondary metabolism, and defense-related
genes), suggesting the intricate participation of a wealth of
potential susceptibility factors (Ding et al., 2011; Gottwald et al.,
2012; Erayman et al,, 2015; Pan et al., 2018; Wang et al., 2018;
Brauer et al., 2019).

Genetics Demonstration of the Existence
of Wheat Susceptibility Factors to FHB

The involvement of putative susceptibility determinants during
FHB development has been primarily suggested by studies using
wheat aneuploid lines (Figure 1). Ma et al. (2006) first evidenced
that ditelosomic lines lacking in specific chromosome arms
displayed an enhanced resistance to F. graminearum infection,
suggesting the removal of pivotal susceptibility factors along with
chromosome fragment deletion. Likewise, Garvin et al. (2015),
in an attempt to introgress a new FHB resistance locus from
the cultivar (cv.) “Freedom” into the susceptible cv. “Apogee,”
have shown that the most resistant line was characterized by the
deletion of a chromosome segment of about 19% of the length
of the 3DL arm in comparison with the cv. “Apogee” (Figure 1).
The wheat line missing this genomic interval resulted in up
to 59% decrease of FHB severity as compared to cv. “Apogee”
and displayed a significant reduction of DON accumulation
(Garvin et al., 2015). Similarly, another chromosomal fragment
of 31.7 Mbp on the short arm of chromosome 4D was
demonstrated to contain potential wheat susceptibility factors
to FHB (Hales et al., 2020). Its deletion leads to a significant
decrease of F. graminearum spreading in wheat spikes. Evidence
of susceptibility factors to FHB has also been provided through
allele mining studies. The dwarfing allele at the locus Rht-DI
(Rht-D1b, formerly termed Rht2) has not been associated to FHB
susceptibility by a direct effect of the plant height but rather
through a pleiotropic or linkage effect (Draeger et al., 2007).
Further experiments demonstrated that, in the cv. “Spark,” FHB
resistance was largely conferred by the wild allele of the Rht-D1
gene, while the Rht-D1b allele found in the susceptible lines was
responsible for approximately 50% of the phenotypic variance
associated with the magnitude of initial infection (Srinivasachary
et al, 2009). A similar increase of FHB infection has been
described for the two particular alleles of the vernalization-
related genes Vrn-Al and Vrn-Bl (Xu et al, 2020). An FHB
susceptibility source has also been identified in the “Sumai 3”
Qfhs.kibr-2DS QTL (Figure 1), in which a specific allele encoding
a multidrug resistance-associated protein was identified in the
susceptible “Sumai 3”-derived cv. named “Gamenya,” unveiling
that the FHB susceptibility determinants could be fortuitously
inherited from resistant cultivars (Handa et al., 2008; Basnet
et al., 2012; Niwa et al., 2014). Such examples suggest that a
substantial subset of S genes/factors could be present in the
wheat genome and highly conserved among the wheat cultivars.
Although most of these studies provide only indirect evidences
about the molecular determinism of FHB susceptibility, these
results emphasize the relevance of considering the diversity of S
genes as a complementary and promising approach to improve
wheat resistance to FHB.

Role of Phytohormones in FHB
Development

Several works have already suggested that wheat hormonal
pathways play a favorable role in FHB development. For instance,
reducing EIN2 expression in wheat, one of the major components
of ethylene signaling, decreased the disease symptoms and DON
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accumulation in the grains (Chen et al., 2009). Further large-
scale transcriptomics showed that the ethylene pathway was
specifically induced in the FHB-susceptible NAUH117 line, as
compared to the resistant Wangshuibai landrace (Xiao et al,
2013). The abscisic acid (ABA) signaling pathway has also
been demonstrated to favor F. graminearum infection in wheat
spikes (Gordon et al., 2016; Wang et al,, 2018). A virus-induced
gene silencing approach demonstrated a role of the wheat ABA
receptor Ta_PYL4AS_A (Figure 1), and its close homologs,
in mediating FHB susceptibility and in decreasing mycotoxin
accumulation (Gordon et al., 2016). Likewise, transcriptional
and hormonal profiling showed that wheat genes involved
in auxin biosynthesis were highly up-regulated, along with
auxin accumulation, in the susceptible cultivars during the
F. graminearum infection process as compared to the resistant
ones (Biselli et al., 2018; Wang et al., 2018; Brauer et al., 2019).
Salicylic and jasmonic acids are also widely described for their
role in modulating FHB responses and in discriminating resistant
vs. susceptible cultivars as well (Ding et al., 2011; Gottwald et al.,
2012; Sun et al,, 2016; Wang et al., 2018). Upon F. graminearum
infection, their respective actions occur in two phases, an initial
induction of salicylic acid happens at the early stages followed
by the synthesis of jasmonic acid at the later stages (Ding et al.,
2011). In addition, the silencing of the wheat TauSSI2 gene has

been shown to increase FHB resistance, promoting salicylic acid
signaling (Hu et al., 2018) and potentially altering the jasmonic
acid pathway as demonstrated in Arabidopsis ssi2 mutant lines
(Kachroo et al., 2004). This illustrates further the involvement of
these two antagonist hormones in the FHB progress and suggests
that susceptibility may involve systemic signals capable of deeply
reshaping the plant physiology.

Shaping FHB Susceptibility in the Course

of Grain Development

With a period of maximal susceptibility occurring within 3 days
after anthesis (Beccari et al., 2019), FHB develops concomitantly
with the grain filling period, during which a large number of plant
physiological processes allow a massive accumulation of sugars,
lipids, and proteins (Nadaud et al., 2010), resulting in a possible
nutrient reservoir in the infection area. Spike ontogeny could
thus indirectly and sequentially set up a range of susceptibility
factors that can partly explain the dynamics of fungal
development during the infection course (Chetouhi et al., 2015,
2016). Extensively boosted during the endosperm expansion,
in planta F. graminearum growth is associated with massive
protein abundance adjustments detectable simultaneously in
both plant and fungal proteomes at 48-72 h post-inoculation at
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anthesis transition (Fabre et al., 2019b). At this stage, extensive
metabolic changes in wheat rachis nodes have been reported,
including a strong increase of gibberellic acid amount as well
as glycolysis intermediates, suggesting that a release of wheat
storage carbohydrates could possibly be used for fungal metabolic
requirements (Bonnighausen et al., 2018). This is also supported
by the converging evidences of large decreases in the expression
of genes involved in sucrose and starch metabolism (Erayman
et al., 2015; Chetouhi et al., 2016). Starch components, such
as amylopectin and amylose, are known to be difficult for the
fungus to recycle as a carbon source and for DON production
(Oh et al., 2016), unlike sucrose (Jiao et al., 2008; Kawakami
et al., 2014), suggesting that the deregulation of the host energy
processes at the early stage of the disease could be one of the
key factors that determine wheat susceptibility. However, the
links are not obvious since many other studies have shown
that primary metabolism and especially photosynthesis are
extensively rearranged (Long et al., 2015; Biselli et al., 2018; Li
et al.,, 2018; Fabre et al., 2019b). Although this can substantially
limit the accumulation of sugars, this could also be seen as
a means of constraining the energy requirements necessary to
trigger defense mechanisms (Bolton, 2009). In agreement with
many previous studies suggesting a key role of chloroplast
in plant susceptibility (Lo Presti et al., 2015; Sowden et al,
2018; Han and Kahmann, 2019; Kretschmer et al., 2020), the
remodeling of its functioning in wheat spikes during FHB is
suspected to be a link between the plant defense responses and the
adjustments of primary metabolism. This raises direct questions
about the mechanisms used by the fungus to achieve such effects
(Fabre et al., 2019Db).

Fusarium graminearum EFFECTORS:
KNOCKING AT THE WHEAT CELL DOOR
TO TRIGGER SUSCEPTIBILITY?

Several studies have already demonstrated that plant
susceptibility factors could be diverted by a range of pathogen
effectors. Consisting of proteins, RNA, and metabolites, effectors
are molecules synthesized by the pathogen, delivered in host
tissues, and able to alter the structure and the function of the host
cell (Hogenhout et al., 2009; Lo Presti et al., 2015). Compared
to bacteria, knowledge about fungal effectors remains relatively
limited (Niu et al., 2013). However, a number of studies have
provided essential information on the ability of F. graminearum
in interfering with wheat molecular processes. Identifying
F. graminearum effectors and understanding their roles in the
infectious process could be a relevant strategy for identifying
wheat susceptibility factors.

Breaking Wheat’s Defenses

One of the first characterized effectors of F. graminearum is the
secreted DON mycotoxin (Miller and Young, 1985). Although
its synthesis is not necessary for the penetration phase, its role
in fungal spreading within the spike has been reported (Bai
et al, 2001). DON acts as an inhibitor of protein and nucleotide
synthesis in the host cell (Audenaert et al., 2013). Through such

an effect, DON is supposed to alter the mitochondrial functions
of many eukaryotes, and its role in inhibiting programmed
cell death as well as in the expression of defense compounds
(chitinases, peroxidases, and pathogen-related proteins) has
already been described (Brown et al., 2011; Audenaert et al., 2013;
Diamond et al., 2013). A recent report has shown that DON
promotes the TaNFXLI transcription factor in wheat, leading
to FHB susceptibility through uncharacterized mechanisms
(Brauer et al., 2020). Other F. graminearum effectors have
been reported so far, revealing that proteins belonging to the
cell-wall-degrading enzymes (CWDEs) are important promoters
of wheat susceptibility to FHB (Quarantin et al.,, 2016, 2019;
Paccanaro et al., 2017; Lu and Faris, 2019). For instance, several
studies identified F. graminearum xylanases with a direct impact
on cell wall weakening and an indirect role in enhancing
hypersensitive-like symptoms in plant tissues (Paper et al., 2007;
Pollet et al., 2009; Sella et al., 2013; Tundo et al., 2015). The FGL1
lipase, another CWDE effector (Voigt et al., 2005), was shown
to physically interact with the wheat immunophilin protein
FKBP12, altering the establishment of the FKBP12/ERG complex,
which finally triggers cell death (Niu et al., 2013). In addition,
by degrading the plant cell wall, the FGL1 effector promotes
the release of free fatty acids that inhibit the callose deposits
associated with the immune responses (Blimke et al., 2014).
Similarly, the arabinanase Arb93b, induced during the early stage
of FHB, was shown to suppress ROS-activated defense along
with its arabinan-degrading activity (Hao et al.,, 2019). Besides
protein effectors, SRNA products have also been reported to
control plant responses. The 18-nt-length sRNA (Fg-sRNA1)
targets a wheat chitin elicitor-binding protein, which is likely to
function in wheat disease resistance signaling pathways (Jian and
Liang, 2019). The identification of non-targeted allelic variants
could thus guide future research toward “loss-of-susceptibility”
forms of resistances.

Predicted Effector Searches Reveal an

Increasingly Complex Arsenal

Although the catalog of characterized F. graminearum effectors
remains limited, substantial efforts using genomics approaches
have provided a large set of new candidates. Using the reference
genome sequence, Brown et al. (2012) established a predicted
secretome of 574 proteins sharing the structural features of
secreted proteins (small size, cysteine-rich proteins, and signal
peptides). This revealed a diverse hydrolytic arsenal and a
range of putative effectors that could be potentially delivered
in the wheat tissues. Secretome was further investigated by
focusing on the 190 small secreted cystein-rich proteins (SS): the
extracellular localization was confirmed for 25 of them, and the
expression of 34 of them was demonstrated as regulated during
the FHB progress (Lu and Edwards, 2015). The sequence analysis
suggested that 17 SS harbor conserved functional domains
such as glycosyl-hydrolase or pathogenesis-related domains,
and two of them were homologous to Ecp2, a well-known
effector produced by the tomato pathogen Cladosporium fulvum
(Van den Ackerveken et al., 1993). Other studies dealing with
in vitro or in planta approaches have also been successful in
enlarging the list of candidate effectors (Paper et al, 2007;
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Yang et al, 2012; Ji et al, 2013). By evidencing the protein
repertoire found specifically in the extracellular part of the plant
tissues or identified in liquid culture and confirmed in planta
using qRT-PCR, these extended the range of putative function
including a number of proteases, esterase, and nucleases. Based
on the few structural information available about fungal effectors
(Sperschneider et al., 2018), several exploratory reports provided
novel insights in their diversity and dynamics (Lysoe et al.,
2011; Brown et al., 2017; Fabre et al., 2019a,b). By dissecting
the asymptomatic and the symptomatic stages of the FHB
infection, Brown et al. (2017) revealed particular gene groups
with specific abundance patterns illustrating the early expression
of genes involved in the transport of amino acids, in polyamine
synthesis and ABC transporters, while hydrolytic carbohydrate-
active enzymes and lipases were found at later stages. The
delivery of putative effectors by waves at specific stages of the
infection has also been confirmed at the protein level using
an in planta dual-proteome approach (Fabre et al., 2019b).
This study further demonstrated that putative effectors could
be already accumulated in spores or synthesized within hours,
and extensive co-variations were evidenced between abundance
changes of effectors and the regulation of plant chloroplast
proteins, especially at the beginning of grain cellularization. In
addition, strong links were evidenced between the abundance of
candidate effectors and strain aggressiveness (Fabre et al., 2019a),
emphasizing that increased knowledge of the fungal component
could lead to a better understanding of the processes involved in
host susceptibility.

CONCLUDING REMARKS

The past decades of researches on FHB in wheat have
provided a wealth of information on the genetic and the
molecular determinants of the disease progress in spikes, mostly
focused on resistance mechanisms. Although still marginally
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Problématique et objectifs de la Theése

La réalisation de 1’ensemble de ce travail de thése a été effectuée au sein de 1’Unité Mixte de
Recherche Génétique, Diversité, Ecophysiologie des Céréales (UMR 1095 GDEC, INRAE/UCA)
Les projets de cette structure sont focalisés sur le blé tendre, une espéce modele d’importance
agronomique majeure (2°™ céréale au niveau mondial en termes de volumes produits). Associant sept
équipes de recherche aux compétences complémentaires, ces projets sont menés a ’interface entre
recherche fondamentale et recherche finalisée avec pour objectif commun : 1’amélioration de la
qualité et du rendement du blé dans un contexte d’agriculture durable et de changements climatiques.
Ils visent (i) a avancer dans la connaissance de la structure, de I’organisation, du fonctionnement et
de I’évolution du génome complexe du blé ; (ii) a comprendre la genése de nouvelles fonctions et/ou
I’évolution de fonctions spécifiques conservées ; (iii) a décrypter les mécanismes controlant des
caractéres agronomiques importants (rendement, qualité du grain, résistance a des stress biotiques et
abiotiques) ; (iv) a caractériser les ressources génétiques, et in fine (v) a intégrer et modéliser ces
connaissances et développer des outils pour améliorer 1’efficacité de la sélection variétale. Au sein de
I'UMR GDEC, I’équipe « Maladies des céréales » (MDC) focalise ses projets de recherche autour de
deux des principales maladies affectant les cultures de blé tendre : 1a septoriose et la fusariose de 1'épi.
Créée en 2010, les projets de I’équipe MDC présentent un double-objectif : (i) mettre a la disposition
de la sélection de nouveaux genes, de nouvelles combinaisons génétiques et des mécanismes
originaux de fagon a ¢€largir les sources de résistance, et a augmenter leur durabilité et (i1) apporter
des ¢éléments d’information originaux sur les mécanismes moléculaires et physiologiques impliqués
dans le controle et le développement de ces deux maladies. Ces deux objectifs se structurent en trois
axes de recherche complémentaires, le premier axe, animé par Cyrille Saintenac vise a comprendre
le déterminisme et le fonctionnement des résistances totales ou quantitatives du blé tendre a Z. tritici.
Le deuxiéme axe, animé par Ludovic Bonhomme, vise a identifier des geénes de sensibilité a la
fusariose de 1’épi. Le troisieme axe, animé par Thierry Langin consiste a évaluer la contribution du
microbiome a la résistance du blé. C’est dans le second axe de recherche que s’inscrit ce travail de

these. Cet axe s'inscrit dans une véritable démarche de biologie intégrative visant a identifier, chez la
38






plante comme chez 1’agent pathogeéne, les bases génétiques, moléculaires et physiologiques
controlant ’interaction du blé tendre avec F. graminearum. Les travaux de 1’équipe pour ce second
axe ont débuté avec la thése de Chérif Chetouhi dont le travail fut d’effectuer une analyse des réponses
moléculaires du bl¢é tendre lors de son interaction avec F. graminearum au cours des étapes majeures
du développement du grain, c’est-a-dire au cours des stades ou la maladie était totalement établie.
Son objectif était de caractériser des genes, fonctions et processus biologiques liés a la sensibilité de
la plante. Pour réaliser cela, Chérif Chetouhi a utilisé des techniques de transcriptomique (Chetouhi
et al., 2016) et de protéomique (Chetouhi et al., 2014) afin d’analyser les réponses moléculaires du
cultivar de blé tres sensible Récital au cours de son interaction avec F. graminearum. Ces analyses
ont été réalisées a différents stades ontogéniques allant de la floraison jusqu’aux grains matures. Ces
deux approches « omiques » complémentaires ont permis I’identification de modifications majeures
dans certains processus cellulaires de la plante au cours de I’infection comme par exemple, I’induction
des genes impliqués dans la régulation négative de la mort cellulaire de la plante en présence de F.
graminearum. Bien que les connaissances concernant les modifications physiologiques moléculaires
de la plante en présence du champignon aient été grandement améliorées par les travaux de Chérif
Chetouhi, les événements moléculaires associés a Fusarium graminearum restent une véritable boite
noire. En effet, les résultats de Chérif Chetouhi ont montré une réelle difficulté a identifier les acteurs
moléculaires fongiques in planta et ce, méme aux stades les plus avancés de la maladie. Associés au
travail de theése de Cherif Chetouhi, d’autres résultats obtenus par Rachelle Abou-Sleiman lors de son
stage de Master 2 dans I’équipe en 2014, ont permis de clairement redéfinir les contours de la
cinétique d’infection a étudier. En infectant des épillets de blé avec une souche de Fusarium
graminearum marquée a la GFP directement dans la cavité florale, elle a ainsi pu montrer que la
germination des spores du champignon s’observait dés 24 heures post-inoculation (hpi) au niveau de
I’apex de ’ovaire du blé, que le mycélium commengait a se développer a 48hpi, qu’il recouvrait

entierement la glumelle a 72 hpi et que les premiers symptomes apparaissaient a 96 hpi.

A partir de I’ensemble des résultats de ces précédents travaux, plusieurs aspects de ’interaction

restent encore a déterminer : (i) quels sont les événements moléculaires précoces imputables a la
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plante et a F. graminearum permettant d’expliquer le succés de la maladie et, (ii) existe-t-il des
spécificités dans le dialogue moléculaire établi lors de I’interaction permettant d’expliquer les

différences d’agressivité et de sensibilité observées ?

Les travaux que je réalise au cours de ma thése sont ainsi la continuité directe de ceux réalisés
par Chérif Chetouhi et Rachelle Abou-Sleiman et ambitionnent de répondre aux deux questions

précédentes. L’intitulé de ma thése est « Déterminisme moléculaire de la sensibilité du blé a la

Fusariose de I’épi : Comment les événements moléculaires précoces controlent le devenir de

Pinfection ? » Ce travail s’organise autour de deux objectifs principaux :

Objectif 1: Analyse de la nature et de la dynamique des protéomes végétal et fongique,
composantes fondamentales du dialogue moléculaire controlant le devenir de I’interaction entre

le blé tendre et F. graminearum.

Au cours de cet objectif, la question posée concerne la nature et la dynamique des événements
moléculaires précoces contribuant a la sensibilité de la plante. La premicre étape de cette étude a été
de mettre au point un protocole d’étude protéomique suffisamment puissant et résolutif pour la
détection des protéines fongiques in planta. Ce protocole expérimental, basé sur une double approche
protéomique a été utilisé pour collecter simultanément des données sur 1’abondance en protéines du
blé et de Fusarium graminearum au cours des tout premiers stades de I’établissement de la maladie.
Cet objectif, qui correspond au premier chapitre de la thése, a permis la rédaction d’un premier article
intitulé « Time-resolved dissection of the molecular crosstalk driving Fusarium head blight in
wheat provides new insights into host susceptibility determinism » publi¢ en mars 2019 dans la

revue Plant Cell & Environment.

Objectif 2 : Analyse de ’impact des fonds génétiques du blé et de Fusarium graminearum sur le

développement de la maladie.

Le deuxieme objectif de la thése questionne 1’impact des fonds génétiques des souches
fongiques et des plantes infectées sur le dialogue moléculaire qui s'établit lors du développement de

la maladie afin d’identifier les événements moléculaires génériques et spécifiques ayant lieu au cours
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de I’interaction. Pour cela, nous avons choisi d’aborder cette question au travers de deux parties

complémentaires.

La premicre partiec de cet objectif visait a comprendre ce qui détermine 1’agressivité des
souches de Fusarium graminearum. Pour cela, une analyse du dual-protéome basée sur la méthode
protéomique mise au point lors du premier objectif a été réalisée afin d’identifier I’impact des fonds
génétiques de 1’agent pathogene et de I’hote sur les protéomes des différentes souches exprimés dans
le cadre de I’infection. Les spécificités qualitative et quantitative des protéomes des trois souches
fongiques en fonction du fond génétique du cultivar de blé infecté ont été évaluées. Ces premiers
résultats, visant a comprendre le déterminisme de 1’agressivité du champignon, ont permis la
rédaction d’un article intitulé « Unbalanced roles of fungal aggressiveness and host cultivars in
the establishment of the Fusarium head blight in bread wheat » accepté en novembre 2019 par le

journal Frontiers in Microbiology et constituent le premier axe du second chapitre de la these.

Dans la seconde partie de cet objectif, 1’identification des spécificités protéomiques des
cultivars de blé contrastés par leur sensibilité a la fusariose de 1’épi a été effectuée. La composante
protéomique des différents cultivars de blé en interaction avec les trois souches fongiques a été
analysée afin d’apporter des résultats complémentaires sur les facteurs de sensibilité candidats déja
identifiés au cours du premier objectif de la thése notamment au travers de l’identification de
protéines et de processus cellulaires permettant de discriminer les trois cultivars de sensibilité
contrastée.

Enfin, le dernier chapitre de ce manuscrit consistera a discuter conjointement I’ensemble des
résultats obtenus lors de la these et d’identifier les nouvelles questions biologiques et physiologiques

qui en découlent.
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Chapitre I — Analyse de 1a nature et de la dynamique des protéomes végétal et
fongique, composantes fondamentales du dialogue moléculaire controlant le
devenir de I’interaction entre le blé tendre et F. graminearum.

Introduction

L’interaction entre le blé tendre et Fusarium graminearum est, comme toutes relations hote —
pathogeéne, une relation caractérisée par un échange de molécules d’origines fongique et végétale
(Gupta et al., 2015). Pour aborder cet objectif, nous sommes partis du postulat qu’on ne pouvait pas
appréhender la complexité de ce dialogue moléculaire sans étudier les événements biochimiques et
physiologiques imputables aux deux protagonistes. Or, une bréve analyse bibliographique des études
précédemment effectuées sur ce pathosystéme révele que les auteurs ont souvent concentré leurs
efforts soit sur les réponses de la plante (Biselli ef al., 2018 ; Bonnighausen ef al., 2018 ; Dhokane et
al., 2016), soit sur celle du pathogeéne (Hong et al., 2010 ; Kim et al., 2007 ; Wang et al., 2011a). Si
les informations issues de ces travaux permettent d’acquérir de nouvelles connaissances sur 1’un ou
I’autre des protagonistes, elles ne permettent 1’obtention que d’une image partielle de I’interaction. A
ce jour, I’étude simultanée des événements moléculaires de 1’hote et du champignon n’a pu étre
réalisée que par I’utilisation d’approches transcriptomiques (Pan et al., 2018a ; Peyraud et al., 2017 ;
Puri et al., 2016). Cependant, si ce type d'analyse permet d’apporter de nouveaux €léments sur la
compréhension du dialogue moléculaire entre une plante et son pathogene (Gottwald et al., 2012 ;
Kugler ef al., 2013), il n'offre qu'une information incomplete de 1'étendue des régulations cellulaires
mises en ceuvre au cours de I’interaction (Chetouhi ef al., 2015 ; Panek et al., 2014 ; Quirino et al.,
2010). En effet, il est maintenant établi que I’expression des genes est régulée a différents niveaux et
que les changements d'abondances des ARNm ne sont que treés faiblement corrélés aux abondances
des protéines correspondantes (Maier et al., 2009 ; Nie et al, 2006 ; Ponnala et al., 2014).
L’augmentation ou la diminution de 1’abondance d’une protéine, qui est la molécule fonctionnelle de
la cellule (Li and Cao, 2010), peut par exemple étre due a 1’accumulation ou a la lyse de la protéine
sans pour autant qu’il n’y ait de modification du niveau du transcrit qui en est a 1’origine (Quirino et

al., 2010). En complément du transcriptome, I’étude protéomique permettrait donc d’avoir une vision
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trés précise des ajustements cellulaires qu’un organisme déploie en réponse a une stimulation
exogene. Par définition, la protéomique correspond a la détermination des caractéristiques de
I’ensemble des protéines présentes dans une cellule & un moment donné et dans une situation
déterminée. En tant que moyen de fournir des informations pertinentes des acteurs fonctionnels de la
cellule, la protéomique est un outil prometteur pour étudier le dialogue moléculaire. Bien que cette
méthode ait déja fourni des données informatives sur le blé ou le champignon (Chetouhi ef al., 2014 ;
Dornez et al., 2010 ; Gunnaiah et al., 2012) aucune de ces études n’est parvenue a identifier les
protéines de Fusarium graminearum in planta (Ding et al., 2011 ; Eggert and Pawelzik, 2011 ; Masci
et al., 2015). Ceci est principalement di au fait que les abondances protéiques entre 1’hote et les
protéines de I’agent pathogene sont fortement déséquilibrées au cours de I’interaction notamment aux
stades les plus précoces de 1’établissement de la maladie. De plus, la grande majorité de ces travaux
de protéomiques a suivi un chemin réductionniste en analysant, chez un seul des deux protagonistes,
uniquement quelques processus cellulaires ou protéines (McCormick et al., 2010 ; Xie ef al., 2019 ;
Yao et al., 2016) alors qu’il apparait de plus en plus clairement que les protéines ne fonctionnent pas
de fagon isolée, mais sous forme de réseaux étroitement interconnectés (Lescuyer et al., 2004). Ainsi,
le choix d’une étude exploratoire a large échelle semble étre pertinent pour la caractérisation la plus
complete possible du dialogue moléculaire établi lors de la maladie. Tenir compte des événements
moléculaires imputables aux deux organismes du pathosystéme ainsi que de leur dynamique
temporelle au cours des premiers stades de I’infection pourrait permettre I’obtention d’informations
non détectables via une analyse réductionniste. En effet, I’identification de la dynamique d’abondance
des protéines fongiques au sein méme de 1’épi de blé pourrait s’avérer étre un moyen puissant
d’améliorer nos connaissances sur les effecteurs impliqués dans la manipulation. De la méme
manigere, la prédiction des adressages de ces protéines dans les organites de la plante, associée aux
variations d’abondance des protéines végétales de I’organite ciblé, pourrait s’avérer étre un moyen

original d’identifier les facteurs de sensibilité du blé a fusariose de 1’épi.

Pour répondre a cet objectif, la souche fongique la plus agressive en notre possession a été

inoculée sur le cultivar de blé le plus sensible afin d’étudier le développement de la maladie dans un
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contexte de sensibilité fort pour (1) maximiser la détection d’effecteurs fongique et (ii) maximiser la
détection de protéines et processus biologiques associés a la sensibilité du coté de la plante. De plus,
nous avons suivi les points de cinétique que Rachelle Abou-Sleiman avait déterminée au cours de son
stage afin d’axer notre analyse sur les stades les plus précoces du développement de la maladie. Un
intérét particulier a ét¢ donné a l'identification d’effecteurs fongiques candidats, qui, a partir de
prédictions de sécrétion et de leur adressage au niveau d’organites spécifiques de la plante, nous a
permis d’identifier des facteurs de sensibilit¢ présumés chez la plante. Le bagage protéique
déterminant I’établissement de la dynamique du dialogue moléculaire a également été évalué dans les
spores et les spores en germination du champignon. En combinant des données protéomiques
approfondies avec des analyses de transcription, des données de phénotypage du blé et un profil de
développement de la biomasse de F. graminearum, nous avons proposé un nouveau répertoire
d’effecteurs fongiques putatifs ainsi que des processus cellulaires et physiologiques de la plante

possiblement impliqués dans 1’établissement de la sensibilité.
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Article 1 — Time-resolved dissection of the molecular crosstalk driving Fusarium head blight
in wheat provides new insights into host susceptibility determinism
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Fungal plant diseases are controlled by a complex molecular dialogue that involves
pathogen effectors able to manipulate plant susceptibility factors at the earliest
stages of the interaction. By probing the wheat-Fusarium graminearum pathosystem,
we profiled the coregulations of the fungal and plant proteins shaping the molecular
responses of a 96-hr-long infection's dynamics. Although no symptoms were yet
detectable, fungal biomass swiftly increased along with an extremely diverse set of
secreted proteins and candidate effectors supposed to target key plant organelles.
Some showed to be early accumulated during the interaction or already present in
spores, otherwise stored in germinating spores and detectable in an in vitro
F. graminearum exudate. Wheat responses were swiftly set up and were evidenced
before any visible symptom. Significant wheat protein abundance changes
co-occurred along with the accumulation of putative secreted fungal proteins and
predicted effectors. Regulated wheat proteins were closely connected to basal
cellular processes occurring during spikelet ontogeny, and particular coregulation
patterns were evidenced between chloroplast proteins and fungal proteins
harbouring a predicted chloroplast transit peptide. The described plant and fungal
coordinated responses provide a resourceful set of data and expand our understand-

ing of the wheat-F. graminearum interaction.

KEYWORDS

dual proteomics, Fusarium graminearum, Fusarium head blight, molecular dialogue, plant-pathogen

interaction, secreted protein effectors, spore proteins, susceptibility genes, Triticum aestivum

orchestrated plant responses are usually bypassed by the pathogen

using specific molecules, the so-called effectors, able to control host

Plants are steadily subjected to biological pressures promoting
diseases that could compromise their development. To face the wide
diversity of pathogens, plants have evolved several defensive mecha-
nisms such as the cellular recognition of pathogens making the occur-
rence of the disease an exception (Nejat, Rookes, Mantri, & Cahill,
2017; Staskawicz, 2001). When a successful interaction is establishing,

cellular responses (Cesari et al, 2013; Jones & Dangl, 2006;
Nurnberger, Brunner, Kemmerling, & Piater, 2004). Although plant
can evolve an effector-triggered immunity to promote the targeted
plant defences, the ability of the pathogens to evolve new effectors
will define the fate of the interaction (Jones & Dangl, 2006;
Nirnberger et al., 2004; Thatcher, Gardiner, Kazan, & Manners,

Plant Cell Environ. 2019;42:2291-2308.
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2012). This shapes a singular molecular dialogue based on a complex
swapping of molecules that involves swift and coregulated plant
responses and their interplay with the set of pathogen effectors (Lo
Presti et al., 2015; van Schie & Takken, 2014). Effectors are pivotal
components of this molecular dialogue and keystone determinants of
parasite manipulation. Mainly of protein nature, they are produced
to reach the contact zone with the plant cell or be directly
translocated in the host cells (Salcedo et al., 2017). Specific targets
of effectors can be proteins, RNA, or DNA, and they constitute the
so-called plant susceptibility genes or factors. Susceptibility
genes/factors are defined as all plant genes/processes that facilitate
infection and support the compatibility with the pathogen (Lapin &
Van den Ackerveken, 2013; van Schie & Takken, 2014). Some suscep-
tibility genes have already been described, as exemplified by the mlo
gene in barley or the Tsn1 and the Snn genes in wheat (Friesen, Zhang,
Solomon, Oliver, & Faris, 2008; Jgrgensen, 1992). However, their
dynamic expression upon pathogen interaction and their connections
with effectors are still poorly documented.

One of the relevant pathosystems to decipher the molecular
dialogue controlling plant-pathogen interactions is the relation
between bread wheat and the fungus Fusarium graminearum
(Fg, teleomorph Gibberella zeae). Fg belongs to the Ascomycota divi-
sion and is able to infect a broad spectrum of hosts such as small
grain cereals (wheat, maize, and barley for instance; Goswami &
Kistler, 2004). Fg induces Fusarium head blight (FHB), one of the
most deleterious diseases in cereals (Steiner et al., 2017), leading up
to 40% vyield losses in wheat and contaminating grains by mycotoxin
production (Xu & Nicholson, 2009). Controlling FHB epidemics is
therefore of particular concern, because wheat is the second most
produced cereal worldwide after maize. The molecular dialogue
driving FHB disease occurs in wheat spikelets, which include complex
tissues and which continuously change with grain development. This
probably requires Fg to set up specific infection strategies coordi-
nated with the changing molecular context of spikelet ontogeny.
Deciphering this intricate molecular dialogue has recently been made
possible because of the availability of the dual genome sequences
(Cuomo et al., 2007; International Wheat Genome Sequencing
Consortium [IWGSC], 2018; for Fg and wheat, respectively).
Although Fg possesses a small genome of about 36-Mb, wheat is
characterized by a complex three-component genome of about
17 Gb (AA, BB, and DD) that could shape specific responses to path-
ogens (Ma, Bai, Gill, & Hart, 2006).

Previous studies carried out on Fg evidenced its ability to produce
effector-like molecules such as FGL1, involved in extracellular
lypolytic activities and fungal virulence (Voigt, Schifer, & Salomon,
2005). Further studies on wheat have also reported that Fg is able
to manipulate wheat cell, in a time-dependent manner, by inducing
the reprogramming of pivotal plant biological processes, such as
starch and defence metabolisms (Chetouhi et al., 2015, 2016; Erayman
et al, 2015). However, most of the in planta analyses performed
on this pathosystem have only focused on the plant responses and
gained fragmentary information about fungal molecule dynamics

(Bonnighausen, Schauer, Schifer, & Bormann, 2018; Dhokane, Karre,

Kushalappa, & McCartney, 2016; Gunnaiah & Kushalappa, 2014; Li
et al., 2018). Previous mRNA analyses have already provided new
insights into the putative synthesized molecules involved in the molec-
ular dialogue between wheat and its pathogen (Gottwald, Samans,
Lick, & Friedt, 2012; Pan et al., 2018; Peyraud et al., 2017; Puri,
Yan, Leng, & Zhong, 2016), but transcripts depict only a limited image
of the functional cellular products.

As a mean to provide relevant information from the functional
actors of the cell, proteomics is a promising tool to investigate the
intricate molecular dialogue in host-pathogen interactions. Although
proteomics already yielded informative data in either the wheat or
the fungal side (Chetouhi et al., 2015; Dornez et al., 2010; Gunnaiah,
Kushalappa, Duggavathi, Fox, & Somers, 2012), no dual proteomics
have been successful. The few proteomics dealing with this
pathosystem have failed to identify Fg proteins in planta (Chetouhi
et al., 2015; Ding et al., 2011; Dornez et al., 2010; Eggert & Pawelzik,
2011; Masci et al., 2015; Zhang, Fu, Hiromasa, Pan, & Bai, 2013) or
have identified less than a dozen (Zhou, Eudes, & Laroche, 2006).
The identification of pathogen's proteins is challenging, because the
abundances between the host and the pathogen proteins are strongly
unbalanced during the interaction. Moreover, most of the FHB prote-
omics have been interested in the midterm stages of the infection
(Chetouhi et al., 2015; Dornez et al., 2010; Gunnaiah et al., 2012),
and none assessed spore protein contents, whereas the molecular
events that drive the fate of the interaction are probably shaped
during the early stages and even preconditioned by accumulated
molecules in the fungal spores.

By using an original shotgun dual proteomics approach, our main
goal was to perform a descriptive analysis of the molecular dialogue's
dynamics during the early stages of the FHB progress in bread wheat
to collect protein abundance data simultaneously in the wheat and Fg.
The protein baggage contained in spores (Sp) and in germinating
spores (gSp) as well as proteins found in an in vitro Fg exudate were
also assessed to add value to the in planta dataset.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Plant growth and F. graminearum inoculation

Fg inoculum was prepared using the F. graminearum MDC_Fg1 strain
(Alouane et al., 2018) at a concentration of 10° spores per ml. Fg
inoculations were conducted on the FHB-susceptible winter wheat
cultivar, cv. Recital. Wheat seeds were sown in buckets and kept at
20°C to allow germination. Plant vernalization was performed at 4°C
for 8 weeks, then they were transplanted in 4-L pots and transferred
to a growth cabinet with optimal conditions to allow tillering and
synchronized flowering. Automatic watering was installed, and the
daily photoperiod was set at 16-hr daylight for a temperature of
20°C and 8-hr darkness at 18°C. After 47 days, flowering of the main
culm was observed in all plants. Seven additional days were waited for
Fg infection in order to inoculate spikes showing the same ontogeny

during the same day (midanthesis). Three spikes per plant were
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inoculated by depositing 10 pl of inoculum in the floral cavity of six
spikelets located in the middle zone of each wheat spike (Figure 1a).
Control plants (Mock) were inoculated with water. Only the point-
inoculated spikelets were collected at four kinetic points of infection
(24, 48, 72, and 96 hr postinoculation [hpi]), and stored at -80°C.
Three biological replicates were performed, that is, 72 inoculated
spikes (two treatments, four kinetic points, three spikes, and three bio-

logical replicates).

WILEY- @ 2%

2.2 | Protein extraction

Frozen wheat spikelets collected from the same plant were mixed and
finely ground using pestle and mortar cooled with liquid nitrogen. For
each sample, a denaturing protein extraction using the trichloroacetic
acid/acetone procedure was achieved as described in Bonhomme,
Valot, Tardieu, and Zivy (2012), except that resolubilization was

performed in Laemmli buffer. Protein content was determined using
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FIGURE 1 Inoculation procedure and monitoring of wheat spike symptoms, Tri5 gene expression, and fungal biomass development in planta. (a)
Schematic representation of the point inoculation method of Fg spores in the six spikelets of each wheat spike. (b) The pictures represent the
dynamics of symptom development in the inoculated spikelets during the kinetics of infection (hpi: hr postinoculation). (c) The two pictures show
representative symptoms observed beyond the studied kinetics (dai: days after inoculation). (d) Line plots show the course of the fungal mass and
of the Tri5 gene expression (an estimate of DON mycotoxin synthesis, ligen et al., 2009) during the infection kinetics. Fungal mass (black line) was
assessed from the absolute quantification of the 18S ribosomal subunit-encoding genomic region, using RT-gPCR (Pasquet et al., 2016). The
values were calculated with a standard curve of 10-fold dilutions (ranging from 0.01 to 100 ng) of Fusarium graminearum DNA purification. Tri5
gene expression (yellow dash line) was analysed on total RNA extracts and normalized per fungal mass unit. Letters show the result of independent
Duncan's tests (P value <0.05) for both fungal mass (black letters) and Tri5 expression (yellow letters)
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a protein quantification assay (Macherey-Nagel), with bovine serum
albumin as standard. Proteins included in the supernatant of a liquid
culture medium of Fg (in vitro Fg exudate; Data S1) were precipitated
as described above, whereas proteins of Fg spores (Sp) and Fg germi-
nating spores (gSP) was performed using 10% trichloroacetic acid in
acetonitrile (Data S1).

2.3 | Tandem mass spectrometry analyses

A starting amount of 120 pg of proteins from each sample was
collected and submitted to reduction and alkylation as described in
Maghames et al. (2018). Proteins were digested in-gel using trypsin
(Promega), as in Shevchenko et al. (1996). Samples were analysed
online using a nanoESI Qexactive HF mass spectrometer coupled with
an Ultimate 3000 HPLC (Thermo Fisher Scientific). A gradient
consisting of 0-25% B in 100 min, 25-40% B in 20 min, and
40-90% B in 5 min (A = 0.1% formic acid and 2% acetonitrile in water;
B = 0.1% formic acid in acetonitrile) at 300 nl/min was used to elute
peptides from the capillary reverse-phase column (Pepmap®, Thermo
Fisher Scientific). NanoESI was performed with a spray voltage of
2 kV and heated capillary temperature of 270°C. Data were acquired
according to Maghames et al. (2018).

2.4 | Identification and quantification of peptides
and proteins from tandem mass spectrometry data

Database searches were performed using X!Tandem (http://www.

thegpm.org/TANDEM/; 2010.01.01.4). Enzymatic cleavage was

5&\

described for trypsin digestion with one possible miscleavage. Cys
carboxyamidomethylation and Met oxidation were set as static and
variable modification, respectively. Precursor mass and fragment mass
tolerance were 10 ppm and 0.5 Da, respectively. ldentifications were
performed using a concatenated file including the wheat database
(IWGSC, v1.0, 110,790 entries, 04/2017), the MDC_Fg1 database
(14,157 entries, 07/2018) obtained from an in-lab resequencing
(Alouane et al., 2018), and a contaminant database (trypsin, keratins,
Identified proteins were parsed and grouped using the X!
2017).

achieved according to a peptide E value <0.01. Proteins were reported

etc.).
TandemPipeline v3.4.3 (Langella et al., Data filtering was
when they displayed at least two different peptides in the same
sample and when the protein E value was <0.00001. The false
discovery rate (FDR) at the peptide level assessed from searches
against reversed amino acid sequences for each protein was smaller
than 0.8 x 107%. Relative quantification of peptides was achieved
using the MassChroQ software (Valot, Langella, Nano, & Zivy, 2011)
by extracting ion chromatograms as described in Bonhomme et al.
(2012). The normalization was performed by dividing ratios by the
total peptide abundance value in each liquid chromatography-tandem
mass spectrometry run before separation of Fg and wheat proteins for
statistical analyses (Figure 2a). Subsequent statistical analyses were

performed on log,o-transformed normalized data.

2.5 | PCR analyses of F. graminearum

Quantification of MDC_Fgl mass was performed on total DNA

extracts using 18S gene from three technical of three biological
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roteins
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FIGURE 2 Dual proteomics experimental workflow. (a) Experimental procedure performed for the identification, quantification, statistical
analyses, and data mining of both fungal and wheat proteins, in Mock and Fg-inoculated samples. The workflow is shown for the dual
proteomics approach. Fg spore proteome, Fg germinating spore proteome, and Fg exudate proteome were dealt on a qualitative basis. (b)
Bioinformatics workflow used for the identification of putative Fg protein subcellular localization and Fg protein effectors. ANOVA: analysis of
variance; FHB: Fusarium head blight; hpi: hr postinoculation; LC-MS/MS: liquid chromatography-tandem mass spectrometry
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replicates, as described in Pasquet et al. (2016). qRT-PCR analyses
were performed on 100 ng of total DNA, and the mass quantification
was performed with a standard curve ranging from 0.01 to 100 ng of
MDC_Fgl DNA. Relative quantification of Tri5 gene expression
(Table S1) was performed on total RNA extracts as described in
Chetouhi et al. (2016). Tri5 gene expression was normalized using
the total DNA quantification of 18S gene using the Act method (Pfaffl,
2001).

2.6 | Statistical analyses

Results were analysed with the R programming language v3.4.4
(R Core Team, 2018). Regulated Fg proteins during the infection
progress were traced using a one-way analysis of variance (ANOVA)
with the following linear model:

Yik = 1+ dj + g,

where Yj refers to individual protein abundance, u is the general
mean, d; is the effect of the duration of the infection, and ¢ is the
residual. In wheat spikelets, significance of treatment and ontogeny
effects in protein and transcript abundances were tested using a
two-way ANOVA with the following model:

Yik = 0+ Ti + Dy + (Ti X Dj) + &k,

where Yy refers to individual protein or transcript abundance, T; is the
effect of the treatment, D; is the effect of the development stage,
T; x Dj is the infection by development stage interaction, and & is
the residual.

For each individual Fg and wheat protein, P values obtained from
each effect (d; and T;, D;, and T; x D;, respectively) were adjusted to
control the FDR for independent test statistics (Benjamini &
Hochberg, 1995). The FDR was <0.01 corresponding to P values
<0.0083 for Fg proteins and to P values <0.002, <0.0018, and < 0.0006
for wheat proteins in the T, D, and T x D effects, respectively. Within
all significant order 2 interactions, we computed a contrast test proce-
dure to identify significant T x D interactions (Boussardon et al., 2018).
The inoculation effect on protein abundance depending on the

development stage was assessed by testing the following difference:
A= (Hn - D, “HT1, - D1) - (Hn - D, “HT1, - Dz)a

where A refers to a difference of a given comparison, p is the mean, T,
and T, are the two treatments, and D4 and D, are the two given devel-
opment stages. Differences were tested with the variance/covariance
matrix of the former two-way ANOVA and according to the following

model:

A= {(TXD)T1 -p, ~ (TxD)y, —Dl} - {(T’<D)T1 -p, ~ (TxD)s, _ D2}~

For all tested combinations, the Benjamini and Hochberg adjusted
probabilities were calculated and deemed significant when <0.05. A
significant adjusted P value depicts that the effect of Fg inoculation

differed between two time points.

WILEY- ! Ve 2

Fuzzy C-means clustering (Kumar & Futschik, 2007) of significantly
regulated Fg proteins was performed from Z-score transformed values
with five clusters and a fuzzification parameter of 2. Hierarchical clus-
tering of significant T x D contrasts in wheat proteins was performed
with the maximum distance as dissimilarity criteria and the McQuitty
as agglomeration method (McQuitty, 1966). Relation of wheat protein
abundance and development was assessed using Spearman's rank
correlation. Protein set enrichment analysis was computed using a
chi-squared test between observed and expected protein lists.
Adjusted P values were calculated with the FDR procedure for
multiple testing under dependency (Benjamini & Yekutieli, 2001) and

deemed significant when <0.01.

2.7 | Protein and gene ontology annotations

All identified Fg proteins were aligned against the F. graminearum
genome database (p3_p13839_Fus_grami_v32, release 2013.09.09)
in order to get information about their secretion features as described
in Brown, Antoniw, and Hammond-Kosack (2012; Figure 2b).
Subcellular localization was predicted using WolLF PSORT vO0.1
(Horton et al., 2007), specifying “plant organism” for secreted pre-
dicted proteins and “fungi organism” for those not predicted as part
of the secretome. Putative effectors were traced using the EffectorP
v2.0 tool with a score >0.55 (Sperschneider, Dodds, Gardiner, Singh,
& Taylor, 2018). GO annotation was performed using HMMER 3.1b2
(February 2015) by comparison of protein sequences with HMM
PFAM-A database (01/2017; P value <0.01; dom-evalue <0.01). Only
the best result has been kept, and the correspondence between Gene
Ontology ID and PFAM ID was performed using PFAM2GO mapping
(release 2018/04/21; Mitchell et al., 2015). The Fg sequences were
also compared with the Pathogen-Host Interaction database of
experimentally verified pathogenicity genes (PHI-base v4.6; Urban
et al, 2017) using a BLAST analysis (best hit P value <1 x 107>,
identity >80%).

3 | RESULTS

3.1 | Relationships between Fg mass, DON
biosynthesis, and symptom progress in infected wheat
spikelets

Six spikelets on three spikes of each plant were point inoculated at
midanthesis using water (Mock) or MDC_Fg1 inoculum. Fg mass and
Tri5 gene expression per Fg mass unit (coding for the first enzyme of
the biosynthetic pathway of DON and its derivatives; ligen, Hadeler,
Maier, & Schifer, 2009) were detected in infected spikelets as early
as 24 hpi, and no symptom was noticed (Figure 1b-d). Afterwards,
Tri5 expression was significantly enhanced during the 24 to 48 hpi
transition along with an increasing Fg mass and prior to the appear-
ance of a weak yellowing on wheat lemma. Browning of spikelets
was then observed at 72 hpi when Tri5 expression reached its

maximum. During the 72 to 96 hpi transition, the fungal mass still
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increased, and the symptoms corresponded to a total browning of the
inoculated spikelets. By continuing to monitor FHB progress on spikes,
symptoms ultimately spread to the whole spike at 15 dpi (Figure 1c).

3.2 | Characterization of the in planta-established Fg
proteome during the infection process

3.21 |
proteins

Functional categories of the identified Fg

Considering all Fg-inoculated wheat samples, this study identified
1,132 unique Fg proteins. According to the FunCatDB, proteins
belonged to 19 different functional categories involving a wide range
of functions (Figure S1a). The prevalent ones were “binding proteins”
and “metabolism” gathering 18.1% and 14.7% of the identified pro-
teins, respectively. Functions related to host and environment interac-
tions accounted to nearly 6.2%, including proteins belonging to either
“cell rescue, defence, and virulence” or “systemic interaction with the
environment” categories. They especially involved 11 disease factors,
two proteins participating to mycotoxin production (i.e., FGSG_03535
and FGSG_00071; Boenisch et al., 2017), 33 detoxification-related
proteins, and two proteins controlling the hormonal regulation of
plants (Table S2). About 8% of the identified proteins were of

unknown function (“unclassified” category).

3.2.2 | Predicted subcellular targets of the identified
Fg proteins

To distinguish proteins that could target plant cellular compartments
from those that typically reach fungal intracellular localization, we first
identified the putative secreted proteins by referring to Brown et al.
(2012; Figure 2b and Table S3). One hundred seventy-three putative
secreted proteins (15.3%) were evidenced, whereas 959 did not match
the distinctive features of the secretion process. As compared with
the 4.2% expected in the predicted whole proteome, our study shows
a significant enrichment of putative secreted proteins. To gain addi-
tional information about the prediction of secretion, we grew
MDC_Fg1 in a liquid culture medium containing wheat grains, and
we identified all proteins released in the supernatant after removing
fungal and plant tissues (exudate proteome). Among the 173 putative
secreted proteins found in wheat spikes, 51 were also identified in the
supernatant (Table S3). Nonsecreted proteins and putative secreted
ones were submitted separately to the WoLF PSORT tools by param-
eterizing fungi and plant as target organisms, respectively (Figure 2b
and Table S3). Cell localization was deemed “unknown” when WolLF
PSORT vyielded multiple predictions. For all identified proteins, a
search for effector proteins using the EffectorP2.0 software
evidenced 152 predicted effectors (i.e., 13.4% of all identified
proteins; Figure 2b and Table S3), including 10 proteins also found in
the exudate analysis.

The targets of the 173 putative secreted proteins showed three
main host subcellular localization (Figure 3a). The chloroplast target

was predicted for 102 proteins, including 21 putative effectors. The
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FIGURE 3 Subcellular localization and effector searches of the
identified Fusarium graminearum proteins. Bar charts represent
predicted cellular targets of putative secreted proteins (a) and
nonsecreted proteins (b). Tools used for feature's prediction refers to
Figure 2. In both bar charts, the proportion of putative effectors is
indicated in red. ER: endoplasmic reticulum

extracellular localization, involving apoplastic proteins, was predicted
for 37 proteins including 10 putative effectors, whereas cytoplasmic
localization concerned 18 proteins including six putative effectors.
Four proteins were predicted to reach the plant nucleus, two are
glycosyl hydrolases, another is a copper amine oxidase, and the last

is a peptidase; none contained a DNA-binding domain. The analysis
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of nonsecreted proteins showed also that three main subcellular loca-
tions are predominant including 339 cytoplasmic proteins, 267 nuclear
proteins, and 203 mitochondrial proteins (Figure 3b). Because the
nondetection of any secretory features in a protein is not a sufficient
criterion to exclude its possible secretion, an effector search was also
performed on this protein set (Figure 3b and Table S3). This yielded
36, 16, and 44 additional putative effectors in cytoplasmic, nuclear,
and mitochondrial proteins, respectively. Unknown localization
concerned 70 proteins including 10 predicted effectors.

3.3 | Dynamics of the Fg proteome during the FHB
progress

To accurately assess abundance changes in either fungal or wheat
proteins, all shared peptides to both proteomes were discarded, and
all proteins quantified with only one peptide were systematically
removed. From the 6,728 identified proteins, 1,077 Fg proteins were
reliably quantified. Adjustments in the Fg proteome were screened
by assessing abundance changes in inoculated samples that occur
independently of the increasing fungal biomass.

3.3.1 | Quantitative changes in the Fg proteome
during the infection process

Three hundred twenty-one Fg proteins (~30% of the quantified Fg
proteome; Figure 4a) were significantly regulated during the 96 hpi
period. The magnitude of the variations ranged from 1.3-fold to
108.9-fold changes with an average of 4.8-fold. Among these regu-
lated proteins, 49 matched with secretion features, including 21 and
2 proteins harbouring a plastid transit peptide (plastidTP) and a plant
nuclear localization signal (plant NLS), respectively. Furthermore, they
also included 63 proteins deemed to be predicted effectors according
to EffectorP2.0 of which six harboured a plastidTP. A fuzzy C-means
clustering was computed to identify specific patterns of abundance
changes over the infection kinetics. Five consistent clusters (F1 to F5,
Figure 5a) were evidenced gathering from 54 to 83 proteins; two
contained proteins whose abundance increased over the kinetics
(F1 and F5), whereas the three others depicted proteins whose abun-
dance decreased (F2, F3, and F4). About 17% of the whole regulated
proteins displayed abundance changes occurring as early as the 24
to 48 hpi transition (Cluster F3 gathering 54 proteins). The other pro-
teins showed that abundance changes were mainly detectable from 48
to 72 hpi transition (Clusters F1, F2, and F4 gathering 207 proteins).
Cluster F5 depicted large abundance changes that happened over
the 48 to 96 hpi period (60 proteins).

Functional enrichment analysis was performed on each cluster
using the MIPS FunCatDB. One hundred four functional annotations
were found in the five clusters (Figure 5b and Table S2). Cluster F1
was enriched in proteins mainly involved in “ribosome biogenesis,”

» o«

“nucleic binding acid,” “translation,” “DNA restriction or modification,”

“DNA conformation modification,” “RNA transport,” and “chromosome
condensation.” Cluster F2 was enriched in proteins involved in “C-

» o«

compound and carbohydrate metabolism,” “nucleotide/nucleoside/

WILEY- 1 Vi

» o«

nucleobase metabolism,” “metabolism of amines,” and “metabolism of

secondary products derived from glycine and L-serine.” Cluster F4

» o«

was enriched in proteins acting in “regulation of protein activity,” “pro-

» o«

tein targeting, sorting and translation,” “protein/peptide degradation,”
“protein processing,” and “protein binding.” Cluster F5 was enriched in
proteins involved in “electron transport and membrane-associated

n o«

energy conservation,” “respiration,” and “energy conversion and
regeneration.” Proteins involved in “stress response” were primarily

enriched in Clusters F3 and F4.

3.3.2 | Comparison of the in planta-established Fg
proteome with pre-existing proteins in Fg spores and
in germinating Fg spores

In this work, we also investigated the discrepancies and similarities
between the in planta-established Fg proteins with the ones
detectable specifically in spores (Sp) and in germinating spores (gSp).
Proteomes identified from the isolated fungal Sp and gSp showed
extensive differences with the Fg proteome interacting with wheat
spikelets, making a quantitative analysis inappropriate. The three
proteomes were compared on a qualitative basis only. Seven hundred
twenty-one proteins were identified in the Sp proteome and 462 in
the gSp proteome (Figure 6 and Table S3). The three proteomes
shared 296 common proteins, that is, 26%, 41%, and 64% of the in
planta-established, Sp, and gSp proteomes, respectively. Sp and in
planta proteomes shared the largest number of identical proteins
(491 proteins). Both the Sp and gSp proteomes were significantly
enriched in proteins involved in ATP synthesis, in cell morphogenesis,
and in translation (Table S4). The gSp proteome contained 50 putative
secreted proteins that referred to Brown et al. (2012) including 22 also
found in the exudate analysis (Table S3). The effector search yielded
101 putative effectors in the Sp proteome and 89 in the gSp proteome
(Figure 6 and Table S3). The gSp proteome was significantly enriched
in putative effectors as well as the set of proteins common to the
three proteomes, which gathered 50 putative effectors. Among Fg
genes referenced in the PHI-base and that already proved to be
involved in virulence, 21, 14, and 44 matched with protein sequences
found in the Sp, gSp, and in planta-established proteomes, respectively
(Table S3).

3.4 | Adjustments in the wheat spike proteome
during Fg interaction

In all wheat proteomics data aggregated, 5,596 wheat proteins were
reliably quantified. Gene Ontology showed that identified proteins
are expected to act in most of the subcellular components of the
(Figure S2),
organelles (mitochondrion and plastids), cytosol, nuclear components,

wheat cell including primarily energy-producing
membranes, and storage structures (vacuole). Gene ontology analysis
of the total identified wheat proteins revealed an enrichment in 102
biological processes and 151 molecular functions, thus covering a

wide range of cell processes (Figures S1b and S2).






FABRE ET AL.

Total quantified

Fg proteins
n=1,077

Regulated proteins
during FHE&Z?rogress
n=

Secreted proteins (Brown et al., 2012)
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Proteins harboring plastidTP: 21
Proteins harboring plant NLS: 2

Predicted effectors (EffectorP)
requlated during the FHB progress

Proteins harboring plastidTP: 6

(b)
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proteins
n=1,070
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FHB x Development-responsive

proteins
n =286
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Total quantified

wheat proteins
n=5,388

FIGURE 4 Description of analysis of variance (ANOVA) results computed for Fusarium graminearum and wheat proteins. (a) The Venn diagram
depicts the number of significantly regulated Fg proteins (one-way ANOVA test, false discovery rate [FDR] < 1%, P value <0.003). The number of
regulated proteins displaying secretion's and effector's distinctive features is specified. PlastidTP and NLS refer to plastid transit peptide and
nuclear localization signal, respectively. (b) The Venn diagram shows the number of wheat proteins whose abundance change was deemed
significant for each factor of the two-way ANOVA (Fusarium head blight [FHB]-responsive proteins: FDR < 1%, P value <0.002; development-
related proteins: FDR < 1%, P value <0.0018; and FHB x development-responsive proteins: FDR < 1%, P value <0.0006)

To accurately make the difference between Fg-related effect, grain
ontogeny effect, and their combination, two-way ANOVAs were com-
puted to assess the significance of the variance specifically associated
with Fg inoculation (FHB-responsive proteins), with grain develop-
mental processes (development-related proteins) and with their
interaction effect (FHB x development-responsive proteins). These
analyses enabled a relevant categorization of proteins according to
the factor(s) that guide(s) their abundance changes including (a)
proteins specifically regulated during Fg interaction without any
control from grain developmental processes (FHB-regulated proteins),
(b) proteins regulated during Fg infection along with basal adjustments

of grain development (FHB + development-regulated proteins), and (c)

proteins whose Fg-induced regulation depended on specific grain
developmental processes (FHB x development-regulated proteins).

The two-way ANOVA evidenced 1,612 proteins deemed
significant for at least one tested effect, that is, nearly 30% of the
detected proteome. Considering each factor individually, 1,070 FHB-
responsive proteins, 961 development-related proteins, and 286
FHB x development-responsive proteins were identified (Figure 4b).
According to our categorization, these included 570 FHB-regulated
proteins, 233 FHB + development-regulated proteins, and 286
FHB x development-regulated proteins (Figure 4b).

Regarding the FHB-regulated proteins, they have been split into

two groups, the first one included proteins whose average abundance
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FIGURE 5 Clustering of Fg protein regulation patterns and functional category enrichment. Clustering (a) was computed using the fuzzy C-
means methods using Z-score transformed values to identify homogeneous pattern of protein abundance changes during the 96-hr-long

infection dynamics. The number of proteins included in each cluster are specified in the right upper corner (n). The cluster membership of each
protein profile is indicated by a colour code from green to red. The enrichment (b) in biological processes was tested using a chi-squared test for
each cluster, and significant ones are represented in the pie charts. hpi: hr postinoculation
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was systematically lower in the Fg-inoculated samples as compared
with the control samples, and the second group included proteins with
the highest abundance systematically found in response to Fg
inoculation (Figure 7). Functions associated with “intracellular protein

n o«

transport,” “DNA repair/recombination,” “proteolysis,” “tRNA amino-
acylation,” and “response to oxidative stress” were significantly
enriched in the proteins of highest abundance in Fg-inoculated sam-
ples (Figure 7 and Table S5). FHB-down-regulated proteins gathered
functions involved in energy-related processes such as “proton
transmembrane transport,” “photosynthetic electron transport chain,”
“photosynthesis light reaction,” and “fatty acid metabolism.” They also
showed a significant enrichment in membrane, photosystem, and
intracellular proteins (Figure 7 and Table S5).

Within the set of FHB + development-regulated proteins, different
patterns of protein abundance variation have been observed, making
their grouping according to homogeneous criteria difficult. The most
relevant way was first to select the proteins showing a significant
linear regression with the kinetics factor and then to compute for each
protein the Spearman's rank correlations between their abundance
and the kinetics factor. Using these criteria, two homogeneous groups
were defined (Figure 7). The first group was typified by variation pro-

files combining a lower abundance upon Fg inoculation along with a

Effectors
19.3%

Unknown
2.1%

FIGURE 6 Comparison of protein
identifications obtained from spore (Sp),
germinating spores (gSp), and in planta fungal
proteomes. The Venn diagram describes the
similarities and specificity in the protein
composition of the three proteomes. In blue:
spores (Sp) proteome, in red: germinating
spores (gSp) proteome, and in green: Fg
proteome extracted in the wheat spikelets
during Fusarium head blight infection. Pie
charts indicate the proportion of putative
effectors found in the three Fg proteomes;
significant enrichment is depicted by a red
font

decreasing abundance throughout the development kinetics. This
group included 47 proteins and was enriched in proteins involved in
“transmembrane transport.” The second group gathered proteins
combining a higher abundance upon Fg inoculation along with an
increasing abundance throughout the development kinetics. This
second group included 94 proteins and was enriched in proteins
involved in “cell wall macromolecule catabolic process” and “chitin
catabolic process” (Figure 7 and Table S5).

Regarding the 286 FHB x development-regulated proteins, they
were enriched in functions acting in the response to pathogens such

as “defence response,” “response to biotic stimulus,” and “chitin
catabolic process” (Table S5). We further computed specific statistics
to characterize how the spikelet ontogeny determines the response
to Fg inoculation. All contrasts from the FHB x Development interac-
tions were tested and showed in a hierarchical clustering (Figure 8).
Combinations assessed between the earliest and the latest ontogeny
stages were those of widest differences (Table S6), whereas consecu-
tive ontogeny stages showed the most similar ones, except for the 48
versus 72 hpi comparison. The number of significant contrasts in this
latter comparison was very close to those evidenced in the 24 versus
72 hpi and the 24 versus 96 hpi comparisons (Table S6), depicting that
they were mainly guided by those taking place between 48 and 72 hpi
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FIGURE7 Summarized representation of wheat proteins displaying abundance increases or decreases upon Fg inoculation. Graphs represent the
average abundance pattern of wheat proteins significantly regulated by the treatment factor and by both the treatment and development (Dev)
factors. Black lines and dashed lines show the average profiles of each protein set; coloured zone around the lines represents the minimum and
maximum values of protein abundance (log,). Pie charts indicate the biological processes significantly enriched in each graphs. FHB: Fusarium head

blight; hpi: hr postinoculation

and that FHB-responsive patterns were broadly readjusted at this
transition. To identify which FHB-responsive proteins were the most
influenced by spikelet ontogeny, we profiled the strongest contrasts
computed between two consecutive kinetics points (i.e., 24 vs.
48 hpi, 48 vs. 72 hpi, and 72 vs. 96 hpi; Table Sé). By focusing
arbitrarily on the quintile strongest contrasts (58 proteins), this
revealed proteins already known to be involved in plant defence, such
as eight CAP-cysteine-rich secretory proteins, seven cupins, five per-

oxidases, three glutathione S-transferases, two xylanase inhibitors,

two chitinases, and a UDP-glucosyltransferase (Darwiche, Méne-
Saffrané, Gfeller, Asojo, & Schneiter, 2017; Pasquet et al., 2016; Sun
et al., 2018; Wang et al., 2014). Other proteins belonging to carbohy-
drate metabolism, to enzymatic inhibition, and to signalling processes
were also observed. Moreover, three proteins displayed opposite
contrasts, depicting that the effect of FHB on their abundance was
reversed during the time course of infection. These corresponded to
two arogenate dehydratases, chloroplast proteins involved in the

shikimate pathway, and a mitochondrial ribosome-recycling factor.
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FIGURE 8 Heat map representation of the abundance changes of the Fusarium head blight (FHB) x development-regulated proteins in wheat
spikelets. Hierarchical clustering is based on the significant contrasts of all significant order 2 interactions (T x D, adjusted P value <0.05) of the
two-way analysis of variance (false discovery rate <1% and P value <0.0006). For each protein, the purple and blue colours indicate that FHB-
induced abundance change decreased between two kinetics points (e.g., the 24 vs. 48 hr postinoculation [hpi] column indicates the comparison
between the change computed at 24 hpi and the one computed at 48 hpi). The orange and red colours indicate that FHB-induced abundance
change increased between two kinetics points. Each line represents one FHB x development-regulated proteins

4 | DISCUSSION

By analysing dual proteomics, we profiled the protein components of
the molecular dialogue established in the wheat-F. graminearum
pathosystem. As shown by the late symptom appearance, the 96-hr-
long dynamics corresponds to the setting up of the interaction during
which a complex molecular dialogue drives the ultimate fate of the
infection process (Cohen, Jacobs, & Leach, 2018). In this study, a par-
ticular emphasis was given in the search of candidate Fg effectors and
putative wheat susceptibility factors. This was primarily probed from a
fine characterization of the protein abundance dynamics during the
early stages of the interaction and the identification of coregulations
between Fg candidates and plant responses in a cultivar of extensive
FHB susceptibility (Figure 9). This distinctive trait of the host has been

chosen as a way to trace the expression of susceptibility factors.

4.1 | Dynamics of the wheat-F. graminearum dual
proteome illustrates a complex molecular dialogue

The in planta dual proteomics yielded nearly 6,750 protein identifica-
tions, of which 83% belonged to wheat (5,596 proteins corresponding
to 4.5% of the theoretical predicted proteome, IWGSC, 2018), and
17% belonged to Fg (1,132 proteins corresponding to 8% of the
theoretical proteome, Cuomo et al., 2007). About 30% and 20% of
Fg and wheat proteins, respectively, displayed abundance changes
during the infection progress. Part of the FHB-responsive proteins
overlapped with the development-related ones, indicating synergistic
responses that combine processes involved in basal spikelet ontogeny
and in FHB response. A quarter of the protein abundance changes
induced by Fg inoculation displayed development-dependent patterns

(Fg x development-regulated proteins). This emphasizes that wheat
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FIGURE 9 Summarized picture of the regulated patterns of putative fungal effectors and candidate wheat susceptibility factors. A summary is
shown for both Fusarium graminearum and wheat. On Fg side, Venn diagrams represent the number of putative effectors and putative secreted
proteins that were specific or common to the three Fg proteomes. Fuzzy C-means clusterings represent the protein abundance patterns computed
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Fusarium head blight. Wheat spike and chloroplast pictures were obtained from http://www.freepik.com and https://commons.wikimedia.org/

wiki/File: Chloroplast.svg?uselang = fr, respectively

molecular adjustments to FHB depended on plant development or
depended on the set-up of different fungal strategies to fit over the
developmental processes (Figure 9). These specific patterns were
mainly guided by the extensive remodelling of FHB responses
between 48 and 72 hpi, corresponding to the beginning of the grain's
cellularization process. Associated with the stiffening of cell walls and
intense mitotic activity (Nadaud et al., 2010), this stage could be a key
step in the success of the interaction. On the Fg side, extensive
protein abundance changes were also observed at the 48 to 72 hpi
transition. Such dual regulations emphasize that regulated Fg proteins
may participate not only in the crucial mechanisms of fungal
development but also in the processes that may determine the fate
of the interaction by dynamically adjusting to the physiological
responses of the plant.

In the context of infection, secreted and effector proteins that are
regulated in Fg are of central interest. Secreted proteins and especially
effectors are closely related to the infection success, facilitating path-
ogen entry into the plant host tissues, suppressing plant immune
responses, and manipulating plant physiology for pathogen's benefit
(Giraldo & Valent, 2013; Stergiopoulos & de Wit, 2009; Torufo,
Stergiopoulos, & Coaker, 2016). Although some effectors and their
functions have already been described in several plant-microbe-

interacting systems (Boller & He, 2009; Evangelisti et al., 2017), their
diversity and their dynamics during infection are still unknown,
especially in filamentous fungi (Alfano, 2009). In this study, one third
of the regulated Fg proteins harbouring representative domains of
effectors proved to be accumulated at specific stages of infection
(Figure 9). This depicts that these proteins could be delivered by
waves to achieve precise roles in the progress of the interaction,
corroborating former reports dealing with other pathogens such as
with  Colletotrichum higginsianum (O'Connell 2012)
Phytophthora sojae (Wang et al., 2011).

Effector features are still complicated to evidence because of very

et al, or

few conserved domains (Jones, Bertazzoni, Turo, Syme, & Hane, 2018;
Sperschneider et al., 2016). One way to increase the detection of
candidate effectors is the analysis of the predicted subcellular
compartments the proteins are predicted to be addressed to. For
instance, among all the Fg putative secreted proteins, four are
predicted to be addressed to the plant nucleus but not predicted as
effectors. Three of them were also found in the Fg exudates
(fuGraFG1chr3G262700.1, fuGraFG1chr1G376300.1, and FGS-
G_03017) and two showed significant abundance changes during the
infection (fuGraFG1chr2G224300.1 and fuGraFG1chr3G262700.1).
Fungal proteins can be located in the plant nucleus to drive the
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success of the disease (Robin et al., 2018; Vargas et al., 2015). Such Fg
proteins could partly explain the significant enrichment in wheat of
FHB-regulated proteins involved in nucleic acid binding and in transla-
tion. For instance, they include two homologs of HvWRKY1
(TraesCS3A01G167200.1 and TraesCS3D01G173300.2), a nuclear
transcription factor known to suppress defences to powdery mildew
in barley (Shen et al., 2007). This consolidates the hypothesis that
wheat nuclear proteins could be special targets of Fg effectors as a
mean to shape a wide-scale control of cellular plant responses.

In this work, one of our particular findings is the convergent evi-
dences about a relationship between the chloroplast targets and the
infection success. A chloroplast transit peptide was predicted in 102
putative secreted Fg proteins including 21 putative effectors, and 27
showed significant abundance changes during the infection. Further-
more, 36, 26, and 31 of these proteins were identified in Sp, gSp,
and exudate Fg proteomes, respectively. This is an interesting finding
because Fg is supposed to colonize cereal grains (Leonard & Bushnell,
2003) where photosynthesis is not expected. A systemic spreading in
the vascular system has already been observed for DON and for
fungal effectors (Lievens, Houterman, & Rep, 2009; Moretti, Rossi,
Ciuffo, & Turina, 2014). Likewise, Fg effector proteins could also be
delivered in the xylem to reach particular targets in photosynthetic
tissues, thus interrogating the ability of Fg to remotely control specific
processes in leaves and stems. Chloroplasts are known to be among
the most impacted organelles by pathogens as a mean to neutralize
part of the plant defences (de Torres Zabala et al., 2015), and a num-
ber of chloroplast proteins are known to be direct targets of effectors,
especially in viruses and bacteria pathogens (Bobik & Burch-Smith,
2015), or widely repressed 48 hr after DON application on wheat
leaves (Pascovici et al., 2013). Our hypothesis is also supported by
the wheat responses where chloroplast functions showed to be
particularly impacted. Strong decreasing abundance was observed
for proteins involved in photosynthesis and light reaction, photosyn-
thetic electron transport chain, proton transmembrane transport,
and photosystem processes over the 96-hr period. To our knowledge,
no susceptibility factor has been reported in the wheat-Fg interac-
tion. However, by taking advantage of the molecular data from both
plant and pathogen, our results suggest that chloroplast functions in
bread wheat could be one of the main FHB susceptibility factors.
Although most of the previous studies have raised the possible
involvement of sucrose or glucose metabolism (Chetouhi et al.,
2016; Erayman et al., 2015), we postulate that major regulations
occur upstream through chloroplast molecular adjustments. Two
homologs of known susceptibility factors that target plant chloro-
plasts in other pathosystems substantiate the relevance of this dual
proteomics. The first corresponds to OsSSI2 (TraesCS5A01-
G123600.2), described in rice as a fatty acid/stearoyl-ACP desaturase
and known to be a negative regulator of the salicylic acid synthesis
pathway (Jiang et al., 2009). The second matches with DMR6
(TraesCS5D01G233700.1), described as a 2-oxoglutarate-Fe(ll) in
Arabidopsis thaliana, a suppressor of plant immunity to several patho-
gens (van Damme, Huibers, Elberse, & van den Ackerveken, 2008;
Zeilmaker et al., 2014).

4.2 | Fg spores accumulate a set of predicted
secreted proteins and candidate effectors, which are
further regulated during the infection process

In this work, 787 Fg proteins were identified from fungal spores (Sp
and gSp). According to Brown et al.'s (2012) secretome, about 8%
and 11% of the Sp and gSp proteins, respectively, are predicted to
be secreted. Among these putative Sp and gSp-secreted proteins,
some were also identified in the Fg exudate proteome strengthening
the confidence in their secretion prediction. This is even more
relevant when such proteins also harbour a plant-specific targeting
signal. One typical example is fuGraFG1chr2G157700.1 found in
the Sp and in the exudate proteomes and bearing a predicted plant
NLS. This is a counterpart of the plant PR-1 proteins whose deletion
of the related gene is known to reduce Fg virulence (Lu & Edwards,
2018). Likewise, a dozen of Fg putative secreted proteins found
systematically in Sp, in gSp, in exudates, and in planta displayed a
predicted chloroplast transit peptide. This is exemplified by fuGraF-
G1chr2G203100.1 harbouring a
tuberculosis-necrotizing toxin, known to be involved in NAD" hydro-
lysis (Sun et al., 2015).

Focusing on predicted effectors has also yielded a number of

homologous domain with a

candidates, which were regulated during the infection process and
accumulated in spore proteomes. During the infection, 63 predicted
effectors displayed abundance changes, corresponding to 20% of
the whole set of the regulated Fg proteins. Among those, 25 showed
to be highly abundant as early as 24 hpi, suggesting either a swift syn-
thesis within the first 24 hr of the interaction or a former accumula-
tion in the spore. Six of these early abundant putative effectors
were already accumulated in both Sp and gSp, and four additional
ones were specifically found in Sp. These candidate effectors are
involved in steroid biosynthesis, in oxido-reductase activity, in
electron-carrier activity, and in iron-sulphur binding, only one
(fuGraFG1chr2G053400.1) has an unknown function. Steroids are
known to act either antagonistically or synergistically with plant
defences (Belkhadir et al., 2012), whereas oxido-reductase and
electron-carrier activities could be a mean to control host energy
(Bobik & Burch-Smith, 2015). Hence, our results suggest that spore
effectors could target very early the host energy-related processes
and the set-up of immune responses.

As a whole, the identification of several functions already shown to
be involved in Fg virulence strengthens the value of our dataset in
gathering pivotal information about the fungal molecular determinants
involved in the FHB disease. This is further substantiated by other Fg
proteins not predicted to be secreted, including three Sp and four gSp
transcription factors controlling Fg virulence in wheat spikes (Son
et al., 2011). Two of them were also found in planta and had a signif-
icant accumulation during the infection progress. Altogether, our data
illustrate that virulence factors, including effectors, could be already
stored in the spores, swiftly synthesized upon spore germination,
and further regulated during the infection, emphasizing that spores
might not be just a resistance and dissemination structure but might
be also crucial determinants of pathogenicity.
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5 | CONCLUSION

In conclusion, this study expands our understanding of the
wheat-F. graminearum interaction and also provides new data about
the protein content of Fg spores. Identifying pathogen's effectors
and plant susceptibility factors is a challenging task and becomes even
more complicated in complex plant tissues such as spikes, where
molecular content is continuously fluctuating along with grain matura-
tion. Now, identifying the relationship between putative effectors and
candidate susceptibility factors will be one additional ambitious work
to understand the determinism of pathogen manipulation in plants,
requiring functional validations and experimental evidences of
molecular interactions between putative Fg effectors and candidate

wheat susceptibility factors.
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Conclusion

L’objectif de cette premicre partie était d’établir la premiére cartographie fine des événements
moléculaires précoces établis lors de la fusariose de 1’épi afin d’identifier des effecteurs fongiques
impliqués dans la manipulation parasitaire et des facteurs de sensibilit¢ du bl¢ impliqués dans le
succes de la maladie. L’observation des ajustements simultanés dans les protéomes végétal et
fongique au cours des 96 premiéres heures de 1’interaction a permis de visualiser une profonde
modification des deux protéomes lors de la transition 48 — 72 hpi, complétant ainsi notre connaissance
du pathosystéme qui n’avait jusqu’a présent était étudié que sur des stades beaucoup plus tardifs du
développement de la maladie (Chetouhi et al., 2014 ; Dornez et al., 2010 ; Gunnaiah et al., 2012).
D’autre part, la variation d’abondance des protéines fongiques lors de cette transition semble indiquer
que les effecteurs fongiques sont exprimés par vagues et qu’ils ont un réle précis a des moments
spécifiques de I’interaction, ce qui sous-entend que la stratégie fongique s’ajuste de maniére
dynamique au contexte du développement du grain. Parmi ces effecteurs, certains se sont révélés étre
accumulés rapidement au cours de l'interaction tandis que d’autres étaient déja stockés dans les spores
du champignon suggérant que la spore pourrait ne pas seulement étre une structure de résistance et
de dissémination, mais qu’elle pourrait également €tre une structure d’infection. Un autre résultat
majeur de cette étude concerne la surreprésentation de motifs d’adressage chloroplastique retrouvée
au niveau des séquences protéiques des effecteurs. Les fortes variations d’abondance de ces protéines
fongiques, couplées a celles observées des protéines chloroplastiques suggerent que cet organite
pourrait étre une des cibles principales des effecteurs fongiques et un élément clé du processus de
manipulation parasitaire. Les fonctions du chloroplaste semblent ainsi €étre 1’un des principaux

facteurs de sensibilité du blé tendre a la fusariose de 1’épi.

Une des principales limites concernant cette étude est qu’elle ne tient pas compte de la diversité
génétique du blé ni de celle de Fusarium graminearum. En effet, I’exploration du dialogue
moléculaire présentée au cours de cet objectif a été réalisée lors de I’interaction entre une souche
agressive (i.e. MDC_Fgl) et un cultivar de blé sensible au FHB (i.e. Récital) afin de maximiser les

chances de détection des effecteurs fongiques et des facteurs de sensibilité impliqués dans le
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développement de la maladie. L’utilisation de plusieurs cultivars de bl¢ tendre et de plusieurs souches
de F. graminearum, pourrait ainsi permettre 1’identification des acteurs moléculaires spécifiques aux

fonds génétiques expliquant les différences de sensibilité et d’agressivité observées.
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Chapitre II - Impact des fonds génétiques de I’agent pathogéne et de I’héte sur
le déterminisme de la maladie

Introduction

Dans le cas de la fusariose de 1’épi, la compréhension des spécificités moléculaires permettant
de discriminer différentes souches et cultivars de blé d’agressivité et de sensibilité contrastées pourrait
apporter des informations originales sur les acteurs protéiques participant au succes de la maladie. En
effet, il est non seulement établi que les souches de Fusarium graminearum ne sont pas toutes
identiques dans leur capacité a induire une maladie (Carter et al., 2000 ; Goswami and Kistler, 2005 ;
Malbran et al., 2012 ; Talas et al., 2012 ; Xue et al., 2004), mais également que les différentes variétés
de blé tendre possédent des niveaux de « tolérance » plus ou moins marqués lors de leur interaction
avec 1’agent pathogéne (Fall et al,, 2019 ; Gervais et al., 2003 ; Steiner et al., 2019 ; Zhu et al., 2019).
La description de la diversité génétique parmi les isolats de F. graminearum dans le but de
comprendre les liens entre spécificité génomique et agressivité a fait 1’objet d’un grand nombre de
publications (Bai and Shanner, 1996 ; Carter et al., 2000 ; Garmendia et al., 2018 ; Goswami and
Kistler, 2005 ; Shin et al., 2018 ; Wang et al., 2011b) qui ont, pour certaines d’entre elles, clairement
montré que 1’agressivité de Fusarium graminearum était une caractéristique intrinseque de la souche
(Goswami and Kistler, 2005 ; Shin et al., 2018 ; Xue et al., 2004). Plus récemment, les récents travaux
de thése de Tarek Alouane, menés au sein de I’équipe MDC, ont également montré 1’existence d’une
variabilité génétique chez différentes souches de Fusarium graminearum présentant une agressivité
plus ou moins marquée (Alouane et al. en préparation). L’ensemble de ces observations
bibliographiques ouvrent ainsi de nouvelles pistes pour compléter nos connaissances sur le dialogue
moléculaire impliqué dans le succés de la maladie via le role des geénes spécifiques aux souches et/ou
aux différents cultivars de blé identifiés au sein des différents génomes. Afin de mieux appréhender
les spécificités moléculaires impliquées dans 1’agressivité de F. graminearum et dans la sensibilité du
blé tendre a la maladie, nous avons étudi¢ simultanément les dual-protéomes établis lors de
I’interaction entre trois cultivars de blé de sensibilité contrastée inoculés avec trois souches fongiques

présentant différents degrés d’agressivité lors d’expérimentation au champ.
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La premiére étape consistait a comprendre les mécanismes impliqués dans le déterminisme de
I’agressivité des souches via I’analyse de trois parametres classiquement utilisés pour le phénotypage
de F. graminearum, (i) I’analyse de la sévérité des symptomes induits par chacune des souches sur
les trois fonds génétiques de blé, (ii) le développement de la masse fongique a 1’intérieur des épis et
(ii1) la production instantanée des DON par nos trois souches en fonction du cultivar de blé infecté.
Les résultats obtenus lors de ce phénotypage ont ainsi permis de valider le gradient d’agressivité de
nos souches observé lors de précédentes expérimentations. Conjointement a la caractérisation
phénotypique des différents traits d’agressivité du champignon, 1’analyse exploratoire du dual-
protéome mise au point lors du premier objectif a été réalisée afin d’identifier les spécificités
moléculaires établies lors de I’interaction entre les différents fonds génétiques a la fois dans la
composante fongique et végétale du dual-protéome. Cette analyse a été réalisée a 72 hpi qui, lors du
premier objectif, s’est révélé étre un point de cinétique au cours duquel avait été identifiée une
importante covariation des protéomes des deux protagonistes. Un intérét particulier a été consacré a
la recherche des facteurs expliquant les variances observées dans les abondances des protéines
fongiques et végétales afin d’identifier les événements moléculaires spécifiques aux fonds génétiques
permettant d’expliquer les différences d’agressivité et de sensibilité observées. L’intégration de
I’ensemble de ces données permettra d’initier la reconstruction des réseaux de régulation mis en
ceuvre dans les différents contextes d'agressivité et de sensibilité en établissant les connexions
possibles entre la sensibilité de la plante et les effecteurs fongiques exprimés au méme stade
ontogénique. Outre 1’apport de nouvelles connaissances sur le pathosystéme, la compréhension des
mécanismes spécifiques et génériques impliqués dans la création d’un état de sensibilité a la fusariose
de I’épi servira comme base de réflexion sur leur réelle valeur pour des applications futures plus

appliquées.
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Axe 1 — Analyse du déterminisme de I’agressivité de Fusarium graminearum en interaction
avec le blé tendre

Article 2 — Unbalanced roles of fungal aggressiveness and host cultivars in the establishment
of the Fusarium head blight in bread wheat
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Unbalanced Roles of Fungal
Aggressiveness and Host Cultivars in
the Establishment of the Fusarium
Head Blight in Bread Wheat

Francis Fabre’, Joerg Bormann?, Serge Urbach?3, Sylvie Roche*, Thierry Langin’ and
Ludovic Bonhomme'™

" Université Clermont Auvergne, INRAE, UMR 1095 Genetics, Diversity and Ecophysiology of Cereals, Clermont-Ferrand,
France, 2 Department of Molecular Phytopathology, Institute of Plant Science and Microbiology, University of Hamburg,
Hamburg, Germany, ° Functional Proteomics Platform, Institute of Functional Genomics, CNRS UMR 5203 INSERM U661,
Montpellier, France, * INRAE, Unité Experimentale 1375, Phénotypage au Champs des Céréales (PHACC),
Clermont-Ferrand, France

Fusarium head blight (FHB), caused mainly by Fusarium graminearum, is the
foremost destructive disease of cereals worldwide. Effector-like molecules produced by
F. graminearum play key roles in the infection process and are assumed to be one of the
essential components of the pathogen’s aggressiveness. However, their nature and role
in the disease are still largely misunderstood. As a mean to provide relevant information
about the molecular determinism of £ graminearum aggressiveness, we surveyed three
F. graminearum strains on three wheat cultivars contrasted by their susceptibility to
FHB. £ graminearum strains revealed large differences in aggressiveness which were
mostly unchanged when facing hosts of contrasted susceptibility, suggesting that their
behavior rely on intrinsic determinants. Surveying the fungal mass progress and the
mycotoxin production rate in the spikes did not evidence any simple relationship with
aggressiveness differences, while clues were found through a qualitative and quantitative
characterization of the three strain proteomes established in planta especially with
regards to early synthesized putative effectors. Independently of the wheat cultivar, the
three F. graminearum strains produced systematically the same protein set during the
infection but substantial differences in their abundance enabled the categorization of
fungal aggressiveness. Overall, our findings show that the contrasts in F. graminearum
aggressiveness were not based on the existence of strain-specific molecules but rather
on the ability of the strain to ensure their sufficient accumulation. Protein abundance
variance was mostly driven by the strain genetics and part was also influenced by
the host cultivar but strain by cultivar interactions were marginally detected, depicting
that strain-specific protein accumulations did not depend on the host cultivar. All these
data provide new knowledge on fungal aggressiveness determinants and provide a
resourceful repertoire of candidate effector proteins to guide further research.

Keywords: Fusarium graminearum, Gibberella zeae, aggressiveness, proteomics, effector proteins, plant-
pathogen interactions, bread wheat
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INTRODUCTION

Plants are constantly subjected to biological pressures that
could compromise their development. Plant and pathogen
interests are antagonist, thus generating an evolutionary
dynamic between the two, promoted by the confrontation
of the plant resistance with the ability of the pathogen to
induce disease through an important variety of pathogenicity
factors. Aggressiveness constitutes the quantitative component
of pathogenicity and is defined as the degree of damage
caused by the pathogen to the host (Van der Plank, 1968;
Pariaud et al., 2009; Delmas et al, 2016). When a plant-
pathogen interaction is established, proteins called effectors are
synthesized to promote pathogenicity by suppressing the host’s
immune response and inducing physiological manipulation of
the plant (Kamoun, 2006). Effector proteins can be localized
in the cell wall surface or secreted directly into the plant
cells to target specific host functions (Kamoun, 2006; Lo
Presti et al., 2015; Sperschneider et al., 2016; Jones et al,
2018). They can also play crucial roles in the degradation of
complex compounds like the plant cell wall, in the initiation of
infection and for obtaining nutrients from plant host reserves
(Hao et al., 2019). Effector proteins are probably an essential
component of the pathogen’s aggressiveness, nevertheless the
molecular mechanisms underlying their functions are for the
most part unknown, especially in fungus (Yi and Valent,
2013; van Schie and Takken, 2014; Jia and Tang, 2015;
Lo Presti et al., 2015).

One relevant pathosystem for assessing the importance
of pathogen’s aggressiveness during the interaction with the
host is the relationship between bread wheat and Fusarium
graminearum Schwabe (Hypocreales: Nectriaceae) (teleomorph:
Gibberella zeae). F. graminearum is the most prominent causal
agent of the FHB in Europe, Canada, and United States
(McMullen et al., 1997; Brennan et al., 2003; Steiner et al.,
2017). Severe outbreaks regularly result in significant yield losses
(Parry et al., 1995; Xu and Nicholson, 2009; McMullen et al,,
2012; Chen et al, 2019), as well as altering nutritional grain
quality and inducing a major health problem throughout the food
chain via grain contamination by mycotoxins (Liu et al., 2019).
DON is the most commonly found toxin in cereals (Placinta
et al., 1999). Previous works showed that DON could have a
role in fungal spread beyond the initial infection (Bai et al.,
2002) by facilitating the spreading of F. graminearum from
spikelets into the rachis which might induce the switch from
biotrophy to necrotrophy (Bénnighausen et al., 2018). DON is
also known to allow the inhibition of host protein synthesis
(Walter et al., 2010), and is believed to be an aggressiveness
factor rather than a pathogenicity factor (Proctor et al., 1995;
Pasquet et al., 2016).

Although F. graminearum strains are not all identical in
their ability to induce disease (Carter et al., 2002; Goswami
and Kistler, 2005), the molecular mechanisms and life traits

Abbreviations: ANOVA, Analysis of variance; Cv, Cultivar effect; DON,
Deoxynivalenol; FDR, False discovery rate; FHB, Fusarium head blight; hpi, hours
post-inoculation; S+Cv, Strain+Cultivar effect; SxCv, Strainx Cultivar effect; S,
Strain_effect.

that determine the fungal aggressiveness level are always
very controversial according to the authors. Classically,
F. graminearum variation in aggressiveness is measured with
severity variables such as the percentage of spikelets infected or
the size of the visual symptom (Cumagun et al., 2004; Saville
et al, 2012). Mycotoxins production is also considered as a
FHB aggressiveness component (Proctor et al, 1997, 2002;
Mesterhazy, 2002; Burlakoti et al., 2007; Shin et al., 2018).
Molecular approaches have also been used to characterize
differences in F. graminearum strain aggressiveness at the
genome (Carter et al.,, 2002; Gale et al., 2002; Cumagun et al.,
2004; Laurent et al., 2017, 2018) or at the transcriptome scale
(Harris et al., 2016; Puri et al., 2016). Many other studies have
also identified F. graminearum genes involved in pathogenicity
and some appeared to have only a quantitative effect (i.e.,
aggressiveness-related genes) (Pariaud et al., 2009). These genes
encode secreted proteins and effectors that may play roles in
the infection course (Krijger et al., 2014; Lu and Edwards, 2015;
Chetouhi et al., 2016; Fabre et al., 2019). Furthermore, previous
genomics studies have identified more than 600 genes coding
for secreted proteins (Brown et al, 2012; King et al., 2015).
Some have been identified at the proteome level (Lowe et al.,
2015; Fabre et al., 2019) suggesting that F. graminearum could
synthesize a large number of proteinous effectors.

In a previous study, we investigated the molecular dialogue
dynamics taking place during the early stages of the FHB
progress in bread wheat (Fabre et al., 2019). This has highlighted
dual protein regulations between 48 hpi and 72 hpi both
in F. graminearum and in wheat, emphasizing that regulated
F. graminearum proteins could dynamically adjust to the
plant physiological responses (Fabre et al, 2019). Fusarium
graminearum effectors have been shown to be accumulated
at specific stages of infection to achieve precise roles in
the progress of the interaction, especially at 72 hpi during
symptoms appearance (Fabre et al., 2019). However, this previous
study was carried out on only one aggressive strain and one
susceptible wheat cultivar. Evaluating the specificity of these
proteome adjustments in hosts and pathogens contrasting for
their susceptibility and aggressiveness, respectively, represents a
powerful lever to identify the molecular determinants that drive
the development of the disease.

The aim of this work is to question the potential links between
the intrinsic characteristics of different F. graminearum strain
proteomes with their respective aggressiveness in planta, as
well as the impact of different wheat genetic backgrounds on
the accumulation of the pathogen proteins. The qualitative
and quantitative characterizations of the three F. graminearum
proteomes at 72 hpi were performed with a special interest
on effectors and proteins coded by known F. graminearum
aggressiveness-related genes. In addition, three variables
classically used for the F. graminearum aggressiveness
determination were described, (i) the severity of symptoms
induced by the strains, (ii) the fungal mass development
in planta, and, (iii) the DON synthesis rate of each strain. The
joint analysis of all these data provide new insights into the
determinism of F. graminearum aggressiveness at the early stage
of the disease progress.
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MATERIALS AND METHODS

Plant Growth and Fusarium

graminearum Inoculation

Experiments were conducted on three wheat cultivars of
contrasting susceptibility to FHB, including in decreasing order
of susceptibility cv. Recital, cv. Cadenza and cv. Renan as
ranked from previous field observations. Recital and Renan
are among the most contrasted cultivars of the french
wheat collections (Gervais et al, 2003) while Cadenza is
considered as intermediate. For each wheat cultivar, seeds
were sown in buckets and kept at 20°C to allow germination.
Vernalization was performed at 4°C for 8 weeks, then
plantlets were transplanted in 4-L pots and transferred in
a growth cabinet with optimal conditions to allow tillering
and synchronized flowering. Twenty four plants per wheat
cultivar were prepared for a total of 72 wheat plants divided in
three randomized complete blocks in the growth cabinet and
surrounded by additional plants to control any edge effects.
Automatic watering was installed, and the daily photoperiod
was set at 16-h daylight for a temperature of 20°C and 8-
h darkness at 18°C. Relative humidity was maintain at 80%
during day and night.

Fusarium graminearum strains MDC_Fgl, MDC_Fg13, and
MDC_FgUl, all originating from France, were selected for
their contrasting aggressiveness (based on field observations).
The preparation of the F. graminearum inocula was performed
as described in Fabre et al. (2019). The three strains were
individually inoculated in six plants of each wheat cultivar i.e.,
six plants x 3 F. graminearum strains for a total of 18 plants
per cultivar. For each cultivar, inoculation was performed at
the mid-anthesis stage by depositing 10 |l of inoculum in the
floral cavity of six contiguous spikelets located in the middle
zone of three synchronized spikes per plant. The last six plants
were inoculated with water and were used as control. For each
cultivarxstrain combination, the point-inoculated spikelets of
the three spikes of three independent plants were specifically
collected 72 h after the inoculation (hpi), while the ones of
the three remaining plants were collected at 168 hpi. For each
cultivarxstrain combination, three biological replicates were
designed at both time points; they corresponded to one individual
plant which was characterized by the pool of all inoculated
spikelets from three spikes. Fungal mass quantification in wheat
spikes, F. graminearum DON synthesis rate and proteomics were
performed on the same plant material.

Symptom and Fungal Development
Monitoring

Symptoms were monitored by visual inspection and scored every
24 h from 0 to 168 hpi (hours post-inoculation) using a 5-level
rating scale (Figure 1). A score of 0 was given to spikelets which
had no visible symptom, a score of 1 was given when the first
yellowing spot appeared, a score of 2 when a brown spot was
visible, a score of 3 when browning gained the whole spikelet and
a score of 4 when aerial mycelium became visible. Until 72 hpi,
symptom monitoring was profiled on the whole set of plants

(six plants for each cultivar x strain combination) while the range
96 hpi to 168 hpi was monitored from the remaining unsampled
plants (three plants for each cultivarx strain combination).

Fungal mass was assessed at 72 and 168 hpi from the three
biological replicates of each cultivarxstrain combination,
using qPCR method. For each biological replicate, the
measurements made for each sample were performed nine
times and were considered as technical replicates. Water-
inoculated spikes were used as control. Frozen spikes from
the same plant were mixed and finely ground under liquid
nitrogen using pestle and mortar. The DNA-isolation was
performed on 100 mg of ground material (ie., 72 and
168 hpi) using CTAB buffer (100 mM Tris-HCI pH 8.0,
1.4 M NaCl, 20 mM EDTA and 2% cetyltrimethyl ammonium
bromide). Samples were incubated at 65°C during 1 h and
centrifuged at 10 000 g for 10 minutes at room temperature.
DNA was recovered by adding 1 volume of chloroform
and centrifuged as described above. Precipitation of the
nucleic acids was performed using 1 volume of isopropanol
and a centrifugation at 12 000 g for 20 minutes at 4°C.
DNA has been cleaned with 70% ethanol and dissolved in
100 L TE buffer (10 mM Tris HCI pH 8.0, 1 mM EDTA).
The DNA concentrations of each sample were measured
with the Tecan’s high performance Safire2™ microplate
reader. Concentrations of each sample were normalized by
dilution to 100 ng/pL, 1 pl was used for qPCR using Roche
LightCycler® 480 SYBR Green I Master for each samples.
Amplification was performed on the F. graminearum {-tubulin
gene (Forward: TGCTGTTCTGGTCGATCTTG/Reverse:
GACGGAAGTTTGGACGTTG) as described in Nguyen et al.
(2013). Fungal DNA mass was estimated using a F. graminearum
DNA dilution range (0.1-100 ng).

DON Synthesis Rate by the Three

F. graminearum Strains

DON synthesis rate per fungal mass unit was measured
following the methodology described by Nguyen et al
(2013). DON measurement was realized at 72 and 168 hpi
from the three biological replicates of each cultivarxstrain
combination and using water-inoculated samples as control.
Each measurement was repeated nine times as technical
replicates. For each sample, 50 mg of fresh ground material
was suspended in 500 pl of distilled water and the extract
was vortexed and centrifuged. A volume of 50 pl of the
supernatant was used for DON quantification using the
DON ELISA technique (RIDAscreen DON kits; R-Biopharm
AG, Darmstadt, Germany. Detection range: 0.2 ppm to
6 ppm) and following the manufacturer’s instructions. In
order to estimate the DON synthesis rate by fungal mass
unit, each DON quantity determined by the ELISA method
was subsequently normalized with the mass of mycelium
quantified in the sample. Milligrams of mycelium per gram
of fresh ground sample were computed by referring to the
number of B-tubulin gene copies per milligram mycelium of the
F. graminearum DNA dilution range (0.1-100 ng) as described in
Voigt et al. (2007).
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FIGURE 1 | Determination of the symptom severity scale. (A) The picture represents spikelets with type-0 symptoms corresponding to asymptomatic spikelets.

(B) Representation of type-1 symptoms on spikelet with the first yellowing spot. (C) The picture illustrates the type-2 symptoms characterized by a spikelet harboring
the first browning spot. (D) The picture illustrates the type-3 symptoms characterized by a fully burnished spikelet. (E) The picture illustrates the type-4 symptoms
characterized by a total drying of the spikelet with the visible mycelium outside the plant organ.

Protein Extraction and LC-MS/MS
Procedures

Denaturing protein extraction was achieved from the three
biological replicates of each cultivarxstrain combination
collected at 72 hpi using the TCA/acetone procedure as described
in Bonhomme et al. (2012). Protein solubilization was performed
in an urea-thiourea buffer [6 M urea; 2 M thiourea; 100 mM
ammonium bicarbonate; 1% Halt™ Protease Inhibitor Cocktail
100X (Thermo Fisher Scientific 78429); 0.1% ProteaseMAX™
Surfactant (Promega V2071)] by following the ratio 10 pL
per mg of dry matter. Protein digestion were performed as
described in Fabre et al. (2019). Tandem mass spectrometry
analyses were achieved using a nanoESI Q Exactive™ HF-X
Hybrid Quadrupole-Orbitrap™ Mass Spectrometer (Thermo
Fisher Scientific 0726042) coupled with an Ultimate 3000 HPLC
(Thermo Fisher Scientific). HPLC gradients and data acquisition
parameters were set as described in Fabre et al. (2019).

Identification and Quantification of
Peptides and Proteins From MS/MS Data

Database searches were performed using X!Tandem';
2010.01.01.4) specifying one possible miscleavage. Cys
carboxyamidomethylation and Met oxidation were set as
static and variable modification, respectively. Precursor mass and
fragment mass tolerance were 10 ppm and 0.5 Da, respectively.
Identifications were performed using a concatenated file
including a contaminant database (trypsin, keratins, etc.), the
MDC_Fgl (13166 entries, 01/2019), MDC_Fg13 (13297 entries,
01/2019), and MDC_FgU1 (13014 entries, 01/2019) databases
obtained from an in-lab re-sequencing of each F. graminearum
strain (Alouane et al., 2018). To prevent peptides derived from
plant proteins from being assigned to fungal proteins, a wheat
database (IWGSC, v1.0 269472 entries, 04/2017) was also used
for the identification. Identified proteins were parsed and
grouped using the X!TandemPipeline v0.2.35 c++ (Langella
et al., 2017). Data filtering was achieved according to a peptide
E-value < 0.05. Proteins were reported when they displayed at
least two different peptides in the same sample and when the
protein E-value < 0.0001. The FDR (False Discovery Rate) at the

Uhttp://www.thegpm.org/ TANDEM/

peptide level assessed from searches against reversed amino acid
sequences for each protein was smaller than 0.8 x 10—6. Protein
and gene ontology annotations of the identified F. graminearum
proteins were performed following the same methodology
described in Fabre et al. (2019). Secretion features, subcellular
localization predictions and functional annotations of identified
proteins were conducted as described in Fabre et al. (2019).
Relative quantification of peptides was achieved using the
MassChroQ software (Valot et al, 2011) by extracting ion
chromatograms as described in Bonhomme et al. (2012). The
normalization was performed by dividing ratios by the total
peptide abundance value in each LC-MS/MS run. Subsequent
statistical analyses were performed on loglO-transformed
normalized data.

Statistical Analyses

Results were analyzed with the R programing language v3.4.4
(R Core Team, 2018). For each time point and after validating
the absence of any block/replicate effect, symptom severity
monitoring were performed using generalized linear model
following Poisson distribution:

log(Yi) = 1 + Si + Cvj + (i x Cv)) + ek,

while fungal mass, DON synthesis rate and abundance variations
of F. graminearum proteins were traced using two-way ANOVA
with following linear model, after checking the absence of any
block/replicate effect:

Yikg = n + S + G + (Si x Cv) + ek,

where Yjj refers to individual values, p is the general mean of
the variable considered, S; is the effect of the F. graminearum
strain inoculated, Cv; is the effect of the wheat cultivar infected,
Six Cvj is the interaction of the strain effect by the Cv, and ;3
is the residual.

For each individual F. graminearum protein, p-values
obtained from each effect were adjusted to control the
FDR for independent test statistics (Benjamini and Hochberg,
1995). The FDR was < 0.05 corresponding, respectively, to
p-values < 0.022, < 0.017, and < 0.00005 in the S, Cv and
Sx Cy effects, respectively. Fuzzy C-means clustering (Kumar and
Futschik, 2007) of F. graminearum proteins showing significant
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abundance changes according to each effect tested (i.e., S and
Cv) and their addition (i.e., S4Cv) was performed from Z-score
transformed values and a fuzzification parameter of 2.

RESULTS

Fusarium graminearum Strains
Characterization Through Their Ability to
Induce Symptoms, to Produce DON and

Their Development in planta

In this work, the evaluation of the aggressiveness of three
F. graminearum strains were at first measured via three
parameters: (i) the induction of symptoms, (ii) the development
of the fungus in spike tissues, and (iii) the DON synthesis
rate. Overall, these three parameters distinguished the three
strains. MDC_Fgl strain induced systematically the most
intense symptoms, MDC_Fgl3 strain induced intermediate
ones while MDC_FgU1 strain produced the weakest ones
(Figure 2). The earliest significant difference between strains
were observed at 72 hpi and concerned the symptom appearance
(Supplementary Table S1). At this time, wheat samples
inoculated with MDC_Fg1 strain showed more severe symptoms
than MDC_Fgl3 and MDC_FgU1 with an average score of
1.33, 0.32, and 0.31, respectively, while fungal mass monitoring
by qPCR did not identify any significant difference between
the three strains (Figure 3). Concerning DON synthesis rate,
MDC_Fgl strain appeared to be the highest producer at
72 hpi with an average of 21.48 g per kg~! of mycelium,
11.81 and 1.18 gkg~! for MDC_Fgl3 and MDC_FgUl,
respectively (Figure 4). At the end of the experimentation,
symptom severity was significantly different between the three
strains with an average score of 3.44, 2.88, and 1.18 that
were monitored for MDC_Fgl, MDC_Fgl3 and MDC_FgU]1,
respectively (Figure 2). At this stage, fungal mass monitoring
showed different mean fungal development with an average
of 3191, 10.96, and 2.45 ng of mycelium for MDC_Fgl,
MDC_Fgl13 and MDC_FgUl, respectively. DON synthesis
rate was also significantly different with 2.85, 10.74, and
17.12 gkg~! for MDC_Fgl, MDC_Fgl3 and MDC_FgUl,
respectively (Figure 4).

In planta Characterization of the Three

F. graminearum Strain Proteomes

Proteomics analyses were performed at 72 hpi on the three
wheat cultivars samples (i.e., Recital, Cadenza and Renan)
inoculated with the three F. graminearum strains thus forming
9 F. graminearum strainxwheat cultivar combinations.
Considering all F. graminearum-inoculated wheat samples,
this study identified 615 unique F. graminearum proteins.
Among all the identified proteins, 612 were shared by the three
strains (Figure 5), two were identified in two different strains
and only one was strain specific: FG001_00345, predicted to be
a thioredoxin. Noteworthy, this protein has been identified in
very low abundance in only two biological replicates of Recital
samples inoculated with strain MDC_FGI.

Previous work has shown co-variations of fungal and
wheat protein abundances between 48 and 72 hpi, suggesting
that F. graminearum proteins and especially effectors, could
participate in molecular mechanisms determining the fate
of the interaction (Fabre et al., 2019). In order to better
understand the specificity of these molecular mechanisms, here
we performed a proteomics analysis at the end of this turning
point (i.e., 72 hpi) to identify the proteins produced by three
F. graminearum strains contrasted by their aggressiveness with
a particular interest for predicted F. graminearum effectors.
In all infected-wheat proteomics data aggregated, a total of
493 fungal proteins (corresponding to nearly 80% of the total
identified proteins) were already identified in our previous work
(Fabre et al., 2019). Similarly, 61 of the 72 predicted effectors
identified during this work are common to both experiments.
Regarding protein quantification, 340 (~55% of all identified
proteins) displayed significant abundance differences between
F. graminearum strains. Two-way ANOVA were computed to
evaluate the contribution of the “Strain” and “Cultivar” factors on
the F. graminearum protein abundances. Abundances that were
deemed significant to each factor enabled a categorization of the
proteins according to the factor(s) that drive(s) the abundance
differences. This included: (i) F. graminearum proteins whose
abundance differences were specifically explained by the
genetic background of the strain (Strain factor, Strain_effect
proteins), (ii) F. graminearum proteins whose abundance
differences were only explained by the host plant (Cultivar
factor, Cultivar_effect proteins), (iii) F. graminearum proteins
whose abundance differences were explained by both factors
(Strain+Cultivar_effect proteins), and (iv) F. graminearum
proteins whose abundance differences observed between strains
were dependent on the host cultivar (Strainx Cultivar_effect
proteins). Considering each factor individually, a total of
138 Strain_effect proteins, 82 Cultivar_effect proteins and 117
Strain+Cultivar_effect proteins and 2 Strainx Cultivar_effect
proteins were identified (Figure 6 and Supplementary Table S2).

How Does Fungal Genetics Shape the

Protein Abundance Patterns?

Two-way ANOVAs computed to evaluate the significant
differences in protein abundance between strains allowed
the identification of 255 proteins (i.e., Strain_effect proteins
and Strain+Cultivar_effect proteins; Figure 6). Among these
proteins, 24 matched with predicted secretion features, including
15 proteins harboring a plastid transit peptide (Supplementary
Table S2). In addition, 35 F. graminearum proteins were
predicted to be effectors according to EffectorP2.0 among which
three were also predicted to target the wheat chloroplast or
vacuole. A fuzzy C-means clustering of the whole set of these
proteins evidenced five consistent clusters (S1-S5; Figure 7A)
including 8-49 proteins for Strain_effect proteins and six clusters
including 7-40 proteins for the Strain+Cultivar_effect proteins
(S+Cvl1 to S+Cvo6; Figure 8). Six clusters (i.e., Clusters S1, S2,
S5, S+Cv1, S+Cv2 and S+Cv3) containing a total of 187 proteins
(i.e., nearly 65%) showed abundance that was significantly higher
in the strain MDC_Fgl than in the two other strains. Clusters
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FIGURE 2 | Symptom dynamics induced by the three F. graminearum strains on the three studied wheat cultivars (A) Recital, (B) Cadenza, and (C) Renan. Line
plots show the course of the symptom severity observed for MDC_Fg1 (blue lines), MDC_Fg13 (pink lines), and MDC_FgU1 (green lines) on the three wheat cultivars.
Values are means of six biological replicates until 72 hpi and means of three biological replicates from 96 hpi to 168 hpi. Each biological replicate was characterized
from three spikes. Error bars indicate the confidence interval at 5% calculated for each time point independently.

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org 6 December 2019 | Volume 10 | Article 2857


https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology#articles




Fabre et al. Determinants of £ graminearum Aggressiveness

MDC_Fgl - MDC_Fg13 - MDC_FgU1l

A B C
(@) o o
] T B B -
° o ° o ° o
E < 7 E < 7 E < 7
i i 3
< o £ o e
C = c — c —
c @ s © T c @
3 3 =)
o o J_ o T
4 8 2
2 Q- 4 Q- 4 Q4 il
€ € €
© © ©
o 1T o — o
c o _| N c o _| = c o _| T
g = g - 2 " -
Ch———— —— =T e ——— =
o - o - o -
72hpi 168hpi 72hpi 168hpi 72hpi 168hpi
Recital Cadenza Renan

FIGURE 3 | Fusarium graminearum strains development in infected wheat spikes. Fungal mass was assessed at 72 and 168 hpi in the cultivars Recital (A), Cadenza
(B) and Renan (C), from the absolute quantification of the £ graminearum B-tubulin gene using gPCR (Nguyen et al., 2013). Values were estimated with a standard
curve of 10-fold dilutions (ranging from 0.01-100 ng) of £ graminearum DNA purification for MDC_Fg1 (blue bars), MDC_Fg13 (pink bars) and MDC_FgU1 (green
bars). Values are means of nine biological replicates computed for three biological replicates at 72 hpi and at 168 hpi. Each biological replicate was characterized
from three spikes. Error bars indicate the confidence interval at 5% calculated for each time point independently.
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FIGURE 4 | Fungal DON synthesis rate in infected wheat spikes. Bar graphs represent DON synthesis rate (in g of DON per kg~ of fungal mycelium) in wheat
heads infected with MDC_Fg1 (blue bars), MDC_Fg13 (pink bars) and MDC_FgU1 (green bars) in the cultivars Recital (A), Cadenza (B), and Renan (C).
Measurements were performed by enzyme-linked immunosorbent assay at 72 and 168 hpi, and normalized by the fungal mass quantified by gPCR. Values are
means of nine biological replicates computed for three biological replicates at 72 hpi and at 168 hpi. Each biological replicate was characterized from three spikes.
Error bars indicate the confidence interval at 5% calculated for each time point independently.

S2 and S+Cv2 appeared to be enriched in proteins involved  clusters, fungal protein abundances were lower in MDC_Fgl
in “translation,” “ribosome” and “Protein synthesis” functions than in the two others strains. Cluster S+Cv4 included proteins
and Cluster S5 in proteins involved in “ATP binding” and systematically of higher abundance for MDC_Fgl3 while in
“carbohydrate metabolic process” functions. These three clusters the cluster S3 no significant difference was found between
were also enriched in predicted effector proteins. In all other MDC_Fgl3 and MDC_FgU1 protein abundances. No significant
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FIGURE 5 | Number of fungal proteins identified for the three F. graminearum
strains. For each quantified proteins, the Venn diagram represents the proteins
that were strain-specific in the outer part of the circles and those quantified in
samples inoculated with at least two different strains in the shared regions of
the circles. MDC_Fg1, MDC_Fg13, and MDC_FgU1 proteomes are
represented in blue, pink, and green color, respectively.

protein function enrichment was found in the cluster S+Cv4
while enrichments in “GTP binding,” “GTPase activity,” “ATP
binding” and “protein binding” were found in cluster S3. Cluster
S4 contained eight proteins whose abundance was the highest
in MDC_FgU1, intermediate in MDC_Fgl and the lowest in
MDC_Fg13. No significant enrichment was found in this cluster.

Does the Host Cultivar Modulate Fungal
Protein Abundance Profiles?

Overall, in this experiment the wheat cultivar had a lower
effect on the observed variances than the “Strain” factor. For
symptoms severity, the percentage of the variance explained
by the “Cultivar” factor was not significant regardless of the
time point, while it was between 55 and 83% for the “Strain”
factor (Supplementary Table S1). The same observation was
made for fungal mass monitoring, when the strain genetic
background used for infection accounted for 31 and 66.5% of the
observed variance at 72 and 168 hpi, respectively, no significant
differences between the three wheat cultivars were found with
1.4 and 5.8% of the explained variance (Supplementary Table
S1). Concerning DON synthesis rate, significant effects of
the “Cultivar” factor were found with nearly 19.5 and 22%
of the explained variance at 72 and 168 hpi, respectively
(Supplementary Table S1). For these three variables, no specific
interaction where found between F. graminearum strains and
wheat cultivars (Supplementary Table S1).

At the proteomic scale, all proteins whose abundance
variations were explained at least in part by the Cv were
considered here. This allowed for the identification of 199 fungal
proteins including 82 proteins whose abundance changes were
explained only by the wheat cultivar (Cultivar_effect proteins)
and 117 whose abundance changes were explained both by

Strain x Cultivar_effect proteins

FIGURE 6 | Number of £ graminearum proteins significantly impacted by the
different effects in the two-way ANOVA. The Venn diagram shows the number
of F graminearum proteins whose abundance change was significant for each
factor of the two-way ANOVA (Strain_effect proteins: FDR < 5%,

P-value < 0.022; Cultivar_effect proteins: FDR < 5%, P-value < 0.017; and
Strainx Cultivar_effect proteins: FDR < 5%, P-value < 0.00005).

strain and cultivar genetic backgrounds (Strain-+Cultivar_effect
proteins, Figure 6). Two proteins showed an effect of the
interaction (Strainx Cultivar proteins). Clustering of these
proteins allowed the construction of four consistent clusters
(Cvl to Cv4; Figure 7B) including from 14 to 24 proteins
for Cultivar_effect proteins and the six Strain+Cultivar_effect
proteins clusters already described (S4+Cv1 to S4-Cv6; Figure 8).
Analysis of the abundance changes revealed that clusters Cv2
and S+Cv6 grouped F. graminearum proteins whose abundances
were maximal on the low susceptible cultivar Renan and minimal
in the highly susceptible cultivar Recital. Clusters Cvl and
S+Cv5 contained F. graminearum proteins whose abundance
was higher in the cultivar Cadenza than the two others. In
contrast, all other clusters (i.e., Cv3, Cv4, S+Cvl, S+Cv2,
S+Cv3, and S+Cv4) were characterized by proteins displaying
weaker abundances in Cadenza samples than in the two others.
Indeed, a total of 20 candidate effectors and 21 putative secreted
proteins including 14 proteins harboring a plastid transit peptide
were found in these protein clusters for which no significant
enrichment was detected.

DISCUSSION

During this work, we evaluated the aggressiveness of three strains
of F. graminearum by analyzing three variables conventionally
used to explain the disease severity (i.e., symptom severity,
DON synthesis rate, and fungal mass) and by investigating
their proteomes. For the three variables, significant differences
between F. graminearum strains were found. This result was
mostly discriminating for symptom severity monitoring which
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allowed for the establishment of a clear ranking of our strains
on the three wheat cultivars. However, neither the strain’s
level of DON synthesis rate nor the fungal mass quantified
in planta seems to explain the differences in symptom severity.
For example, DON synthesis rate measured in the Recital
samples inoculated with MDC_Fgl3 was significantly higher
than that measured in MDC_FgU1 samples while the symptom
severity was not different at the same time. Several studies
had already made the same observation (Bai et al, 2001;
Birzele et al., 2002; Gilbert et al., 2002; Champeil et al., 2004;
Alvarez et al, 2010; Hallen-Adams et al., 2011; He et al,
2019). We can also wonder about the links between the
DON synthesis rate and symptom severity with the fungal
mass present in the wheat spike. Previous studies showed a
strong correlation between fungal biomass and DON production
(Lamper et al., 2000; Bai et al, 2001) and between fungal
development and symptom severity (Burlakoti et al., 2007)
while other studies have not shown any obvious relationship
between these parameters (Nicholson et al., 1998; Paul et al.,
2005; Alvarez et al, 2010; Hallen-Adams et al., 2011). In
this work, no clear correlation between fungal mass, DON

synthesis rate and symptom severity was found. The same
fungal mass quantified in the three strains at 72 hpi produced
different DON amount and induced different symptom severity
in the three wheat cultivars. Moreover, in agreement with
a previous study showing that the F. graminearum genes
involved in DON synthesis were highly expressed in the
early stages of fungus development (Hallen-Adams et al,
2011), our results suggest that in the most aggressive strain
MDC_Fgl, a small amount of mycelium at 72 hpi produced
a large amount of DON while a larger quantity of mycelium
(168 hpi) resulted in a lower production. Individually, these
parameters allow us to efficiently distinguish the different
strains but they do not seem to be sufficient to explain their
respective aggressiveness.

Fusarium graminearum Strains Express
the Same Genetic Program During

Wheat Infection
The study of proteins, molecules directly responsible for
cell activity, is essential for understanding plant-pathogen
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interactions (Quirino et al., 2010) and particularly the proteinous
effectors that are known to be closely related to the infection
success. They are defined as molecules that modify host cell
structure and function, allowing the pathogen penetration
into host tissues, inhibiting the plant immune responses
and manipulating plant physiology for the pathogen’s benefit
(Stergiopoulos and de Wit, 2009; Giraldo and Valent, 2013;
Selin et al., 2016; Torufio et al., 2016). Comparison of proteins
identified in this experiment with those identified in our previous
work conducted with the most aggressive strain MDC_Fg1 (Fabre
et al., 2019) showed that 85% of the total proteins including 80%
of the effectors are common to both experiments. These results
highlight the high reproducibility of this analytical method and
suggest that there may be a core proteome expressed during
the interaction with wheat. This assumption is supported by the
fact that nearly 100% of the identified proteins were found in
the theoretical proteomes of the three F. graminearum strains
including all the predicted F. graminearum effectors. A similar
observation was already made during the analysis of seven
strain proteomes of Mycobacterium tuberculosis (Peters et al.,
2016). This is an interesting result because it suggests that
the three F. graminearum strains use the same protein set
during the early stage of wheat infection and that differences
in aggressiveness observed are probably not due to strain-
specific proteins but could rather be due to differences in
proteins accumulation.

Fusarium graminearum Aggressiveness
Could Be Linked to Protein Synthesis
and Accumulation During Wheat

Infection

Among all the fungal proteins quantified, nearly 76%
showed significant abundance differences between the three
F. graminearum strains. Fungal mass quantification by qPCR
at this stage of infection did not identify any differences
between the three strains implying that the variations in
protein abundance observed are not due to differences in
development but rather to a consequence of differential gene
expression or protein synthesis. This hypothesis is supported
by the significant enrichment in proteins involved in “Protein
biosynthesis,” “Ribosome” and “translation” found in the
clusters containing proteins whose abundance is maximal for
MDC_Fgl. This suggests that the most aggressive strain could
have a more efficient protein biosynthesis machinery than the
other two strains, which could have a significant effect on the
effector abundance produced by this strain. Observation of
the predicted effector distribution in the different abundance
pattern clusters supports this hypothesis since 67% of them
were located in clusters whose abundance is maximal in the
MDC_Fgl strain, intermediate or weak in the MDC_Fgl3
and always weak in the MDC_FgU1 strain (Supplementary
Table S2). In order to confirm the impact of protein abundance
variations on the F. graminearum strains aggressiveness,
an additional search for proteins already described in the
literature was carried out. A total of 16 proteins showing
significant abundance changes were matched with proteins

encoded by genes known to have a role in F. graminearum
aggressiveness toward bread wheat (Supplementary Table S2).
Among them, all proteins whose abundance was significantly
different between the three strains showed higher abundance
in samples infected with the most aggressive strain MDC_Fgl
than with the two others strains (i.e., Clusters S1, S2, S+Cv2,
and S+Cv3) with the exception of two proteins (FG001_12286
and FGO001_06046; Cluster_S5) for which no difference in
abundance was observed between MDC_Fgl and MDC_Fgl3.
For example, FGSG_07329 included in cluster S2 is a glycogen
synthase kinase involved in the activation of many stress-related
genes. Mutation of this gene is known to cause a total loss
of virulence in F. graminearum as well as many pleiotropic
effects such as the inability to produce DON (Qin et al,
2015). The presence of this protein in the cluster S2 can
be related to the DON synthesis rate results which showed
that MDC_Fgl was the one that globally had the highest
production at 72 hpi. This is consistent with the presence
of the protein FGSG_07896 in the cluster S5 known to be
a Trichothecene 3-O-acetyltransferase involved in the DON
self-protection mechanism in F. graminearum (Kimura et al.,
1998; McCormick et al., 1999). These results agree with those
obtained for the analysis of the effector distribution within
the different clusters and show a strong correlation with the
symptom severity and linked with the DON synthesis rate
observed in planta. The differences in aggressiveness might
not be explainable by strain-specific proteins, but rather by
abundance differences in common proteins and effectors having
a quantitative effect on the F. graminearum pathogenicity at the
same development stage.

Host Cultivar Drives Part of the Fungal
Protein Regulations

While many studies have demonstrated that wheat cultivars
could strongly differ in their response to FHB (Mesterhazy
et al., 1999; Mesterhdzy, 2002; Bai and Shaner, 2004), our
results indicate that the fungal genetic background is the
main factor explaining the differences in aggressiveness during
the early disease development. At the molecular level, the
additional power provided by proteomics has made it possible
to identify a Cv on the abundance variations of 199 proteins
(i.e., 82 Cultivar_effect proteins and 117 Strain+Cultivar_effect
proteins). Concerning the Strain+Cultivar_effect proteins, the
F. graminearum protein abundance level was mainly determined
by the genetic background of F. graminearum while differences
were amplified when facing different host cultivars. The analysis
of the diversity of the Cultivar_effect proteins did not reveal
significant effector enrichment in the different clusters but
five proteins known to be important for F. graminearum
virulence were found in clusters Cv2 and Cv4. Among these
five proteins, we found an arabinanase (FGSG_03598) known
to enhance wheat susceptibility by suppressing plant immunity
(Hao et al,, 2019) and FgTRI14 protein (FGSG_03543) involved
in DON synthesis (Dyer et al., 2005). Furthermore, no specific
Strainx Cultivar interactions (called Strainx Cultivar_effect in
this work) were found neither in symptom severity, DON
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synthesis rate and fungal mass monitoring, nor at the proteomics
level where only two Strainx Cultivar_effect proteins were
detected. Although the use of only three wheat cultivars cannot
represent the whole genetic variability for FHB susceptibility,
this illustrates the pivotal role of the fungal component in
the disease. F. graminearum is a broad-host pathogen (Harris
et al, 2016) and it is known that pathogens able to infect
multiple hosts have a reduced selection pressure to co-evolve
with a particular host, especially when the hosts belong to
the same species (Woolhouse et al, 2002). Previous work
done on the interaction between a generalist pathogen and
cereals has shown that StrainxCultivar interactions could
have only a minor effect, for example in Puccinia coronata
f. sp. avenae/Avena sativa interaction (Bruns et al., 2012), in
Septoria tritici/ Triticum aestivum interaction (van Ginkel and
Scharen, 1988) or in Fusarium graminearum/Triticum aestivum
interaction (Bai and Shaner, 1996; Xue et al., 2004; Mesterhazy
et al., 2005). All together, these results indicate that the host
cultivars similarly influence the three F. graminearum proteomes
and that strain-specific protein accumulations did not depend on
the host cultivar.

CONCLUSION

This study expands our understanding of the determinants of
F. graminearum aggressiveness during the early stage of bread
wheat infection. Three F. graminearum strains express the same
proteome in planta while differences were only detectable in
protein abundance. Host background effect was only shown
at the protein abundance level and in the DON synthesis
rate without any change in the strain ranking. In addition,
the absence of Strainx Cultivar specific interaction suggests a
common infection strategy of the three strains and modulated
identically by wheat cultivars of contrasted FHB susceptibility.
Now, confirming these results using more strains and cultivars on
alonger infection dynamics will be an additional work in order to
understand the determinism of pathogen’s aggressiveness during
the interaction.
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Figure 1 : Représentation des abondances relatives des protéines quantifiées dans les spores et
spores en germination des souches MDC_Fgl et MDC_FgU1. Les protéines prédites comme
étant des effecteurs sont représentées par des triangles rouges et les protéines non prédites comme
effecteurs sont indiquées par des noirs. L’abondance moyenne pour chacun des deux groupes est
indiquée sur la gauche de chaque graphique en conservant le méme code couleur.



Résultats complémentaires

a) Analyse des spécificités protéomiques des spores de deux souches de F. graminearum
d’agressivité contrastée

Afin d’apporter des résultats complémentaires concernant les spécificités protéomiques liées
aux fonds génétiques fongiques, I’analyse du contenu protéique des spores des deux souches les plus
contrastées en termes d’agressivité a été réalisée. La procédure expérimentale de cette analyse est

décrite dans le Matériels et Méthodes supplémentaire 1.

En premier lieu, I’analyse du contenu protéique des spores de MDC Fgl a permis
I’identification de 986 protéines contre 891 pour les spores de MDC FgU1, ce qui correspond a 7,5 %
et 6,8 % de leur protéome théorique respectif. Dans les spores en germination, 959 et 869 protéines
ont pu étre identifiées pour MDC Fgl et MDC FgUI1 respectivement. L’évaluation des effectomes
des deux souches a permis I’identification de 157 et 156 effecteurs dans les spores des de MDC Fgl
et MDC FgU1 et de 163 et 157 effecteurs dans les spores en germination. Les contenus protéiques
totaux ainsi que les premiers quartiles protéiques en termes d’abondance des deux stades
ontogéniques des deux souches se sont révélés enrichis en effecteurs (E-value < 10E-80 pour chaque
test effectué¢) (Figure 1). En second lieu, la recherche de protéines souches-spécifiques a permis
I’identification d’un total de 117 et 22 protéines identifiées uniquement dans les spores de la souche
MDC Fgl et MDC FgU1 contre 122 et 32 protéines dans les spores en germination. La méme
analyse effectuée sur les effectomes des spores des deux souches a permis d’identifier 10 effecteurs
spécifiques a MDC_Fgl contre 9 spécifiques des spores de MDC FgUI1. Pour les spores en
germination, 6 effecteurs n’ont été identifiés que dans les échantillons MDC Fgl et 1 uniquement

dans les échantillons MDC FgU1.

L’expérimentation présentée au cours de cette partie présente plusieurs limites notables qu’il
est important de considérer avant 1’exploitation des résultats. La premiere limite réside dans la
distinction méme des spores et des spores en germination qui est une étape critique de 1’analyse et
trés difficilement maitrisable. Dans les conditions dans lesquelles cette étude a été effectuée, le temps

d’incubation des spores pour obtenir nos échantillons de spores en germination a été déterminé en
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Figure 2 : Nombre de protéines identifiées dans les protéomes des spores et spores en germination
des souches MDC_Fgl et MDC_FgU1. Pour chaque protéine identifiée, le diagramme de Venn
représente le nombre de protéines spécifiques de la souche dans la partie externe des cercles et celles
identifiées comme communes aux deux souches dans I’intersection des deux cercles. Sans distinction du
stade de développement de I’agent pathogene, les protéomes de MDC_Fgl et MDC_FgU1 sont indiqués
en bleu et en vert respectivement tandis que les effecteurs identifiés dans les deux protéomes ont été
indiqués en rouge.

Zone UP
Zone INOC

Zone DOWN

Figure 3 : Représentation schématique des différentes zones de I’épi de blé analysées. La zone rouge,
constituée de trois épillets de chaque c6té de 1I’épi, constitue la zone inoculée avec les spores de F.
graminearum (Zone INOC). Les zones en violet et en bleu constituent les zones périphériques UP et
DOWN respectivement pour lesquelles aucune inoculation n’a été réalisée. Chacune de ces deux zones
est constituée de deux épillets de chaque c6té de I’épi.



fonction du pourcentage de germination visible en microscopie. Cette méthode est trés critiquable
puisque les spores d’'une méme souche ne germent pas toutes a la méme vitesse. De maniére
totalement arbitraire, nous avons donc choisi de débuter 1’extraction des protéines lorsque plus de
80 % des spores €taient en germination afin d’avoir le meilleur compromis possible entre le taux de
spores non germées dans nos échantillons et celui des spores en germination sans pour autant qu’elles
aient atteint le stade de formation de leur mycélium. Ainsi, en combinant les deux stades ontogéniques
pour la comparaison des souches, on observe que sur les 1013 protéines identifiées au total, 944
(=93 % des protéines totales) se sont révélées communes aux deux souches (Figure 2). Seules 64
protéines n’ont été identifiées que dans les échantillons MDC Fgl et 5 uniquement dans les
échantillons MDC_FgU1. Ce premier résultat laisse supposer que la grande majorité du contenu
protéique stockée dans la spore est identique entre les deux souches d’agressivité contrastée. Cette
observation est appuyée par la répartition des effecteurs dans les deux protéomes puisque sur les 166
effecteurs prédits identifiés dans les échantillons, 162 (=97 %) sont communs entre les deux souches
sans distinction de leur stade de développement (Figure 2). Enfin, la seconde limite notable provient
de la nature méme des spores qui sont des structures difficiles a briser pour 1’extraction des protéines.
Techniquement, cela se traduit par une importante difficulté a obtenir de fortes concentrations
protéiques qui peut €tre a 1’origine de variances trés importantes rendant difficile la détection des
protéines de faibles abondances. Par exemple, plusieurs effecteurs spécifiques a la spore de
MDC Fgl n’ont pas été identifiés dans la spore en germination de cette méme souche, quand d’autres
effecteurs identifiés dans les spores de MDC_Fgl et non dans les spores de MDC_FgU1 ont été
trouvés dans les spores en germination de cette derniere souche. Cette observation nous permet ainsi
de nous questionner sur la valeur réelle a accorder aux protéines souches-spécifiques identifiées étant
donné que ces derniéres correspondent systématiquement aux protéines présentant les plus faibles

abondances détectées lors de I’analyse.

Ces résultats permettent ainsi de supposer que le contenu protéique des spores est tres similaire
entre les deux souches testées au cours de cette expérimentation, notamment vis-a-vis des effecteurs

et que ces derniers sont non seulement surreprésentés numériquement dans les contenus des spores et
84



>

Notes des symptdémes

Notes des symptdémes

O

Notes des symptémes

Recital

el

_| Up | Down

Up |Down Up lDown Up |Down Up |Down Up |Down Up | Down

24 48 72 96 120 144 168
Points de cinétique (heures post-inoculation)
Cadenza
L - B . Ufss
1 Up | Down Up | Down Up | Down Up | Down Up | Down Up | Down Up | Down
24 48 72 96 120 144 168
Points de cinétique (heures post-inoculation)
Renan
_| Up | Down Up I Down Up | Down Up | Down Up | Down Up | Down Up | Down
24 48 72 96 120 144 168

Points de cinétique (heures post-inoculation)

MDC_Fgl
MDC_Fg13
MDC_FgU1l

Figure 4 : Dynamique de I’évolution de la sévérité des symptomes induits par les trois souches
de F. graminearum au niveau des deux zones périphériques des trois cultivars de blé étudiés.
Les graphiques en baton représentent 1'évolution de la sévérité des symptomes observée pour
MDC_Fgl1 (barres bleues), MDC_Fg13 (barres roses) et MDC_FgU1 (barres vertes) sur les trois
variétés de blé. Les valeurs correspondent aux moyennes des scores de symptomes de six réplicats
biologiques jusqu'a 72hpi et aux moyennes de trois réplicats biologiques de 96hpi a 168hpi. Chaque
réplicat biologique a été caractérisé a partir de trois épis. Les barres d'erreur indiquent l'intervalle de
confiance a 95% calculé pour chaque point dans le temps indépendamment.



spores en germination des deux souches, mais qu’ils sont également significativement distribués
parmi les protéines les plus abondantes (Figure 2). Conjointement, ces résultats permettent d’appuyer
notre hypothese de départ selon laquelle les spores de Fusarium graminearum contiennent un bagage
protéique complet pour initier I’infection de la plante et la compléte en révélant qu’elle reste valable

lors de I’étude de deux souches d’agressivité trés contrastée.

b) Analyse de la sévérité des symptomes en zones non-inoculées des épis

Les résultats concernant la notation des symptomes décrits au cours de ce chapitre ont été
générés a partir de 1’analyse des épillets inoculés avec les différentes souches de F. graminearum. Or,
lors de la notation des symptdmes au niveau des zones inoculées (Zone INOC), 1’apparition de
symptomes a ¢galement pu étre observée sur les épillets périphériques situés juste au-dessus (Zone
UP) et juste au-dessous (Zone DOWN) de cette zone inoculée (Figure 3). Pour ces deux zones, la
notation des symptomes a été réalisée en suivant la méme méthodologie que celle précédemment
décrite pour la zone INOC. Les premiers symptomes visibles ont été observés a partir de 120 hpi en
zone UP et DOWN lors de I’interaction entre la souche MDC Fgl et Récital et au méme point de
cinétique uniquement en zone UP lors de I’interaction de cette méme souche avec le cultivar Cadenza
(Figure 4). Concernant la souche MDC Fgl3, les premiers symptomes ont été notés dans les deux
zones périphériques a 144 hpi et 168 hpi sur les cultivars Récital et Cadenza respectivement
(Figure 4). Pour la souche MDC FgU1, I’apparition de symptdomes hors zone INOC n’a été observée
que sur la zone UP du cultivar Récital a partir de 144 hpi. Aucun symptdme n’a pu étre observé au
niveau de ces deux zones pour le cultivar Renan (Figure 4). Sur les deux cultivars présentant des
symptomes en zones UP et DOWN, la souche MDC Fgl induit non seulement les réponses
symptomatiques les plus précoces, mais c’est également la souche qui induit la plus forte sévérité de
symptomes. De plus, pour les trois souches fongiques, la zone UP semble présenter une sévérité de

symptomes plus importante que la zone DOWN.
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Figure 5 : Observations a la loupe binoculaire et au microscope confocal de I'épillet et du rachis de la zone inoculée avec une souche de FE
graminearum marquée DsRed a 168 hpi. (A) Photographie d’un épi de blé inoculé avec Fusarium graminearum illustrant la zone INOC observée et les
¢toiles rouges indiquent les tissus observés avec la loupe binoculaire et le microscope confocale. (B) Photographie en lumiere blanche de I’épillet infecté et
observée avec la loupe binoculaire. (C) Photographie en lumiére verte (583 nm) de I’épillet infecté et observée a la loupe binoculaire. (D) Photographie en
lumiere verte (583 nm) d'un épillet de bl¢ inoculé a I'eau et observé a la loupe binoculaire. (E) Photographie en lumicre blanche de la section infectée du rachis
située dans la zone INOC observée a la loupe binoculaire. (F) Photographie en lumiére verte (583 nm) de la section infectée du rachis située dans la zone INOC
observée a la loupe binoculaire. (G) Photographie en lumicre verte (583 nm) d'une section de rachis de I’épi de bl¢ inoculé a I'eau située dans la zone INOC et
observée avec une loupe binoculaire. (H) Photographie en lumiére verte (583 nm) du grain infecté observé en microscopie confocale. (I) Photographie en

lumiére verte (583 nm) de la section infectée du rachis située dans la zone INOC et observée au microscope confocal.



c) Analyse de la colonisation de I’épi par le mycélium fongique

L’apparition de symptomes au niveau des épillets non inoculés pose ainsi question sur les
causes de cette réponse symptomatique. Une analyse qPCR, réalisée en suivant la méme procédure
que celle décrite précédemment, a été effectuée sur les zones UP et DOWN des échantillons récoltés
a 168 hpi. Cette analyse n’a pas été¢ en mesure de détecter la présence du champignon dans les deux
zones périphériques. Pour aller plus loin, une analyse complémentaire de microscopie dont la
procédure expérimentale est décrite dans le Matériels et Méthodes Supplémentaire 2, a été réalisée a
168 hpi au niveau des épillets inoculés pour identifier la localisation du champignon dans les
différents tissus de la plante (i.e. glume, embryon, rachis) et a 240 hpi au niveau des Zone UP et
DOWN du cultivar de blé Cadenza inoculé avec une souche marquée Ds-Red d’agressivité

comparable a MDC Fgl (Quarantin ef al., 2016).

La premiére observation, réalisée a 168 hpi sur les épillets inoculés, a permis d’observer du
mycélium fongique situé sur le grain des épillets inoculés (Figure 5, B-H). A ce méme stade
ontogénique, I’observation du rachis par microscopie confocale sur une coupe longitudinale a révélé
la présence du champignon a l'intérieur du rachis entre deux épillets inoculés (Figure 5, I). La méme
analyse réalisée a ’aide de la loupe binoculaire sur une coupe transversale du rachis a permis de
visualiser une zone symptomatique a l'intérieur du rachis dans laquelle le champignon n’a pas été
détecté (Figure 5, F). Cette premicre observation a ainsi permis d’identifier plus précisément la
localisation du champignon au sein des différents tissus de la zone inoculée. A ce point de cinétique,
le champignon n'a pas été observé dans les épillets ni dans le rachis des zones UP et DOWN,
confirmant les résultats obtenus par qPCR. La méme analyse, réalisée sur les zones de 1’épi non-
inoculées et sur la zone inoculée (données non présentées) a 240 hpi a permis 1’observation d’un
signal de fluorescence a I’intérieur du rachis en zone DOWN (Figure 6, F), mais pas dans la zone UP

(Figure 6, C) ni a 'intérieur des épillets pour ces deux zones (données non présentées).
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Figure 6 : Observations a la loupe binoculaire du rachis en zones non inoculées UP et DOWN a 240 hpi. (A) Photographie d’un épi de bl¢ inoculé avec
Fusarium graminearum illustrant les trois zones d'analyse UP, DOWN et INOC. Les étoiles rouges indiquent les tissus de I'épi de blé qui ont été observés. (B)
Photographie en lumiere blanche de la section du rachis située dans la zone UP de 1’épi inoculé avec F. graminearum et observée avec la loupe binoculaire. (C)
Photographie en lumicre verte (583 nm) de la section du rachis située dans la zone UP de 1’épi inoculé avec F. graminearum et observée avec la loupe
binoculaire. (D) Photographie en lumiére verte (583 nm) de la section du rachis située dans la zone UP de 1’épi inoculé avec de 1’eau et observée avec la loupe
binoculaire. (E) Photographie en lumiére blanche de la section du rachis située dans la zone DOWN de 1’épi inoculé avec F. graminearum et observée avec la
loupe binoculaire. (F) Photographie en lumiére verte (583 nm) de la section du rachis située dans la zone DOWN de ’épi inoculé avec F. graminearum et

observée avec la loupe binoculaire. (G) Photographie en lumiére verte (583 nm) de la section du rachis située dans la zone DOWN de 1’épi inoculé avec de I’eau
et observée avec la loupe binoculaire.



Conclusion

L’objectif de cet axe était d’apporter de nouvelles informations sur le déterminisme de
I’agressivité de Fusarium graminearum lors de son interaction avec le blé tendre en questionnant les
liens potentiels entre les caractéristiques intrinséques aux trois souches de F. graminearum avec leur
agressivité respective, en tenant compte de 1’impact du fond génétique de blé inoculé. Cette analyse
a tout d’abord été réalisée via le suivi de trois variables classiquement utilisées pour la détermination
de l'agressivité¢ de F. graminearum (i.e. la sévérité des symptomes induits par les souches, le
développement de la masse fongique in planta et la dynamique de production des DON des
différentes souches). Individuellement, ces trois variables ont permis d’obtenir le méme classement
des trois souches, mais aucune corrélation évidente n’a pu étre trouvée entre elles. A titre d’exemple,
une méme quantité de masse fongique des trois souches a 72 hpi semblait produire une quantité de
DON et une sévérité de symptomes différente chez les trois cultivars de blé. La faible corrélation de
ces trois parameétres avait déja était identifiée par un grand nombre d’études antérieures (Alvarez et
al., 2010 ; Bai et al,, 2001 ; Birzele et al., 2002 ; Champeil et al., 2004 ; Hallen-Adams et al., 2011 ;
He et al., 2019), suggérant que la production de mycotoxines et la quantité de masse fongique au sein
des tissus de blé ne sont pas des parametres suffisants pour expliquer finement ce qui détermine la
sévérité des symptomes. Cette observation est appuyée par la non-détection de matériel fongique en
microscopie et en qPCR dans les zones non inoculées qui présentaient toutefois des symptomes
visibles. Concernant les zones non inoculées, les expérimentations effectuées au cours de ce travail
ne permettent pas de déterminer les causes de 1’apparition des symptomes. Une explication pourrait
provenir de la diffusion des DON et/ou des effecteurs fongiques de la zone inoculée jusque dans les
zones périphériques via la montée de s€éve ou en passant par le compartiment apoplastique. Cette
hypothése pourrait apporter une explication au fait que la sévérité des symptomes dans les Zone UP
soit systématiquement supérieure a celle observée en Zone DOWN alors que le champignon semble

plutot migrer vers la base de 1’épi.
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Les variations au sein des protéomes respectifs des trois souches en contexte d’infection
semblent étre un facteur explicatif plus pertinent vis-a-vis du développement de la maladie. Le
premier résultat original obtenu lors de cette analyse réside dans la trés forte similarité qualitative des
protéomes fongiques, que ce soit in planta ou dans les spores du champignon. Pour I’ensemble des
combinaisons souches / cultivars, pres de 100% des protéines identifiées, comprenant I’ensemble des
effecteurs prédits, se sont révélées communes aux différents échantillons. Ce résultat suggere ainsi
que les trois souches utilisent le méme ensemble de protéines lors de 1’initiation de 1’infection des
trois cultivars de bl¢é et que les différences d’agressivité observées pour les trois souches ne sont pas
dues a ’existence de protéines spécifiques a un fond génétique donné. Seule ’analyse quantitative
des protéomes a permis de différencier les trois souches. En effet, prées de 80 % des protéines
identifiées présentaient des variations d’abondance significatives expliquées par au moins un des
facteurs testés. Les effecteurs fongiques prédits se sont révélés particulierement bien corrélés a
I’agressivité des souches puisque 1’ensemble des protéines effectrices a été identifié comme plus
abondant dans les échantillons inoculés avec la souche la plus agressive MDC Fgl. Ce résultat
suggere ainsi que les différences d’agressivité observées pourraient s’expliquer par les différences
d'abondance de protéines communes aux trois souches et plus particulierement a celles des effecteurs

ayant un effet quantitatif sur la pathogénicité de F. graminearum au méme stade de développement.

Concernant, I’effet du fond génétique de I’hote infecté, ce dernier s’est révélé tres faible, voire
non significatif vis-a-vis des variances observées dans 1’agressivité des souches. Seule 1’analyse de
I’apparition des symptomes dans les zones périphériques a montré un fort effet du fond génétique de
blé. En effet, le cultivar le plus tolérant Renan est le seul pour lequel aucun symptome n’a pu étre
observé en dehors de la zone inoculée, ce qui peut questionner sur I’impact de la méthode
d’inoculation utilisée lors de cette expérimentation. Mis a part cette observation, quel que soit son
degré de sensibilité a la fusariose, le fond génétique de 1’hdte n’a qu’un effet mineur sur les variances
observées en termes de sévérité des symptomes, de développement de la masse fongique et de
production des DON par les différentes souches au niveau des zones inoculées. A 1'échelle

moléculaire, la puissance supplémentaire fournie par la protéomique a toutefois permis d'identifier
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un effet du cultivar sur la variation d'abondance d’environ 200 protéines fongiques. Cependant,
I’absence d’effet significatif de I’interaction des facteurs « Souche » et « Cultivar » (appelé
Strain xCultivar _effect dans ce travail) semble indiquer que les variations des abondances protéiques
imputables au fond génétique de 1’hdte sont identiques chez les trois souches de F. graminearum.
Autrement dit, I’effet « Cultivar » induit, soit une amplification ou une diminution de différences
d’accumulation déja existantes entre les souches (Strain+Cultivar effect proteins), soit un effet
identique sur la variation d’abondance des protéines des trois souches (Cultivar effect protein).
Ainsi, bien que l'utilisation de seulement trois cultivars de bl¢ et trois souches de F. graminearum ne
puisse pas représenter toute la variabilité génétique de la sensibilité de I’hdte et de I’agressivité de
I’agent pathogéne, cette absence d’interaction spécifique, déja observée dans de précédents travaux
(Bruns et al., 2012 ; Ginkel and Scharen, 1988 ; Mesterhazy et al., 2005) suggere que les différents
fonds génétiques de 1’hdte ont une influence similaire sur les trois protéomes de F. graminearum et
que les spécificités en termes d’accumulation de protéines fongiques et plus particulierement des

effecteurs ne dépendent pas du cultivar hote.
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Figure 7 : Nombre de protéines identifiées dans les protéomes des trois cultivars de blé. (A)
Pour chaque protéine identifiée dans les échantillons inoculés avec de 1’eau, la partie externe des
cercles composant le diagramme de Venn représente le nombre de protéines identifiées dans un seul
cultivar, I’intersection de deux cercles indique les protéines identifiées dans les protéomes de deux
cultivars et I’intersection des trois cercles celles identifiées dans les protéomes des trois cultivars.
(B) Pour chaque protéine identifiée dans les échantillons inoculés avec F. graminearum sans
distinction du fond génétique de la souche, la partie externe des cercles composant le diagramme de
Venn représente le nombre de protéines identifiées dans un seul cultivar, I’intersection de deux
cercles indique les protéines identifiées dans les protéomes de deux cultivars et I’intersection des
trois cercles celles identifiées dans les protéomes des trois cultivars. Le cultivar Recital est indiqué
en bleu, Cadenza en vert et Renan en rouge.



Axe 2 — Spécificité des réponses de différents fonds génétiques du blé tendre a I’infection de
différentes souches de Fusarium graminearum

L’¢tude de la composante protéomique du blé a été réalisée sur les mémes échantillons que
ceux ayant préalablement servi dans la premicre partie de ce chapitre afin que son analyse puisse étre
effectuée au regard des observations effectuées pour la composante fongique. Le protocole
expérimental utilisé pour I’ensemble des données de cet axe est disponible dans le Matériels et

Méthodes supplémentaire 3.

Résultats

a) Caractérisation des protéomes des trois cultivars de blé

Les analyses protéomiques réalisées sur I’ensemble des échantillons inoculés avec F
graminearum et témoins ont permis I’identification d’un total de 8577 protéines de blé
correspondant approximativement a 8 % du protéome théorique de la plante. Au cours de cette
¢tude, I’analyse qualitative des protéines identifiées révele que 99,8 % et 98,4 % des protéines sont
communes aux trois cultivars de blé dans les échantillons infectés et témoin respectivement
(Figure 7). Dans les échantillons inoculés avec F. graminearum, aucune protéine spécifique a un
cultivar n’a pu étre identifiée (Figure 7-A) tandis que 12, 17 et 6 protéines spécifiques ont été
identifiées dans les échantillons témoins Récital, Cadenza et Renan respectivement (Figure 7-B).

Parmi I’ensemble des protéines identifiées, 7942 protéines (= 92,6%) ont pu €tre quantifiées.
Une analyse en composante principale (ACP) sur I’ensemble des valeurs de quantification de chaque
protéine a été réalisée afin d’identifier les facteurs principaux expliquant les différences entre
¢chantillons. La premieére composante principale de 1’analyse, expliquait 35,6 % de I’inertie du
nuage tandis que la structuration des données expliquées par le second axe correspondait a 17,1 %
de la variance totale. La représentation des échantillons sur un plan a deux dimensions tracé a partir
de ces deux composantes a permis de trés clairement discriminer les échantillons en fonction du

traitement (inoculation avec des spores de Fusarium graminearum ou avec de 1’eau) et en fonction
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Figure 8: Représentation de la dispersion des échantillons issue de I’analyse en composante
principale. Pour chaque groupe d’échantillon, 1’analyse en composantes principales a été réalisée a partir
de I’ensemble des valeurs de quantification des protéines de blé. Toutes les valeurs de quantification
protéiques ont été rassemblées pour les trois réplicats biologiques de chaque combinaison et les valeurs
moyennes ont été utilisées. Le nom de chaque groupe a été indiqué en bleu pour le cultivar Recital, en vert
pour le cultivar Cadenza et en rouge pour le cultivar Renan. Les points noirs correspondent aux échantillons
témoins inoculées avec de 1’eau et les points rouges aux échantillons inoculées avec F. graminearum.

n = 4538

Figure 9 : Nombre de protéines de blé significativement impactées par les différents facteurs de
I’ANOVA. Le diagramme de Venn indique le nombre de protéines de blé dont la variation d’abondance est
significative pour chaque facteur de ’ANOVA, en bleu (Cultivar_effect proteins, FDR < 5 %, p-values >
0.00026), en rouge (Treatment effect proteins: FDR < 5%, p-values < 0.00045), en violet
(Cultivar+Treatment effect proteins: FDR < 5%, p-values < 0.00002) et en jaune
(Cultivar xTreatment{Strain} _effect proteins : FDR <5 %, p-values < 0.000003).



de leur niveau de sensibilit¢ au FHB (Figure 8). L’axe trois expliquant 13,8 % de la variance,

discriminait les variétés de bl¢ d’hiver (Récital et Renan) de la variété de printemps (Cadenza).

Plus spécifiquement, une analyse ANOVA a été réalisée afin d’évaluer la contribution des
différents facteurs dans les variations d’abondance des protéines de blé. Cette analyse a permis
d’identifier, (i) les protéines de bl¢ dont la variation d’abondance était expliquée uniquement par le
facteur « Cultivar », (ii) uniquement par le facteur « Traitement », (iii) par 1’addition des deux
facteurs principaux « Cultivar » et « Traitement », (iv) par I’interaction de ces deux facteurs et, (v)
par I’interaction des deux facteurs principaux en tenant compte du facteur « Souche » niché dans le
facteur principal « Traitement ». Parmi les 7942 protéines quantifiées, 4538 (= 53%) présentaient
une variation significative d’abondance expliquée par au moins un des facteurs testés ou leur
interaction. En considérant chaque facteur individuellement, un total de 1047 protéines de blé
présentaient une variation d’abondance expliquée uniquement par le facteur « Cultivar » (i.e.
Cultivar_effect proteins), 2419 uniquement par le facteur « Traitement » (i.e. Treatment effect
proteins), 888 par I’addition des deux facteurs principaux (i.e. Cultivar+Treatment effect proteins),
154 par ’interaction des deux facteurs principaux (i.e. CultivarxTreatment effect proteins) et 30
par I’interaction des deux facteurs principaux et présentant un effet significatif expliqué par le fond
génétique de la souche de F. graminearum inoculée (i.e. CultivarxTreatment{Strain} effect
proteins) (Figure 9).

En considérant I’ensemble des protéines présentant un effet significatif, I’interprétation des
résultats de ’ANOVA a permis I’identification de 2119 protéines (= 46,7 % des protéines
significatives) dont la variation d’abondance est expliquée au moins en partie par le fond génétique
du blé¢ (ie. Cultivar effect proteins ;  Cultivar+Treatment effect  proteins ;
Cultivar xTreatment_effect proteins et CultivarxTreatment{Strain} effect proteins) et 3491
protéines (= 77 %) dont la variation d’abondance est expliquée au moins en partie par le facteur
« Traitement » (i.e. Treatment effect proteins ; Cultivar+Treatment effect proteins

Cultivar xTreatment_effect proteins et Cultivar x Treatment{Strain}_effect proteins).
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Figure 10 : Représentation des clusters moyens de variation d’abondance des protéines de blé
significativement impactées par le facteur « Traitement ». Le clustering a été calculé a l'aide de la
méthode fuzzy C-means en utilisant les valeurs z-score d’abondance de chaque protéine. Pour chaque
cluster, le profil moyen a été représenté par un graphique linéaire avec le cultivar de blé en axe des
abscisse et le code couleur correspond au traitement (rouge : Echantillons inoculés avec F. graminearum et
vert : Echantillons inoculés avec de 1’eau). Le nombre de protéines regroupées dans chaque cluster est
indiqué en haut a droite de chaque graphique. Les rubans indiquent I'intervalle de confiance a 95 % et
conservent le méme code couleur que le tracé de la ligne.



b) Caractérisation des réponses génériques du blé a ’infection par Fusarium graminearum

A partir des résultats de ’ANOVA les réponses génériques de la plante a 1’infection par F.
graminearum peuvent étre caractérisées par, (i) les Treatment effect proteins, qui correspondent aux
protéines présentant une variation d’abondance expliquée par la présence de 1’agent pathogene et
identique quel que soit le fond génétique du champignon ou du cultivar de blé et (ii) les
Cultivar+Treatment effect proteins qui correspondent aux protéines végétales présentant une
variation d’abondance significative expliquée par la présence de F. graminearum tout en conservant

les différences de base en termes d’abondances protéiques entre les cultivars de blé.

Au total, 2419 Treatment effect proteins ont pu étre identifiées (Figure 9). La clusterisation
de ces protéines a permis la formation de deux clusters cohérents, le premier correspond aux 1616
protéines dont 1’abondance augmentait significativement en présence de 1’agent phytopathogéne
(i.e. Cluster T1 ; Figure 10) tandis que le second contenait les 803 protéines dont 1’abondance
diminuait significativement lors de ’infection (i.e. Cluster T2 ; Figure 10). L’analyse de ces deux
clusters a permis ’identification de 117 et 81 fonctions significativement enrichies dans les clusters
T1 et T2 respectivement (Table Supplémentaire 1). En choisissant un seuil d’enrichissement
arbitraire (i.e. Logo(Abondance) > 4), les plus forts enrichissements identifiés dans le cluster T1
concernaient les fonctions « glutamate-ammonia ligase activity » ; « alpha-mannosidase activity » ;
«mannose metabolic process », « metallopeptidase activity » et « malate dehydrogenase
(decarboxylating) (NAD+) activity » (adjusted p value < 10%°; log2Ratio > 4.5;
Table Supplémentaire 1). Dans le cluster T2, les plus forts enrichissements identifiés
correspondaient aux fonctions « fructose-bisphosphate aldolase activity », « nucleoside metabolic
process » et « peptidyl-prolyl cis-trans isomerase activity » (adjusted p_value < 10*° ; log2Ratio >

4.1 ; Table Supplémentaire 1).
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Figure 11 : Représentation des clusters moyens de variation d’abondance des protéines de blé
significativement impactées par I’addition des facteurs « Cultivar » et « Traitement ». Le clustering a

¢été calculé a l'aide de la méthode fuzzy C-means en utilisant les valeurs z-score d’abondance de chaque
protéine. Pour chaque cluster, le profil moyen a été représenté par un graphique linéaire avec le cultivar de
blé en axe des abscisse et le code couleur correspond au traitement (rouge : Echantillons inoculés avec F
graminearum et vert : Echantillons inoculés avec de I’eau). Le nombre de protéines regroupées dans
chaque cluster est indiqué en haut a droite de chaque graphique. Les rubans indiquent l'intervalle de
confiance a 95 % et conservent le méme code couleur que le tracé de la ligne.



Concernant les Cultivar+Treatment effect proteins, cinq clusters de variation d’abondance
ont pu étre identifiés (Cluster Cv+T1 a Cluster Cv+T5) contenant entre 86 et 290 protéines
(Figure 11). Les protéines contenues dans ces clusters se caractérisaient par une augmentation ou
une diminution d’abondance des protéines du blé en présence de F. graminearum tout en conservant
les différences de base présentes dans les échantillons non-inoculés avec 1’agent pathogene. Les
clusters Cv+T1, Cv+T2 et Cv+T4, contenant un total de 562 protéines se caractérisaient par une
abondance supérieure des protéines dans les échantillons infectés par rapport a celles observées dans
les échantillons témoins avec une abondance maximale pour Récital et Cadenza (Cv+T1), Cadenza
et Renan (Cv+T2) et Renan uniquement (Cv+T4). Pour les 376 protéines contenues dans les clusters
Cv+T3 et Cv+T5, une diminution de I’abondance a été observée dans les échantillons infectés par
rapport aux témoins avec une abondance minimale pour Récital et Renan respectivement. En
conservant le méme seuil d’enrichissement arbitraire que précédemment, un enrichissement en
« FMN binding » a ¢été identifi¢ dans le cluster Cv+T1, «transferase activity » et « fatty acid
metabolism process » dans le cluster Cv+T2, « photosystem » et « oxydoreductase activity » dans
le cluster Cv+T3 et « fatty acid metabolic process » et « 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase
activity » dans le cluster Cv+T4. Concernant le cluster Cv+T5, aucun enrichissement significatif

n’a pu €tre détecté au cours de cette étude (Table Supplémentaire 2).

¢) Existe-t-il des protéines permettant de discriminer les cultivars de blé vis-a-vis de leur réponse
au FHB ?

Parmi I’ensemble des protéines présentant une variation d’abondance significative, seules
les 154 Cultivar xTreatment _effect proteins permettaient de distinguer les différents cultivars de blé
dans leur réponse a la maladie. Ce groupe de protéine correspondait aux protéines dont la variation
d’abondance due a la présence de I’agent pathogene était dépendante du fond génétique du blé
inoculé, c¢’est-a-dire que I’amplitude de réponse a I’infection permettait de distinguer les cultivars
mais pas les souches fongiques inoculées. Le clustering de ces protéines a ainsi permis la

construction de cinq clusters de variation d’abondance (Cluster CvxT1 a Cv xTS5) contenant entre 2
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Figure 12 : Représentation des clusters moyens de variation d’abondance des protéines de blé
significativement impactées par Dinteraction des facteurs « Cultivar » et « Traitement». Le
clustering a été calculé a l'aide de la méthode fuzzy C-means en utilisant les valeurs z-score d’abondance
de chaque protéine. Pour chaque cluster, le profil moyen a été représenté par un graphique linéaire avec le
cultivar de blé en axe des abscisse et le code couleur correspond au traitement (rouge : Echantillons
inoculés avec F. graminearum et vert : Echantillons inoculés avec de I’eau). Le nombre de protéines
regroupées dans chaque cluster est indiqué en haut a droite de chaque graphique. Les rubans indiquent
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et 59 protéines (Figure 12). Le cluster Cv xT1 se caractérisait par les protéines présentant une plus
forte abondance en présence de F. graminearum chez les deux cultivars d’hiver Récital et Renan
alors qu’aucun effet traitement n’était visible pour le cultivar de printemps Cadenza. Les clusters
CvxT2 et CvxT5 correspondaient aux protéines pour lesquelles une abondance plus forte et plus
faible respectivement fut observée a la fois chez les témoins et infectés du cultivar Renan par rapport
aux deux autres cultivars de blé. Le cluster Cv XT3 correspondait aux protéines se caractérisant par
une abondance plus faible dans les échantillons inoculés avec F. graminearum pour les cultivars
Récital et Renan tandis qu’aucune différence n’a été observée entre les échantillons témoins et
infectés pour le cultivar Cadenza. Le cultivar CvxT4 contenait les protéines présentant une
augmentation d’abondance dans les échantillons inoculés avec 1’agent pathogene sans différence
significative entre les cultivars alors que leur abondance était significativement différente entre les
cultivars dans les échantillons témoins. Enfin, le cluster Cv xT5, composé uniquement de deux
protéines, se caractérisait par une abondance plus faible dans les échantillons témoins du cultivar
Renan amplifiée par ’effet du traitement alors qu’aucune différence entre cultivar et traitement
n’¢tait identifiée pour les deux cultivars les plus sensibles. Concernant les enrichissements des
différents clusters et en gardant toujours le méme seuil, le cluster CvxT2 présentait des
enrichissements en « tRNA aminoacylation for protein translation », « nucleotide binding » et
« aminoacyl-tRNA ligase activity » tandis que le cluster CvxT3 était enrichi en protéine dont la
fonction est « flavin adenine dinucleotide binding » (Table Supplémentaire 3). Les clusters CvxT1
et CvxT4 ne présentaient pas d’enrichissement significatif supérieur au seuil fixé tandis que le

Cluster Cv xT5 ne présentait pas d’enrichissement tout court.

d) Existe-t-il des réponses spécifiques aux fonds génétiques de F. graminearum permettant de
discriminer les cultivars de blé ?

Les résultats de 1’analyse ANOVA ont permis I’identification de 30 protéines présentant un
effet significatif de D’interaction entre les cultivars et la souche fongique inoculée. Afin de
caractériser comment le fond génétique de la souche de F. graminearum déterminait les réponses

des différents cultivars de blé, une analyse statistique de hiérarchisation de chaque combinaison

94



Color Key
and Density Plot

Ji

Density

Figure 13 : Représentation Heat map des changements d'abondance des protéines de blé
présentant un effet significatif de ’interaction entre les cultivars et le fond génétique de la
souche inoculée. Le clustering hierarchique a été réalisé pour chaque échantillon (dendrogramme en
abscisse en fonction de chacune des protéine (dendrograme en ordonné) calculé a partir des
abondances protéiques transformées en z-scores. Les couleurs de la Heat map indiquent 1’abondance
de chaque protéine dans chaque échantillon.



Souche / Cultivar, a été réalisée et modélisée sous forme de Heat map afin de regrouper les
¢chantillons sur la base des valeurs d’abondance de I’ensemble des 30 protéines qui les composaient
(Figure 13). Les résultats de cette analyse révelent la formation de deux groupes d’échantillons, le
premier rassemblant les échantillons inoculés avec la souche la plus agressive MDC_Fgl tandis que
le second regroupait tous les autres échantillons. Dans ce second groupe, les échantillons témoins
ont été regroupés ensemble et présentaient une forte homologie avec les échantillons inoculés avec
les deux souches les moins agressives MDC Fgl13 et MDC FgUT1 suggérant peu de différences dans
les abondances de ces 30 protéines au sein de ces différents échantillons. L’analyse fonctionnelle
de ces 30 protéines a permis 1’identification de 13 protéines impliquées dans les mécanismes de
défense de la plante et dans la détoxification de composés métaboliques toxiques pour la cellule
végétale. Parmi celles-ci, quatre protéines PR ont pu étre identifiée, trois d’entre elles appartenant a
la famille des B-1,3-glucanases et une a la famille des thaumatin-like proteins. Les trois B-1,3-
glucanases présentaient toutes, non seulement une abondance significativement supérieure dans les
¢chantillons Renan par rapport aux deux autres cultivars plus sensibles, mais également au sein des
différents cultivars une abondance significativement supérieure dans les échantillons inoculés avec
la souche MDC Fgl. Concernant la thaumatin-like protins, cette derni¢re présentait, dans les
échantillons Renan et Cadenza, le méme profil de variation d’abondance que les trois fB-1,3-
glucanases tandis qu’elle n’a jamais été détectée dans I’ensemble des échantillons du cultivar le plus

sensible Recital.
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Conclusion

L’objectif de ce second axe était d’apporter de nouvelles connaissances sur les spécificités
des réponses moléculaires du bl¢ a I’infection de Fusarium graminearum. Cette analyse a ¢été
réalisée via la dissection des protéomes de trois cultivars de blé¢ de sensibilité contrastée en
interaction avec trois souches présentant des agressivités plus ou moins marquées. L’ensemble de
ces résultats sera discuté plus en détail dans la discussion générale et donnera lieu ultérieurement a
la rédaction d’un article scientifique. La comparaison entre les protéines identifiées au cours de cette
expérimentation et celles identifiées préalablement dans Fabre et al. (2019)a révéle que 3572 d’entre
elles sont communes aux deux analyses indiquant une bonne répétabilité de la méthode d’analyse.
La forte similarité des dual-protéomes identifiés au cours des différentes expérimentations suggerent
ainsi une signature moléculaire de 1’établissement de la maladie, tant dans la composante fongique
que végétale. En effet, si aucune spécificité qualitative n’a pu étre détectée dans les protéomes de
I’agent pathogene, seules 35 protéines spécifiques a un cultivar de blé ont été identifiées dans les
¢chantillons inoculés avec de 1’eau et aucune dans les échantillons infectés. Ainsi, bien que 1’étude
de seulement trois cultivars de blé en combinaison avec trois souches de F. graminearum ne soit pas
suffisante pour généraliser la complexité de ce pathosysteme, la non détection chez I’agent
pathogeéne et chez la plante hote de protéines spécifiques semble tout de méme indiquer que
I’interaction se base sur un dual-protéome peu variant entre les différents fonds génétiques des

membres du pathosysteme.

Si aucune protéine spécifique du cultivar n’a ét¢ détectée en présence de 1’agent pathogene,
une part importante des protéines identifiées présentaient toutefois des variations d’abondance
significative. Parmi I’ensemble des protéines quantifiées, environ 50% présentaient des variations
d’abondance significatives pour au moins un des facteurs testés. Les analyses statistiques réalisées
au cours de cette étude ont montré que les variances observées entre échantillons étaient
majoritairement expliquées par le facteur « Traitement » c’est-a-dire que la réponse a I’infection

n’était pas différente pour les trois cultivars de blé et identique quel que soit le fond génétique de la
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souche inoculée. Bien que systématiquement significatif, le facteur « Cultivar », représentant les
variances observées expliquées par le fond génétique de 1’hote avait un effet globalement moins fort
que le traitement. De plus, trés peu de variations d’abondance dans les trois protéomes de blé ont
permis d’identifier des réponses spécifiques a I’infection. En effet, seuls 4 % des protéines de blé
présentaient un effet d’interaction expliqué par une réponse différentielle des trois cultivars de blé
a I’infection, soit sans distinction du fond génétique de F. graminearum (i.e. 154 protéines
Cultivar xTreatment _effect), soit avec distinction du fond génétique de I’agent pathogene (i.e. 30

protéines Cultivar x Treatment{Strain, _effect).
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Discussion générale

Au cours de ce travail de these, I’objectif était d’établir la premicere cartographie fine des
événements moléculaires précoces établis lors de la fusariose de 1’épi afin d’identifier les effecteurs
fongiques impliqués dans la manipulation parasitaire et les facteurs de sensibilité du blé ayant un role
dans le succes de la maladie. Cette étude, réalisée lors des stades asymptomatiques de la maladie avait
pour but de caractériser non seulement la nature et la dynamique des événements moléculaires
contribuant a la sensibilité de la plante, mais également les spécificités du dialogue moléculaire établi
lors de I’interaction de différents fonds génétiques de blé et F. graminearum contrastés respectivement
par leur sensibilité et leur agressivité. En tirant avantage de méthodes exploratoires a large échelle, il
a ainsi été¢ démontré pour la premiére fois qu’il était possible de détecter trés précocement un grand
nombre de protéines fongiques in planta, permettant ainsi d’apporter une importante quantité
d’information pour interpréter les événements moléculaires de la plante au regard de ce que le
champignon exprime. L’ensemble des données acquises au cours de ce travail permet a présent de
discuter cette interaction comme un systéme dynamique basé sur une signature protéomique évoluant
de maniére dépendante de I’ontogénie des deux protagonistes, mais similaire entre fonds génétiques

de sensibilité et d’agressivité contrastées.

I — Le cycle infectieux démarre lors de la production des spores par le champignon

Jusqu’a présent, 1’étude de la fusariose de I’épi avait toujours été réalisée via I’exploration des
évenements moléculaires ou physiologiques impliqués dans le développement de la maladie et
identifiables lors de I’interaction entre la plante hote et le champignon (Chetouhi ef al., 2014 ; Ding
et al., 2011 ; Eggert and Pawelzik, 2011 ; Masci et al., 2015 ; Zhang et al., 2013 ; Zhou et al., 20006).
Or, limiter 1’é¢tude de cette maladie aux stades d’infection de 1’hdte en oubliant qu’une partie
importante du cycle de vie de F. graminearum se déroule a 1’extérieur de la plante n’apporte qu'une
compréhension partielle de la biologie de ce systeme, notamment parce qu’elle omet 1’ensemble des

acteurs moléculaires synthétisé avant méme la rencontre avec 1’hdte et qui pourrait avoir un rdle
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primordial dans la réussite de 1’infection. Dans 1’optique d’apporter des informations originales sur
I’initiation de la maladie, une des premicres étapes de ce travail a consisté a sortir des stades de
confrontation entre 1’agent pathogéne et la plante en étudiant le premier stade de développement de
F. graminearum. Pour cela, la caractérisation la plus compléte possible des protéomes des spores et
spores en germination de deux souches fongiques fortement contrastées par leur agressivité a été
réalisée. L analyse comparée des protéomes (i.e. spores et spores en germination) a montré que plus
de 90 % des protéomes et prés de 100 % des effecteurs identifiés sont communs aux deux souches
fongiques. A notre connaissance, ¢’est la premiére fois que la recherche et 1’identification d’effecteurs
fongiques dans la spore de F. graminearum ont pu étre réalisées. L’enrichissement significatif en
effecteurs dans les spores des deux souches, associé au fait qu’ils font partie des protéines les plus
abondantes stockées dans cette structure permet ainsi de redéfinir la fonction méme de la spore. Ainsi,
I'ensemble de nos données indiquent non seulement que des effecteurs sont déja stockés dans les
spores avant méme le premier contact avec I’hdte, mais également que certains d’entre eux sont
synthétisés rapidement lors de la germination et régulés au cours de l'infection. Ces résultats suggérent
que les effecteurs sont exprimés par vagues successives, probablement en lien avec leur fonction dans
le processus infectieux de F. graminearum. De plus, il faudrait considérer les conidies de F
graminearum non pas seulement comme des structures de résistance et de dissémination telles que

déja décrit dans I’article de Trail (2009), mais comme la premiere structure d’infection.

II — Le dialogue moléculaire entre le blé tendre et F. graminearum s’ajuste au développement
du grain

L’identification de la spore comme étant une structure d’infection a ainsi permis de compléter
notre connaissance du pathosysttme en confirmant la pertinence d’étudier les éveénements
moléculaires impliqués dans D’initiation de cette interaction. Au cours des premiers stades de
I’établissement de la maladie, la diversité des composantes fongique et végétale du dialogue
moléculaire suggere que la sensibilité de 1’hote pourrait étre la résultante de la manipulation de

nombreux processus cellulaires exprimés de fagon séquentielle au cours de l'infection et notamment,
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ceux impliqués dans le développement ontogénique du grain. En effet, un des résultats majeurs de
cette étude est la mise en évidence d’une étape de transition entre 48hpi et 72hpi, au cours de laquelle
les réponses de la plante s’amplifient, se réduisent ou s’inversent de fagon coordonnée. Cette phase
de transition démarre avant 1’apparition des symptomes et est concomitante avec le début de la phase
de développement de la masse fongique dans les épillets. Au cours de cette phase de transition, on
observe des covariations entre la dynamique d’abondance d’acteurs fongiques et les régulations des
protéines du blé incluant un grand nombre de fonctions chloroplastiques. Ces schémas spécifiques de
covariations des deux protéomes, concomitants avec le début du processus de cellularisation du grain
(Morrison et al., 1978 ; Nadaud ef al., 2010) suggérent ainsi que le succes de 1’infection pourrait étre
dépendant du timing de I’infection de I’hdte par le champignon. En effet, au cours de travaux
précédents il a été montré que la période de réceptivité maximale du blé a I’infection se situait entre
3 a 6 jours aprées anthese (Beccari ef al., 2019 ; Cowger et Arellano, 2010), ¢’est-a-dire juste avant le
début de la phase de formation de I’endosperme amylacé (Nadaud et al., 2010). D’aprés ces
précédents travaux, on peut supposer que la phase de sensibilité du blé est maximale lorsque 1’épi
n’est pas encore entré dans la phase de remplissage du grain, c’est-a-dire lorsqu’il n’a pas encore
débuté sa production d’amidon. La recherche de protéines codées par des genes impliqués dans le
développement du grain a été réalisée afin d’identifier les protéines de blé qui présentaient un profil
de variation atypique lors de nos expérimentations. Deux protéines présentant, entre 24 et 48 hpi, une
augmentation d’abondance similaire a celle observée dans les échantillons témoins, mais subissant
une forte diminution d’abondance entre 48 et 96 hpi en présence du champignon, alors que
I’accumulation de ces protéines se poursuit dans les échantillons inoculés avec de I’eau ont ainsi pu
étre identifiées. Ces deux protéines se sont révélées Etre codées par deux genes homologues au geéne
LA1 (Q93ZV7) de A. thaliana codant pour la protéine La Protein 1 sans laquelle I’embryon reste
bloqué au stade globulaire précoce (Fleurdepine et al., 2007). A cela, la recherche de protéines
impliquées dans la synthése du saccharose et de I’amidon a permis d’identifier un total de 13 sucrose
synthase dont 6 présentaient une abondance significativement supérieure dans les échantillons

infectés par rapport aux échantillons témoins. A 1’inverse, les quatre starch synthase identifiées et
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Figure 14 : Représentation des profils de variations d’abondance protéiques et des niveaux de
transcrits dans les différents tissus de I’épi de blé des quatre starch synthase identifiées dans au
moins une de nos expérimentations. (A) Boxplot du profil de variation d’abondance dans les
échantillons correspondant aux trois cultivars de bl¢ inoculés avec les trois souches de F. graminearum ou
avec de I’eau (A-1) Les valeurs d’abondance moyenne dans chaque échantillon sont indiquées en rouge
dans les échantillons inoculés avec F. graminearum et en vert dans les échantillons inoculés avec de 1’eau.
Les barres d’erreurs indiquent les variances observées pour chaque moyenne d’abondance. Boxplot
représentant le profil de variation d’abondance de la protéine au cours de la cinétique suivie dans Fabre et
al. (2019)a (A1-2-3). Les valeurs d’abondance moyenne a chaque point de cinétique sont indiquées en
rouge dans les échantillons inoculés avec F. graminearum et en vert dans les échantillons inoculés avec de
I’eau. Les barres d’erreurs indiquent les variances observées pour chaque valeur d’abondance. (B) Niveau
d’expression du géne codant pour chacune des starch synthase dans les différents tissus selon Ramirez
Gonzalez et al. (2018). This image was generated with the Late Stages eFP (RNA-Seq data) at
bar.utoronto.ca/eplant by Waese et al. (2017).



connues pour étre exprimées dans 1’épi (Apples et al., 2018) présentaient toutes une diminution
d’abondance significative en présence de l’agent pathogeéne (Figure 14). Trois d’entre elles
présentaient un effet traitement dépendant de I’ontogénie de I’épi (i.e. FHBxDev-regulated proteins ;
Fabre et al., 2019a) avec une forte diminution de leur abondance lors de la transition 48 — 72 hpi
tandis que la quatriéme, observée uniquement dans la seconde expérimentation, présentaient une
diminution d’abondance expliquée uniquement par la présence du champignon. Or, de précédentes
¢tudes ont montré, in vitro, que 1’amylopectine et I’amylose composant 1’amidon (Gillies et al.,
2012 ;Jeonet al., 2010 ; Myers et al., 2000) étaient difficilement exploitables par le champignon en
tant que source de carbone nutritive et pour la formation des trichothécénes (Oh et al., 2016),
contrairement au saccharose (Jiao et al., 2008 ; Kawakami et al., 2014). Sur la base de ces
observations, Jiao et collaborateurs (2008) avaient suggéré que le saccharose pourrait étre un des
facteurs clés dans l'induction de la synthése des trichothécenes et de la pathogénicité¢ de 1’agent
pathogene. Les résultats obtenus in planta, au cours de ce travail, soutiennent cette hypothese. Ce
résultat peut étre complété par 1’identification de trois alcool déshydrogénases (ADH) homologues
des ADHI1 et ADH2 de I’orge présentant une augmentation significative d’abondance en présence de
F. graminearum (Annexe 1). Chez l'orge, 'ADH est connue pour étre induite par l'infection de
Blumeria graminis f.sp hordei et favorise la croissance des pathogénes en augmentant le métabolisme
glycolytique tandis que les plantes présentant une mutation KO étaient moins sensibles a I’infection
de ce champignon biotrophe (Pathuri et al.,, 2011). Dans leur review, van Schie and Takken (2014)
ont par la suite proposé que les genes ADH de 1’orge puissent avoir un role dans le nourrissage du
champignon et étre des facteurs de sensibilité de type 3. L’ensemble de ces profils de variation
d’abondance au cours de nos deux expérimentations suggere un processus de manipulation parasitaire
dépendant du stade ontogénique du grain, favorisant la nutrition de 1’agent pathogéne en ralentissant

le processus de formation du grain.

En combinant les observations de ces différentes études avec les résultats obtenus lors de ce
travail, il semblerait que la réussite de I’infection dépende directement de la vitesse a laquelle F.

graminearum va pouvoir initier la manipulation parasitaire des processus physiologiques de 1’épi de
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blé. Cette hypothése, en accord avec les conclusions de précédents travaux effectués sur
Moniliophthora perniciosa (Mares et al., 2017) et de Aspergillus fumigatus (Voltersen et al., 2018),
pourrait ainsi expliquer la surreprésentation en effecteur détectée dans la spore puisque leur stockage
en grande quantit¢ dans cette structure constitue une réserve utile et préte a 1’emploi permettant
d’initier I’élaboration d’un état favorable a son développement des le premier contact avec son hote.
De plus, cette hypothése pourrait également expliquer les différences d’agressivité observées entre
les trois fonds génétiques de F. graminearum étudiés a 1’issue de la transition 48 — 72 hpi. Le niveau
d’agressivité¢ des trois souches s’étant révélé particulierement bien corrélé aux différences
d’abondance des effecteurs, 1’agressivité supérieure de la souche MDC Fgl pourrait ainsi étre
expliquée par sa faculté a synthétiser plus rapidement et plus massivement les acteurs moléculaires
essentiels a la manipulation des processus physiologiques du blé tels ceux impliqués dans le
ralentissement du développement de I’embryon, afin d’assurer ses propres besoins métaboliques par

le détournement des sucres assimilables avant leur mobilisation pour le remplissage du grain.

III — L’interaction entre le blé et F. graminearum se base sur un core dual-protéome

L’analyse du dual-protéome établi lors de I’interaction entre un cultivar sensible de blé tendre
et une souche agressive de F. graminearum a montré que d’ importantes covariations dépendantes du
stade de développement de 1’hdte avaient lieu lors de ’initiation de I’infection, confirmant le fait que
la vitesse de I’initiation des processus impliqués dans la manipulation parasitaire constitue un facteur
crucial dont dépend la réussite de I’infection. En analysant de maniére ciblée le point de cinétique 72
hpi, I’analyse des dual-protéomes issus des combinaisons de trois cultivars de blé et de trois souches
fongiques n’a pas mis en évidence de différences basées sur la présence/absence de protéines
spécifiques dans leur protéome respectif. La distinction des souches et des cultivars de blé n’a pu étre
réalisée que par la quantification des différentes protéines identifiées. Ainsi, si le dual-protéome
présente clairement des spécificités dépendantes du stade ontogénique de la plante et du champignon,
il semblerait que le dialogue moléculaire établi lors de 1’interaction se base sur un dual-protéome

générique dont les composantes fondamentales sont conservées et qui ne présente pas de variations
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d’abondance dépendantes des fonds génétiques des membres du pathosystéme. Du coté de 1’agent
pathogéne, I’absence d’effet d’interaction observable suggere ainsi que les différents fonds génétiques
de I’hote ont une influence similaire sur les protéomes des trois souches de F. graminearum. Par
extrapolation, ce résultat semble indiquer que, si des spécificités transcriptomiques ont déja été
observées lors de I’interaction de F. graminearum avec diftérentes especes de céréales (Harris et al.,
2016), ou lors de I’infection de différents organes ou tissus d’une méme plante (Lysoe ef al,, 2011 ;
Zhang et al., 2012b), la stratégie fongique d’infection d’un méme organe (i.e. I’épi) a un méme stade
ontogénique (i.e. 72 heures apres 1’anthése) se structure autour d’un ensemble d’effecteurs conservés
sans spécificités liées aux fonds génétiques de cultivars d’une méme espéce végétale. Du coté de la
plante, la méme observation a pu étre faite puisque 53 % des variations d’abondance des protéines de
blé en réponse a I’infection étaient imputable uniquement au facteur « traitement » suggérant que les
réponses majoritaires observées étaient communes aux trois cultivars de blé et non spécifiques de la
souche inoculée. C’est également I’observation effectuée concernant les protéines présentant un effet
cumulatif des facteurs « cultivar » et « traitement » (i.e. 20 % des protéines significatives) qui se
caractérisent par une augmentation ou une diminution d’abondance des protéines du blé en présence
de F. graminearum tout en conservant les différences de base présentes dans les échantillons non-
inoculés avec I’agent pathogeéne. De maniere similaire & ce qui avait été vu lors de I’analyse du
protéome fongique, seulement 4 % des protéines végétales présentent un effet significatif
d’interaction spécifique entre F. graminearum sensu stricto et le cultivar de blé. Cependant, il est a
noter qu’a I’exception des 28 protéines présentes dans le cluster CvxT2 (Figure 12), I’effet
d’interaction observé pour ces protéines semble dii au rééquilibrage des abondances protéiques dans
les échantillons infectés, écrasant ainsi les différences d’abondance observées dans les plantes
témoins. Ces profils d’abondance spécifiques suggerent donc que les différences protéomiques de
base permettant de différencier les trois cultivars en dehors de I’interaction sont, pour 1’essentiel,
nivelées en présence de 1’agent pathogene. Enfin, la recherche de protéines de blé présentant un effet
d’interaction expliqué par une réponse différentielle des trois cultivars de blé et spécifique du fond

génétique de 1’agent pathogene n’a permis 1’identification que de 30 protéines significatives. Ce
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résultat est surprenant puisque lors de I’étude de la composante fongique du dual-protéome, la souche
MDC Fgl ¢était celle qui présentait les plus fortes abondances en effecteurs. Si 1’abondance des
effecteurs ou des protéines fongiques au sens large semble particuliecrement bien corrélée a
I’agressivité de la souche, I’effet de ces accumulations différentielles est indétectable dans la

composante végétale du dual-protéome.

IV — Le chloroplaste constitue une interface privilégiée de la manipulation parasitaire pour le
controle de ’homéostasie cellulaire de la plante

En accord avec de nombreuses études antérieures qui avaient déja identifi¢ le chloroplaste
comme étant une cible privilégiée des effecteurs fongiques ou bactériens (de Torres Zabala et al.,
2015 ; Han and Kahmann, 2019 ; Li ef al., 2014 ; Lorrain et al., 2018 ; Petre et al., 2015, 2016a ;
Rodriguez-Herva et al., 2012 ; Serrano et al., 2016 ; Xu et al., 2019), I’'un des constats majeurs de
ce travail de These concerne les points de convergence entre compartiment chloroplastique et les
protéines de F. graminearum au cours du développement de I’interaction. Outre son implication dans
la photosynthése (Kirchhoff, 2019), le gravitropisme racinaire (Andrés et al, 2010), le
développement du pollen (Sakamoto et al., 2008) et I'embryogenese (Lu et al., 2014), le chloroplaste
participe également a la biosynthese des acides aminés, des lipides, des nucléotides, de I’amidon et
des terpénoides (Sowden et al, 2017). Il joue €galement un role essentiel dans les voies de
biosynthese de phytohormones impliquées dans les différents mécanismes de défense de la cellule
végétale (Lu and Yao, 2018 ; Sowden et al., 2017). 1l est également connu que le chloroplaste
communique avec la plupart des autres organites de la cellule tels que les mitochondries, le
peroxysome et le noyau afin de mettre en place les mécanismes de défense en intervenant, par
exemple, dans la reprogrammation de l'expression des génes de défense nucléaire (Shapiguzov et al.,
2012 ; Sierla et al., 2013). Ainsi, de par son réle dans un trés grand nombre processus physiologiques
de la plante, le contrdle du chloroplaste par un agent pathogeéne constitue un point stratégique pour la
réussite de I’infection (Pan ef al., 2018b ; Wang et al., 2019). Au cours de ce travail, I’analyse du

contenu protéique des spores des souches MDC Fgl et MDC FgUT1 a permis I’identification de 78

104






protéines prédites comme étant sécrétées et possédant un peptide d’adressage chloroplastique
apportant un argument supplémentaire quant au role crucial que cet organite pourrait jouer lors de
I’interaction. La méme analyse, réalisée in planta, a également permis I’identification d’un total de
102 protéines sécrétées et prédites comme étant adressées au chloroplaste (Fabre ef al, 2019a)
suggérant que cet organite pourrait étre le compartiment subcellulaire de la plante le plus ciblé par
les effecteurs de F. graminearum. La dissection des profils de régulation de ces protéines a mis en
¢vidence des profils de co-variations spécifiques lors de la transition 48 — 72 hpi entre les protéines
chloroplastiques du blé et les protéines fongiques adressées au chloroplaste (Figure 9 ; Fabre et al.,
2019a). En croisant les résultats de nos deux expérimentations, 42 % des protéines chloroplastiques
présentant une variation d’abondance en présence de F. graminearum et dépendante de 1’ontogénie
présentaient ¢galement une variation d’abondance significative sans spécificité imputable aux fonds
génétiques des cultivars. Ces observations peuvent ¢galement étre complétées par 1’observation de
seulement 6 protéines fongiques sécrétées présentant un motif d’adressage au noyau de la plante.
Etant donné que chez les plantes, environ 95 % des protéines sont codées par le génome nucléaire
(Yang et al., 2019), on peut supposer que la manipulation parasitaire observée via les variations
d’abondance des protéines chloroplastiques pourrait étre majoritairement dues a 1’action des
effecteurs fongiques ciblant directement les protéines du chloroplaste et non pas les génes ou
transcrits qui en sont a 1’origine. L’observation d’un grand nombre de protéases fongiques adressées
au chloroplaste de la plante, associée a de fortes variations d’abondance de protéines du blé telles que
les OOP (oligopeptidase organellaire) et les CLP (protéase caséinolytique) connues pour étre
impliquées dans la dégradation et l'importation de protéines chloroplastiques nouvellement
synthétisées (Llamas et al., 2017 ; Nishimura ef al., 2017) pourraient étre un des leviers utilisés par
le champignon pour manipuler ’homéostasie du chloroplaste et tous les processus physiologiques
qui en dépendent. Le recoupement de 1’ensemble de ces observations suggere ainsi que les fonctions
chloroplastiques du blé tendre pourraient constituer une des principales cibles du processus de

manipulation parasitaire mis en place par F. graminearum. La manipulation du chloroplaste apparait
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Figure 15 : Karyoplot représentant I’ensemble du génome du blé tendre. La localisation des genes
codant pour I’ensemble des protéines de bl¢ présentant une variation d’abondance significative expliquée au
moins en partie par I’inoculation de F. graminearum au cours de ce travail est indiquée par des pics rouges.
Les barres vertes représentent la localisation des geénes présentant une mutation STOP dans une (barres
vertes claires) ou deux (barres vertes foncées) familles de mutants EMS Cadenza se traduisant par une
diminution de la sensibilité¢ de la plante a la fusariose de 1’épi selon McCallum et al. (2000) et présentant
une variation d’abondance significative expliquée au moins en partie par la présence de F. graminearum au
cours de nos expérimentations. Les zones chromosomiques de couleurs rose, orange et rouge indiquent les
fragments de chromosomes délétés décrits dans Basnet et al. (2012) et Garvin et al. (2015) et dans les
lignées ditelosomiques de Ma et al. (2006), respectivement. La localisation des homologues aux génes de
sensibilité décrits dans la littérature et codant pour une protéine présentant une variation d’abondance
significative expliquée au moins en partie par I’inoculation de F. graminearum au cours de nos
expérimentations est indiquée en rouge.



de surcroit non dépendante des fonds génétiques des deux protagonistes et totalement dépendante de

I’ontogénie de 1’épi.

V — Contribution de ces travaux de Thése a D’identification de nouveaux déterminants du
devenir de P’interaction

En croisant I’ensemble des informations générées au cours de ce travail sur la nature, la
dynamique, et la spécificité des ajustements moléculaires du blé en présence de F. graminearum, avec
(1) les données disponibles concernant des genes de sensibilit¢ déja connus dans d’autres
pathosystémes (Table 1), (ii) les lignées ditélosomiques de blé (Ma ef al., 2006) et les délétions de
fragments chromosomiques (Basnet ez al., 2012 ; Garvin ef al., 2015 ) associées a une diminution de
la sensibilité a la fusariose chez le bl¢ et, (iii) les génes possédant une mutation STOP dans les familles
de mutants EMS Cadenza (King et al, 2015 ; Krasileva et al., 2017 ; McCallum et al., 2000)
présentant un phénotype moins sensible a la fusariose de 1’épi, il doit étre possible d’identifier des
facteurs de sensibilité candidats. L’ensemble de ces données, cartographié sur le génome du blé,
montre clairement qu’il ne semble pas exister de régions génomiques particuliéres pouvant étre
associées aux réponses de la plante a F. graminearum (Figure 15). Cette observation soutient notre
hypothese sur I’existence d’un tres grand nombre de génes ou facteurs de sensibilité dispersés sur

I’ensemble du génome du blé tendre.

La recherche d’homologie entre les génes de sensibilité connus et les génes codants pour les
protéines identifiées dans nos analyses comme présentant des variations d’abondance significatives a
permis d’identifier un total de 21 protéines de blé présentant un fort degré d’homologie avec des
protéines codées par des génes de sensibilité connus (Annexe 1). Une seule de ces protéines (i.e.
AtCPK28) est codée par un gene présentant une mutation STOP dans une famille de mutant Cadenza
significativement moins sensible a la fusariose et quatre (i.e. AtUBP12; AtCD48 ; OsMPKS et
AtFDH) sont codées par des genes situés sur des régions chromosomiques dont la délétion conduit a
une forte diminution de la sensibilité a la fusariose (Figure 15). Outre les protéines codées par les
genes ADHI1 et ADH2 connus pour étre des genes de sensibilité de type 3 permettant de subvenir aux
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besoins métaboliques de I’agent pathogene (Pathuri ez al., 2011 ; van Schie and Takken, 2014), toutes
les autres protéines identifiées présentent de fortes similarités avec de potentiels facteurs de sensibilité
de type 2, dont environ un tiers présentent un fort degré d’homologie avec des protéines codées par
des geénes de sensibilité connus comme étant impliqués dans I’inhibition de la voie de biosynthése de
I’acide salicylique (Table 1). S’il a récemment ét€¢ montré que F. graminearum était capable de
dégrader directement 1’acide salicylique du blé lors des stades plus tardifs de la maladie (Rocheleau
et al., 2019), nos résultats semblent suggérer qu’une des stratégies fongiques déployée au cours des
premiers stades de 1’infection consisterait a bloquer la synthése de 1’hormone plutdt que de la dégrader
directement. Au total, trois de ces protéines (i.e. OsSTAD2, AtFDH et TaMDARG ; Table 1) sont
clairement décrites comme faisant partie du chloroplaste (Abou-Attia et al., 2016 ; Jiang et al., 2009 ;
Olson et al., 2000 ; Yang et al., 2016 ; Yu et al, 2017). L’ensemble de ces résultats permettent de
compléter notre modele explicatif des évenements moléculaires et physiologiques sous-tendant le
développement de 1’interaction entre le blé et F. graminearum. Outre la dérégulation des processus
impliqués dans le développement de I’embryon et le remplissage du grain, une des stratégies
parasitaires pourrait consister a I’instauration d’une manipulation élaborée des processus transitant
au moins en partie par le compartiment chloroplastique afin d’induire I’inhibition des mécanismes de

défense de I’hote et d’assurer son installation.

Parmi I’ensemble des protéines issues des genes codants pour des facteurs de sensibilité
candidats, aucune d’entre elles ne présentaient de variation d’abondance dépendante de I’interaction
entre les différents fonds génétiques de 1’hdte et de F. graminearum, contrairement a un certain
nombre de protéines impliquées dans les mécanismes de défense qui arboraient des spécificités de
variations d’abondances permettant de discriminer les différents cultivars de blé vis-a-vis de leur
réponse a ’infection voire vis-a-vis de leur réponse a une souche fongique donnée. A titre d’exemple,
une forte diminution des abondances des protéines Wheatwin-1 et Wheatwin-2 connues pour leur
activité antifongique (Bertini ef al., 2009 ; Caporale et al., 2004), de deux xynalase inhibitors et d’une
thaumatin-like proteins a ét€ observée pour les cultivars Recital et Cadenza, mais pas pour le cultivar

le moins sensible Renan. Le méme profil de variation d’abondance a également pu étre observé au
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sein des protéines CultivarxTreatment{Strain} _effect pour les trois B-1,3-glucanases, la thaumatin-
like proteins ainsi que pour deux UDP-glucosyl transferase et deux Cytochromes P450 dont les
fonctions sont connues comme étant impliquées dans la détoxification des xénobiotiques tels que les
DON (Gunupuru et al., 2018 ; Pasquet et al., 2016 ; Zhao et al., 2018). Ainsi, bien que 1’étude de
seulement trois cultivars de blé en interaction avec trois souches de F. graminearum ne soit pas
suffisante pour généraliser cette observation, la non-détection de variations d’abondance permettant
de distinguer une réponse spécifique d’un cultivar donné a I’infection pour I’ensemble des protéines
codées par les geénes candidats identifiés, suggere que la sensibilité du blé a la fusariose de 1’épi
pourrait étre commune aux différents fonds génétiques de la plante et aspécifique de la souche
fongique inoculée. Cette hypothése pourrait apporter un premier élément d’explication a la non-
existence de résistance totale a la fusariose de 1’épi chez le blé. Les différences observées en termes
de sévérité des symptomes entre les différents cultivars pourraient, quant a elles, étre expliquées par
la résistance quantitative apportée par les différents QTL de résistance présents dans les fonds

génétiques de blé (Jia ef al., 2018 ; Steiner et al., 2017, 2019 ; Venske et al., 2019).
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Conclusion et perspectives

Améliorer les résistances du blé tendre a la fusariose de 1’épi par le contrdle des déterminants
de la sensibilité nécessite une compréhension globale et dynamique du dialogue moléculaire
complexe qui est mis en place lors de I’interaction. Les résultats obtenus dans le cadre de cette Thése
permettent d’apporter un éclairage nouveau sur le développement de I’interaction entre un blé
sensible et le champignon F. graminearum. En premier lieu, la spore constitue le premier stade du
processus infectieux de F. graminearum et se présente comme une structure dans laquelle le
champignon stocke un ensemble tres diversifié d’effecteurs qui auront un rdle des le premier contact
avec la plante hote. Au cours des premicres 96 heures suivant la rencontre entre F. graminearum et
I’épi de blé, la stratégie fongique consiste a produire des effecteurs par vagues ciblant des processus
physiologiques différents, comme le compartiment chloroplastique, et ce, a des stades précis de
I’ontogénie de 1’épi. En comparant le dialogue moléculaire établi entre différents fonds génétiques de
blé tendre et de F. graminearum, les résultats obtenus semblent indiquer que les mémes stratégies de
manipulation parasitaire et de réponses de la plante s’établissent sans spécificité liée au niveau de
sensibilité et d’agressivité des membres de I’interaction. L’analyse conjointe des résultats obtenus au
cours de ce travail a ainsi permis d’identifier un certain nombre de genes candidats potentiellement
impliqués dans la sensibilit¢é du blé tendre a la fusariose de I’épi. Ces genes pourraient, apres
validation fonctionnelle, étre utilisés pour générer de nouvelles sources de résistance au FHB. Les

résultats obtenus ouvrent également de nouvelles questions sur la biologie de cette interaction.

La premiére perspective envisageable pourrait ainsi consister a interroger les cibles
chloroplastiques des effecteurs fongiques ainsi que leur(s) role(s) dans le devenir de I’interaction afin
de valider et d’affiner les observations faites lors d’analyses a large échelle. Cette premicre étape
analytique pourrait, dans un second temps, étre exploitée pour la recherche des cibles chloroplastiques
connues comme étant au coeur de vastes réseaux de signalisation et de régulation permettant ainsi de
mieux comprendre les mécanismes moléculaires a 1’origine de I’établissement d’un état de sensibilité

de la plante.
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La deuxieéme perspective pourrait consister a compléter nos connaissances en analysant la
variabilité génétique, non plus entre différents fonds génétiques, mais celle existant au sein d’un
méme génome de blé. En effet, I’identification de facteurs de sensibilité candidats au cours de ce
travail permet a présent d’initier la recherche des homeéologues possiblement exploitables pour

I’amélioration variétale par le controle de la sensibilité.

Enfin, une troisiéme perspective plus fondamentale que les deux précédentes, pourrait
consister a déterminer quelle part du protéome des spores de F. graminearum est spécifiquement
stockée pour initier 1’infection de la plante, par rapport a celle ayant un réle structural ou nécessaire

a sa survie.

I - Les protéines fongiques disposant de séquences d’adressage aux chloroplastes s’accumulent-
elles dans cet organite et quelles sont leurs cibles moléculaires ?

La validation du chloroplaste comme étant une cible privilégiée des effecteurs fongiques
constitue une étape essentielle dans la compréhension du déterminisme de la sensibilité de la plante.
Une stratégie possible, déja utilisée dans d’autres pathosystémes plante — champignon (Petre et al.,
2015, 2016b), consiste a valider, a 1’aide de protéines recombinantes (fusion avec un marqueur
fluorescent), la localisation subcellulaire de quelques effecteurs candidats, sélectionnés parmi les plus
abondants dans nos analyses de dual-protéomes. Le suivi de la fluorescence par microscopie
permettra de valider la localisation subcellulaire de ces protéines recombinantes et constituera
également la premiére étape vers I’identification de leurs cibles végétales via I’utilisation d’approches
de type TAP-TAG (tandem affinity purification by tag) ou double-hybride. Ces analyses permettraient
ainsi de compléter les observations de ce travail de thése en apportant une résolution beaucoup plus
fine des processus chloroplastiques manipulés par F. graminearum. Sur la base de données issues de
la littérature, un intérét particulier pourrait ainsi étre porté sur les cibles protéiques connues comme
étant situées au cceur de réseaux d’interactions impliqués dans de nombreux processus physiologiques
(McCormack et al., 2016 ; Vandereyken et al., 2018). En effet, s’il est maintenant établi qu’un trés

grand nombre de hubs de signalisation et de régulation impliqués dans les réponses aux stress sont
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centralisés dans le chloroplaste (Benn et al., 2016 ; Chi et al., 2015 ; Crawford et al., 2018 ;
Hernandez-Verdeja and Strand, 2018), aucune étude n’a encore été réalisée sur leur potentielle
manipulation par un agent phytopathogéne fongique. A notre connaissance, seule 1’étude d’un hub
nucléaire a été réalisé avec comme conclusion que ce dernier était ciblé simultanément et de maniére
convergente par des effecteurs d’agents phytopathogeénes biotrophes et hémibiotrophes, et ce
probablement, afin d’impacter un trés grand nombre de processus biologiques (WeBling et al., 2014).
Ainsi, la modélisation dynamique des processus cellulaires de la cellule végétale, ainsi que des
effecteurs fongiques identifiés comme interagissant avec les protéines de la plante, pourrait permettre
la génération de réseaux d’interaction apportant une vue plus complete de I’état cellulaire 1i¢ a un
stress biotique. L’identification et la validation de hubs de régulation et de signalisation
chloroplastiques pourraient également permettre de comprendre comment les perturbations liées aux
effecteurs fongiques sur un groupe de protéines végétales affectent les fonctions cellulaires globales

et potentiellement induisent un état de sensibilité.

IT — Exploration de la diversité des homéologues pour les genes de sensibilité candidats

Bien que détournées par les agents pathogenes, les fonctions associées aux geénes de sensibilité
n’en restent pas moins importantes, voire essentielles pour le bon fonctionnement de la cellule
végétale (Chu et al., 2006 ; Engelhardt ef al., 2018 ; van Schie and Takken, 2014 ; Yang et al., 2000).
Ainsi, ’amélioration des résistances par le contrdle des déterminants de la sensibilité de la plante
requiert la prise en compte de plusieurs éléments. Premierement, la perte ou 1’altération de la fonction
assurée chez la plante par un géne de sensibilité a-t-elle des effets pléiotropiques pour la survie de la
plante et deuxiémement, le facteur de sensibilité est-il codé par plusieurs genes redondants ?
L’existence dans la littérature d’informations concernant des geénes de sensibilité préalablement
étudiés peut apporter les premiers éléments de réponse a la premicre question. Sur 1’ensemble des
genes de sensibilité candidats identifiés au cours de ce travail, neuf sont décrits dans la littérature
comme associés a des effets déléteres sur le développement et la survie de la plante mutée (Table 1).

Bien que ces effets délétéres, puissent étre dépendant de I’espéce végétale et de I’environnement (Bai
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et al, 2008 ; Pessina et al., 2016), il existe une probabilit¢ assez forte que la diminution de la
sensibilité a la fusariose résultant de la perte ou de la diminution de la fonction d’un géne candidat
soit associée a un impact significatif sur le développement ou la qualit¢ du grain. Ce qui devrait
conduire a disqualifier un nombre élevé de génes candidats. Toutefois, I’existence de trois sous-
génomes ainsi que d’une tres forte redondance fonctionnelle chez le blé tendre (Borrill ez al., 2019)
pourrait permettre de compenser les effets pléiotropiques induits par la suppression de la fonction
d’un gene de sensibilité. Cette hypothése pourrait ainsi expliquer pourquoi la délétion de fragments
entiers de chromosomes (Basnet ef al., 2012 ; Garvin et al., 2015 ; Ma et al., 2006) ou la délétion des
16 genes inclus dans Fhbl (Su et al., 2019) n’est pas préjudiciable pour le développement normal de
la plante. Partant de cette hypothése, une recherche des homéologues des 28 genes de sensibilité
candidats précédemment décrits a permis 1’identification de plusieurs copies dans le génome du blé
dont 6 codent pour des protéines formellement identifiées dans au moins une de nos deux
expérimentations protéomiques (Annexe 2). Pour ces 6 homéologues, aucune variation d’abondance
significative n’a été détectée en présence de F. graminearum. A titre d’exemple, seule la protéine
codée par la copie homéologue issue du génome B du géne homologue au gene FER connu chez 4.
thaliana comme étant impliqué dans I’invasion fongique (Fernandes et al., 2017 ; Kessler et al.,
2010 ; Masachis et al., 2016), présentait une augmentation d’abondance significative en présence du
champignon. La copie homéologue présente sur le génome A ne présentait, quant a elle, aucune
variation significative par rapport aux témoins dans les deux expérimentations réalisées au cours de
ce travail. Bien que des analyses plus poussées soient nécessaires, ces premiers résultats suggerent
que la version du génome A de ce géne pourrait potentiellement ne pas induire un phénotype sensible

et assurer la fonction normale de ce géne dans la situation ou la copie du génome B a été inactivée.

Si I’exploration des données acquises au cours de ce travail permet des a présent d’initier des
approches de type « genes candidats », il conviendra tout de méme de garder a I’esprit que seules les
données issues du séquengage du cultivar Chinese Spring ont pu étre utilisées pour 1’identification
des protéines de bl¢. L’annotation en cours, réalisée dans 1’Unité, des génomes de Récital et Renan

devrait permettre d’affiner non seulement I’identification des protéines végétales dans nos analyses,
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mais également assurer une meilleure détection des homéologues impliqués dans I’établissement d’un

¢tat de sensibilité de la plante.

III — Existe-t-il une part de ’effectome des spores de F. graminearum spécifiquement stockée
pour Pinitiation de I’infection ?

L’identification d’un fort enrichissement en effecteurs dans les spores issues des deux
souches d’agressivité contrastée utilisées dans cette expérience, ainsi que leur distribution parmi les
protéines les plus abondantes dans la spore permet de redéfinir la spore de F. graminearum comme
une structure d’infection a part entiére. Une des suites a ce travail serait de tester I’impact des
conditions de production des spores (in vitro, in planta, sur des résidus de culture, etc) sur leur contenu
en effecteurs. Si I’on se réfeére au cycle de développement de F. graminearum en milieu naturel, le
premier inoculum est produit sous la forme d’ascospores sur des résidus de culture (Trail, 2009) c’est-
a-dire sur tissus végétaux morts tout comme lors de nos expérimentations ou la production des
inoculums avait été réalisée dans un milieu aqueux dans lequel des grains de haricot mungo (Vigna
radiata) avaient été préalablement bouillis. Les inoculums secondaires, composés quant a eux de
conidies, sont produits a partir des tissus infectés de 1’épi. Si la détection de signaux d’origine végétale
dans le milieu est impliquée dans la formation et le remplissage des spores, cette analyse comparée
devrait faire apparaitre des différences dans le contenu en effecteurs des spores produites sur
différents milieux. L’analyse comparée de ces contenus devrait permettre de faciliter 1’identification
des effecteurs nécessaires aux premicres €tapes de 1’infection. Ainsi, outre 1’aspect purement
fondamental de cette perspective, cette analyse supplémentaire pourrait apporter des arguments

supplémentaires pour la sélection des effecteurs candidats a tester pour validation fonctionnelle.
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Matériels et Méthodes supplémentaires

I — Analyse des spécificités protéomiques des spores de deux souches de F graminearum
d’agressivité contrastée

Les données protéomiques présentées ici pour MDC Fgl sont issues des mémes échantillons
que ceux présentés dans Fabre et al., (2019)b. L extraction et I’analyse en spectrométrie de masse des
protéines de la souche MDC Ful ont été réalisées en suivant la méme procédure que celle décrite
dans Fabre et al., 2019b. Pour cette analyse, 1’identification des protéines a été réalisée en suivant la
méme méthode que celle décrite dans Fabre et al., (2019) a I’exception du fait que I’identification a
¢été réalisée en utilisant une concaténation de banques protéiques contenant les contaminants standards
(trypsin, keratins, etc) et les protéomes de MDC Fgl (13166 accessions, 01/2019) et MDC FgU1
(13014 accessions, 01/2019) issus des re-séquencages des deux souches réalisés au laboratoire

(Alouane et al., 2018 ; Alouane et al. en préparation).

IT — Analyse de la colonisation de I’épi par le mycélium fongique

La souche Ds-Red de F. graminearum utilisée pour cette expérimentation a été fournie par
Joerg Bormann (Institute of Plant Science and Microbiology, University of Hamburg, Germany) et
est identique a celle analysée dans (Quarantin et al, 2016). Les analyses en microscopie ont été
réalisées sur tissus vivants a 1’aide d’une loupe binoculaire et d’un microscope a confocale en
collaboration avec Aurélia Boulaflous (UMR 6293 Génétique Reproduction et Développement
(GReD), Clermont-Ferrand). La loupe binoculaire utilisée était une Olympus SZX12 équipée d’une
lentille Olympus DF PLAPO 1.2X PF couplée avec une source d’excitation CoolLED pE-300 portant
deux filtres colométriques (i.e. Excitation: ET 560/40 X ; Emission: EM 630/75 M). L’acquisition a
été réalisée en utilisant une camera Olympus XC30 et I’analyse des images avec le logiciel Cellsens
(Olympus). Les analyses en microscopie confocale ont été réalisées avec a 1’aide d’un microscope
LEICA TCS SP5-CSLM. Les images CSLM (confocal laser scanning microscope) ont été obtenues
par excitation de la protéine Ds-Red en utilisant un laser argon de longueur d’onde 561 nm. Les

signaux de fluorescence ont été traités en utilisant un séparateur de faisceau acoustique-optique et les
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émissions de fluorescence ont été collectées par le photomultiplicateur 2 du microscope confocal

(570-636 nm). Les images ont ensuite ¢t¢ analysées en utilisant le logiciel LAS AF Lite (LEICA).

III — Spécificité des réponses de différents fonds génétiques du blé tendre a I’infection de
différentes souches de Fusarium graminearum

a) ldentification et quantification des peptides et protéines a partir de I’analyse MS / MS

Toutes les étapes précédant 1’identification et la quantification des protéines de blé ont été
décrites au cours de Fabre er al. (2019)b. L’identification des protéines végétales pour chaque
¢chantillon a été réalisée a partir des peptides assignés au blé en accord avec la banque blé utilisée
(IWGSC, v1.0 269472 entries, 04/2017). Les protéines identifiées ont été analysées et regroupées a
l'aide du logiciel X!TandemPipeline v0.2.40 c++ (Langella et al., 2017) a partir des peptides détectés
qui présentaient une E-value <0.05. Seules les protéines identifiées a partir d’au moins deux peptides,
présentant une E-value < 0.0001 et dont le FDR (False Discovery Rate) au niveau peptidique évalué
a partir de recherches sur des séquences d'acides aminés inversées pour chaque protéine était inférieur
a 0,8x10°° ont été conservées pour la suite de I’analyse. L’annotation fonctionnelle des protéines
identifiées ainsi la prédiction de leur localisation subcellulaire ont été réalisées en suivant la méme
méthodologie que celle décrite dans Fabre er al. (2019)a. L’annotation « Gene Ontology » des
protéines a €té réalisée en suivant la méme procédure que celle décrite dans Fabre et al. (2019)a.
L’abondance des protéines a été déterminée a partir de la somme des abondances de chaque peptide
assigné a une protéine donnée a l'aide du logiciel MassChroQ 2.2.17 (Valot et al., 2011) par extraction
des chromatogrammes ioniques comme décrit dans Bonhomme et a/ (2012). La normalisation des
abondances protéiques a été effectuée en divisant les ratios par la valeur totale de I'abondance des
peptides dans chaque cycle LC-MS/MS. Les analyses statistiques ultérieures ont été effectuées sur
des données normalisées transformeées log10.

b) Analyses statistiques
Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel de programmation R 3.4.4 (R

Core Team, 2018). L’analyse des facteurs explicatifs des variations d'abondance des protéines de blé
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a été réalisée, apres vérification de 1'absence de tout effet de bloc/répétition, a 1'aide d'un test ANOVA

(Analysis of variance) bidirectionnelle bas¢ sur le mode¢le linéaire suivant :

Yig=pu + Cvi+ Ti+ (Cvi X Tj ) + (Cvi X T; {Sk}) + &iju,

ou Yju fait référence a I'abondance individuelle des protéines, u est la moyenne de la variable
considérée, Cv;est I’effet imputable au fond génétique du cultivar de blé inoculé, 7; est 1’effet
imputable au facteur traitement, Cv; x T est I’effet imputable a I’interaction des deux facteurs
principaux et Cv; x T; {Sk! I’effet imputable a 1’interaction des deux facteurs principaux en tenant
compte de la souche fongique inoculée en tant que facteur emboité dans le facteur principal

traitement et & est la résiduelle.

Pour chaque protéine de blé, les p-values obtenues pour chaque effet ont été ajustées afin de
contrdler le FDR (False discovery rate) en suivant la méthode décrite par Benjamini and Hochberg,
(1995). Seules les protéines présentant un FDR <0.05 correspondant aux p-values <0.00026,
<0.00045, <0.00002 et >0.000003 respectivement pour les effets Cv;, Tj, (Cv; x Tj) et (Cv; x T; {Sk})
ont été conservées. Les protéines présentant un changement significatif d’abondance pour au moins
un des facteurs testés ont été clusterisées en suivant la méthode décrite par Kumar et Futschik,

(2007) apres transformation Z-score des abondances protéiques (parametres de fuzzification = 2).
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Résumé

Les cultures de bl¢ sont réguliérement exposées a une forte pression parasitaire exercée par un
cortege complexe d’agents pathogeénes capables d’attaquer les différentes parties de la plante. La
fusariose de 1'épi ou FHB (Fusarium head blight), principalement causée par le champignon
ascomycete Fusarium graminearum, représente une préoccupation majeure, car cette maladie
affecte non seulement le rendement et la qualité des grains, mais également leur état sanitaire via la
production in planta de mycotoxines. A ce jour, les méthodes de lutte reposent sur I'utilisation
combinée de pratiques culturales adaptées, de traitements fongicides et de cultivars génétiquement
plus résistants. Toutefois, lors d’épisodes climatiques favorables et de fortes pressions parasitaires,
ces méthodes s’avérent incapables de controler efficacement le développement d’épidémies
dommageables pour les cultures, la raison étant la faible efficacité de la grande majorité des sources
de résistance présentes dans les variétés cultivées. Identifier des sources de résistance plus efficaces
et surtout plus durables représente aujourd’hui un objectif majeur. Une des alternatives a la
recherche de source de résistance classiques repose sur 1’identification des facteurs clefs contrélant
la sensibilité¢ de la plante a un agent pathogéne, et leur utilisation pour générer des résistances
considérées comme potentiellement plus durables. De fagon a identifier des génes de sensibilité du
blé au champignon F. graminearum, agent principal de la fusariose de 1’épi chez le blé tendre, nous
avons mis en place, une stratégie exploratoire a large échelle tenant compte de la diversité, de la
dynamique et des spécificités des évenements moléculaires protéiques imputables aux deux
protagonistes. Cette stratégie nous a donné acces pour la premiere fois aux ajustements simultanés
des protéomes végétal et fongique au cours des étapes précoces de D'interaction, et plus
spécifiquement lors de la transition 48 — 72 hpi. Ces résultats suggerent que la stratégie fongique
s’ajuste de maniére dynamique au contexte du développement du grain. De plus, la
surreprésentation de motifs d’adressage chloroplastique retrouvée au niveau des séquences
protéiques des effecteurs fongiques, associée aux variations d’abondances des protéines du
chloroplaste, suggérent que cet organite pourrait étre une des cibles principales des effecteurs
fongiques et un ¢élément clé du processus de manipulation parasitaire. Enfin, 1’analyse fine du
dialogue moléculaire contrdlant le développement de I’interaction entre différents cultivars de blé
avec différentes souches fongiques a permis de mettre en évidence 1’existence d’un core dual-
protéome dont les seules variations quantitatives de ces composantes permettent d’expliquer les
différents niveaux de sensibilit¢ ou d’agressivité observés. Ce corpus de résultats permet de
proposer la sensibilité comme étant issue de processus moléculaires communs entre différents fonds

génétiques de blé et servira de base pour 1’¢laboration de nouvelles sources de résistance.

Mots clés : Sensibilité ; Dual-protéome ; Blé ; Fusarium graminearum ; Dialogue moléculaire



