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Introduction générale 
 

L’évolution des pratiques agricoles du XXème siècle a conduit à augmenter la sensibilité 
des systèmes agricoles au risque sanitaire engendré par les parasites des plantes. Ainsi, les 
variétés modernes sont plus exposées aux maladies en raison i) de la diminution de la diversité 
végétale cultivée, l’uniformité des paysages agricoles et des variétés utilisées facilitant 
l’adaptation des agents pathogènes et ii) du développement de systèmes de production à haut 
potentiel de rendement s’appuyant sur l’usage d’intrants chimiques. La mise en place de ce type 
d’agrosystème a donc exercé une sélection sur les agents pathogènes de nature très différente 
de celle opérant sur une végétation naturelle plus hétérogène. De nos jours, les agents 
pathogènes représentent une menace importante pour notre système alimentaire, impactant la 
croissance et la qualité des cultures. Une enquête menée dans 67 pays représentant ainsi 87% 
de la production mondiale de cinq cultures majeures, a permis d’estimer les pertes moyennes 
de rendement, causées par 137 bioagresseurs, à 21.5% pour le blé, 30% pour le riz, 22.5% pour 
le maïs, 17.2% pour la pomme de terre et 21.4% pour le soja (Savary et al., 2019). De plus, les 
changements climatiques actuels font envisager l’émergence de nouveaux agents pathogènes 
(Anderson et al., 2004; Skendžić et al., 2021). Avec son climat contrasté mais tempéré et la 
diversité de ses productions, la France n’échappe pas à ces épidémies. Comprendre cette 
menace et identifier des moyens pour réduire son impact sont la clé pour assurer un 
approvisionnement alimentaire durable.  

Parmi les leviers disponibles pour mieux contrôler les épidémies, la création de variétés 
résistantes est une stratégie majeure pour limiter les populations de bioagresseurs sans recours 
aux pesticides.  Les gènes majeurs de résistance ont été largement utilisés dans les variétés car 
ils ont montré une efficacité le plus souvent élevée. Cependant, des contournements de 
résistance conférée par ces gènes majeurs ont été fréquemment observés depuis plusieurs 
decennies, ne permettant pas toujours de protéger durablement les cultures. Les résistances à 
effet plus partiel et contrôlées par de nombreux gènes ont été observées comme étant moins 
facilement contournées par les agents pathogènes (Parlevliet, 2002). La pression de sélection 
plus ou moins élevée, exercée par ces différents types de résistance sur les populations 
pathogènes peut conduire à leur adaptation, résultant en une perte d’efficacité des résistances. 
Le déploiement des résistances dans l’espace et dans le temps (Mundt, 2014) constitue donc 
une approche permettant de maintenir la durabilité des résistances c’est-à-dire leur efficacité 
sur une période prolongée d’utilisation généralisée dans des conditions propices à la maladie 
(Johnson, 1984). La capacité d’un agent pathogène à s’adapter à un nouvel environnement 
dépend en grande partie de ses traits d’histoire de vie incluant notamment le spectre d’hôte, la 
capacité de dispersion ou le mode de reproduction mais aussi de son potentiel évolutif 
(Stukenbrock & McDonald, 2008). Etudier la structuration des populations et les phénomènes 
d’évolution pouvant conduire à une adaptation des agents pathogènes constitue donc un cadre 
théorique intéressant pour analyser les risques de contournement des résistances et pour mesurer 
l’efficacité des différentes stratégies de gestion durable de ces résistances.  
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La pourriture racinaire due à l’oomycète Aphanomyces euteiches est l’une des maladies 
les plus préjudiciables pour le développement de la culture du pois protéagineux (Pisum 

sativum) dans le monde. En France, cette maladie sévit depuis les années 1990 entraînant de 
fortes pertes de rendements. La résistance génétique du pois à A. euteiches présente un niveau 
partiel et est contrôlée par un grand nombre de loci à effets quantitatifs (Pilet-Nayel et al., 2005; 
Hamon, 2010). A ce jour, aucune variété de pois très résistante à A. euteiches n’est encore 
disponible. Sept principaux QTL (Quantitative Trait Loci) de résistance, dont un QTL à effet 
majeur, ont été identifiés et sont en cours d’intégration dans les programmes de sélection privée. 
Leurs effets ont été validés dans des lignées quasi-isogéniques (NILs, Near-Isogenic-Lines) de 
pois dont les génomes ne diffèrent que par un ou plusieurs des QTL identifiés (Lavaud et al., 
2015). Néanmoins, leur durabilité dans les futures variétés de pois n’est pas connue. Il est donc 
important d’acquérir des connaissances sur le potentiel évolutif des populations françaises 
d’A.euteiches aux QTL de résistance et l’effet des QTL de résistance vis-à-vis de ces 
populations pour leur gestion durable et, à terme, permettre une gestion intégrée efficace de la 
maladie. 

Le premier chapitre ci-après fait l’objet d’une étude bibliographique. Dans ce chapitre, 
nous décrirons tout d’abord les concepts théoriques sur le thème des populations d’agents 
pathogènes des cultures, leur épidémiologie ainsi que leur structuration et leur évolution. Une 
attention particulière aux cas des pathogènes telluriques sera portée dans cette partie. Une 
seconde partie sera consacrée à la gestion durable des résistances et aux différentes stratégies 
pouvant être déployées. Puis dans une dernière partie, nous présenterons notre modèle d’étude 
Aphanomyces euteiches / pois protéagineux et nous exposerons le sujet de thèse. 

1. Les populations d’agents pathogènes des cultures 
 

Dans les écosystèmes, les plantes peuvent être attaquées par un cortège d’agents 
pathogènes dont les principaux groupes sont les virus, bactéries, oomycètes, champignons. Ces 
agents pathogènes constituent des populations qui présentent des caractéristiques biologiques, 
écologiques et génétiques conditionnant leur déploiement dans l’environnement sauvage ou 
cultivé. Une population d’agent pathogène représente un ensemble d’individus d’une même 
espèce coexistant dans un même lieu et pouvant s’y reproduire au cours des générations. Ces 
populations sont capables de générer des épidémies entraînant d’énormes pertes dans les 
cultures, comme par exemple le mildiou de la pomme de terre en Irlande à l’origine d’une 
grande famine au milieu du XIXème siècle mais aussi l’épidémie de la rouille du peuplier ayant 
provoqué des pertes sans précédent en France entre 1995 et 1999 (Persoons et al., 2014) et plus 
récemment Xylella fastidiosa détectée pour la première fois en Italie en 2013 (Saponari et al., 
2013) entraînant de lourdes pertes notamment dans les oliveraies des régions italiennes 
(Stokstad, 2015; Almeida, 2016).  

Les agents pathogènes présentent une spécificité d’hôtes plus ou moins importante. On 
distingue les agents pathogènes généralistes capables d’infecter une large gamme d’espèces 
hôtes, des agents pathogènes spécialistes qui établissent une relation intime avec une seule 
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espèce hôte. Le spectre d’hôtes des champignons telluriques est souvent très large. C’est le cas 
de Verticillium dahliae capable d’attaquer plus de 400 espèces de plantes hôtes (Malcolm et al., 
2013), Sclerotium rolsfii qui a un spectre d’hôtes de plus de 500 espèces (Nandi et al., 2017), 
Rhizoctonia solani qu’on retrouve chez 11 familles botaniques (Ajayi-Oyetunde & Bradley, 
2018) ou Macrophomina phaseolina qui peut infecter plus de 284 espèces de plantes (Srinivas 
et al., 2017). Mais pour d’autres champignons telluriques, un niveau de spécialisation très élevé 
peut également exister. A titre d’exemple, Fusarium oxysporum comprend environ 150 formes 
spéciales (Rana et al., 2017) chacune étant souvent spécifique d’un seul hôte. En 
phytopathologie, les agents pathogènes sont caractérisés par leur pouvoir pathogène ou 
pathogénicité qui se décline en deux composantes: la composante qualitative ou « virulence » 
et la composante quantitative ou « agressivité » (Van Der Plank, 1968). La virulence 
correspond à la capacité d’un agent pathogène à infecter un hôte donné après reconnaissance 
(Rapilly, 1992). Elle est liée à une reconnaissance hôte/pathogène spécifique correspondant à 
la relation « gène pour gène » (Flor, 1971). L’agressivité, quant à elle, ne s’exprime que si 
l’agent pathogène est virulent. Elle est liée à une reconnaissance non spécifique et correspond 
à une quantité de symptômes mesurables sous différents aspects (période de latence, niveau de 
sporulation, taille des lésions…). A l’échelle de l’individu, des variations d’agressivité ou de 
virulence pour un hôte donné peuvent être observées. Ces variations de pathogénicité 
permettent de structurer les individus sur la base de leur phénotype de virulence ou d’agressivité 
(pathotype, biotype, race).   

1.1. Les épidémies : genèse et facteurs influençant la dynamique 
épidémique  

 

On parle d’épidémie lorsqu’il y a augmentation de l’intensité et extension plus ou moins 
rapide d’une maladie dans l’espace et sur un temps limité. Les épidémies résultent de 
l’interaction entre une population d’agent pathogène, un peuplement végétal et des conditions 
environnementales, tout ceci dans un environnement fortement influencé par l’activité de 
l’homme et par ses pratiques culturales (tétraèdre épidémique) (Zadoks & Schein, 1979) 
(Figure 1). Certaines maladies sont endémiques et causent peu de problèmes. D’autres, au 
contraire, provoquent des épidémies sporadiques, comme la rouille jaune du blé, ou des 
épidémies récurrentes et très dommageables comme la septoriose du blé (Fones & Gurr, 2015; 
Ali et al., 2017).  

A l’origine d’une épidémie se trouve l’inoculum primaire décrit comme une partie de 
l’agent pathogène pouvant initier l’infection (Agrios, 2005). On désigne sous le mot ‘propagule’ 
l’unité infectieuse de tout agent pathogène. Dans le cas des champignons, ces propagules 
correspondent à des spores, des sclérotes (amas mycélien) ou des fragments mycéliens. 
L’inoculum primaire peut être endogène à la parcelle infectée, on parle alors d’endoinoculum. 
Dans ce cas, il provient i) des formes de conservation de l’agent pathogène (sclérotes, oospores, 
chlamydospores) ayant survécu à une période sans hôte et/ou dans un environnement 
défavorable et ii) des résidus ou des hôtes alternatifs sur lesquels l’agent pathogène se maintient 
sous forme saprophytique. L’inoculum primaire peut également être exogène à la parcelle, on 
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parle alors d’allo-inoculum. Ce dernier peut être importé par différents moyens, selon la nature 
de l’agent pathogène.  

Une épidémie est caractérisée par sa dynamique spatio-temporelle. Ainsi la 
composante spatiale d’une épidémie s’explique principalement par les capacités de dispersion 
de l’agent pathogène (vent, eau, insecte, nématode) et par la composition du paysage 
(Plantegenest et al., 2007). Plusieurs dénominations s’appuyant sur le mode de dissémination 
sont utilisées pour qualifier l’inoculum. On parle ainsi d’airborne inoculum pour les agents 
pathogènes aériens, soilborne inoculum pour les agents pathogènes telluriques, seedborne 

inoculum pour les agents pathogènes transmis par les semences (Lucas, 1998). Bien que la 
dispersion de certains agents pathogènes aériens puisse se faire sur des milliers de kilomètres 
comme pour la rouille (Nagarajan & Singh, 1990), les distances parcourues par les populations 
des agents pathogènes s’étendent généralement de quelques mètres de la zone d’émission, dans 
le cas d’une dispersion par la pluie, à une dizaine voire une centaine de mètres, dans le cas de 
spores anémophiles (Rapilly, 1991). La dispersion des propagules infectieuses des agents 
pathogènes telluriques est quant à elle le plus souvent limitée. L’activité humaine via le 
transport de matériels infectés ou l’utilisation de machines agricoles est un facteur de dispersion 
important pour les populations d’agents pathogènes telluriques (Katan, 2017). Dans le cas des 
agents pathogènes aériens, un gradient de dispersion est caractérisé par une décroissance de la 
quantité de l’inoculum qui arrive sur la plante hôte en fonction de l’éloignement à la zone 
d’émission. Ce gradient s’explique par la dilution de l’inoculum dans le volume d’air qui croît 
avec la distance et par son dépôt progressif sur le sol ou sur les surfaces hôtes (Rapilly, 1991). 
Les turbulences atmosphériques, le lessivage par la pluie, la mortalité de l’agent pathogène due 
à l’exposition aux radiations solaires atmosphériques provoquent également une diminution 
rapide de la concentration de spores viables qui augmente avec la distance à la source de 
l’épidémie (Aylor, 1999). Au-delà de l’extension de la maladie dans l’espace, une épidémie 
peut être schématisée par des cycles parasitaires dans le temps. Cette dynamique épidémique 
temporelle, mono- et poly-cyclique, est caractérisée par une courbe d’amplification de la 
population de l’agent pathogène à chaque cycle. La rapidité d’une épidémie dépend donc de la 
durée d’un cycle, du nombre de cycles et bien évidemment de la vitesse de développement de 
l’agent pathogène dans la plante. Les épidémies mono-cycliques sont la résultante de la 
présence d’un inoculum primaire au début de la saison culturale responsable de l’augmentation 
de la maladie. Ce type d’épidémie est fréquemment rencontré pour les maladies telluriques. Les 
épidémies poly-cycliques correspondent à des cycles répétés d’infection au cours d’une saison 
culturale due à la régénération de l’inoculum infectieux secondaire et à une période de latence 
très courte pour ces agents pathogènes. Parmi les maladies poly-cycliques on retrouve par 
exemple la rouille, l’oïdium, la septoriose, le mildiou dont les spores constituant l’inoculum 
primaire sont transportées par le vent. Il existe un cas particulier dans le cycle des épidémies 
où la maladie se développe sur plusieurs saisons végétatives. C’est le cas notamment des 
cultures annuelles ou pérennes pour lesquelles le cycle de reproduction de la maladie nécessite 
plusieurs années, produisant chaque année une quantité plus importante d’inoculum primaire 
actif à la saison suivante. Ce type d’épidémie, qualifié de polyétique est souvent à l’origine 
d’épidémies sur le long terme (Pfender & Alderman, 2003; Bousset & Chèvre, 2012). 
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Plusieurs facteurs de l’agroécosytème peuvent influencer la dynamique 
épidémique. La diversité et l’organisation spatio-temporelle du paysage agricole a un impact 
direct en épidémiologie grâce à son rôle notamment de réservoir potentiel d’inoculum (Zadoks, 
1999; Plantegenest et al., 2007). Le regroupement de plantes d’une même espèce et d’une même 
variété, qu’elle soit pérenne ou annuelle, dans un espace restreint (champ ou parcelle) contribue 
à accroitre la vulnérabilité des plantes face à une épidémie. Ainsi, l’intensification de 
l’agriculture, avec pour corollaire l’homogénéisation des champs et l’utilisation de variétés 
fixées, a favorisé l’émergence d’épidémies et le développement rapide des agents pathogènes. 
Par ailleurs, la capacité de certains agents pathogènes à survivre sur différents hôtes alternatifs 
à l’hôte principal cultivé peut contribuer à accentuer ces phénomènes de récurrence et de 
dynamique épidémique. Ces hôtes alternatifs, sauvages ou cultivés, peuvent, par exemple, jouer 
le rôle de réservoir potentiel de l’inoculum primaire pendant ou entre deux saisons culturales et 
favoriser la récurrence d’une maladie dans un environnement donné par contact avec le 
compartiment de l’hôte principal (Plantegenest et al., 2007; Bousset & Chèvre, 2012). D’autres 
agents pathogènes ont besoin d’hôtes alternants pour accomplir leur cycle sexué. C’est le cas 
de la rouille jaune Puccinia striiformis et de la rouille brune Puccinia triticina, capables de se 
maintenir respectivement sur l’épine-vinette (Berberis spp.) (Hovmøller et al., 2011) et le 
pigamon (Thalictrum) ou l’isopyre (Isopyrum spp.) (Bolton et al., 2008).  

Le climat, et plus particulièrement la température et l’humidité, est une composante de 
l’agroécosystème qui va influencer la dynamique épidémique (Caffarra et al., 2012). En effet, 
le climat en agissant à la fois sur la dynamique du peuplement végétal (phénologie, réceptivité 
des organes) et sur le cycle de vie des agents pathogènes va conditionner les interactions entre 
la plante, le peuplement végétal et l’agent pathogène et définir ainsi la dynamique épidémique 
au cours de la saison culturale. Une distinction est à faire entre micro- et macro-climat dans le 
développement épidémique d’une maladie. Ainsi, le microclimat, qui fait référence aux 
conditions climatiques dans un couvert végétal, peut être affecté directement par le macroclimat 
et l’état du peuplement végétal. Cependant, pour bien comprendre l’épidémiologie d’une 
maladie, il est important de prendre en compte ces deux environnements. En effet, des régions 
où les conditions macroclimatiques peuvent s’avérer néfaste au développement d’une maladie, 
peuvent contenir des zones limitées où les conditions microclimatiques favorables sont réunies 
pour la survie et la transmission de l’agent pathogène. Ainsi, l’augmentation de la densité de 
semis peut créer un environnement plus favorable au développement de la maladie notamment 
par une réduction des mouvements d’air maintenant un niveau d’humidité du microclimat plus 
important. Ceci a pu être observé pour la maladie de l’ascochytose du pois chiche (Chang et 

al., 2007) et la brûlure sclérotique de l’arachide causée par Sclerotinia minor (Butzler et al., 
1998). 

Les activités humaines dans un agroécosystème vont influencer les dynamiques 
épidémiques par exemple par le choix de la parcelle de part sa localisation et de son état 
sanitaire. Les pratiques culturales telles que la fertilisation azotée, l’irrigation, le travail du sol, 
le choix des successions ainsi que l’implantation des cultures (densité de semis) jusqu’au choix 
des méthodes de lutte sont autant de paramètres qui vont contribuer à moduler les dynamiques 
épidémiques (Agrios, 2005). 
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Figure 1 : Tétraède épidémique d’après Zadoks & Schein, 1979 
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1.2. L’étude de la structuration génétique des populations d’agents 
pathogènes 

 

Le terme de « structure des populations » fait généralement référence aux modèles de 
variation génétique en termes de quantité et de distribution de la diversité génétique dans et 
entre les populations d’un agent pathogène (Milgroom & Peever, 2003). A l’échelle 
phénotypique cela se traduit par des modifications du pouvoir pathogène et des traits d’histoire 
de vie de l’agent pathogène. La compréhension de la structuration des populations présente un 
intérêt pour les biologistes de l’évolution car elle est le reflet de l’histoire évolutive et du 
potentiel évolutif de l’agent pathogène (McDonald, 1997; McDonald & Linde, 2002). La 
caractérisation de la structure des populations est également essentielle à la génétique de 
conservation afin d’identifier les unités stables au cours de l’évolution.  

Afin de caractériser la structure génétique des populations, différents types de 
marqueurs moléculaires pouvent être utilisés. Leur choix (ou disponibilité) a un impact 
substantiel sur l’analyse et l’interprétation des résultats. Selon le locus ciblé on distingue deux 
types de marqueurs génétiques, neutres et adaptatifs (ou non-neutres). Les marqueurs 

génétiques neutres sont définis comme une séquence d’ADN polymorphe à l’intérieur d’une 
population ou d’une espèce et non soumise à sélection (positive ou négative) (Hoffmann & 
Willi, 2008) contrairement aux marqueurs génétiques adaptatifs. Grâce à l’arsenal toujours 
croissant de marqueurs moléculaires, la variation génétique neutre reste simple à mesurer. Les 
marqueurs neutres permettent de reconstruire les phylogénies, évaluer le flux génétique et la 
structure spatiale et identifier les unités de conservation (Hoffmann & Willi, 2008). Ils 
fournissent notamment des estimations non biaisées du temps écoulé depuis l’isolement 
reproductif et de la quantité de dérive génétique (Gebremedhin et al., 2009). Plusieurs 
marqueurs neutres sont largement utilisés pour décrire la diversité génétique répartie dans et 
entre les populations. Parmi ces marqueurs on distingue les marqueurs co-dominants tels que 
les microsatellites (SSR) ou les SNPs qui, dans le cas des organismes diploïdes, affichent un ou 
deux allèles par locus. Les marqueurs dominants historiquement (RAPDs, ISSRs, AFLPs) ou 
plus récemment (SRAPs) utilisés génèrent des profils de type ‘code barre’ moins informatifs 
mais rapides et simples à mettre en œuvre. Outre le génome nucléaire, les génomes 
mitochondrial (ADNmt) et chloroplastique (ADNcp) peuvent également être utilisés dans 
l’étude de la génétique des populations (Holderegger et al., 2006; Grünwald et al., 2017). Quel 
que soit le marqueur neutre choisi, celui-ci doit être polymorphe pour mettre en avant un 
maximum d’allèles et ainsi estimer le niveau de variabilité dans et entre les populations. C’est 
le cas des microsatellites, largement utilisés en génétique des populations, que l’on retrouve 
généralement dans les régions génomiques non codantes et qui permettent de révéler un niveau 
très élevé de polymorphisme. Depuis plusieurs années, des marqueurs génétiques adaptatifs 
sont utilisés en raison d’un besoin d’acquérir des connaissances sur le rôle des gènes adaptifs 
en réponse à une pression de sélection comme par exemple les changements environnementaux 
qui se produisent dans le monde entier (Kirk & Freeland, 2011). Les progrès technologiques en 
séquençage des génomes permettent de cibler des centaines voire des milliers de loci et 
d’identifier des marqueurs non-neutres pour l’étude de la génétique des populations, de 
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l’écologie moléculaire et de la biologie de l’évolution. Des ensembles de gènes, candidats à des 
changements adaptatifs, sont ainsi identifiés par le biais de divers outils et approches génétiques 
(Microarrays, NGS, QTL, Genome scan …) (Hoffmann & Willi, 2008; Kirk & Freeland, 2011).  

Afin d’analyser la structure génétique des populations, les données de génotypage des 
populations obtenues à l’aide des marqueurs sont utilisées pour étudier les fréquences des 
allèles dans les populations. L’étude de la structuration des populations s’appuie sur l’équilibre 
de Hardy-Weinberg, modèle central de cette étude qui décrit les relations entre les fréquences 
génotypiques et les fréquences alléliques. La notion d’équilibre de ce modèle est assujettie à 
différentes hypothèses : 

- La population est panmictique (les zygotes sont produits par la fusion au hasard de 
gamètes) 

- La population étudiée est de taille infinie 
- Il n’y a ni sélection, ni mutation, ni migration (la population est isolée et il n’y pas de 

perte ou de gain d’allèle) 
- Les générations successives sont discrètes (pas de croisement entre générations 

différentes) 

Dans ces conditions, la diversité génétique de la population se maintient et doit tendre vers 
un équilibre stable de la distribution génotypique. Dans la nature, cet équilibre est rarement 
observé mais il permet d’établir un état de référence. Les déviations à l’équilibre de Hardy 
Weinberg sont alors liées à l’effet des forces évolutives qui structurent et font évoluer les 
populations. Plusieurs indicateurs peuvent être mesurés (Encadré 1) sur un échantillonnage 
d’individus représentatif d’une population pour décrire la diversité génétique d’une population. 
Un des premiers indicateurs de la diversité génétique dans une population est le nombre de 
génotypes multilocus (MLGs) correspondant à des combinaisons d’allèles à plusieurs loci 
indépendants, et qui permet de calculer la richesse génotypique. La mesure statistique la plus 
usuelle de la variation génétique neutre dans une population est la diversité génétique He (Nei, 
1973) qui correspond à l’hétérozygotie attendue dans le cas de l’utilisation de marqueurs co-
dominants. Cette mesure est composée du nombre d’allèles et de la régularité (ou fréquence) 
des allèles. Trois indices de fixation F définis par Wright (1969), Fis, Fit et Fst permettent 
également de décrire la structure génétique des populations. A partir des valeurs 
d’hétérozygotie observée (Ho) et attendue (He), le coefficient de consanguinité (Fis) peut être 
calculé dans la sous-population. Le Fis mesure l’écart à la panmixie (déficit en hétérozygote) 
dû à la consanguinité du régime de reproduction au sein de la population. Une autre mesure du 
F statistique, l’index de fixation Fst, est communément utilisé pour estimer la différenciation 
génétique entre les sous-populations et exprime la diminution de l’hétérozygotie liée à la 
divergence entre la sous-population et la population totale (Wright, 1969; Weir & Cockerham, 
1984). Son niveau informatif élevé en fait un indicateur largement utilisé dans les études de 
génétique des populations. En effet, cet indice renseigne sur la structuration géographique et 
l’histoire démographique des populations ainsi que sur les différentes forces évolutives à 
l’origine de cette différenciation génétique au sein des populations (Holsinger & Weir, 2009). 
Le Fit, quant à lui, correspond à la consanguinité des individus dans la population totale. 
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Etudier la structure génétique consiste à identifier des groupes de profils génétiques 
connexes dans et entre des populations. Parmi les structures génétiques, on retrouve entre autres 
les clusters génétiques et les profils d’isolement par la distance décrit par Wright (1943). Les 
clusters génétiques correspondent à des groupes d’individus génétiquement divergents qui 
surviennent lorsque les flux génétiques sont entravés par des obstacles physiques ou 
comportementaux. Dans le cas de l’isolement par la distance, il s’agit de différences génétiques 
locales entre individus, qui peuvent s’accumuler dans le cadre d’une dispersion 
géographiquement restreinte (François & Durand, 2010). Ces groupes peuvent être définis a 

priori en s’appuyant sur la biologie de l’agent pathogène ou a posteriori grâce à des méthodes 
dites de ‘clustering’. La définition de groupes a priori s’appuie sur une étude de la variation 
génétique dans et entre ces populations au travers d’analyses de hiérarchisation spatiale et 
temporelle, via des méthodes de calcul du F statistique telles que le Fst (Weir & Cockerham, 
1984) décrit ci-dessus ou l’analyse moléculaire de la variance (AMOVA) basées sur des 
données génotypiques (Excoffier et al., 1992). D’autres méthodes permettent de réaliser des 
groupes a posteriori sur la base des données génotypiques. Un des outils largement utilisé pour 
établir des groupes au sein d’une population à reproduction sexuée est le logiciel STRUCTURE 
(Pritchard et al., 2000). Ce logiciel est basé sur une méthode d’inférence Bayésienne permettant 
de regrouper des individus dans des populations génétiquement homogènes. Dans ce cas, on 
suppose K populations (ou K clusters), caractérisées par un ensemble de fréquences d’allèles à 
chaque locus, permettant d’attribuer de façon probabiliste les individus à une ou plusieurs K 
populations. Cette méthode probabiliste est fondée sur le calcul de probabilités postérieures du 
polymorphisme génétique des individus, par la combinaison d’une probabilité a priori avec la 
fonction de vraisemblance. Le calcul de probabilités postérieures est rendu possible grâce à la 
technique MCMC (Markov Chain Monte Carlo) correspondant à une classe de méthodes 
d’échantillonnage minimisant le déséquilibre de Hardy-Weinberg et les déséquilibres de liaison 
au sein de la population (Delsuc & Douzery, 2004). D’autres méthodes telles que la Minimum 
Spanning Networks (MSN) basée sur le réseau d’haplotypes ou l’analyse discriminante des 
composantes principales (DAPC) permettent de visualiser graphiquement la structure des 
populations (Grünwald et al., 2017). 

Décrire la diversité génétique ainsi que la structuration des populations reste la première 
étape dans l’étude de la génétique des populations. L’étape ultime consiste à comprendre 
l’histoire évolutive des populations de l’agent pathogène ainsi que les mécanismes et les 
processus par lesquels ces évolutions ont pu se produire.  
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Encadré 1 : Indicateurs de diversité génétique   

Indices intrapopulationnels 

N : nombre d’individus dans la population 

G : nombre de génotypes 

R : richesse génotypique = G/N 

Ar : richesse allélique. Il correspond au nombre moyen d’allèles par locus et est défini comme suit : 𝐴 =  1𝐿 ∑ 𝑛𝑖𝑙𝑖=1   L : nombre de loci et ni le nombre d’allèles au locus i 

Ho (observed heterozygosity) : il correspond au taux d’hétérozygotie observé et peut être calculé à partir de la 
fréquence mesurée des hétérozygotes (nombre des individus hétérozygotes divisé par N) 

He (expected heterozygosity) (Nei, 1973) : il correspond à la fréquence théorique des hétérozygotes à un locus 
donné et peut être calculé à partir des fréquences alléliques. Il est calculé comme suit :  

ℎ𝑒 = 1 − (𝑓12 + 𝑓22 + 𝑓32 + ⋯ + 𝑓𝑛2) = 1 − ∑ 𝑓𝑛2𝑛
𝑛=1  

n= nombre d’allèles et f la fréquence théorique des hétérozygotes. 
Si plusieurs loci sont considérés, l’hétérozygotie moyenne (He) représentant la moyenne du taux d’individus 
hétérozygotes par population et est calculé comme suit : 𝐻𝑒 = (∑ ℎ𝑒)/𝐿 L= nombre de loci 

Fis (coefficient de consanguinité) (Wright, 1969) : il reflète la différenciation des individus à l’intérieur des 
populations et est calculé comme suit : 

𝐹𝑖𝑠 = 𝐻𝑒 − 𝐻𝑜𝐻𝑒 = 1 − (𝐻𝑜𝐻𝑒) 

Fis = 1 : fixation complète (cas d’autofécondation) 
Fis < 1 : hétérozygotie excédentaire 
Fis = 0 : population à l’équilibre de Hardy-Weinberg 
 
LD (Linkage disequilibrium) : le déséquilibre de liaison décrit les associations préférentielles entre allèles de deux 
loci. Plus deux loci sont proches l’un de l’autre, moins leurs allèles ont de chance d’être transmis de façon 
indépendante. On dit d’eux qu’ils sont en déséquilibre de liaison. 
 

Indices interpopulationnels 
 
Fst (index de fixation) (Wright, 1965, 1969) : il s’agit de l’hétérogénéité des fréquences alléliques entre 
subdivisions d’une population. Il représente la corrélation entre allèles à l’intérieur d’une sous-population par 
rapport à l’ensemble des sous-populations. La différenciation des populations par rapport au total (Fst) est calculée 
en fonction des paramètres Fis (différenciation des individus à l’intérieur des populations) et Fit (différenciation 
des individus par rapport au total). Le Fst est calculé comme suit :  
 𝐹𝑠𝑡 = 1 − (1 − 𝐹𝑖𝑡)(1 − 𝐹𝑖𝑠) 

D’après Wright, 1978 : 
0 < Fst < 0.05 : différenciation faible 
0.05 < Fst < 0.15 : différenciation modérée 
0.15 < Fst < 0.25 : différenciation importante 
Fst > 0.25 : différenciation très importante 
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1.3. Les forces évolutives à l’origine de la diversité et de la structuration 
des populations d’agents pathogènes 

 

La génétique des populations au travers de l’étude de la diversité génétique permet de 
comprendre les processus évolutifs qui façonnent et maintiennent la variation génétique au sein 
et entre les populations. Des changements évolutifs tels que des changements dans la fréquence 
génotypique ou génétique vont permettre de structurer ces populations (Milgroom & Peever, 
2003). 

Cinq types de forces évolutives, i.e la mutation, la recombinaison, la sélection, la dérive 
génétique et la migration (ou flux de gènes), façonnent les populations d’agents pathogènes en 
laissant une signature moléculaire issue d’évènements proches ou lointains permettant de 
comprendre la structuration et le niveau de diversité génétique actuelle des populations. Ainsi, 
certaines forces comme la mutation, la recombinaison ou les flux de gènes augmentent la 
diversité génétique des populations de l’agent pathogène en générant de nouvelles séquences 
d’ADN, en réarrangeant des séquences d’ADN existante ou par l’acquisition de nouvelles 
séquences à partir des populations voisines. En contrepartie, la dérive génétique diminue le 
niveau de diversité génétique. Par ailleurs, la sélection peut augmenter ou diminuer la diversité 
génétique selon le type de sélection exercée, par exemple par des gènes de résistance (Tableau 
1). En examinant de près les signaux d’évolution enregistrés dans les populations actuelles, une 
prédiction de l’évolution potentielle et de la trajectoire adaptative des populations des agents 
pathogènes peut être avancée.  

La sélection est la force la plus étudiée et la plus facile à gérer dans les agroécosystèmes. 
La sélection joue un rôle dans la fréquence génétique et génotypique. On distingue trois modes 
de sélection naturelle : la sélection directionnelle, la sélection disruptive, et la sélection 
stabilisante. Ces modes de sélection sont basés sur la corrélation entre le phénotype et la valeur 
sélective c’est-à-dire la capacité d’un individu à transmettre ses allèles à la génération suivante. 
La sélection « directionnelle » ou darwinienne favorise les individus présentant le même 
phénotype extrême en augmentant les variants les mieux adaptés (sélection positive) ou en 
éliminant les variants délétères (sélection négative ou purificatrice) dans un environnement 
donné. C’est le cas par exemple des monocultures d’un cultivar possédant un gène majeur de 
résistance, qui vont favoriser l’émergence des variants virulents jusqu’à contournement de la 
résistance déployée. La sélection « disruptive » ou diversifiante quant à elle, favorise les 
phénotypes extrêmes au détriment des phénotypes intermédiaires. Ainsi, la rotation dans 
l’espace et dans le temps de gènes majeurs de résistances ou le mélange de cultivars ayant des 
gènes de résistances différents perturbent la sélection directionnelle au profit de la sélection 
disruptive. Enfin, la sélection « stabilisante » ou purifiante permet quant à elle la coexistence 
de plusieurs allèles à un locus donné favorisant les phénotypes intermédiaires au détriment des 
phénotypes extrêmes. Cette sélection peut se produire par le déploiement de gènes de résistance 
pyramidés dans un même cultivar (McDonald & Linde, 2002). La sélection représente une force 
évolutive clé, en façonnant la variation génétique et la trajectoire évolutive des agents 
pathogènes.  
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La mutation entraîne des modifications de la séquence d’ADN créant ainsi de nouveaux 
allèles dans la population. Les populations ayant plus d'allèles ont une plus grande diversité 
génétique que les populations ayant peu d'allèles. Une mutation est bénéfique lorsqu’elle permet 
une adaptation plus rapide de l’agent pathogène à son environnement, ce bénéfice disparaissant 
une fois l’adaptation acquise. C’est le cas des mutations à l’origine de souches plus virulentes 
ou plus agressives, capables de contourner les sources de résistance des plantes. Néanmoins, 
ces mutations à elles seules ne permettent pas de contourner une résistance. En effet, d’autres 
forces comme la sélection directionnelle sont nécessaires pour augmenter la fréquence des 
mutants dans la population (McDonald & Linde, 2002; Zhan, 2009).  

La recombinaison fait intervenir les mécanismes de reproduction des agents pathogènes 
et d’échanges de matériel génétique entre deux génomes différents. Elle affecte la manière dont 
la diversité génétique est distribuée au sein et entre les individus d'une population, ce qui 
conduit à différents degrés de diversité génotypique.  La reproduction peut être de type sexuée 
et/ou asexuée. La reproduction asexuée résulte en la présence de clones ou de lignées clonales 
pour lesquels les phénomènes de recombinaison augmentent peu la diversité génétique car se 
produisent entre allèles identiques. Ces populations affichent généralement une faible diversité 
génotypique. Les variations observées au sein de ces lignées sont généralement la résultante de 
phénomènes de mutations ou de flux de gènes. Les allèles favorables alors apparus peuvent 
ensuite se maintenir dans la population. C’est le cas de tous les Fusarium oxysporum et de 
nombreuses bactéries qui possèdent une reproduction asexuée dans les agroécosystèmes 
(McDonald & Linde, 2002). La reproduction sexuée se fait par le transfert d’une partie de 
l’information génétique des parents à leur descendance. Elle aboutit à de nouvelles 
combinaisons de gènes dues à des phénomènes de recombinaison à chaque génération. Ce 
brassage génétique entraîne un haut niveau de diversité génotypique permettant à l’agent 
pathogène de s’adapter à son environnement. Néanmoins certaines combinaisons génétiques 
favorables peuvent être perdues lors des phénomènes de recombinaison. De nombreux 
champignons présentent les deux modes de reproduction asexuée et sexuée. La reproduction 
sexuée permet l’obtention de nouvelles combinaisons d'allèles. Le génotype le plus adapté à 
son environnement pourra se reproduire de manière clonale en conservant une combinaison 
adéquate d'allèles permettant ainsi à cette nouvelle combinaison de se diffuser largement si les 
propagules asexuées sont dispersées sur de longues distances. Les champignons présentant le 
double système de reproduction, avec plus particulièrement une reproduction sexuée 
hétérothallique, présenteront donc un haut potentiel évolutif permettant à leurs populations de 
s’adapter rapidement à leur hôte sur une échelle spatiale plus ou moins importante. Si la capacité 
dispersive de l’agent pathogène se fait sur de longues distances, alors sa distribution sur une 
large zone géographique pourra provoquer des épidémies importantes. C’est le cas de Puccinia 

graminis f.sp. tritici qui sévit dans diverses parties du monde. Au contraire, si la dispersion 
s’étend à quelques mètres, comme c’est le cas pour les agents pathogènes telluriques, alors 
l’épidémie restera limitée (McDonald & Linde, 2002).  

La recombinaison joue un rôle important dans la dissipation du déséquilibre de liaison, ou DL 
(« linkage disequilibrium » LD), défini comme l’association statistique de deux allèles présents 
à deux loci différents. Le déséquilibre de liaison correspond à la différence entre la fréquence 
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observée d’une combinaison d’allèles à deux loci et la fréquence prévue pour une association 
aléatoire. Ceci est basé sur l’hypothèse que si le temps d’évolution est suffisant, la survenue 
d’évènements de recombinaisons aléatoires entraînera une distribution équilibrée des allèles à 
chaque locus. Ainsi la fréquence d’un allèle particulier à un locus donné sera indépendante des 
allèles à d’autres loci liés. Lorsque le niveau de recombinaison est faible voire inexistant comme 
dans les populations clonales, les associations non aléatoires entre allèles non liés sont élevées. 
Dans ce cas, un déséquilibre de liaison peut être observé. Au contraire, les populations 
recombinantes présentent des associations aléatoires parmi les loci neutres à la suite du 
réassortiment des gènes non liés et une distribution équilibrée.  

Le flux de gènes ou migration est un processus d’échange de l’information génétique au 
travers des mouvements de gamètes et/ou des génotypes entre des populations 
géographiquement séparées. La dispersion est le principal mécanisme qui détermine les flux de 
gènes. Ces flux de gènes tendent à homogénéiser les pools génétiques entre populations et 
augmenter ainsi la diversité génétique au sein des populations par l’apport de nouveaux allèles 
issus des populations plus ou moins éloignées. Ainsi, les flux de gènes ont été responsables de 
la dispersion globale de nouveaux pathotypes comme le pathotype UG-99 de la rouille noire du 
blé (Singh et al., 2011). L’isolement entre les populations limite les flux de gènes. C’est 
notamment le cas pour les agents pathogènes telluriques pour lesquels la dispersion sur de 
courtes distances entraîne un isolement entre populations. Dans ce cas, la dérive génétique peut 
conduire à la divergence des populations d’agents pathogènes de petite taille et la sélection à 
une adaptation locale. 

La dérive génétique représente la fluctuation aléatoire des fréquences alléliques au sein 
d’une population et est étroitement liée à la taille des populations. Ce processus tend à éroder 
la diversité génétique neutre, favorable ou défavorable au sein des populations sur le long terme. 
Il s’agit d’un processus stochastique déterminant dans la différenciation génétique des 
populations d’agents pathogènes. Les effets de la dérive génétique sont maximaux sur des 
populations de petite taille et se manifestent par une forte réduction de la taille des populations 
sous l’effet i) d’évènements stochastiques environnementaux nommés « bottleneck » tels que 
le déploiement de pratiques culturales modernes (rotation des cultures, utilisation de variétés 
résistantes) ou des conditions climatiques extrêmes et ii) d’effets fondateurs c’est-à-dire 
l’apparition d’une nouvelle population à partir d’un faible nombre d’individus. Cette nouvelle 
population présente alors une partie de la diversité génétique de la population d’origine.  

L’histoire évolutive d’une population d’agent pathogène est construite sur la base de 
l’interaction entre ces 5 forces évolutives qui déterminent in fine la structure génétique de la 
population. Les populations d’agents pathogènes, sous l’effet de ces forces évolutives, se 
structurent et peuvent évoluer au fil des générations, résultant en une modification de leur 
pouvoir pathogène. Il est donc primordial d’acquérir des connaissances sur le niveau de 
structuration et le potentiel évolutif des populations pathogènes susceptibles de faire évoluer 
leur pouvoir pathogène afin d’anticiper au mieux les contournements de résistances et mieux 
gérer la durabilité d’une résistance.  
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Tableau 1 : Forces évolutives impliquées dans l’adaptation des agents pathogènes d’après 
Hossard et al. (2010). 
 

Force évolutive Mécanisme Conséquence 

Mutation Changement de la séquence nucléotidique 

de certains gènes  

Apparition de nouveaux allèles dans les 

populations  

Dérive génétique Fluctuation aléatoire de la fréquence des 

gènes dans une population d’effectif limité 

Disparition et fixation d’allèles  

Migration Flux de gènes ou de génotypes entre 

populations d’un agent pathogène  
Déplacement des allèles et des génotypes 

mutants virulents entre les populations  

Recombinaison 

sexuée 

Modification des associations d’allèles  Modification de la diversité génétique 

globale (multilocus) et apparition de 

combinaisons générant des phénotypes 

nouveaux 

Sélection Survie et reproduction différentielles entre 

individus au sein d’une population 

Augmentation en fréquence des 

génotypes/phénotypes les mieux adaptés 

aux conditions locales 
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2. La gestion durable des résistances 

2.1. Types de résistances 
 

La première ligne de défense chez la plante est appelée résistance basale ou non-hôte. Il 
s’agit de la forme de résistance la plus commune chez les plantes. Ce premier niveau de défense, 
peu spécifique et peu intense, permet de limiter la propagation de nombreux agents pathogènes. 
Lorsque cette première barrière de défense est contournée, une deuxième ligne de défense 
encore appelée résistance induite ou résistance hôte peut alors se mettre en place. La résistance 
hôte est composée de la résistance race-spécifique qui n’est efficace que vis-à-vis de certaines 
souches de l’agent pathogène, et/ou de la résistance race-non-spécifique efficace vis-à-vis de 
l’ensemble des souches de l’agent pathogène. Des passages successifs de la plante d’un état 
sensible à résistant et qui reflètent la coévolution des interactions hôte/pathogène (Encadré 2) 
ont été décrits par Jones et Dangl (2006) dans le modèle dit « en zig zag » (Figure 2). 

 

2.1.1 Résistance non-hôte  

 

La résistance non-hôte se définit comme la résistance de tous les cultivars d’une espèce hôte 
pour toutes les races d’un agent pathogène (Heath, 2000). Elle est déclenchée par des récepteurs 
généraux, les PRR (Pattern Recognition Receptors) présents dans la paroi végétale, capables de 
percevoir des signaux moléculaires, les PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns) 
communs aux agents pathogènes. Les PAMPs les plus connus sont la flagelline des bactéries et 
la chitine des champignons. Ce premier niveau de résistance basale, encore appelé PTI (PAMP 
Triggered Immunity), constitutif à l’hôte, limite le développement de l’agent pathogène par la 
mise en place de barrières physiques et/ou chimiques liées aux structures morphologiques de 
l’hôte comme par exemple des renforcements pariétaux sous forme de callose ou la production 
d’espèces réactives (ROS). En réponse à ce premier niveau de défense, les agents pathogènes 
libèrent des effecteurs responsables de la phase nommée ETS (Effector Triggered 
Susceptibility) qui court-circuitent les voies de défense basale de la plante au profit de leur 
développement, ce qui induit une sensibilité de la plante. Ces mécanismes sont peu différents 
de ceux qui régissent la résistance hôte (Lee et al., 2016).  

 

2.2.2 Résistance hôte 

 

La résistance hôte implique une reconnaissance de l’agent pathogène par la plante hôte. 
Dans ce cadre, l’interaction sera dite « incompatible » si un des génotypes de la plante présente 
un niveau de résistance totale face à l’agent pathogène. L’interaction est dite « compatible » 
lorsque cette résistance ne s’exprime pas dans la plante ou bien s’exprime mais ne bloque pas 
le développement de l’agent pathogène. Van der Plank (1968), propose une classification des 
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résistances aux maladies en deux catégories : la résistance verticale ou résistance race-
spécifique et la résistance horizontale ou résistance race non-spécifique. 

 

a) La résistance verticale ou résistance race-spécifique 

 

La résistance verticale est une résistance le plus souvent dite complète ou qualitative car 
elle empêche le développement de l’agent pathogène (Parlevliet, 1979). Elle est décrite comme 
étant « race spécifique » c’est-à-dire qu’une variété est résistante à certaines souches d’un agent 
pathogène et sensible à d’autres souches. Cette résistance spécifique est le plus souvent 
monogénique ou oligogénique (Agrios, 2005) et fait intervenir le modèle « gène-pour-gène » 
décrit par Flor (1971) suite aux travaux sur l’interaction du lin (Linum usitatissinum) avec la 
rouille (Melampsora lini). Selon ce modèle et dans le cas d’une interaction hôte/pathogène 
incompatible, le gène majeur de résistance (R) qui code pour un récepteur de la plante reconnait 
le produit du gène d’avirulence (Avr) de l’agent pathogène (A/R). Cette reconnaissance 
déclenche chez la plante des réponses de défense encore appelées ETI (Effector Triggered 
Immunity) à l’origine d’une réaction d’hypersensibilité (HR) qui provoque la mort cellulaire et 
limite l’infection au niveau de la zone de pénétration de l’agent pathogène (Rapilly, 1991; Lee 
et al., 2016). Dans le cas d’une interaction compatible, cette reconnaissance n’a pas lieu en 
raison de l’absence de récepteur chez la plante et/ou de l’effecteur produit par l’agent pathogène 
(A/r; a/R ; a/r). Une méta-analyse de 314 gènes R clonés depuis 25 ans a décrit neuf mécanismes 
d’action des protéines R (Kourelis & van der Hoorn, 2018). La plupart des gènes R de résistance 
codent pour des protéines appartement à la famille des NB-LRR (Nucleotide Binding-Leucine 
Rich Repeat) (Michelmore et al., 2013). Ce type de résistance, largement étudié, est utilisé dans 
de nombreux programmes de sélection. Cependant la pression sélective imposée par ce type de 
résistance sur les populations de l’agent pathogène a fréquemment conduit à l’émergence de 
nouvelles souches plus virulentes et au contournement des résistances (Parlevliet, 2002). 

 

b) La résistance horizontale ou résistance race-non-spécifique 

 

La résistance horizontale ou « race-non-spécifique » est une résistance décrite le plus 
souvent comme partielle ou quantitative (Van Der Plank, 1968; Parlevliet, 1979) car elle ne 
bloque pas mais réduit la multiplication de l’agent pathogène, la colonisation dans la plante et 
/ou la quantité de symptômes. Cette résistance est le plus souvent déterminée par plusieurs 
gènes à effets partiels associés à des régions génomiques dites QTL (Quantitative Trait Loci) 
contribuant à la résistance avec un effet variable. Des études ont montré que les QTL peuvent 
agir sur plusieurs étapes du cycle infectieux d’un agent pathogène (Richardson et al., 2006; 
Delmas et al., 2016). Cependant, les mécanismes moléculaires sous-jacents aux QTL de 
résistance sont peu connus. A ce jour, seulement une vingtaine de QTL de résistance  ont été 
clonés chez les plantes (Niks et al., 2015; French et al., 2016; Pilet-Nayel et al., 2017; Nelson 
et al., 2018). L’efficacité des QTL est très dépendante de l’environnement (Poland et al., 2009; 
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McDonald, 2010; Lannou, 2012) et du fond génétique (Lavaud et al., 2015; Huang et al., 2016). 
Le déterminisme génétique de la résistance quantitative est souvent caractérisé par des QTL à 
effets majeurs et des QTL à effets mineurs. La combinaison des QTL de résistance peut 
conduire à une résistance totale dans certains cas, plus particulièrement pour des QTL à effets 
majeurs (Niks et al., 2015). Par exemple, dans le cas du pathosystème Puccinia striiformis f.sp 
hordei, responsable de la maladie de la rouille chez l’orge, le cumul des trois QTLs de résistance 
4H, 1H et 5H confère un haut niveau de résistance (Richardson et al., 2006).  
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Figure 2 : Modèle en zigzag illustrant le système immunitaire de la plante (Jones & Dangl, 
2006). Phase 1 : la plante détecte les MAMPs/PAMPs (« Microbe/Pathogen Associated 
Molecular Pattern » ; losanges rouges) via les récepteurs extracellulaires PRRs (« Pattern 
Recognition Receptor ») pour déclencher la réponse de défense MTI/PTI (« MAMPs/PAMPs-
Triggered Immunity). Phase 2 : le pathogène libère des effecteurs de virlence qui court-
circuitent la MTI/PTI résultant une sensibilité ETS (« Effector-Triggered Susceptibility »). 
Phase 3 : un effecteur (rond rouge) reconnu par une protéine de résistance de type NBS-LRR 
(« Nucleotide Binding Site-Leucin Rich Repeat ») activent l’ETI (« Effector-Triggered 
Immunity »), une résistance plus forte que la MTI/PTI correspondant à la réaction 
d’hypersensibilité HR (« Hypersensitive Response »). Phase 4 : les agents pathogènes ayant 
perdu l’effecteur reconnu (rouge) ou ayant acquis un nouvel effecteur par transfert horizontal 
(en bleu) suppriment l’ETI. La co-évolution sélectionne les plantes avec un nouvel allèle NBS-
LRR capable de reconnaître le nouvel effecteur, résultant en une nouvelle ETI. 
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Encadré 2 : coévolution des interactions hôtes/agents pathogènes 

Qu’est ce que la coévolution : il s’agit de processus réciproques de sélections naturelles 
négatives entraînant des modifications génétiques adaptatives des gènes des agents pathogènes 
codant pour des effecteurs versus des gènes de l’hôte codant pour des protéines cibles ainsi que 
pour des protéines R. D’un côté, l’agent pathogène est sélectionné par rapport à son niveau de 
pathogénicité et de l’autre, l’hôte est sélectionné par rapport à son niveau de résistance et à ses 
mécanismes de défense. Cette interaction hôte/agent pathogène fait intervenir des coûts ainsi 
que des bénéfices de part et d’autre qui vont définir l’issue finale de cette interaction 
(Woolhouse et al., 2002).  

Modèles explicatifs : la « la course aux armements » et la « geurre de tranchée » (Lo Presti 
et al., 2015; Terauchi & Yoshida, 2010) (Figure 3). 

La « course aux armements » : une sélection directionnelle récurrente se met en place : le 
déploiement et la fixation de nouveaux allèles chez l’hôte et l’agent pathogène remplacent les 
allèles « anciens ». La fréquence de l’allèle possédant la meilleure fitness1 va augmenter, 
produisant une sélection sur l’hôte qui à son tour va augmenter la fréquence de l’allèle le plus 
avantageux pour contrecarrer l’infection par l’agent pathogène. S’en suit une sélection de l’hôte 
sur l’agent pathogène qui va déployer de nouveaux allèles pour infecter l’hôte. Ce cycle est 
répété indéfiniment.  

La « guerre de tranchée » : une sélection disruptive qui maintient les fréquences alléliques de 
l’hôte et de l’agent pathogène dans une fluctuation dynamique permanente, non pas par 
l’apparition de nouveaux allèles mais par une augmentation séquentielle et persistante des 
allèles les plus avantageux. 

Dans la nature, les dynamismes de coévolution suivent largement le modèle de la « guerre de 
tranchée », modèle stable qui entraîne une forte diversité génétique alors que dans les 
agrosystèmes, l’homogénéité des cultures et la sélection variétale conduit plutôt à un modèle 
instable qui est celui de la « course aux armements » entraînant une faible diversité génétique 
(Brown & Tellier, 2011). 

 

Figure 3 : Modèles d’évolution des fréquences alléliques dans les interactions hôtes-
pathogènes de type « course aux armements » (gauche) et « guerre de tranchée » (droite) 
d’après Lo Presti et al. (2015). Lignes vertes : fréquence d’allèle d’effecteur du pathogène ; 
lignes rouges : fréquence d’allèle de résistance de l’hôte.  

                                                             
1 La fitness correspond à la capacité d’un individu à survivre et à se reproduire 
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2.2 Durabilité des résistances 
 

2.2.1 Définition et concepts 

 

Une résistance est dite durable lorsque, déployée à grande échelle, elle reste efficace 
sur le long terme malgré des conditions de développement favorables à la maladie (Johnson, 
1984). La résistance quantitative a souvent été décrite comme plus durable que la résistance 
qualitative (Parlevliet, 2002). Le caractère durable de la résistance quantitative peut être 
expliqué par une pression sélective plus faible et différentielle de la résistance partielle de l’hôte 
sur les populations d’agents pathogènes ainsi qu’une combinaison de différents mécanismes 
associés à la résistance pouvant agir successivement à différentes périodes du cycle de vie de 
l’agent pathogène ou tout au long du développement de la plante (Palloix et al., 2009; Pilet-
Nayel et al., 2017). De plus, la probabilité de mutations multiples nécessaires chez l’agent 
pathogène pour contourner la résistance quantitative est faible (Mundt, 2014).  

D’un point de vue économique, un contournement des résistances apparaît si les pertes 
de rendements liés à la présence de l’agent pathogène deviennent supérieures au seuil 
économiquement acceptable. Au niveau biologique, le contournement d’une résistance est lié à 
des modifications génétiques des populations de l’agent pathogène suite à des pressions 
sélectives exercées sur l’agent pathogène via les gènes de résistance et leur mode de 
déploiement. De nos jours, plusieurs disciplines telles que la phytopathologie ou la génétique 
des populations permettent d’évaluer la durabilité d’une résistance et ainsi d’anticiper un 
contournement de la résistance par une étude combinée de la dynamique épidémique et du 
potentiel évolutif de la population de l’agent pathogène ; la dynamique épidémique étant 
dépendante à la fois des mécanismes de résistance de la plante mais aussi de différents traits de 
vie de l’agent pathogène (nombre de générations par saison culturale, mode de reproduction, 
dispersion, formes et capacité de survie). McDonald & Linde (2002) ont ainsi proposé une 
typologie des profils de risque de contournement de résistances selon les caractéristiques 
biologiques des agents pathogènes à savoir le système de reproduction, les flux de 
gènes/génotypes et la taille efficace de la population2 (Figure 4).  

 

 

 

 

 

                                                             
2  La taille efficace de la population, notée Ne, correspond au nombre d’individus composant une population 
idéale c’est-à-dire comportant autant de mâles que de femelles et dans laquelle chaque individu aurait le même 

nombre de descendants. 
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Figure 4 : Échelle du risque évolutif organisée en fonction du système de 
reproduction/accouplement, du flux de gènes/génotypes et de la taille efficace de la population 
d’après McDonald & Linde (2002). L'attribution de la valeur totale du risque suppose que tous 
les effets sont additifs. Ce modèle de risque suppose que les taux de mutation sont constants et 
que la sélection est efficace pour tous les pathogènes. 

 

 

 

 



33 

 

2.2.2 Phénomènes de contournement et d’érosion des résistances 

 

a) Contournement des résistances qualitatives 

 

Les phénomènes de contournement des résistances qualitatives font apparaître des 
cycles dits de « boom and bust ». Un cultivar possédant un gène majeur de résistance est 
introduit et répandu dans un agroécosystème : c’est la partie « boom » du cycle caractérisé par 
le déploiement du gène de résistance. La sélection imposée par le cultivar résistant augmente la 
fréquence des variants virulents qui peuvent se propager par flux de gènes. S’en suit une 
épidémie liée à l’émergence de la nouvelle population virulente conduisant à une perte totale 
de l’efficacité du gène de résistance : c’est la partie « bust » du cycle qui correspond à la 
diminution de la fréquence du gène de résistance. Le cycle peut alors recommencer avec 
l’introduction d’un nouveau cultivar résistant (Figure 5). 

 

b) Erosion de la résistance quantitative 

 

L’érosion de la résistance est caractérisée par une augmentation graduelle et plus lente 
de la pathogénicité des agents pathogènes vis-à-vis des QTL de résistance contrairement à une 
résistance qualitative dont le contournement est rapide (Figure 6). L’érosion des résistances 
quantitatives est parfois difficile à démontrer dans des conditions naturelles, en raison de la 
forte interaction genotype/environnement à la fois pour les agents pathogènes et les plantes. En 
effet, le niveau de pathogénicité des populations de pathogènes peut fluctuer d’une année à 
l’autre selon les conditions environnementales et selon l’effet des QTL, également très 
dépendant de l’environnement. De plus, le fond génétique à un impact direct sur la durabilité 
de la résistance. En effet, plusieurs études ont montré qu’un gène majeur de résistance est plus 
rapidement contourné dans un fond sensible que partiellement résistant (Palloix et al., 2009; 
Brun et al., 2010; Fournet et al., 2013). Des érosions de résistance ont déjà été observées dans 
la nature notamment pour la maladie de la septoriose du blé (Mundt, 2002) mais aussi dans des 
conditions expérimentales pour cette même maladie (Cowger & Mundt, 2002) ainsi que pour 
la tavelure du pommier (Caffier et al., 2014, 2016) et le mildiou de la vigne (Delmas et al., 
2016).  
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Figure 5 : Représentation schématique des cycles de « Boom and Bust » d’après Stakman 
(1957). Ce schéma met en avant un décalage de phase des fréquences des principaux allèles 
de résistance dans la population hôte et des allèles de virulence correspondant dans la 
population pathogène. 

 

Figure 6 : Changement des fréquences des allèles des populations de pathogènes, lié au 
contournement de la résistance qualitative conférée par un gène majeur R (A et B) et à l’érosion 
de la résistance quantitative (C et D), d’après McDonald et Linde (2002). Les figures A et B 
montrent un changement rapide de l’avirulence à la virulence des populations de pathogènes 
associé au contournement d’un gène majeur R, ou p et q représentent les fréquences alléliques 
d’avirulence et de virulence, respectivement, dans la population des agents pathogènes. Les 
figures C et D montrent l’érosion de la résistance quantitative, caractérisée par une 
augmentation progressive de la pathogénicité à l’égard d’une population hôte portant un QTL. 
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2.3 Stratégies de gestion durable des résistances 
 

Le choix de la stratégie à adopter pour gérer durablement une résistance est défini à la 
fois (i) par la connaissance des gènes majeurs R ou des QTL contrôlant la résistance et si 
possible de leurs mécanismes moléculaires sous-jacents ainsi que (ii) par la connaissance des 
traits d’histoire de vie de l’agent pathogène, de son potentiel évolutif et des déterminants 
génétiques de virulence. La stratégie la plus efficace doit permettre un déploiement spatio-
temporel des gènes ou QTL de résistance de façon à minimiser la probabilité que la population 
de l’agent pathogène puisse évoluer pour contourner la résistance.  

 

2.3.1  Déploiement des résistances 

 

Afin de mettre en place des stratégies efficaces de gestion de la durabilité des résistances 
plusieurs approches de déploiement de gènes majeurs R et de QTLs dans le temps et dans 
l’espace ont été proposées.  

Le déploiement séquentiel dans le temps de gènes majeurs consiste à utiliser un gène 
majeur de résistance jusqu’à son contournement puis à le remplacer par un autre gène majeur 
(REX Consortium, 2016). Cette méthode est efficace lorsque la sévérité de la maladie est faible 
ou lors de l’introduction d’une nouvelle population de pathogène (Mundt, 2014). De plus, 
certains gènes majeurs ont déjà montré une résistance durable. C’est le cas notamment du gène 
Mlo introgressé dans des variétés d’orge de printemps en Europe depuis 1979 pour lutter contre 
la maladie de l’oïdium (Acevedo-Garcia et al., 2014) mais aussi des gènes pvr22 et Pvr4 chez 
le piment et du gène Ry chez la pomme de terre (García-Arenal & McDonald, 2003) (Figure 
7a). 

Le déploiement spatio-temporelle, i.e. l’alternance périodique et la diversification de 
gènes de résistance sur un même site et sur des sites adjacents, évite de conférer un avantage 
sélectif aux agents pathogènes les plus virulents et limite leur dispersion. Le déploiement des 
gènes de résistance à l’échelle régionale prend donc en compte le paysage et la dynamique 
épidémique des populations d’agents pathogènes. Il nécessite d’étudier les facteurs qui 
influencent la dissémination spatiale d’une population d’agents pathogènes entre différents 
hôtes. Une bonne efficacité de cette stratégie nécessite une coordination dans le déploiement de 
ces résistances (Figure 7b&c). Une des premières initiatives organisées pour développer de 
telles mosaïques paysagères est le système britannique des ‘groupes de diversification’ des 
variétés de céréales pour la résistance aux maladies foliaires limitant l’implantation sur des 
parcelles adjacentes ou proches des variétés appartenant au même groupe, afin de créer des 
ruptures de sélection pour les populations de parasites (Mundt, 2002). Dans les années 1980, 
des travaux menés sur la rouille de l’avoine mettait déjà en avant l’efficacité de cette approche 
(Mundt & Browning, 1985). Cependant, elle reste malheureusement très difficile à mettre en 
œuvre du fait de la préférence des agriculteurs aux variétés les plus performantes et de la 
nécessité d’une concertation collective des acteurs à l’échelle du territoire.  
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2.3.2 Mélanges variétaux, multi-lignées 

 

Le mélange variétal ou l’utilisation de multi-lignées qui diffèrent uniquement par leurs 
gènes de résistance entraîne une diversité génétique des sources de résistance au niveau 
parcellaire. La théorie du mélange variétal a été élaborée par Leonard (1969) grâce à l’utilisation 
de variétés résistantes jouant le rôle de barrière physique et permettant de réduire la dispersion 
de l’agent pathogène via la réduction du nombre de spores et donc la dilution de l’inoculum. 
Cette méthode, largement utilisée pour la maladie de la rouille et de l’oïdium du blé, est 
désormais appliquée à plusieurs pathosystèmes (Mundt, 2002) (Figure 7d). En Chine, des 
associations de variétés de riz très sensibles à la pyriculariose et de variétés hybrides plus 
résistantes ont permis de diminuer fortement la sévérité de la maladie, de 20% dans les cultures 
monovariétales à 1% dans les associations (Zhu et al., 2000). En Colombie, des multi-lignées 
de caféiers ont été déployées pour lutter efficacement contre la rouille orangée due à Hemileia 

vastatrix (Moreno-Ruiz & Castillo-Zapata, 1990). L’efficacité des mélanges est cependant très 
variable d’un essai à l’autre : entre 9% et 80% pour l’oïdium de l’orge et entre 13 et 97 % pour 
la rouille du blé (Mikaberidze et al., 2015). Cette variabilité des résultats est le plus souvent 
liée au nombre et au pourcentage de variétés sensibles versus résistantes composant le mélange 
ainsi qu’aux traits architecturaux de ces variétés.  

 

2.3.3  Pyramidage de résistances 

 
Le pyramidage de gènes de résistance à effets majeurs et/ou mineurs est une stratégie 

prometteuse (Figure 7e) (Mundt, 2018). Trois types de pyramidage peuvent être distingués i) 
le pyramidage de gènes majeurs ii) le pyramidage de QTL de résistance iii) le pyramidage de 
QTL à effet partiel et de gènes ou QTL majeurs (Pilet-Nayel et al., 2017). L’association de 
gènes majeurs de résistance est supposée augmenter la durabilité de la résistance. En effet, le 
contournement de cette résistance suppose que l’agent pathogène subisse plusieurs mutations 
lui conférant des allèles de virulence correspondant aux gènes de résistance combinés, ce qui 
est peu probable (McDonald & Linde, 2002). Cependant, la durabilité de pyramides de gènes 
résistance peut être compromise par la présence de mutations dépendantes ou la pré-existence 
d’un ou de plusieurs facteurs de virulence dans les populations de l’agent pathogène, ou encore 
par des modes d’action redondant des gènes de résistance (Brown, 2015). Un des plus grands 
succès du pyramidage de gènes concerne le contrôle des épidémies de rouille noire et brune du 
blé (stem and leaf rust). Depuis les années 1950, la combinaison de gènes majeurs de résistances 
à différentes races de Puccinia graminis f. sp tritici a permis de garder indemne les cultures de 
blé. Les mécanismes potentiels de la durabilité des combinaisons employées incluent le nombre 
de gènes majeurs pyramidés, l’association gènes majeurs – résistance quantitative au stade 
adulte (gène Sr2) et l’effet des combinaisons de gènes sur la fitness de l’agent pathogène 
(Mundt, 2018). Le pyramidage de gènes devrait être plus efficace lorsqu’aucun des gènes 
majeurs n’a été préalablement exposé à la population d’agents pathogènes, et lorsque le parasite 
est asexué, impliquant que la virulence ne puisse être apportée par recombinaison (Brown, 
2015). Toutefois, compte tenu de la grande taille des populations de microorganismes 
pathogènes, la mutation à elle seule peut suffire à créer de nouvelles combinaisons génétiques 
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contournant des gènes ou combinaisons de gènes de résistance. Ainsi, en Ouganda en 1999, 
certains gènes de résistance, dont le gène Sr31 de résistance à la rouille noire du blé réputé très 
durable, ont été contournés par la race UG99 de Puccinia graminis dont la virulence a été 
acquise par mutation et qui se disperse rapidement à travers le monde. Ceci montre que le 
pyramidage de gènes n’est pas nécessairement durable (Schumann & Leonard, 2000; Singh et 

al., 2011).  

Le pyramidage de QTL de résistance permet également d’augmenter la durabilité des 
résistances. L’effet pleiotrope des QTL de résistance sur les différentes étapes du 
développement épidémique de l’agent pathogène pourrait expliquer le caractère durable de ces 
combinaisons. En effet, dans plusieurs pathosystèmes, les QTL de résistance ont montré un 
mode d’action sur plusieurs étapes du cycle de l’agent pathogène, incluant notamment la 
période de latence, l’efficacité d’infection, la colonisation de la plante et la multiplication du 
pathogène (Pilet-Nayel et al., 2017).  

Le pyramidage de QTL à effet partiel et de gènes majeurs a montré un intérêt pour 
préserver la durabilité de gènes majeurs résistance chez différents pathosystèmes impliquant 
virus, champignon et nématode (Pilet-Nayel et al., 2017). Dans le pathosystème Brassica 

napus/Leptosphaeria maculans, Brun et al., 2010 et Delourme et al., 2014 ont montré que huit 
années de sélection récurrente des populations pathogènes ont été nécessaires pour contourner 
la résistance conférée par le gène majeur Rlm6 lorsque celui-ci était introduit dans un fond 
génétique partiellement résistant, alors que seulement trois années ont été nécessaires lorsque 
le gène majeur était présent dans un fond génétique sensible. Chez la pomme de terre, la 
résistance au nématode à kyste Globodera pallida conféré par un QTL à effet majeur (GpaVvrn) 
de Solanum vernei, qui agit en masculinisant les populations de nématodes, a été contourné 
après 8 ans de sélection récurrente en laboratoire. La rapidité avec laquelle la résistance a été 
contournée dépendait du fond génétique dans lequel GpaVvrn avait été introduit (Fournet et al., 
2013) suggérant que des QTL à effets faibles pourraient améliorer la durabilité du QTL 
GpaVvrn. Dans le cas de résistances à Meloidogyne spp., Barbary et al. (2014, 2016) ont 
également démontré que l'efficacité et la durabilité des gènes majeurs Me1 et Me3 dépendaient 
du fond génétique dans lequel ils avaient été introduits. Chez le piment, la combinaison de 
l’allèle majeur pvr23 de résistance au virus de la pomme de terre Y (PVY) et de trois QTL de 
résistance a augmenté significativement la durabilité de la résistance (Palloix et al., 2009; 
Quenouille et al., 2013). Les mécanismes évolutifs sous-jacents à l'effet protecteur des QTL de 
résistance sur le gène majeur ont été suggérés multiples (Quenouille et al., 2013), incluant : (i) 
la capacité réduite du virus à se multiplier, (ii) le nombre accru de mutations nécessaires pour 
que le virus devienne virulent et (iii) la sélection ralentie de variants virulents du virus.  
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Figure 7 :  Stratégies de déploiement des gènes de résistance d’après McDonald et Linde (2002). Face à l’approche traditionnelle du déplo iement 
d’un seul gène de résistance (a), deux grandes familles de stratégies peuvent être élaborées. 1) Diversifier dans l’espace et dans le temps les gènes 
de résistance (b, c, d). 2) Pyramider les gènes de résistance en cumulant plusieurs gènes de résistance au sein d’une même variété
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2.4 Spécificités de la gestion durable des résistances aux agents pathogènes 
telluriques 

 

Les agents pathogènes telluriques affichent une dispersion sur de courtes distances et 
sont donc peu soumis aux flux de gènes limitant ainsi le niveau de diversité génétique. 
Cependant le niveau de spécialisation des agents pathogènes pourrait impacter cette diversité 
par une sélection différentielle de certains variants par l’hôte. Les phytopathologistes ont 
largement supposé que le même génotype d'un agent pathogène tellurique provoque la maladie 
sur différents hôtes ou tissus différents, mais cette hypothèse a rarement été testée (Milgroom 
& Peever, 2003). En outre, la multiplication de l’agent pathogène dans le sol par reproduction 
sexuée et/ou asexuée peut augmenter la charge fongique et entraîner ainsi une érosion de la 
résistance. Il est donc primordial de mettre en œuvre des stratégies de gestion durable des 
résistances en limitant la taille et le niveau de diversité génétique des populations des agents 
pathogènes telluriques.  

A ce jour, la rotation culturale des plantes hôtes avec des plantes non-hôtes reste 
une stratégie de gestion durable et efficace pour les maladies telluriques. Cette méthode de lutte 
vient en complément de l’utilisation de variétés résistantes qui peut permettre un contrôle 
efficace de la maladie. Les flux de gènes entre populations d’agents pathogènes telluriques étant 
supposés très limités (aucune étude n’a, à ce jour, évalué l’impact des activités anthropiques 
sur le flux de pathogènes telluriques entre parcelles adjacentes), la gestion durable des 
résistances par l’utilisation de cultures non-hôtes en alternance, vise principalement la réduction 
de la taille des populations d’agents pathogènes. Ainsi, des rotations avec le maïs, permettent 
de réduire les populations de nématodes du soja (Heterodera glycines) dans le sol, augmentant 
ainsi le rendement du soja aux Etats-Unis (Grabau & Chen, 2016; Hu et al., 2018). Cependant 
le choix de la rotation culturale non-hôte pour un agent pathogène peu spécialisé sera plus 
contraignant à mettre en oeuvre pour la gestion durable des résistances, d’autant plus que cette 
règle est liée à la disponibilité des espèces intercalaires et au revenu économique pour 
l’agriculteur. La durée de conservation de l’agent pathogène dans le sol plus ou moins longue 
(de quelques mois à plusieurs dizaines d’années) peut impacter l’efficacité des rotations 
culturales. C’est pourquoi, une fréquence retardée de retour de la culture sensible est souvent 
recommandée pour lutter contre les agents pathogènes dont les formes de survie sont résistantes 
pendant plusieurs années. 

La stratégie d’associations variétales pour la gestion durable des résistances des agents 
pathogènes telluriques est peu documentée dans la littérature scientifique. Néanmoins, Djian-
Caporalino et al., 2014, dans une étude comparative de méthode de gestion de la durabilité de 
la résistance du piment (Capsicum annuum) pour le nématode (Meloidogyne incognita) menée 
pendant 3 ans, a montré que le mélange de deux cultivars portant différents gènes de résistance 
semble être relativement peu efficace pour limiter la multiplication du pathogène contrairement 
au pyramidage qui affiche un haut niveau d’efficacité pour limiter la multiplication du 
pathogène dans le sol.  
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Le pyramidage de gènes ou QTL de résistance semble une voie plus prometteuse pour 
gérer durablement les résistances aux agents pathogènes telluriques. Ainsi comme déjà 
mentionné dans la partie 1.2.3 c) des travaux de pyramidage de QTL de résistance aux 
nématodes ont mis en avant leur efficacité sur plusieurs années. Cependant, pour que cette 
stratégie soit efficace dans le temps, sa combinaison à d’autres stratégies de lutte est un élément 
clé.  

3. Présentation du modèle d’étude : pois/Aphanomyces euteiches 

3.1  L’hôte : le pois proteagineux Pisum sativum 
 

Le pois protéagineux est une culture riche en protéines, présentant en Europe un fort 
débouché en alimentation animale, mais également en alimentation humaine pour l’export. En 
effet, la graine de pois contient environ 21% de matières azotées et 44% d’amidon. En mélange 
avec du blé, qui en contient respectivement 11% et 59%, elle peut être utilisée en substitution 
du soja (46% de matières azotées et 3% d’amidon) dans les aliments du bétail. Récolté en grains 
secs, le pois protéagineux se distingue du pois fourrager qui est récolté vert à floraison. Depuis 
20 ans, une baisse des surfaces cultivées et de la production a été observée, dû à une politique 
de prix défavorable et à l’instabilité des rendements de la culture du fait de sa sensibilité aux 
stress biotiques et abiotiques. Néanmoins, le fort besoin en autonomie protéique de l’Europe et 
de la France s’est traduit récemment par une nouvelle hausse de la production (Encadré 3). 

Cette culture présente de nombreux avantages, notamment écologiques par sa capacité 
à fixer l’azote atmosphérique via la fixation symbiotique de la plante et ne nécessite dès lors 
aucune fumure azotée minérale et organique. Une succession de cultures comportant du pois 
permettrait de réduire de 20% les émissions de N2O sur trois ans (Carrouée et al., 2012). Ce 
bénéfice environnemental s’intègre dans l’initiative 4 pour 1000 lancée en 2015 lors de la 
COP21 et élaborée par des chercheurs d’INRAE pour restaurer la fertilité des sols et piéger les 
gaz à effet de serre. En effet, la réduction de la fertilisation azotée dans les systèmes de culture 
est le principal levier pour réduire l’impact des productions végétales sur les gaz à effet de serre 
et l’environnement.  

D’un point de vue agronomique, le pois possède de nombreux atouts en rotation ou en 
association avec des céréales. En rotation, c’est l’un des meilleurs précédents du blé et du colza 
car il permet d’améliorer leurs rendements (+ 6 à 12 q/ha pour le blé ; + 0.5 à 3 q/ha pour le 
colza en moyenne pluriannuelle) tout en réduisant l’apport azoté (-20 à -60 kg/ha d’azote) 
(sources Terres Inovia). En culture d’associations, le pois, grâce à un choix variétal judicieux 
présente un effet majeur sur la maîtrise des parasites et des adventices (Crozat et al., 2000; 
Corre-Hellou et al., 2006). Ces associations permettraient de limiter la pression sanitaire des 
maladies aériennes, par l’interférence physique de plantes non hôtes qui joueraient le rôle de 
barrière physique à la propagation des maladies. Les associations permettraient également de 
réduire la quantité de mauvaises herbes par rapport aux cultures pures ainsi que les risques de 
verse, la céréale servant de tuteur pour le pois. Des études d’associations en agriculture 
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conventionnelle et biologique ont montré de meilleurs rendements et une hausse du taux 
protéique du blé et de l’orge par rapport à une culture pure (Corre-Hellou et al., 2006). 

 

3.2  Culture du pois protéagineux 
 

Le pois, Pisum sativum, appartient à la famille des Légumineuses ou Fabacées et au 
genre Pisum. Il s’agit d’une plante diploide (2n=14 chromosomes) annuelle et autogame. Les 
variétés commercialisées sont des lignées pures. On distingue deux types de culture, la culture 
d’hiver semée de mi-octobre à mi-novembre et la culture de printemps semée de mi-mars à 
début avril quand les conditions de sol le permettent. Le pois de printemps est prédominant en 
France. Cependant, sur le plan agronomique, les variétés de type printemps sont plus sensibles 
aux basses températures en début de cycle, aux stress abiotiques de fin de cycle (sécheresse, 
fortes chaleurs) et aux parasites, et nécessitent souvent un recours à l’irrigation pour sécuriser 
les rendements. Le pois d’hiver, quant à lui, plus résistant au froid, présente l’avantage de 
développer son stade de formation et de remplissage des grains lors de conditions climatiques 
plus propices (avril-mai), résultant en de meilleurs rendements. Il ne nécessite pas d’irrigation 
et échappe à certains stress pendant la floraison et en fin de cycle. Depuis plusieurs années, des 
efforts de sélection ont porté sur des variétés d’hiver notamment sur l’échappement aux dégâts 
du gel à floraison grâce au gène Hr (Highly responsive to photoperiod for floral initiation) de 
réponse à la photopériode permettant des semis d’automne précoces (Lejeune-Hénaut et al., 
2008). 

 

3.3  Ravageurs et maladies du pois protéagineux 
 

Le pois protéagineux est soumis à un certain nombre de stress biotiques parmi lesquels on 
retrouve plusieurs ravageurs ainsi que des maladies aériennes et telluriques pouvant être très 
préjudiciable pour les rendements. Parmi les ravageurs, le puceron vert est le plus fréquent et 
le plus nuisible avec des pertes de rendements allant jusqu’à 30q/ha. Les thrips peuvent 
également diminuer le rendement de 30q/ha selon les années. La larve de sitone est 
préjudiciable lorsqu’elle s’attaque au système racinaire et aux nodosités provoquant des pertes 
de 10 à 15 q/ha. La nuisibilité des cécidomyies est variable selon leur date d’arrivée et est 
d’autant plus grave que le nombre d’étages fructifères formés est faible. Enfin la brûche et la 
tordeuse nuisent à la qualité des graines (Figure 8) (Source : Terres Inovia).  

Le pois protéagineux peut être sensible aux attaques de maladies aériennes au moment de 
la floraison. Les maladies les plus courantes, spécialement sur pois d’hiver, sont l’ascochytose, 
le botrytis, la rouille et sclérotinia pouvant provoquer, respectivement, 20q/ha, 15q/ha, 12q/ha 
et 5q/ha de pertes en cas de fortes attaques (Source : Terres Inovia). D’autres maladies aériennes 
telles que l’oidium, le mildiou et la bactériose peuvent également provoquer des dégâts et des 
pertes de rendement. Parmi les pathogènes telluriques, des complexes parasitaires tels que 
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Pythium spp., Fusarium spp., Phoma spp. peuvent provoquer la fonte de semis. Néanmoins, la 
maladie tellurique la plus préjudiciable est la pourriture racinaire précoce, causée par l’agent 
pathogène Aphanomyces euteiches, devenue dommageable en France dans les années 1990. 
Elle constitue un facteur majeur d’instabilité des rendements observés depuis 20 ans en France 
(Figure 8).  

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Périodes de surveillance et d’intervention d’après le Guide de culture (Sources : 
Terres Inovia, 2021) 
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Encadré 3 : Production et débouchés du pois protéagineux en France 

Quelques dates importantes 

1970-1980 : développement de la culture suite à l’embargo décrété en 1973 par les Etats-Unis 
sur les exportations de tourteaux de soja. 

1990 : baisse des surfaces suite à la réforme de la PAC (Politique Agricole Commune) et à la 
baisse des aides communautaires. 

2010 : plan de relance pour les protéagineux, appliqué par l’Union Européenne et le 
gouvernement dans le but de stopper le déclin et la perte d’indépendance en matière protéique. 

2014 : mise en place d’un nouveau plan protéines végétales par le gouvernement afin de 
développer une filière protéines végétales performantes et durables. 

Quelques chiffres 

Premier producteur européen (production dans la moitié Nord (Grand-Est, Hauts de France, 
Centre Val de Loire))  

Surfaces actuelles en hausse : 154 000 ha en 2019 à 209 000 ha en 2020 (Figure 9) 

Décrochage des rendements de l’ordre de 27.7 q/ha pour 2020 selon la SSP contre 40.5 q/ha en 
2019. 

 

Figure 9 : Evolution des surfaces de protéagineux en France entre 1984 et 2020 (Sources : 
Terres Univia) 

Débouchés actuels 

Exportation principalement à destination des pays de l’Union européenne (92 % des 
exportations en 2018-2019). Depuis 2012-2013, la Belgique est le principal client de la France 
avec 127 kt importées en 2018-2019. Le premier débouché extra-communautaire est la Suisse 
avec 6,3 kt importées en 2018-2019 (Sources : FranceAgriMer).  
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3.4  Le pathogène: Aphanomyces euteiches, agent de la pourriture racinaire 
 

Le genre Aphanomyces appartient à l’ordre des oomycètes (Saprolegniales) 
phylogénétiquement séparé des autres ordres, tels que les Peronosporales ou les Pythiales, dans 
lesquels d’autres agents pathogènes végétaux importants se retrouvent (Petersen & Rosendahl, 
2000). Ce genre regroupe à la fois des parasites de végétaux, d’arthropodes (e.g. A. astaci 
responsable de la peste de l’écrevisse) et de vertébrés (e.g. A. invadans responsable du 
syndrome ulcératif des poissons). Parmi les agents pathogènes végétaux les plus importants du 
genre, on retrouve A. cladogamus qui a un spectre d’hôte assez large (tomate, épinard, lin, 
poivron, radis, aubergine, pensée), A. cochlioides capable d’infecter la betterave et l’épinard, 
ainsi qu’A. euteiches. La spécialisation des espèces du genre Aphanomyces à l’hôte animal ou 
végétal est très ancienne (50 millions d’années) (Figure 10 & 11) (Gaulin et al., 2018; Iberahim 
et al., 2018). 

Aphanomyces euteiches a été décrit pour la première fois aux Etats Unis en 1925 par 
Jones et Drechsler après une vaste enquête menée en 1924 pour déterminer l’importance des 
maladies du pois dans le Wisconsin. Cet agent pathogène a été reconnu comme l’un des plus 
nuisibles sur cette culture (Jones & Drechsler, 1925). En Europe, il a été observé pour la 
première fois en Norvège en 1925 (Sundheim, 1972) et a été décrit en France quelques années 
plus tard (Labrousse, 1933). On le retrouve désormais dans les diverses régions du monde 
productrices de pois tels que l’Australie, la Nouvelle Zélande, le Japon, l’Europe et l’Amérique 
du Nord. En France, malgré sa présence très ancienne, il est reconnu comme très dommageable 
dans les zones de production du Bassin Parisien et du Nord de la France depuis 1993 (Didelot 
& Chaillet, 1995). 
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Figure 10 : Arbre phylogénétique de l’évolution temporelle d’oomycètes, d’après Gaulin et al. 
(2018). Les espèces Aphanomyces font partie d’un groupe qui a divergé des autres 
Saprolégniales (Saprolegnia parasitica, Achlya hypogena, Thraustotheca clavata) il y a 100 
millions d’années. Les trois espèces d’Aphanomyces ont quant à elle divergée il y a 50 millions 
d’années. 

 

 

Figure 11 : Arbre phylogénétique basé sur les analyses des séquences ITS de l’ADN r nucléaire 
des principales espèces d’Aphanomyces identifiées d’après Iberahim et al., (2018). Trois lignées 
se distinguent sur la base de leur mode de vie, i.e pathogène végétal, animal et 
saprophyte/opportuniste  
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3.4.1 Symptômes 

 

Les symptômes de la maladie apparaissent sur pois de printemps dès le stade 3-4 feuilles 
lorsque les conditions pédoclimatiques sont favorables. Ces symptômes se manifestent à deux 
niveaux de la plante. Sur les parties racinaires, des lésions molles et translucides sont 
observables sur les radicelles dès 3-4 jours après infection. Ces lésions évoluent en pourriture 
« brun-miel » et envahissent tout le système racinaire. Cette pourriture peut atteindre l’épicotyle 
et provoquer un étranglement caractéristique. Plus tard dans la saison, les racines et les 
nodosités se dessèchent. Parfois, ces lésions permettent l'infection par des organismes 
secondaires détruisant tout le système racinaire et les tissus de couleur « brun-miel » deviennent 
sombres (Figure 12B). Sur les parties aériennes, le symptôme dit secondaire se traduit par un 
nanisme, un jaunissement des feuilles, un flétrissement et un dessèchement des plantes 
(Hagedorn, 1991). A l’échelle parcellaire, la maladie se développe par foyers faisant apparaître 
des ronds jaunes (Figure 12A). Lors d’une attaque importante, les plantes touchées produisent 
très peu d’étages de gousses et la maladie peut engendrer des pertes de rendement de 20 à 50 
q/ha. 

 

3.4.2 Cycle biologique  

 

A.euteiches est un pathogène homothallique à mode de vie plutôt hémibiotrophe, 
démarrant par une phase biotrophe de colonisation des tissus vivants avec observation 
d’haustorium (Franken et al., 2007) avant de devenir nécrotrophe avec observation et 
multiplication de la forme sexuée dans les tissus morts. La maladie de la pourriture racinaire 
est monocyclique, présentant un seul cycle par saison (Hughes & Grau, 2007). Le cycle 
infectieux est constitué d’une phase sexuée et d’une phase asexuée. L’inoculum primaire est 
constitué d’oospores (spores à double membrane issu de la reproduction sexuée) présentes dans 
les débris racinaires de l’hôte ou à l’état libre dans le sol. Ces spores de repos ont une durée de 
vie très longue (10 à 20 ans dans le sol) et sont capables de résister aux conditions extrêmes 
telles que la sécheresse ou le gel (Sherwood & Hagedorn, 1962). Lorsque les conditions 
favorables sont réunies (température, humidité), la phase asexuée débute par la germination 
directe ou indirecte des oospores. La germination directe se traduit par l’émission d’un tube 
germinatif qui produit des hyphes et la germination indirecte fait intervenir la formation de 
sporanges qui libèrent des zoospores biflagellées, mobiles correspondant à l’unité infectieuse. 
Il est admis qu’une oospore permet de libérer en moyenne 300 à 400 zoospores (Malvick & 
Percich, 1998). La phase sexuée du cycle infectieux démarre une fois les zoospores libérées. La 
germination des zoospores est favorisée par la libération d’exsudats racinaires de la plante hôte 
(Shang et al., 2000). Les zoospores libérées, viables pendant 5 jours, peuvent se déplacer dans 
l’eau libre du sol via leurs flagelles pour atteindre les racines de l’hôte par chimiotactisme et 
s’enkyster à leur contact après avoir perdu leurs flagelles (Deacon & Saxena, 1998). La 
germination des zoospores conduit à la formation d’un tube germinatif. Les hyphes issus du 
tube germinatif progressent dans les espaces inter- et intra- cellulaires de la racine. Dès le 
quatrième jour de l’infection, les hyphes se différencient en oogones (organe femelle) et en 
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anthéridies (organe mâle). La reproduction sexuée peut alors avoir lieu avec pénétration des 
anthéridies dans les oogones grâce à un tube de fertilisation pour former des oospores diploïdes. 
De nombreux oospores se retrouvent dans les tissus racinaires et serviront d’inoculum primaire 
pour l’infection suivante (Figure 13). 

 

 

 

 

Figure 12 : Symptômes de pourriture racinaire sur plantes. A : Champ de pois infesté par 
Aphanomyces euteiches avec des symptômes de jaunissement. B : Symptômes de pourriture 
racinaire sur plantule de pois (Sources : INRAE) 

 

 

 

 

Figure 13 : Cycle infectieux d’Aphanomyces euteiches, d’après Hughes & Grau (2007) 
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3.4.3 Epidémiologie 

 

Le développement d’A. euteiches est conditionné par plusieurs facteurs majoritairement 
pédoclimatiques. Ainsi, une pluviométrie importante et des températures supérieures à 15°C 
favorisent l’expression de la maladie et expliquent entre autre la nuisibilité plus importante de 
la maladie sur pois de printemps (Moussart et al., 2016). Les basses températures, de l’ordre de 
5°C, empêchent la maladie de s’exprimer. La charge fongique du sol est un facteur majeur qui 
va également conditionner l’infection et le développement de la maladie. Pour évaluer le taux 
de contamination d’une parcelle, une mesure du potentiel infectieux (PI) du sol a été mise au 
point par Malvick et al. (1994). Ces auteurs ont référé la mesure du PI à celle d’un index de 
l’activité potentielle de la maladie qui prend en compte le niveau d’infection et la densité des 
propagules ainsi que les facteurs du sol favorisant ou inhibant l’infection des racines. Une forte 
corrélation entre la sévérité de la maladie et le niveau de potentiel infectieux de la parcelle a 
ainsi pu être établi (Moussart et al., 2009). Les conditions édaphiques (structure et réceptivité 
du sol) jouent également un rôle important dans le niveau de potentiel infectieux des parcelles. 
Les sols lourds, peu drainants et compacts sont favorables au stress hydrique et ainsi au 
développement d’A. euteiches. En outre, le tassement est un facteur aggravant par une 
augmentation de l’humidité volumique du sol, favorable à la formation de sporanges et au 
déplacement des zoospores vers les racines (Allmaras et al., 2003). De plus, une faible aération 
du sol peut également amplifier le chimiotactisme suite à la libération d’éthanol par les racines 
asphyxiées (Allen & Newhook, 1973). Le pH du sol jouerait également un rôle important dans 
le développement de la maladie. D’après Papavizas & Ayers (1974), A. euteiches peut se 
développer lorsque le pH est compris entre 4 et 8 avec un optimal se situant entre 5 et 6.5. Les 
sols très calcaires ont, quant à eux, été montrés comme étant peu réceptifs à la maladie en 
inhibant la production des zoospores contrairement aux sols limoneux et/ou argileux (Persson 
& Olsson, 2000; Heyman et al., 2007). En France, des sols non réceptifs avec un pH supérieur 
à 8 ont été identifiés en Champagne dans les sols de craie (Wicker & Rouxel, 1998). Bien que 
l’ensemble de ces facteurs pédoclimatiques et édaphiques impactent le développement de la 
maladie, la première cause d’augmentation des épidémies de pourriture racinaire par A. 

euteiches reste la fréquence de retour du pois. Oyarzum et al. (1993) ont ainsi observé une 
corrélation entre la sévérité de la maladie et la fréquence des cultures de pois et d’autres 
légumineuses sur une période de 18 ans. Selon les auteurs, le temps nécessaire pour diminuer 
le niveau d’infestation d’une parcelle fortement infestée jusqu’à un niveau acceptable varie de 
5-6 ans à 15 ans (Olofsson, 1967; Temp & Hagedorn, 1967).  

La dissémination d’A. euteiches dans le sol se fait à courte distance par contact direct 
entre racines, par la mobilité des zoospores dont la distance parcourue excède rarement 15 cm 
(Pfender & Hagedorn, 1983; Willocquet et al., 2007) et par ruissellement, les sols sableux étant 
plus favorables à la dispersion des zoospores que les sols argileux (McDonald, 1997). L’activité 
anthropique est souvent à l’origine de la dissémination sur de plus longues distances via les 
machines agricoles. Aucun cas de dissémination par les semences n’a été identifié.  

Des études sur la distribution spatiale de l’agent pathogène dans le sol ont mis en avant 
une distribution horizontale non homogène expliquant ainsi sa présence sous forme de foyers 
infectieux (Moussart et al., 2008b; Gibert et al., 2021).  Les travaux menés sur la distribution 
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verticale ont montré une distribution maximale du pathogène entre 10 et 30 cm de profondeur 
correspondant à la zone de colonisation racinaire et de conservation de l’inoculum. Le potentiel 
infectieux est quant à lui faible dans l’horizon i) 0-10 cm en raison de l’assèchement du sol et 
de l’irradiation de l’inoculum aux UV et ii) 50-60 cm dû à la faible colonisation racinaire et un 
taux d’oxygène faible (Moussart et al., 2008b) 

 

3.4.4 Structuration et évolution des populations d’A. euteiches 

 

a) Une structuration selon le pouvoir pathogène 

 

A. euteiches a un spectre d’hôtes très large car en conditions contrôlées il est capable 
d’infecter plusieurs familles botaniques incluant spécialement les légumineuses, mais aussi 
certaines espèces de graminées, brassicacées et solanacées (Papavizas & Ayers, 1974). Dans le 
cas des légumineuses, A. euteiches est capable d’infecter d’autres espèces que le pois (Pisum 

sativum) (Papavizas & Ayers, 1974), telles que la luzerne (Medicago sativa) (Delwiche et al., 
1987), la féverole (Vicia faba) (Lamari & Bernier, 1985), le haricot (Phaseolus vulgaris) 
(Pfender & Hagedorn, 1983), la vesce commune (Vicia sativa) (Tsvetkova & Kotova, 1985), le 
trèfle (Trifolium pratense) (Tofte & Smith, 1992); Trifolium subterraneum (Burnett et al., 1994) 
et la lentille (Lens culinaris) (Lamari & Bernier, 1985). Une spécificité d’hôte des souches d’A. 

euteiches a toutefois été décrite dans plusieurs études. Ainsi une forme spéciale sur haricot, A. 

euteiches f.sp. phaseoli, a été mise en évidence par Pfender & Hagedorn en 1983. Des souches 
isolées sur vesce et luzerne ont également montré un spectre d’hôtes étroit (Malvick et al., 1998; 
Levenfors et al., 2003).  

En France, plusieurs travaux ont montré que les souches françaises isolées sur pois 
avaient un large spectre d’hôtes. Wicker et al. (2001) ont ainsi identifié 4 phénotypes de 
virulence parmi 91 souches françaises isolées sur pois et caractérisées pour leur niveau 
d’agressivité sur 5 espèces de légumineuses (pois, vesce, luzerne, féverole, haricot). Une étude 
réalisée en conditions contrôlées avec une souche française isolée sur pois (Moussart et al., 
2008a) a identifié une faible variabilité de réponse à l’infection parmi divers génotypes de (i) 
lentille, luzerne et haricot qui ont montré une sensibilité à la maladie et (ii) pois chiche et lupin 
qui se sont montrés, respectivement, résistants et sans symptômes. En outre, une forte variabilité 
de réponse intra-spécifique a été mise en évidence au sein de génotypes de vesce commune, 
féverole et trèfle qui ont montré différents niveaux de sensibilité et de résistance à la maladie. 
Sur le pois, deux pathotypes d’A. euteiches ont été identifiés dans une étude comparant des 
souches d’A.euteiches d’origines française et américaine, sur la base de leur pouvoir pathogène 
sur une gamme différentielle de six génotypes (Wicker et al., 2003). Le pathotype I incluant la 
totalité des souches françaises testées (9 souches), a présenté des différences d’agressivité vis-
à-vis des génotypes de pois de la gamme différentielle testée. Récemment, ce pathotype a été 
montré comme majoritaire dans les populations canadiennes d’A. euteiches (Sivachandra 
Kumar et al., 2021). Le pathotype III, identifié parmi les souches isolées dans certaines régions 
des Etats-Unis, a été caractérisé par une moindre agressivité des souches sur l’un des génotypes 
de la gamme différentielle, le génotype MN313 (Figure 14) (Wicker & Rouxel, 2001). Une 
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souche de référence a été choisie pour chaque pathotype, à savoir RB84 et Ae109, 
respectivement, pour le pathotype I et III. Ces deux souches de référence ont été utilisées par la 
suite dans de nombreux travaux en pathologie, génétique et sélection (Moussart et al., 2008a; 
Lavaud et al., 2015). Une différenciation de races a également été observée pour d’autres espèce 
hôtes. Ainsi, sur la luzerne, deux races ont été identifiées au sein de plusieurs souches isolées 
dans différentes régions des Etats-Unis et caractérisées pour leur pouvoir pathogène sur trois 
populations de luzerne (Malvick & Grau, 2001) (Figure 15). 

 

 

Figure 14 :  Principaux pathotypes d’Aphanomyces euteiches mis en évidence par la mesure de 
l’indice de nécrose racinaire sur une gamme différentielle de six génotypes de pois, d’après 
Wicker & Rouxel (2001). Cette gamme est constituée de deux génotypes sensibles (Baccara et 
Capella) et trois génotypes partiellement résistants (552, 90-2131, PI180693). Les pathotypes 
sont définis grâce au génotype MN313, sensible aux souches du pathotype I et résistant aux 
souches du pathotype III. 

 

Figure 15 :  Deux races américaines d’Aphanomyces euteiches mises en évidence par la mesure 
de l’indice de nécrose racinaire sur une gamme différentielle de trois génotypes de luzerne, 
d’après Malvick & Grau (2001). Les génotypes Saranac et Waph-5 sont, respectivement, 
sensible et partiellement résistant. Les races sont définies grâce au génotype Waph-1, 
partiellement résistant pour la race 1et sensible pour la race 2. 
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b)  Une structuration génétique peu marquée mais encore méconnue 

 

A ce jour, très peu d’études se sont intéressées à la diversité et structure génétique des 
populations d’A. euteiches et l’état de l’art sur le sujet est assez fragmentaire. Aux Etats Unis, 
quelques travaux ont été menées pour caractériser cette diversité à l’aide de marqueurs 
dominants, RAPD et AFLP (Malvick et al., 1998, 2009; Malvick & Percich, 1998; Grünwald 
& Hoheisel, 2006). Ces études ont mis en évidence une diversité génétique prononcée à 
l’échelle régionale et/ou parcellaire (Malvick et al., 1998; Grünwald & Hoheisel, 2006). Les 
travaux de Malvick et al., 1998 ont plus particulièrement montré que cette diversité génétique 
était corrélée à l’hôte d’origine et au pathotype. Ainsi, trois clusters ont été identifiés 
correspondant aux pathotypes « haricot », « luzerne » et « luzerne/trèfle ». En outre, une étude 
des souches isolées de luzerne a montré une forte variabilité génétique ainsi que l’absence de 
différenciation génétique à l’échelle régionale (Malvick et al., 2009). Les études menées sur 
pois ont révélé le même niveau de diversité génétique (Malvick & Percich, 1998) mais aucune 
structuration génétique des populations n’a pu être identifiée à l’échelle parcellaire (Grünwald 
& Hoheisel, 2006). 

En France les premiers travaux sur l’étude de la diversité génétique des souches 
d’A.euteiches ont été menés par Wicker (2001) à l’aide de marqueurs AFLP, qui ont montré 
également une forte diversité génétique distribuée dans les parcelles mais sans structuration 
selon l’origine géographique ou la spécificité d’hôte. Une étude plus récente réalisée à partir de 
marqueurs SRAP sur une collection de souches françaises et américaines a mis en évidence une 
structuration selon le pays d’origine, mais une absence de structuration à l’échelle nationale (Le 
May et al., 2018).  

L’ensemble des travaux menés sur A. euteiches a donc mis en relief une absence de structuration 
génétique des populations quelque soit l’origine des souches. Le niveau élevé de diversité 
génétique observé resterait à confirmer, au regard des connaissances de la biologie de l’agent 
pathogène. En effet, A. euteiches est supposé être un organisme à faible potentiel évolutif en 
raison de sa reproduction de type clonale, et de l’absence de dispersion à grande échelle limitant 
les flux de gènes et le brassage génétique. De plus, le large spectre d’hôtes d’A. euteiches et sa 
capacité à se multiplier en présence des plantes hôtes sensibles tendent à favoriser 
l’augmentation de la taille des populations limitant ainsi les phénomènes de dérive génétique.  

Actuellement aucune corrélation n’a pu être établie entre la diversité génétique et la diversité 
phénotypique malgré la variabilité phénotypique observée au sein des populations d’A. 

euteiches (Malvick & Percich, 1998; Wicker, 2001). Ces résultats peuvent s’expliquer par le 
choix des marqueurs neutres utilisés, ces derniers ne ciblant pas la zone génétique en lien avec 
les différences de pathogénicité. Grâce au développement de la génomique, de nouveaux outils 
seront disponibles pour mieux caractériser les populations d’A. euteiches. 
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3.4.5 Génomique d’A. euteiches 
 

De nombreux travaux de séquençage du génome d’A. euteiches ont été menés afin 
d’identifier des effecteurs de pathogénicité. Deux banques de cDNA d’une souche de référence 
(ATCC201684) appartenant au pathotype I ont été créées. Au total, l’ensemble de ces banques 
a contenu 18 684 EST assemblées dans 7 977 unigènes (Gaulin et al., 2007, 2008) et 
répertoriées dans la base de données « Aphano DB »3 (Madoui et al., 2007). La caractérisation 
des ESTs d’A. euteiches a mis en lumière la présence d’un certain nombre d’effecteurs CRNs 
et l’absence des effecteurs RxLR impliqués dans la reconnaissance hôte-pathogène et 
l’induction des réponses de défense de la plante (ETI). De récents travaux de génomique 
couplés à la transcriptomique ont mis en exergue la présence d’effecteurs putatifs SSPs 
spécifique au genre Aphanomyces jouant un rôle clé dans l’interaction hôte-pathogène (Gaulin 
et al., 2018). Le premier génome séquencé d’A. euteiches (souche ATCC201684, Version 1) a 
été publié en 2018. Une version 2 a été publiée récemment (Kiselev et al, 2022). Sa taille a été 
estimée à 72 Mb, incluant près de 25% de séquences répétées. Son nombre de gènes codant des 
protéines a été estimé à 23,027, avec 320 gènes en moyenne par Mb. Ce génome de référence 
a été la base de travaux de re-séquençage de souches de référence pour les principaux 
pathotypes d’A. euteiches identifiés sur pois et luzerne (Kiselev et al., 2022), dont les résultats 
constituent des ressources précieuses pour l’étude des populations d’A. euteiches.  

 

3.5   Méthodes de lutte contre A. euteiches chez le pois 
 

A ce jour, bien qu’une récente étude ait mis en évidence l’effet de la fertilité et de 
l’utilisation d’herbicide pour réprimer la maladie de la pourriture racinaire (Asare et al., 2022), 
les méthodes disponibles pour lutter contre A. euteiches reposent essentiellement sur des 
mesures prophylactiques et des mesures liées aux pratiques culturales. En effet, les fongicides 
proposés ne sont pas efficaces, et aucune variété avec un niveau élevé de résistance à la maladie 
n’est actuellement commercialisée.  

 

3.5.1 Luttes prophylactiques, culturales et biologiques 

 

La gestion du risque Aphanomyces repose sur le test prédictif de potentiel infectieux 
(PI) de la parcelle permettant à l’agriculteur d’évaluer le niveau de contamination de la parcelle 
et de l’orienter dans le choix de l’implantation à mettre en place en vue de sécuriser les 
rendements. La valeur de PI correspond à une note sur une échelle de symptômes allant de 0 à 
5, observée sur les racines et l’épicotyle d’une variété de pois sensible cultivée en conditions 
contrôlées sur le sol agricole échantillonné (Figure 16). Pour un PI<1, la culture du pois est 
possible. Pour un PI compris entre 1 et 2.5, seule la culture du pois d’hiver, échappant 

                                                             
3 http://www.polebio.lrsv.ups-tlse.fr/aphanoDB/ 

http://www.polebio.lrsv.ups-tlse.fr/aphanoDB/
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partiellement à la maladie, est autorisée, alors que pour une PI >2.5 aucune culture de pois n’est 
possible (Crosson & Moussart, 2011; Moussart et al., 2017, 2018). Malheureusement, ce test 
n’est pas systématiquement utilisé par les agriculteurs en raison du coût élevé de la prestation. 
Un nouvel outil EvA4 (Evaluation du risque Aphanomyces) développé par Terres Inovia est 
désormais disponible et permet de classer la parcelle dans un niveau de risque, afin de guider 
l’agriculteur dans des choix culturaux lui permettant de préserver le rendement en pois et l’état 
sanitaire de la parcelle. Cet outil prend en compte plusieurs critères tels que l’itinéraire 
technique, l’historique cultural de la parcelle, le type de sol et la charge en pois. D’autres 
méthodes s’appuyant sur des outils moléculaires permettent également de mesurer le niveau de 
contamination de la parcelle. Ainsi Gangneux et al., 2014 et Sauvage et al., 2007 ont développé 
une approche moléculaire de PCR en temps réel permettant de quantifier l’agent pathogène à 
partir d’échantillons de sol. Plus récemment, une méthode basée sur la PCR digitale en 
gouttelettes (ddPCR) a été développée afin de détecter l’agent pathogène dans des échantillons 
de sols faiblement infestés (Gibert et al., 2021). 

Les rotations culturales avec d’autres légumineuses que le pois, non hôtes ou 
résistantes vis-à-vis d’A. euteiches, peuvent préserver l’état sanitaire des sols. Plusieurs espèces 
de légumineuses sont non-hôtes d’A. euteiches (lupin, fenugrec, lotier) ou présentent un niveau 
élevé de résistance à A. euteiches (pois chiche, féverole, soja, sainfoin) (sources Arvalis 
&Terres Inovia, 2017). La féverole est préconisée comme culture de remplacement au pois en 
culture principale (printemps ou hiver) ou en alternance, afin d’allonger la fréquence de retour 
du pois et limiter le risque Aphanomyces. Dans tous les cas, il est indispensable de maintenir 
un délai d’au moins 6 ans entre deux cultures de pois. D’autres cultures ont un effet répressif 
sur l’agent pathogène et, combinées à des cultures de pois, permettraient de limiter le 
développement de l’agent pathogène dans le sol. Ainsi  l’incorporation de résidus de culture de 
Brassicacées dans les rotations culturales limiterait le développement de la maladie par la 
libération de glucosinolates (Rumberger & Marschner, 2003). D’autres résidus de culture de la 
famille des Poaceae, tels que l’avoine,  auraient un effet sur la lyse des zoospores d’A. euteiches 
grâce à la libération de saponines (Fritz et al., 1995).  

Le décalage de la date de semis permettrait également de diminuer l’impact de la 
maladie par un échappement partiel lié à l’âge plus avancé des tissus racinaires (résistance 
ontogénique) lorsque les conditions deviennent favorables à la maladie au printemps. Ainsi, des 
travaux conduits par Terres Inovia ont montré que la maladie présente une moindre nuisibilité 
sur le pois semé en hiver (Moussart et al., 2016, 2018). 

Le travail du sol, favorise le drainage et permet de limiter le développement de la 
maladie dans le sol. En effet, Allmaras et al., 2003 ont mis en évidence une corrélation positive 
entre la gravité de la pourriture racinaire et la structure du sol, l’humidité et l’aération.   

La lutte biologique grâce à l’utilisation de microorganismes comme agent de 
biocontrôle est reconnue comme étant une méthode alternative à l’utilisation de produits 

                                                             
4 Outil : Evaluation du risque aphanomyces - Terres Inovia 

 

 

https://www.terresinovia.fr/-/risque-aphanomyces?gclid=EAIaIQobChMI84LC2rPW9AIVIYxoCR1e6AlIEAAYASAAEgIp2PD_BwE
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chimiques pour lutter contre plusieurs maladies. Parmi les souches bactériennes et fongiques 
utilisées comme agent de biocontrôle, on retrouve largement les genres Pseudomonas (Weller, 
2007), Streptomyces (Vurukonda et al., 2018) et Bacillus (Albayrak, 2019) ainsi que le genre 
Trichoderma (Sood et al., 2020). Des travaux ont mis en avant l’efficacité de différentes 
espèces bactériennes vis-à-vis d’A. euteiches telles que Burkholderia cepacia (Heungens & 
Parke, 2000), Pseudomonas cepacaia ou P. fluorescens (Parke et al., 1991). Des champignons 
mycorhiziens comme Glomus fasciculatum (Rosendahl, 1985), ainsi que Trichoderma 

harzianum (Bazghaleh et al., 2020), auraient également un effet protecteur. Plus récemment, 
des études menées sur un panel de souches bactériennes du sol ont permis d’identifier plusieurs 
genres (Rhizobium, Lysobacter, Bacillus, Pseudomonas, Paenibacillus, Streptomyces, Pantoea, 

Serratia, Stenotrophomonas, Brevibacillus, Arthrobacter, Achromobacter, Flavobacterium, 

Microbacterium, Pedobacterium, Variovorax) ayant un intérêt dans le biocontrôle contre la 
pourriture racinaire du pois  (Godebo, et al., 2020). L’ensemble de ces études bien que 
prometteuses, reste encore à l’état exploratoire et devra être validé par tests in situ. 

 

 

Figure 16 : Echelle de notation des symptômes racinaires sur plantules de pois d’après Wicker 
(2001). 

 

3.5.2 Lutte génétique 

 

La lutte génétique semble être la voie la plus prometteuse, couplée aux autres méthodes 
de lutte, malgré l’absence de variétés résistantes à ce jour. En effet, la sélection pour la 
résistance à A. euteiches est restée difficile du fait du niveau partiel de résistance et de son 
déterminisme génétique complexe. Depuis 2000, INRAE a développé des programmes 
permettant de mieux comprendre la génétique de la résistance à A. euteiches chez le pois et 
développer des outils d’aide à la création variétale.  
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Entre 2002 et 2008, un large programme de criblage de sources de résistance a tout 
d’abord été mené sur environ 1900 accessions de Pisum, en conditions contrôlées puis au champ 
sur un réseau multi-local et international de parcelles naturellement infestées. Ce programme a 
résulté en la sélection de 20 lignées, dont les meilleures ont présenté un niveau de résistance 
partielle similaire à celui de témoins américains de résistance (90-2131, PI180693 et 552) 
utilisés en France dans les programmes de génétique et sélection (INRAE, Groupement des 
Sélectionneurs de Pois Protéagineux (GSP)). Par ailleurs, trois principales core-collections de 
Pisum sativum (INRAE, FR; JIC, UK; USDA, US) ont été évaluées pour la résistance à la 
souche RB84 d’A. euteiches. Dans ces collections, moins de 5% des lignées testées ont montré 
un niveau de résistance partielle similaire à celui des témoins. L’ensemble des résultats obtenus 
a permis d’identifier un faible nombre de sources de résistance à A. euteiches dans la variabilité 
naturelle étudiée au sein du genre Pisum (Pilet-Nayel et al., 2007). La recherche de sources de 
résistance n’a pas été effectuée au sein d’espèces de genres voisin à Pisum (ex.: Lathyrus), du 
fait de leur incompatibilité de croisement avec le pois. 

Parallèlement, de 2000 à 2009, un programme d’analyse génétique de la résistance à 
A. euteiches a été mené en étroite collaboration avec l’USDA, par analyse de liaison (LA, 
linkage analysis) à partir de quatre populations de lignées recombinantes (RILs, Recombinant 
Inbred Lines) issues de croisements biparentaux entre quatre sources de résistance partielle 
identifiées aux Etats-Unis (90-2079, 90-2131, PI180693, 552) et trois variétés sensibles (Puget, 
DSP et Baccara). A partir de l’ensemble des données de génotypage et de phénotypage 
recueillies sur les quatre populations (29 environnements au champ en France et aux USA, 12 
essais en conditions contrôlées, cartes de marqueurs SSRs-RAPDs), un total de 27 méta-QTL 
de résistance a été identifié (Hamon et al., 2013). Les méta-QTL ont couvert sept régions 
génomiques principales associées à la résistance, chacune ayant été détectée de manière très 
consistante dans deux à quatre populations à partir d’au moins 12 variables initiales (Figure 12) 
(Pilet-Nayel et al., 2002, 2005; Hamon et al., 2011, 2013; McGee et al., 2012). Parmi les sept 
régions génomiques principales, les QTL Ae-Ps7.6 et Ae-Ps4.5 ont été détectés avec des effets 
majeurs (R²>60-89%), respectivement, vis-à-vis des pathotypes I et III d’A. euteiches.  

Depuis 2008, une approche de génétique d’association génome entier (GWAS, 
Genome Wide Association Study) a été réalisée sur une collection « Aphanomyces » de 175 
lignées enrichie en sources de résistance. Cette collection est composée d’environ 2/3 de lignées 
issues d’un programme de création de géniteurs « Aphanomyces » du GSP exploitant les 
sources 90-2131, 552 et PI180693 (1995-2005) ainsi que d’1/3 de lignées issues des travaux 
INRAE de génétique et de variétés de pois sensibles. A partir des données de génotypage 
(13000 SNPs ; Tayeh et al., 2015) et de phénotypage (9 environnements au champ en France 
et aux USA, 2 souches en conditions contrôlées) obtenues sur la collection, 52 QTL associés à 
la résistance à A. euteiches ont été identifiés dans des intervalles réduits (Desgroux et al., 2016), 
confirmant six des sept principaux QTL détectés précédemment. L’analyse d’haplotypes aux 
QTL-GWAS les plus consistants a permis de révéler une accumulation d’haplotypes favorables 
dans les lignées du GSP présentant des niveaux de résistance accrus par rapport à ceux des 
témoins américains, spécialement dans la lignée AeD99OSW45-8-7. Plus récemment, une 
étude GWAS réalisée dans une collection élargie à la collection « Aphanomyces » a permis 
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d’identifier plusieurs QTL d’architecture racinaire constitutive de la plante ou en réponse à la 
maladie, co-localisant avec des QTL de résistance à A. euteiches (Desgroux et al., 2018). 

Depuis 2008, un programme de Back-cross Assisté par Marqueurs (BAM) pour la 
création de lignées quasi-isogéniques (NILs, Near Isogenic Lines) à un ou plusieurs des sept 
principaux QTL de résistance à A. euteiches identifiés a également été conduit à INRAE. Ce 
programme a permis la création de séries de NILs agronomiques (157 lignées BC5/6) porteuses 
d’allèles de résistance à A. euteiches à 0, 1, 2 à 3 QTL dans différents fonds génétiques (Figure 
17). La réalisation d’empreintes génétiques des NILs à l’aide de marqueurs SNP a permis 
d’estimer la taille des introgressions et de confirmer le niveau élévé de retour aux génomes des 
parents récurrents. L’évaluation des NILs en conditions contrôlées a confirmé l’effet des deux 
QTL majeurs (Ae-Ps4.5, Ae-Ps7.6) et celui de QTL mineurs (Ae-Ps5.1, Ae-Ps2.2), seuls ou en 
combinaison, et a mis en évidence des interactions QTL x fonds génétiques (Lavaud et al., 
2015). L’évaluation de NILs au sein de tests cinétiques en conditions contrôlées a permis de 
montrer le mode d’action de QTL individuels ou combinés sur le retard de l’apparition des 
symptômes et/ou sur la réduction de la colonisation de la plante par A. euteiches quantifiée par 
q-PCR (Lavaud et al., 2016). L’évaluation des NILs en pépinières infestées au champ sur le 
réseau multi-local INRAE-GSP (7 environnements) a permis de valider l’efficacité du QTL 
majeur Ae-Ps7.6, seul ou en combinaison avec plusieurs QTL à effets mineurs, ainsi que de 
combinaisons de QTL à effets mineurs (Lavaud et al., en prep). L’évaluation pour la croissance 
et le rendement d’une sélection de NILs présentant des niveaux accrus de résistance a été 
réalisée en conditions saines vs infestées, en parcelles au champ (réseau GSP) et en serre, afin 
d’estimer l’effet des meilleures combinaisons de QTL sur la réduction de la nuisibilité de la 
maladie. Le QTL majeur Ae-Ps7.6, seul en combinaison avec des QTL à effets mineurs, a 
montré un effet pour limiter la nuisibilité de la maladie. 

L’ensemble des outils et ressources, i.e. marqueurs moléculaires, géniteurs (sources, 
RILs, NILs), méthodologie de sélection, générés dans ces programmes ont été transférés aux 
sélectionneurs et une méthodologie simplifiée d’évaluation de la résistance, destinée 
notamment aux réseaux d’inscriptiona été élaborée. Les premières variétés tolérantes à la 
maladie, ayant intégrés des QTL de résistance, ont été inscrites récemment au catalogue français 
(Kagnotte 2019, Karacter 2020). Les outils développés devraient permettre de poursuivre les 
efforts de création de variétés partiellement résistantes à A. euteiches.  

La mise en place de stratégies de gestion durable des principaux QTL de résistance 
à A. euteiches, en cours d’intégration dans les schémas de sélection, constitue un enjeu majeur 
avec l’inscription des premières variétés tolérantes à A. euteiches. Dans un contexte où de 
nombreux contournements de résistances génétiques ont été observés chez les plantes, 
spécialement dans le cas de la résistance de la luzerne à la race 1 d’A. euteiches aux USA (Grau 
et al., 1991), préserver l’efficacité des QTL de résistance du pois à A. euteiches constitue un 
objectif incontournable pour maintenir le pois dans les assolements céréaliers. Afin d’anticiper 
cet objectif, il est primordial de développer des connaissances et méthodes sur (i) les capacités 
adaptatives des populations d’A. euteiches aux QTL de résistance et (ii) les stratégies possibles 
de gestion durable des QTL, incluant notamment le pyramidage de QTL.  
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Figure 17 : Schéma de rétrocroisement assisté par marqueur (Back-cross Assisté par 
Marqueurs, BAM) utilisé pour construire des NILs aux principaux QTL de résistance à A. 

euteiches d’après Lavaud et al. (2015).   
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Objectifs du travail de recherche 
 

Les travaux de cette thèse ont été réalisés entre 2012 et 2017 au sein de l’ex-équipe 
Résistance et Adaptation (RA) de l’UMR IGEPP. Les travaux de cette équipe visaient à 
produire des connaissances permettant d’optimiser le choix des constructions génétiques et leur 
déploiement pour limiter durablement le développement des populations de bioagresseurs. La 
thèse a été adossée au WP2 du projet Investissement d’Avenir PeaMUST5 (2012-2020; 14 
partenaires privés et publics), visant à identifier des combinaisons de locus et gènes candidats 
de résistance à différents stress du pois et de la féverole, dont A. euteiches, d’en analyser la 
conservation inter-espèces et de développer des outils et connaissances pour leur déploiement 
dans les rotations inter-espèces de légumineuses. La thèse a également été adossée au SP3.9 du 
projet H2020-FEADER-Région Bretagne PROGRAILIVE6 (2016-2021), visant à étudier 
l’effet de combinaisons de QTL et de rotations avec la féverole sur la durabilité de la résistance 
quantitative à A. euteiches chez le pois.  

Cette thèse a visé à contribuer à l’objectif global de développer des connaissances et des 
outils pour étudier la durabilité des QTL de résistance à A. euteiches chez le pois, en vue in fine 
de mettre en oeuvre des stratégies de gestion durable de ces QTL en les couplant à d’autres 
méthodes de lutte pour en préserver les effets. A ce jour, aucune information n’est disponible 
dans le monde sur (i) la durabilité des QTL de résistance à A. euteiches, récemment identifiés 
chez le pois et (ii) le potentiel adaptatif des populations d’A. euteiches vis-à-vis de ces QTL. 
On peut faire l’hypothèse que la diversification des cultures de légumineuses et le déploiement 
de variétés partiellement résistantes dans les prochaines années peuvent potentiellement 
constituer des facteurs d’évolution des populations d’A. euteiches, en exerçant une pression de 
sélection. Celle-ci a jusqu’à présent été très faible du fait de l’absence de variétés résistantes de 
pois disponibles pour les agriculteurs, et de la faible diversité de légumineuses exploitée dans 
les systèmes de production agricoles. 

Cet état des connaissances lacunaires m’a conduite à mettre en œuvre dans cette thèse 
des travaux visant à évaluer i) la diversité des populations françaises d’A. euteiches en 
anticipation de la mise sur le marché de variétés partiellement résistantes et ii) l’efficacité de 
QTL, seuls ou en combinaison, dans des lignées quasi-isogéniques vis-à-vis d’un panel de 
souches représentatives de cette diversité. Les hypothèses testées dans ces travaux de thèse sont 
(i) qu’il existe une relativement faible diversité génétique des populations françaises d’A. 
euteiches, qui ont été peu soumises à pression de sélection du fait de cultures peu diversifiées 
de légumineuses depuis 20 ans (prédominance de variétés de pois sensibles) mais (ii) qu’il 
existe une diversité d’agressivité des souches d’A. euteiches vis-à-vis des QTL de résistance ; 
cette diversité pourrait constituer une source d’évolution des populations d’A. euteiches et 
d’érosion potentielle des effets des QTL dans le temps, par sélection des populations les plus 
agressives au fur et à mesure des cultures de variétés tolérantes ou partiellement résistantes 
                                                             
5 https://www.peamust-project.fr/ 
6 https://www.vegepolys-valley.eu/projet-sos-protein/projet-prograilive/ 

 

https://www.peamust-project.fr/
https://www.vegepolys-valley.eu/projet-sos-protein/projet-prograilive/
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contenant ces QTL, mais le pyramidage de QTL de résistance serait efficace pour limiter la 
sélection de populations plus agressives. 

Afin de tester ces hypothèses, j’ai conduit dans la thèse une démarche de recherche en trois 
étapes, permettant de répondre à des questions de recherche correspondant aux trois chapitres 
à suivre du manuscrit : 

i) Les marqueurs co-dominants sont-ils adaptés pour caractériser le niveau de diversité 
génétique des populations françaises d’A. euteiches ? 

Chapitre 1 : Développement de marqueurs microsatellites pour étudier les populations 
d’A.euteiches 

Plusieurs marqueurs co-dominants de type microsatellite ont été développés à partir d’une 
collection d’isolats français et américains et la structure génétique a été investiguée. Cette étude 
a permis de valider la qualité des microstallites. Le niveau de diversité génétique avec ces 
nouveaux marqueurs s’est révélé plus faible que celui obtenu dans les précédentes études 
suggérant l’importance du nombre de locus révélés et d’éventuels biais dans les études 
précédentes liés à l’utilisation de marqueurs dominants chez un organisme diploide. 

ii) Quelle est la diversité et la structure génétique et phénotypique des populations d’A. 
euteiches actuelles dans les principaux bassins de production de pois en France ? 

Chapitre 2 : Etude de la diversité génétique et phénotypique des populations françaises 
d’A. euteiches, afin d’établir un état de référence de cette diversité à partir d’une collection 
de 205 isolats échantillonnés dans 17 parcelles infestées de 5 bassins de production de pois 
protéagineux. Le génotypage a été réalisé grâce à 20 marqueurs SSRs et 34 isolats ont été 
phénotypés pour leur pouvoir pathogène sur une gamme de 8 génotypes de 4 légumineuses. Les 
résultats obtenus ont mis en relief i) l’absence de structuration des populations et une faible 
diversité génétique ii) un pouvoir pathogène dépendant de l’hôte et du génotype iii) l’absence 
de corrélation entre le génotype et le phénotype observé.  

iii) Quel est le niveau d’agressivité des souches françaises vis-à-vis des QTLs de 
résistance ? 

Chapitre 3 : Etude de la diversité d’isolats français pour leur agressivité sur des NILs 
porteuses de QTL de résistance, i.e. étude du spectre d’efficacité des QTLs de résistance 
vis-à-vis de souches françaises  

Sur la base des résultats du second chapitre, un set de 43 isolats représentant la diversité des 
populations observée en France a été choisi. L’agressivité de ces isolats a été évaluée en 
conditions contrôlées sur une gamme de huit NILs et deux témoins de pois, présentant des 
niveaux différents de résistance partielle à la maladie et des combinaisons différentes de QTL 
de résistance. Les résultats ont montré une variabilité d’agressivité des isolats selon le génotype 
de pois et les QTL de résistance qu’il porte.  
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L’ensemble des résultats acquis permet de poser les bases de connaissances et de méthodologies 
pour l’étude de l’adaptation des populations d’A. euteiches aux QTL de résistance chez le pois 
et vis-à-vis de légumineuses hôtes utilisés dans les rotations. Ils apportent des éléments pour 
raisonner le choix de QTL à combiner en sélection et de stratégies de déploiement de QTL, 
pour préserver l’efficacité de la résistance à A. euteiches dans le temps. 
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Figure 18 : Organisation des travaux de thèse

Il existe une diversité des 
populations d’Aphanomyces 

euteiches en France, susceptible 
d’évoluer sous pression de sélection 
par les QTL de résistance partielle 
dans les futures variétés de pois, 
présentant un risque d’érosion de 

leurs effets  

Hypothèse de recherche 

Chapitre 1  
Développement et caractérisation 

de marqueurs co-dominants de 
type SSR pour étudier la diversité 

génétique des populations 
d’A.euteiches 

 

 

Chapitre 2 
Etude de la diversité génétique et 

phénotypique des souches 
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Chapitre 3  
Etude de la diversité des isolats 

français pour leur agressivité vis à 
vis des QTL de résistance chez le 
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Objectif global  

Mettre en oeuvre des stratégies de gestion durable de ces QTL en les couplant à d’autres 
méthodes de lutte pour préserver durablement leurs effets 
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Chapitre 1 : Développement de marqueurs 
microsatallites pour étudier les populations 
d’Aphanomyces euteiches 

1. Contexte 
 

Aphanomyces euteiches (A. euteiches) est un oomycète homothallique dont la reproduction 
sexuée a pour résultat la production d’oospores diploïdes. Dans l’introduction bibliographique, 
nous avons vu que de nombreux travaux d’étude de la diversité génétique des populations d’A. 

euteiches ont été réalisés en utilisant des marqueurs dominants malgré le caractère diploïde de 
l’agent pathogène. On peut s’interroger sur la pertinence des outils moléculaires déployés, les 
marqueurs dominants ayant un niveau de polymorphisme théoriquement moins élevé comparé 
aux marqueurs co-dominants qui peuvent révéler plusieurs allèles par locus. En outre, la faible 
résolution des marqueurs dominants ne permet pas de détecter les profils hétérozygotes. Dans 
la perspective d’étudier la structure génétique des populations françaises d’A. euteiches, l’usage 
de nouveaux marqueurs discriminants sur un panel de souches d’origines différentes nous a 
semblé intéressant à mettre en oeuvre.  

2. Approche 
 

En l’absence de génome d’A. euteiches séquencé au moment de l’étude en 2012, nous avons 
choisi de développer des marqueurs de type microsatellites qui étaient couramment utilisés et 
restent encore aujourd’hui de bons candidats pour évaluer la diversité génétique des populations 
d’agents pathogènes. En effet, ils sont considérés comme des marqueurs moléculaires 
hautement polymorphes utilisés pour identifier une séquence moléculaire donnée dans un pool 
d’ADN inconnu et les répétitions en tandem sont omniprésentes et largement utilisées dans les 
études de génétique des agents pathogènes. En outre, il s’agit de marqueurs neutres et 
codominants, multi-alléliques et reproductibles. La définition de marqueurs microsatellites a 
été réalisée grâce à la méthode de séquençage de nouvelle génération NGS (Next-Generation 
Sequencing), permettant de séquencer, à partir d’une banque de fragments d’ADN, des millions 
de molécules d’ADN par cycles successifs d’incorporation de nucléotides. Cette approche 
permet de générer des données massives de séquence. Ce travail a été réalisé à partir d’un panel 
de huit souches françaises et américaines d’A. euteiches. Les marqueurs microsatellites ont été 
testés sur une population de 94 isolats français et américains. Plusieurs analyses statistiques ont 
été menées pour évaluer le degré de polymorphisme de ces marqueurs.  
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3. Principaux résultats 
 

Les microsatellites ont confirmé leur intérêt pour évaluer la diversité génétique des 
populations d’A. euteiches. Le développement et le screening des microsatellites sur une 
collection de 94 isolats d’origines française et américaine a permis d’identifier 14 marqueurs 
SSR hautement polymorphes (2 à 4 allèles par marqueurs) sur un total de 48 marqueurs SSR. 
Ainsi les valeurs du PIC (Polymorphism Information Content), qui fournit une estimation du 
pouvoir discriminant d’un marqueur pour un locus donné en prenant en compte le nombre et la 
fréquence relative des allèles, étaient comprises entre 0.101 et 0.511. Le génotypage de 94 
isolats d’A. euteiches a montré une diversité génétique entre les populations américaines et 
françaises. Cette analyse a confirmé le pouvoir discriminant de ces marqueurs pour mettre en 
évidence la diversité génétique entre populations et au sein des populations françaises et 
américaines.    

4. Publication 
 

Ces résultats ont fait l’objet d’un article intitulé « Development and characterization of 
microsatellite markers for the oomyceta Aphanomyces euteiches » qui a été publié en 2016 dans 
le journal Fungal Gentics and Biology (DOI : 10.1016/j.fgb.2016.03.001) 
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a b s t r a c t

Aphanomyces euteiches Drechsler is a serious pathogen of leguminous crops that causes devastating root

rot of pea worldwide. Given that A. euteiches is a diploid organism, robust, codominant markers are

needed for population genetics studies. We have developed and screened a microsatellite-enriched

small-insert genomic library for identification of A. euteiches SSR containing sequences. Fourteen out of

the 48 primer pairs designed to amplify SSR, produced unambiguous polymorphic products in our test

population of 94 isolates. The number of alleles at each locus ranged from one to four. The identification

of new markers would enhance the ability to evaluate the genetic structure of A. euteiches populations,

and pathogen evolution.

� 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Aphanomyces euteiches Drechsler is an oomycete pathogen of

legumes, which causes a devastating root rot of pea (Pisum sativum

L.) worldwide (Kraft and Pfleger, 2001). Initially considered as a

pea root pathogen (Scott, 1961), A. euteiches was later reported to

attack other legume species such as common bean, broad bean,

faba bean, clover, and alfalfa (Pfender and Hagedorn, 1982;

Greenhalgh and Merriman, 1985; Lamari and Bernier, 1985;

Burnett et al., 1994; Tivoli et al., 2006; Moussart et al., 2008).

The only two efficient ways to control the disease are diverse crop

rotations with non-host or suppressive crops and breeding for

resistance. Both require knowledge of the genetic diversity and

structure of A. euteiches populations. Thus, several molecular mark-

ers were developed, mainly dominant markers such as random

amplified polymorphic DNA (RAPD) or amplified length polymor-

phism (AFLP). These techniques indicated the existence of different

genetic subpopulations in North America, which differ by host of

origin and host preference (Malvick et al., 1998; Grunwald and

Hoheisel, 2006). All pea-infecting populations showed significant

linkage disequilibrium between markers, supporting the

hypothesis that selfing plays a major role in shaping their genetic

structure (Grunwald and Hoheisel, 2006). The degree and spatial

distribution of genotypic diversity within A. euteiches populations

has also been studied in the USA, but reports have been contradic-

tory. Indeed, using RAPD markers, Malvick and Percich (1998)

found high genotypic diversity within fields, but no genotypic dif-

ferentiation between populations from different locations (Wis-

consin, Minnesota, Oregon). In a study of an alfalfa-infecting

population in central USA (Illinois) using AFLP markers, Malvick

et al. (2009) reported high levels of genotypic diversity at all scales

but no geographical structure. Using AFLP markers, Grunwald and

Hoheisel (2006) also found high genotypic diversity within field

samples in Oregon and Washington states, but observed even

higher genetic diversity at the regional scale and a significant

genotypic differentiation between fields.

These differences in genetic structure of A. euteiches popula-

tions, and the fact that population genetic studies were carried

out with dominant markers whereas A. euteiches is a diploid organ-

ism justify further investigation. The differ conclusions could be

partly due to differences in the type and resolutive power of the

genetic markers employed, and in particular to the ability to detect

heterozygotes; therefore, it is useful to explore new techniques to

target variability in A. euteiches populations. Microsatellite (SSR) is

a PCR-based molecular marker, which has many advantages, and

has proved to be invaluable in many fields of biology, from genome

mapping to forensics, and in population genetics (Dutech et al.,

http://dx.doi.org/10.1016/j.fgb.2016.03.001
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2007). SSR markers have been extensively used in genetic diversity

studies (Struss and Plieske, 1998; Tenzer et al., 1999) because of

their ubiquity, ease of scoring, co-dominance, reproducibility,

assumed neutrality and high level of polymorphism (Maroof

et al., 1994; Jarne and Lagoda, 1996). The work reported here

had two main aims: first, to develop and screen a microsatellite-

enriched small-insert genomic library for identification of A. eute-

iches SSR containing sequences, and second to identify the poly-

morphic SSR markers in a collection of 94 isolates.

2. Materials and methods

2.1. Microsatellite library development

Microsatellite markers were developed according to the proce-

dure of Malausa et al. (2011) using next-generation sequencing

and library enrichment. Eight isolates of A. euteiches from different

locations (two from France and two from the US) and pathotype

groups (pathotype I or pathotype III) were used to identify putative

microsatellites sequences. Genomic DNA was extracted by using

the CTAB method (Abdelnoor et al., 1995). Construction, emulsion

PCR and 454 GS-FLX titanium pyrosequencing of the

microsatellite-enriched DNA libraries were carried out by Geno-

screen (Lille, France). Enriched libraries were constructed using

eight microsatellite probes ((AG)10, (AC)10, (AAC)8, (AGG)8,

(ACG)8, (AAG)8, (ACAT)6, (ATCT)6).

2.2. DNA isolation and SSR amplification

A total of 94 different A. euteiches isolates, which included 66

French isolates (Fr1 to Fr66. All isolates belong to pathotype I) sam-

pled from six different locations, 24 American isolates (13 isolates

belong to pathotype I (Us01 to Us10, Us20, Us21, Us24), and 11 iso-

lates belongs to pathotype III (Us11 to Us19, Us22, Us23)) sampled

from three different locations, and four referent isolates (Rb84

(sampled from a pea field), Ae109, MF1 and NF1 (sampled from

alfalfa fields)) were used (Table 1). Total genomic DNA was

extracted from these 94 isolates using the CTAB method

(Abdelnoor et al., 1995). Each PCR reaction in simplex consisted

of 10 lL reaction volumes containing 20 ng template DNA, 2 lL

of 5� PCR buffer [20 mM Tris–HCl ph 8.8, 10 mM KCl, 10 mM

(Nh4)2SO4, 2 mM MgSO4, 0.1% Triton X-100], 0.2 mM each dNTP,

1 lM of each forward and reverse primer, 0.25 lL of 10 lM

fluorescent-labeled M13 primer (VIC; Applied biosystem), and 1

unit of Taq polymerase. Volumes were adjusted to 10 lL with ster-

ile distilled water and amplification reactions were conducted on a

S1000 Thermal Cycler (Bio-Rad). Cycling conditions included an

initial denaturation at 95 �C for 5 min, followed by 20 cycles of

denaturation at 95 �C for 60 s, annealing at 58 �C for 60 s and

extension at 72 �C for 90 s, followed by 20 cycles of denaturation

at 95 �C for 60 s, annealing at 53 �C for 60 s and extension at

72 �C for 90 s and a final extension at 72 �C for 10 min. PCR prod-

ucts were then diluted 1:40 in sterile water and 3 lL of this dilu-

tion was mixed with 0.05 lL of GeneScan 500 LIZ Size Standard

(Applied Biosystem) and 5 lL of formamide (Applied Biosystem).

Analyses of PCR products were conducted on an ABI Prism_

3130xl sequencer (Applied Biosystem). Allele size determinations

were achieved using the GeneMapper software v3.7 (Applied

Biosystem) by manual identification of the peaks and validation

of absence or non-valid chromatogram. Allele sizes were deter-

mined by the automatic calling and binning module of GeneMap-

per with manual examination of irregular results.

2.3. Statistical analysis an evaluation of polymorphism

The allelic diversity or polymorphism information content (PIC)

was measured for each selected polymorphic SSR as described by

Botstein et al. (1980). A. euteiches isolates were clustered on the

basis of their genetic relatedness using multivariate analyses. A

factorial correspondence analysis (FCA) was performed for the

overall data set using GENETIX 4.05.2 (Belkhir et al., 2004).

3. Results

3.1. SSR polymorphism

A total of 48 primer pairs were designed and tested. Fourteen

markers showed polymorphisms and therefore could be used as

SSR markers (Table 2). Thirty percent of the SSRs were polymor-

phic, and the number of alleles per locus was 2–4 (average 2.5).

The number of genotypes detected per locus ranged from 2 to 4

(average 2.9), and the percentage of heterozygous genotypes ran-

ged from 0% to 24.5%. The PIC value of each marker varied between

0.101 and 0.511 (average 0.389) (Table 2). According to the criteria

proposed by Botstein et al. (1980), only one (7.2%) of the SSR mark-

ers was highly informative (PIC > 0.5), 11 (78.6%) were reasonably

informative (0.25 < PIC < 0.5), and 14.3% slightly informative

(PIC < 0.25).

3.2. Diversity and cluster analysis

The genetic structure of the American and French A. euteiches

populations was investigated using the 14 polymorphic SSRs mark-

ers. Pea-infecting isolates were collected from four major pea crop-

ping areas in the US where pea and/or alfalfa were grown and from

seven fields (differing in crop rotation) from seven major pea crop-

ping areas in France. Based on the polymorphic SSR markers,

results indicated low genetic diversity among the different loca-

tions in France and the US, with only eight multilocus genotypes

observed within the 94 A. euteiches isolates tested (Fig. 1). The

greatest variation occurred within countries, with a total estimated

genetic diversity (FST) of 0.436 for A. euteiches between American

and French populations. Factorial correspondence analysis (FCA)

analyses showed that the genetic structure of A. euteiches popula-

tions was dependant on the country of origin but not on the patho-

type. The first axis explained 57% of the structure, whereas the

second axis explained only 13%. Based on pathotype groups, these

results suggest that A. euteiches pea populations in France are a

unique, unstructured population. However, among French popula-

tions, two different clusters were observed: one corresponding to

isolates sampled from fields where other legume species (vetch,

alfalfa, or faba bean) were cultivated during previous growing sea-

sons, and another corresponding to isolates sampled from fields

where pea was the only legume crop species.

Table 1

Aphanomyces euteiches isolates used in this study.

Code Effective Country Plant

Origin

Pathotype

Fr1 to Fr66 66 France Pea Pathotype I

Us1 to Us10, Us20, Us21,

Us24

13 US Pea Pathotype I

Us11 to Us19, Us22, Us23 11 US Pea Pathotype

III

Rb84 1 France Pea Pathotype I

Ae109 1 US Alfalfa Pathotype

III

NF1 1 US Alfalfa Pathotype

III

MF1 1 US Alfalfa Pathotype

III

2 L. Mieuzet et al. / Fungal Genetics and Biology 91 (2016) 1–5



4. Discussion

The development and screening of a microsatellite-enriched

small-insert genomic library identified fourteen highly polymor-

phic SSR markers from a total of 48 SSR sequences. These markers

produced unambiguous polymorphic products in our test popula-

tion of 94 isolates. The PIC value of each marker varied between

0.101 and 0.511, and 85.7% of the primers were reasonably infor-

mative (Botstein et al., 1980).

The number of polymorphic SSR observed (30%) is quite low,

but not surprising. By comparison, Akamatsu et al. (2007), by

generating and screening a plasmid library of A. euteiches genomic

DNA identified only eleven SSRs markers on the sixty-nine primers

pairs screened for allelic variation (10% if considering all the

markers tested). Moreover, their study showed that 50% of these

SSRs markers indicated two polymorphic bands whereas in our

study polymorphic SSRs indicated 2–5 different loci. A limited

number of polymorphic microsatellite loci isolated from genomic

libraries are reported for peculiar biological and genomic traits of

fungi (Dutech et al., 2007). First, plant pathogens, which are the

most extensively studied of fungal species, have demographic

and reproductive traits promoting low genetic diversity. Crop or

human pathogen have often experienced bottlenecks through

geographic introduction (Milgroom et al., 1992; Engelbrecht

et al., 2004; Rivas et al., 2004) or host shifts (Mackenzie et al.,

2001; Paraskevis et al., 2003; Tobler et al., 2003), which can dras-

tically reduce intraspecific genetic diversity. Furthermore, some

specific life history traits of fungal pathogens, such as frequent

asexual reproduction and recurrent bottlenecks in epidemic cycles,

associated with low winter survival and/or selective sweeps fol-

lowing new virulence attributes, are also likely to result in a low

level of genetic diversity (Goodwin et al., 1994; Høvmoller et al.,

2002; Guérin and Le Cam, 2004). Second, several papers have

examined the nature and abundance of microsatellites in pub-

lished partial or complete fungal genomes, and these have

appeared less abundant in these fungal genomes than in other

organisms (Lim et al., 2004; Dutech et al., 2007; Stewart et al.,

2011).
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Fig. 1. Factorial correspondence analysis (FCA) performed on 90 A. euteiches isolates from France (grey circle) and US (Black Square) populations, and four referent isolates

(white diamond). Each point represents one or several isolates. Three genetically distinct clusters were highlighted: the first groups together all individuals from most of the

different locations, the referent isolate Rb84 and four American isolates, the second groups together all individuals from two fields where other legume species than pea were

cultivated, and the third groups together individuals from the different American locations, and the three referent isolates Ae109, NC1, MF1 (isolates sampled on alfalfa).

Table 2

Details of locus, primer sequence, Tm, Motif, No. of alleles, allele size, % of heterozygotes, and PIC value of different SSR markers used to evaluate genetic diversity within

Aphanomyces euteiches isolates.

Locus Forward primer Reverse primer Tm (�C) Motif No. of alleles Allele size % heterozygotes PIC

Ae04 TATTGTCTTGCTGGATTGGAA ACGATCTCCTGAATGCCG 58 (ACG)5 2 90 5.3 0.101

Ae12 CATCTTTCGTCTTCGGATCG GCCTCTGACGTCCAAATTGA 58 (TCG)8 3 90 0.0 0.496

Ae13 CGATAGTCCTAGCGTCTTCCTT GATATCAAATGCATTCAACCG 58 (TCG)5 2 91 0.0 0.382

Ae17 TCTTGATGCCGTTCATGTTC CATTTTGCGCCGTTCTATTT 58 (TCG)5 2 127 5.3 0.444

Ae23 GCGAAGGCCAGGTACTAAAG TGAATTCAAGAATAATCGGAAAG 58 (AC)6 2 197 5.3 0.444

Ae26 TTTCAAGGCCAGGAGAAAGA TTCATCAACGGCAAACACAT 58 (AGA)5 2 229 25.7 0.382

Ae32 GACGTGTTTGAAACCAACGA ATTTGCTCCCAACAAACGAC 58 (TCG)5 2 113 0.0 0.173

Ae34 TGAAAATGATCCTCGAATCCA AAATCTTCCATCAACGCCAC 58 (GAC)6 2 121 5.3 0.444

Ae36 CCATGGATGCAGTCATCAAC CTTGCACCCATGCTCTACAA 58 (CCAG)5 3 164 24.5 0.375

Ae37 GTACTGGCACCTTCTCCTCG CGAAATAGGGGCTTTGTCTG 58 (CTC)6 4 138 5.3 0.511

Ae44 TCAACTCTGGGTAGGACATTCG TGATCTTGTAGAGATGTCGTATTTCG 58 (TC)7 4 140 0.0 0.406

Ae45 AACGGCAAACAACAGAACG AAGTGCCGAGGTAGACAACG 58 (GA)6 2 146 5.3 0.444

Ae54 GTAGCAAAGTGACCGTCGTG CGATGGTCTAGGTGCTAACG 58 (AG)8 3 145 17.0 0.474

Ae63 GCCGAAGCAGTTGAAGAAGT CCTCGGCTGTTTCAGCAT 58 (AAG)6 2 97 24.5 0.370
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The use of SSR markers in our study indicated that A. euteiches

populations seemed to be less diverse that was indicated in past

studies (Malvick et al., 1998, 2009; Grunwald and Hoheisel,

2006). Indeed, genetic diversity was low among locations in France

and among locations in the US, with only eight multilocus geno-

types observed within the 94 A. euteiches isolates tested. Factorial

correspondence analysis indicated that the genetic structure of A.

euteiches populations was dependant on the country of origin but

not on the pathotype (FST = 0.856). Within French populations,

two different clusters were observed, one corresponding to isolates

sampled from fields where other legume species (vetch, alfalfa, or

faba bean) were cultivated previously, and another corresponding

to isolates sampled from fields where pea crops were grown as the

only legume species. Thus, for the American A. euteiches popula-

tions and some French isolates, these results suggest that cultural

practices and more particularly the frequency of different legumes

species play an important role in the population structure. Indeed,

this homothallic pathogen is polyphagous and was also reported to

attack other legume species (common bean, broad bean, faba bean,

clover, and alfalfa) (Moussart et al., 2008). As sexual recombination

and gene flow remained low in population evolutionary processes,

there may be a possible role for these host plants in the population

structure.

To conclude, these SSR markers prove useful in characterizing

genetic variation within and among A. euteiches populations. These

markers will be helpful to the community to better understand

how this soil-borne disease could evolve in their population diver-

sity and how cultural practices could or not modify this diversity

(Hernández-Delgado et al., 2009). More particularly, information

gathered from population genetics studies may improve models

of disease epidemics and forecasting, enhance the evaluation of

risks to established plant cultivars, or assist in targeting control

measures. A. euteiches was reported to attack other legume species

(Levenfors and Fatehi, 2004; Moussart et al., 2008). However,

infection of several host plants is a prevalent process in agrosys-

tems, leading to change in epidemic process and pathogenicity

(Woolhouse et al., 2001). Adaptation event of A. euteiches to host

plant resistance has already been observed in alfalfa, as isolates

overcoming genetic resistance to race 1 of A. euteiches have been

identified (Grau et al., 1991). Consequently, the impact of alterna-

tive host on plant pathogen adaptation processes must be taken

into account for the durable management and of resistance culti-

vars. For instance, incorporating knowledge of a pathogen’s popu-

lation structure into breeding for disease resistance may provide

insight into the potential long-term and global effectiveness of

resistant breeding lines. The importance of sexual reproduction

for the maintenance of polymorphism or for the adaptive dynamic

of the species Links between wild and agricultural pathosystems

exist, but in many cases an insufficient knowledge regarding the

diversity and biology of the pathogens have led to wrong conclu-

sions (Duan et al., 2003). By using SSRs markers with highest allelic

diversity, we could well address questions of paternity or clonal

structure. We can determine if populations deviated from Hardy–

Weinberg equilibrium, if there is more or less heterozygote within

populations, and if there is outcrossing within populations

(McDonald and Linde, 2002; Montarry et al., 2010). Finally, as with

many soil borne pathogens A. euteiches has limited means of dis-

persal, thus gene flow is thought to be limited (McDonald and

Linde, 2002). The use of these SSRs markers will be helpful to study

the role of anthropic activities on dispersal processes and on A.

euteiches migration between neighboring fields.
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Chapitre 2 : Etude de la diversité génétique 
et phénotypique des populations 
d’Aphanomyces euteiches 
 

1. Contexte 
 

Aphanomyces euteiches est un agent pathogène tellurique possédant un large spectre 
d’hôtes notamment chez les légumineuses. Ce spectre d’hôtes inclut des espèces cultivées (pois, 
féverole, lentille, luzerne) et des espèces dites sauvages (vesce, gesse, lotier, etc..). Parmi les 
espèces cultivées, c’est la culture du pois qui est la plus déployée et utilisée dans les assolements 
(que ce soit en culture de rente ou en tête de succession). Cette culture est ainsi retrouvée dans 
plusieurs bassins de productions qui se situent principalement dans la partie nord du pays, 
autour de la région parisienne, en Normandie et dans le Nord. Comme nous l’avons vu dans la 
partie bibliographique, lorsque cette étude a été menée, peu de données sur le niveau de diversité 
génétique et phénotypique des populations françaises d’A. euteiches étaient disponibles. Un état 
des lieux de la diversité des populations d’A. euteiches en France, peu sujette à pressions de 
sélection sur les 20 dernières années (faibles surfaces cultivées en pois, pas de variétés 
résistantes), est apparu nécessaire à réaliser avant le déploiement des futures variétés 
partiellement résistantes. Il permettra de bénéficier de données à un point initial de la trajectoire 
évolutive que suivront les populations lorsqu’elles seront sujettes à pression de sélection et 
d’anticiper des stratégies de gestion durable des futures variétés partiellement résistantes. Cet 
état des lieux a été réalisé sur un panel plus large d’isolats français que précédemment étudié et 
un set plus important de génotypes de légumineuses. 

2. Approche 
 

Une collection de 205 isolats français d’A. euteiches a été constituée à partir 
d’échantillons de sols de parcelles naturellement infestées par la maladie, localisées dans les 
principaux bassins de production de pois en France. Sur la base des travaux du chapitre 1, vingt 
marqueurs microsatellites les plus polymorphes ont été sélectionnés. La diversité génétique et 
la structuration des populations d’A. euteiches ont ainsi été étudiées en s’appuyant sur plusieurs 
indicateurs et outils d’analyse de génétique des populations. La diversité de pouvoir pathogène 
d’un sous-échantillon d’isolats représentatif de la diversité génétique observée a été évaluée sur 
un set de génotypes de légumineuses élargi (pois, féverole, luzerne, et vesce). Des analyses 
statistiques ont été menées pour évaluer la variabilité du niveau de pathogénicité des isolats, et 
pour définir s’il existait des groupes de pathogénicité au sein de ce sous échantillon d’isolats. 
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3. Principaux résultats 
 

Les analyses génétiques ont révélé une faible structuration des populations d’A. 

euteiches, indépendante de l’origine géographique. En outre, les résultats ont suggéré que ce 
faible niveau de diversité génétique pouvait s’expliquer par des traits de vie intrinsèques à 
l’agent pathogène, i.e reproduction clonale et faible capacité de dissémination. Cependant, ces 
travaux ont également révélé un profil particulier pour les isolats issus de parcelles de la région 
Bourgogne. En effet, le fort niveau d’hétérozygotie observé au niveau des différents loci 
microsatellistes révélés sous-tend l’hypothèse des phénomènes d’outcrossing et du rôle des 
légumineuses hôtes dans l’augmentation de la variabilité des populations d’A. euteiches. Les 
résultats obtenus dans l’étude de la diversité de pouvoir pathogène corroborent les conclusions 
de précédentes études publiées, à savoir (i) la prépondérance d’isolats présentant un profil de 
virulence sur plusieurs espèces de légumineuses avec un niveau élevé d’agressivité sur les 
différentes espèces de légumineuses et (ii) le niveau élevé d’agressivité des isolats sur pois avec 
une faible diversité d’agressivité vis-à-vis de plusieurs génotypes, contrairement à d’autres 
légumineuses sur lesquels la diversité d’agressivité des isolats testés s’est montrée modérée.  

4. Publication 
 

Ces résultats font l’objet d’un article intitulé « Genetic and pathogenicity diversity of 
Aphanomyces euteiches populations from pea-growing regions in France » qui a été publié dans 
le journal Frontiers in Plant Science (DOI : 10.3389/fpls.2018.01673). 

 

 

 

 

 

 

https://doi.org/10.3389/fpls.2018.01673


ORIGINAL RESEARCH
published: 19 November 2018
doi: 10.3389/fpls.2018.01673

Frontiers in Plant Science | www.frontiersin.org 1 November 2018 | Volume 9 | Article 1673

Edited by:

Silvia Matesanz,

Universidad Rey Juan Carlos, Spain

Reviewed by:

Alfredo Garcia-Fernández,

Universidad Rey Juan Carlos, Spain

Yessica Rico,

Instituto de Ecología (INECOL),

Mexico

*Correspondence:

Christophe Le May

lemay@agrocampus-ouest.fr

†These authors have contributed

equally to this work

‡Marie-Laure Pilet-Nayel

orcid.org/0000-0002-4505-1907

Specialty section:

This article was submitted to

Evolutionary and Population Genetics,

a section of the journal

Frontiers in Plant Science

Received: 05 April 2018

Accepted: 26 October 2018

Published: 19 November 2018

Citation:

Quillévéré-Hamard A, Le Roy G,

Moussart A, Baranger A, Andrivon D,

Pilet-Nayel M-L and Le May C (2018)

Genetic and Pathogenicity Diversity of

Aphanomyces euteiches Populations

From Pea-Growing Regions in France.

Front. Plant Sci. 9:1673.

doi: 10.3389/fpls.2018.01673

Genetic and Pathogenicity Diversity
of Aphanomyces euteiches
Populations From Pea-Growing
Regions in France

Anne Quillévéré-Hamard 1,2, Gwenola Le Roy 1,2, Anne Moussart 1,2,3, Alain Baranger 1,2,

Didier Andrivon 1, Marie-Laure Pilet-Nayel 1,2†‡ and Christophe Le May 2,4*†

1 IGEPP, INRA, Agrocampus Ouest, Université de Rennes 1, Le Rheu, France, 2UMT PISOM INRA/Terres Inovia, Le Rheu,

France, 3 Terres Inovia, Thiverval Grignon, France, 4 IGEPP, Agrocampus Ouest, INRA, Université de Rennes 1, Université

Bretagne-Loire, Rennes, France

Aphanomyces euteiches is an oomycete pathogen with a broad host-range on legumes

that causes devastating root rot disease in many pea-growing countries and especially

in France. Genetic resistance is a promising way to manage the disease since consistent

QTL controlling partial resistance have been identified in near isogenic lines of pea.

However, there are still no resistant pea varieties cultivated in France. This study aimed to

evaluate the phenotypic and genetic diversity of A. euteiches populations from the major

pea-growing regions in France. A collection of 205 isolates, from soil samples collected in

infested pea fields located in five French regions, was established and genotyped using

20 SSR markers. Thirteen multilocus genotypes were found among the 205 isolates

which displayed a low genotypic richness (ranged from 0 to 0.333). Two main clusters

of isolates were identified using PCoA and STRUCTURE, including a predominant group

comprising 88% of isolates and another group representing 12% of isolates mainly from

the Bourgogne region. A subset of 34 isolates, representative of the fields sampled, was

phenotyped for aggressiveness on a set of resistant and susceptible varieties of four

legume hosts (pea, faba bean, vetch, alfalfa). Significant differences in disease severity

were found among isolates and three groups of aggressiveness comprising 16, 17, and

2 isolates, respectively, were identified using HCA analysis. A higher diversity in pathogen

aggressiveness was observed among isolates from Bourgogne, which included different

legumes in its crop history. Little relationship was observed between genetic clusters

and pathogenicity in the subset of 34 isolates, as expected using neutral markers.

This study provides useful knowledge on the current state of low to moderate diversity

among A. euteiches populations before resistant pea varieties are grown in France. New

insights and hypotheses about the major factors shaping the diversity and evolution of

A. euteiches are also discussed.

Keywords: Pisum sativum, legume crops, Aphanomyces root rot, genetic structure, host specificity
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INTRODUCTION

Aphanomyces euteiches Drechsler is an oomycete pathogen of
legumes, which causes the devastating root rot disease of pea
(Pisum sativum L.) worldwide (Kraft and Pfleger, 2001). In
Europe, A. euteiches was first observed in Norway in 1925
(Sundheim, 1972), and was reported a few years later in France
(Labrousse, 1933), where it has been considered to be highly
damaging in infested pea areas since 1993 (Didelot and Chaillet,
1995). The increased frequency of pea crops in French crop
rotations since 1978 is believed to have favored the development
of the disease in all pea-producing areas (Wicker and Rouxel,
2001). To date, the disease has been recorded in pea-growing
regions such as the Bassin-Parisien, Bretagne, Rhônes-Alpes,
Pyrénées, and Charente-Maritime (Wicker, 2001).

A. euteiches is a diploid, homothallic pathogen, i.e., having
the capacity to complete its sexual cycle in the absence of
any other individual (Lin and Heitman, 2007), that produces
both oospores (sexual reproduction) and zoospores (asexual
reproduction). Oospores can survive in the soil for more
than 10 years (Papavizas and Ayers, 1974), and can resist
unfavorable conditions (e.g., desiccation, freezing). A. euteiches
was also reported to infect other legume species including alfalfa
(Medicago sativa) (Delwiche et al., 1987), green bean (Phaseolus
vulgaris) (Pfender and Hagedorn, 1982), faba bean (Vicia faba)
(Lamari and Bernier, 1985) and common vetch (Vicia sativa)
(Tsvetkova and Kotova, 1985). Currently, the main methods
for managing the disease in France include avoidance of highly
infested fields, which are diagnosed using an inoculum potential
test, measuring disease severity on susceptible plants grown in
field soil samples within a bioassay (Moussart et al., 2009), and
crop rotations with non-host or resistant legume crops (Moussart
et al., 2013). There are still no cultivated resistant varieties in
France but consistent Quantitative Trait Loci (QTL) controlling
partial resistance have been identified, validated in pea (Lavaud
et al., 2015; Desgroux et al., 2016) and are being used in French
pea breeding programs for the development of future resistant
varieties. To support breeding for efficient resistance against
A. euteiches populations present in French pea-growing regions
more knowledge is required about the genetic diversity and the
adaptive capacities of A. euteiches populations. A description
of the state of A. euteiches population diversity before resistant
varieties are grown is necessary to provide reference information
for future comparisons with pathogenicity diversity after the
development of resistant varieties.

Previous studies have described the diversity of A. euteiches
populations worldwide. In the USA, results, obtained with
dominant markers, showed high genetic diversity at the
field and/or regional scales (Malvick et al., 1998; Grünwald
and Hoheisel, 2006). Different genetic subpopulations were
identified, which were distinguished based on the host of origin
or host preference. However, all pea-infecting populations of
A. euteiches showed significant linkage disequilibrium between
markers, which suggested that selfing had played an important
role in shaping the genetic structure of these populations
(Grünwald and Hoheisel, 2006). In France, a preliminary study
of the genetic diversity using AFLP markers found unstructured

populations among 56 pea A. euteiches isolates collected in
infested fields (unpublished data). Recently, Mieuzet et al. (2016)
and Le May et al. (2018) used SSR and Sequence Related
Amplified Polymorphisms (SRAP)markers, respectively, to show
the absence of genetic structure among French pea isolates
sampled from research disease nurseries. However, in the same
study, Le May also found significant genetic structure among
American isolates sampled from four American nurseries.

Prior studies also analyzed phenotypic diversity among pea-
infecting A. euteiches isolates based on their pathogenicity
on legume species and pea lines. In our study, the term
“pathogenicity” included two principal characteristics generally
evaluated in pathogens, including virulence and aggressiveness.
Virulence refers to the ability of the pathogen to cause
a susceptible response on a host plant (Parlevliet, 2002).
Aggressiveness refers to the quantitative variation measured on
susceptible hosts. In practice, aggressiveness can be measured
through a variety of quantitative traits, including infection
efficiency, latent period, spore production rate, infectious period
and lesion size, expressed during the host–pathogen interaction
(Sackett and Mundt, 2005). In the USA, Malvick and Percich
(1998) observed field-dependent variations in pathogenicity on
pea, alfalfa, and bean hosts among 114 isolates from pea fields
in Minnesota, Wisconsin and Oregon. In France, Wicker et al.
(2001) identified four types of pathogenicity among 91 French
isolates, according to their aggressiveness on five legume species.
Most of the isolates were pathogenic on at least three of the
five species. Wicker and Rouxel (2001) analyzed the pathogenic
variability of 88 French pea-infecting isolates compared to 21
foreign isolates on a differential set of six pea genotypes. All the
French isolates belonged to one major pathotype, i.e.,virulence
group (pathotype I) and a wide range of aggressiveness was
observed between these isolates. Another pathotype (pathotype
III), which showed lower aggressiveness toward the pea genotype
MN313, was identified among American isolates.

Thus, low genetic and pathogenicity diversity among pea-
infecting A. euteiches isolates was previously reported in France.
However, these findings were obtained from collections of small
to medium size isolates (<100 individuals) partially isolated
from nurseries, using mostly dominant markers that could not
reveal heterozygosity on the A. euteiches genome, and testing
the strain aggressiveness on a limited set of genotypes or
legume species. However, we can hypothesize that the diversity
of A. euteiches populations in France is wider than previously
described, because pea is not grown at the same frequency and
density in the different French regions and other host legume
crops can be grown as intercrops. In addition,A. euteiches isolates
analyzed in previous studies do not represent the diversity of
agronomic and pedo-climatic situations existing in the different
French regions grown in peas. Therefore, this study addressed
the following question: what is the genetic and pathogenicity
diversity of A. euteiches populations in pea-growing regions of
France? To answer this question, a large novel collection of pea-
infecting isolates from major French pea-growing regions was
established, as well as a set of differential genotypes of four
legume species used in crop rotations in France. The collection
was characterized using co-dominant and neutral SSR markers

Frontiers in Plant Science | www.frontiersin.org 2 November 2018 | Volume 9 | Article 1673



Quillévéré-Hamard et al. Study of A. euteiches Population Diversity

and genetic structure of the French pathogen populations was
analyzed. Pathogenicity diversity was evaluated on a subset of
isolates representing the genetic diversity within the populations.

MATERIALS AND METHODS

Creation of the Collection of A. euteiches
Isolates
A total of 205 A. euteiches isolates were obtained from soils
sampled between 2011 and 2013 in 17 infested fields, distributed
within eight departments corresponding to the main French pea-
growing regions (Table 1). These fields belong to a network of
plots for epidemic monitoring in the main production areas of
pea. The choice of fields was based on the positive results of
the inoculum potential tests (Moussart et al., 2009). Fifteen to
twenty soil sub-samples were collected in each field at a 20–
25 cm depth across the field, according to a spatial distribution
in “W” (Campbell and Madden, 1990). Soils were sampled at
regular intervals along the spatial pattern in “W.” The soil sub-
samples from each field were mixed and 3 liters of soil per field
were stored at 5◦C. The baiting method used to sample isolates
from each 3 liter-soil sample was adapted from Moussart et al.
(2001), using the soil indexing method developed by Sherwood
and Hagedorn (1958). Soils of each field were placed in pots (4
pots/field) and five plants of the pea cv. Lumina were sown in
each pot (20 plants/field). A total of 68 pots was used to harvest
the 205 A.euteiches isolates from the 17 infested fields. Four to
twenty-two isolates were isolated from necrotic roots observed
on 20 plants per soil, grown for 14 days, in a climatic chamber
under favorable conditions to the disease (photoperiod 8–16 h,
temperature 23–25◦C, saturating moisture). The heterogeneous
number of isolates per soil sample was due to variation in
the number of symptomatic plants and level of plant infection
between fields. No isolates were isolated from single-zoospore
progeny since low level of polymorphismwas previously reported
between single-zoospore progeny and parental strains (Grünwald
and Hoheisel, 2006).

DNA Extraction and SSR Genotyping
DNA was extracted from mycelium samples of the 205
A. euteiches isolates. Mycelial explants were grown for 6 days
at 25◦C on Corn Meal Agar medium (CMA). Seven to ten
agar discs (3mm diameter) per culture were then transferred to
peptone-glucose broth and grown for 6 days at 25◦C. Mycelial
mats were vacuum-filtered on Whatman paper, rinsed three
times with sterile water, and transferred to Eppendorf tubes.
The harvested mycelia were lyophilized and stored at −20◦C.
Twenty mg of mycelium were ground with a FastPrep R© grinder
and extracted with the Macherey-Nagel NucleoSpin R© Plant II
kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, France) according to
the manufacturer’s recommendations. The quality and quantity
of DNA were evaluated using spectrophotometry and adjusted
(Nanodrop ND-100; Nanodrop Technologies) to 10 ng/µL. The
extracted DNAs were then stored at−20◦C.

Twenty SSR primers, previously developed to amplify
A. euteiches DNA (Mieuzet et al., 2016), were used in this
study. The PCR reaction in simplex was carried out in 10 µL

containing 1X Green GoTaq R©Flexi Buffer, 2mMMgCl2, 0.2mM
each dNTP (Promega, France), 1µM each forward and reverse
primer and 0.25µM fluorescent-labeled M13 primer (FAM,
Applied Biosystem), 1U of GoTaq Flexi DNA polymerase (final
concentration) (Promega, France) and 20 ng template DNA.
Volumes were adjusted to 10 µL with sterile distilled water.
Amplifications were conducted on a S1000 Thermal Cycler (Bio-
Rad). The cycling conditions for PCR amplification were as
described in Mieuzet et al. (2016). The amplified products were
separated on 1.5% agarose (Lonza) gels, stained in 1X Tris-Borate
EDTA (TBE) buffer containing 1X Sybr R© Safe (Invitrogen) and
visualized under UV light. They were diluted 1:75 then 1:25
in sterile distilled water to decrease the signal intensity and to
perform a clear analysis of peaks on GeneMapper 3.7 (Applied
Biosystems) Twomicroliters of this dilution was then added to 10
µL HiDi formamide (Applied Biosystems) and 0.1 µl GeneScan
500 LIZ Size Standard (Applied Biosystems) then run on an
ABI 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems). The presence
of alleles and their sizes were assigned using GeneMapper 3.7
(Applied Biosystems). To check for the absence of genotyping
error, the reference isolate RB84 and water were used as positive
and negative control, respectively, in three replicates. Samples
displaying non-obvious peaks or specific molecular patterns were
duplicated.

Genetic Diversity Analysis
SSR data were used to define MultiLocus Genotypes (MLGs)
and checked for repeated MLGs. The number of repeated
MLGs was identified using GENCLONE 2.0 (Arnaud-Haond
and Belkhir, 2007). Genotypic evenness was evaluated using
the index R = (G-1)/(N-1), with G the number of distinct
multilocus genotypes and N the number of isolates (Grünwald
et al., 2003). The allelic richness (Ar) was estimated using
the rarefaction method implemented in POPULATIONS 1.2.32
software (Langella, 1999), which estimated the number of alleles
per locus for a reduced sample size. This analysis was carried
out based on the smallest population size (n = 4) in a first
estimation. In a second analysis small-size populations (n <

10) were rejected and an analysis was carried out only with the
smallest remaining population size (n = 12). Observed (Ho)
and expected (He) heterozygosity were computed using GenAlEx
6.5.2 (Peakall and Smouse, 2012). MICRO-CHECKER version
2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004) was used to estimate the
presence of null alleles at the SSR markers. Fis (Fis=1-Ho/He)
(Weir and Cockerham, 1984) was calculated using GENEPOP
(Raymond and Rousset, 1995) with and without markers that
displayed null alleles for each population. Clonality was assessed
with the index of association (IA) and rd statistic, a measure of the
multilocus linkage disequilibrium, calculated using Multilocus
software version 3.1b (Agapow and Burt, 2001). The index
of association between the scored alleles was estimated by
comparing the variance of the genetic distances among alleles
in the current dataset to the mean variance of 1,000 artificial
re-sampled datasets. The rd statistic is much less dependent
on the number of loci than the index of association (Agapow
and Burt, 2001). The IA and rd are expected to be zero if
populations are freely recombining and greater than zero if
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TABLE 1 | Origin of the 205 Aphanomyces euteiches isolates of the collection, collected in different French fields between 2011 and 2013.

Region French department (area code) Field (population code) N Latitude Longitude

Bretagne Finistère (29) Riec/Belon (RB) 6 47◦52′40.69′′N 3◦42′28.57′′O

Morbihan (56) Bignan (BI) 6 47◦52′51.30′′N 2◦44′21.70′′O

Bourgogne Côte d’Or (21) Bretenière SO (BRO) 8 – –

Bretenière S1 (BR1) 16 47◦14′17.68′′N 5◦05′39.37′′E

Bretenière S2 (BR2) 4 47◦14′18.96′′N 5◦05′42.15′′E

Bretenière S3 (BR3) 8 47◦14′34.44′′N 5◦05′44.90′′E

Center Eure-et-Loir (28) Houville La Branche SO (HBO) 12 48◦27′03.55′′N 1◦38′25.93′′E

Houville La Branche S1 (HB1) 22 48◦27′23.30′′N 1◦38′20.98′′E

Pierres (P) 20 48◦34′21.54′′N 1◦32′07.79′′E

Fresnay l’Evêque (F) 12 48◦14′45.00′′N 1◦48′32.00′′E

Loiret (45) Bleville (BL) 13 48◦19′47.80′′N 2◦22′96.20′′E

Nord-Pas-de-Calais Nord (59) Ennevelin SO (ENO) 21 50◦31′50.12′′N 3◦07′45.10′′E

Ennevelin S1 (EN1) 8 50◦31′50.71′′N 3◦08′09.90′′E

Ile de France Essonne (91) Nainvilles Les Roches (NR) 16 48◦51′96.00′′N 2◦49′00.00′′E

Mondeville (MO) 9 48◦28′57.00′′N 2◦25′15.00′′E

Boigneville (BO) 11 48◦32′94.90′′N 2◦38′72.20′′E

Seine et Marne (77) Crisenoy (CR) 13 48◦35′43.13′′N 2◦45′10.58′′E

N, Number of isolates sampled in each field.

linkage disequilibrium between alleles is maintained through
selfing (clonality).

Population Structure Analysis
Partition of molecular diversity among and within regions, as
well as among and within populations, was studied using analysis
of molecular variance (AMOVA) (Excoffier et al., 1992; Lynch
and Milligan, 1994). AMOVA was performed using Arlequin 3.1
(Excoffier et al., 2005).

A principal coordinate analysis (PCoA) of the mean pairwise
population genetic distance matrix was performed using the
standardized genetic distance in GenALEx 6.5 (Peakall and
Smouse, 2012). A. euteiches isolates were clustered with and
without Bourgogne population using the Bayesian Clustering
approach implemented in STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard et al.,
2000). The analysis was performed using 5 × 105 burn-in
replicates and a run length of 2 × 105 Markov chain Monte
Carlo (MCMC) replicates, adopting the admixed model and
the correlated allele frequencies option. The number of genetic
groups (K-value) was estimated using the model developed by
Evanno et al. (2005), which provides an estimate of the posterior
probability of the data for a given K, Pr (X/K). We used the
height of the modal value of the distribution as an indicator of
the strength of the signal detected by STRUCTURE software.
Five independent runs were performed for K values between one
and 10 in order to verify the convergence of parameter estimates.
A Discriminant Analysis of Principal Components (DAPC) was
also performed using the “adegenet” package of R software
(Jombart et al., 2018), to confirm and describe the genetic clusters
identified. Finally, a Minimum spanning network (MSN) using
Nei’s distance for the different populations of A. euteiches was
calculated with the “poppr” package (Kamvar et al., 2018) from
R software, version 3.2.2 (R Core Team, 2014). The interactive

tool “imsn()” was used to create minimum spanning networks.
Multilocus genotypes (MLG) were collapsed to multilocus
haplotypes based on the minimum genetic distance at which two
individuals would be considered from different clonal lineages.
Haplotypes were represented by circles containing the number of
isolates, and sized in proportion to haplotype frequency.

Pathogenicity Testing
Pathogen and Plant Material
The strain aggressiveness level was evaluated for 34 of the 205
A. euteiches isolates, including two isolates randomly sampled in
each of the 17 fields used for the collection. The RB84 French
reference strain (pathotype I, Moussart et al., 2007) was also used
as a control.

Pathogenicity tests were conducted on eight genotypes from
four leguminous species, which previously showed various
levels of resistance vs. susceptibility to the RB84 strain of
A. euteiches (Moussart et al., 2008). The plant genotypes included:
pea (Pisum sativum) cv. Lumina (susceptible), gm. MN313
(susceptible to pathotype I isolates, but partially resistant to
pathotype III isolates, Wicker and Rouxel, 2001) and gm.
PI180693 (partially resistant); alfalfa (Medicago sativa) cv. Zenith
(susceptible); vetch (Vicia sativa) cv. Amethyste (susceptible)
and cv. Topaze (resistant); faba bean (Vicia faba) cv. Baraca
(moderately susceptible) and cv. Melodie (resistant).

Pathogenicity Tests and Disease Severity

Assessment
The 34 isolates were assayed in an experiment comprising
eight pathogenicity tests conducted in controlled conditions
(Additional File 1). Each test included four to five isolates and
the RB84 strain, individually inoculated on the eight genotypes.
Each test comprised four replicates of four to five plants per
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genotype and isolate tested. The experiment was performed
twice, in 2016 and 2017, respectively, in the same climatic
chamber, in order to confirm the results. A modified version of
the standardized test developed for evaluating pea resistance to
A. euteiches was used (Moussart et al., 2001). Seeds were sown
in plastic pots (9∗9∗9.5 cm) containing unsterilized vermiculite
(VERMEX, M). Faba bean seeds were soaked in water for 2 h
before sowing. In each pot, five seeds of one pea, vetch or
alfalfa genotype, and four seeds of one faba bean genotype were
sown. Each pot constituted a replicate. Trays containing the
four replicates (pots) were placed in a randomized design in a
growth chamber (thermo period: 25/23◦C and 16 h photoperiod).
Seven days after sowing, each plant was inoculated by applying
5ml of a zoospore suspension adjusted to 5.103 spores/ml, as
previously described by Moussart et al. (2001). After inoculation,
the vermiculite was saturated with water to provide favorable
conditions for infection. After 10 days, the plants were carefully
removed from the vermiculite, the roots were washed in tap water
and disease severity (DS) was scored on each plant using a 0–5
scoring scale (14): 0 = no symptoms; 1 = traces of discoloration
on the roots (<25%); 2= discoloration of 25 to 50% of the roots;
3 = discoloration of 50 to 75% of the roots; 4 = discoloration of
>75% of the roots; 5= plant dead.

Statistical Analysis of Phenotypic Data
Statistical analysis was performed using R software, version 3.2.2
(R Core Team, 2014).

To check that a given isolate shows consistent results
across experiments, correlations were estimated between DS
score means obtained for (i) the different isolates in the two
experiments and (ii) the RB84 strain in the sixteen pathogenicity
tests over the two experiments, using Pearson coefficients (p-
value= 0.05).

DS scores were analyzed as ordinal qualitative data using
a cumulative link mixed model (CLMM; “clmm” function,
“ordinal” package) (Christensen, 2015). In a first analysis, the
DS score was considered as the dependant variable, the isolate,
legume species, or genotypes as fixed factors and the replicate
and experiment as random factors. ANOVA tests using “car”
and “RVAideMemoire” packages (Hervé M., 2015; Fox and
Weisberg, 2016) were performed to evaluate the legume species
and genotype effects (p-value = 0.05) in the CLMM model. In a
second analysis conducted for each genotype, the DS score was
considered as the dependant variable, the isolate as a fixed factor
and the replicate and experiment as random factors. ANOVA
tests using “car” and “RVAideMemoire” packages (Hervé M.,
2015; Fox and Weisberg, 2016) were carried out to evaluate
the isolate effects (p-value = 0.05) in the CLMM model. Least
square means (LSMeans) were calculated for each isolate and
genotype using the “lsmeans” function of the “lsmeans” package
(Lenth andHerve, 2015). Then, for each genotype, LSMeans were
compared to the value obtained for the RB84 reference isolate
in all tests with a Tukey test (p-value = 0.001), using the “cld”
function of the “MultCompView” package (Graves et al., 2015).
The probability to obtain each DS scores (0 to 5) for each isolate
per genotype was calculated with the “rating lsmeans” function.
The probability of DS scores was comprised between 0 and 1.

Virulence is usually associated with the pathogen’s capacity to
infect a specific host (Van der Plank, 1968) and to multiply in
the host (Casadevall and Pirofski, 2001). Virulence phenotypes
were defined based on the DS score probability obtained from the
CLMM for the four susceptible legume genotypes. An isolate was
declared virulent on a legume species (P: pea; V: vetch; F: faba
bean; A: alfalfa) when the probability of symptom appearance
on the susceptible legume genotype (DS score ≥1, presence of
oospores in roots; Wicker et al., 2001) was greater than 0.5.

Isolates were assigned to previously described pea pathotypes
(Wicker and Rouxel, 2001), based on their level of aggressiveness
on the three pea genotypes used in this study. An isolate was
assigned to pathotype I when LSMean scores obtained from
CLMM on the three pea genotypes were significantly different
(p-value < 0.05), with Lumina, the most susceptible genotype,
MN313, the genotype with intermediate behavior and PI180693,
the most resistant genotype. An isolate was assigned to pathotype
III when the LSMean score obtained on MN313 was both
significantly lower than on Lumina and equal to or lower than
on PI180693 (Onfroy et al., personnal comunication).

A principal component analysis (PCA; “pca” function,
“FactoMineR” package) (Husson et al., 2007) was performed
using DS LSmean scores for each isolate and genotype, in order
to analyze the structure of A. euteiches isolates according to
their phenotypic variability on the eight genotypes. A hierarchical
clustering analysis (HCA) was then carried out to define groups
of isolates using the “hclust” function of the “fastcluster” package
(Müllner, 2015).

Statistical analysis was carried out in order to evaluate
the differences between the DS scores of the different genetic
clusters from the Bayesian analysis (STRUCTURE) on each plant
genotype. DS scores were analyzed using a cumulative link
mixed model (CLMM; “clm” function, “ordinal” package), in
which the DS score was considered as the dependant variable,
the genetic cluster and the genotypes as fixed factors and
the replicate and experiment as random factor. ANOVA tests
using “car” and “RVAideMemoire” packages were performed
to evaluate the cluster and genotype effects (p-value = 0.05)
in the CLMM model. In a second analysis conducted for each
genotype, the DS score was considered as the dependent variable,
the cluster as a fixed factor and the replicate and experiment as
random factors. ANOVA tests using “car” and “RVAideMemoire”
packages (Hervé M., 2015; Fox andWeisberg, 2016) were carried
out to evaluate the cluster effects (p-value = 0.05) in the CLMM
model. Least square means (LSMeans) were calculated for each
cluster using the “lsmeans” function of the “lsmeans” package
(Lenth andHerve, 2015). Then, for each genotype, LSMeans were
compared with a Tukey test (p-value = 0.05), using the “cld”
function of the “MultCompView” package (Graves et al., 2015).

RESULTS

Genetic Diversity and Structure of
A. euteiches Populations
Genotyping of the 205 A. euteiches isolates with the 20
SSRs revealed a total of 42 alleles, with one to three alleles
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per SSR marker within the collection. Most of the isolates
were homozygous at SSR loci. However, some isolates from
the Bourgogne region displayed distinct patterns, with a lot
of heterozygous loci (Additional File 2). A low level of SSR
genotypic diversity was observed among isolates within fields,
according to the number of distinct MLGs observed per field
(G ≤ 3, except at BR1 and ENO; Table 2). Indeed, among the
205 isolates, GENCLONE analysis detected 19 different MLGs,
including six MLGs differing from each other by one allele. Due
to scoring errors, distinct MLGs belonging to the same clone
can be found (Meirmans and Van Tienderen, 2004). As this
was observed in this microsatellite data sets, each MLG pair
presenting extremely low distance (i.e., 1–2 allelic differences)
was grouped into the same multilocus lineages (Arnaud-Haond
et al., 2007) resulting in a total of 13 MLG identified among
the isolates in the collection (Additional File 3). MLGs 1 and
7 were the most represented, comprising 54 and 16% of the
isolates studied, respectively. Genotypic richness (R) ranged from
0 (BRO, BR2, HBO, F, BO, and CR) to 0.333 (BR1). Only four
fields (ENI, BR1, RB, and B1) showed an R index equal or greater
than 0.20 (Table 2).

Genetic diversity indexes also showed low variability among
isolates within fields, with a low level of heterozygosity and high
proportion of allele fixation. Ar values did not exceed 1.84 alleles
per population and were similar between populations except for
BR1 and BR3 (Table 2). The rate of heterozygosity observed in
each population was low, except for BR1 and BR3 (Ho = 0.269
and Ho = 0.788, respectively). Null alleles were present in the
BR1, HB1, BL, P, EN0, EN1, NR, MO, and CR populations.

The excess of heterozygosity in the two fields BR1 and BR3 was
confirmed by a negative Fis value, whether corrected or not with
null alleles, whereas complete allele fixation was observed for
the other fields except for the HB1 population which showed
a quasi-complete allele fixation (Table 2). A majority of the
populations had significant IA and rd (p-value< 0.01), suggesting
high multi-locus linkage disequilibrium and clonal populations
(Table 2).

AMOVA confirmed the lack of genetic subdivision between
regions and revealed that 53% (p-value < 0.001) and 45% (p-
value < 0.001) of the total genetic variance was partitioned
among populations andwithin populations, respectively, whereas
2% (p-value = 0.025) was attributable to differences among
regions.

STRUCTURE analysis showed a maximum log likelihood
score at K= 2 (delta K = 100) (Additional File 4A), suggesting
no differentiation between populations except for most
populations from Bourgogne (Figure 1A, Additional File 3).
Results showed that 87.8 and 12.2% of the isolates belonged
to cluster 1 and cluster 2, respectively, with moderate to high
inference probabilities of isolates to cluster 1 (p > 0.99) and
cluster 2 (p > 0.68). Cluster 1 included isolates with homozygous
genotypic patterns from the five different French regions
sampled. Cluster 2 included 25 isolates, among which 14 isolates
from Bourgogne (BR1, BR3) showed heterozygous genotypic
profiles. PCoA analysis confirmed distinct genetic structure
of isolates from Bourgogne (BR1, BR3) compared to isolates
from the other fields, with the first principal axis contributing
to 52.11% of the variation (Figure 2A). The distinct genetic

TABLE 2 | SSR genotypic and genetic diversity parameters for each Aphanomyces euteiches population.

Field SSR genotypic diversity Genetic diversity Gametic desequilibrum

(population)

code

N G R Ar (n = 4) Ar (n = 12) He Ho Na Fis non-

corrected

Fis

corrected

IA rd

RB 6 2 0.2 1.15 – 0.067 0 0 1 1 2.000*** 1.000***

BI 6 2 0.2 1.05 – 0.022 0 0 1 1 – –

BRO 8 1 0 1 – 0 0 0 – – – –

BR1 16 6 0.333 1.75 1.4 0.267 0.269 2 −0.03 −0.146 11.372*** 0.769***

BR2 4 1 0 1 – 0 0 0 – – – –

BR3 8 2 0.14 1.84 – 0.403 0.788 0 −0.95 −0.95 1.000** 1.000***

HBO 12 1 0 1 1 0 0 0 – – – –

HB1 22 2 0.048 1.14 1 0.053 0.005 3 0.78 −0.024 1.809*** 0.677***

BL 13 2 0.083 1.05 1.05 0.021 0 1 1 1 – –

P 20 3 0.105 1.11 1.05 0.048 0.003 2 0.96 1 0.214 0.114

F 12 1 0 1 1 0 0 0 – – – –

ENO 21 4 0.15 1.12 1.1 0.054 0.005 2 0.93 1 0.656*** 0.349***

EN1 8 3 0.286 1.09 – 0.034 0 1 1 1

NR 16 2 0.066 1.05 1.05 0.025 0 1 1 1 – –

MO 9 2 0.125 1.19 – 0.069 0 4 1 1 3.000*** 1.000***

BO 12 1 0 1 0 0 0 0 – – – –

CR 13 1 0 1.05 1.05 0.018 0 1 1 1 – –

N, number of isolates; G, number of distinct multilocus genotype; R, genotypic richness; Ar, allelic richness corrected for sample size (n); He: expected heterozygosity without biais (Nei,

1978); Ho, observed heterozygosity; Na, number of SSR markers with null alleles; Fis, average deviation from Hardy-Weinberg proportions with (non-corrected) or without (corrected)

null alleles; IA index of association and rd the standardized index of association (***p-value < 0.001,**p-value < 0.01, *p-value < 0.05, . p-value < 0.1); - missing data.
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FIGURE 1 | (A) Geographical position of fields distributed in five regions and Bayesian analysis (STRUCTURE) of the corresponding isolates, with Bourgogne (BR)

data. Assignment probabilities of A. euteiches isolates are presented for k = 2 and a delta k = 100. Each vertical dotted line separates isolates from each of the 17

sites. (B) Bayesian analysis of the corresponding isolates, without Bourgogne (BR) data. Assignment probabilities of A. euteiches isolates are presented for k = 3 and

a delta k = 1,600. Each vertical dotted line separates isolates from each of the 13 sites.

structure of BR1 and BR3 populations was also confirmed by
DAPC analysis (Additional File 5A).

Structure analysis excluding isolates from Bourgogne revealed
a highest level of hierarchical sub-structure with K = 3 (delta
K = 1600) (Figure 1B, Additional Files 3, 4B). However, this
result is not fully consistent with the results obtained with PcoA
and DAPC, which more highlighted a structure of A. euteiches
populations according to their region of origin (Figure 2B,
Additional File 5B).

The MSN analysis confirmed results obtained with
STRUCTURE and PCoA on the entire collection, since the
nineteen identified haplotypes were classified into two main
groups separated by more than 0.25 Nei’s genetic distance. One
genetic group included isolates from Bourgogne in seven poorly
represented haplotypes and the other genetic group included
most of the isolates in 12 haplotypes. For the latter group there
was no relationship between haplotype and geographical origin
(Figure 3).

Pathogenicity Diversity of A. euteiches
Isolates
DS scores on the eight legume genotypes tested for all 34 isolates
were significantly correlated between the two experiments (r >

0.84, P < 0.05). DS scores for the RB84 strain were significantly

correlated between the sixteen tests in the two experiments (r >

0.93, P < 0.05).
A. euteiches isolates caused significantly different levels of

disease severity among the tested legume species (p-value =

6.34.10−15), genotypes (p-value = 2.07.10−8) and isolates (p-
value < 2.10−16). Highest levels of disease were observed on
pea, followed by alfalfa, vetch and faba bean. In each legume
species, our results confirmed the expected response of resistance
or susceptibility of the genotypes tested. In pea, Lumina, MN313
and PI180693 presented high, intermediate and low average DS
values, respectively, in response to each of the isolates tested
(Table 3).

Significant DS differences were observed between several

isolates of the collection and RB84, on the pea genotype
PI180693, the vetch genotype Améthyste and the faba bean
genotype Baraca (p-value < 0.0049) (Table 3). In addition, some
isolates had the same effects on different genotypes (low variance)
and other had different effects (high variance) depending on the
French regions and the plant genotype. Isolates from Bourgogne
showed the highest DS variance on almost all the genotypes
tested. The vetch genotype Topaze, as well as the faba bean
genotype Baraca and mostly Melodie, had the most highly
diverse DS scores in response to the isolates sampled from
the different regions (Additional File 6). Twenty eight isolates
were virulent on the four susceptible legume genotypes (PVFA
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FIGURE 2 | Principal Coordinates Analysis (PCoA) conducted from SSR genotypic data on the A.euieiches isolates of the collection. (A) Analysis including all the

fields. (B) Analysis performed without Bourgogne fields. Each color corresponds to regions: yellow Ile de France, green: Center, red: Bretagne, black: Nord

Pas-de-Calais, blue: Bourgogne.

virulence phenotype profile). Four isolates (BR2-4, EN1-3, BO5,
and BO13) were virulent on all the legumes tested but vetch (PFA
profile) and two isolates from Bourgogne (BRO-2 and BRO-6)
were virulent only on pea (P profile) (Table 3,Additional File 7).
All 34 isolates were assigned to pea pathotype I (Table 3,
Additional File 8).

Hierarchical clustering and PCA identified three clusters of
pathogenicity (cluster A: 16 isolates, cluster B: 17 isolates, and
cluster C: 2 isolates) among the 34 isolates (Figure 4A). Cluster C
included two isolates from Bourgogne (BRO-2, BRO-6), isolated
from a different field than those identified in genetic group 2
(BR1, BR3). The first PCA axis (R² = 58.04%) separated cluster
C from clusters A and B (Figure 4A). Hierarchical clustering on
the PCA analysis performed without isolates from Bourgogne
separated isolates belonging to clusters A and B regardless of
their region of origin, with a first PCA axis accounting for

39.26% of the total phenotypic variability (Figure 4B). Isolates
belonging to cluster A included the reference isolate RB84 and
showed a PVFA virulence phenotype profile. Isolates belonging
to cluster B displayed PVFA and PFA profiles and the two isolates
belonging to cluster C displayed a P virulence phenotype profile
(Table 3).

A. euteiches isolates caused significantly different levels of
disease severity among the genetic cluster and genotypes (p-value
< 2.10−16). On each plant genotype, significant differences (p-
value < 0.05) were observed between LSMeans of DS scores
of two out of the three genetic clusters obtained from the
Bayesian analysis (STRUCTURE), except on the vetch genotypes
Amethyste and Topaze. On Amethyste, DS Score LSMeans
were significantly different between the three genetic clusters,
whereas on Topaze, these were not different between clusters
(Additional File 9).
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FIGURE 3 | Minimum spanning network (MSN) of 19 haplotypes detected in the A. euteiches collection of 205 isolates. Each circle represents a unique haplotype and

the colors represent the sampling fields. The circle size represents the haplotype frequency and the number of isolates was indicated in circles. Line widths and the

shading represent relatedness of the haplotypes based on Nei’s genetic distance.

DISCUSSION

A. euteiches is a major devastating disease of spring pea in France.
Intensification of spring crops and short rotations resulted in
the significant development of the disease. This study is the first
report analyzing both the genetic and pathogenicity diversity
of A. euteiches populations from French pea-growing regions
using co-dominant markers. This study gives insights into (i)
the genetic diversity of French A. euteiches populations at
the regional scale, (ii) the phenotypic diversity of isolates for
pathogenicity on different legume hosts, and (iii) the relationship
between genotypic and phenotypic group.

Most French A. euteiches Populations
Have Low Genetic Structure and Diversity
Based on the genetic polymorphism of SSR markers, this
study shows that the genetic structure of French A. euteiches
populations is low and not related to geographical origin. A
low level of genetic diversity in A. euteiches populations was
observed between the different locations in France, as shown
by the moderate number of multilocus genotypes identified (13

different MLGs within 205 isolates) including a predominant
MLG (MLG1) shared by 54% of the isolates studied. This
result is consistent with previous studies conducted on French
and American A. euteiches populations, using codominant or
dominant markers (Malvick and Percich, 1998; Wicker, 2001;
Grünwald and Hoheisel, 2006; Mieuzet et al., 2016; Le May et al.,
2018). In this study, the similar level of differentiation observed
within and among populations also confirmed the absence of
a clear genetic structure, as previously reported (Malvick and
Percich, 1998; Wicker et al., 2001; Grünwald and Hoheisel,
2006). The absence of resistance level toward the disease and the
deployment of the same pea susceptible cultivars across several
geographic area in France limit selection by host. This could
explain the low level of neutral genetic differentiation effects.
Moreover, founder effect which can lead to reduce the genetic
variation within the A. euteiches populations may not occur due
to the production of a large number of oospores at each cropping
season and the ability of oospores to be conserved in the soil for
many years. The high level of linkage disequilibrium observed
suggests clonal reproduction in the populations studied, in line
with the low level of genotypic diversity observed. These results
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TABLE 3 | Disease severity (DS) LSMean values obtained from CLMM analysis of DS ratings on roots of eight genotypes of four different legume species, in response to

inoculation with 34 A. euteiches isolates from the collection (two isolates per field).

Species Pea Vetch Faba bean Alfafa Virulence

phenotype

Pathotype MLG

Isolates LSMeans

Lumina

LSMeans

MN313

LSMeans

PI180693

LSMeans

Amethyste

LSMeans

Topaze

LSMeans

Baraca

LSMeans

Melodie

LSMeans

Zenith

RB84 12.328 6.813 2.236 4.119 −3.785 1.111 −2.143 1.274 PVFA I 3

RB3 5.892 4.830 −0.537*** −0.391*** −1.729 −1.861*** −5.595 −1.150*** PVFA I 3

RB5 8.316 5.616 1.089 0.542*** −3.856 −1.899*** −5.615 −0.071 PVFA I 1

BI1 7.285 6.764 0.614 1.612 −4.255 −2.261*** −3.853 0.067 PVFA I 4

BI6 8.316 7.845 1.292 1.565 −4.652 −1.655 −3.294 0.168 PVFA I 1

BRO-2 −1.013 −3.535*** −4.583*** −9.432*** −2.320 −5.620*** −5.623 −5.468*** P I 1

BRO-6 0.444 −1.891*** −2.775*** −7.566*** −1.547*** −5.535*** −5.603 −4.034*** P I 1

BR1-2 2.452 3.888 −0.753*** 1.121 −3.426 0.494 −2.671 2.258 PVFA I 12

BR1-3 5.396 5.975 −0.762*** −0.654*** −2.977 0.649 −1.644 1.650 PVFA I 11

BR2-1 7.105 5.752 0.994 −3.603*** −5.411 −1.829*** −3.510 −0.027 PVFA I 1

BR2-4 9.035 6.675 0.923 −6.639*** −4.555 −2.508*** −5.656 −2.495*** PFA I 1

BR3-1 5.547 5.901 −1.939*** 3.124 −4.271 1.175 −1.665 1.804 PVFA I 11

BR3-5 5.749 5.978 −1.003*** −0.949*** −3.497 0.707 −0.765 0.009 PVFA I 10

HBO-1 8.175 4.128 −0.130 −1.640*** −4.317 −1.401 −4.028 1.939 PVFA I 1

HBO-9 9.012 4.981 1.829 1.991 −3.003 −0.018 −2.898 −0.617 PVFA I 1

HB1-3 7.536 6.546 −0.954*** −1.058*** −4.687 −1.396 −3.355 −1.135 PVFA I 1

HB1-14 8.982 5.966 4.200 0.919 −5.411 −0.305 −1.313 0.560 PVFA I 1

BL5 8.941 5.617 2.057 3.666 −3.294 1.002 −3.260 0.485 PVFA I 1

BL8 9.012 4.371 1.713 1.414 −3.679 −0.575 −3.826 0.969 PVFA I 1

P8 8.292 5.737 0.242 0.969 −4.688 −0.978 −2.772 0.181 PVFA I 1

P14 8.966 4.687 0.610 0.919 −4.688 −0.365 −3.547 −0.357 PVFA I 7

F3 9.035 6.081 3.466 2.439 −5.447 0.377 −1.589 −0.264 PVFA I 8

F10 8.959 7.125 2.641 2.133 −4.634 0.339 −1.074 −0.123 PVFA I 8

ENO-12 8.975 7.479 1.317 2.298 −3.954 0.634 −0.850 1.663 PVFA I 4

ENO-16 8.064 5.592 1.121 2.466 −3.570 0.211 −2.630 2.494 PVFA I 5

EN1-3 8.175 7.312 2.270 −8.745*** −3.109 −0.861 −3.242 1.825 PFA I 7

EN1-5 9.035 6.196 0.451 1.633 −3.131 0.495 −2.399 0.582 PVFA I 1

NR8 9.012 4.660 1.087 1.979 −4.707 −1.776*** −2.198 −0.240 PVFA I 1

NR14 8.982 6.262 2.903 2.411 −3.952 0.605 −2.097 0.095 PVFA I 1

MO1 7.853 6.783 1.920 0.843 −4.254 −1.298 −4.846 0.510 PVFA I 1

MO5 9.006 5.584 2.487 0.558*** −5.395 −1.065 −4.914 0.003 PVFA I 6

BO5 7.291 5.211 1.982 −11.334*** −4.271 −2.422*** −2.769 −0.673 PFA I 7

BO13 7.105 5.932 2.507 −10.555*** −3.698 −1.906*** −3.890 −1.883*** PFA I 7

CR5 9.035 4.925 0.390 −1.097*** −5.410 −0.168 −2.871 0.770 PVFA I 1

CR9 8.989 6.161 1.636 1.427 −4.688 0.252 −2.435 0.515 PVFA I 1

Mean 7.580 5.370 0.873 −0.672 −4.008 −0.847 −3.155 0.037

Standard Deviation 2.556 2.234 1.780 4.211 0.986 1.622 1.432 1.640

LSMean scores highlighted in gray with the isolates tested are significantly different from the LSMean score obtained with the RB84 reference strain for the same genotype (***p-value

< 0.001). A Virulence phenotype is defined on pea (P), vetch (V), faba bean (F) and alfalfa (A) when the probability of DS score ≥ 1 on the four susceptible legumes (Pea: Lumina;

Vetch: Amethyste; Faba bean: Baraca; Alfalfa: Zenith) is equal or higher than 0.5, according to the CLMM analysis. Pathotype I was attributed for all the isolates since LSMeans scores

between the three pea genotypes were significantly different (p-value< 0.05), with Lumina, MN313 and PI180693 being the susceptible, intermediate and partially resistant genotypes,

respectively (Additional File 8). MLGs (Multilocus groups) are indicated according to the genetic diversity analysis conducted in this study.

are consistent with the homothallic mode of reproduction of
the pathogen and its lower dissemination in the soil than that
of airborne pathogens in the air. These A. euteiches life traits
contribute to limit genetic mixing and maintain highly inbred
pathogen populations.

However, A. euteiches populations from Bourgogne appeared
to have unique characteristics compared to the other locations
sampled in this study. Indeed, some A. euteiches isolates from
Bourgogne showed a specific molecular pattern, with a high
level of heterozygosity, which contributed to the high level of
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FIGURE 4 | PCA of LSMean disease severity data obtained on eight legume genotypes in response to inoculation with 34 isolates of A.euieiches. (A) Analysis

included all the fields sites. (B) Analysis was performed without Bourgogne field sites. Each color correspond to group from the hierarchical clustering ascendant

analysis: black, field sites from group A, red: field sites from group B and green, field sites from group C.

genetic diversity observed in this region. SSR markers used in
our study allowed heterozygosity to be revealed in populations
from Bourgogne, whereas no previous study using dominant
markers could be able to reveal such genetic profiles. An
excess of heterozygous genotypes was observed for BR1 and
BR3 populations, which clustered separately from the other
populations in the analysis and DAPC analysis. Our results
are consistent with those of Grünwald and Hoheisel (2006),
which suggested that population structure of the homothallic
A. euteiches pathogen is mostly determined by regular selfing,
but also occasional recombination, indicating a mixed mode of
reproduction in A. euteiches populations. This complex pattern
of sexuality was identified in other oomycetes (Francis and
Stclair, 1993; Whisson et al., 1994), suggesting that outcrossing
could occur even in pathogen populations with a high level
of selfing. Indeed, Grünwald and Hoheisel (2006) suggested
that outcrossing and migration occurred, albeit rarely, and
contributed to the genetic diversity and differentiation observed
in A. euteiches populations sampled from two fields in Oregon
and Washington in the USA.

In our study, heterozygous isolates were obtained from fields

in the Bourgogne region, which included legumes (faba bean,
vetch, and alfalfa) other than pea in their cropping history,

in contrast to all the other fields sampled, which only had
a history of pea production. We could thus hypothesize that
the occurrence of these isolates may result from outcrossing
between genetically distinct isolates adapted to different legumes.
A. euteiches is reported to attack other legume species including
common bean, broad bean, faba bean, clover, and alfalfa
(Pfender and Hagedorn, 1982; Lamari and Bernier, 1985; Tivoli
et al., 2006; Moussart et al., 2008). In some regions of the
United States, where pea and alfalfa crops were frequently
included in cropping systems, populations of pea-infecting
A. euteiches showed differentiation into sub-populations with
differences in genotypes and virulence toward pea and alfalfa

(Holub et al., 1991; Malvick et al., 1998, 2009; Malvick and
Grau, 2001). To investigate the presence of such distinct isolate
genotypes, influenced by their host of origin in France, it would
thus be necessary to increase the number of isolates sampled from
the Bourgogne fields studied and from other fields with various
legumes in their crop histories.

Pathogenicity Diversity of French
A. euteiches Populations Depends on Plant
Host and Genotypes
Low to moderate pathogenicity diversity and structure was
observed among the 34 isolates sampled in the collection from
the different locations studied, depending on isolates and plant
hosts and genotypes. Most isolates showed high aggressiveness
on pea and virulence on vetch, faba bean and alfalfa (PVFA) with
variable aggressiveness. Moreover, the level of aggressiveness of
the isolates recorded on pea differential set used in this study
indicated that all 34 isolates belong to pathotype I. Because of
the heaviness of pathological tests and low genetic structure
of populations studied, sub-samples of two isolates per field
population were chosen to have a good geographic representation
of the aggressiveness of French populations. The pathogenicity
diversity observed within the French A. euteiches populations
studied is consistent with previous studies. Using 91 pea-infecting
isolates of A. euteiches, Wicker et al. (2001) reported that French
isolates were able to infect a wide range of legume species with a
low diversity of aggressiveness on pea genotypes and a moderate
diversity of aggressiveness on vetch and alfalfa. The prevalence
of pea crops in France since the 1980s and the susceptibility to
A. euteiches of the pea cultivars used by the growers may explain
the high aggressiveness and small variation of pathogenicity on
pea of most of the French isolates tested. Moussart et al. (2008)
reported a lower variability of disease response to A. euteiches
infection in pea than in vetch and faba bean, with most varieties
showing high level of susceptibility.
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In this study, a poor relationship between genetic clusters and
pathogenicity was observed in the subset of 34 isolates analyzed.
Despite the low isolate-sample size used in this study to compare
genotypic and pathogenicity diversity, the type of markers
used could explain the lack of relationship observed between
genetic and phenotypic structure of A. euteiches populations.
Indeed, the neutral nature of SSR markers would probably not
allow the A. euteiches isolates to be genotyped in genomic
regions under selection. Similar results were obtained previously
using RAPD or AFLP markers. Malvick and Percich (1998)
did not find any correlation between pathogenic and genetic
diversity in four American populations of A. euteiches from
Minnesota, Wisconsin and Oregon, despite pathogenic variation
being observed among the populations on a differential pea set.
Grünwald and Hoheisel (2006) reported discrepancies between
the levels of genetic and pathogenic diversity observed in
two A. euteiches populations baited on pea from two fields
located in Athena, Oregon and Mount Vernon, Washington.
The use of Next Generation Sequencing methodologies to
sequence the genome of A. euteiches isolates (Madoui et al.,
2007; Gaulin et al., 2008) and further knowledge of pathogen
effectors (Ramirez-Garces et al., 2016) would help to decipher
the relationship between genetic and pathogenic diversity in
A. euteiches populations.

CONCLUSION

A low level of genetic and phenotypic diversity among French
A. euteiches populations was observed in this study, based on the
analysis of a collection of 205 isolates sampled from the major
pea-growing regions in France. However, significant differences
in aggressiveness were observed between several isolates on
some genotypes. In addition, some isolates originating from
fields where other legumes besides pea have been grown, also
showed a distinct genetic structure with heterozygous genotypic
patterns. This could suggest that crosses may have occurred
between isolates which may have evolved on different hosts. Up
till now, French A. euteiches populations have been subjected to
limited selective pressure from hosts, since the diversification of
legume species in rotation was restricted and no pea resistant
varieties have yet been cultivated in France. Breeding for
resistance is making progress, especially due to cumulating stable
resistance QTL which were identified and recently confirmed in
germplasm (Desgroux et al., 2016; Lavaud et al., 2016). Future
partially resistant pea varieties and the increasing diversification

of cropping systems with host legumes will likely modify
selection pressures on the pathogen populations and thus their
genetic and pathogenic structures, as suggested in this study
from some isolates. A better understanding and management
of the evolutionary forces affecting A. euteiches populations
will thus be required, in order to develop integrated control
strategies for the durable management of Aphanomyces root
rot disease.
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Chapitre 3 : Étude de la diversité d’isolats 
français pour leur agressivité sur des NILs 
porteuses de QTL de résistance 
 

1. Contexte 
 

Pour lutter contre Aphanomyces euteiches, l’une des voies les plus prometteuses est 
l’utilisation de variétés partiellement résistantes. A cette fin, des travaux d’analyse génétique 
de sources de résistance ont permis d’identifier sept principaux QTLs dont un QTL à effet 
majeur et de créer des lignées quasi-isogéniques (NILs) à un ou plusieurs QTLs de résistance. 
Exceptée la prophylaxie, les résistances variétales sont l’unique levier permettant à ce jour de 
contrôler la maladie au champ. Aussi, afin d’anticiper le déploiement de ces nouvelles variétés 
de pois, il nous a semblé important de définir, si, au sein des populations naturelles d’A. 

euteiches, l’on pouvait retrouver des individus ayant la capacité d’infecter et de se multiplier 
sur des NILs porteuses de différentes combinaisons de QTL. En effet, si dans les populations 
naturelles d’A. euteiches, un certain nombre d’isolats présente une agressivité plus élevée vis-
à-vis de ces NILs, on peut faire l’hypothèse que l’effet des QTL de résistance dans les variétés 
tolérantes récemment inscrites et les futures variétés partiellement résistantes, pourrait être 
érodé par sélection directionnelle de populations d’A. euteiches plus agressives.  

2. Approche 
 

Quarante-trois isolats français ont été sélectionnés, parmi les 205 isolats étudiés dans le 
Chapitre 2, sur la base de leur représentativité géographique et génotypique pour évaluer en 
conditions contrôlées leur niveau d’agressivité sur 8 NILs, porteuses de 1 à 4 QTL de résistance 
et deux témoins sensible ou très résistant. Des analyses statistiques de l’indice de nécrose 
racinaire ont permis de calculer le niveau d’agressivité de chaque isolat sur chaque lignée. Une 
approche de classification hiérarchique a ensuite été réalisée pour structurer la diversité de 
pouvoir pathogène de ces isolats. 

3. Principaux résultats 
 

Grâce à cette étude, nous avons pu mettre en évidence 3 groupes d’agressivité faible, 
modérée et élevée, au sein des isolats d’A. euteiches. Ces groupes sont constitués d’isolats 
indépendants de l’origine géographique ou du groupe génétique dont ils sont issus. Du côté de 
la plante, trois clusters ont été identifiés au sein des NILs avec des spectres d’efficacité plus ou 



 

89 

 

moins larges vis-à-vis des isolats testés. Le cluster regroupant l’ensemble des NILs porteuses 
de l’allèle à effet le plus fort au QTL majeur Ae-Ps7.6, a présenté un spectre d’efficacité plus 
large que celui regroupant les NILs dépourvues de cet allèle. Certains isolats se sont révélés 
être agressifs sur ce QTL majeur seul ou en combinaison avec d’autres QTL. Parmi les NILs 
testées, la NIL cumulant 4 QTL a montré la plus grande efficacité vis-à-vis du set d’isolats. Le 
témoin très résistant, cumulant un nombre accru d’allèles de résistance (>10), a montré une 
efficacité élevée pour limiter les symptômes de la maladie vis-à-vis de l’ensemble des isolats.  

Sur la base de ces résultats et des connaissances sur les capacités de reproduction et de 
conservation d’A. euteiches dans le sol, l’hypothèse d’un risque potentiel d’érosion de l’effet 
des QTL de résistance dans les futures variétés résistantes, par sélection de populations d’A. 
euteiches plus agressives après plusieurs cycles culturaux de pois a été discutée. Néanmoins, 
les résultats obtenus suggèrent également que les stratégies de pyramidage de QTL peuvent être 
efficaces pour éviter l’érosion de la résistance quantitative.   

4. Publication 
 

Ces résultats ont fait l’objet d’un article intitulé « Agressiveness of diverse french 
Aphanomyces euteiches isolates on pea Near-Isogenic-Lines differing in resistance quantitative 
trait loci » qui a été publié dans le journal Phytopathology (DOI : 10.1094/PHYTO-04-20-
0147-R 
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ABSTRACT

Aphanomyces root rot is a major disease in many pea growing regions
worldwide. Development of resistant varieties is necessary to manage the
disease. Near isogenic lines (NILs) carrying resistance alleles at main
quantitative trait loci (QTLs) were developed by marker-assisted back-
crossing. This study aimed to evaluate the aggressiveness of diverse
French isolates of Aphanomyces euteiches on NILs carrying different
resistance QTLs. Forty-three A. euteiches isolates from different French
pea growing regions were tested for aggressiveness on eight NILs
carrying single or combinations of resistance QTLs and two susceptible
or resistant control lines, in controlled conditions. Three clusters of
isolates, unrelated to geographical origin, were identified, including 37,
56, and 7% of isolates with high, moderate, and low average levels of
aggressiveness, respectively. Three groups of pea lines were also
identified. The first group consisted of a pea resistant control line,

moderately to highly resistant to all of the isolates. The second group
included five NILs carrying a major-effect resistance allele at QTL Ae-

Ps7.6, with a medium to broad range of effects on the isolates. The third
group consisted of three NILs carrying minor-effect resistance alleles,
with a narrow range of effects on the isolates. The results suggest that
highly aggressive isolates occur naturally, which may be selected by
future partially resistant pea varieties carrying QTLs and increase the risk
of erosion of QTL effect. QTL pyramiding strategies for a higher level
and a broader range of effect of quantitative resistance on A. euteiches

populations will be required for breeding for durable pea resistant
varieties.

Keywords: Aphanomyces root rot, durability, genetics, partial resistance,
Pisum sativum, population biology, QTL pyramiding, resistance

Quantitative resistance is of major interest for plant protection
because it is generally more durable than qualitative resistance
(Parlevliet 2002) and is sometimes the only type of resistance
available in the natural variability of plant species. Quantitative
resistance is usually controlled by many genes associated with
genomic regions or quantitative trait loci (QTLs), each contributing
to the resistance phenotype with variable effects. Breakdown or
erosion of quantitative resistance or resistance QTLs by pathogen
isolates has been reported in experimental evolutionary studies or
under natural conditions (Caffier et al. 2014, 2016; Delmas et al.
2016; Montarry et al. 2012). Narrow-spectrum QTLs have been
described as being easier to overcome by a pathogen than broad-
spectrumQTLs (i.e., QTLs that are effective against awide range of
isolates of a pathogen species; Caffier et al. 2016; Chaipanya et al.
2017; LêVan et al. 2013). Knowledge of the variability of pathogen
populations for their aggressiveness toward resistance QTLs,
reflecting the range of effect of resistance QTLs on pathogen
populations, provides information to anticipate the risks of QTL-
conferred resistance erosion by selection of aggressive strains.

Aphanomyces root rot of pea is caused by the soilborne pathogen
Aphanomyces euteiches and is considered one of themost damaging
diseases of the pea crop worldwide. This oomycete pathogen was
observed for the first time in France in 1933 (Labrousse 1933).
Since the 1990s, the intensification of the pea crop in rotations has
led to the development of this disease in the main pea growing
regions of France (i.e., Bassin-Parisien, Bretagne, Rhône-Alpes,
Pyrénées, and Charente-Maritime; Quillévéré-Hamard et al. 2018;
Wicker and Rouxel 2001). Aphanomyces root rot can cause a total
loss of the crop in cases of a strong attack in French fields (Didelot
and Chaillet 1995). In France, the main strategies recommended to
manage the disease are crop rotations with nonhost or resistant
legume crops (Moussart et al. 2008) and avoidance of pea crops in
fields withmoderate to high inoculum levels (Moussart et al. 2009).
No resistant pea varieties are currently cultivated. Breeding
programs for Aphanomyces root rot resistance have been initiated
in France since 1995 using partially resistant germplasm identified
in the United States (Gritton 1990; Kraft 1992; Lockwood and
Ballard 1960). In the 2000s, genetic analysis of resistance identified
seven main resistance QTLs, including a major-effect QTL Ae-
Ps7.6, from a meta-QTL analysis in four recombinant inbred line
(RIL) populations evaluated for resistance in field and controlled
conditions in France and the United States (Hamon et al. 2011,
2013; Pilet-Nayel et al. 2002). The QTLs were introgressed into
agronomic lines by marker-assisted backcrossing (MAB), and near
isogenic lines (NILs) carrying resistance alleles at different
combinations of one to three of the seven main QTLs were
produced (Lavaud et al. 2015). The effects of the major and some
minor QTLs were validated in NILs for resistance in controlled
conditions using two reference isolates from the two main
pathotypes of A. euteiches described on pea (Lavaud et al. 2015),
especially pathotype I present in France (Wicker et al. 2001).
However, the effects of the QTLs in NILs have not been evaluated
against a large set of A. euteiches isolates, and the spectrum of
action of the QTLs on pathogen diversity remains unknown.
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Previous studies showed that A. euteiches populations had low
genetic diversity among pea-infecting isolates of A. euteiches from
French pea growing regions, except for some isolates showing
heterozygosity (LeMay et al. 2018;Mieuzet et al. 2016;Quillévéré-
Hamard et al. 2018). However, variation was observed in
aggressiveness on legume varieties (Quillévéré-Hamard et al.
2018;Wicker andRouxel 2001;Wicker et al. 2001), suggesting that
isolates with variable aggressiveness against resistance QTLs may
occur in natural populations of A. euteiches. Previous experimental
studies on different pathosystems (Andrivon et al. 2007; Caffier
et al. 2014; Cowger and Mundt 2002) also supported this
hypothesis, showing that quantitative resistance could select higher
aggressive strains by exerting selection pressure on pathogen
populations.
The objectives of this study were to describe the efficacy of

resistance QTLs toward a collection of A. euteiches isolates
representative of the French pathogen population and to analyze the
diversity of the isolates for their aggressiveness against resistance
QTLs in pea NILs. A collection of 43 French isolates selected from
Quillévéré-Hamard et al. 2018 was evaluated for aggressiveness
under controlled conditions on 10 pea NILs carrying single or
combinations of resistance QTLs and control lines. Clustering
analysis identified different groups of isolates and pea lines,
confirming variability among isolates for aggressiveness on
resistance QTLs as well as among pea NILs for their range of
effect on the isolates studied.

MATERIALS AND METHODS

Plant material. Eight NILs were used for the aggressiveness
assays (Fig. 1; Table 1). Seven of the NILswere selected among 157
NILs that were previously evaluated for partial resistance in
controlled conditions (Lavaud et al. 2015) and in infested field
nurseries (Lavaud et al., unpublished data). These QTLs showed
partial resistance at early stages of disease development, delaying
symptom appearance and/or slowing root colonization (Lavaud
et al. 2016). The seven NILs were produced by MAB and derived
from crosses between three pea lines carrying resistance alleles at
one to three QTLs as donor lines: RIL 847-50 (McGee et al. 2012),
RIL BAP8-70 and 552 (Hamon et al. 2011), and the winter pea
variety Isard (2005; Agri-Obtentions, Guyancourt, France) as the
recipient line (Lavaud et al. 2015). The eighth NIL, cumulating four
resistance alleles at three QTLs, was produced by intercrossing two
NILs carrying different resistance alleles in the Isard recipient
background, including oneNILwith resistance alleles frompea line
552 at QTLs Ae-Ps2.2, Ae-Ps3.1, and Ae-Ps7.6 and one NIL with
resistance alleles from pea RIL 847.50 at QTLs and Ae-Ps7.6. The
susceptible winter pea cultivar Isard and the resistant pea
germplasm line AeD990SW45-8-7 (coded AeD in this study;
Desgroux et al. 2016) were used as controls. The AeD control line
was found to cumulate 12 favorable haplotypes at consistent
resistance loci in four of the sevenmainQTL regions (i.e.,Ae-Ps1.2,
Ae-Ps2.2, Ae-Ps3.1, and Ae-Ps7.6) (Desgroux et al. 2016), but
further studies using additional markers suggest that the AeD pea
line carries resistance haplotypes at all seven QTLs (M.-L. Pilet-
Nayel, personal communication).

Pathogen isolates. Forty-three French isolates of A. euteiches
were selected from the collection characterized in Quillévéré-
Hamard et al. 2018 (Table 2) for the aggressiveness assay on 10 pea
lines. The isolates were chosen to represent, as much as possible,
both the different French pea growing regions previously sampled
and the 13 multilocus genotype (MLG) groups from two main
genetic clusters previously identified (minimum one isolate per
MLG) (Quillévéré-Hamard et al. 2018). Isolates from three MLGs
(6, 12, and 13)were not selected for this study as a result of their low
sporulation capacity and their low representativeness of MLG.
Thus, 36 isolates chosen for this study belonged to cluster 1 and
seven isolates (fromMLG groups 3, 10, and 11) belonged to cluster

2 (Quillévéré-Hamard et al. 2018). Of the 43 isolates, 25 were
previously tested for their aggressiveness on resistant and susceptible
varieties of four legume hosts (Quillévéré-Hamard et al. 2018). The
RB84 French reference strain, belonging to pathotype I (Moussart
et al. 2007), was used as a control in the aggressiveness tests.

Aggressiveness assays. The experiment consisted of 10 assays
performed in controlled conditions to assess the aggressiveness of
the 43 isolates. Each test included three to six isolates and the RB84
strain, which were inoculated individually on the 10 pea lines. Each
test comprised four blocks of five plants per line and isolate, as
technical replicates. The experiment was performed twice, as
biological replicates in 2017 and 2018, respectively, in the same
climatic chamber. A modified version of the standardized test
developed to assess pea resistance to A. euteiches was used
(Moussart et al. 2001). Five seeds were sown in a plastic pot (9 × 9 ×
9.5 cm), as a block, containing vermiculite (VERMEX M). Trays
containing the four blocks were placed in a randomized design in a
growth chamber (thermoperiod: 25/23�C and 16-h photoperiod).
Seven days after sowing, seedlings were inoculated with 5 ml of a
zoospore suspension adjusted to 200 spores/ml, as described by
Moussart et al. (2001). After inoculation, the vermiculite was
saturated with water to favor disease development. Seven days after
inoculation, the plants were carefully removed from the vermicu-
lite. The roots were washed in tap water and disease severity (DS)
was assessed on each plant using the following 0 to 5 scoring scale
(Moussart et al. 2008): 0, no symptoms; 1, traces of discoloration on
the roots (<25%); 2, discoloration of 25 to 50% of the roots; 3,
discoloration of 50 to 75% of the roots; 4, discoloration of >75% of
the roots; and 5, plant death.

Data analysis. Statistical analysis was performed using R
software version 3.2.2 (R Core Team 2014). To verify the
reproducibility of the data, correlations between the DS scores
obtained for (i) the reference RB84 isolate in the 10 aggressiveness
assays over the two experiments and (ii) each isolate in the two
experiments were calculated using the Pearson coefficient (P
< 0.05).
DS scores were analyzed as ordinal qualitative data using a

cumulative link model (CLM; clm function, ordinal package).
Analysis of variance tests using the car and RVAideMemoire
packages (Fox and Weisberg 2016; Hervé 2015) were applied to
evaluate the effect of each explanatory factor in two CLM analyses
(P < 0.05).
In a first CLM analysis of RB84 data obtained in the 10

aggressiveness assays and the two experiments, the DS score was
considered the dependent variable and the pea line or genotype (G),
experiment (E), pathogenicity test (T), block (B), andG ×E andG ×

T interactions were considered fixed. A likelihood ratio (LR) test
(a = 5%) was applied to evaluate the significance of each fixed
effect in the CLM model.
In a second CLM analysis of data obtained with all of the isolates

in the 10 aggressiveness assays and the two experiments, the DS
score was considered the dependent variable and the isolate (I), pea
line or genotype (G), experiment (E), block (B), and I ×G, I ×E, and
G × E interactions were considered fixed factors. From this second
analysis, least squares means (LSMeans) were estimated for each
pea line and isolate using the lsmeans function of the lsmeans
package (Lenth and Herve 2015). For each isolate, LSMean values
for pea lines were compared with the Tukey test (a = 5%) using the
cld function of the MultCompView package (Graves et al. 2015).
For each pea line, LSMean values for the different isolates were
compared between each other and to the LSMeanvalue obtained for
RB84 in all tests,with theTukey test (a= 5%) using the pairs and cld
functions, respectively, of the MultCompView package (Graves
et al. 2015). The probability (between 0 and 1) of obtaining eachDS
score (0 to 5) for each isolate and each pea linewas calculated using
the rating lsmeans function.
Based on the LSMeanvalues obtained from the second analysis, a

principal component analysis (PCA) and an ascending hierarchical
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classification (AHC; Ward’s method) were performed to classify
isolates and pea lines using the pca and HCPC functions,
respectively, of the FactoMineR package (Husson et al. 2007).

RESULTS

Aggressiveness assay of A. euteiches isolates on pea
NILs. DS scores obtained for the RB84 reference isolate were
moderately to highly significantly correlated (i) between the 10
aggressiveness assays over the two experiments (0.43 < r < 0.94;
0.05 <P < 1.4 × 10

_10) and (ii) between the two experiments of each
pathogenicity test (0.69 < r < 0.92; 0.01 < P < 6 × 10

_5) except for
two tests (r > 0.34; P < 0.30). DS scores obtained for each isolate
were moderately to highly significantly correlated between the two
experiments (r ³ 0.58; P £ 0.05), except for the HB0-9 isolate (r =
0.28; P > 0.05). The first CLM analysis of DS scores obtained with
the RB84 isolate showed significant effects of G, E, T, G × E, and G
× T (P < 0.001) but no significant effect of B (P > 0.05). However,
the LRs of c2 values (LR Chisq) obtained for T (174.44), E (13.83),
G × T (279.16), and G × E (74.99) were much lower to negligible
compared with the value obtained for the G factor (1,811.99). All of
these statistical results showed that data from the 10 aggressiveness
assays and the two experiments were reproducible, justifying
analysis of them as a single experiment.
Thus, the second CLM analysis of DS scores was conducted for

all of the isolates over the 10 aggressiveness assays and the two
experiments. The results showed a highly significant effect of I, G,
and I × G (P < 2.2 × 10

_16) but no significant B effect (P > 0.05). A
significant effect of I × E (P < 2.2 × 10

_16) and G × E (P < 1.8 ×

10
_10) interactions was also observed, in accordance with the

moderate correlations observed between the two experiments for

some isolates. However, the variance contributed by these
interactions to the total variation was small (LR Chisq = 957.2
and 64.4 for I × E and G × E, respectively) compared with the
variance contributed by the isolate or the pea line factor (LRChisq=
4,888.7 and 6,501.1 for I and G, respectively).

Aggressiveness of A. euteiches isolates on pea lines.
A. euteiches isolates were all able to develop symptoms (DS ³ 1) on
the 10 pea lines studied. Despite a moderate and similar range of
LSMean values observed between pea lines (Supplementary Fig.
S1), significant differences of mean DS values were observed
between isolates on each pea line (P< 0.05). Low to high significant
differences in LSMeans of DS scores were observed between each
isolate and the reference isolate RB84 for each pea line
(Supplementary Fig. S2). A higher number of isolates showed
highly significant differences in aggressiveness compared with
RB84 on pea lines NIL5-5.1b, NIL8-4.1a, NIL14-2.2/3.1/7.6a, and
Isard than on the other pea lines studied (Supplementary Fig. S2).
Based on LSMeans of DS scores recorded on all of the pea lines,

AHC analysis distinguished three clusters of aggressiveness among
the 43 A. euteiches isolates. Cluster A included 16 isolates and
clusters B and C included 24 and 3 isolates, respectively (Fig. 2).
The first PCA axis (R= 74.10%) separated cluster A from clusters B
and C. The results showed that isolates from cluster A displayed a
higher average level of aggressiveness on the 10 pea lines than
isolates from clusters B and C, which showed moderate and low
average levels of aggressiveness, respectively (Fig. 2; Supplemen-
tary Fig. S3). Isolates from cluster A also showed lower variation in
aggressiveness onmost of the pea lines than isolates from clusters B
and C, which displayed larger intra- and intergenotype variations
(Supplementary Fig. S4). Cluster A contained isolates that were
moderately to highly aggressive on all pea NILs, specifically more

Fig. 1. Scheme of genetic positions of the seven main resistance quantitative trait loci (QTLs) to Aphanomyces euteiches A, on each pea linkage group (LG)
according to Hamon et al. (2013) and B, in each pea near-isogenic line (NIL) used in this study according to Lavaud et al. (2015). QTL positions are shown in gray,
blue, pink, green, purple, orange, and red for Ae-Ps1.2, Ae-Ps2.2, Ae-Ps3.1, Ae-Ps4.1, Ae-Ps4.5, Ae-Ps5.1, and Ae-Ps7.6, respectively. At QTL Ae-Ps7.6, “a”
denotes NILs carrying a major-effect resistance allele derived from recombinant inbred line (RIL) 847.50 or RIL BAP8.70 and “b” indicates NILs carrying the
minor-effect resistance allele derived from 552. In A, the name of the pea chromosome (Chr) corresponding to each LG is indicated at the bottom of each LG,
according to Kreplak et al. (2019).
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aggressive on NIL8.4.1a and NIL5.5.1b, but not on the resistant
control line AeD. Cluster B contained isolates that weremoderately
aggressive on NILs lacking the RIL 847.50 or RIL BAP8.70
resistance allele at QTL Ae-Ps7.6 and weakly aggressive on the
other pea NILs. Some isolates from cluster B were more aggressive
on some pea lines than most other isolates within the cluster (e.g.,
BL8 on NIL5-7.6b, P8 on NIL8-4.1/7.6b), whereas some were less
aggressive (e.g., BL8 and BI1 on NIL14-2.2/3.1/7.6a). The isolates
from this cluster displayed no aggressiveness on the pea resistant
control AeD. Cluster C contained weakly aggressive isolates on all
lines (Fig. 2; Supplementary Fig. S5).
The clustering of the isolates did not seem geographically

structured (Fig. 2; Supplementary Fig. S2). Clusters A and B
grouped isolates from Bretagne, Centre, Nord-Pas-de-Calais, and
Ile-de-France. Isolates sampled from Bourgogne belonged to
cluster B. The clustering of the isolates also showed no clear
structure related to their genetic groupings. Clusters A and B
contained two isolates (from Bretagne) and five isolates (from
Bretagne and Bourgogne), respectively, classified in the genetic
cluster 2 reported previously (Quillévéré-Hamard et al. 2018).
Cluster C also grouped isolates from Bretagne and Ile-de-France
from the previous genetic cluster 1 (Quillévéré-Hamard et al. 2018).
Clusters A and B grouped isolates from MLGs 3 and 7, whereas
isolates fromMLG 4were only present in clusters B and C. Isolates
from the other MLGs studied were found in the three clusters (Fig.
2; Supplementary Fig. S2).

Range of resistance effect of pea lines on A. euteiches
isolates. Significant differences in LSMeans of DS scores were
observed (i) between the two susceptible and resistant pea control
lines for all of the isolates, and (ii) between the susceptible control
line Isard and more than one NIL for 78% of the isolates studied
(Supplementary Fig. S2). AHC analysis identified three clusters of
pea lines (Fig. 2). The second axis of PCA (R2 = 5.92%) separated
two of these clusters from the last one (Supplementary Fig. S3B).
Cluster 1 only included the pea resistant control line AeD. The

AeD line showed highly significant differences of LSMean values
compared with Isard for all of the isolates and an average LSMean
value much lower than that of the NILs studied.
Cluster 2 consisted of five NILs carrying resistance allele from

RILBAP8.70 and/or RIL 847.50 atQTLAe-Ps7.6 individually or in
combination with other QTLs. The NILs were NIL5-5.1/7.6b,
NIL5-7.6b, NIL8-4.1/7.6b, NIL8-7.6b, and NIL5-5.1/7.6a ×

NIL14-2.2/3.1/7.6a. The five NILs showed significant DS LSMean
differences with the susceptible control Isard when inoculated with
the reference isolate RB84 and with 12 other isolates from the
different clusters (Supplementary Fig. S2). The NILs showed
average lower LSMean values with all of the isolates than the other
NILs and the susceptible control Isard. The NIL pyramiding four
resistance alleles at three QTL, derived from the cross NIL5-5.1/
7.6a x NIL14-2.2/3.1/7.6a, especially had the average lowest DS

LSMean value among all NILs studied (Supplementary Fig. S2).
The five NILs showed a wider spectrum of effects on the isolates
studied than the other NILs. They showed significantly lower DS
LSMean values than those on Isard for 50 to 79% of the isolates,
according to the NILs.
Cluster 3 consisted of the susceptible control line Isard and three

NILs that did not carry resistance alleles derived fromRIL847.50 or
RILBAP8.70 at QTLAe-Ps7.6, (Fig. 2). TheNILs from this cluster,
carrying resistance alleles from RIL 847.50 or RIL BAP8.70 at
minor-effect QTLs (i.e., NIL5-5.1b, NIL8-4.1a) or pea line 552
alleles at QTLs Ae-Ps7.6, Ae-Ps2.2, and Ae-Ps3.1 (i.e., NIL14-2.2/
3.1/7.6a), had a narrower spectrum of effects on the isolates studied
than NILs from cluster 2. Indeed, they showed significant LSMean
differences compared with Isard for only 5 (NIL5-5.1b) to 31%
(NIL14-2.2/3.1/7.6a) of the isolates studied (Fig. 2; Supplementary
Fig. S2).

DISCUSSION

The detection and validation of QTLs for resistance to
Aphanomyces root rot provides new insights into the control of
this damaging disease, as no resistant variety is currently cultivated.
However, before deploying resistance QTLs in pea growing
regions, knowledge is required to determine whether natural
populations of A. euteiches do not include individuals that are
more aggressive than others. Most aggressive isolates would be
selected by resistance QTLs in new varieties and would contribute
to increased aggressiveness of A. euteiches natural populations.
This study is the first to evaluate the partial resistance of NILs

developed byMABon a set ofA. euteiches isolates representative of
the diversity of the pathogen populations. NILs constitute a unique
resource to distinguish the effects of different genetic components
of quantitative resistance (i.e., QTLs) on pathogen populations. To
our knowledge, no study has used NIL plants to evaluate the effects
of single QTLs or QTL combinations on a diverse population of a
soilborne pathogen. In our study, the diversity of the French
A. euteiches populations was considered by selecting isolates from
diverse MLGs and French geographic locations, although all of the
isolates belonged to pathotype I (Quillévéré-Hamard et al. 2018).
Our results highlight (i) the variability of French A. euteiches
isolates for aggressiveness toward resistance QTLs and (ii) the
variable range of effects of single or combinations of QTLs on
French A. euteiches populations.

Three aggressiveness groups of A. euteiches isolates
toward NILs carrying different resistance QTLs. The
clustering of A. euteiches isolates for their aggressiveness on the
different NILs studied identified three groups with various levels of
aggressiveness, unrelated to their geographical origin or genetic
groups previously reported. This result is consistent with a previous
study that showed a wide range of aggressiveness among 88 French

TABLE 1. Pea near-isogenic lines (NILs) used for the aggressiveness test of Aphanomyces euteiches isolates

NIL codea Recipient line Donor lineb
Resistance alleles at QTL

introgressed (n) Target QTL

NIL5-5.1b Isard RIL 847.50 1 Ae-Ps5.1

NIL5-7.6b Isard RIL 847.50 1 Ae-Ps7.6

NIL5-5.1/7.6b Isard RIL 847.50 2 Ae-Ps5.1, Ae-Ps7.6
NIL8-4.1a Isard RIL BAP8.70 1 Ae-Ps4.1

NIL8-7.6b Isard RIL BAP8.70 1 Ae-Ps7.6

NIL8-4.1/7.6b Isard RIL BAP8.70 2 Ae-Ps4.1, Ae-Ps7.6
NIL14-2.2/3.1/7.6a Isard 552 3 Ae-Ps2.2, Ae-Ps3.1, Ae-Ps7.6
NIL5-5.1/7.6a × NIL14-2.2/3.1/7.6a
intercross

Isard RIL 847.50 + 552 4 Ae-Ps7.6(847.50) + Ae-Ps2.2, Ae-Ps3.1,
Ae-Ps7.6(552)

a NIL codes are from Lavaud et al. (2015). The pea NILs were produced by marker-assisted backcrossing to introgress one to three resistance alleles at target
quantitative trait loci (QTLs) identified in Hamon et al. (2013) from a donor to a recipient pea line (Lavaud et al. 2015). The last NIL was produced by
intercrossing two NILs carrying two and three resistance alleles, respectively.

b RIL = recombinant inbred line.
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pea-infecting isolates on a differential set of six pea genotypes
(Wicker and Rouxel 2001).
Isolates showing higher levels of aggressiveness on NILs carrying

QTL Ae-Ps7.6 individually or in combination with another QTL
grouped to cluster A. Although this cluster is not the largest in the
collection considered, it contains isolates that originated from
different areas of France (i.e., Bretagne, Centre, Nord-Pas-de-
Calais, and Ile-de-France). This observation makes it possible to
assume that in natural field populations, more aggressive isolates,
even possibly present in low frequency, would be able to develop low
to moderate symptoms on varieties carrying these QTLs. QTLs
deployed in varieties would then select for more aggressive isolates,
resulting in a reduction of the effect or “erosion” of partial resistance
conferred by the single QTL or QTL combinations after several
cycles of isolate selection. Indeed, previous studies conducted in
controlled conditions on oomycete pathogens have shown erosion of
quantitative resistance in potato (Andrivon et al. 2007) and grapevine
(Delmas et al. 2016; Delmotte et al. 2014) by selection of more
aggressive isolates by the host. Erosion of quantitative resistancewas
also observed under natural conditions attributable to selection
pressure exerted on pathogen populations (Delourme et al. 2014;
Fukuoka et al. 2014). Theoretical models reported that local
adaptation of pathogen populations depended on selection, gene
flow, and population size (Gandon andMichalakis 2002). In the case
of A. euteiches populations, we can hypothesize that the pre-
dominantly clonal pathogen reproduction pattern and the sustainable
survival of oospores in the soil would increase the size of aggressive
isolate populations selected by the deployment of resistance QTLs at
a regional scale and may favor the erosion of resistance QTLs after
several cycles of aggressive isolate selection. This hypothesis can be
reversed if higher aggressiveness is associatedwithhigher fitness cost
for the pathogen or if levels of resistance in varieties are so high that

they do not allow the pathogen to multiply, as observed in our study
for the resistant control line AeD.

Pea lines structured in three groups according to their
range of effects on A. euteiches isolates. The clustering of pea
lines based on their partial resistance versus susceptibility to the 43
isolates studied identified three groups with variable ranges of
effects on the isolates. Clusters 2 and 3 comprisedNILs that differed
by the presence and absence, respectively, of the major-effect
resistance allele from RIL BAP8.70 or RIL 847.50 at QTL Ae-
Ps7.6. NILs carrying these resistance alleles had a broader range of
effects on the isolates tested than NILs without these alleles, which
had a narrow range of effects. This result is in accordance with the
validated effect of these resistance alleles at QTL Ae-Ps7.6 in
different field environments (Lavaud et al., unpublished data).
Among NILs carrying a major-effect resistance allele at QTL Ae-
Ps7.6, the NIL pyramiding four resistance alleles at three QTL,
including two resistance alleles at QTL Ae-Ps7.6, expressed the
highest level partial resistance to isolates from cluster B. The
additive effects of pyramided resistance QTLs were reported
previously in different pathosystems. The combination of three
QTLs in apple and fourQTLs in rice increased resistance efficacy to
Venturia inaequalis and Magnaporthe oryzae, respectively
(Fukuoka et al. 2014; Laloi et al. 2017). However, the efficacy of
QTL combinations is not always correlated with the number of
QTLs combined. In our study, partial resistance of NIL14-2.2/3.1/
7.6a, cumulating minor-effect resistance alleles from pea line 552,
was lower than that of NIL8-7.6b carrying the major-effect
resistance allele. The range of effects of QTLs on the isolates
studied was correlated with the level of partial resistance conferred
by the QTL or QTL combination in the NILs.
Cluster 1 was composed of the resistant control pea line AeD,

which showed a broad range of effect (i.e., a resistance efficacy on

TABLE 2. Geographical origin and multilocus genotype (MLG) assignation of the 43 French isolatesa of Aphanomyces euteiches tested in this study for
aggressiveness on pea lines

Region
French department

(area code) Field (population code)
Isolates from each

field (n)
Isolates distributed in each

MLG per field (n) MLG

Bretagne Finistère (29) Riec/Belon (RB) 6 2 1
4 3

Morbihan (56) Bignan (BI) 6 2 1
4 4

Bourgogne Côte d’Or (21) Bretenière SO (BRO) 1 1 1

Bretenière S1 (BR1) 3 1 1
1 2
1 10

Bretenière S2 (BR2) 1 1 1
Bretenière S3 (BR3) 2 1 10

1 11
Centre Eure-et-Loir (28) Houville La Branche SO (HBO) 2 2 1

Houville La Branche S1 (HB1) 3 2 1
1 9

Pierres (P) 3 1 1
1 7
1 9

Fresnay l’Evêque (F) 1 1 8
Loiret (45) Bleville (BL) 2 1 1

1 7
Nord-Pas-de-Calais Nord (59) Ennevelin SO (ENO) 4 1 1

1 4
1 5
1 7

Ennevelin S1 (EN1) 3 1 1
1 4
1 7

Ile-de-France Essonne (91) Nainvilles Les Roches (NR) 3 2 1
1 4

Boigneville (BO) 2 2 7
Seine et Marne (77) Crisenoy (CR) 1 1 1

a From Quillévéré-Hamard et al. (2018).
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all isolates tested). Desgroux et al. (2016) reported that this resistant
germplasm cumulated 12 favorable haplotypes at 14 consistent
resistance loci, some of them covering the QTL Ae-Ps7.6 genomic
region.QTL pyramiding has been suggested as a promising strategy
to increase levels of partial resistance to A. euteiches in pea, which
has been confirmed in the pyramided NIL used in this study.
However, the nature of QTLs (e.g., their effect levels, ranges of
effects on isolates, and effects on key steps of pathogen life cycle),
more than their number, is reported as crucial to consider for the
durability of quantitative resistance (den Boer et al. 2014; Pilet-
Nayel et al. 2017). Indeed, broad-spectrum QTLs have been

associated with durable resistance in apple (LêVan et al. 2013). In
pea, little information is available on the effect of resistance QTLs
on life history traits ofA. euteiches. Lavaud et al. (2016) showed that
QTLs delayed first symptom appearance and decreased root
colonization. Other studies attempted to extract and quantify
oospore production from infested roots (Billard et al. 2019), but
extraction yieldswere not sufficient to correctly quantify the impact
of QTL resistance on oospore production. Resistance durability is
mainly the result of two effects: a reduction in the parasite’s
population dynamics (the less strong this population dynamic, the
more effective the resistancewill be), and a slowing of the evolution

Fig. 2. Heatmap and cluster analysis of Aphanomyces euteiches isolates and pea lines. The color scale corresponds to the least squares means (LSMeans) of disease
severity scores obtained in controlled condition assays for 43 French isolates of A. euteiches inoculated on the eight pea near-isogenic lines (NILs) carrying
resistance quantitative trait loci (QTLs) and two control lines (Isard and AeD990SW45-8-7 [AeD]) used in this study. Green and pink colors indicate low and high
LSMean values, respectively. The cluster dendrogram of isolates generated by principal coordinate analysis indicates three clusters by different color frames: blue,
cluster A; purple, cluster B; and yellow, cluster C. The cluster dendrogram of pea lines indicates three clusters by different color frames: white, cluster 1; dark gray,
cluster 2; and light gray, cluster 3. The content of each pea NIL in resistance QTLs, according to Lavaud et al. (2015), is indicated by black boxes in the table
beneath the NIL names. At QTL Ae-Ps7.6, the resistance allele(s) present in each NIL is derived from the pea germplasm recombinant inbred line (RIL) 847.50 or
RIL BAP8.70 (a) and/or 552 (b).
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of its genetic structure toward more aggressive individuals. Based
on our observations and knowledge of the disease, it would thus be
interesting to define whether the resistance QTL will particularly
act on A. euteiches life history traits involved in the pathogen
multiplication process and fitness.
Our study highlighted a significant level of partial resistance

conferred by QTL Ae-Ps7.6 to A. euteiches isolates. However, to
maintain its effectiveness, it would be necessary to combine Ae-
Ps7.6 with other QTLs (e.g., in the same variety or by mixing
cultivars carrying differentQTLs) and also to use it with appropriate
agronomic practices such as rotation with nonhost and/or resistant
legume crops or an early sowing date. In our study, the pea line AeD
displayed a high level of resistance against highly aggressive
isolates of cluster A. Thus, future breeding programswill need to be
investigated to achieve the level of resistance of AeD for the
creation of varieties with durable resistance.
In conclusion, this study conducted in controlled conditions

describes a reference state of the aggressiveness level and variation
of natural A. euteiches populations in France toward resistance
QTLs before their deployment in future pea varieties. Variation for
aggressiveness on resistanceQTLs inNILswas observed among the
isolates studied. This suggested that A. euteiches populations may
erode resistance QTL effects over time by selection of higher
aggressive isolates such as those identified in this study. Thus, to
ensure a sustainable efficacy of partial resistance conferred by
QTLs, especially the major QTL Ae-Ps7.6, it is necessary to
monitor the prevalence and the population size of more aggressive
isolates. Variation in the range of effects of the pea lines studied on
A. euteiches isolateswas also observed, in relationwith their level of
partial resistance/susceptibility. QTL pyramiding for a higher level
and broader range of effects of quantitative resistance on A.
euteiches isolates, coupled with cultural practices maintaining low
pathogen population sizes in the soil, will be a promising strategy
for the durable development of resistant varieties.
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C., Moussart, A., Tivoli, B., Delourme, R., and Pilet-Nayel, M. L. 2011.
New consistent QTL in pea associated with partial resistance to Aphano-

myces euteiches in multiple French and American environments. Theor.
Appl. Genet. 123:261-281.

Hamon, C., Coyne, C. J., McGee, R. J., Lesné, A., Esnault, R., Mangin, P., Hervé,
M., Le Goff, I., Deniot, G., Roux-Duparque, M., Morin, G., McPhee, K. E.,
Delourme, R., Baranger, A., and Pilet-Nayel, M. L. 2013. QTL meta-analysis
provides a comprehensive view of loci controlling partial resistance to Aphano-

myces euteiches in four sources of resistance in pea. BMC Plant Biol. 13:45.
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Discussion générale 
 

Les travaux que j’ai menés pendant cette thèse se sont inscrits dans un contexte de 
besoin urgent d’accroître la production de légumineuses en France et en Europe, alors que les 
stress, spécialement la pourriture racinaire précoce à A. euteiches, sont des verrous majeurs à 
l’augmentation de la production de ces cultures. En effet, d’un côté, les objectifs d’autonomie 
protéique de l’Europe et de réduction des pesticides conduisent à ce jour à revoir les systèmes 
de production en accroissant notamment la part de légumineuses à graines dans les rotations, et 
de l’autre côté, les variétés françaises de pois restent sensibles ou tolérantes à A. euteiches même 
si des QTL et sources de résistance sont en cours d’intégration dans les programmes de 
sélection. Bien que plusieurs travaux menés dans l’équipe ont porté sur la gestion de la 
pourriture racinaire, aucune étude n’a été conduite depuis les années 2000 (Wicker, 2001) pour 
mieux décrire les populations d’A. euteiches en France. Ce type d’étude permettrait de dresser 
un état de référence de la structuration des populations françaises et évaluer si les nouvelles 
pratiques culturales et le déploiement à venir des légumineuses dans les systèmes de production 
sont susceptibles de faire évoluer la diversité et la structure des populations de l’agent 
pathogène. C’est dans ce contexte que j’ai réalisé mes travaux qui ont visé à acquérir des 
connaissances plus approfondies sur i) la diversité génétique et phénotypique des populations 
françaises d’A. euteiches, en s’appuyant notamment sur des marqueurs moléculaires plus 
discriminants que ceux précédemment utilisés et ii) le niveau d’agressivité des isolats d’A. 

euteiches vis-à-vis des QTL de résistance identifiés dans les travaux de génétique. Ce travail de 
thèse a comporté trois axes principaux, avec les deux premiers axes qui ont visé à développer 
des marqueurs microsatellites, étant le type de marqueurs développés au moment de l’étude 
(Chapitre 1) pour étudier la diversité génétique et phénotypique des populations françaises d’A. 

euteiches (Chapitre 2). Le troisième axe a eu, quant à lui, pour objectif d’évaluer la diversité 
des isolats français pour leur agressivité vis-à-vis de NILs contenant un ou plusieurs QTL de 
résistance, afin d’émettre des hypothèses prédictives sur l’évolution potentielle des souches lors 
du déploiement de variétés partiellement résistantes.  

Les résultats obtenus au cours de ces travaux et décrits dans les chapitres précédents : 

1) Ont permis de développer des marqueurs microsatellites informatifs pour étudier la 
diversité génétique des populations d’A. euteiches, à partir d’isolats d’origines 
géographiques différentes (France et US) ;  

2) Ont révélé une faible structuration génétique des populations françaises d’A. euteiches, 

avec un pattern particulier pour les isolats issus de parcelles avec un historique cultural 
comportant plusieurs légumineuses ; 

3) Ont mis en évidence trois groupes d’agressivité, dans un set d’isolats français d’A. 
euteiches, sur NILs de pois contenant différents QTL de résistance, ainsi que des 
gammes d’efficacité plus ou moins larges des QTL de résistance dans les NILs vis-à-
vis de ce set d’isolats français d’A. euteiches.  

L’ensemble de ces résultats a permis de valider les hypothèses de recherche dressées dans 
ce travail de thèse (cf Chapitre I) à savoir : (1) une faible diversité génétique des populations 
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d’A. euteiches présentes en France, (2) mais une diversité modérée de pouvoir pathogène des 
isolats français sur des lignées porteuses de QTL de résistance, constituant une source 
potentielle d’évolution des populations d’A. euteiches face au développement futur de variétés 
partiellement résistantes de pois. 

Dans ce chapitre, nous allons revenir sur les résultats marquants du travail de thèse et 
discuter leurs apports aux connaissances scientifiques actuelles dans le contexte de la transition 
agroécologique prônant une augmentation des surfaces agricoles en légumineuses. Ces résultats 
seront discutés au regard des nouvelles connaissances acquises depuis la réalisation de ces 
travaux entre 2012 et 2017 et des pistes d’action à envisager seront dressées pour poursuivre 
ces travaux.   

 

1. Les marqueurs pour l’étude de la diversité génétique des 
populations d’A. euteiches 

 

La connaissance de la variabilité génétique au sein des populations d’agents pathogènes 
repose sur l’utilisation de marqueurs moléculaires permettant de mettre en relief un 
polymorphisme qui reflète la signature moléculaire d’évènements fondateurs plus ou moins 
proches et qui ont structuré les populations au fil de plusieurs générations. Pendant longtemps, 
que ce soit en France et aux Etats-Unis, les études menées pour décrire la diversité génétique 
d’A. euteiches ont reposé uniquement sur des marqueurs dominants malgré le génome diploïde 
(hétérozygotie) de l’agent pathogène. Des études menées sur les populations françaises d’A. 
euteiches grâce aux marqueurs AFLP et SRAP (Wicker, 2001; Le May et al., 2018) ont mis en 
avant une absence de structuration génétique des populations et une diversité génétique faible 
à élevée selon l’origine géographique des isolats, malgré un potentiel évolutif de l’agent 
pathogène supposé faible en raison de son régime de reproduction homothallique et de son 
caractère tellurique limitant les flux de gènes et le brassage génétique. 

Le niveau informatif d’un marqueur repose sur un équilibre entre le niveau de 
polymorphisme détecté et le nombre de locus polymorphes révélés au cours d’un essai (Powell 
et al., 1996). Les marqueurs AFLP, même s’ils révèlent de nombreux locus sur le génome, 
semblent être moins intéressants en raison du polymorphisme d’absence/présence pour chaque 
locus, comparé aux microsatellites qui ont un potentiel de polymorphisme plus élevé en révélant 
plusieurs allèles par locus sur la base de répétitions en tandem de di- ou tri-nucléotides. En 
outre, les marqueurs AFLP ne permettent pas de révéler une hétérozygotie. Les marqueurs 
SRAP, quant à eux, sont utilisés pour amplifier des régions codantes avec des amorces ciblant 
les cadres de lecture ouverts. A notre connaissance, les limites de ces marqueurs sont peu 
renseignées à ce jour, ces derniers étant relativement nouveaux comparé aux autres marqueurs 
dominants. Cependant leur utilisation se généralise puisqu’ils ont été utilisés pour évaluer la 
diversité génétique d’un certain nombre d’agents pathogènes dont les nématodes (Devran & 
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Baysal, 2012) et les oomycètes (Chen et al., 2009). Comme pour les marqueurs AFLP, les 
marqueurs SRAP ne produisent pas d’information sur le niveau d’hétérozygotie.  

Au cours des dernières décennies, les microsatellites se sont affichés comme les 
marqueurs moléculaires de choix pour étudier les questions relatives à l’étude des populations 
de plusieurs espèces, en raison notamment de leur prix, de leur reproductibilité ainsi que de leur 
distribution sur tout le génome et de leur taux élevé de polymorphisme. Ainsi plusieurs études 
de génétique des populations utilisant ce type de marqueurs ont été menées sur les pathogènes 
telluriques comme le nématode à kyste de la carotte Heterodera carotae (Gautier et al., 2019) 
ou le nématode de la betterave Heterodera schachtii (Gracianne et al., 2016), mais aussi sur 
des oomycetes tels que Phytophthora infestans (Montarry et al., 2010) Néanmoins leur 
développement est plus complexe car nécessite l’acquisition de données de séquence pour 
identifier des motifs di- ou tri-nucléotides en tandem et requiert de définir des amorces. Ces 
amorces se localisent notamment dans des régions génomiques non codantes, ce qui peut 
constituer un avantage de neutralité pour l’étude de la diversité génétique. De plus, la question 
de savoir si un nombre limité de marqueurs microsatellites reflète avec précision la diversité de 
l’ensemble du génome reste une question controversée (Väli et al., 2008). Depuis, grâce aux 
progrès de la génétique, de la baisse des coûts de séquençage de génomes entiers, le 
développement et l’utilisation de marqueurs SNP a connu un essor grandissant en raison 
notamment de l’utilisation des nouvelles techniques de séquençage à haut débit pouvant être 
appliquées efficacement à un large éventail d’organismes. Ces progrès apportent des marqueurs 
en masse pour explorer la diversité génétique d’A. euteiches. En effet, comparé aux marqueurs 
microsatellites, les SNPs présentent l’avantage d’être plus nombreux et très bien répartis sur 
l’ensemble du génome, y compris dans les régions riches en gènes, apportant ainsi des résultats 
plus précis. L’utilisation de SNPs s’avère d’autant plus intéressante que ces marqueurs sont 
situés dans des zones génomiques codantes ou soumises à des pressions de sélection.  

En 2013, lorsque nous avons entrepris les travaux sur les populations françaises d’A. 
euteiches, notre choix s’est orienté vers les marqueurs microsatellites pour étudier la diversité 
des populations en France, en raison de l’essor à l’époque de ce type de marqueurs locus-
spécifique et co-dominant et de l’absence de séquençage complet du génome d’A. euteiches. Le 
niveau de polymorphisme obtenu grâce à ces marqueurs s’est révélé intéressant pour mener 
notre étude de génétique des populations de l’agent pathogène mais a mis en évidence une faible 
diversité génétique au sein des populations françaises. Néanmoins, ces marqueurs ont permis 
de distinguer deux groupes distincts d’isolats entre les populations françaises et américaines. 
Ces résultats sont convergents avec ceux obtenus avec les marqueurs SRAP (Le May et al., 
2018). Bien que nous ayons considéré ces marqueurs comme étant suffisamment informatifs et 
polymorphes pour mener une étude de génétique des populations (Mieuzet et al., 2016), le 
nombre de marqueurs développés est resté modeste et leur répartition, homogène ou non, sur le 
génome d’A. euteiches est restée inconnue. Ceci n’a pas permis d’estimer si le niveau 
d’information du set de 14 SSRs (dont 4 amorces di- ; une amorce tétra- et 9 amorces tri-
nucléotides) utilisés a été suffisant pour caractériser la diversité génétique au sein des 
populations analysées. Avec l’obtention de la séquence complète du génome d’A. euteiches en 
2018 (Gaulin et al., 2018; Kiselev et al., 2022), il serait à présent possible de localiser sur le 
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génome les motifs SSRs des marqueurs utilisés, par alignement de leurs séquences sur celle du 
génome de référence. Kiselev et al. (2022) ont identifié 41 familles d’ADN satellites répétés en 
tandem (nommées AeSat), localisés pour la plupart dans des régions non codantes.  

Depuis 2008, les travaux de séquençage d’A. euteiches ont permis d’apporter des 
avancées majeures sur l’état des connaissances des effecteurs impliqués dans sa pathogénicité. 
Ainsi les premières études ont permis d’identifier la présence d’effecteurs cytoplasmiques de 
type Crinklers (CRNs) impliqués dans la reconnaissance hôte-pathogène (Gaulin et al., 2008). 
Par la suite, des analyses de génomique couplées à des analyses transcriptomique ont permis 
d’identifier une nouvelle classe d’effecteurs de type SSP (Small Secreted Protein) 
correspondant à des protéines de petite taille impliquées dans les interactions hôte-pathogène. 
Récemment, ces effecteurs ont fait l’objet d’une étude fonctionnelle plus approfondie afin de 
comprendre leur rôle dans les mécanismes de défense des plantes (Gaulin et al., 2018; 
Camborde et al., 2022). L’avancée des techniques de séquençage ont permis pour la première 
fois d’assembler le génome mitochondrial de la souche européenne ATCC201684 d’A. 

euteiches, et d’avoir accès à une première version du génome des souches de référence RB84 
et Ae109 utilisées dans nos travaux (Kiselev et al., 2022). Cette avancée majeure récente ouvre 
de nouvelles perspectives pour développer de nouveaux marqueurs et analyser plus finement la 
structure des populations du pathogène. En effet, sur la base de ces génomes, l’identification de 
SNP sur tout le génome pourrait être réalisée afin notamment de développer une puce SNP 
permettant de caractériser les populations d’A. euteiches avec un plus grand nombre de 
marqueurs localisés dans des zones codantes ou neutres. Cette puce pourrait être utilisée pour 
génotyper la collection des 205 isolats français étudiés dans ce travail, afin de confirmer ou 
non, avec une résolution plus élevée, la faible diversité génétique observée avec les marqueurs 
SSRs dans ce travail de thèse. Cependant le mode de reproduction clonal de l’agent pathogène 
et sa dissémination sur de courtes distances laissent présager que l’utilisation en nombre plus 
élevé de nouveaux marqueurs moléculaires tels que les SNP ne révèlent pas une plus grande 
variabilité génétique que celle déjà observée dans les populations isolées des parcelles avec des 
précédents culturaux de pois. Néanmoins, cette approche serait envisageable pour des isolats 
issus de parcelles avec des précédents culturaux diversifiés en légumineuses. Ainsi, la 
comparaison génomique des isolats européens et américains a permis d’identifier des variations 
génétiques entre isolats issus de parcelles ayant présenté des historiques culturaux diversifiés 
en légumineuses qui seraient étroitement liées aux protéines sécrétées SSP (Kiselev et al., 
2022). Ce résultat ouvre donc de nouvelles perspectives pour identifier des marqueurs plus 
informatifs de type SNP non-neutres en ciblant des zones codantes sous sélection par l’hôte. En 
effet, en développant des marqueurs dans les gènes codant des effecteurs CRN et SSP, il serait 
envisageable de réaliser des analyses de génétique des populations pour élucider avec une plus 
grande précision la diversité génétique et la structure des populations en fonction de leur 
relation avec la plante hôte, i.e la pathogénicité et la préférence d’hôte. Cette approche 
permettrait également d’établir un lien génotype-phénotype avec une meilleure précision que 
celle réalisée avec les marqueurs neutres qui ne ciblent pas les régions sous sélection. 

Aujourd’hui les approches de phénotypage des isolats d’A. euteiches nécessitent de 
mettre en place des essais en conditions contrôlées par des inoculations artificielles sur une 
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gamme de légumineuses permettant de révéler les différences de pouvoir pathogène de ces 
isolats. Cette méthodologie relativement longue et contraignante permet de classer les isolats 
selon leurs pathotypes et leurs phénotypes de virulence. L’accès au génome d’A. euteiches 

laisse désormais envisager la possibilité de développer des marqueurs spécifiques de 
pathotypes. L ’analyse phylogénique menée par Kiselev et al., 2022 sur la base de cinq génomes 
re-séquencés d’A. euteiches a mis en évidence deux clusters distinguant les deux souches 
européennes de pathotype I sur pois et la souche de référence américaine de pathotype III sur 
pois plus proche des deux souches de références des races 1 et 2 sur luzerne. Le développement 
de marqueurs spécifiques de pathotypes pourrait non seulement fournir un diagnostic rapide 
des isolats présents en France mais aussi développer des stratégies de surveillance de leur 
évolution.  

2. La structuration des populations d’A. euteiches : état de référence 
pré-déploiement de variétés résistantes en vue d’anticiper la 
gestion durable des QTL résistance 

 

L’estimation du potentiel d’adaptation des populations d’agents pathogènes aux 
résistances génétiques est une étape indispensable pour gérer durablement les résistances 
variétales. McDonald & Linde (2002) ont ainsi proposé des indicateurs basés sur les 
caractéristiques biologiques et génétiques des agents pathogènes pour prédire la durabilité des 
résistances. En s’appuyant sur le tableau d’estimation de risque proposé par McDonald & Linde 
(2002), la faible dispersion et le régime d’autofécondation majoritaire d‘A. euteiches permettent 
de conclure au faible potentiel évolutif des populations d’A. euteiches. Néanmoins, cette grille 
reste générique et ne donne qu’une estimation très partielle du potentiel évolutif. Nous pouvons 
émettre l’hypothèse que la capacité de survie dans le sol pendant de nombreuses années ainsi 
que le large spectre d’hôtes d’A. euteiches contribueraient à augmenter la taille des populations 
naturelles. Cela pourrait donc avoir un impact non négligeable sur le risque de contournement 
des résistances par un maintien dans le temps des populations les plus adaptées. Dans un 
contexte où des contournements de résistances ont été observés chez les plantes, spécialement 
dans le cas de la résistance partielle de la luzerne à la race 1 d’A. euteiches aux USA, il est 
important de connaître le niveau de diversité des populations naturelles d’A. euteiches en 
France. La paucité des approches de génétique des populations d’A. euteiches en France depuis 
les années 2000 (Wicker, 2001), nous a conduit à mener une étude de la diversité génétique et 
phénotypique des populations françaises d’A. euteiches issues des principaux bassins de 
production ayant eu des fréquences de retour du pois variables d’une parcelle à l’autre et des 
conditions pédoclimatiques différentes selon les régions. Lorsque cette étude a été menée, 
aucune variété résistante de pois vis-à-vis de la maladie n’était encore déployée. Il s’agissait 
donc d’établir un état de référence du niveau de diversité des populations françaises, à partir 
d’un set élargi d’isolats d’A. euteiches isolés du pois et d’un set de légumineuses cultivées en 
France.  

Dans cette étude, menée entre 2013 et 2015, l’utilisation de marqueurs co-dominants 
nous a permis de mettre en évidence une faible diversité génétique ainsi qu’une absence de 
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structuration génétique des populations de l’agent pathogène à l’échelle régionale (Quillévéré-
Hamard et al., 2018). Cependant, les données génétiques n’ont pu être corrélées à celles des 
phénotypes observés, ce qui a montré la spécificité d’utilisation des marqueurs neutres qui ne 
ciblent pas les régions sous sélection. Sur la base de nos résultats, nous avons pu émettre 
l’hypothèse du rôle fondateur de l’hôte sur la structuration génétique des populations d’A. 

euteiches en France. Selon cette hypothèse, la présence du pois comme culture principale de 
légumineuse dans les parcelles d’où sont issus les isolats et l’absence de variétés de pois 
résistantes à la maladie ont pu limiter la pression de sélection exercée par l’hôte sur les 
populations d’A. euteiches et ainsi l’évolution des populations. Néanmoins, l’identification de 
quelques isolats avec un fort niveau d’hétérozygotie dans les parcelles échantillonnées de la 
région de Bourgogne, présentant un historique en légumineuses diversifiées (féverole, vesce, 
luzerne et pois), a renforcé l’hypothèse émise par Grünwald & Hoheisel en 2006 de l’existence 
de phénomène d’outcrossing dans un régime majoritairement d’autofécondation. Ces 
phénomènes de brassage génétique interviendraient entre isolats avec des profils génétiques 
différents, sélectionnés par l’hôte. A ce jour, de nombreuses questions restent en suspens sur 
les déterminismes écologiques qui conduisent l’agent pathogène A. euteiches à des phénomènes 
d’outcrossing. Néanmoins, ces phénomènes bien que ponctuels, contribueraient à accroître le 
niveau de diversité génétique des populations de l’agent pathogène. A l’échelle phénotypique, 
notre étude a montré une variabilité relativement faible, la plupart des isolats testés ayant 
présenté un profil de virulence sur l’ensemble des espèces de légumineuses testées (pois, vesce, 
luzerne et féverole) et l’ensemble de ces isolats ayant été caractérisés comme appartenant au 
pathotype I d’A. euteiches sur pois. La prépondérance de la culture de variétés sensibles de pois 
parmi les légumineuses cultivées depuis les 40 dernières années en France limiterait donc la 
variabilité phénotypique des isolats d’A. euteiches observée sur pois, contrairement à ce qui a 
été observé par ailleurs sur d’autres légumineuses (Wicker et al., 2001). Le rôle de la plante 
hôte est donc un point central de notre étude dans la structuration génétique et phénotypique 
des populations d’A. euteiches. Aux Etats-Unis, la diversification des légumineuses et 
l’utilisation de la luzerne bien plus ancienne qu’en France en rotation avec le pois a eu des 
répercussions non négligeables sur les populations d’A. euteiches en mettant en évidence 
davantage de variabilité des populations au niveau génétique (Malvick et al., 2009) et 
phénotypique (Fitzpatrick et al., 1998; Malvick & Grau, 2001). Une étude comparative de la 
diversité génétique des isolats d’A. euteiches provenant de trois pépinières françaises et quatre 
pépinières américaines a montré que la variabilité génétique observée était plus élevée aux 
Etats-Unis qu’en France (Le May et al., 2018). Au niveau phénotypique, de récents travaux 
comparatifs entre ces populations françaises et américaines ont montré une agressivité plus 
élevée des isolats issus des pépinières françaises, avec une variabilité phénotypique plus élevée 
entre les pépinières américaines qu’entre les pépinières françaises plus uniformes. Alors que le 
pathotype III est observé dans certaines pépinières des USA, spécialement dans l’état du 
Minnesota largement cultivé en luzerne, le pathotype I a été retrouvé dans la plupart des 
pépinières américaines étudiées et dans l’ensemble des pépinières françaises (Onfroy et al., en 
préparation). Le séquençage récent de quatre souches de référence d’A. euteiches, représentant 
les principaux pathotypes identifiés sur pois (souche RB84, pathotype I ; souche Ae109, 
pathotype III) et luzerne (race 1, MF1 ; race 2, NC1), a montré une plus grande proximité 
génétique de la souche Ae109 isolée du pois (pathotype III) avec les souches luzerne (MF1, 
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NC1) qu’avec la souche RB84 isolée du pois (Kiselev et al, 2022). Ces études comparatives 
sont en cohérence avec l’hypothèse que les rotations incluant du pois et de la luzerne pourraient 
favoriser l’émergence de populations d’A. euteiches avec une plus grande variabilité. Elles 
ouvrent de nouvelles perspectives pour comprendre l’histoire évolutive d’A. euteiches dans les 
deux pays étudiés. 

En se basant sur l’hypothèse du rôle de la légumineuse hôte dans la structuration des 
populations d’A. euteiches et du constat que la filière protéagineuse est aujourd’hui en plein 
essor pour répondre aux enjeux climatiques et au besoin des marchés de valoriser les protéines 
végétales en France, il semble urgent de poursuivre cette approche de cartographie génétique 
des populations d’A. euteiches dans les bassins de production de légumineuses. En effet, 
l’augmentation et la diversification souhaitées des cultures de légumineuses sur le territoire 
national laisse présager, comme cela a été le cas aux USA, à l’émergence de nouveaux variants 
entraînant ainsi une modification du niveau de diversité génétique et phénotypique des 
populations françaises. En outre, le large spectre d’hôtes d’A. euteiches pourrait aussi contribuer 
à augmenter son potentiel évolutif en favorisant l’augmentation de la taille des populations 
limitant ainsi les phénomènes de dérive génétique. L’ensemble de ces processus contribueraient 
donc à accroître le niveau de diversité génétique des populations naturelles d’A. euteiches. 
L’hypothèse selon laquelle plusieurs trajectoires évolutives des populations d’A. euteiches se 
distinguant génétiquement et par leurs spécificités d’hôtes, coexistent dans le sol, a déjà été 
évoqué dans les travaux de Wicker (2001). Cependant nos travaux n’ont pas permis de répondre 
à cette hypothèse en raison de l’absence d’échantillonnage dans des régions avec des historiques 
culturaux variés en légumineuses. Il conviendrait donc d’orienter l’effort d’échantillonnage 
dans des parcelles pour lesquelles un historique cultural diversifié en légumineuses a été mis en 
place et ceci au niveau régional. En France, peu de parcelles offrent une diversité d’historique 
en légumineuses cultivées car le pois a été la culture de légumineuse prépondérante depuis les 
40 dernières années. En revanche, au niveau international, et plus particulièrement aux Etats-
Unis et au Canada, d’autres légumineuses telles que la luzerne ou la lentille, ont été largement 
cultivées dans les mêmes zones de culture que le pois. La proximité génétique des souches de 
référence du pathotype III du pois et des races 1 et 2 de luzerne (Kiselev et al., 2022) et 
l’identification de souches du pathotype III dans les pépinières situées dans des régions de 
culture de la luzerne aux Etats-Unis (Onfroy et al, en préparation) laissent supposer un 
continuum d’évolution entre les populations d’A. euteiches via les différents hôtes de 
légumineuses. Au Canada où le pathotype I a été montré récemment majoritaire (Kumar et al., 
2021), aucune étude de la diversité génétique n’a été investiguée jusqu’à ce jour. Un effort 
d’échantillonnage important à plus grande échelle aux Etats-Unis notamment dans les localités 
de Washington, du Minnesota, du Wisconsin et de l’Oregon ainsi qu’au Canada, serait 
intéressant à réaliser dans des parcelles présentant des historiques de charge en pois et de culture 
de légumineuses diversifiés, afin de mener une étude de la diversité génétique des populations 
en fonction des hôtes. Ce type d’étude vient d’être mené en Europe et a identifié des différences 
entre les populations d’A. euteiches issues de parcelles cultivées en pois dans différents pays 
d’Europe, notamment d’Italie, sans néanmoins que le lien avec l’historique cultural en 
légumineuses n’ait pu être étudié (Kälin et al., 2022).  



 

106 

 

Lors de mon travail à INRAE, j’ai pu investiguer l’étude de la sélection des isolats par 
l’hôte dans des essais de successions culturales de pois ou de féverole simulées en conditions 
contrôlée. La co-inoculation de deux isolats distincts a été effectué au premier cycle et le 
système racinaire a été réenfoui à chaque cycle suivant dans du substrat inerte comme source 
d’inoculum. A l’issue des essais, des isolements ont été réalisés à partir de racines 
symptomatiques pour in fine caractériser les isolats d’A. euteiches au niveau moléculaire. Les 
résultats obtenus n’ont pas permis de conclure quant au rôle sélectif du pois ou de la féverole 
sur le mélange d’isolats en raison de plusieurs verrous méthodologiques. D’une part, les 
effectifs d’isolement se sont avérés être trop faibles pour émettre des conclusions à partir des 
résultats obtenus. D’autre part, le passage par une phase d’isolements des souches à partir du 
pois ou de la féverole a induit des biais d’échantillonnage. Enfin la méthode de ré-
enfouissement racinaire a accru de manière exponentielle la charge fongique entraînant une 
rapide augmentation de la pression d’inoculum. Pour étudier le rôle des légumineuses sur la 
sélection directionnelle des isolats d’A. euteiches, il conviendrait de mettre en place des essais 
de successions culturales de différentes légumineuses in natura dans des micro-parcelles 
naturellement infestées. Cependant ces essais peuvent s’avérer long (un cycle de culture par an) 
et sont généralement soumis aux aléas climatiques et à des pressions sanitaires. L’approche 
d’évolution expérimentale en conditions contrôlées peut dans ce cas s’avérer être une bonne 
alternative en permettant de contrôler efficacement les effets confondants. De plus, cette 
approche permet l’obtention rapide de résultats à moindre coûts. Dans d’autres pathosystèmes 
telluriques, i.e. Globodera pallida/pomme de terre (Fournet et al., 2013) ou Meloidogyne 

incognita/ tomate (Castagnone-Sereno et al., 2007), des essais d’évolution expérimentale ont 
été menés en conditions contrôlées pour explorer les conséquences phénotypiques et 
génomiques de l’adaptation d’agents pathogènes aux résistances de leur hôte. A partir du 
dispositif de successions culturales développé en conditions contrôlées par Moussart et al., 2012 
dans du sol naturellement infesté, une expérimentation d’évolution expérimentale pourrait être 
conduite afin d’étudier l’effet de légumineuses sur la sélection des populations naturelles d’A. 

euteiches issues de parcelles présentant un historique de culture de pois. Dans ce type de 
dispositif, des successions culturales de diverses légumineuses avec réenfouissement des 
racines à chaque cycle et des isolements d’isolats d’A. euteiches au début et en fin de test, 
couplés à l’usage de méthodes de séquençage haut-débit des isolats, devraient être envisagés 
pour caractériser avec précision l’évolution des populations de l’agent pathogène au fur et à 
mesure des successions et ainsi étudier l’effet de la pression sélective des légumineuses sur la 
l’évolution de la diversité génétique et de la structuration des populations d’A. euteiches 
(Figure 19).   
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Figure 19 : Schéma de l’évolution expérimentale, adapté de Moussart et al., 2012, pour étudier 
l’effet des légumineuses sur la sélection des populations naturelles d’A. euteiches. 

 

3. La diversité d’agressivité des isolats français vis-à-vis des QTL de 
résistance, source d’adaptation potentielle des populations 
d’A.euteiches à la résistance partielle  

 

En raison de l’absence de méthodes de lutte efficaces vis-à-vis d’A. euteiches, la création 
de variétés résistantes apparaît comme étant une solution efficace et durable pour cultiver le 
pois protéagineux et d’autres légumineuses dans les assolements. Les travaux engagés dans le 
groupe légumineuses de l’UMR IGEPP depuis 2000 ont permis d’identifier des régions du 
génome contrôlant la résistance partielle chez le pois (Hamon et al., 2013; Desgroux et al., 
2016). Préserver la durabilité de ces résistances est un enjeu majeur dans un contexte d’urgence 
à augmenter l’autonomie protéique de l’Europe et l’introduction des légumineuses, 
spécialement le pois, dans les rotations culturales. L’évaluation du niveau d’agressivité des 
populations d’A. euteiches vis-à-vis des QTL résistance est donc une étape primordiale afin 
d’anticiper au mieux l’efficacité de la résistance partielle conférée par ces QTL lorsque les 
premières variétés les intégrant seront cultivées à large échelle. Nos travaux de recherche ont 
ainsi mis en avant une variabilité de l’agressivité des isolats français vis-à-vis de différentes 
combinaisons de QTL de résistance intégrés dans des NILs (Lavaud et al., 2015) dont les 
génomes ne diffèrent que par ces QTL (Quillévéré-Hamard et al., 2021). Les résultats obtenus 
ont permis d’établir un état de référence du niveau d’agressivité des populations d’A. euteiches 
vis-à-vis des QTL de résistance qui sont aujourd’hui déployés dans de nouvelles variétés de 
pois. La mise en évidence d’isolats présentant un niveau d’agressivité élevé vis-à-vis de 
différents QTL de résistance, y compris du QTL de résistance à effet majeur Ae-Ps7.6, amène 
à avancer l’hypothèse qu’une érosion de la résistance partielle serait possible par sélection 
directionnelle des isolats les plus agressifs et par augmentation de la taille de la population de 
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ces individus via la reproduction clonale et la survie des oospores dans le sol. Néanmoins, nos 
résultats ont montré que les lignées de pois cumulant plusieurs QTL présentaient un spectre 
accru d’efficacité de la résistance partielle du pois vis-à-vis des isolats testés, bien qu’aucune 
corrélation entre l’efficacité de la combinaison de QTL et le nombre de QTL combinés n’ait été 
mis en évidence dans notre étude. Ceci peut s’expliquer par des différences d’effets additifs des 
QTL, les lignées ayant intégré l’allèle à effet le plus fort (issue de la source 90-2131) au QTL 
à effet majeur Ae-Ps7.6, étant plus résistantes vis-à-vis davantage d’isolats, quel que soit le 
nombre d’autres QTL introduits. Cela peut également s’expliquer par la présence d’effets 
épistatiques potentiels des QTL. Le témoin très résistant, ayant été caractérisé comme cumulant 
des allèles favorables à une dizaine de locus de résistance (Desgroux et al., 2016), a montré une 
résistance efficace vis-à-vis de tous les isolats testés dans cette étude. Ce résultat conforte 
l’intérêt de la stratégie de pyramidage de QTL pour augmenter durablement les niveaux de 
résistance dans les variétés. Pour assurer une efficacité durable de la résistance partielle, il 
semble également nécessaire d'acquérir des connaissances sur la prévalence des isolats à forte 
agressivité dans les populations naturelles ainsi que sur la taille de ces populations. Cette étude 
nécessiterait donc un échantillonnage plus conséquent à l’échelle nationale.  

En complément des travaux menés par Lavaud et al. (2016) concernant l’effet des QTL 
sur les étapes précoces du cycle de développement de la maladie, il conviendrait également de 
connaître la diversité de mode d’action des QTL sur des traits d’histoire de vie (THV) clés des 
populations pathogènes tel que leur capacité de multiplication, et sur leur fitness. En outre, des 
travaux préliminaires sur les THV ont permis de montrer des effets contrastés des exsudats 
racinaires de différentes légumineuses sur la germination des oospores (Billard et al., 2019). En 
s’appuyant sur la méthodologie développée dans cette étude, il serait intéressant d’étudier d’une 
part l’effet des QTL seuls ou combinés sur la production d’oospores de plusieurs isolats 
d’agressivités différentes et d’autre part l’effet des exsudats racinaires des différentes lignées 
sur la germination des oospores et la mobilité des zoospores de ces isolats, deux étapes clés du 
cycle du pathogène. L’étude de la diversité des populations d’A. euteiches pour les THV clés 
de l’agent pathogène en relation avec leur niveau d’agressivité vis-à-vis des QTL de résistance, 
permettrait d’anticiper des stratégies de combinaison des QTL pour limiter le risque d’érosion 
de la résistance partielle. 

Afin d’étudier la durabilité potentielle de la résistance partielle, j’ai été également 
amenée à expérimenter à INRAE des tests de successions culturales accélérées de monocultures 
de NILs en conditions contrôlées contaminées par A. euteiches. Pour cela, les lignées ont été 
semées dans un substrat inerte préalablement inoculé avec une solution d’oospores. Pour les 
cycles suivants, l’ensemble du système racinaire a servi d’inoculum par ré-enfouissement des 
racines dans un nouveau substrat avant semis des lignées. Cette méthodologie s’est avérée 
inadaptée pour mesurer la durabilité des résistances en raison d’une pression d’inoculum trop 
forte conduisant à une érosion de la résistance partielle du pois dès les premiers cycles de 
monoculture. Ces premiers essais infructueux, nous ont conduit à mettre en place un dispositif 
pluriannuel (2016 à 2023) in natura de successions culturales de NILs de pois porteuses de 
QTL, cultivées en monocultures ou en alternance avec de la féverole résistante, sur une parcelle 
naturellement contaminée par A. euteiches au champ à Bignan (Morbihan) (Figure 20). 
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L’objectif de cet essai est d’étudier l’effet de la combinaison de QTL dans les NILs et de 
l’alternance avec la féverole sur i) l’évolution de la quantité d’inoculum dans le sol et ii) 
l’évolution du niveau d’agressivité des isolats sur 8 ans. Les résultats des travaux sur 
l’évaluation des isolats français d’A. euteiches vis-à-vis des NILs n’étant pas disponibles au 
moment de la mise en place de cette étude, le choix des lignées s’est orienté en prenant en 
compte les résultats obtenus par Lavaud et al., 2015 en conditions contrôlées et au champ. 
Ainsi, les lignées avec la nomenclature NIL5-5.1/7.6b (NIL A), NIL14-2.2/3.1/7.6a (NIL B) du 
chapitre 2 ont été utilisées dans cet essai de successions culturales au champ, ainsi qu’un 
mélange 50 : 50 de la NIL A et la NIL B. La lignée AeD990SW45-8-7 a été utilisée comme 
témoin résistant et la variété Solara comme témoin sensible. Un témoin NIL 0 sur fond 
génétique Isard sans QTL a été ajouté à l’essai. En complément, deux monocultures de variétés 
de féverole sensible (Barraca) et résistante (Hiverna) ont été implantées. La notation du 
potentiel infectieux (PI) du sol chaque année entre 2016 et 2019 dans les 48 micro-parcelles a 
mis en avant l’intérêt de l’alternance pois-féverole pour limiter l’évolution croissante du PI. En 
outre, i) la féverole (sensible et résistante) a montré une efficacité accrue pour limiter 
l’augmentation du PI du sol par rapport au pois et ii) la NIL A s’est montrée plus efficace que 
la NIL B pour limiter l’augmentation du PI du sol au cours des quatre années de tests 
(Leprévost, 2019). Ces résultats restent à confirmer sur les années supplémentaires, mais ceux 
obtenus avec les lignées de pois peuvent être mis en cohérence avec ceux du chapitre 2 de ma 
thèse pour lesquels nous avons vu que la NIL A présentait un spectre d’action plus efficace vis-
à-vis d’A. euteiches que la NIL B. L’efficacité accrue de la féverole sensible par rapport au pois 
partiellement résistant sur l’évolution du PI du sol soulève l’hypothèse évoquée dans la partie 
2 de cette discussion sur le rôle sélectif de l’hôte vis-à-vis des isolats d’A. euteiches. L’étude de 
l’évolution de l’agressivité des isolats issus de monoculture de la NIL A entre l’année 2016 et 
l’année 2019 a été réalisée sur 5 génotypes de pois, i.e AeD990SW45-8-7, NIL 0, NIL A, NIL 
B et la NIL C correspondant à la NIL5-7 .6b du chapitre 2 de ma thèse. Les résultats obtenus 
ont montré une augmentation de la fréquence d’isolats plus agressifs entre 2016 et 2019 sur 
l’ensemble des génotypes, avec un classement des génotypes de pois des plus résistants au plus 
sensibles correspondant à AeD990SW45-8-7, NIL C, NIL A, NIL B et NIL 0 (Leprévost, 2019). 
Ce classement des génotypes est cohérent avec les résultats que j’ai obtenus dans le chapitre 2 
de ma thèse, qui ont mis en l’avant l’efficacité du QTL à effet majeur AePs7.6 seul vis-à-vis 
d’une large gamme d’isolats d’A. euteiches et l’intérêt du cumul d’allèles de résistance tel que 
dans la lignée AeD990SW45-8-7 pour obtenir une efficacité accrue de la résistance partielle. 
Ces résultats renforcent également l’hypothèse soulevée dans mon étude sur le risque d’érosion 
de la résistance partielle par une sélection directionnelle récurrente des isolats les plus agressifs.  

Grâce à l’ensemble de ces travaux, nous avons pu dresser l’hypothèse d’un risque 
potentiel d’érosion des QTL de résistance chez le pois, par une augmentation progressive de la 
fréquence d’isolats plus agressifs dans les populations naturelles d’A. euteiches, par sélection 
directionnelle récurrente. Le potentiel d’augmentation du niveau d’agressivité des populations 
d’A. euteiches en réponse aux pressions sélectives de l’hôte pourrait néanmoins être limité par 
les coûts potentiels de sa fitness associés à l’adaptation à la résistance partielle et impacter ainsi 
différents traits phénotypiques tels que sa capacité à survivre ou à produire des descendants. Le 
coût de fitness des agents pathogènes associé à l’érosion des résistances quantitatives reste 
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encore peu étudié aujourd’hui bien que quelques études aient été conduites en conditions 
contrôlées notamment sur l’interaction entre le PVY et le piment (Montarry et al., 2012) ou 
encore entre l’oomycète Plasmopara viticola et la vigne (Delmas et al., 2016). Dans notre 
étude, il serait intéressant de caractériser les THV d’isolats issus de populations d’A. euteiches 
sous pression de sélection par des QTL de résistance dans des NILs, afin de tester les trade-off 
éventuels entre le gain d’agressivité et les principaux traits d’A. euteiches nécessaires à sa 
survie. Ainsi, plusieurs mesures de traits phénotypiques tels que la période de latence, le niveau 
de sporulation (Billard et al., 2019) ou la taille des spores pourraient être étudiés sur les isolats 
d’A. euteiches collectés dans les micro-parcelles entre 2016 et 2019. De telles études 
constitueraient une étape clé vers la conception de stratégies efficaces pour la gestion durable 
des résistances partielles.  

La caractérisation des zones génétiques sous sélection sur le génome d’A. euteiches 
responsables de l’adaptation des populations à la résistance partielle permettrait de rechercher 
des mécanismes de défense chez la plante qui cibleraient les facteurs génétiques dans ces zones 
sous sélection, et ainsi développer des stratégies pour préserver l’effet de la résistance partielle 
du pois. L’approche de scan génomique est aujourd’hui largement utilisée pour détecter les 
signatures laissées par la sélection dans le génome pour in fine identifier les gènes impliqués 
dans les interactions. Elle pourrait être développée à partir des populations d’A. euteiches 
isolées de successions choisies en 2016 et en 2023, afin d’identifier les régions génomiques 
d’A. euteiches sous sélection par les QTL de résistance. Plusieurs facteurs de pathogénicité, i.e 
des « core proteases » ont été identifiés, et constitueraient de bon gènes candidats aux régions 
du génome identifiées sous sélection (Kiselev et al., 2022).  
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Figure 20 : Dispositif de l’essai d’évolution expérimentale au champ de 2016 à 2019. 
Organisation parcellaire des différentes modalités de génotype (Pois : AeD990SW45-8-7, NIL 
0, NIL A, NIL A + NIL B, NIL B, Solara ; Féverole : Barraca, Hiverna) en fonction de l’année 
(2016, 2017, 2018, 2019) du bloc (A, B, C, D) et du système de culture (monoculture pois ; 
alternance pois-féverole). Les différents sols sont numérotés de 1 à 52 (Leprévost, 2019). 
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Conclusion 
 

Ce travail de thèse a permis d’apporter des connaissances sur le niveau de diversité des 
populations d’A. euteiches responsable de la pourriture racinaire précoce en France ainsi que 
sur le comportement de lignées quasi-isogéniques de pois porteuses de QTL de résistance vis-
à-vis de ces populations. Nous avons vu au cours de ces travaux de recherche que la diversité 
des populations d’A. euteiches en France est relativement faible comparé aux résultats des 
travaux précédents mais que ces populations présentent une variabilité de niveau d’agressivité 
pouvant être source de risque d’érosion de la résistance partielle des futures variétés résistantes 
de pois par sélection des populations d’A. euteiches les plus agressives. Nous avons également 
émis l’hypothèse du rôle de la diversité des légumineuses hôtes sur la structuration des 
populations de l’agent pathogène. Les avancées majeures des connaissances en génomique d’A. 

euteiches depuis la réalisation de ces travaux, couplées aux résultats et ressources acquises à 
l’IGEPP sur ce pathosystème (collections d’isolats d’A. euteiches/de NILs de pois, 
méthodologie de tests), ouvrent de nouvelles perspectives pour approfondir l’étude de la 
diversité génomique et de l’adaptation des populations de l’agent pathogène aux QTL de 
résistance. Les connaissances apportées par ce travail ouvrent également de nouvelles 
perspectives pour évaluer le rôle des QTL de résistance chez le pois et des différents hôtes de 
légumineuses cultivés, comme « drivers » de l’évolution des populations de l’agent pathogène 
tellurique, via le développement d’approches d’évolution expérimentale pour tester l’effet de 
la sélection comme force évolutive. 
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Annexes du chapitre 2 : Etude de la diversité 
génétique et phénotypique des populations 
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Additional file 2. Genotyping profiles of the 205 A. euteiches isolates 
obtained with the 20 SSRs              
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154/

160 

BR1-9 182/182 192/192 158/158 140/140 226/230 122/125 139/146 

101/

107 

187/

191 

130/1

32 

129/

136 

137/1

41 

213/2

16 

157/

161 

168/

182 

200/2

02 

207/2

09 

160/1

62 

103/

109 

154/

160 

BR1-10 182/182 192/192 158/158 140/140 226/230 122/125 139/146 

107/

107 

187/

191 

130/1

32 

129/

136 

137/1

41 

213/2

16 

157/

161 

168/

182 

200/2

02 

207/2

09 

160/1

62 

103/

109 

154/

160 

BR1-4 182/182 192/192 158/158 140/140 226/230 122/125 139/146 

107/

107 

191/

193 

130/1

32 

129/

136 

137/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

182 

200/2

02 

209/2

09 

160/1

60 

103/

109 

154/

160 

BR2_1 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

BR2_2 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

BR2_3 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

BR2_4 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

BR3-1 182/182 192/192 158/158 140/140 226/230 122/125 139/146 

101/

107 

191/

193 

130/1

32 

129/

136 

137/1

41 

213/2

16 

157/

161 

164/

182 

200/2

02 

207/2

09 

160/1

60 

103/

109 

154/

160 

BR3-2 182/182 192/192 158/158 140/140 226/230 122/125 139/146 

101/

107 

191/

193 

130/1

32 

129/

136 

137/1

41 

213/2

16 

157/

161 

164/

182 

200/2

02 

207/2

09 

160/1

60 

103/

109 

154/

160 

BR3-3 182/182 192/192 158/158 140/140 226/230 122/125 139/146 

101/

107 

191/

193 

130/1

32 

129/

136 

137/1

41 

213/2

16 

157/

161 

168/

182 

200/2

02 

207/2

09 

160/1

62 

103/

109 

154/

160 

BR3-4 182/182 192/192 158/158 140/140 226/230 122/125 139/146 

101/

107 

191/

193 

130/1

32 

129/

136 

137/1

41 

213/2

16 

157/

161 

168/

182 

200/2

02 

207/2

09 

160/1

62 

103/

109 

154/

160 



 

140 

 

BR3-5 182/182 192/192 158/158 140/140 226/230 122/125 139/146 

101/

107 

191/

193 

130/1

32 

129/

136 

137/1

41 

213/2

16 

157/

161 

168/

182 

200/2

02 

207/2

09 

160/1

62 

103/

109 

154/

160 

BR3-6 182/182 192/192 158/158 140/140 226/230 122/125 139/146 

101/

107 

191/

193 

130/1

32 

129/

136 

137/1

41 

213/2

16 

157/

161 

168/

182 

200/2

02 

207/2

09 

160/1

62 

103/

109 

154/

160 

BR3-7 182/182 192/192 158/158 140/140 226/230 122/125 139/146 

101/

107 

191/

193 

130/1

32 

129/

136 

137/1

41 

213/2

16 

157/

161 

168/

182 

200/2

02 

207/2

09 

160/1

62 

103/

109 

154/

160 

BR3-8 182/182 192/192 158/158 140/140 226/230 122/125 139/146 

101/

107 

191/

193 

130/1

32 

129/

136 

137/1

41 

213/2

16 

157/

161 

168/

182 

200/2

02 

207/2

09 

160/1

62 

103/

109 

154/

160 

CR1 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

CR8 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

CR9 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

CR10 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

CR2 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

CR3 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

CR4 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

CR5 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

CR6 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

CR7 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

CR11 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

113/

113 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

CR12 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

113/

113 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

CR13 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

113/

113 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

ENO_1 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

ENO_10 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

ENO_11 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

ENO_12 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

ENO_13 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 



 

141 

 

ENO_14 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

ENO_2 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

ENO_17 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

ENO_3 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

ENO_4 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

EN0-5 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

EN0-6 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

EN0-7 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

EN0-8 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

EN0-9 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

EN0-15 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

EN0-18 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

EN0-19 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

EN0-21 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

EN0-16 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

62 

109/

109 

160/

160 

EN0-20 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

113/

113 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

EN1_8 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

EN1-5 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

EN1-6 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

EN1-7 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

EN1-2 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

EN1-1 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 



 

142 

 

EN1-3 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

EN1-4 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

FE3 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

FE4 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

FE5 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

FE6 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

FE7 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

FE8 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

FE9 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

FE10 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

FE11 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

FE12 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

FE1 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

FE2 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

HBO_1 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

HBO_6 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

HBO_2 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB0-3 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB0-4 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB0-5 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB0-7 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB0-8 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 
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 HB0-9 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB0-10 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB0-11 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB0-12 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB1-1 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB1-5 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB1-6 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB1-7 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB1-8 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB1-9 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB1-10 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB1-11 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB1-14 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB1-15 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB1-16 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB1-3 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB1-18 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB1-21 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB1-22 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB1-4 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB1-13 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

113/

113 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

 HB1-12 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

113/

113 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 
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 HB1-17 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

113/

113 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

 HB1-19 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

113/

113 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

 HB1-2 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

13014

1 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

 HB1-20 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

13014

1 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

M01 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

106/

106 

157/

157 

MO2 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

106/

106 

157/

157 

MO5 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

106/

106 

157/

157 

MO6 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

106/

106 

157/

157 

MO7 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

106/

106 

157/

157 

MO9 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

193/

193 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

106/

106 

157/

157 

MO1 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

MO3 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

MO4 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

NR1 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

NR2 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

NR3 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

NR4 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

160/1

60 

109/

109 

160/

160 

NR8 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

NR9 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

NR10 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

NR11 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

NR12 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 
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NR13 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

NR14 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

NR15 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

NR16 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

NR5 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

NR6 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

NR7 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 

162/1

62 

109/

109 

160/

160 

P17 182/182 192/192 158/158 137/137 226/226 125/125 146/146 

107/

107 

191/

191 

130/1

30 

129/

129 

141/1

41 

216/2

16 

157/

157 

168/

168 

200/2

00 

209/2

09 
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Additional file 3. Distribution of the 13 multilocus genotypes (MLGs) within and between 
sites. a, b The cluster number is indicated according to the Structure analysis with or without 
Bretenieres populations (Figure 1, Additional file X) 

Population code MLG  n 

cluster assignment 
a  

cluster assignment b  

delta k=100  without Bretenière 
  delta k= 1600 

RB MLG1 2 1 3  
MLG3 4 2 2 

BI MLG1 2 1 3  
MLG4 4 1 2 

BRO MLG1 8 1 - 
BR1 MLG1 9 1 -  

MLG2 1 1 -  
MLG10 2 2 -  
MLG11 2 2 -  
MLG12 1 2 -  
MLG13 1 2 - 

BR2 MLG1 4 1 - 
BR3 MLG10 6 2 -  

MLG11 2 2 - 
HBO MLG1 12 1 3 
HB1 MLG1 18 1 3  

MLG9 4 1 2 
P MLG1 15 1 3  

MLG7 4 1 1  
MLG9 1 1 2 

F MLG8 12 1 2 
BL MLG1 9 1 3  

MLG7 4 1 1 
ENO MLG1 1 1 3  

MLG4 10 1 2  
MLG5 1 1 2  
MLG7 9 1 1 

EN1 MLG1 4 1 3  
MLG4 1 1 2  
MLG7 3 1 1 

NR MLG1 12 1 3  
MLG4 4 1 2 

MO MLG1 3 1&2 2&3  
MLG6 6 1 2 

BO MLG7 11 1 1 
CR MLG1 13 1 3 

Population codes are according to Table 1. MLGs were identified using 20 SSR markers among the 205 
French A. euteiches isolates of the collection. MLG number (MLG), number of isolates (n) and cluster 
assignment with all the data and without Bretenière obtained with STRUCTURE. 



 

148 

 

 
 

 

 



 

149 

 

 

 

 

 

 



 

150 

 

Additional file 8. LSMeans of disease severity on the three pea genotypes studied in response 
to inoculation with 34 A. euteiches isolates  

 
 

Lumina  MN313  PI180693  

LSM SD  LSM SD  LSM SD  

RB84 10,2669 0,3208 a 6,8845 0,2913 b 3,8372 0,2664 c 
RB3 7,4682 0,2693 a 4,0858 0,2562 b 1,0384 0,2363 c 
RB5 8,9058 0,2897 a 5,5234 0,2657 b 2,4760 0,2415 c 
BI1 8,8760 0,2916 a 5,4936 0,2687 b 2,4463 0,2435 c 
BI6 9,7636 0,3112 a 6,3812 0,2848 b 3,3339 0,2593 c 

BR0-2 1,3141 0,2090 a -2,0683 0,2071 b -5,1157 0,2335 c 
BR0-6 3,0008 0,2207 a -0,3816 0,2162 b -3,4289 0,2318 c 
BR1-2 5,7363 0,2815 a 2,3539 0,2691 b -0,6934 0,2671 c 
BR1-3 7,4651 0,2588 a 4,0827 0,2429 b 1,0353 0,2233 c 
BR2-1 8,6981 0,2890 a 5,3157 0,2672 b 2,2683 0,2432 c 
BR2-4 9,1746 0,2921 a 5,7922 0,2666 b 2,7449 0,2410 c 
BR3-1 6,9682 0,2672 a 3,5858 0,2559 b 0,5385 0,2409 c 
BR3-5 7,4767 0,2685 a 4,0943 0,2546 b 1,0469 0,2366 c 
HB0-1 8,2281 0,3415 a 4,8457 0,3255 b 1,7983 0,3087 c 
HB0-9 9,1872 0,2975 a 5,8048 0,2728 b 2,7574 0,2477 c 
HB1-3 8,5126 0,3070 a 5,1302 0,2889 b 2,0828 0,2696 c 

HB1-14 10,3549 0,3394 a 6,9725 0,3124 b 3,9252 0,2867 c 
BL5 9,3201 0,3007 a 5,9377 0,2740 b 2,8903 0,2501 c 
BL8 8,9663 0,2910 a 5,5839 0,2662 b 2,5366 0,2426 c 
P8 8,5343 0,2866 a 5,1519 0,2658 b 2,1046 0,2425 c 
P14 8,5606 0,2867 a 5,1782 0,2649 b 2,1308 0,2422 c 
F3 10,0237 0,3293 a 6,6413 0,3026 b 3,5940 0,2786 c 
F10 10,1315 0,3184 a 6,7490 0,2893 b 3,7017 0,2645 c 

EN0-12 9,7391 0,3118 a 6,3567 0,2843 b 3,3094 0,2604 c 
EN0-16 9,0317 0,3684 a 5,6493 0,3488 b 2,6020 0,3304 c 
EN1-3 10,2375 0,4001 a 6,8551 0,3769 b 3,8078 0,3585 c 
EN1-5 8,8280 0,2917 a 5,4456 0,2690 b 2,3983 0,2452 c 
NR8 8,7744 0,2880 a 5,3920 0,2648 b 2,3447 0,2412 c 

NR14 9,8027 0,3105 a 6,4203 0,2818 b 3,3730 0,2580 c 
M01 9,6018 0,3023 a 6,2194 0,2746 b 3,1721 0,2494 c 
M05 9,4792 0,3003 a 6,0968 0,2726 b 3,0495 0,2483 c 
B05 9,0428 0,2937 a 5,6604 0,2689 b 2,6130 0,2445 c 
B013 9,3460 0,3055 a 5,9636 0,2800 b 2,9163 0,2562 c 
CR9 9,3274 0,3055 a 5,9450 0,2802 b 2,8976 0,2563 c 
CR5 8,5284 0,2827 a 5,1460 0,2612 b 2,0987 0,2385 c 

 

For each isolate, LSMean scores obtained from CLMM on the three pea genotypes were 
significantly different, as shown by different letters between genotypes (Tuckey test, p-value < 
0.05) with Lumina, the most susceptible genotype, MN313, the genotype with intermediate 
behavior and PI180693, the most resistant genotype. 
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Additional file 9. LSMeans of disease severity for each genetic cluster of structure analysis without Bourgogne data (delta K=1600) 

Genetic 
Cluster 

Pea Vetch Faba Bean Alfalfa 
Lumina MN313 PI180693 Amethyste Topaze Baraca Melodie Zenith 

LSM SD  LSM SD  LSM SD  LSM SD  LSM SD  LSM SD  LSM SD  LSM SD  

1 2,264 0,293 a 2,108 0,419 a 1,517 0,222 ab -1,610 0,202 a -4,630 0,576 a -0,799 0,193 a -3,087 0,253 a -0,363 0,191 a 
2 2,393 0,199 a 2,942 0,375 b 1,460 0,171 a 3,187 0,189 b -4,381 0,525 a -0,078 0,135 b -2,427 0,174 b 0,536 0,140 b 
3 3,250 0,230 b 2,146 0,366 a 1,092 0,154 b 2,749 0,169 c -4,614 0,519 a -0,011 0,108 b -2,685 0,160 ab 0,459 0,119 b 

 

For each variety, LSMean scores obtained from CLM followed by the same letter are not significantly different (Tuckey test, p -value > 0.05). 
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Annexes du chapitre 3 : Étude de la diversité 
d’isolats français pour leur agressivité sur 
des NILs porteuses de QTL de résistance 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 



 

 

Titre : Variabilité génétique et phénotypique des populations d’Aphanomyces euteiches :  
conséquence pour la gestion durable des QTL de résistance à la pourriture racinaire chez le pois 

Mots clés :  Aphanomyces, marqueurs, Pisum sativum, diversité, agressivité, NILs 

Résumé :   La pourriture racinaire précoce du 
pois, due à l’oomycète Aphanomyces 
euteiches, est une maladie majeure du pois en 
France et dans le monde. Cette thèse a visé à 
évaluer la diversité génétique et phénotypique 
des populations françaises d’A. euteiches vis-
à-vis de légumineuses cultivées et de QTL de 
résistance chez le pois, en vue de contribuer 
au développement de connaissances pour 
l’étude de la durabilité de la résistance partielle 
du pois à A. euteiches. Afin d’étudier la 
diversité génétique des populations d’A. 
euteiches, des marqueurs microsatellites ont 
été développés, parmi lesquels 14 marqueurs 
hautement polymorphes ont été identifiés. Le 
génotypage de 94 isolats a montré une 
diversité génétique entre des populations 
américaines et françaises, confirmant le 
pouvoir discriminant de ses marqueurs. 
L’analyse génétique d’une collection de 205 
isolats français a mis en évidence une faible 

structuration des populations et un faible 
niveau de diversité génétique. De plus, 
l’analyse phénotypique de 34 de ces isolats 
français sur une gamme de 8 génotypes de 4 
légumineuses hôtes a montré que la plupart 
des isolats était virulent sur pois, fèverole, 
luzerne et vesce et présentait un niveau élevé 
et peu diversifié d’agressivité sur pois. Enfin, 
le niveau d’agressivité de 43 isolats français 
vis-à-vis de 8 NILs de pois porteuses de QTL 
de résistance a été étudié. Les résultats ont 
identifié 3 groupes d’isolats présentant une 
variabilité d’agressivité et 3 groupes de NILs 
avec des spectres d’efficacité plus ou moins 
larges sur les isolats d’A. euteiches étudiés. 
Cette thèse ouvre de nouvelles perspectives 
pour mieux connaître la diversité génomique 
des populations d’A. euteiches et le rôle de la 
plante comme « driver » d’évolution des 
populations de l’agent pathogène. 

 

Title :  Genetic and phenotypic variability of Aphanomyces euteiches populations: consequence for 
the durable management of root rot resistance QTL in pea 

Keywords :  Aphanomyces root rot, markers, Pisum sativum, diversity, agressiveness, NILs 

Abstract:   Aphanomyces root rot of pea, 
caused by the oomycete Aphanomyces 
euteiches, is a major disease of pea in France 
and worldwide. This thesis aimed to evaluate 
the genetic and phenotypic diversity of French 
populations of A. euteiches towards leguminous 
crops and resistance QTL in pea, in order to 
contribute to knowledge development on the 
durability of partial resistance in pea. In order to 
study the genetic diversity of A. euteiches 
populations, microsatellite markers were 
developed, among which 14 highly polymorphic 
markers were identified. Genotyping of 94 
isolates showed genetic diversity between 
American and French populations, confirming 
the discriminatory power of these markers. 
Genetic analysis of a collection of 205 French 
isolates showed low population structure and  
 
 

low genetic diversity.  In addition, phenotypic 
analysis of 34 of these French isolates from a 
range of 8 genotypes of 4 host-legume 
species showed that most isolates was virulent 
on pea, faba bean, alfalfa and vetch and 
showed high level but low diversity of 
aggressiveness on pea. Finally, the level of 
aggressiveness of 43 French isolates towards 
8 NILs carrying resistance QTL was studied. 
The results highlighted 3 groups of isolates 
showing a variability of aggressiveness and 3 
groups of NILs with variable broad spectrum of 
efficacy. This thesis opens new perspectives 
for understanding the genomic diversity of A. 
euteiches populations and the role of the plant 
as a driving force in the evolution of the 
pathogen populations. 
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