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I'nomogénéité de la variance respectivement, le R carré ajusté par rapport aux facteurs du
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de réaction des 103 souches de F. graminearum pour les deux signaux métaboliques (Unk_3444
et Unk_5333) dans les deux environnements (E1 et E2).

Table supplémentaire 5 : Analyse de variance du modele 2 (voir article) des deux signaux
métaboliques (Unk_ 3444 et Unk_5333) dans les deux environnements (E1 et E2). Le tableau
(A) résume la valeur de lambda pour le coefficient BoxCox, Df pour les degrés de liberté du
facteur Génotype (G) et des résidus. Shapiro Wilk teste pValue (Shapiro_pval) et Levene teste
la pvalue (Levene pval) des résidus pour la normalité et I'nomogénéité de la variance
respectivement, le R carré ajusté par rapport aux facteurs du modele (R2-ajusté). Le tableau (B)
présente les valeurs de moyenne des carrés, de sommes des carrés, de la valeur statistique F et
de la valeur p pour le facteur Genotype et les résidus (Residuals).
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Listes des abréviations :

ADN : acide desoxyribonucléique

ADON : Acetyldéoxynivalenol

Asym : Asymptote horizontale maximale

AUC : Area under the curve (aire sous la courbe)
BLINK : Bayesian-information and Linkage-disequilibrium Iteratively Nested Keyway
CMI : Concentration minimale inhibitrice

DON : Déoxynivalenol

E1 : Environnement température

E2 : Environnement oxydatif

E3 : Environnement hydrique

E4 : Environnement azote

Fst : Indice de fixation (mesure de différenciation des populations a partir du polymorphisme
génétique)

GWAS : Genome Wide Association Study (étude d’association pangénomique)
HA : « Home versus Away », contrastes d’adaptation locale

Interaction GXE : Interaction génotype par environnement

LF : « Local versus Foreign », contrastes d’adaptation locale

OD_4D : Optical density 4 days (densité optique a 4 jours de culture)

PDA : Potato dextrose agar (gélose dextrosée a la pomme de terre)

QTL : Quantitaive Trait Loci (locus a caractere quantitatif)

RIP : Repeat Induce Point [mutation] ([Mutation] ponctuelle induite par répétition)
ROS : Reactive Oxygen Species (especes réactives de I’oxygene)

SA : Lignée évoluée a 25°C, propagation asexuée

SNP : Single Nucleotide Polymorphisme (polymorphisme nucléotidique simple)
Speed : Vitesse de croissance

SV : Lignée évoluée a 25°C, propagation par repiquage de mycelium

TCTB : Trichotécénes de type B

TSA : Lignée évoluée a 30°C, propagation asexuée

TSV : Lignée évoluée a 30°C, propagation par repiquage de mycélium
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Préambule :

Le potentiel adaptatif d’une espéce aux changements environnementaux est li¢ a sa capacité
d’évolution génétique liée elle-méme aux différentes forces évolutives et a la plasticité
phénotypique des individus dans la population. La vitesse d’adaptation, 1’amplitude et la
persistance des changements dépendent fortement du rdle relatif de ces deux composantes,
celles-ci n’étant pas exclusives. La plasticité phénotypique, pour sa part, a longtemps été
considérée comme une nuisance car elle induit des modifications non voulues du phénotype.
En 2003, Mary Jane West-Eberhard, biologiste, théoricienne de la plasticité développementale
et phénotypique a homogénéisé et reformulé les définitions actuelles de la plasticité
phénotypique en précisant que dans certaines circonstances celle-ci pourrait entrainer des

changements évolutifs précédents les changements génétiques dans la population.

Les travaux de recherches présentés dans ce manuscrit rassemblent de la connaissance autour
d’un important sujet qui est le potentiel adaptatif, menés ici chez Fusarium graminearum. Ce
champignon phytopathogene est un des agents majoritaires responsables de la fusariose des épis
des céréales, notamment le blé. Cette infection conduit a des pertes de rendement au champ
ainsi qu’a une contamination des grains par des métabolites fongiques toxiques pour ’homme
et I’animal appelés mycotoxines. La lutte contre la fusariose de 1’épi et 1’accumulation de
mycotoxines dans les grains de céréales est un enjeu agronomique et sanitaire majeur a I’échelle
mondiale. C’est aussi dans le contexte du changement climatique, déja constaté au cours des
derniéres décennies et vouées a des transformations encore plus importantes a 1’avenir, que
cette thése s’inscrit. Le changement d’environnement impactant les cultures céréalieres peut
également modifier grandement la dynamique des populations d’agent pathogénes et provoquer
1I’émergence de nouvelles épidémies. Le lecteur trouvera dans cette thése une approche in vitro
d’étude de la plasticité phénotypique a I’échelle individuelle sur une collection de souches.
Ensuite, une approche d’association pangénomique sera utilisée permettant de définir les
déterminismes génétiques et moléculaires sous-jacents cette plasticité phénotypique observée.
Il sera aussi question d’étudier le potentiel adaptatif génétique de F. graminearum

probablement mis en ceuvre lors d’une modification de I’environnement.
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Avant-propos

« Apres avoir été repoussé a deux reprises par de violents vents du sud-ouest, le navire de Sa
Majesté Beagle, un brick! de dix canons, sous le commandement du capitaine Fitz Roy, R.N.,
quitta Devonport? le 27 décembre 1831. L'objet de I'expédition était d'achever I'étude de la
Patagonie et de la Terre de Feu, commencée sous le capitaine King de 1826 a 1830, d'étudier
les cbtes du Chili, du Pérou et de certaines Tles du Pacifique, et d'effectuer une chaine de

mesures chronométriques autour du monde » (Darwin, 1913).

L’aventure de Charles Darwin a bord du HMS beagle lors d’une expédition autour du monde
jusqu’en octobre 1836 se révélera étre un voyage d’une importance capitale dans 1’Histoire de
la science. Au cours de ce voyage, Charles Darwin élabore sa théorie de la sélection naturelle
qui étudie ’adaptation des especes a leur milieu. Il publiera en 1859, la premiére des six éditions
de son livre : L origine des espéces. Parmi I’ensemble des théories discutées dans ce livre,
notamment celle de la sélection naturelle, Charles Darwin expose ses observations et déductions
en lien avec les variations naturelles et les effets de I’environnement. Ces théories originales
pour 1’époque proposent une origine individuelle, ¢’est-a-dire génétique (la variation a 1’état de
nature), et des variations liées a I’environnement (les lois de la variation) pour expliquer les
variations phénotypiques des individus. Charles Darwin évoque aussi la notion d’acclimatation
en proposant une adaptation physiologique de 1’organisme® par modification du métabolisme,
dont le point final est la sélection des individus les mieux adaptés. C’est sur cette base que
naquit la théorie de 1’évolution des espéces devenant au cours du XXeéme, la théorie moderne

de I’évolution ou théorie synthétique de 1’évolution?,

Lié au contexte de changement climatique au XXléme siécle, notamment avec une
augmentation des températures ou avec une pluviométrie plus abondante, la capacité
d'adaptation pour la survie et la pérennité des organismes est un objet de recherche essentiel.
Cela concernerait particuliéerement les organismes pathogénes et phytopathogenes afin de
mieux anticiper les risques épidémiques liés a I’émergence de nouveaux isolats adaptés. Si
I’adaptation est le lien entre une population d’individus et son environnement, c’est aussi par

définition un caractere, sélectionné par le passé, car il augmentait la valeur adaptative de

! Voilier a deux mats.

2 District de la ville de Plymouth dans le comté de Denvon au sud-ouest de I’ Angleterre.

3 Darwin prit pour exemple des plantes ou animaux exotiques importés des colonies.

4 C’est une synthése des lois de Mendel (Gregor Mendel, XVIIIéme siécle) sur les principes de I’hérédité et des
lois de la génétique des populations sur la distribution et des changements de fréquences des alleles dans une
population.
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I’individu. L’adaptation est le processus qui permet de passer du caractére adaptatif (portée par
quelques individus) & une adaptation (caractére porté par 1I’ensemble des individus de la
population). En outre, la capacité d’adaptation d’une population par la variation de fréquence
allélique ainsi que par la plasticité phénotypique, déterminerait quelles especes survivraient

face a des modifications environnementales, liées de plus en plus a des influences anthropiques.

Sources genétiques du potentiel adaptatif et plasticité génomique

Les individus, et par extension, les populations peuvent répondre aux changements
environnementaux par modification du génotype afin de produire un phénotype adapté a
I’environnement. Dans cette partie, nous allons décrire les différentes forces évolutives en lien

avec le potentiel adaptatif d’un organisme.

1. La mutation
La ou les mutations sont des modifications rares du matériel génétique qui peuvent étre
distinguée en 3 grandes classes : les substitutions nucléotidiques, les insertions et délétions de
quelques nucléotides et les remaniements génetiques de grande taille. L apparition de ces
mutations permet d’augmenter la diversité allélique et donc d’augmenter la diversité génétique
observée dans les populations. Par exemple, les SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) sont
des positions d’une seule paire de base dans la séquence d’ADN génomique au niveau de
laquelle des alleles peuvent exister entre différents individus d’une méme espece. Ces SNPs
peuvent étre des polymorphismes bi-, tri-, ou tétra-allélique au vu des 4 bases nucléotidiques
existant. On peut distinguer des nuances dans ces substitutions nucléotidiques en fonction de la
base échangée : les transitions (remplacement d’une base pyrimidique (C ou T) ou purique (A
ou G) par une autre base de méme nature) et les transversions (remplacement d’une base
purique par une base pyrimidique, ou inversement) (Figure 1). Il existe ainsi 2 fois plus de
transversions que de transitions. Ces mutations peuvent subvenir aléatoirement au cours de la
réplication de I’ADN ou sont produites a la suite d’exposition a des agents mutagénes (chimique
ou physique) présent dans 1’environnement (Kreutzer and Essigmann, 1998). Cependant, la

théorie neutraliste de 1’évolution moléculaire formalisée par Motoo Kimura entre les années
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1960 et 1980 (Kimura, 1991, 1968) précise que

les mutations n’ont que peu d’influence sur la NiHz " JI

: L o N IR
valeur sélective des individus. Aussi, Kimura k\N‘ H> purines HN" SN N
. . . . i - guanine
indique que les substitutions de bases sdenine A g Tansitions o G

synonymes au sein des codons (pas de
changement en acide-aminé de la protéine) se  twansversions Transversions
produisent & un rythme d’évolution plus élevé

que les substitutions altérant les acides aminés -— >
NH C Transitions T

(Kimura, 1986, 1989). Le devenir de ces N ©oNH
/J% pyrimidines /&

. T . , NS0 N0
mutations est, d’aprés Kimura, influencé par la Ao W
cytosine thymine

dérive génétique.
_ Figure 1: Schéma de toutes les
D’autres réarrangements au niveau du génome g pstitutions nucléotidiques possibles.

entier comme [’aneuploidie et la perte
d’hétérozygotie (LOH en anglais) peuvent étre la source de diversité génétique et une probable
stratégie d’adaptation, généralement induit par des conditions environnementales spécifiques

comme la présence d’antifongiques chez les champignons (Tsai and Nelliat, 2019).

L’aneuploidie est une caractéristique d’une cellule qui posséde un nombre anormal de
chromosomes (Figure 2). L’aneuploidie a été recensée dans des souches de Candida albicans
isolées de patients atteints de candidoses sous traitement antifongiques (Selmecki et al., 2006),
chez Cryptococcus neoformans notamment dans le cadre de la reproduction unisexuelle (Fu et
al., 2015; Ni et al., 2013). Ces différentes études ont montré que ces variations génétiques sont
responsables par exemple de sensibilité a la température, d’une augmentation de la production
de facteur de virulence chez C. neoformans. La perte d’hétérozygotie se traduit lorsqu’un

organisme diploide, aneuploide ou polyploide perd cette caractéristique par croisement laissant

) Haploid aneuploid at Haploid Loss of . L,
Haploid parent one chromosome heterozygosity Flgure 2 . SChema montl‘ant
les événements
N ac—smm= e d’aneuploidie et de perte

Diploid Zygote o1 s .
— — S— d’hétérozygotie (LOH) chez
—_— —_ —_ des diploides et haploides.
Haploid parent Diploid aneuploid E:::Jrfzt;;;?; Chaque IndIVIdu a 7
— —— ~— === chromosomes distincts
== colorés en bleu ou jaune
e e montrant  1’hétérozygotie

— . (Taylor et al., 2017).
Euploid Aneuploid LOH
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une portion d’un chromosome homologue génétiquement identique. Chez C. albicans, la perte
d’hétérozygotie se produisant généralement aprés recombinaison mitotique, induit 1’expression

du phénotype récessif de résistance a un antifongique de type azolé (Dunkel et al., 2008).

2. La migration
Le concept de migration dans la théorie de 1’évolution peut se définir comme étant une partie
d’une population d’une espéce allant fonder une nouvelle population ou faire référence aux flux
de genes entre plusieurs populations préexistantes. Le déplacement des individus ou des
gamétes et le transfert de segments d’ADN (mitochondries, plasmides) peuvent étre considéré
comme de la migration, synonyme de flux génétique entre populations établies. Ici, nous
prendrons exemple des flux de génes entre deux populations ou de nouveaux variants
génétiques peuvent étre importés d’une population a 1’autre induisant de la diversité génétique
et phénotypique (Tigano and Friesen, 2016). Le flux de génes est un mécanisme tres largement
répandu chez les bactéries favorisant les adaptations aux antibactériens notamment
(pénicilline), probablement a I’origine de I’occupation de nouvel niches écologiques
(Wiedenbeck and Cohan, 2011). Ce mécanisme a €té retrouvé assez largement chez les
champignons, notamment dans les transferts de clusters de génes impliqués dans la biosynthése
de toxines chez Aspergillus nidulans et Aspergillus flavus retrouvés chez Podospora anserina
(Slot and Rokas, 2011), également entre Botrytis cinerea et Fusarium oxysporum (Campbell et
al., 2013). C’est aussi un moyen d’adaptation a différents environnements ou a des hoétes
différents comme le montrent certaines données sur des transferts entre oomycetes et

champignons (Richards et al., 2011).

3. La dérive génétique
La dérive génétique est responsable des modifications de fréquences alléliques d’une génération
a ’autre par un effet d’échantillonnage aléatoire des genes dans une population parentale a une
population fille (Kimura, 1968; Masel, 2011). La dérive agit de maniére indifférente sur tous
les variants. Dans une population de grande taille (dite de taille « infinie »), fermée a la
migration et non soumise a la sélection, les fréquences alléliques sont stables d’une génération
a l’autre. On dit que cette force évolutive dépend de la taille efficace (Ne) de la population.
Cette taille efficace de la population est souvent plus petite que la taille de la population réelle.
La dérive génétique peut donc diminuer la variabilité génétique d’une petite population. A cela
s’ajoutent des probables effets de goulots d’étranglements par diminution de la taille efficace
de la population. La dérive génétique est un facteur d’évolution observé notamment dans des

populations naturelles. Les pressions de sélection exercées par I’environnement peuvent
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conduire a une derive genétique plus ou moins importante comme montré chez le
phytopathogéne Rhynchosporium commune (Stefansson et al., 2014). La dérive génétique est
aussi repérée lors des expériences d’évolution expérimentale ou lors d’exposition de
champignons a des fongicides en diminuant la taille des populations (Kelkar and Ochman,
2012; Walker et al., 2017).

4. La sélection naturelle

La sélection naturelle, décrite par Charles Darwin en 1859 est la quatrieme force évolutive
agissant sur les especes et les populations. La sélection naturelle favorise la survie et la
reproduction des individus ayant une valeur sélective (ou fitness) la plus importante. Si la
sélection s’effectue sur les individus (au travers de leur phénotype), I’action de la sélection
s’estime au niveau du génotype des individus. La sélection peut étre de quatre modes :
stabilisante, diversifiante, directionnelle ou équilibrante. La sélection stabilisante va favoriser
les phénotypes moyens aux détriments de phénotypes extrémes au contraire de la sélection
diversifiante favorisant les valeurs extrémes des caractéres phénotypiques en réduisant les
intermédiaires (ou valeurs moyennes). La sélection directionnelle favorise un phénotype
extréme et élimine toutes les variations génétiques qui ne concourent pas a la production du
phénotype® qui peut se réaliser par recombinaison ou dans les populations de petites tailles par
auto-stop génétique®. Enfin, la sélection équilibrante dont la théorie’ suggere que la variation
génétique est maintenue dans la population par sélection. Plusieurs causes peuvent étre a
I’origine de cette sélection comme I’avantage d’alléles hétérozygotes par rapport aux
homozygotes pouvant maintenir un phénotype délétére dans la population ou dans un
environnement qui fluctue régulierement la possession des deux alléles devient avantageuse
dans plusieurs environnements (Delph and Kelly, 2014). Ces types de sélection peuvent affecter
ou non des séquences d’ADN codantes ou non-codantes (Rech et al., 2014).

5 Réduction du polymorphisme génétique.
® Augmentations de la fréquence d’un alléle par liaison génétique avec un autre génes positivement sélectionné.
" Issu de Theodosius Dobjansky.
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La plasticitt phénotypique : source d’un potentiel adaptatif
insoupgonné

1. Présentation du sujet
L’observation des caractéres biologiques d’un organisme varie, d’une part, en fonction de
I’environnement dans lequel est soumis 1’0organisme et d’autre part, de son fond génétique. Ces
variations naturelles individuelles influencées par I’environnement sont appelées plasticité
phénotypique. C’est la capacité d’un individu ayant un génotype donné a produire plusieurs
phénotypes en fonction de I’environnement dans lequel est placé 1’individu (Price et al., 2003;
Schlichting and Pigliucci, 1998; West-Eberhard, 1989). C’est-a-dire que toutes modifications
de I’expression des geénes ou des protéines ainsi que des métabolites produit par 1’individu
jusqu’aux macro-phénotypes (morphologie ou couleur) sont fonction de I’environnement sans
que le génotype ne change. C’est la définition qui sera utilisée dans ce manuscrit. Si la majorité
des auteurs s’accordent sur cette définition, il existe des variations dans la définition selon
I’origine supposée de la plasticité phénotypique d’un individu. Est-ce I’organisme qui répond a
I’environnement (comme lors d’une relation proie-prédateur) ou, cette réponse est-elle plus
passivement induite par 1I’environnement (comme lors d’une modification de 1’alimentation)
(Stearns, 1989) ? Quelle que soit 1’origine, la plasticité phénotypique n’en reste pas moins une
forme d’interaction entre 1’environnement et I’organisme (West-Eberhard, 1989). Des
questions relatives a la compréhension de cette variation se posent alors : quelle est la source
de cette variation ? Est-ce que cette variation est qualitativement/ quantitativement la méme
selon les environnements et les individus ? Est-ce qu’elle s’applique de la méme fagon sur tous
les caracteres phénotypiques ? Quelles lois génétiques gouvernent I’expression et la

transmission de la plasticité phénotypique ?

Afin d’introduire le concept de plasticité phénotypique, une premiere partie proposera la
définition de ses mécanismes accompagnée d’exemples marquants. Ensuite, la description des
outils fondamentaux permettant 1’étude du point de vue statistique mais aussi des outils de
génétique quantitative et moléculaires (GWAS, QTLmapping, génétique fonctionnelle...),
sous-jacente a cette plasticité phénotypique, sera abordée dans une seconde partie. Puis, les
processus dits de plasticité adaptative et mal-adaptative ainsi que les bases génétiques de la
plasticit¢ phénotypique feront 1’objet d’une troisiéme partie. Avant de présenter les
connaissances actuelles de la plasticité phénotypique chez les champignons, nous nous

intéresserons aux implications de la plasticité phénotypique au cours des génerations.
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2. Plasticité phenotypique : mécanismes, outils et exemples

a) Bases conceptuelles
La plasticité phénotypique est une propriété intrinséque des organismes qui rassemble tous les
aspects du phénotype dont 1I’expression varie en fonction de différences environnementales
(Bradshaw, 2006). En fonction de I’organisme et des conditions environnementales
considéreées, la plasticité phénotypique s’inclut dans différents caractéres qui seront détaillés
avec quelques exemples. Ainsi, la croissance, la taille et le nombre des individus, la structure
anatomique des organes, sont des caractéres morphologiques communément observés (DeWitt
and Scheiner, 2005; Sultan, 2000). Aussi, la variation dans la production des métabolites
(primaires ou secondaires), un différentiel d’expression des geénes en fonction des
environnements sont des marqueurs de la variation phénotypique. Le comportement, la
chronologie du cycle de vie et du développement, tout comme le rendement reproductif® sont
autant de caractéres susceptibles de modifications par I’environnement. Enfin, un terme souvent
rencontré, en lien avec la plasticité phénotypique est le polyphénisme. Il définit les variations
continues et discontinues de la plasticité phénotypique, généralement introduit pour des

organismes présentant des morphes distincts entre saisons, entre castes.

Nous pouvons citer les daphnies® (Daphnia cucullata, D. pulex, D. longicephala, D. lumholtzi),
des petits crustacés d’eau douce développant, en présence de prédateurs (poissons, insectes) un
casque ou des défenses au niveau du cou ou une créte sur la téte ou une épine sur la queue et la
téte (Figure 3) (Weiss, 2019). Aussi, nous distinguons chez la renoncule aquatique
(Ranunculaceae Ranunculus aquatilis) tout comme la rorippe aquatique (Brassicaceae Rorippa
aquatica) (Li et al.,, 2019) une forme de plasticité phénotypique : I’hétérophyllie ou
polymorphisme foliaire. Les feuilles immergées sont beaucoup plus découpées que les feuilles
émergées’®. Dans le cas de la renoncule aquatique, c’est la longueur de la photopériode qui a
été démontrée comme jouant un rdle majeur dans la détermination de la forme de feuille (Figure

3) (Cook, 1969). Une étude remarquable sur Tetrahymena thermophila (protozoaire cilié)

8 1’abondance de production moyenne des gamétes représentant 1’effort reproductif d’un individu.

® Ces crustacés possedent deux modes de reproduction ; une reproduction asexuée en condition de vie idéale ou
les femelles produisent par parthénogenése de 3 a 50 ceufs par semaine ; une reproduction sexuée, en condition de
vie défavorable. D’abord par parthénogénese, donnant d’abord naissance a une génération composée de méles et
de femelles, la reproduction sexuée intervient et produit beaucoup moins d’ceufs. Ces ceufs produits par paires sont
beaucoup plus résistants a la pression, aux frottements, a la dessiccation. Ils peuvent attendre pendant des mois
voire des années, le retour de conditions favorables. A nouveau en condition de vie idéale, chaque paire de ces
ceufs donnera naissance a deux femelles qui redémarreront une reproduction asexuée.

10 Cette forme est adaptée au débit de I’eau dans les riviéres ainsi qu’a la possibilité de capter le CO; et les minéraux
dans I’eau.
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portait sur I’interaction complexe entre les différentes réponses plastiques possibles parmi deux
environnements et 15 individus clonaux (Morel-Journel et al., 2020). Ici, les auteurs ont mesuré
cing caractéres que sont la densite, la taille et la forme des cellules, la vitesse et la linéarité du
déplacement, en lien avec le fitness, la morphologie et le mouvement. En fonction des
différentes conditions de température (de 15°C a 39°C) et de concentration en nutriments (de
0.00X a 1.00X dilution du milieu de croissance PPYE'?), des variations dans les caractéres ont
été mesurées ainsi que des variations de plasticité phénotypique. Ces auteurs ont notamment
démontré que la variation de la réponse plastique d’un génotype se modifiait au regard d’un

caractere particulier ou d’un gradient environnemental donné.
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Figure 3 : Plasticit¢ morphologique chez différents organismes. A gauche, les
défenses des daphnies. Les exemples répertoriés montrent 1’expression du casque
chez D. cucullata (A) expression de dents au niveau du cou chez D. pulex (B) ;
expression d’une créte chez D. longicephala (C) ; formation d’épines sur la téte et
la queue chez D. lumholtzi (D). Les morphotypes sans présence de prédateurs sont
affichés a gauche et le morphotype avec prédateurs, a droite. Sur la partie droite
de la figure, la morphologie de la Rorippa aquatica montre une hétérophyllie
distincte entre les feuilles émergées et immergées (barre = 1cm). Ici ’altération
des feuilles est aussi induite par la modification de la température ambiante (G. Li
et al., 2019; Weiss, 2019).

terrestrial submerged

b) Méthodes d’études : GXE et quantification
L’étude de la plasticité phénotypique implique de caractériser la "norme de réaction” d'un
génotype, c'est-a-dire I'ensemble des phénotypes que ce génotype produit dans une gamme
donnée d'environnements pour un caractére spécifique. Le concept de la norme de réaction

(« Reaktionsnorm ») a été décrit par Woltereck dans son article sur les « Enquétes plus

1 PPYE 1x: 2% Proteose Peptone and 0.2% Yeast Extract
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approfondies sur la variation des types, en particulier en ce qui concerne la nature des
différences quantitatives entre les variétés de daphnies » (Peirson and Erick, 2012; Woltereck,
1909). Aprés de multiples observations de la morphologie de lignées pure de daphnies dans des
conditions variables de nutriments, Woltereck réorganisa ses données dans un graphique
fonctionnel de la valeur du caractere observé en fonction des environnements testés.
L’observation de ces courbes phénotypiques lui a permis de soutenir que le concept de génotype
de Wilhelm Johannsen n’était pas un déterminant rigide des caractéres d’un organisme mais
représentait la gamme complete des phénotypes potentiels latents dans sa norme de réaction
(Peirson and Erick, 2012). La norme de réaction était alors définie et son utilisation au cours du
XXéme siecle s’est considérablement développée et réinterprétée notamment avec
I’introduction de la variance de [D’interaction génotype-par-environnement en génétique

quantitative.

La génétique quantitative a pour objectif d’étudier la variation phénotypique d’un ou plusieurs
caractéres, continus, au sein d‘une population. Dans ce cadre, la partition de la variance devient
évidente et comprend alors la variance phénotypique totale (Vp), les effets génétiques (V) et
les effets environnementaux (Ve). Avec la reconnaissance de la plasticité phénotypique comme
une variation essentielle du phénotype total, la partition de variance s’est modifiée pour
devenir : Vp= Vi + VE + Vixe + Verreur OU Voxe est la variance de I’interaction GXE (Falconer,
1989). Celle-ci spécifie dans quelle mesure I’effet de 1’environnement est différent pour un
génotype par rapport a un autre génotype : ¢’est la plasticité phénotypique. Verreur €5t la variance
résiduelle (Lande, 2009).

L’analyse des normes de réactions illustre les différentes composantes de la variance
phénotypique (Des Marais et al., 2013; DeWitt and Scheiner, 2005). Différents cas de Figures
peuvent se présenter. Premiérement, les normes de réaction de plusieurs génotypes sont
paralléles entre elles et de pente nulle : la valeur phénotypique est constante entre
environnements pour un méme génotype mais différente selon les génotypes. Alors il y a de la
variation génétique mais pas de plasticité phénotypique (V) (Figure 4 A). Deuxiemement, les
normes de réactions sont paralleles et de pentes non nulles : les génotypes produisent des
valeurs phénotypiques différentes en fonction de I’environnement, mais les différences entre
génotypes sont constantes. Alors il y a de la plasticité phénotypique observée pour chaque
génotype et I’amplitude de la réponse plastique est similaire entre génotypes. En d’autres
termes, les génotypes sont influencés de la méme facon par 1’environnement, conduisant a de

la variation phénotypique expliquée par les génotypes (Vg), I’environnement (Vey mais sans
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interaction GXE. (Figure 4 B). Finalement, lorsque les normes de réaction des différents
génotypes se croisent, il y a de plasticité phénotypique et les génotypes répondent de fagon
différentielle a une modification de I’environnement, traduisant 1’interaction GXE. (Figure 4

Q).

VP:VE+VG+VE.X'G +V£

B C
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Figure 4 : Equation de la variance phénotypique et normes de réactions. Pour chaque
génotype (=couleurs), le phénotype du caractére étudié est mesuré et représenté par les
points, eux-mémes reliés pour former les normes de réactions.

La quantification de la plasticité phénotypique repose aussi sur des méthodes statistiques
utilisant la décomposition de variance (Ghalambor et al., 2010; Scheiner, 1993). La premiere
approche utilise I'analyse de variance (ANOVA) pour comparer des groupes génétiquement liés
dans des environnements catégoriquement définis. Cette méthode permet de déterminer I'effet
des génotypes, de I'environnement et de l'interaction génotype-environnement sur les
phénotypes. Une deuxiéme approche se base sur I'analyse de covariance (ANCOVA) pour
mesurer les changements de phénotype en réponse a un environnement continu. Les phénotypes
sont mesurés dans des environnements multiples, et la pente de la covariable est testée pour
déterminer I'existence de plasticité phénotypique et de variation génétique pour la plasticité. La
troisieme et derniere approche, basee sur la régression aléatoire, est utilisée pour étudier les
normes de réactions individuelles dans une population naturelle (Alves et al., 2017). Cette
méthode est particulierement utile pour les comportements réversibles exprimés de maniére
répétée au cours de la vie d'un individu (par exemple la reproduction d’un individu en fonction
de la temperature). Elle permet de déterminer I'effet de I'dge, de I'état ou d'autres facteurs sur

les comportements et de séparer les effets génétiques et environnementaux.
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La caractérisation de la norme de réaction, généralement sur plusieurs environnements, est un
sujet central dans 1’étude de la plasticité phénotypique (Scheiner, 1993; West-Eberhard, 2003).
Ces normes de réaction analysées sur plusieurs environnements sont souvent non linéaires. Des
méthodes mathématiques liés a des modeles statistiques furent plus largement développés vers
la fin du XXéme siécle (Gavrilets and Scheiner, 1993). Chez la drosophile (Drosophila
simulans, D. melanogaster) la plasticité de certains caractéres comme le nombre d’ovarioles*?
a été démontré comme étant polynomiale pour des environnement allant de 10°C a 30°C
(Delpuech et al., 1995; Gibert et al., 1998, 1996). Dans ces travaux de recherche, la norme de
réaction a été modelisée via des équations de régression aléatoire polynomiale, linéaire ou
quadratique (Figure 5 A-E) essayant de décrire le plus fidelement possible les courbes. Ce
dernier modele d’ajustement a été utilisé par Morel-Journel en 2020 afin d’étudier la réponse
de T. thermophila dans des conditions environnementales particuliéres (Figure 5 F) (Morel-
Journel et al., 2020). Ces équations polynomiales et quadratiques décrivant le phénotype
prennent en compte 1’environnement et le phénotype a un point particulier de la courbe, calculée
par le modele. Dans les études de la plasticité phénotypique en réponse a deux environnements,
les normes de réaction entre deux environnements sont modélisées via une approximation

linéaire par simplicite.

Démontrer ’existence de la plasticité phénotypique ne suffit pas, il est important de pouvoir la
caractériser au mieux pour un caractére donné, chez un individu dans un contexte précis. De
multiples indices ont été développés afin de quantifier la plasticité phénotypique lorsque seuls
deux environnements sont considérés. La plupart sont établis sur la différence entre les valeurs
phénotypiques moyennes, fréqguemment normalisées soit par la moyenne, soit par la valeur
maximale. Valladares dans son article de 2006 (Valladares et al., 2006) résuma un certain
nombre d’indices permettant la comparaison inter- et intra-espéces. Nous pouvons citer comme
exemple I’index de plasticité phénotypique basé sur la moyenne des moindres carrés (MMC)
(), ou basé sur le minimum et le maximum des moyennes (1) ou des médianes (I11), ou le

coefficient de réponse (1V), entre deux environnement (E1 et E2) :

MMC E1-MMC E2

0] 100 x v

Max(moyenne)—Min(moyenne)

(1)
(1)

Max(moyenne)

Max(médiane)—Min(médiane)

Max(médiane)

12 Ce sont des filaments caractéristiques des insectes qui comprennent une succession d'ovocytes a différents stades
de développement.

30



Valeur moyenne E1

(V)

Valeur moyenne E2

Les formules (1) et (I1) supposent la normalité de I’échantillon et (I) nécessite des facteurs
expliquant la structure des données afin de calculer la MMC. (111) est utile quand les donnees

de I’échantillon s’éloignent de la normalité. Enfin, (IV) est un ratio non Standardisé donc

permettant la comparaison de la plasticité entre différents génotypes pour un caractére donné et

s’applique uniquement entre deux environnements.

Norme de réaction linéaire B Norme de réaction quadratique Norme de réaction logistique
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Figure 5 : Normes de réaction théoriques (A) linéaire, (B) quadratique, (C) logistique et
observées pour la (D) pigmentation du thorax de Drosophila simulans en fonction de la
température ainsi que pour (E) la vitesse et la linéarité du déplacement de Tetrahymena
thermophila en fonction de la température et de la concentration en nutriments. Pour
I’équation de (A), Pa est la valeur moyenne du caractere, Ea est la valeur moyenne de
I’environnement, g1 est la pente. Pour (B), Pm est la valeur phénotypique maximum ou
minimum (ici minimum par rapport a la courbe), Em est ’environnement correspondant et
g2 est la courbure de la norme de réaction. Pour (C), Ei est I’environnement au point
d’inflexion, Pm et Pm sont les valeurs phénotypiques aux asymptotes minimales et
maximales, S est la pente au point d’inflexion. Adapté de Gibert et al., 1998 et de Morel-
Journel et al., 2020.
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L’indice de plasticité par la moyenne a été calculé lors d’une étude s’intéressant a la réponse de
certaines graminees alpines aux modifications de la disponibilité en eau, notamment pour
étudier comment la plasticité des caracteres se modifie selon les espéces considérées. Les
auteurs ont démontré un effet significatif du stress hydrique sur la performance (mesurée par la
biomasse) des plantes ainsi que des réponses espece-spécifiques de la plasticité phénotypique
étudiée, pour I’ensemble des caractéres mesurés. Cependant, les especes étudiées ici n’ont pas
montré une plasticité phénotypique importante au regard de la valeur du coefficient'3 (<0.5 pour
I’ensemble des caractéres dont le plus €levé est 0.289 sur la moyenne des especes pour le taux
d’évapotranspiration) (Li et al., 2020). Outre cet exemple, de nombreux articles utilisent cet
indice afin de quantifier la valeur de la plasticité phénotypique pour chaque génotype (Ren et
al., 2020; Wang et al., 2017). D’autres indices tels que la variation relative d’un caractére dans
une condition par rapport a une autre condition sont aussi retrouvés (Kadam et al., 2017; Sandhu
et al., 2016) ou celui décrit par la formule II afin d’étudier la sensibilité de 3 espéces d’herbes

différentes a la sécheresse (Couso and Fernandez, 2012).

3. Plasticité phenotypique et adaptation de la norme de réaction

a) Plasticité adaptative et maladaptative

L’implication de la plasticité phénotypique dans 1’adaptation des espéces et sur Sa possible
valeur sélective dans des environnements différents, voire extrémes, reste un questionnement
central (Chevin and Hoffmann, 2017). La plasticité phénotypique adaptative est définie comme
la norme de réaction qui aboutit a la production d’un phénotype allant dans le méme sens que
la valeur optimale du phénotype favorisé par la sélection dans le nouvel environnement
(Ghalambor et al., 2007; Gibert et al., 2019). Cette définition prend en compte I’expression d’un
phénotype correspondant a I’état de stabilité naturelle du systéme dans un environnement donné
mais aussi I’augmentation de la fitness globale pour ce génotype (Nicotra et al., 2010).
Cependant, la plasticité phénotypique n’est pas toujours adaptative. Elle est appelée non-
adaptative ou maladaptative lorsque le phénotype induit par le nouvel environnement posséde
en moyenne une fitness reduite ou un phénotype moyen tres éloigné du phénotype optimum
(Ghalambor et al., 2007; Gibert et al., 2019; Morris and Rogers, 2013).

Chez certaines plantes, la plasticité phénotypique adaptative a été notamment décrite chez des

individus montrant des difféerences de formes, de tailles dans la feuille en réponse a des

18 L indice de plasticité s’étend de 0 — absence de plasticité — a 1 — plasticité maximale.
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environnements hétérogénes dans 1’intensité en lumiére. Chez Polygonum persicaria et P.
hydropiper, en condition de culture impliquant une réduction de la lumieére, la surface des
feuilles permettant la photosynthése est bien plus grande relativement a la masse totale de la
plante par rapport a ces mémes génotypes cultivés en plein soleil (Griffith and Sultan, 2005).
Ces changements de phénotype contribuent a maintenir une croissance et une reproduction
stables dans I’environnement pauvre en lumiére donc une fitness stable ou augmentée. La
plasticité adaptative a également été décrite sur des modéles animaux. Par exemple, en
combinant des observation relatives a la fitness des individus** sur une période de 47 ans en
lien avec des période de températures printaniére élevées (Charmantier et al., 2008), les auteurs
montrent que la population de mésanges charbonniéres a évolué rapidement (forte corrélation
entre la date de ponte et la somme des températures, héritabilité de la date de ponte faible
h~0.16). L’ampleur du changement phénotypique en si peu de temps a été attribuée a la
plasticité phénotypique adaptative plutdt qu’a la sélection naturelle. Dans un dernier exemple
faisant référence a la thermorégulation des insectes, les chercheurs ont observé des différences
de mélanisation de leurs ailes au cours de I’année (ou le polyphénisme de saison). En effet, au
cours des saisons froides, I’aile de la piéride de la rave (Pieris rapae) dénote d’une mélanisation
plus importante que lorsque ce papillon est capturé au cours des saisons chaudes. Les auteurs
font 1’hypothése que cette plasticité est adaptative car elle induirait une meilleure

thermorégulation des insectes par la lumiere du soleil (Stoehr and Goux, 2008).

b) Codts et limites de la plasticité phénotypique
D'autres questions concernant les colts et les limites de la plasticité phénotypique dans le
contexte de I'évolution par sélection naturelle peuvent également étre soulevées. Si la plasticité
phénotypique semble étre avantageuse pour un génotype en lui permettant une tolérance plus
importante dans différents environnements (DeWitt et al., 1998; Murren et al., 2015), aucun cas
de plasticité parfaite n’a été observé dans la nature. Cela suggére que la plasticité phénotypique
est soumise a certaines limites. Les colts représentent les compromis entre la fitness et la
production optimale du caractere (Auld et al., 2010; Valladares, 2007), pouvant ainsi expliquer
la différence de fitness entre un organisme plastique et un organisme robuste pour une méme
valeur de caractére (Murren et al., 2015). Et les limites de la plasticité phénotypiques peuvent

étre envisagées lorsque la valeur du nouveau caractere n’est pas aussi proche que celle de

14 1>étude porte sur le moment de reproduction des mésanges et la période d’alimentation des jeunes.
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I’optimum obtenu dans par un développement fixe. (Auld et al., 2010). Ainsi, la littérature

définit une liste de limites et colts imputables a la plasticité phénotypique :
Limites de la plasticité phénotypique :

e Gamme développementale : la gamme de valeurs possibles pour les génotypes plastiques

peut étre plus restreinte que pour des génotypes spécialisés dans 1’environnement.

e Fiabilit¢ de I’information : les signaux environnementaux changent trop rapidement

empéchant d’évaluer précisément les conditions environnementales.

e Délais de réponse : délais de réponse entre la réception d’un signal environnemental et la

production d’un phénotype optimal.

e Limites épiphénotypique : structures secondaires ajoutées lorsque 1’organisme détecte

tardivement dans 1’ontogenése, un changement environnemental. Structures pouvant étre
moins performantes que si elles avaient été produites comme les éléments principaux du
développement.

e Limites liées a I’historique des réponses : intervient lorsque le potentiel d’une réponse a

I’environnement actuel dépend des réponses antérieures.

e Limites écologiques : survient lorsqu’un facteur environnemental restreint 1’éventail des

réponses possibles a d’autres facteurs environnementaux.
Co0ts de la plasticité phénotypique

e Colts de maintenance : ce sont des codts énergétiques liés aux systémes de régulation ou

de senseur utilisés pour détecter I’environnement.

e Codts de production : ce sont des cofits supplémentaires de production d’un phénotype

plastique par rapport au colt que payerait un génotype spécialisé produisant le méme
phénotype.

e Acquisition d’informations : dépenses énergétiques liées a 1I’obtention des informations

environnementales non requises pour les individus spécialisés.

¢ Instabilité développementale : implique une susceptibilité plus grande dans la précision de

production du phénotype chez les géenotypes plastiques.

e Codts liés aux bases génétiques : dus aux effets délétéres des loci de plasticité

phénotypique par déséquilibre de liaison, pléiotropie ou épistasie avec d’autres loci.

Un codt de plasticité peut se manifester comme une reduction dans le fitness d’un génotype

plastique comparé a un genotype non plastique exprimant la méme valeur de caractéere dans un
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environnement donné. De maniere empirique, il est possible de déterminer le codt probable de
la plasticité phénotypique en étudiant I’interaction GXE dans deux environnements puis en
effectuant une régression de la fitness des génotypes dans I’environnement 1 contre la plasticité
phénotypique de I’environnement 2. Un coefficient de régression négatif est le signe d’un co(t
de la plasticité phénotypique entre les génotypes (Auld et al., 2010; De Lisle and Rowe, 2023;
Murren et al., 2015). Un co0t de la plasticité phénotypique est rarement observé, comme décrit
dans une étude évaluant les conséquence de la fitness de la plasticité phénotypique dans la
tolérance aux pesticides de plusieurs populations de grenouille des bois (DiGiacopo and Hua,
2020). Cependant, les colts (et les limites ?) de la plasticité phénotypique peuvent étre diminués
dans un environnement avec des ressources abondantes. C’est I’hypothése formulée par certains
auteurs notamment au regard d’une tolérance plus importante au carbaryl® des daphnies élevées
dans un environnement riche en nutriment par rapport a celles élevées dans un environnement

pauvre en ressources (Wuerthner et al., 2019).

c) Plasticité transgénérationnelle
Un autre point important dans la compréhension de la plasticité phénotypique serait de
considérer comment les conditions environnementales rencontrées au sein d’une génération, et
sa plasticité phénotypique, peuvent influencer les futures générations. La plasticité
transgénérationnelle peut se définir comme les changements d’un caractere spécifique, dans la
descendance, induit par les conditions environnementales rencontrées par les ancétres (Bell and
Hellmann, 2019). C’est un mode de transmission non-génétique® et épigénétique par lequel
I’expérience d’un environnement par un parent influencera les normes de réactions des
descendants (Donelson et al., 2018). L’impact de I’acclimatation suite a une élévation de la
température dans I’environnement des grands-parents et des parents sur la descendance des
épinoches (Gasterosteus aculeatus) a démontré I’importance des conditions environnementales
sur le phénotype des descendants. Aussi la plasticité transgénérationnelle des parents induirait
une acclimatation plus rapide aux conditions environnementales (Shama and Wegner, 2014).
La température, la salinit¢ du sol, la sécheresse, la luminosité de 1’habitat sont autant
d’environnements ou la plasticité transgénérationnelle chez diverses espéces de plantes a eté

démontrée, faisant 1’objet d’une revue (Herman and Sultan, 2011).

15 Produit phytosanitaire, pesticide
6 Ou hérédité non mendélienne
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d) Bases génétiques de la plasticité phénotypique
La caractérisation de ’interaction génotype-environnement est sans doute le terme le plus
important dans la quantification de la diversité de la réponse plastique. GXE représente la
quantification directe de la variation génétique pour la plasticité d’un caractere. Cing modeéles
décrivant les bases génétiques de la plasticité phénotypique sont nommeés dans la littérature (EI-
Soda et al., 2014; Scheiner, 1993) :

Modeéle de la sur-dominance : la plasticité est considérée comme une fonction de

I’homozygotie. La quantit¢ de changement d’un phénotype a travers les différents
environnements est une fonction décroissante du nombre de loci hétérozygotes ou les loci

hétérozygotes apportent une fitness plus éleveée.

Modele pléiotrope (ou de la sensibilité allélique) : la plasticité est considérée comme une

fonction de I’expression différentielle d’un méme geéne dans différents environnements.
L’expression d’un alléle dans un environnement est potentiellement indépendante de son

expression dans un environnement différent (Kingma et al., 2020).

Modeéle épistatique (ou de la régulation génique) : la plasticité est produite par des génes qui

déterminent I’ampleur de la réponse aux effets environnementaux, interagissant avec les genes
qui déterminent I’expression moyenne du caractere. Ici, il est fait I’hypothése d’indépendance
entre le caractére moyen et le caractere plastique. Une étude des bases de génétique de la
résistance thermique (chaleur et froid) chez D. melanogaster et D. simulans suggere d’une part
une divergence dans les effets génétiques liés aux parametres de la norme de réaction entre les
deux espéces et entre les sexes et d’autre part, des effets génétiques non-additifs (épistasie) a
I’origine des caractéres observés et de la plasticité phénotypique (Van Heerwaarden and Sgro,
2017). Ce modele est aussi décrit chez les plantes (Kusmec et al., 2017; Tan et al., 2020).

Modéle de liaison génétique (ou de déséquilibre de liaison) : les alléles qui favorisent la

plasticité phénotypique peuvent étre liés a des alléles conférant une fitness faible ou élevée
(Gulisija et al., 2016).

Modele épigenétique : les modifications de la chromatine et des méthylations de ’ADN

peuvent dépendre de I’environnement et conduire a des modifications d’expression des génes

sans changement de la séquence d’ADN.

Concernant 1’architecture génétique des caractéres de la plasticité phénotypique, des approches

de génétique classique ont pu demontrer I’implication de régions génomiques et I’identification
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de possible génes candidats. Chez les plantes, des études d’association pangénomique (GWAS)
ont identifié des loci impliqués dans la plasticité de certains caracteres. Par exemple, le
déterminisme génétique de la plasticité du rendement en huile de tournesol (Helianthus sp.) en
réponse a de multiples stress a été étudié (Mangin et al., 2017). Les auteurs suggérent un
déterminisme génétique spécifique de la plasticité phénotypique de la réponse au froid alors
que ce serait un contrdle génétiqgue commun qui contrélerait la réponse plastique aux stress
hydrique et azoté. Neufs SNPs (QTL) associés a la plasticité du rendement face a un stress froid
étaient déja connu comme étant impliques dans la réponse a ce méme stress. Parmi eux, un SNP
présent dans un gene codant une protéine de transfert lipidique dont 1’expression est induite par
le froid a été identifié. Cette protéine posséderait une action dans la prévention des dommages
induits au niveau des chloroplastes et dans la mobilisation des lipides pendant la germination
et la croissance. Ainsi, la plasticité serait contr6lée par les mémes genes que ceux controlant la
valeur moyenne du caractere, suggérant un modele d’architecture pléiotropique. Dans un autre
exemple, une étude de GWAS a mis en évidence 76 loci associés a la plasticité de la
morphologie de la racine chez le riz (Oryza sativa) en condition de stress hydrique. Parmi ces
loci, les auteurs ont prédit 233 génes candidats dont certains d’entre eux seraient impliqués dans
la croissance et le développement de la racine, suggérant un mod¢le d’architecture pléiotropique
(Kadam et al., 2017). Enfin, chez le mais, une étude de GWAS sur 23 caracteres et leur mesure
de plasticité a révélé que les génes candidats associés aux valeurs moyennes des phénotypes
sont distincts des genes candidat associés aux valeurs de plasticité phénotypique. Cela suggére

une architecture de type épistatique (Kusmec et al., 2017).

Aussi, certains auteurs ont proposé que des perturbations dans les genes impliqués de maniére
centrale dans les réseaux génétiques puissent influencer la plasticité phénotypique des
organismes. Il s’agit des « hub-genes » ou génes centraux possédant un réle prédominant dans
la plasticité phénotypique connue chez la levure et suggérée dans le contréle de la variabilité
chez les plantes (Laitinen and Nikoloski, 2019; Levy and Siegal, 2008).

Enfin, d’autres mécanismes, liés au contrdle non-génétique de la plasticité phénotypique ont
été abordés dans la littérature. Il s’agit des mécanismes épigénétiques : méthylation de I’ADN,
RNA Editing, modifications post-traductionnelles. Chez Arabidopsis thaliana, I’utilisation
d’un inhibiteur de méthylase de I’ADN (5-azacytidine) induit une diminution de la plasticité
globale par rapport a la nutrition et augmente la plasticité liée au temps de floraison. Les auteurs

ont montré 1’existence de différences de réponse plastique entre les 22 génotypes en présence
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de I’inhibiteur ce qui suggére que le génotype et 1’épigénotype agissent de maniere complexe
afin de déterminer la plasticité phénotypique (Bossdorf et al., 2010).

Ces différents exemples montrent aussi le caractére ubiquitaire de la plasticité phénotypique :
les organismes biologiques (tous ?) confrontés & des variations environnementales peuvent

modifier leur phénotype pour maintenir un équilibre stable.

4. Plasticité phénotypique et champignons
La plasticité phénotypique chez les champignons a été un sujet de recherche relativement sous-
exploré au cours des dernieres décennies, bien qu'il ait fait I'objet d'études particulieres portant
sur des aspects tels que la plasticité de la morphologie, la physiologie et I’interaction GXE. Cette
section a pour but de fournir une description détaillée de la plasticité phénotypique chez les

champignons.

a) Morphologie et physiologie
Les champignons, en particulier, sont connus pour leur capacité a changer de forme, de
physiologie en réponse aux stimuli environnementaux (Wang and Lin, 2012). L'étude de la
plasticité phénotypique chez les champignons nous renseigne sur leur aptitude a la survie, a la
dispersion, a I’adaptation a l'environnement et leur capacité a réussir ces processus
fondamentaux. Les modifications de morphologie et physiologie sont bien visibles chez les
champignons, indiquant la présence de plasticité phénotypique. Un champignon bien connu
pour sa diversité phénotypique est Aureobasidium pullulans. En 2009, un article présente
différents exemples de diversité morphologique sous diverses conditions : lumiére ou obscurité,
différentes sources de carbone et d’azote ainsi que l’influence de 1’épigénétique dans ce
changement de morphologie. Parfois considéré comme une levure, parfois comme un
champignon filamenteux, les conditions environnementales influent sur sa taille et sa vitesse de
croissance, la formation de secteurs mélanisés, la formation de structure d’hyphes branchés ou
non (Slepecky and Starmer, 2009). Parmi les champignons pathogénes humains, nous
retrouvons C. albicans (Noble et al., 2017) ou Histoplasma capsulatum (Beyhan et al., 2013)
capables eux aussi de changer de forme en passant de la forme levure a la forme hyphe.
Précisément, la transition hyphale chez C. albicans requiert une augmentation de la température

(37°C) avec une action de la protéine chaperonne HSP90, ainsi que le relargage d’une molécule
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de quorum sensing’, le farnesol. Des conditions hypoxiques induisent une répression du facteur
de transcription de la croissance filamenteuse Efgl, provoguant un changement de morphologie
de type hyphe vers le type levure. A I’inverse, d’autres facteurs environnementaux retrouvés
dans la niche-hote de ce champignon tels que le pH et les acides aminés induisent la transition
morphologique levure-hyphe (Chow et al., 2021). L’étude du métabolome de C. albicans dans
différentes conditions de température et de composition du milieu montre un recablage
métabolique permettant de survivre dans ces environnements. Cependant, les auteurs ne
montrent aucune altération significative du métabolisme lors de la transition levure-hyphe mais
suggerent que les subtiles modifications de concentrations des métabolites sont suffisantes
(Gallo et al., 2022).

La littérature des champignons pathogenes humains et animaux dénotent un autre phénomene
associé a la plasticité phénotypique : la persistance cellulaire. La persistance cellulaire est
définie par la capacité de certaines souches a survivre aprés un traitement antifongique
équivalent a la concentration minimale inhibitrice (De Brucker et al., 2016; Delarze and
Sanglard, 2015; Keren et al., 2004; Wuyts et al., 2018). Cette forme de plasticité phénotypique
est aussi appelée hétérogénéité phénotypique (Hewitt et al., 2016). Des levures de C. albicans,
regroupées dans un biofilm en présence d’antifongiques, représentaient 1 a 3% de la population
totale in vitro (LaFleur et al., 2006) et de 0.9 a 3.7% (LaFleur et al., 2010) chez des patients.
Ces mémes auteurs ont démontré que 1’adhésion mais pas la formation de biofilm semblait
nécessaire a la formation des cellules persistantes tout comme le fait que ces cellules
persistantes sont des variations du phénotype (augmentation de la tolérance aux antifongiques
sans résistance acquise). Des études chez Aspergillus fumigatus ont montré qu’une diminution
de la sensibilité a différents antifongiques concomitante a la production d’une matrice extra-

cellulaire semblable a des biofilms, est le signe de la persistance (d’Enfert, 2009).

b) Caractérisation de la variance phénotypique expliquée
Bien que ces études présentées s’attachent a caractériser la morphologie et la physiologie sous-
jacentes a la plasticité phénotypique, il n’y est pas fait mention de la caractérisation de la
plasticité phénotypique par la norme de réaction ou par des mesures quantitatives. La
caractérisation de la plasticité phénotypique par partition de la variance phénotypique (Vp) en

incluant la variance de I’interaction Génotype par Environnement (Vgxe) est le moyen le plus

17 Communication cellule a cellule permettant notamment de réguler la formation de biofilm.
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utilisé. Chez Mycosphaerella graminicola, la littérature rapporte un effet significatif de la
contribution de la plasticité phénotypique du caractére « vitesse de croissance » a différentes
température (15 et 22°C). La variance Vexe expliquait environ 25% de la variance totale
phénotypique et plus de la moitié de cette variance était attribuée aux effets génétiques (Va).
En outre, les auteurs ont indiqué que les différences génétiques liées a la plasticité phénotypique
observée pourraient étre les déterminants primaires de 1’adaptation aux températures de ce
pathogene (Zhan and McDonald, 2011). Chez B. cinerea, une étude sur la contribution relative
de la plasticité phénotypique et de la diversité génétiqgue a été réalisée sur 15 isolats
génétiquement distincts (Corwin et al., 2016). Plusieurs caractéres tels que la vitesse de
croissance, la densité de sporulation ont été mesurés et la plasticité phénotypique a été
quantifiée dans de multiples conditions in vitro et in planta. Pour la majorité des caractéres dans
les 12 environnements, la proportion de variance expliquée (n?) par Vexe est significative mais
variable selon les caractéres considérés. Par exemple, la proportion de variance expliquée par
le facteur génétique (V) pour le caractére vitesse de croissante était de n2=0.81 en moyenne
alors que la variance expliquée par la plasticité phénotypique (Vexe) était inférieure a n2=0.20.
C’est pour la densité de sporulation que la variance expliquée par I’interaction GXE est la plus
importante (?=0.84). L’ensemble des programmes de développement chez B. cinerea
semblerait étre contrdlé par une combinaison entre 1’environnement, la génétique et la plasticité
phénotypique. Ces résultats in vitro contrastent avec les résultats in planta ou la contribution

de la génétique et de la plasticité phénotypique sont équivalentes.

Chez Fusarium culmorum, la variabilité phénotypique a été observée dans une population
naturelle de 100 isolats en s’intéressant a 1’agressivité et a la production de mycotoxines in
planta (Castiblanco et al., 2017). Dans cette étude, 1I’analyse de variance de I’interaction entre
les isolats et I’environnement est significative, correspondant a moins d’1/3 de la variance
phénotypique totale!®. Dans une autre étude, ces mémes auteurs se sont intéressés plus
particuliérement a 1’étude de la plasticité phénotypique et a la probable réponse adaptative de
38 isolats de F. culmorum. Des mesures de phénotype similaires ont été suivies selon I’hote
(blé tendre, blé dur, triticale et seigle), la région géographique et I’année (Castiblanco et al.,
2020). L’analyse de la plasticité phénotypique s’est basée sur 1’utilisation d’un modéle mixte
linéaire (AMMI : Additive main-effects and multiplicative interaction) prenant en compte les
effets principaux (génétique et environnement) et les effets multiplicatifs de I’interaction GxE.

Ce modele combine une analyse univariée (ANOVA) pour les effets principaux et une approche

18 GIXE/(c1+o€)
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multivariee (ACP : Analyse en Composante Principale) pour I’interaction GXE (Patterson,
1997). Le modele AMM I est généralement utilisé pour analyser des données présentant un suivi
temporel de certaines variables dans de multiples environnements. Les auteurs ont démontré
que la plasticité phénotypique liée a I’agressivité et a I’accumulation de DON dans les grains
représentait 73% et 49% de la variance phénotypique totale ainsi qu’une grande contribution
de I’interaction entre I’hdte, I’année et la région géographique Cela souligne I’importance des
changements saisonniers, responsables de 1’évolution de ce pathogéne utilisant la plasticité

phénotypique comme processus d’adaptation.

La plasticité phénotypique est également étudiée au niveau interspécifique. Alster et al (Alster
et al., 2021) ont étudié 12 espéces fongiques différentes isolées a partir d’échantillons de sols
collectés au sud de la Californie (Etats-Unis). L’analyse repose sur une analyse de variance
(ANOVA) basée sur 3 modeles de régression non linéaire (1° ordre, d’interaction et
quadratique) permettant d’expliquer au mieux la relation entre les variables dépendantes (la
température et 1’humidité) et les wvariables indépendantes (les caractéres: activités
enzymatiques et biomasse). Les résultats des différents modeéles ont montré de la variation dans
les caracteres en fonction des diverses conditions environnementales testées. L’ interaction entre
isolats et température était significative pour 1’ensemble des caractéres alors que I’interaction
avec I’humidité n’est significative que pour une seule des activités enzymatiques mesurées. Il
y a de la variation de plasticité phénotypique entre les environnements étudiés. Pour trois
souches de Coprinellus aff xanthotrhis, les auteurs ont noté de la variation génétique de la
plasticité phénotypique. Une hypothese est que cette différence semble étre attribuée a
I’adaptation au microclimat par les souches rencontrées avant 1’isolement. Enfin, cette étude
suggeére qu’avec 1’élévation des températures, certains champignons pourraient étre moins
adaptés au climat favorisant la plasticité phénotypique de certains (au regard de la forte

variation des activités enzymatiques mesurées a des températures plus élevées).

c) Plasticité phénotypique des populations de champignons
Au niveau d’une population, la plasticité phénotypique de Seiridum cardinale (Ascomycota)
sur des caractéres de croissance, de production d’acervuli®, de taille et de production de

conidies face a différentes températures a été étudiée (Garbelotto et al., 2015). En utilisant

19 Agrégation de conidiophores portant des conidies constituant un mucus plus ou moins coloré.
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I’indice de plasticité? et le coefficient de variation? sur des populations américaines (popAm)
et mediterranéennes (popMed1 et popMed?2), les auteurs ont décrit une plasticité phénotypique
pour les caracteres étudiés liée a I’origine géographique des souches. Sachant que les
populations méditerraneennes dérivent des populations américaines, les auteurs suggerent que
la plasticité a joué un role important dans les premiers stades d’invasion des arbres (plasticité
popMed1 > popAm) puis s’en est suivie une diminution de la plasticité aprés avoir trouvé une
niche écologique adaptée (popMed2 > popMedl). Nous observons ici une plasticité

phénotypique adaptative.

d) Les prémices de I’architecture génetique de la plasticité phénotypique
Enfin, quelques études se sont attachees a déterminer quelles pouvaient étre les bases
moléculaires de la plasticité phénotypique. D’abord, a propos de la persistance cellulaire chez
C. albicans, I’étude du génome de certaines cellules dit « high-persister » déterminerait les
bases moléculaires de ce type de plasticité phénotypique. Certaines levures de C. albicans en
présence d’antifongique ont été criblées comme étant « high-persister (HIP) » (LaFleur et al.,
2010). Ces cellules ont des concentrations minimales inhibitrices (CMI) similaires a celles du
type sauvage, mais générent une proportion plus élevée de cellules persistantes. Une technique
de séquencage de code-barres?? (multiplex bar-seq) a mis en évidence des génes impliqués dans
la persistance a I’amphotéricine-B de Saccharomyces cerevisiae affectant la régulation de la
croissance (voie TORCL1) et le métabolisme des lipides. La validation de ces résultats passe

notamment par I’observation des propriétés phénotypiques similaires des mutants par définition

des HIP (Bojsen et al., 2016).

Toujours chez S. cerevisiae, la plasticité phénotypique a un impact important sur la
fermentation du modt de raisin. Une étude, basée sur une approche de génétique quantitative
(par QTL mapping) a permis de mettre en évidence une architecture génétique particuliére de
I’interaction GXE (Peltier et al., 2018). Dans cette étude, la variance Vgxe représente une part
importante de la variance totale expliquée (de 3.2% a 26.1%, médiane = 13.2%) et d’autre part
cette plasticité serait la régle plutdt que I’exception comme moyen d’adaptation a

I’environnement, pour la production en acide acétique notamment. Sur les 21 QTL liés a

20 max(moyenne)-min(moyenne)/max(moyenne), section I1-b et (Valladares et al., 2006)

2L écart-type/moyenne et (Valladares et al., 2006)

22 Chaque souche de contient un géne muté par délétion identifiée par des code-barres (uptag et downtag) unique.
Apres culture des souches poolés, les code-barres peuvent étre amplifié par PCR puis séquencés.
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I’interaction GXE, 1 QTL ayant une possible action pléiotrope sur la réponse plastique pour 3
caracteres (le rendement en SO, la phase de latence observée avant la production de CO> et la
moyenne de consommation des sucres) a été identifié. Le géne mis en cause dans la plasticité
phénotypique observée est le gene SSU1 codant une pompe a efflux de sulfites. Le modeéle de
pléiotropie est un levier important, impliqué dans I’architecture génétique de la plasticité

phénotypique (section I11-3c).

Chez Zymoseptoria tritici, un champignon filamenteux phytopathogéne du blé, 1’analyse du
transcriptome en conditions de stress abiotique a permis de mieux comprendre son potentiel
adaptatif (Jallet et al., 2020). Les auteurs ont utilisé une approche d’évolution expérimentale et
de transcriptomique afin de mettre en évidence la plasticité de 1’expression des génes entre une
condition de tempeérature stable par rapport a une température fluctuante sur 1’évolution. A
partir d’une analyse statistique, issue d’un modéle linéaire prenant en compte le niveau
d’expression des geénes entre toutes les conditions, les auteurs ont démontré qu’apres évolution
dirigée, leurs souches avaient des fonds génétiques différents conduisant a des expressions
contrastées des genes dans les différentes conditions. Cela suggere une base génétique
complexe dans 1’adaptation. De plus, en s’assurant qu’il n’y avait pas de mutations
significatives entre les clones d’une méme évolution a une température donnée, les auteurs ont

noté que la différence d’expression des genes ¢€tait due a la plasticité phénotypique.

Enfin, dans une autre mesure, nous pouvons considérer que le déterminisme moléculaire de la
plasticité phénotypique n’est pas entierement génétique. En effet, certaines preuves de
I’implication de 1’épigénétique dans la plasticité phénotypique semblent retrouver chez
Neurospora crassa et C. albicans. A partir de mutants invalidés pour des genes impliqués dans
la méthylation de I’ ADN, dans différentes méthylations et acétylations d’histones ainsi que dans
Iinterférence 8 ARNZ, Kronholm et al. ont montré une implication variable de 1’épigénétique
dans la plasticité phénotypique. Sur 25 génes étudiés dans 4 environnements (Température et
pH fluctuants, concentrations différentes en NaCl et en saccharose), seules 20 combinaisons
sur 100 ont montré un effet de I’épigénétique sur la norme de réaction dont 9 sont qualifiées de
changement mineur dans la norme de réaction. Par exemple, a propos de la voie de I’ARN
interférent, sur les cing geénes ciblant I’initiation et la maturation des ARN interférents (ARNi),
un seul semble avoir un impact sur la plasticité phénotypique. Il s’agit de qde-2, géne codant

une protéine Argonaute essentielle dans la maturation des ARNi ou une modification de la

23 Un ARN interférent est un acide ribonucléique simple ou double brin dont I'interférence avec un ARN messager
spécifique conduit a sa dégradation et a la diminution de sa traduction en protéine.
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norme de reaction est observée en présence d’un stress lié a la température, la concentration en
saccharose et a la différence de pH. Chez C. albicans, sa capacité de survie dans différentes
conditions, a I’intérieur d’un héte notamment, est influencée par 1’expression variable de
certains genes, en lien avec les modificateurs de la chromatine (acétylases, méthylases, autres

modifications post-traductionnelles) (Rai et al., 2018).

C’est dans ce contexte de plasticité phénotypique et de potentiel adaptatif que s’ancre notre
étude, centrée sur le champignon phytopathogene Fusarium graminearum. Dans la prochaine
partie, nous décrirons les différents aspects historiques, physiologiques, phytopathologiques et
toxinogéniques ainsi que des méthodes de lutte pour finir sur quelques aspects de génomique
de ce champignon.

Fusarium graminearum phytopathogéne de renommée internationale

1. Histoire de Fusarium
Fusarium est un genre de champignon ascomycete qui appartient a la classe des
Sordariomycetes, 1’ordre des Hypocreales et la famille des Nectriaceae. Le genre Fusarium a
été décrit pout la premiére fois par le naturaliste et médecin allemand Johann Heinrich Friedrich
Link en 1809 (Link, 1809). Les especes de Fusarium ont traditionnellement été définies par
leurs caracteres morphologiques. Ces caractéres incluaient la présence ou 1’absence de
chlamydospores ainsi que la présence ou 1’absence et la forme des macroconidies (Leslie and
Summerell, 2006). Les macroconidies sont des spores asexuées fusiformes cloisonnées alors
que les microconidies sont de petite taille et généralement non cloisonnés, toutes deux typiques
du genre Fusarium. Quant aux chlamydospores, elles représentent des spores de résistance
entourées d’une paroi épaisse formées a partir d’une cellule d’un hyphe ou d’une macroconidie
(Boisson, 1991). Toutes les especes de Fusarium ne sont pas connues pour produire tous les
types de spores discutés précédemment et moins de 20% des Fusaria ont un cycle sexué connu
(Ma et al., 2013). Aujourd’hui le genre Fusarium regroupe plus de 80 especes dont la plupart
sont caractérisées comme étant pathogéne pour les plantes, I’homme ou les animaux (Moretti,
2009). La plupart des espéces de Fusarium sont décrites comme produisant des mycotoxines,
métabolites toxiques secondaires pouvant induire directement ou indirectement des maladies

chez les plantes comme chez les animaux et souvent associées a des enjeux economiques
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majeurs. Dans la présente étude, nous nous intéresserons uniquement a 1’espéce pathogeéne et

toxinogéne F. graminearum, la plus répandues sur céréales (Figure 5).

Figure 6: F. graminearum
(INRA156) vue macroscopique
de dessus aprés 4 jours de culture
a 25°C (A) et a 30°C (B) sur
milieu PDA (Crédit photo INRAE
— MycSA).

2. Cycle de vie et vie de I’infection de Fusarium graminearum

F. graminearum possede une large gamme d’hotes et aucune spécialisation vers certains hotes

n'a été observée. Le cycle de vie et le cycle infectieux de ce champignon est décrit sur le blé.

a) Cycle de vie Fusarium graminearum

F. graminearum est agent pathogéne décrit comme étant hémibiotrophe. Cela signifie qu’il peut

passer d’une phase biotrophe (dépendant des tissus vivant de son hdte pour sa croissance) a une

phase nécrotrophe (envahissement des tissus en les dégradant) au cours du processus d’infection

(Figure 6). L’ inoculum primaire, initiant son cycle de vie, vient du sol et des résidus de cultures
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Infected spikelets bleach and may be empty
or have shriveled, discolored kernels
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Figure 7 : Cycle de vie de F. graminearum (Karasi et al.,
2016)

Doré, 2013). Le mycélium

haploide entre dans la plante a

24 |'anthése est la période pendant laquelle une fleur est complétement ouverte et fonctionnelle.
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travers des ouvertures naturelles telles que la paléole (ou glumelle supérieure, Figure 7) ou le
lemme (glumelle inférieure) puis commence sa croissance intercellulaire, asymptomatique pour
la plante en se propageant dans le xyleme (Trail, 2009), conduisant finalement a la production
de spores. Cet inoculum est dispersé principalement par le vent mais aussi par « splashing »
(éclaboussure par des gouttelettes de pluie) et par le contact entre feuilles. Ensuite, le pathogene
effectue une transition vers un mode de vie nécrotrophe. Au fur et & mesure de la progression
du champignon dans la plante, des enzymes (cutinases, lipases, protéases), impliqués dans la
dégradation de la paroi, sont produites facilitant la pénétration et la colonisation des tissus
(Walter et al., 2010).

O = ovary

Ra = rachilla

Rn = rachis node

RI = rachis internode

Figure 8 : Schéma illustrant I’anatomie de 1’épi de blé et des connexions
vasculaires en bleues (A) entre les épillets voisins. (B) Illustration
schématique du cheminement de I'infection fongique au cours du temps
au début, au milieu et a la fin. (C) Symptome de la fusariose de 1’épi ou la
contamination de blé par F. graminearum présente une décoloration et
une atrophie des epis infectés (crédit photo MycSA).

Une étude en 2009 a démontré que ce pathogene exploite une voie de signalisation hormonale
de la plante (la voie de 1’éthyléne) et la présence de mycotoxines (déoxynivalenol : DON) afin
d’augmenter la sensibilité de la plante a I’infection, en augmentant la mort cellulaire (Chen X.
et al. 2009). Le DON est considéré comme un facteur de virulence sur le blé qui faciliterait la

progression du champignon dans les tissus (Audenaert et al., 2013; Ponts, 2015).
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b) La fusariose de 1’épi de blé
Le genre Fusarium regroupe les agents responsables de la fusariose de 1’épi, I’une des maladies
fongiques les plus dévastatrices affectant les céréales a petits grains comme le blé, 1’orge,
I’avoine ou le mais. La fusariose de 1’épi a été liée a au moins 17 especes fongiques différentes
(Parry et al., 1995) dont F. graminearum, I’espéce majoritaire rencontrée en Europe (Nielsen
L. K. et al. 2011; Xu et al. 2008; Bottalico et Perrone 2002). Cette maladie se caractérise par
des symptomes typiques sur les grains de blé : atrophiés et ridés, ils prennent une couleur grisée,
rosée ou brune. L’infection par F. graminearum entraine une perte de qualité des grains, les
rendant impropres a la consommation conduisant a des pertes significatives de rendement. La
contamination par F. graminearum se traduit également par une production de mycotoxines.
Ce sont des métabolites secondaires toxiques. Les métabolites secondaires sont des molécules
hétérogénes de faible poids moléculaire qui ne sont pas directement requis pour les fonctions
essentielles de la vie des organismes qui les produisent (Brakhage, 2013), mais ils contribuent
a la survie de I’organisme dans une niche écologique® particuliére (Keller, 2019). La
contamination, par ’infection et la production de mycotoxines, entraine la perte totale de
rendement sur une culture saine en seulement quelques semaines (McMullen et al., 1997). Pour
la période de 1998 a 2002, la perte de rendement a été estimée a 2,7 milliards de dollars en
Amérique du nord (Nganje et al., 2002; Wilson et al., 2018). En Europe (Johns et al., 2022), sur
la durée de 2010 a 2019, le déoxynivalenol ou DON, mycotoxine produite par F. graminearum,
a été détecté dans la nourriture issus de blé avec une occurrence moyenne de 47% avec une
contamination plus importante dans les latitudes plus élevées (69 a 93% en Suede, au Royaume-
Uni et au Danemark). C’est pourquoi F. graminearum a été classé quatrieme phytopathogene
fongique mondiale (Dean et al., 2012). Comme précisé précédemment, I’infection du blé par F.
graminearum a lieu pendant I’anthése avec des conditions de température et d’humidité trés
importante. Par exemple, une période de 6h d’humidité plus importante autour de 1’épillet de
blé induit une apparition de 20% d’épillets fusariés. Cette incidence augmente jusqu’a 42%
lorsque la durée d’exposition passe a 36h (Xu et al., 2007). Aussi, certaines études faisant un
lien entre changement climatique et fusariose prédisent que 1’anthése du blé devrait étre plus
précoce, coincidant avec un temps plus chaud et plus humide, ce qui augmenterait 1’incidence

et la gravite des eépidémies (Madgwick et al., 2011).

%5 Place occupée par une espéce dans un écosysteéme. Un écosystéme est un systéme qui se compose d'un ensemble
d'organismes vivants, la biocénose, et de I'environnement physique ou ils vivent, le biotope.
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3. Méthodes de luttes contre la fusariose

Afin de limiter et gerer I'infection de la fusariose et des mycotoxines associées, il est essentiel
de définir des stratégies efficaces, slres et durables. Ces stratégies s'attellent a restreindre les
facteurs environnementaux favorables a I'infection par Fusarium, a renforcer la résistance des
plantes & son invasion, et a exercer un contr6le direct sur ce champignon pathogéne. La
combinaison de ces différents leviers d’action est cruciale, car une seule approche s'avére

souvent insuffisante.

a) Pratiques culturales
Les pratiques culturales sont un facteur majoritaire dans 1’établissement de la maladie, F.
graminearum étant capable de survivre dans les résidus de cultures. Des méthodes
agronomiques comme le travail du sol et la rotation des cultures permettent de réduire le risque
d’infection et contamination en mycotoxines (Champeil et al., 2004). La rotation des cultures
implique d’intercaler des cultures non-hotes de Fusarium, notamment le soja, avec des cultures
hotes comme le blé, le mais ou I’avoine. Le choix de cultures générant moins de résidus permet
la limitation du développement de I’inoculum primaire de F. graminearum. C’est le cas du soja
bien que certaines études aient démontré sa capacité a étre hote de F. graminearum (Pioli et al.,
2004). Les effets du travail du sol sont également bien connus. Il a été démontré qu’un travail
de surface des sols augmente la fréquence de la fusariose de I’épi alors qu’un travail profond la
diminue (Dill-Macky and Jones, 2000). Un travail superficiel entrainerait une augmentation de
10 fois le niveau de DON sur mais d’apres une étude menée en Baviére. Le travail profond

induirait aussi une diminution des niveaux d’inoculum primaire (Obst et al., 1997).

b) Choix variétaux
L’utilisation de variétés de céréales résistantes a la fusariose apparait comme une solution
efficace et prometteuse. Pour le moment, aucune variété de blé n’a été identifiée avec une
résistance ou une immunité totale a la fusariose de I’épi. La résistance a la fusariose de 1’épi de
blé est classée en 5 types : résistance a I’infection initiale (type I), résistance a la propagation
de I’infection dans 1’épi (type II), résistance a 1’accumulation de mycotoxines (type III),
résistance a I’infection du grain (type 1V) et résistance a la perte de rendement (type V) (Wu et
al., 2022). Les résistances de type I, II, 11l ont été retrouvées chez la variété de blé Sumai3,

cultivar chinois ou Wangshuibai. Cette résistance est décrite comme étant quantitative,
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contr6lée par plusieurs géenes (Dweba et al., 2017). De ce fait, de nombreuses stratégies se
basant sur I’identification de QTL (Quantitative Trait Loci) ont été mises en place. Ici, les QTL
sont définies comme des régions génomiques conférant un phénotype moins sensible a
I’infection par F. graminearum. Plus de 100 QTL avec des effets majeurs ou mineurs ont été

identifiés et cartographiés sur tous les chromosomes du blé (Buerstmayr et al., 2009).

c) Actions antifongiques
Les choix variétaux et les pratiques culturales ne suffisent parfois pas a diminuer drastiqguement
I’infection et I’utilisation de fongicide devient nécessaire. De nombreux fongicides sont
couramment utilisés pour réduire la fusariose de 1’épi, notamment les triazoles dont fait partie
le tébuconazole qui est 1’un des plus utilisés dans le monde. L’application de ce type de
fongicide diminue ’incidence de la fusariose et I’accumulation de mycotoxines mais ce n’est
pas une garantie d’absence de maladie. Une utilisation non régulée des antifongiques peut
entrainer une exacerbation de la fusariose (Yin et al., 2009). Par exemple, a cause d’une
utilisation trop importante de tébuconazole, des souches résistance de F. graminearum ont été
détectées (Wei et al., 2014). De nouvelles stratégies d’utilisation d’antifongiques tendent a

combiner ou a alterner les molécules (Sun et al., 2014).

Cependant, une des limitations a 1’utilisation des fongicides est les potentiels effets secondaires
sur I’homme car certaines molécules antifongiques ciblent des voies métaboliques communes
entre les champignons et les humains (Dweba et al., 2017). C’est pourquoi le conseil européen
a écrit une directive 2009/128/CE allant dans le sens de la réduction de 1’utilisation des produits
phytosanitaires d’au moins 50% d’ici  2025%. L’application de cette directive en France a fait
I’objet de divers plans d’action : Ecophyto, Ecophyto Il et Ecophyto 11+ débuté en 2018. En
novembre 2022, des données confirment la tendance a la baisse, observée depuis 2019, des
ventes en volume de produits phytopharmaceutiques de synthése?’. A la lumiére des avancées
du plan Ecophyto II+, la recherche et I’innovation concourent dans le but de développer des
alternatives respectueuses de I’environnement et de la santé humaine et animale : les agents de

biocontrole.

% https://agriculture.gouv.fr/le-gouvernement-donne-une-nouvelle-impulsion-au-plan-ecophyto
27 https://agriculture.gouv.fr/baisse-confirmee-depuis-2016-des-ventes-de-produits-phytosanitaires
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d) Meéthodes alternatives
Afin de répondre aux incitations de I’Union Européenne et donc au plan Ecophyto I+, des
méthodes alternatives voient le jour, sous forme d’agents de biocontrdle. En France, les agents
de biocontrdle sont régulés par la loi. L’article L. 253-6 du code rural et de la péche maritime
définit les agents de biocontrole comme étant « des agents et produits utilisant des mécanismes
naturels dans le cadre de la lutte intégrée contre les ennemis des cultures ». Ces mécanismes de
lutte comprennent les macro-organismes et les produits phytopharmaceutiques a savoir les
micro-organismes, les médiateurs chimiques comme les phéromones et les substances
naturelles d’origine végétale, animale minérale ou microbienne. Concernant les méthodes
alternatives de la lutte contre la fusariose de 1’épi, on retrouve I’utilisation de micro-organismes
comme certaines bactéries ou champignons (Dweba et al., 2017). Lysobacter enzymogenes,
Pseudomonas fluorescens, Trichoderma sp. sont connus pour produire une grande variété
d’antibiotiques et d’enzymes actifs sur des organismes phytopathogenes. Par exemple L.
enzymogenes C3 montre une réduction significative sur de ’infection sur 1’épi en fleur, in vitro
et en champ (Jochum et al., 2006). De plus, I’action de P. fluorescens sur F. culmorum induit
une réduction de 74-78% de la quantité de DON dans les grains de blé et d’orge mais aussi de
la sévérité des symptdmes de la maladie de plus de 23% (Khan and Doohan, 2009). Enfin, en
2021, issu de macro-organisme, 1’utilisation d’une défensine d’insecte (la tique) a fait 1’objet
d’une recherche innovante dans la lutte contre F. graminearum, plus respectueuse de
I’environnement (Leannec-Rialland et al., 2021). Des études complémentaires au champ sont

nécessaires afin de démontrer 1’efficacité de cet agent de biocontrdle contre la fusariose de 1’épi.

4. Les mycotoxines : préoccupation majeure et reglementation

a) Caractéristiques chimiques des toxines fusariennes
La plupart des espéces de Fusarium sont capables de produire des mycotoxines. Au sein des
mycotoxines produites par le genre Fusarium, nous retrouvons les trichothécénes (TCT). Il
existe quatre types de TCT : A (toxines T-2 et HT-2), B (déoxynivalenol, nivalenol), C et D. F.
graminearum produit majoritairement des TCT de type B ou TCTB (Figure 9). Ce sont des
sesquiterpenoides, des molécules carbonées (C15) toxiques composées d’un sesquiterpéne
tricyclique avec un groupement époxy sur les positions C12 ou C13 leur conférant leur toxicité
(Cope, 2018; Desjardins and Proctor, 2007). Les formes majoritaires produites par F.

graminearum sont le déoxynivalenol (DON) et ses formes acétylées en position C3 (3-acétyl-
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déoxynivalenol, 3-ADON) ou en position C15 (15-acétyl-déoxynivalénol, 15-ADON), le
nivalenol (NIV) et sa forme acétylée en C4 la Fusarénone X (F-X ou 4-ANIV) (Anderson et
al., 1989; Y. Chen et al., 2019).

Une souche particuliére de F. graminearum ne produira qu’un seul type de mycotoxine majeur
et de dérivé acétylé : c’est le phénotype chimique ou chémotype. Ce déterminisme est génétique
et lie au polymorphisme du gene FgTri8, codant un C-15 ou C-3 estérase (désacétylase),
impliqué dans la production de DON/15-ADON ou DON/3-ADON. La production de NIV est
déterminée par 1’état fonctionnel des geénes FgTri7 et FgTril3, rendus non fonctionnels par de
multiples insertions et délétions chez les souches présentant des chémotypes DON/15-ADON
ou DON/3-ADON (Alexander et al., 2011).

T
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Deoxynivalenol OH H OH HT2-toxin OH OH OAc OCOCH,CH(CH,3),
3-acetyldeoxynivalenol OAc H OH T2-toxin OH OAc OAc OCOCH,CH(CHs3),

15-acetyldeoxynivalenolOH H OAc Monoacetoxyscirpentriol OH OH OAc H

4-acetylnivalenol OH OAc OH Diacetoxyscirpentriol OH OAc OAc H

Figure 9 : Structures chimiques des trichothécenes de type A et B (Rychlik,
2012). La différence principale entre les TCTA et les TCTB résulte en la
présence d’une fonction chimique cétone en C8 pour les TCTB.

b) La voie de biosynthese des TCTB
La biosynthése du DON, de la NIV et de leurs formes acétylées débute par la cyclisation du
farnésyl pyrophosphate, un composé issu du metabolisme des isoprénoides (Y. Chen et al.,
2019). L’ensemble des réactions enzymatiques connues est présenté en Figure 10 avec, souligné
en orange, les composés principaux décrits ci-apres. Cette réaction est catalysée par la
trichodiéne synthase (FgTri5) qui est la premiére étape des neuf réactions en chaine, en
permettant la formation du compose central : la calonectrine. C’est a partir de cette molécule
gue les voies de biosynthese des TCTB se différencient. En effet, les produits des genes FgTri7

et FgTril3 catalysent I’oxygénation et I’acétylation en C4 permettant I’orientation de la voie
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vers le chémotype NIV/4-ANIV. Ensuite, le produit du géne FgTril puis FgTri8 permet la
synthese de la NIV puis de sa forme acétylée (4-ANIV) successivement. Sinon, la voie du
chémotype DON/ ADON est engageée et la calonectrine est catalysée par les produits des géenes
FgTril puis FgTri8 formant successivement le 15-ADON ou le 3-ADON et enfin le DON
(McCormick et al., 2011).
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Figure 10 : Voie de biosynthése proposée des trichothécénes chez Fusarium. Les
genes codant pour une étape enzymatique sont identifiés a proximité de la fleche
indiquant I'étape. Les fleches pointillées indiquent les étapes pour lesquelles aucun
gene n’a été attribué. La boite verte identifie les trichothécenes de type B (adapté de
(McCormick et al., 2011)).

c) Préoccupation et réglementation
Ces mycotoxines sont une préoccupation majeure en raison de leur effet sur la santé humaine
et animale. Si elles sont produites au champ lors du processus infectieux, elles persistent
pendant le stockage et sont également résistantes aux processus de transformation agro-
alimentaires (Vidal et al., 2015, 2014). Le DON possede une toxicité sur les ribosomes due a
sa fixation sur la petite sous-unité ribosomique entrainant alors une inhibition de la production
en protéines (Hooft and Bureau, 2021). De multiples études ont démontré I’impact du DON a

court-terme (modification de la masse des individus, lésions localisées dans 1’estomac
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« vomitoxine ») et a long terme suite a une exposition chronique (effets reprotoxiques/
tératologiques, cytotoxiques, génotoxiques et immunotoxiques) (Pierzgalski et al., 2021;
Sobrova et al., 2010). Dans le but de protéger les consommateurs ainsi que le bien-étre animal,
des réglementations et recommandations sont mises en place dans la plupart des
pays. Notamment en Union Européenne, le réglement (UE) 2023/915 de la commission du 25
avril 2023 détermine les teneurs maximales pour certains contaminants dans les denrées
alimentaires, abrogeant le reglement (CE) no 1881/2006 (“Réglement (UE) 2023/915,” 2023)
(Table 1).

Table 1 : Teneurs maximales en DON dans les denrées alimentaires a base de céréales et de
mais (Journal officiel de I’Union européenne, réglement (CE) n°2023/915 de la commission
du 25 avril 2023 (annexe).

A T'exclusion des grains de mais non transformés destinés i étre transformés par
Grains de céréales non transformés, & I'exclusion des produits énumérés aux points mouture humide et a I'exclusion du riz. La teneur maximale s’applique aux grains de
142et143 céréalesnon transformeés mis sur le marché avant qu’ils ne subissent une premiére
transformation .

La teneur maximale s’applique aux grains de céréalesnon transformeés mis sur le

Grains de blé dur non transformés et grains d"avoine non transformés 1750 . . . N .
marché avant qu’ils ne subissent une premiére transformation.

A Texclusion des grains de mais non transformés dont ’étiquetage ou la destination,
par exemple, font clairement apparaitre qu’ils sont destinés a étre utilisés dans un
Grains de mais non transformés 1750 processus de mouture humide (production d’amidon). La teneur maximale s’applique

aux grains de céréales non transformés mis sur le marché avant qu’ils ne subissent une
premiére transformation.

Céréales mises sur le marché pour le consommateur final, farine, semoule, son et )
germe de céréales en tant que produit fini mis sur le marché pour le consommateur 750 A T"exclusion du riz et des produits a base de riz.
final, & I'exclusion des produits énumérés aux points 1.4 7et 1.4.8

Pites 750 Les pétes désignent les pates (seches) dont 1a teneur en eau avoisine 12 %
Pain, pétisseries, biscuits, collations aux céréales et céréales pour petit-déjeuner 500 A T'exclusion des produits & base de riz. Y compris les petits produits de boulangerie.

Produits de mouture du mais non mis sur le marché pour le consommateur final

Au moins 90 %, mesurés en poids. des particules du produit de mouture ont une taille

Farine de mais non mise sur le marché pour le consommateur final 1250
<500 pm.

Moins de 90 %, mesurés en poids, des particules du produit de mouture ont une taille

Autres produits de mouture du mais non mis sur le marché pour le consommateur final 750 <500 um

Aliments pour bébés et préparations 4 base de céréalesdestinésaux nourrissons et A T’exclusion des produits i base de riz. La teneur maximale s°applique 4 la matiére
enfants en bas dge. séche du produit tel que mis sur le marché.

5. Génomique a propos de Fusarium graminearum

a) Généralité sur le génome
Le génome de F. graminearum (souche PH-1 d'origine américaine) a été séquencé pour la 1%
fois en 2007 grace a la technologie Sanger donnant un assemblage de 433 contigs et de 31
supercontigs. Cependant des sequences etaient manquantes notamment dans les régions
centromeriques ou télomériques (Cuomo et al., 2007; Gale et al., 2005). Plus tard, en 2015, une
étude a réalisé un reséquencage et un réeassemblage a un niveau chromosomique du génome de

F. graminearum (souche PH-1), (King et al., 2017, 2015) ainsi qu’une ré-annotation a partir
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d’un séquengage d’ARN (RNAseq). Le génome nucléaire présente une taille de 37.9 Mb, tandis
que le génome mitochondrial est de 95,6 kb. Le génome nucléaire est constitué de quatre
chromosomes de tailles variables (Chromosome 1 : 11 760 938 bp, Chromosome 2 : 8 997 558
bp, Chromosome 3 : 7 792 947 bp et Chromosome 4 : 9 407 501 bp). Le Chromosome 4 s’avere
dépourvu de séquence télomérique en région 3’ et contient des séquences d’ADN ribosomique
hautement répétées sur une longueur d'environ 1,38 Mb a son extrémité. L'annotation du
génome a permis d'identifier 14 167 genes codant des protéines, et peu de transposons (0.060%)
et d'éléments répétés (0.24%) ont été détectés, a I'exception d'un rétrotransposon de type gypsy
long-terminal-repeat (LTR). Une ré-analyse du génome de la souche PH-1 ainsi qu’une analyse
d’une souche chinoise (FG-12) a montré un taux d’éléments répétés d’environ 2.23% et 1.68%
respectivement (Hao et al., 2021). Enfin, I’analyse du génome n’a montré que treés peu de
duplication de génes et un mécanisme de mutation nucléotidique de C:G vers A:T des séquences
répétées (RIP : repeat-induced point mutation) actives permettant d’éliminer les séquences
dupliquées (Cuomo et al., 2007; King et al., 2015; Waalwijk et al., 2017).

Nom du géne Nom fonctionnel Annotation Position
Tril0l trichothecene 3-O-acetyltransferase  FGRAMPHI1_01G25923  HG970335:4,805,149..4,806,504(-)
Tril Calonectrin oxygenase FGRAMPHI_01G00223 HG970332:291,505..293,259(+)
Tril6 (F sporotrichioides) C-8 acyltransferase AY 187275 Souche :NRRL 3299
Trig trichothecene C-15 esterase FGRAMPHI1_01G13101 HG970333:5.392,461.5,393,798(-)
Tri7 (production NIV) 3-acetyltrichothecene 4-O- FGRAMPHI_01G13103  HG970333:5,395,009..5,395,867(+)
acetyltransferase
Tri3 15-O-acetyltransferase FGRAMPHI1_01G13105 HG970333:5,396,677..5,398,444(+)
Trid trichodiene oxygenase FGRAMPHI_01G13107 HG970333:5,399,398..5,401,139(-)
Tri6 regulatory FGRAMPHI 01G13109 HGY970333:5,402,308..5,402,964(+)
Tris trichodiene synthase FGRAMPH1 01GI3111  HGY970333:5,405,852.5,407,038(+)
Tril0 regulatory FGRAMPHI_01G13113  HGY970333:5,407,706..5,409,058(+)
Tri9 Non connu (AF359360_10, TRI9) FGRAMPHI_01G13115  HG970333:5,409,654..5,409,785(-)
Trill isotrichodermin C-15 hydroxylase FGRAMPHI_01G13117 HG970333:5,410,953..5,412,693(-)
Tril2 trichothecene efflux pump FGRAMPHI1 _01G13119  HGY970333:5413,261..5,415,227(-)
Tril3 cytochrome P450 FGRAMPHI_01G13121  HGY70333:5,416,141..5,416,628(-)
Tril4 Virulence factor FGRAMPHI 01G13123 HGY970333:5,418,308..5,419.477(+)
Cluster Tri
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Figure 11 : Table avec annotation des génes du cluster TRI et organisation sur
le cluster de gene chez Fusarium graminearum (Kolawole et al., 2021),
d’apres 1’annotation de la souche PH1, exploitée sur FungiDB.
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F. graminearum est connu pour produire de nombreux métabolites secondaires dont les génes
impliqués dans cette production sont regroupés dans des clusters de génes de biosyntheses
(BCG). Leur expression est régulée, permettant la production des meétabolites secondaires
nécessaires a 1’adaptation rapide du champignon a son environnement. Afin de retrouver des
signatures de cluster de génes, un scan du genome a détecté 67 clusters de genes probablement
fonctionnels (Sieber et al., 2014). Concernant le cluster de génes TRI permettant la biosynthese
des TCT (Figure 11), I’ensemble des génes ont été identifiés formant plusieurs groupes. En
effet, ce cluster regroupe 15 génes distribués sur 3 loci génomiques dont 12 appartiennent au
cluster Tri, 2 au cluster « two genes » et le géne FgTril01 isolé (Figure 11) (Y. Chen et al.,
2019). La régulation coordonnée de I’expression de ce cluster de géne de biosynthése dépend
des stimuli environnementaux comme la lumiere, le pH, la nutrition azotée (Merhej et al., 2012,
2010). Les géenes FgTri6 et FgTril0 ont éteé identifiés comme des facteurs de transcription,

régulateurs positifs de I’expression des geénes du cluster Tri (Nasmith et al., 2011).

b) Plasticité génomique et potentiel adaptatif
Le génome de F. graminearum montre une plasticité singuliére pour plusieurs raisons. D’abord,
une analyse de génome entier sur différentes souches de ce champignon a permis de déceler un
niveau de polymorphisme d’environ 4 SNP/Kb qui est semblable a d’autres champignons
pathogenes (exemple Puccinia striiformis, ~5 SNPs/kb (Cantu et al., 2013)) (Cuomo et al.,
2007; Laurent et al., 2017). Ensuite, le reséquencage du génome F. graminearum suggere une
capacité de mutation importante avec 2 433 mutations détectées entre deux sequencages entiers
du génome de la souche PH-1 espacés de 10 années (King et al., 2015). Ces mutations incluent
2025 SNPs avec un ratio de transition/transversion de 0,5555 indiquant que les substitutions
nucléotidiques se produisent au méme rythme (il y a deux fois plus de transversions possibles
que de transitions). Deux cent vingt-six insertions et 182 délétions ont aussi €té retrouvées. Les
auteurs précisent que ces mutations observées peuvent étre dues a des repiquages de la souche
du fait de leur localisation regroupée dans certains loci. Dans une étude publiée en 2020, cette
capacité de mutation a été retrouvée aprés délétion du géne H2A.Z?. Dix mutations
compensatoires dans trois fonds génétiques différents ont été retrouvées et considérées comme
ayant un bénéfice sur la fitness du mutant suggéré comme étant délétére (Chen et al., 2020).

D’autres indices tels que des transferts horizontaux d’un cluster entier de géne entre F.

2 Variante de I’histone canonique H2A.
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graminearum et deux souches de Botrytis fuckeliana contribuent a la diversité génétique
observée (Sieber et al., 2014). F. graminearum dispose d’une organisation génomique pouvant
contribuer a sa capacité d’adaptation. Une étude de synténie sur F. graminearum a révélé que
ses chromosomes sont largement colinéaires avec F. verticillioides et F. oxysporum (Ma et al.,
2010; Zhao et al., 2014). Ces régions du génome de F. graminearum coincident avec les régions
ayant un taux de recombinaison plus élevé que d’autres régions ainsi que des hot spots de
polymorphisme. Cependant, le taux de recombinaison moyen de F. graminearum de 39
centimorgan par mégabase (cM/Mb) (Laurent et al., 2018), comparé a Z. tritici un autre
champignon phytopathogéne du blé ou le taux de recombinaison est de 130 cM/Mb
(Lendenmann et al., 2014), ne reflete pas la diversité génétique observée le long des
chromosomes. Aussi, il a été démontré que les genes non spécifiqguement exprimeés lors de
I’infection de 1’hote sont sur-représentés dans les régions avec de faibles taux de recombinaison
alors que les génes qui s’expriment de maniére spécifique lors de I’interaction sont plutot
représentés dans des régions a fort taux de recombinaison (King et al., 2015). Cette structure
particuliére du génome de F. graminearum est appelée « génome a deux vitesses » (Laurent et
al., 2018). Ces faisceaux d’indices fait de F. graminearum, un champignon phytopathogéne

avec un haut potentiel d’adaptation.

Différentes études de génétique des populations, réalisées en Europe, aux Etats-Unis ou en
Ameérique du Sud, ont réveélé des niveaux éleveés de diversité génétique. Bien que les populations
de F. graminearum allemandes soient distantes entre elles d’environ 10 a 540km, une trés faible
mesure de la différenciation des populations (Fs=0.003) a été retrouvée, similaire a des
observations obtenues sur des populations américaines (max F=0.061) et uruguayenne (max
Fst=0.057) (Pan et al., 2016; Talas and McDonald, 2015; Zeller et al., 2004). Cette diversité
génétique observée est a mettre en adéquation avec un taux de fréquence élevé de reproduction
sexuée entre les souches (panmixie) démontré dans des populations américaines (Ward et al.,
2008). Les faibles niveaux de déséquilibre de liaison observés dans les populations sont une
preuve supplémentaire d’une active recombinaison et donc de recombinaison sexuée (Pan et
al., 2016). Enfin, une surveillance des populations américaines de F. graminearum a démontré
un remplacement des populations productrices de 15ADON vers des populations produisant du
3ADON, plus toxinogéniques et potentiellement plus agressives (Ward et al., 2008).
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c) Régulation par I’environnement / Senseur de I’environnement
F. graminearum est confronté, au cours de sa vie, a des changements environnementaux en lien
avec I’environnement directement par les saisons ainsi que I’environnement de la plante hote
durant I’infection. En réponse aux fluctuations de température (de 5°C a 30°C), F. graminearum
a montré une diminution significative de la germination, de I'extension du tube germinatif et de
la production de DON (Ramirez Albuquerque et al., 2021a; Ramirez et al., 2004). La pression
osmotique ou la disponibilité de I'eau est un facteur critique car F. graminearum rencontre
différents niveaux d’humidité dans différentes niches écologiques, comme dans le sol autour
des racines ou sur les feuilles et les inflorescences. La littérature a montré qu'une diminution de
la disponibilité en eau (-0,7 a -14,0 MPa, aw=0,99 a aw=0,90) avec du glycérol, du sel ou du
polyéthylene glycol (PEG) pouvait modifier la physiologie du champignon (Ramirez
Albuquerque et al., 2022; Ramirez et al., 2006, 2004). Une diminution d’environ 50% du
pourcentage de germination ainsi que de la vitesse de croissance est constatée lorsque le
potentiel hydrique passe en dessous des -4 MPa a 25°C. En conditions contr6lées de laboratoire
sur grains de mais, la littérature rapporte notamment, pour des températures de 20 et 25°C, une
augmentation de la production en TCT lorsque I’aw diminue (de 0.99 a 0.97) puis cette
production s’effondre a aw=0.95. Ce n’est qu’a 30°C que la production en mycotoxines est

forte et stable pour les aw de 0.99 et 0.97%° avant de chuter drastiquement pour une aw=0.95.

In planta, certains résultats ont montré une augmentation significative de la fusariose ainsi que
de la production en DON lorsque le taux d’humidité relative ambiante autour du stade de
floraison du blé augmente (Cowger et al., 2009). Enfin, lors des interactions plante/pathogene,
la reconnaissance du pathogéne par I’hdte conduit a un « burst » oxydatif impliquant les
mécanismes de défenses de la plante et notamment la production d’espéces réactives de
I’oxygene (ROS) comme le peroxyde d’hydrogeéne (H20.) (Merhej et al., 2011). Chez F.
graminearum, la présence d’agent oxydant (H203) induit une augmentation de la production de
DON, en lien avec une augmentation de I’expression de plusieurs genes du cluster Tri. Les
agents anti-oxydants comme la catalase vont diminuer I’expression des génes Tri et la

production de DON associée (Ponts et al., 2007, 2006).

Les réponses moléculaires apportées a ces modifications de 1’environnement sont toutes aussi
variées avec, dans certains cas, des recoupements de voies de signalisation. Une réponse rapide

aux changements doit étre envisagée au travers d’une modulation de I’expression des genes.

29 47.5+0.7 (aw0.99) et 40.9+0.5 (aw0.97) a 4.5+0.3 (aw0.95) (moyennezsd)
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L’ensemble des voies de signalisation vont controler le développement végétatif, la virulence,
la production de mycotoxines afin de répondre a I’environnement (Stepien and Lalak-
Kanczugowska, 2021). Un premier exemple de voie de signalisation est la voie Target Of
Rapamycin (TOR) jouant un role dans divers processus cellulaires, notamment I'intégrité de la
paroi cellulaire, les métabolismes secondaires et la virulence chez les champignons
phytopathogénes. La voie TOR répond aux nutriments et aux facteurs de croissance pour
orchestrer le controle temporel de la croissance et la prolifération cellulaire ainsi que le maintien
de I'noméostasie cellulaire. Chez F. graminearum, cette voie a été identifiée et ses composantes
décrites comme la plaque tournante du contréle temporel de la croissance, du développement

végétatif et de la virulence sur des épis de blé (Yu et al., 2014).

La régulation de différents processus cellulaires comme la réponse au stress ou le sensing de
I’environnement implique des voies connues tels que les « mitogen-activated protein » ou MAP
kinases avec leurs activations en chaine par des kinases et la voie de 1’adénosine
monophosphate cyclique — protéine kinase A (CAMP-PKA). Notamment, certaines réponses
moléculaires au stress thermique ont été identifiées, notamment les protéines de choc thermique
(HSP), telles que FgHSP90 (Bui et al., 2016), FgHSP70 et FgHSP30, ainsi que la voie de
signalisation cAMP-PKA (cyclic AMP- protein kinase A) (Hu et al., 2014). Aussi, la voie
CAMP-PKA faisant partie de la voie MAP, joue un r6le crucial dans la réponse au stress
oxydatif, la régulation de I'accumulation de DON et la gestion des différences de pression
osmotique. Impliquée dans de nombreuses réponses aux stress environnementaux mais aussi en
lien avec la voie TOR, la voie HOG (MAPK) est engagée dans la réponse au stress osmotique
et oxydatif (Gu et al., 2015; Van Nguyen et al., 2013; Zheng et al., 2012). Cette voie de
signalisation intracellulaire est impliquée dans divers processus tels que la croissance des
hyphes, les réponses au stress et l'infection des plantes. Les mutants de la voie FgHOG ont
montré des défauts dans la vitesse de croissance ainsi que dans la morphologie des hyphes. Ces
mutants présentent une virulence réduite et la propagation de I’infection dans les tissus végétaux
est limitée (Y. Chen et al., 2019; Zheng et al., 2012). Aussi, la MAP kinase gmpk1 est connue
pour réguler la pathogénicité de F. graminearum sur le blé en activant le facteur Ras2. Ce
dernier régule I’expression de fgll codant une lipase sécrétée lors de 1’infection du blé. Les
mutants invalidés pour le gene fgll ne sont pas capables d’étendre I’infection au niveau du
rachis du blé et sont incapables d’infecter le mais (Bluhm et al., 2007). La protéine kinase OS-
2 chez F. graminearum est I’'une des protéines spécifiques, centrale, activée en présence d’un

environnement oxydant. Elle est impliquée dans les processus développementaux (formation
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des périthéces, résistance aux fongicides) et aussi dans la production de DON en modulant le
niveau des ROS. In planta, FgOS-2 induit la production de DON et la virulence des souches de
F. graminearum sur blé (Nguyen et al., 2012; Stepien and Lalak-Kanczugowska, 2021).

D’autres facteurs comme le pH ou la luminosité influencent également les niveaux de
production en meétabolites secondaires et la croissance fongique. Le pH est un facteur
environnemental qui peut fortement affecter la biosynthése des trichothécénes au cours de
I'infection. Méme si aucune preuve in planta de la modification du pH au cours d’une infection
n’a été rapportée, certaines données de cultures in vitro sont disponibles. Dans un milieu de
culture synthétique liquide, F. graminearum provoque l'acidification du pH extracellulaire
entrainant I'expression des génes Tri et la production de trichothécenes (Merhej et al., 2010).
En revanche, un pH neutre ou alcalin bloque la production des trichothécénes en réprimant les
genes Tri (Gardiner et al., 2009b). Cette inhibition est médiée par le facteur de transcription
FgPACL. Ce facteur posséde des séquences consensus « GCCARG » identifiees au sein de
nombreuses régions, bien positionnées dans le promoteur de divers génes Tri (voir Figure 7), y

compris le régulateur spécifique de la voie, Tri6 (Figure 12).
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Figure 12 : Motifs associés aux facteurs de transcription retrouvés au sein du cluster
de gene Tri. Les fleches vertes représentent les génes codant des facteurs de
régulation du cluster TRI, FgTri6 et FgTril0. Les motifs de type triangle, losange
et cercle représentent les différentes séquences consensus de fixation des différents
facteurs de transcriptions agissant sur le cluster TRI (Merhej et al., 2011).

La lumicre représente une source d’information pour les champignons régulant les niveaux de
production des métabolites secondaires ainsi que dans I’activation et I’inhibition du
développement sexué et asexué (Kim et al., 2014; Yu et al., 2023). Présent chez d’autres
champignons filamenteux, le complexe Velvet est responsable de cette réponse. Ce complexe
est constitué des protéines VelB/VeA/LaeA. VelB et VeA sont localisées dans le cytoplasme
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en présence de lumicere et transloquées dans le noyau a I’obscurité. VelB/VeA forment alors un
complexe avec LaeA, un master régulateur positif de la production de métabolites secondaires
chez les champignons filamenteux (Bayram et al., 2008). Chez F. graminearum, FgVeA a été
démontré comme étant impliqué dans la conidiation et la germination, dans la production de
pigments (aurofusarine), associée a la voie HOG en réponse a une augmentation de la pression
osmotique et a la production de DON a I’obscurité (Y. Chen et al., 2019; Jiang et al., 2011,
Merhej et al., 2012). Un autre photo récepteur a été identifié chez F. graminearum : le « White-
collar » récepteur. Les genes FgWC-1 et FgQWC-2 codant les protéines du méme nom,
interagissent physiquement entre elle pour former un complexe hétérodimérique. Il a été
démontré que quel que soit 1’état de lumicére, ces protéines jouent un réle d’inhibition de la
biosynthese des trichothécénes et d’aurofusarine. L’activation de la conidiation semble aussi
médiée par les protéines FgWC-1 et FgWC-2 (Kim et al., 2014).

Enfin, comme nous en avons discuté en amont dans cette introduction, le changement des
pratiques agronomiques dans la culture des céréales peut induire des modifications de
I’environnement de F. graminearum. La modification des pratiques culturales passant par
I’ajout d’engrais a forte concentration en azote (fertilisant) peut ainsi augmenter 1’infection des
cultures céréaliéres par F. graminearum, méme si les résultats ne sont pas constants. Certaines
¢tudes ont montré que 1’application de nitrate d’ammonium n’a pas d’effet sur la fusariose de
I’épi de blé tandis que 1’application de nitrate d’ammonium en solution d’urée augmente la
séverité de la maladie. Ces différences peuvent étre liées aux méthodes employées notamment
en lien avec I’humidité apportée autour de la floraison du blé (Maywald et al. 2023). Une étude
a long terme de I’impact de la fertilisation en azote des sols pour des cultures de blé a montré
une augmentation de 1’abondance relative au cours du temps du taxa affilié genre Fusarium (S.
Chen et al., 2019). En culture in vitro, dans des conditions variables de concentration d’azote
ainsi que de la source elle-méme, F. graminearum a montré des différences dans la croissance
et la production de DON. L’agmatine, I’arginine, I’ornithine et la putrescine font partie des
sources d’azote non minéral induisant fortement la production de DON contrairement a la
valine, la tyrosine, I’adénosine (Gardiner et al., 2009a). Les voies métaboliques ainsi que les
genes responsables de ces réeponses phénotypiques sont en partie connus chez F. graminearum.
Lorsque la source préférentielle d'azote est faible ou absente, les génes correspondant au
métabolisme secondaire, qui sont généralement systématiquement réprimés, sont dé-réprimés
permettant la métabolisation par le champignon d’une nouvelle source d'azote. Différents

acteurs de la réponse a ’azote chez F. graminearum ont été retrouvé. Deux facteurs de
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transcription majeurs régulant le métabolisme azoté ont été retrouvés : FgAreA et FgAreB (Hou
et al., 2015). FgAreA permet I’induction des voies de biosynthéses des métabolites secondaires
dont I’induction de la production de DON. Ce facteur de transcription agit avec le régulateur
FgTril0 régulant indirectement 1’expression d’autres génes Tri (Figure 11). FgAreaB est quant
a lui dépendant de 1’azote en interagissant physiquement avec FgAreA. D’autres facteurs de
transcription (GATA) et I’activité du complexe TOR sont impliqués dans la régulation de la
croissance et de la production en DON en fonction de I’environnement azoté (Brauer et al.,

2020).

A partir de I’ensemble de ces éléments, nous pouvons nous demander quels indices probants de

la plasticité phénotypique chez F. graminearum existent ?

Ainsi, chez Fusarium spp et F. graminearum en particulier, la modification de pH et de
température de culture modifient la vitesse de croissance ainsi qu’une différence de
pigmentation (Panwar et al., 2016). Deux articles de Ramirez Albuquerque ont montré, sur une
souche isolée de blé, différentes concentrations de production de toxines en fonction de
plusieurs conditions de température (10°C a 30°C) et de disponibilités en eau (aw=0.99 et
aw=0.95). lls ont aussi montré que la souche présentant un chémotype génétique 15ADON
produisait aussi du 3ADON en fonction des conditions de croissance (Ramirez Albuquerque et
al., 2022, 2021a). Une autre étude réalisée sur 2 souches, isolées de blé, expose une analyse de
variance entre les souches et les conditions de culture (différentes températures et disponibilité
de I’eau). Cette analyse a montré des différences significatives de la croissance des deux
souches entres elles (génotype), entre les deux conditions (environnement) et dans I’interaction
entre ces deux facteurs (GXE). Les auteurs n’ont pas précisé la part de la variance attribuée a
ces facteurs (Ramirez et al., 2006). In planta, les effets du CO. atmosphérique et de la
température sur la sensibilité du blé et du mais a I’infection et a la production de toxines par 2
souches de F. graminearum ont été analysés. L’analyse de variance a montré des différences
significatives dans I’interaction « souche X conditions ». I y a donc de la variation génotypique
dans les caractéres susmentionnés en fonction des différentes conditions (Hay et al., 2021).
Aussi, entre plusieurs espéeces de Fusarium (F. graminearum, boothii et meridionale), une
analyse de variance de la croissance et de production de mycotoxines, dans des conditions
similaires aux précédents articles, n’a pas montré de différence génétique dans la variation de
croissance intra-especes d’une part et aucune analyse de variance intraspécifique avec les

interactions environnementales n’a été réalisé d’autre part (Belizan et al., 2019). Ici la variation
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génétique des différentes especes induit des variations significatives dans la production de

mycotoxines et dans la croissance.
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Objectifs de la thése

L’objectif de ce projet de thése est d’étudier le potentiel adaptatif de Fusarium graminearum
face a des stress abiotiques environnementaux, potentiellement liés aux changements
climatiques. Le potentiel adaptatif d’une espece est 1i¢ a sa capacité d’évolution génétique
(diversité génétique dans la population, dynamique mutationnelle, organisation du génome ...)
mais également a sa plasticité phénotypique. Du point de vue du pathogéne, si les changements
climatiques s’intensifient, ils pourraient engendrer une augmentation globale de la pression
parasitaire et 1’équilibre entre la plante, F. graminearum et I’environnement se modifierait. La
compréhension de la capacité d’adaptation de F. graminearum face au changement climatique
est un enjeu important. Ainsi, une meilleure connaissance du potentiel évolutif de I’espéce nous
permettrait de mieux anticiper le risque épidémique lié a I’émergence potentielle de nouveaux

isolats adaptés.

Je me propose d’¢étudier la plasticité phénotypique de F. graminearum en tant que composante
primaire de la réponse adaptative. D’une part, il s’agira de caractériser la plasticité
phénotypique du champignon face & une gamme de variations de différents paramétres
environnementaux potentiellement liés au changement climatique (proxis in vitro). Je vais
notamment étudier quel est le degré de plasticité observée en termes d’interaction GXE sur la
base d’analyses quantitatives entre les différents environnements, les génotypes et les caractéres
étudiés. Je déterminerai si certaines souches semblent plus adaptées a des conditions
environnementales stressantes. D’autre part, je définirai les déterminismes génétiques et
moléculaires sous-jacents par une approche de génomique des populations exploitant une

collection de souches : I’association pangénomique (GWAS).

Dans une seconde étude, je vais m’intéresser au potentiel adaptatif génétique possiblement mis
en ceuvre en réponse a une modification de I’environnement. J’étudie la dynamique
mutationnelle de F. graminearum au travers d’une étude d’évolution expérimentale. L’effet
d’une pression de sélection thermique sur la dynamique mutationnelle sera évalué par
comparaison des génomes et des phénotypes des souches évoluées par rapport a la souche

ancestrale.

L’intégration de ces données a permis de répondre aux questions posées sur la plasticité
phénotypique et de la part génétique impliquée ainsi que le potentiel adaptatif génétique. Nous

discuterons de I’implication de ces travaux a différentes échelles de 1’interaction du
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champignon avec son environnement, aussi bien abiotique que biotique et les possibles

consequences sur la fusariose.
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Chapitre 1 : Plasticité Phénotypique

1. Introduction
Dans ce chapitre, le lecteur trouvera la synthese de la caractérisation ainsi que la recherche de
I’architecture génétique sous-jacente de la plasticité phénotypique. Les résultats de cette
recherche font 1’objet d’un manuscrit soumis pour publication dans le journal Molecular
Ecology « Phenotypic plasticity in the fungal pathogen Fusarium graminearum is involved in

the adaptive response to changing environments ». Plusieurs questions seront posées :

- Quel est le degré de plasticité des souches face a des conditions abiotiques différentes ?
Existe-t-il une variabilité génétique et environnementale pour la plasticité
phénotypique ? Est-ce qu’un caractére est plus plastique qu’un autre ?

- Dans I’hypothése ou la plasticité phénotypique est sous déterminisme génétique, quels
variants génétiques seraient impliqués dans la plasticité des souches face aux conditions
abiotiques ? Et peut-on identifier de nouveaux geénes responsables des caractéres
mesurés par la méthode du GWAS ?

- D’aprés la littérature, les bases génétiques de la plasticité phénotypique peuvent reposer
sur différents modeles notamment le modéle de la sur-dominance, de la pléiotropie et
de I’épistasie. D’apres notre étude, est-ce qu’une architecture génétique particuliére
faisant référence a un modeéle des bases génétiques de la plasticité phénotypique se

dessine ?
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Abstract

Climate change is expected to greatly modify the population dynamic of plant pathogens.
Understanding how pathogens are able to adapt to modifications of their environment is crucial
to anticipate the emergence of new disease epidemics. Fusarium graminearum is one of the
main causal agents of the Fusarium Head Blight, a worldwide disease affecting cereal cultures,
whose presence can lead to contaminated grains with chemically stable and harmful
mycotoxins. In order to characterize the adaptive potential of F. graminearum, we focus on the
phenotypic plasticity which may be the first response to variation of environment. First, the
phenotypic plasticity was characterized under in vitro fluctuating abiotic conditions
(temperature, water availability, oxidative) mimicking environments to which the fungus may
be exposed during its life cycle. Using a metapopulation of 103 F. graminearum strains we
assessed the phenotypic variation for 10 quantitative traits related to mycotoxin productions
and growth Kinetic. For all, interaction between genotype and environment (GXE) was found
significant accounting for 15% in median of the total phenotypic variance, confirming large
phenotypic plasticity. Also, we found genotypic variation of the phenotypic plasticity for all
traits indicating a genetic architecture of the phenotypic plastic. Then, to unravel the genetic
determinism of the phenotypic plasticity, we used Genome Wide Association Study (GWAS)
and found multiples SNPs and candidates genes. Our study suggests that the phenotypic
plasticity that exists in F. graminearum plays an important role in the fungal response to

fluctuating environments and is likely to be adaptive.

Keywords

Climate change, norms of reaction, genome wide association studies, adaptation, abiotic stress,

candidate genes, mycotoxins.
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Introduction

Phenotypic plasticity is the ability of an organism with a given genotype to express more than
one phenotype in response to different environmental conditions (Pigliucci, 2005; West-
Eberhard, 1989). The persistence of an organism in a novel environment is tightly linked to its
phenotypic plasticity (Ghalambor et al., 2007; Price et al., 2003; Sultan, 2000). Depending on
how closely the new phenotype produced in the fluctuating environment approaches the
phenotypic optimum, the phenotypic plasticity can either be adaptive or maladaptive, resulting
in directional selection or the expression of cryptic genetic variation (Murren et al., 2015). The
adaptive potential can be defined as the ability of species or populations to respond to selection
by means of phenotypic or molecular changes in response to an environmental constraint
(Eizaguirre & Baltazar-Soares, 2014). While mutations can drive adaptation, they might not
explain short-term responses occurring within a single lifetime (Barrett & Schluter, 2008).
Phenotypic plasticity can facilitate adaptation by increasing population size in the novel
environment and by providing phenotypic variation before genetic mutations arise (Chevin et
al., 2010). It has been hypothesized that phenotypic plasticity is the first response that drives
adaptation, and that such response is encoded in the genome and may therefore be heritable
(Bradshaw, 2006). Phenotypic plasticity is increasingly being studied for its involvement in the
adaptation of species to global change and its influences on the adaptive value of a species
(Gibert et al., 2019).

Dissecting the genetic architecture of the phenotypic plasticity is crucial to better understand
the adaptive capacity of a species and the short- and long-term responses (Kovuri et al., 2023).
Three genetics models for phenotypic plasticity have been proposed: the overdominance model,
the allelic sensitivity (or pleiotropic) and the regulatory gene (or epistasis) model (El-Soda et
al., 2014; Pigliucci, 2005; Scheiner, 1993). Several methods have been explored to decipher the
phenotypic plasticity (Gibert et al 1998, Valladares et al 2006). One of the commonly used
methods developed to measure it is to dissect the explained phenotypic variation as a
combination of effects of the genotype (G), the environment (E), the genotype-by-environment
interaction (GxE) and a residual error. A significant GxXE stands for the expression of a
phenotypic plasticity (DeWitt & Scheiner, 2005). In an agronomic context, these methods can
be used to measure the ability of plant pathogens to adapt to an environment and prevent major
crop losses. These phenotypic plasticity concepts have been used to improve agronomic traits

in several crops (Mangin et al., 2017; Tan et al., 2020).
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Phytopathogenic fungi are responsible for serious plant diseases which can have a major impact
on crop productivity around the world (Doehlemann et al., 2017). Plant diseases results from
interaction between pathogen, host plant and environment. In a changing environment, abiotic
variations influence the distribution and virulence of the plant’s pathogen (Chakraborty, 2013).
For example, it has been reviewed that elevated temperature could be associated with a decrease
in plant immunity which may lead to an increase of the pathogen infection (Singh et al., 2023).
Understanding how phytopathogenic fungi could adapt to this new environment remains a
crucial issue in of the current context of climate change. Fungi are known to adapt easily to
their environment, mainly due to large effective population size and mixed reproductive system
(sexual and asexual) (McDonald & Linde, 2002). Only a few studies dealing with
characterization of phenotypic plasticity were carried out to date (Castiblanco et al., 2020;
Corwin et al., 2016; Gallo et al., 2022; Slepecky & Starmer, 2009). The involvement of
phenotypic plasticity as a first adaptive response in fungi remain poorly explored. One
hypothesis of such adaptation has been made and was linked to the difference in phenotypic
plasticity of same species strains which had experienced different microclimate on the soil/litter

where they were isolated (Alster et al., 2021).

Fusarium graminearum is a haploid ascomycete fungus and one of the major causal agents of
the Fusarium Head Blight disease, affecting cereal-growing areas around the world and causing
a significant reduction in yield (Dean et al., 2012). This species is well-known for its
mycotoxins production such as the family type B trichothecenes (TCTB), including
deoxynivalenol (DON) and its acetylated forms (ADON), which constitute an important food
contaminant (Liao et al., 2018; Sobrova et al., 2010). F. graminearum is considered as a
hemibiotrophic pathogen of which ascospores or macroconidia (asexual conidia) are known to
be the survival state over-winter on previous crop residues. In spring, under favorable
conditions of temperature and water availability (Brennan et al., 2003, 2005), spores are
dispersed by wind or rain splashes landing on susceptible plant tissue as spikelets throughout
the flowering stage (Boenisch & Schafer, 2011). During its biotrophic phase, F. graminearum
grew intercellularly and asymptomatically. The fungus changed for an intracellular
necrotrophic phase with DON production, leading to hydrogen peroxide production and plant
cell death by oxidative burst activation (Walter et al., 2010). F. graminearum is exposed to
various abiotic stresses in its natural environment, along its life cycle (temperature fluctuations,

osmotic conditions ...) (Cowger et al., 2009; Ramirez et al., 2004, 2006).
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The phenotypic plasticity in F. graminearum has been poorly documented. For example,
Ramirez et al. (2006) showed significant GXE interactions, suggestion phenotypic plasticity,
for mycelium growth measured under multiple temperature and water activity but this study
was done only on two genotypes. Here, we provide new insight about phenotypic plasticity as
a driver for possible F. graminearum adaptation in response to different abiotic environments.
We first characterized phenotypic plasticity for in vitro growth and mycotoxin production in a
large panel of F. graminearum strains in response to variation of either temperature, water
availability or oxidant exposure. In this way, we expected to be able to answer questions here
after: (1) Do genotypes differ in their plastic response to a given environmental gradient? (2)
Do different environmental gradients show similar effects on a given trait? (3) Do different
traits show similar plastic responses to a given environmental gradient? (4) Are some genotypes
more plastic than others across all traits? Furthermore, we conducted a genome-wide
association study (GWAS) to dissect the genetic architecture underlying plasticity traits.
Understanding the genetic architecture of phenotypic plasticity in F. graminearum holds
significant importance as it provides valuable insights into the adaptive potential of this
pathogen in response to changing environmental conditions. This knowledge can contribute to
the development of strategies for disease management and crop protection, ultimately helping
to mitigate the impact of Fusarium Head Blight on global food security. To the best of our
knowledge, this is the first study that aims to characterize the extent of the phenotypic plasticity
and explore how such responses may play a significant role in adaptive potential of a fungal

pathogen.
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Material and methods

Fungal collection and inoculum

One hundred and three strains of F. graminearum were used for the experiments. All but one
strains were isolated from the past two decades (1997 to 2021) in 27 French departments from
either wheats or triticale. The last one came from Belgium. Metadata associated with fungal
isolates are available in Table S1. Fungal strains were maintained at 4 °C on Potato Dextrose
Agar (PDA) culture. Inoculum conidia were prepared by inoculating agar plugs in SNA
(Spezieller Nahrstoffarmer Agar) liquid medium, incubating at 180 rpm and 25 °C for seven
days. Then conidia were harvested by filtration using Sefar Nitex 40um (SEFAR AG, Heiden,
Switzerland) and washed with MS-Sucrose (synthetic media, 20g/L Sucrose, 0.5g/L KH2PO4,
0.6g9/L K2HPO4, 17mg/L MgS04.7H20, 1g/L (NH4)2SO4, 10pg/mL Vogel mineral salts
solution). Finally, we adjusted the concentration at 8x105 spores/mL in 1 mL cryotube with

20% glycerol final and frozen them at -80°C for future experiments.

Phenotyping and plasticity assessment

All strains were phenotyped under three abiotic changing environments (E): elevated
temperature, oxidative and hydric restriction conditions referred hereafter as E1, E2 and E3
respectively. The elevated temperature is characterized by a suboptimal temperature of 30°C
compared to standard culture conditions (25°C). Oxidative condition is performed by adding
hydrogen peroxide (H202) treatment at 0.5mM, at 25°C. Finally, the hydric restriction
condition is fulfilled by adding glycerol to the media. The amount of glycerol was chosen using
the Norrish equation with a coefficient of -1.16 adapted for the glycerol (Norrish, 1966). We
added 119 mL of glycerol for 1000mL final of medium in order to get a water availability of
0.970.

Two phenotypes were studied here: mycotoxins production (Toxin) and growth kinetics
(Kinetic), and for each one, several traits have been measured (Table 1). Toxin phenotype was
assessed as follows. For each condition, the mycotoxins assessment consisted of individual
liquid culture, in triplicate for each genotype, of 8 mL of MS-Sucrose inoculated with 104
spores/mL. Fungal liquid cultures were incubated in the dark for 14 days. After, the mycelium
was harvested by centrifugation then freeze-dried during 72h for biomass quantification.
Mycotoxins extractions were performed on the supernatant. Culture media were stored at -20
°C until TCTB analysis. TCTB were extracted on 4 mL of culture medium with 8 mL ethyl

acetate. The organic phase was evaporated to dryness with a speedVac (SPD210, Thermo
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Scientific) at 50°C. Dried samples were dissolved in 400 pL of methanol/water following a
standard laboratory protocol already describe (Leannec-Rialland et al., 2021). TCTB were
quantified by HPLC-DAD using an Agilent Technologies 1100 series liquid chromatograph
equipped with an autosampler system, an Agilent photodiode array detector (DAD) and the
ChemStation chromatography manager software (Agilent, France). Separation was achieved on
a Kinetex XB-C18 100 A column (4.6 x 150 mm, 2.6 um) (Phenomenex, France) maintained
at 45 °C. The mobile phase consisted of milliQ water (solvent A) and acetonitrile (solvent B).
The flow was kept at 1 mL.min". The injection volume was set to 5 pL. TCTB were separated
using a gradient elution as follows: 7-30% B in 6 min, 30-90% B in 2 min, 90% B for 2 min,
90-7% B for 1 min, 7% B for 6 min. Quantification was performed by external calibration with
standard TCTB solutions (Romer Labs, Austria). We were able to extract the mycotoxins
production (sum of TCTB, DON and ADON (sum of acetylated TCTB forms) in micrograms

per mL of culture, the biomass production in grams and the ratio DON/ADON.
Table 1: Traits and associated variables studied in each phenotype category. E refers
to environment unit (E1 = °C, E2 = mM, E3 = aw).

Phenotype Variable Trait Unit

Row experimentol dota

Acetylated forms of

ADON decxynivalenol HgmL*
Biomass Mycelium weight 14 dpi g
Toxin DON Deoxynivalenol production pg.mL*
Ratio_DON/ADON Rat:;g?’:;ilz?(; :"d Mo unit
Biomass Mycelium weight 14 dpi g
Asymptote maximal of
ASYM kinetics growth Optical_Density
ALC Area Under the growth Curve Optical_Density.Hour
Lag phase before exponential
Kinetic LATENCY growth Hour
Optical density at 4 days of
aD_4D culture Optical_Density
Speed growth in the
EPEED expenential growth phase Optical_Density Hour?
Pilasticity related dato
DONp pg.mLiE?
ADONp pg.mLtE?
Toxin TCTER peg.mLtE?
Ratio_DON/ADONp Mo unit
Biomassp Plasticity calculated by the gt
norm of reaction for all
AUCp variables Optical_Density.Hour. E*
0D_4Dp Optical_Density £
Kinetic ASYMp Optical_Density E*
SPEEDp Optical_Density. Hour *.E=
LATENCYp Hour E*
DON_coef
ADON_coef
- TCTE_coef
Toxin -
Ratio
DOMADDN—CUET— Plasticity calculated by the
Biomass_coef  cpeffident of plasticity for all Mo unit

AUC_coef variables
OD_4D_coef

Kinetic ASYM_coef
SPEED_coef

LATEMCY_coef
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The growth kinetics were assessed by measurement of the optical density (OD) using the
spectrophotometer Tecan (Infinite M200 pro) set at A=630 nm with measurements conducted
daily for 7 days. Briefly, 96-well plates were inoculated with 104 spores/mL in 200 pL per
replicate for 11 replicates per genotypes and per conditions. Plates were sealed with Breath-
easy® sealing membrane (Sigma-Aldrich). Then we calculated multiple traits as the Area
Under the kinetic growth Curve (AUC) with the R-package Agricolae (V.1.3.5), the optical
density at 96h (4 days) of culture (OD_4D), the optical density maximum of the growth Kinetic
between day 1 and day 7 (ASYM). In addition, with a linear regression model, we approached
the speed growth (SPEED) by fitting with a linear model (LM) on a sliding window over three
time points. The max speed among all regressions in one replicate is considered as the speed of
growth. We estimated the latency phase (LATENCY) by taking the first point time of the best

regression.

The phenotypic plasticity variables were calculated in two different ways (Valladares et al.,
2006). First, we computed the slope of the norm of reaction for each individual and replicate
between two environmental conditions for all variables. Second, we calculated the coefficient
of plasticity (coef). It was calculated as the relative variation of treated condition (T) compared
to the control (C): ((Control-Treated)/Control). To distinguish plasticity traits from trait per se,
all acronyms for norm of reaction plasticity contain the lowercase letter “p” and all acronyms
for the second index contain the lowercase word “coef”. Thus, phenotypic plasticity variables

could only be computed when the traits values were measurable and non-null in both conditions.

Statistical and graphical analyses

All statistical analyses and graphical representations were produced with the R software
(v4.0.3). For each trait, descriptive statistics (mean, standard deviation, and coefficient of
variation (CV) were computed. To analyze phenotypic plasticity across environments and traits,
we normalized the value of the plasticity (coef and p) using the formula: (x-min(x))/(max(x)-
min(x)) with x the mean value between replicates for one genotype in a given condition, min(x)
and max(x) are the minimum and the maximum value for a given trait in a given condition and
environment. Variance analyses were conducted on transformed data if required (Boxcox - R-
package Forecast (v8.20)). Significance of the genotype, condition and their interaction effect,
the proportion of explained variance per factor (eta-square, n?), (R-package Rstatix (v0.7.1)),

was determined using the following linear models:

Model 1: Y;; = py + c;+g; + (cg)i; + €
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Model 2. Y; = p, + gj + ¢
Model 3: Yy =, + e, + g; + ()i + €

where Yijk is the observed value for the ith condition jth genotype and kth environment, p is
the mean of phenotypic variables value (Model 1) or the phenotypic plasticity variables
normalized value (Models 2 and 3), ci the fixed effect of the condition i, gj the fixed effect of
the fungal genotype j, ek the fixed effect of the environment k (E1, E2, E3) and ¢ a residual
error. Barplots were built with Tidyverse (v1.3.2) according to the partition of the phenotypic
variance explained by the model.

Pearson’s correlation matrices and Figures were provided using the cor function of Stats (R-
Package Stats, v4.2.2) and visualized with corrplot (v0.92). Principal component analysis was
calculated with MissMDA package (v1.18, (Josse & Husson, 2016)) using the regularized
iterative PCA algorithm as default parameter to estimate missing values. Then FactoExtra
(v1.07) was used to visualize the PCA.

Next, we recovered the rank plasticity of each phenotype in all three environments. We assigned
a rank based on the value of phenotypic plasticity coefficient for all traits in all environments
using the rank function (v4.2.2). Then, we calculated the mean of each environment for all
genotypes and the mean by phenotype. Pearson correlations were performed using corrplot R-
package (v0.92) between traits and environment on the rank value in each environment and
phenotype.

DNA extraction, whole-genome sequencing, and variant calling

Genomic DNA was extracted from lyophilized mycelium previously grown in Malt (30g/L,
Biokar) and glucose (10g, Sigma) liquid medium for 4-5 days. Dry mycelia were ground with
a beads braker (Precellys®) then 1mL of lysis buffer is added (100 mM Tris-HCI (pH8.0), 10
mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 2% sarkosyl and 150 mM NacCl) and ground a
second round. Then 1mL of phenol (pH 8, Sigma) was added and shaked. After centrifugations,
the supernatant was recovered and 1 volume of chloroform-isoamyl alcohol was added. After
centrifugation, the supernatant was collected and RNAse (0.05ug/uL), during 30min at 37°C)
(ThermoScientific) then proteinase K (0.05 pg/pL, during 1h at 55°C) (Euromedex) was added
successively. Next, one volume of phenol-chlorophorm-isoamyl alcohol (50:49:1, Fisher) and

finally one volume of chlorophorm-isoamyl alcohol (24:1, Acros Organics) was successively
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added to purify the DNA. Nucleic acids were precipitated with ammonium acetate (3M) and
cold ethanol absolute (100%), washed in 1 volume of 80% ethanol then 70% ethanol by
centrifugation. The pellets were dissolved in 50uL in purified molecular biology grade water.
DNA concentration was measured using a fluorometer (Denovix) and controlled by

electrophoresis on agarose gel.

DNA extracts were sent to the Genome Transcriptome Facility of Bordeaux (https://pgtb.fr/)
for paired-end Illumina sequencing (NextSeq 2000, 2x150pb). After checking sequencing
quality with FastQC (v0.11.9, https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/),
we used RattleSNP (v1.1.0, https://forge.ird.fr/[phim/sravel/RattleSNP, Sébastien Ravel
(CIRAD)) workflow to process reads. Briefly, the 10 first and last bases of R1 and the 15 first
and last bases of R2 was trimmed with Atropos (Didion et al., 2017) (Python/3.7) implemented
in the workflow. We kept high quality read above Q30 with a minimum length of 70 pb.
Genomic reads were mapped against the F. graminearum reference strain PH1-genome
GCA_900044135.1 assembly (King et al., 2015, 2017) using BWA mem (v0.7.17, (Li, 2013)
set with a seed size of 15 nucleotides and duplicate reads were removed with the
MarkDuplicates  function implemented in Picard  Toolkit  (picard/2.23.5,
http://broadinstitute.github.io/picard/). Variant calling was performed for each sample
independently with HaplotypeCaller (GVCF, ploidy = 1) implemented in the Genome Analysis
Toolkit (v4.2.3.0, GATK, (Auwera & O’Connor, 2020). Then, every sample was merged in a
unique VCF, and 1,473,701 SNPs were identified. In order to increase the reliability of the
variant’s detection (avoiding false positives), we performed another variant calling with
VarScan v2.4.3 (Koboldt et al., 2012). We use SAMtools mpileup v1.9 (Danecek et al., 2021)
with a minimum quality of 30 then Varscan mpileup2snp with a minimum of coverage of 15,
and we obtained 1,354,901. Only common variants in the two vcf files were kept using Bcftools
isec v1.15.1 (1,270,846 left variants). Afterward, the VCF file was filtered using GATK
VariantFiltration to keep only high-quality SNPs with the following parameters: QD>15.0,
FS>60.0, SOR>3.0, QUAL>40, MQ>50, MOQRankSum>-8 & MQRankSum<s,
ReadPosRankSum>-5 & ReadPosRankSum<5. A second filtration was performed using
vcftools (v0.1.16) to retain only SNPs with GQ>30 and DP>10, a minor allele frequency MAF
>5% and a number of missing individuals < 10% (MISS = 90%). After filtration, the rDNA
region located at the end of the fourth chromosome was automatically excluded and a total of
87,863 SNPs were identified and were used for GWAS.
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Population structure analyses, genome-wide association mapping

The absence of genetic structure on our strains collection has been verified using PCA
implemented in the R-package GAPIT3 (Wang & Zhang, 2021). Then using VCF file, Linkage
Disequilibrium  (LD) was computed with PLINK (v2.0, https://www.cog-
genomics.org/plink/2.0/) to define LD decay and visualized only the 10 first kilobases with the
R software (ggplot2 v3.4.0).

Genomic association was performed on all traits. We used a Bayesian-information and Linkage-
disequilibrium Iteratively Nested Keyway (BLINK) model, available in the R-package
GAPIT3, that accounts for the sample’s genetic structure and the kinship between isolates, to
perform the GWAS. The kinship matrix and the PCA were computed directly by the model
with ‘kinship.algorithm = "VanRaden", PCA.total=2" for parameters. In order to reduce the
false positives rate in each GWAS, we applied the Bonferroni-Holm correction with an alpha
threshold of 0.05 (Dubitzky et al., 2013). QQ-plots and Manhattan plots were generated in R
(using the R-package CMplot v.4.2.0 (Yin et al., 2021)).

Candidate genes prediction

Loci identified by GWAS were analyzed for their functional role. We used SnpEff (v4.3.1t,
(Cingolani et al., 2012)) to annotate all SNPs of the VCF file. Then we use vcftools (v0.1.16)
and SnpSift (v4.3.1t, (Cingolani et al., 2012)) extractFields to extract annotation, reference and

alternative alleles for SNPs found significant by GWAS.
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Results

Phenotypic diversity among F. graminearum strains

The phenotypic performances of the 103 F. graminearum strains used in this study, for the 10
measured traits in the 3 different environments, were presented on Figure 1 and summarized in
Table S2. First, we observed a phenotypic variability among the 103 genotypes for all the traits
measured, whatever the environment. For each environment, for most of the traits, we observed
an overall decrease in the phenotypic values in the treated conditions compared to the control
ones, as illustrated by the difference in mean values (Figure 1, Table S2). For example, TCTB
production decreased in mean (£sd) in E1 (from C: 563.2+415.25 pg/mL to T:294.32+280.18
pg/mL) and E3 (from C: 611.48+428.22 mg/mL to T: 158.09£199.98 pug/mL). Only E2 showed
increase of TCTB production (from C: 542.55£370.81 pg/mL to T: 626.46+£448.6 pug/mL). The
spread of the phenotypic values estimated through the coefficient of variation was found highly
variable between traits and conditions, but overall, the dispersion of the values was found
greater in the treated condition compared to the control in all environments. As an example, in
E1 for toxins phenotype the dispersion for the control condition ranged from 0.33 to 0.86 with
a median of 0.73 whereas it ranged from 0.34 to 1.06 with a median to 0.95 in the treated

condition.

A Toxin phenotype B Kinetic phenotype
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Figure 1: Violin plot with boxplot inside showing the full distribution of the data for each
trait by condition for each environment (E1: Temperature, E2: Oxidative, E3: Hydric) for (A)
toxin phenotype and (B) kinetic phenotypes.
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We also observed different level of correlations between environment and/or conditions but no
peculiar pattern could be drawn (Figure S1). For example, TCTB and AUC are not significantly
correlated for control conditions in all environments (pE1_C=0.1/p=0.39, pE2_C=0.18/p=0.12,
pE3_C=-0.16/p=0.26). But for treated condition, for the same environment and trait, we
observed significant negative correlation (pE1l_T=-0.32/p=0.0056, pE2 T=-029/p=0.019,
pE3_T=-0.51/p=1.3E-4). PCA on all phenotypes showed a percentage of explained variance of
58.1% for the principal components 1 and 2 (Figure S2 A and B). Based on the loading plot per
environment we noticed a negative correlation between the Latency variable and the other
variables of kinetics phenotypes, and weakly correlated with toxins variable (Figure S2C),

whatever the condition (C or T).

However, we noticed that some strains didn’t grow or didn’t produce any mycotoxins in the
treated condition as observed on the violin plot in Figure 1. For example, the strain FU12193
didn’t produce any mycotoxins in all environments but produced biomass (between 30 to 50
mg in control condition and between 20 to 40 mg in treated condition for the three
environments) to contrast with FU12204’s strain which didn’t produce neither biomass nor

toxins in E3 stress condition.

Analysis of variance (Model 1) revealed a significant effect (p<0.05) of the genotype (G) on
the phenotypic variability, for all traits in all environments. The part of phenotypic variance
explained by the G effect in E1 ranged from 0.55 to 0.92. The same range was also observed in
E2 from 0.56 to 0.94 (Figure 2, Table S4). Only hydric-stress related environments displayed
lower values of phenotypic variances explained by the genotype ranging from 0.23 to 0.67. A
significant effect (p<0.05) of the Condition (C) was also highlighted for all variables except for
the DON (p=0.25) and ASYM (p=0.34) in E2 (Figure 1, Table S4). The value of the phenotypic
variance explained by C ranged from 0.02 to 0.2 for E1, from 0.0001 to 0.03 for E2 and from
0.04 to 0.57 for E3 (Figure 2, Table S4). For all traits measured, a significant (p<0.05) GxC
interaction effect was shown, in the three environments. The phenotypic variance explained by
GxC ranged from 0.04 to 0.28 for E1, from 0.03 to 0.33 for E2 and 0.08 to 0.39 for E3 (Figure
2A, Table S4).
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Figure 2: (A) Proportion of variance (n? eta-squared) explained by each component of the
phenotypic variance: Condition (Control or treated), Genotype, their interaction CxG, and
residuals, for each trait in each Environment (E; E1: temperature, E2: oxidative and E3:
hydric). (B) Densities distributions and norms of reaction (NR) of AUCp (left) and TCTBp
(right) in 3 environments. In the NR, each line represents one genotype. The black line is the
mean value over all genotypes for NR and densities distributions. Other plastic traits could be
found in supplementary file.

Relative contribution of Condition, Genotype and Environment to phenotypic plasticity.

To understand how wide the phenotypic plasticity was in our population, we examined the
distribution of the variables related to plasticity (Figure 2). Regarding the number of traits and

environments, we have chosen to show only results for the same variable as before. The mean
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(xsd) for TCTB plasticity was in E1 -53.78 (£51.71), in E2 -177.48 (x327.36) and in E3
15113.09 (+11,964.07) for the norms of reaction. Concerning AUC plasticity, the mean (zsd)
was in E1 -1.76 (£2.49), in E2 94.94 (£413.95) and in E3 1262.41 (x439.6) for the norms of
reaction (Table S3, Figure 2B).

Reflecting the dispersion of the population’s value, the CV of all 3 environments was variable
according to the trait and the environment. For toxins phenotype, the CV has the highest value
in E2 than in E1 and E3 for ADON (1.72 vs 0.95 and 0.82 respectively). For biomass, this is
E3 which has the highest CV value with 6.7 compared with 2.86 for E1 and 2.71 for E2. (Table
S3). Concerning kinetics phenotype, E2 was the environment where the CV was always high
(Table S3). On the norms of reaction (Figure 2B, Figure S3) we noticed changes in shape of the
slope where it is negative for E1 and E3, it became positive for E2, for both TCTBp and AUCp
phenotypes. Densities as those for DO4p and DONp showed bimodal values distribution
(Figure S3).

We then decomposed phenotypic plasticity to show how environment and genotype are
involved in the variability of phenotypic plasticity. The normalized value of the norm of
reaction allowed us to compare the variability of phenotypic plasticity between all traits and all
three environments (Figure 3 and Figure S4). We observed differences in mean of the slope
between traits and environment for each phenotype (kinetics or toxins). For example,
concerning phenotypic plasticity for AUC, we noticed positive mean slopes in E1 and E3
(slopeE1=0.102, slopeE3=0.149) but negative for E2 (slopeE2=-0.046) (Figure 3A). For TCTB
production, slopes are positive for E1 and E2 (slopeE1=0.164 and slopeE2=0.032) and negative
for E3 (slopeE3=-0.129) (Figure 3B). Values and direction of phenotypic plasticity of trait such

as Latency, ASYM, biomass or TCTB seems more conserved between E1 and E3 than with E2.

To go further in the analysis of the implication of the genotype’s factor on the phenotypic
plasticity we conducted another variance analysis (Model 2). Results showed significant
(p<0.05) various slopes for genotypes within and between each environment (Figure 2B and
Figure S1) except for biomassp_E2 where the variance analysis was not significant (p=0.55).
The model 2 confirmed the effect of the genotype of the phenotypic plasticity (Table S5). As
each trait showed different proportions of phenotypic plasticity variance explained by G, so it
could indicate that phenotypic plasticity depends on the trait observed for a particular genotype

in a specific environment.
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Figure 3: Mean normalized norms of reactions across strains for all traits in each
environment. (A) kinetics phenotype and (B) toxins phenotype. C and T refers to Control
condition and Treated condition respectively.

The phenotypic plasticity value was used with the third ANOVA model. We observed
differences in the value of the coefficient according to the environment (Figure 4). The variance
component analyses of the Model 3 revealed that the Environment factor (E) was found
significant (p<0.05) for all the plasticity coefficient (Table S6). The proportion of the
phenotypic plasticity variance explained by E ranged from 0.05 to 0.35 with a median to 0.16
for kinetics phenotype and from 0.11 to 0.79 with a median to 0.16 for toxins phenotype (Table
S6). Independently of the environment considered, the phenotypic plasticity variance was also
partly explained by the Genotype effect G (p<0.05). The proportion of variance explained by
G ranged from 0.01 to 0.68 with a median to 0.33 for kinetics phenotype and from 0.01 to 0.67
with a median to 0.46 for toxins phenotype (Figure 4, Table S6). Finally, to determine whether
environment and genotype jointly influence phenotypic plasticity, we analyzed the interaction
GXE. All variables excepted Biomass_coef (p=0.30) showed significant interaction (p<0.05).
Here, the proportion of variance explained for GXE ranged from 0.05 to 0.49 with a median to
0.24 for toxins phenotype and ranged from 0.10 to 0.34 with a median to 0.24 for Kinetics
phenotype (Figure 4, Table S6).
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Figure 4: Proportion of variance (n?) explained each component of the phenotypic variance:
Environment (E; E1: temperature, E2: oxidative and E3: hydric), Genotype (G), all interactions
between factors ExG; and residuals. Variables are normalized phenotypic plasticity parameters,
coefficient on left and norms of reaction on right.

To study the behavior of the strains across phenotypes and environments, we ranked genotypes
according to their plasticity coefficient values. By this way we expected to highlight whether
some genotypes were more plastic than others (Figure 5). In a given environment, strains
exhibited various phenotypic plasticity levels. FU18001 displayed the highest level of
phenotypic plasticity for toxins production in E1 and the lowest level of phenotypic plasticity
in E2 but not for kinetics phenotypes, for which FU21040 was the highest ranked genotype.
Otherwise, different strains are observed whatever the phenotype and the level of phenotypic
plasticity.
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Figure 5: Ranking of genotypes according to the mean rank of genotypes for phenotypic
plasticity variables calculated for toxin phenotype (Purple: Biomass, Red: TCTB, Green: Ratio,
Blue: ADON, Orange: DON) and kinetic phenotype (Violet: SPEED, Red: AUC, Green:
ASYM, Blue: Latency, Orange: OD_4D). Ranks were estimated by means of at least 3 values.
A highest rank means a highest phenotypic plasticity level.

To explore the variability of phenotypic plasticity across environmental gradients and across
all traits for each genotype, we conduct Spearman correlation based on the rank (Figure S5).
Correlations between environments for toxins phenotypes are weakly correlated (pE1-E2=
0.04, pE1-E3= 0.33, pE2-E3= 0.01) and only significant between E1-E3 environments
(p=0.003). We observed for kinetics phenotype (p<0.001) significant correlation between
environments (pE1l-E2= 0.45, pEl1l-E3= 0.46, pE2-E3= 0.50, p<0.001). However, the
correlation between phenotypes within each environment showed negative but non-significant
correlations (pT-E1, K-E1=-0.17, pT-E2, K-E2=-0.07, pT-E3, K-E3=-0.26).

GWAS of the phenotypic plasticity related traits

To unravel the genetic architecture of phenotypic plasticity, we performed a GWAS for all the
traits studied. No genetic structure in our sample was clearly identified by PCA according to
host plant, year, or localization of strain isolation (Figure S6 A-B). The distance corresponding
to a LD decay of 50 % was estimated around 1 kb for the whole genome. Such a rapid LD decay
allow us to accurately identify SNPs associated with the traits studied (Figure S6 C).

In total, 46 SNPs were significantly associated with at least one phenotypic trait (details in table
S7), with 6 SNPs associated with traits assessed in E1, 37 SNPs in E2 and 3 SNPs in E3. One
SNP HG970334 1583977 was associated with both Ratiop in E2 and the ratio_TCTB in treated
condition in E2. Since we aimed to characterize the genetic basis of phenotypic plasticity, we
now focused only on SNPs related to phenotypic plasticity traits. Out of the 46 significant SNPs,
34 were associated with phenotypic plasticity variables (Biomassp, DONp, Ratiop,
ADON_coef, AUC_coef, Ratio_coef, TCTB_coef and Biomass_coef). Thirteen SNPs were
found in upstream genes, 2 in the 5’UTR of known protein-coding genes. Among SNPs found
in the coding part of the gene, 8 were annotated as synonymous variants and 11 as missense

variants. Here we presented SNPs that retained our attention based on a MAF>10% and on
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PVE>10%. Based on those criteria, only 8 SNPs remained: they were all related to toxins

plasticity phenotype in E2; 3 were synonymous variants, 2 were missense variants, 1 was in a

5’UTR region and 2 were in upstream region (Table 2).
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Two nearby SNPs (HG970332_420903, HG970332_422223) were significantly (p=2.7E-10
and p=1.8E-26 respectively) associated respectively with the two biomass-related plasticity
traits Biomassp and Biomass_coef (Figure 6A). Those two SNPs had a MAF > 10% and PVE
of 42.27% and 36.93% respectively. Both SNPs are missense variants with an isoleucine to
leucine and valine to methionine amino acids modification respectively and were located in the
same gene (FGRAMPH1_01G00343) which codes an ankyrin repeat protein (Table 2). The LD
heatmap (Figure 6A.1) showed that both SNPs were located in a region with low but significant
LD (r=0.2, p=2.5E-16). Considering those 2 SNPs, we analyzed the haplotype of the
FGRAMPH1_01G00343 gene which showed only 3 haplotypes related to weather the reference
(namely: 0) or alternative (namely: 1) allele were present (0_0, 0_1 and 1_1). Haplotype
including both alternative allele in the ankyrin repeat protein gene led to significant differences
(ANOVA, p<0.05) of the biomass related plasticity value.

We detected 2 synonymous SNPs (HG970333 4493717 and HG970333 4474302)
significantly associated (p=4.4E-09 and p=4.6E-17 respectively) with the DON plasticity norm
of reaction. Those two SNPs with MAF of 12% and 13%, explained 13.82% and 48.23% of the
phenotypic variance, respectively. Both SNPs are found in genes coding for an integral
membrane (FGRAMPH1_01G12279 and FGRAMPH1_01G12299) related gene of which
FGRAMPH1_01G12299 are part of the integral membrane PTH11 family. The last DONp-
related associated SNP found was HG970333 4495151 (p=5,2E-11), with MAF of 13% and
explained 22.90% of the phenotypic variance. The SNP was found inside of the Lipase-partial
5’UTR gene (FGRAMPHI1 01G12301). For those cases, the LD heatmap (Figure 6A.2)
showed that all 3 SNPs are located in a region with high and significant LD with r2 values
ranging from 0.91 and 1 (p<1.1E-14). We analyzed the haplotype considering those 3 SNPs
which showed 3 haplotypes related to either the reference (0) or alternative (1) allele which was
000,10 11and1 1 1.We significantly observed a difference in the of the biomass related
plasticity value (ANOVA, p<0.05) for the considered region (Figure 6C).

Lastly, we observed 2 upstream gene variants related to biomassp (HG970334_7156876) and
ADON_coef (HG970333_609201) significantly associated (p=1.6E-14 and p=3.7E-08). Those
two SNPs with MAF of 13% and 14%, explained 12.36% and 49.43% of the phenotypic
variance, respectively. Both SNPs are found in intergenic region but had an impact in an
upstream region of the SET5 domain-containing protein gene (FGRAMPH1 01G21673) and
the Acetoacetate decarboxylase (FGRAMPH1 01G09293) according to the SnpEff software.
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Figure 6: (A) Manhattan plot of associated SNP for the all-phenotypic plasticity related
trait. The line represents the Bonferroni pvalue correction. On the x axis, SNP density are
represented. Below, 2 linkage disequilibrium plots of 2 regions with associated SNP with
+/-5000pb for the 1st Ldmap, +/-1000pb for the 2nd and 3rd Ldmap from the associated
SNPs. (B) Boxplots of the SNPs for the biomasse plastic trait in E2 with the two SNP
alleles. Upper letter shows significant group (ANOVA, 0=0.05, F=77.2, pValue=2.5e-20,
n=89). (C) Boxplots of the substitution effect of the SNPs alleles for the DON plastic trait
in E2 (ANOVA, 0=0.05, F=79.4, pValue=1.6e-20, n=99). For all three boxplots, the y axis
represents the mean value of phenotypic plasticity for all genotypes and the x axis
represents the haplotype version found in the population (0 refers to reference allele and 1

refers to the alternative allele for a given SNP.
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Discussion

The aim of the study was to investigate the possible impact of the phenotypic plasticity on the
adaptive potential of the fungal pathogen F. graminearum, unsuspected to date. We
characterized the phenotypic plasticity of a collection of strains faced with three environmental
constraints (elevated temperature, oxidative exposure and water availability). The phenotypic
diversity within such a large French metapopulation for mycotoxin production and growth
kinetics, which are important traits related to F. graminearum pathogenicity, has not been
documented until now. In the present study, we observed variations in plastic responses when
comparing genotypes, traits, and environments, suggesting that phenotypic plasticity is a
complex mechanism related to genetic factors. Thus, we used quantitative genetics to identify
candidate genes putatively controlling plastic traits and we provided a first insight into the

genetic architecture of phenotypic plasticity in F. graminearum.

The phenotypic plasticity observed is modulated by environment and shows specificities

between traits and genotypes.

Our results indicate that the phenotypic diversity is mainly related to genetic (G) differences
between the strains. The phenotypic differences observed between the controlled and treated
environments suggest that the expression of traits is also strongly influenced by the specific
environmental conditions (C). The interaction between genotype and environmental condition
(CxG) were found to be significant for all traits studied. The large phenotypic explained
variance of CxG for each environment reflected the diversity of phenotypic responses of strains
to different environmental conditions. A high value of the CxG interaction indicates that the
strains showed in our conditions significantly different phenotypic responses between the
controlled and treated environments, while a lower value indicates relatively similar responses
between the two conditions. Thus, this diversity of phenotypic responses in different
environments highlights the extent of the phenotypic plasticity in F. graminearum suggesting
a high level of adaptability (Fierst, 2011).

To better characterize and understand how genotypic and environmental factors shaped the
phenotypic plasticity, various aspects were examined. Different environmental gradients were
evaluated for their impact on specific traits. The plasticity of one given trait expressed by the
different genotypes displayed its own distinct plastic response pattern in different
environments, indicating a trait-specific relationship with environmental factors which has been

already demonstrated in some other organisms (Liu et al., 2015; Morel-Journel et al., 2020).
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This result was also supported by the lack of significant correlation between the rank of

plasticity in Kinetics and toxins phenotype.

Rank correlation between environments for Kinetics phenotype suggested that the phenotypic
plastic response seemed conserved for each genotype across all three studied environments
whereas the phenotypic plastic response for toxins phenotype seemed only conserved between
E1 and E3. But it remained unclear how plastic traits could interact with each other to benefit
fitness in the overall organism development (Nielsen & Papaj, 2022). Also, we noticed that, in
our conditions, there is no trade-off between TCTB and Biomass production in E1 and E3 based
on the non-significant correlation and based on the weak but significant positive correlation in
E2. Osmotic and temperature stress related to environment have a similar influence on the
regulation of mycotoxin biosynthesis genes that could explained the correlation for E1 and E3
for toxins phenotype (Schmidt-Heydt et al., 2008).

Our results suggested that each strain exhibited a unique response to environmental gradients
and highlighted that some genotypes exhibit more plastics phenotypes than others. In an
extreme environment, a fungal strain could be classified as a specialist if its fitness (or the value
of a trait) is maintained or enhanced in that particular environment but decreased in another
environment. Generalist strains, on the other hand, are highly adaptable and can typically
tolerate a wider range of physicochemical parameters than specialist strains (Gostin¢ar et al.,
2022). For example, strain FU18001 seemed to be specialized for phenotypic plasticity in E1
but not for E2. In contrast, FU12204 strain showed a similar phenotypic plasticity rank between
the three environments and both phenotypes. We may assume that this strain is able to produce
toxins or able to grow in various environments. However, further investigations of strain fitness

under various abiotic conditions are needed to gain into a deeper understanding.

The phenotypic plasticity in F. graminearum is a potential driver of adaptation

Phenotypic plasticity may play a key role in the survival and competitiveness of the fungus in
fluctuating habitats since individuals showing phenotypic plasticity may have an advantage in
variable environments, allowing them to adapt quickly and efficiently to new conditions (Auld
etal., 2010; Gibert et al., 2019). Strains that show higher phenotypic plasticity, in particular for
growth, may have a greater ability to colonize new ecological niches all along their life cycle,
which could contribute to their success in varied abiotic conditions. These results open up new
perspectives for better understanding the mechanisms underlying phenotypic plasticity in F.

graminearum and for studying its involvement in the complex interactions between this
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pathogen and its host, in particular wheat. Notably, we demonstrated a large phenotypic
variation in the mycotoxin production together with the ability to modulate this production
according to fluctuating environment. As the DON mycotoxin is known to act as a virulence
factor during wheat infection and likely to be involved in different phases of the fungal life
cycle (Audenaert et al., 2013) the phenotypic plasticity observed for its production may play a
significant role in the infection’s success and further epidemiological outcomes. Also observed
in other mycotoxin-producing fungi, as Aspergillus flavus, alterations in the external
environment implying osmotic or oxidative stress are sensed and transmitted at the
transcriptional level, resulting in modifications in phenotype (Geisen et al., 2017). It was
already known that several environmental factors such as reactive oxygen species but also pH,
nutrient sources, or light, may triggered toxin production in F. graminearum through complex
regulation network of trichothecene biosynthesis pathway (Merhej et al., 2011; Ponts, 2015).
Our results suggested that such regulations are genotype-dependent and that the genetic

diversity at the population level should not be neglected when considering mycotoxin issues.

Evidence for phenotypic plasticity in other filamentous fungi has already been demonstrated as
B. cinerea in biotic conditions. Majority of the traits observed were controlled by a mixture of
environment, genotype, and their interaction. But it was not possible to clearly identify the
molecular mechanism such as gene that influence phenotypic plasticity (Corwin et al., 2016).
An analysis of variance was made also for Saccharomyces cerevisiae between glucose and
ethanol culture conditions for 109 segregants where the Strain—Condition Interaction was
accounting for 9% of the phenotypic variation (Smith & Kruglyak, 2008). We also brought
evidence for variation in phenotypic plasticity in different isolates of the same species which
support our hypothesis on genetic determinism of phenotypic plasticity. Little evidence was
brought for past adaptation to different micro-climate when observations of phenotypic
plasticity of same species soil-isolated (Alster et al., 2021). Overall, our results on F.
graminearum phenotypic plasticity confirmed those previously obtained but not further
explored on a limited set of strains (Hay et al., 2021; Ramirez et al., 2006). A previous study,
which included 119 strains of F. graminearum, demonstrated a genotype-by-environment
interaction for aggressiveness on wheat assessed across diverse climatic conditions (Talas et
al., 2016). This finding suggests that the species shows also phenotypic plasticity regarding in
planta traits However, it also raises the question of the phenotypic plasticity of host-plant

interaction, as the GXE effect may also be due to the plant's phenotypic plasticity.

91



A complex genetic basis governs phenotypic plasticity in F. graminearum

Our analysis of genotypic differences in phenotypic plasticity at the metapopulation level of F.
graminearum revealed significant implications of genotype on plasticity. We determined that
certain genotypes exhibit a more adaptable phenotypic response, whatever the traits or
environments studied. Genetic correlations between traits in different environments may
suggest common mechanisms involved in plasticity, while negative correlations imply trade-
offs or antagonist pathways. Unprecedented in fungi, our study reveals the complex genetic
model underlying phenotypic plasticity expression (Des Marais et al., 2013; Falconer, 1952).
The complexity of the gene regulation between environments, based on the correlation
coefficient, suggested a mixture of specific and non-specific genes that be part of the genetic

control to phenotypic response.

In order to decipher the genetic architecture of the phenotypic plasticity to connect
environmental sensing and responding pathway, we conducted a genome wide association
study. We have found 34 SNPs associated with 8 plasticity related traits mainly in oxidative
environment and several of them retained our attention. Two SNPs associated with biomass
plasticity related traits were found in a gene (FGRAMPH1_01G00343) encoding an ankyrin
repeat protein. No linkage disequilibrium was found between these two SNPs here which
suggested that each variant seems independent. No phenotypic difference was observed
between the two variants when considered independently but we noticed a significant difference
for the biomass plasticity value for strains accumulating the two mutations, which suggests an
additive effect of these two SNPs. Ankyrin repeat protein are known to mediate protein-protein
interactions, some of which are involved in regulation biological processes and in stabilization
of protein networks (Mosavi et al., 2004). Notably, FGRAMPH1_01G00343 is homologous to
S. cerevisiae Akrl involved in the pheromone response pathway (Kao et al., 1996). It has been
demonstrated that an ankyrin-repeat domain protein is required for early molecular events of

host-mediated nitric oxide production and virulence in F. graminearum (Ding et al., 2020).

Two SNPs associated with DONp were found in the integral membrane PTH11 gene
(FGRAMPH1_01G12299). This gene is involved in pathogenesis and upstream effector of
appressorium differentiation, already described in Magnaporthe oryzae, the rice blast fungus
(DeZwaan et al.,, 1999). PTH11p is an important G-protein-coupled-receptor (GPCR)
containing an extracellular domain required for sensing the environment leading to proper
development of appressorium formation. Also, authors demonstrated that PTH11p possessed
multiple and different function among different strains: activator or repressor of appressorium
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differentiation related to phenotypic plasticity of PTH11p function. An RNA-seq study on F.
graminearum during three host plants infection (wheat, maize, barley) showed that genes
belonging to PTH11 gene family were differentially expressed with 9 genes preferentially
expressed in wheat and 5 on barley (Harris et al., 2016). Another variant associated with DONp
was found in a 5’UTR lipase-partial gene (FGRAMPH1_01G12301). This gene is part of the
ortholog group OG6_105033 gathering carboxylic ester hydrolases enzymes. Previous studies
have shown the indispensable roles of fungal lipases, acting for the cellular lipid accumulation
and degradation during the sexual reproduction stages (Bravo-Ruiz et al., 2013; Kim et al.,
2023; Reis et al., 2005). Also, based on FungiDB we found functional redundancy as we also
found 5 orthologs of the lipase partial gene in F. graminearum (FGRAMPH1_01T04863,
FGRAMPH1 01T11845, FGRAMPH1 _01T12051, FGRAMPH1 01T13219,
FGRAMPH1 01T19111). Literature mentioned one F. graminearum lipase, fgll, even if
deletion mutant strains revealed remaining lipolytic activity in supernatants of culture, showed

decrease of infection on wheat spikes (Voigt et al., 2005).

High linkage disequilibrium was observed between the three DONp-related SNPs despite the
physical distance between the loci, and a significant phenotypic difference was measured
between the multilocus haplotypes. This result suggests that an epistatic model may be
involved, but more haplotypes should be considered to confirm this hypothesis. To remember,
the epistatic model suggests that plastic responses are caused by the regulation of the mean
phenotype gene by genes that integrate environmental inputs. Such a hypothesis has been
already investigated in various models including plants (e.g. Huang et al., 2023), Drosophila
(e.g. Van Heerwaarden & Sgro, 2017), or in yeast (e.g. Peltier et al., 2018) confirming the
importance of epistatic genes in the intricate genetic architecture of the phenotypic plasticity
traits. Overall, all the genes identified by our GWAS approach are likely to be involved in
fungal sensing and signaling response to the environment. The involvement of such pathways
echoes those already identified in the literature in response to cold tolerance, osmotic stress,
root growth and oil yield in plants (Des Marais et al., 2013; Mangin et al., 2017). One other
hypothesis is that those genes are hub genes, that is to say, they are associated together in a
genetic network to influence overall phenotypic plasticity in order to buffering environmental
variations (Laitinen & Nikoloski, 2019). The concept of Hub genes has been explored in S.
cerevisiae to explore buffering phenotypic variation (Levy & Siegal, 2008). However, the
GWAS method proves to be less effective in characterizing complex traits that involve

numerous genes with small effect (Heitman et al., 2017; Tam et al., 2019). In fungi, it has been
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hypothesized that phenotypic plasticity may be due to a mechanism of metabolic
reprogramming involving many genes and regulators (Pellon et al., 2022). Therefore, our
approach, based on a limited number of strains, was not enough powerful to detect such

processes.

Furthermore, the GWAS approach only enabled us to decipher the genetic aspect of the
phenotypic plasticity neglecting possible epigenetic effects. It has already been reported that
phenotypic plasticity can be under epigenetic control. Chromatin modifications as well as DNA
methylations have been shown to be part of the phenotypic plasticity of Candida albicans,
promoting adaptation inside the host (Rai et al., 2018). Single or multiple gene deletions related
to epigenetic markers could go deeper in understanding of the importance of epigenetic basis

on the phenotypic plasticity, as shown in Neurospora crassa (Kronholm et al., 2016).

In conclusion, this work provides a starting point to explore phenotypic plasticity as adaptive
potential. We have demonstrated that phenotypic plasticity was under partially genetic control
and hypothesized that the genetic determinism model of complex traits as phenotypic plasticity
trait underlying epistatic interactions. In the light of anthropogenic-mediated climate change
(Medina et al., 2017), this study highlights the importance of considering the phenotypic
plasticity of fungi in short-term adaptation processes, as some strains appear to be better able
to adapt to a given environment due to their plasticity. However, the host remains the closest
environment for plant pathogens, and in planta experiments should be conducted to estimate
the importance of phenotypic plasticity in F. graminearum as adaptive potential in an
agronomical context. Last but not least, more in depth studies, bringing clues about in planta
interactions, could include studies on other species or on the microbiota community involved
in the Fusarium Head Blight (Karlsson et al., 2021).
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Supplementary Figure 5: Person rank correlation of the phenotypic plasticity level. Red and
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Supplementary Figure 6: (A) PCA on SNPs (n=87863) according individuals. (B) Biplot
explaining the percentage of explained variance of each PC. (C) Mean LD decay for each
chromosome on the first 10kbp.

101



Supplementry Table 1: Fungal strains collection where the genotype refers to Name of the
Fusarium graminearum genotype in the collection, the collection refers to name of the
collection where the strain comme from, the host refers to the plant where the strains was
isolated, the variety referes to the plant host variety, the origin was the country where the
strain are isolated follow by the number of the department if know and the year referes to
when the isolate were sampled.

Genotype Collection Host Variety Origin Year Genotype Collection Host Variety Origin Year
INRAOO1 INRAE Wheat NA Belgium NA FU12101 Arvalis Triticale Triskell France-12 2012
INRAO40 INRAE Soft wheat Trémie France-32 1997 FU12184 Arvalis Soft wheat Royssac France-77 2012
INRAO41 INRAE Soft wheat Soissons France-41 1997 FU12185 Arvalis Soft wheat Royssac France-77 2012
INRA042 INRAE Soft wheat Trémie France-26 1998  FU12186 Arvalis Soft wheat Bermude France-77 = 2012
INRA048 INRAE Durum wheat NA France-32 1998  FU12188 Arvalis Soft wheat Bermude France-77 = 2012
INRA145 INRAE Soft wheat Isengrain France-55 2002  FU12189 Arvalis Soft wheat Bermude France-59 = 2012
INRA147 INRAE Soft wheat Isengrain France-60 2002  FU12190 Arvalis Soft wheat Bermude France-77 = 2012
INRA148 INRAE Soft wheat Isengrain France-60 2002  FU12191 Arvalis Soft wheat Royssac France-59 = 2012
INRA149 INRAE Soft wheat Isengrain France-60 2002 = FU12192 Arvalis Soft wheat Prémio France-77 = 2012
INRA150 INRAE Soft wheat Isengrain France-60 2002  FU12193 Arvalis Soft wheat Prémio France-77 = 2012
INRA151 INRAE Soft wheat Isengrain France-60 2002  FU12195 Arvalis Soft wheat Bermude France-77 = 2012
INRA153 INRAE Soft wheat Isengrain France-60 2002  FU12199 Arvalis Soft wheat Prémio France-77 = 2012
INRA154 INRAE Soft wheat Soissons France-18 = 2001 = FU12200 Arvalis Soft wheat Prémio France-77 = 2012
INRA156 INRAE Soft wheat Soissons France-18 2001 = FU12201 Arvalis Soft wheat Prémio France-77 = 2012
INRA157 INRAE Soft wheat Apache France-77 2002 = FU12203 Arvalis Soft wheat Royssac France-77 = 2012
INRA158 INRAE Soft wheat Soissons France-18 2001  FU12204 Arvalis Soft wheat Royssac France-77 = 2012
INRA159 INRAE Soft wheat Soissons France-18 2001 = FU12206 Arvalis Soft wheat Prémio France-59 = 2012
INRA160 INRAE Soft wheat Soissons France-18 2001 = FU12207 Arvalis Soft wheat Prémio France-59 = 2012
INRA163 INRAE Soft wheat Isengrain France-18 2001  FU12208 Arvalis Soft wheat Prémio France-59 2012
INRA164 INRAE Soft wheat Charger France-76 =~ 2002 = FU13094 Arvalis Triticale Orval France-46 = 2013
INRA165 INRAE Soft wheat Charger France-76 2002 = FU13096 Arvalis Triticale Orval France-46 2013
INRA166 INRAE Soft wheat Charger France-76 2002  FU13098 Arvalis Triticale Orval France-46 = 2013
INRA169 INRAE Soft wheat Soissons France-03 2001  FU13102 Arvalis Triticale Orval France-46 2013
INRA171 INRAE Durum wheat Nefer France-32 2001 = FU13103 Arvalis Triticale Orval France-46 2013
INRA172 INRAE Soft wheat Charger France-27 2002  FU18001 Arvalis Soft wheat NA France-24 2018
INRA173 INRAE Soft wheat Charger France-27 2002 = FU18003 Arvalis Soft wheat NA France-24 2018
INRA176 INRAE Soft wheat Charger France-27 2002  FU18005  Arvalis Soft wheat NA France-91 = 2018
INRA177 INRAE Soft wheat Charger France-27 2002  FU20001 Arvalis Soft wheat Bermude France-91 = 2020
INRA181 INRAE Soft wheat Charger France-28 2002  FU20002 Arvalis Soft wheat Apache France-67 2020
INRA183 INRAE Durum wheat Nefer France-31 2001 = FU20004 Arvalis Soft wheat Bermude France-91 = 2020
INRA184 INRAE Soft wheat Charger France-27 2002 = FU20005 Arvalis Durum wheat Rgt voilur France-31 2020
INRA186 INRAE Durum wheat Nefer France-31 2001 = FU20006 Arvalis Soft wheat Fructidor France-62 = 2020
INRA189 INRAE Soft wheat Charger France-27 2002  FU20008 Arvalis Soft wheat Oregrain France-28 2020
INRA192 INRAE Soft wheat Charger France-27 2002  FU20009 Arvalis Durum wheat Karur France-17 2020
INRA195 INRAE Soft wheat Charger France-55 2002  FU20011 Arvalis Soft wheat Fructidor France-76 = 2020
INRA196 INRAE Soft wheat Charger France-55 2002  FU20012 Arvalis Soft wheat Rgt Sacramento France-37 2020
INRA201 INRAE Soft wheat Soissons France-61 2001 = FU20013 Arvalis Soft wheat Cellule France-89 2020
INRA845 Arvalis Wheat NA France-91 2010 = FU20014 Arvalis Soft wheat Rgt Sacramento France-14 2020
INRA861 GDEC NA NA France-63 2010  FU20023 Arvalis Durum wheat Miradoux France-11 =~ 2020
INRA863 GDEC NA NA France-63 2010  FU21001 Arvalis Soft wheat Fructidor France-91 = 2021
INRA865 GDEC NA NA France-63 2010  FU21003 Arvalis Durum wheat Nobilis France-31 = 2021
FU12093 Arvalis Triticale Triskell France-12 2012  FU21006 Arvalis Durum wheat Nobilis France-91 = 2021
FU12094  Arvalis Triticale Triskell France-12 2012  FU21008 Arvalis Soft wheat Bermude France-91 = 2021
FU12097 Arvalis Triticale Triskell France-12 2012  FU21011 Arvalis Durum wheat Nobilis France-31 = 2021
FU12098 Arvalis Triticale Triskell France-12 2012  FU21013 Arvalis Soft wheat Rgt Cesario France-24 2021
FU12100 Arvalis Triticale Triskell France-12 2012  FU21014 Arvalis Soft wheat Rgt Cesario France-24 2021
FU12101 Arvalis Triticale Triskell France-12 2012  FU21019 Arvalis Durum wheat Nobilis France-31 = 2021
FU12184 Arvalis Soft wheat Royssac France-77 2012  FU21024 Arvalis Durum wheat Nobilis France-91 = 2021
FU12185 Arvalis Soft wheat Royssac France-77 2012 = FU21027 Arvalis Soft wheat Bermude France-91 = 2021
FU12186 Arvalis Soft wheat Bermude France-77 2012  FU21029 Arvalis Soft wheat Goncourt France-68 = 2021
FU12188 Arvalis Soft wheat Bermude France-77 2012  FU21035 Arvalis Durum wheat Rgt voilur France-24 2021
FU12189 Arvalis Soft wheat Bermude France-59 =~ 2012  FU21037 Arvalis Soft wheat Bermude France-91 = 2021
FU12190 Arvalis Soft wheat Bermude France-77 2012  FU21040 Arvalis Durum wheat Anvergur France-17 2021
FU12191 Arvalis Soft wheat Royssac France-59 2012  FU21042 Arvalis Durum wheat Anvergur France-31 = 2021
FU12192 Arvalis Soft wheat Prémio France-77 2012 = FU21044 Arvalis Durum wheat Anvergur France-31 = 2021
FU12193 Arvalis Soft wheat Prémio France-77 2012  FU21045 Arvalis Durum wheat Rubisko France-77 = 2021
FU12195 Arvalis Soft wheat Bermude France-77 2012  FU21065 Arvalis Durum wheat Rgt voilur France-11 = 2021
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Supplementary Table 2: Descriptive statistics related to the phenotypic performances of the
103 F. graminearum strains used in the present study, for the 10 measured traits in the 3
environments E1, E2 and E3.

Environment

E1l E2 E3
Phenotype Variable Descriptive statistic C T C T C T
Kinetics meantsd 0.69+0.19 0.62+0.19 0.69+0.18 0.69+0.20 0.71+0.13 0.33+0.23
ASYM min-max 0.14-0.94 0.12-0.93 0.53-1.1 0.18-0.91 0.54-0.94 0.07-0.72
cv 0.27 0.31 0.25 0.30 0.18 0.68
n 49 49 49 44 29 23
meanzsd 51.17+16.80 43.14+16.66 46.44+19.73 48.97421.11 54.99+15.28 20.74+14.10
AUC min-max 2.95-79.95 10.25-70.48 28.04-88.78 -94.99 25.75-80.08 2.17-47.09
cv 0.33 0.39 0.42 0.43 0.28 0.68
n 49 49 49 44 29 23
meanisd 72.96%23.40 83.81£30.13 73.06£21.93 76.78+28.62 69.42+24.02 94.6+28.12
LATENCY min-max 48-120 0-120 24-120 41.45-117.82 0-120 0-120
cv 0.32 0.36 0.30 0.37 0.35 0.30
n 49 49 49 44 29 23
meanisd 0.360.18 0.2610.15 0.3+0.19 0.3210.22 0.38+0.18 0.11+0.08
oD 4D min-max -0.11-0.68 -0.03-0.55 0.08-0.68 -0.17-0.76 0.01-0.66 0.02-0.31
- cv 0.49 0.59 0.65 0.68 0.47 0.71
n 49 49 49 44 29 23
meanzsd 8.7E-3+3.2E-3 7.5E-3+3E-3 9.7E-3%3E-3 9.7E-3#+3.3E-3 8.8E-3+2.6E-3 4.3E-3+3.4E-3
SPEED min-max 1.4E-3-1.4E-2 1.3E-3-1.6E-2 6.1E-3-1.47E-2 2.6E-3-1.5E-2 5.9E-3-1.42E-2 6E-4-7.1E-3
cv 0.37 0.39 0.31 0.36 0.29 0.80
n 49 49 49 44 29 23
Toxin meanzsd 498.7+363.54 258.85+244.74 470.99+321.21 549.85+389.76 531.59+370.9 151.46+190.4
ADON min-max 0-1423.92 0-973.37 0-1275.14 0-1573.17 0-1980.57 0-797.81
cv 0.73 0.95 0.68 0.71 0.70 1.26
n 103 103 103 103 103 103
meanzsd 0.04+0.01 0.03+0.01 0.04+0.01 0.04£0.01 0.04£0.01 0.03+0.02
Biomass min-max 0-0.06 0-0.11 0.02-0.07 0.02-0.05 0.02-0.05 0-0.09
cv 0.33 0.44 0.35 0.22 0.22 0.64
n 103 103 103 103 103 103
meanzsd 64.5+55.71 35.47+37.48 71.8453.08 76.61+65.68 79.89+62.9 6.63+13.76
DON min-max 0.296.82 0-159.68 0-215.35 0-301 0-297.8 0-81.8
cv 0.86 1.06 0.74 0.86 0.79 2.08
n 103 103 103 103 103 103
meanzsd 0.12+0.04 0.13+0.04 0.16+0.07 0.13+0.07 0.15+0.05 0.04£0.07
Ratio TCTB min-max 0-0.22 0.05-0.21 0-0.7 0-0.56 0-0.46 0-0.38
- cv 0.3500 0.3400 0.4400 0.5200 0.3400 1.8100
n 103 103 103 103 103 103
meanzsd 563.2+415.25 294.32+280.18 542.55+370.81 626.46+448.6 158.09+199.98
TCTB min-max 0-1670.12 0-1095.47 0-1490.49 0-1867.98 0-1980.57 0-879.61
cv 0.74 0.95 0.68 0.72 0.70 1.26
n 103 103 103 103 103 103
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Supplementary Table 3: Descriptive statistics for the phenotypic plasticity related variables
(coef for coefficient, NR for norms of reaction) in the 103 F. graminearum strains used in
this study, for the 10 measured traits in the 3 environments E1, E2, E3.

Envir

E1l E2 E3
Phenotype Variable Descriptive statistic Control Treated Control Treated Control Treated
Kinetics meanztsd 0.69+0.19 0.62+0.19 0.69+0.18 0.69+0.20 0.71+0.13 0.33+0.23
ASYM min-max 0.14-0.94 0.12-0.93 0.53-1.1 0.18-0.91 0.54-0.94 0.07-0.72
cv 0.27 0.31 0.25 0.30 0.18 0.68
n 49 49 49 44 29 23
meanzsd 51.17+16.80 43.14+16.66 46.44+19.73 48.97+21.11 54.99+15.28 20.74+14.10
AUC min-max 2.95-79.95 10.25-70.48 28.04-88.78 -94.99 25.75-80.08 2.17-47.09
cv 0.33 0.39 0.42 0.43 0.28 0.68
n 49 49 49 44 29 23
meanzsd 72.96%23.40 83.81+30.13 73.06£21.93 76.78+28.62 69.42+24.02 94.6+28.12
LATENCY min-max 48-120 0-120 24-120 41.45-117.82 0-120 0-120
cv 0.32 0.36 0.30 0.37 0.35 0.30
n 49 49 49 44 29 23
meanzsd 0.36+0.18 0.26%0.15 0.3£0.19 0.3240.22 0.38+0.18 0.11+0.08
oD 4D min-max -0.11-0.68 -0.03-0.55 0.08-0.68 -0.17-0.76 0.01-0.66 0.02-0.31
- cv 0.49 0.59 0.65 0.68 0.47 0.71
n 49 49 49 44 29 23
meanzsd 8.7E-3%3.2E-3 7.5E-3+3E-3 9.7E-3+3E-3 9.7E-3+3.3E-3 8.8E-3+2.6E-3 4.3E-3+3.4E-3
SPEED min-max 1.4E-3-1.4E-2 1.3E-3-1.6E-2 6.1E-3-1.47E-2 2.6E-3-1.5E-2 5.9E-3-1.42E-2 6E-4-7.1E-3
cv 0.37 0.39 0.31 0.36 0.29 0.80
n 49 49 49 44 29 23
Toxin meanzsd 498.7+363.54 258.85+244.74 470.99+321.21 549.85+389.76 531.59+370.9 151.46+190.4
ADON min-max 0-1423.92 0-973.37 0-1275.14 0-1573.17 0-1980.57 0-797.81
cv 0.73 0.95 0.68 0.71 0.70 1.26
n 103 103 103 103 103 103
meanzsd 0.04+0.01 0.0340.01 0.04£0.01 0.04£0.01 0.04+0.01 0.03+0.02
Biomass min-max 0-0.06 0-0.11 0.02-0.07 0.02-0.05 0.02-0.05 0-0.09
cv 0.33 0.44 0.35 0.22 0.22 0.64
n 103 103 103 103 103 103
meanzsd 64.5+55.71 35.47437.48 71.8+53.08 76.61+65.68 79.89162.9 6.63+13.76
DON min-max 0.296.82 0-159.68 0-215.35 0-301 0-297.8 0-81.8
cv 0.86 1.06 0.74 0.86 0.79 2.08
n 103 103 103 103 103 103
meanzsd 0.12+0.04 0.13+0.04 0.16+0.07 0.1340.07 0.15+0.05 0.04+0.07
. min-max 0-0.22 0.05-0.21 0-0.7 0-0.56 0-0.46 0-0.38
Ratio_TCTB
cv 0.3500 0.3400 0.4400 0.5200 0.3400 1.8100
n 103 103 103 103 103 103
meanzsd 563.2+415.25 294.32+280.18 542.55+370.81 626.46+448.6 611.48+426.93 158.09+199.98
TCTB min-max 0-1670.12 0-1095.47 0-1490.49 0-1867.98 0-1980.57 0-879.61
cv 0.74 0.95 0.68 0.72 0.70 1.26
n 103 103 103 103 103 103
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Supplementary table 5: Analysis of Variance for Model 2 testing the Genotype effect, the R

squared adjuted , Shapiro Wilk test pValue and Levene test pValue of the residues of the

model and the explained variance Eta? for all factors and residuals.

Mean squared Sum squared Fvalue Pr(>F)  Shapiro_pval Levene_pval R2model  modelChoose Era

Variable lambda Df  Genotype Residuals Genotype Residual - - G Residuals
BiomasspE1l 0.74 102 1.90E-05 6.00E-06 1.90€-03 1.14€-03 3.36E+00 0.00 3.84E-25 1.19€-01 0.44 Model_Normal 0.62 0.38
BiomasspE2 0 95 4.18E+02 4.29€+02 3.97E+04 8.10E+04 9.75€E-01 0.55 9.41E-35 5.03E-01 -0.01 Model_trans 0.33 0.67
BiomasspE3 2 97 2.11E-02 2.96E-03 2.05E+00 5.81E-01 7.12E+00 0.00 6.10E-06 8.47E-01 0.67 Model_trans 0.78 0.22
TCTBpE1l 1.08 102 3.54E-02 2.22E-03 3.61E+00 4.57€E-01 1.59E+01 0.00 6.01E-25 9.96E-02 0.83 Model_trans 0.89 0.11
TCTBpE2 1.53 95 1.43E-02 1.75E-03 1.35E+00 3.31E-01 8.15E+00 0.00 4.47€-20 1.62E-01 0.71 Model_trans 0.8 0.2
TCTBpE3 0.85 102 8.56E-02 1.60E-03 8.73E+00 3.29€-01 5.37E+01 0.00 2.51E-16 4.19€e-01 0.95 Model_trans 0.96 0.04
RatiopE1l 0.18 77 4.15E-01 5.14E-02 3.20E+01 7.97E+00 8.08E+00 0.00 1.65E-21 3.96E-05 0.7 Model_trans 0.8 0.2
RatiopE2 0.36 75 1.01E-01 6.36E-03 7.58E+00 9.35E-01 1.59E+01 0.00 1.08E-27 5.24E-01 0.83 Model_trans 0.89 0.11
RatiopE3 2 64 9.03E-03 2.71E-04 5.78E-01 3.30E-02 3.33E+01 0.00 7.65E-17 5.75E-01 0.92 Model_trans 0.95 0.05
ADONpE1 1.02 102 4.04E-02 2.52E-03 4.12E+00 5.19E-01 1.60E+01 0.00 9.30E-25 8.23E-02 0.83 Model_trans 0.89 0.11
ADONpE2 1.5 95 1.55E-02 2.01E-03 1.47E+00 3.79E-01 7.73E+00 0.00 3.73E-20 1.14E-01 0.69 Model_trans 0.8 0.2
ADONpE3 0.88 102 7.92E-02 1.67€-03 8.07E+00 3.44€-01 4.75e+01 0.00 3.65E-16 4.17e-01 0.94 Model_trans 0.96 0.04
DONpE1 1.47 102 1.97E-02 1.26E-03 2.00E+00 2.59E-01 1.56E+01 0.00 2.36E-25 3.45E-01 0.83 Model_trans 0.89 0.11
DONpE2 2 95 175E+04 4.926402 1.66E+06 9.26E+04 3566401 0.00 1.50E-19 3.456-02 0.9 Model_Normal 095 0.05
DONpE3 0.28 102 1.17e+07 1.10E+05 1.19E+09 2.26E+07 1.07E+02 0.00 1.32E-22 3.54E-01 0.97 Model_Normal 0.98 0.02
Biomass_coef_E1 2 102 6.08E-03 4.27€-04 6.21E-01 8.80E-02 1.42E401 0.00 6.28E-33 2.51E-06 0.81 Model_trans 0.88 0.12
Biomass_coef_E2 1.28 95 5.07E-03 3.22E-03 4.81E-01 6.08E-01 1.57E+00 0.00 1.19€-23 4.61E-03 0.16 Model_trans 0.44 0.56
Biomass_coef_E3 2 97 1.70E-02 2.83E-03 1.65E+00 5.55E-01 6.02E+00 0.00 4.29E-09 7.33E-01 0.62 Model_trans 0.75 0.25
TCTB_coef_E1 2 84 1.52E-02 1.23€-03 1.27E+00 2.07€-01 1.23E+01 0.00 1.05E-20 3.20€-01 0.79 Model_trans 0.86 0.14
TCTB_coef_E2 2 78 3.25E-03 8.98E-04 2.53E-01 1.37E-01 3.62E+00 0.00 2.57E-27 7.36E-05 0.47 Model_trans 0.65 0.35
TCTB_coef_E3 1.35 82 4.59E-02 2.35E-03 3.76E+00 3.86E-01 1.95E+01 0.00 8.60E-15 3.07E-01 0.86 Model_trans 0.91 0.09
Ratio_coef_E1 2 76 2.31E-01 1.21E-02 1.76E+01 1.86E+00 1.91E+01 0.00 6.36E-08 9.16E-01 0.86 Model_Normal 0.9 0.1
Ratio_coef_E2 2 73 1.62E-03 9.05E-04 1.18E-01 1.29€-01 1.79E+00 0.00 3.22€-29 5.36E-01 0.21 Model_trans 0.48 0.52
Ratio_coef_E3 2 64 1.66E-02 4.98E-04 1.06E+00 6.08E-02 3.33E+01 0.00 1.99E-20 1.19E-01 0.92 Model_trans 0.95 0.05
ADON_coef_E1 2 84 1.49E-02 1.19€-03 1.25E+00 2.01E-01 1.24E+01 0.00 5.30E-21 3.54E-01 0.79 Model_trans 0.86 0.14
ADON_coef_E2 2 78 3.38E-03 9.19E-04 2.63E-01 1.41E-01 3.67E+00 0.00 1.26E-26 8.45E-05 0.47 Model_trans 0.65 0.35
ADON_coef_E3 13 82 4.97E-02 2.66E-03 4.08E+00 4.37e-01 1.876+01 0.00 5.58E-15 3.06E-01 0.86 Model_trans 0.9 0.1
DON_coef_E1 2 80 1.96E-02 1.59E-03 1.57E+00 2.57E-01 1.24E+01 0.00 1.03E-17 4.92E-01 0.79 Model_trans 0.86 0.14
DON_coef_E2 2 73 1.30E-02 1.10€-03 9.46E-01 1.57E-01 1.186+01 0.00 3.90€-18 1.42€-01 0.79 Model_trans 0.86 0.14
DON_coef_E3 2 80 8.93E-02 1.04E-03 7.14E+00 1.69E-01 8.55E+01 0.00 1.94E-20 9.37E-04 0.97 Model_Normal 0.98 0.02
SPEEDp_E1 137 73 5.07E-02 3.28€-03 3.70E+00 2.36E+00 1.55E+01 0.00 2.44E-18 7.33€-07 0.57 Modele_trans 0.61 0.39
AUCp_E1 1.23 73 1.11E-01 4.36E-03 8.10E+00 3.14E+00 2.55E+01 0.00 1.62E-14 2.34E-13 0.69 Modele_trans 0.72 0.28
ASYMp_E1 2 73 3.58E-02 1.81E-03 2.62E+00 1.30E+00 1.98E+01 0.00 2.69E-16 4.14E-12 0.63 Modele_trans 0.67 0.33
DO_4Dp_E1 1.36 73 1.21E-01 3.64E-03 8.86E+00 2.62E+00 3.34E+01 0.00 3.06E-18 6.05E-12 0.75 Modele_trans 0.77 0.23
Latencyp_E1 2 73 2.04E+02 1.72E+01 1.49E+04 1.24E+04 1.18E+01 0.00 9.16E-18 1.68E-18 0.5 Modele_Normal 0.55 0.45
SPEED_coef_E1 2 73 9.54E-01 4.32E-02 6.96E+01 3.12E+01 2.21E+01 0.00 6.10E-16 1.41E-11 0.66 Modele_Normal 0.69 0.31
AUC_coef_E1 2 73 4.61E-02 1.30E-03 3.37E+00 9.36E-01 3.55E+01 0.00 1.23E-16 1.39E-26 0.76 Modele_trans 0.78 0.22
ASYM_coef_E1 112 73 1.26E-01 4.48E-03 9.17e+00 3.23E+00 2.80E+01 0.00 4.00E-17 1.97€-20 0.71 Modele_trans 0.74 0.26
DO_4D_coef_E1 2 73 4.30E-02 1.03E-03 3.14E+00 7.40E-01 4.19E+01 0.00 1.53E-23 7.70€-17 0.79 Modele_trans 0.81 0.19
Latency_coef_E1 1.99 73 4.13E-02 3.91E-03 3.01E+00 2.82E+00 1.05E+01 0.00 1.01E-18 2.59E-22 0.47 Modele_trans 0.52 0.48
SPEEDp_E2 1.1 69 3.14E-02 1.96E-03 2.17E+00 1.20E+00 1.60E+01 0.00 2.84E-18 8.50E-16 0.6 Modele_Normal 0.64 0.36
AUCp_E2 1.15 69 2.22E-01 7.86E-03 1.53E+01 4.82E+00 2.83E+01 0.00 7.53E-19 2.73E-10 0.73 Modele_trans 0.76 0.24
ASYMp_E2 1.56 69 7.48E-02 3.42E-03 5.16E+00 2.10E+00 2.19E+01 0.00 2.31E-21 3.95E-09 0.68 Modele_trans 0.71 0.29
DO_4Dp_E2 1.05 69 2.64E-01 5.49E-03 1.82E+01 3.36E+00 4.81E+01 0.00 2.72e-17 2.04E-10 0.83 Modele_trans 0.84 0.16
Latencyp_E2 0.16 69 1.61E+06 1.86E+05 1.11E+08 1.14E+08 8.66E+00 0.00 1.75E-26 3.25E-13 0.44 Modele_Normal 0.49 0.51
SPEED_coef_E2 2 69 2.53E-02 2.21E-03 1.74E+00 1.35E+00 1.15E+01 0.00 8.25E-25 4.25E-22 0.51 Modele_trans 0.56 0.44
AUC_coef_E2 1.02 69 4.24E+01 1.64E+01 2.92E+03 1.00E+04 2.59E+00 0.00 3.70E-48 5.37E-26 0.14 Modele_Normal 0.23 0.77
ASYM_coef_E2 1.69 69 6.36E-02 2.85E-03 4.39E+00 1.74E+00 2.24E+01 0.00 3.87E-25 8.32E-22 0.68 Modele_trans 0.72 0.28
DO_4D_coef_E2 0.1 69 1.56E-01 1.01E-01 1.08E+01 6.20E+01 1.55E+00 0.00 2.03E-48 1.73€-03 0.05 Modele_trans 0.15 0.85
Latency_coef_E2 1.78 69 3.26E-02 3.74E-03 2.25E+00 2.29E+00 8.73E+00 0.00 9.46E-24 2.79E-10 0.44 Modele_trans 0.5 0.5
SPEEDp_E3 0.67 51 5.71E-01 7.23E-03 2.91E+01 3.69E+00 7.89E+01 0.00 5.93E-23 2.17€-09 0.88 Modele_trans 0.89 0.11
AUCp_E3 0.39 51 2.13E+06 3.52E+04 1.08E+08 1.80E+07 6.04E+01 0.00 1.09E-21 6.17E-05 0.84 Modele_Normal 0.86 0.14
ASYMp_E3 0.88 51 4.10E-01 4.88E-03 2.09e+01 2.49E+00 8.39e+01 0.00 1.13€-25 2.76E-10 0.88 Modele_trans 0.89 0.11
DO_4Dp_E3 0.27 51 2.64E+00 2.61E-02 1.35E+02 1.33E+01 1.01E+02 0.00 1.54E-19 5.38E-16 0.9 Modele_trans 0.91 0.09
Latencyp_E3 1.58 51 1.30E-01 3.10€-03 6.61E+00 1.58E+00 4.18E+01 0.00 7.70E-16 1.16E-08 0.79 Modele_trans 0.81 0.19
SPEED_coef_E3 2 51 1.54E-01 1.17€-03 7.85E+00 5.98E-01 1.31E+02 0.00 1.19€-22 1.26E-09 0.92 Modele_trans 0.93 0.07
AUC_coef_E3 113 51 423601 3.356-03 2.166+01 1.71E+00 1266402 0.00 4.37E-18 9.29E-07 0.9 Modele_Normal  0.93 0.07
ASYM_coef_E3 1.82 51 2.30E-01 1.22€-03 1.17e+01 6.24E-01 1.88E+02 0.00 9.56E-25 1.63E-06 0.95 Modele_trans 0.95 0.05
DO_4D_coef_E3 2 51 1.24E-01 1.05E-03 6.32E+00 5.35E-01 1.186+02 0.00 8.27E-09 2.25E-03 0.91 Modele_trans 0.92 0.08
Latency_coef_E3 0.8 50 1.09E+00 2.50E-02 5.47E+01 1.25E+01 4.37E+01 0.00 4.13€-17 1.01E-07 0.8 Modele_trans 0.81 0.19
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3. Discussion complémentaire a I’article
Dans ce chapitre, le GWAS est la méthode d’association génomique utilisée associant les
caracteres aux SNPs issu d’un reséquencage complet des génomes. L’objectif du GWAS est
d’identifier 1’association probable existant entre des génotypes avec des phénotypes, en testant
si les différences phénotypiques observées dans une population naturelle sont significativement
liées a la fréquence allélique des variants génétiques présents dans la méme population. Les
SNPs sont les variants génétiques les plus utilises dans ce type d’étude offrant une résolution a
I’échelle nucléotidique. Cette technique est appliquée depuis quelques décennies sur des
données animales (Ding et al., 2022; Hindorff et al., 2009), de plantes (Arabidopsis, riz, malis,
soja (Atwell et al., 2010; Ravelombola et al., 2021; Srungarapu et al., 2022; Tan et al., 2020;
Zhong et al., 2021)), et plus recemment sur des modéles champignons (Muller et al., 2011;
Talas et al., 2016; Zhong et al., 2017). Plusieurs outils bio-informatiques ont été développés
afin de réaliser ces études d’associations pangénomiques (Bradbury et al., 2007; Wang and
Zhang, 2021). Aussi, il est indispensable de prendre en compte la structure génétique de la
population (appelée matrice Q) et de la parenté génétique entre individus (appelée matrice K)
pour diminuer les associations non-causales et réduire ainsi les faux positifs (erreur de type ).
En effet, les fausses associations créées entre les marqueurs génétiques et le phénotype
différeraient simplement entre des sous-populations en raison de la parenté et ou de la
structuration de la population. Plusieurs méthodes statistiques sont aussi disponibles : modele

a locus unique et modele a locus multiples.

Le modeéle a locus unique est le plus simple et effectue une évaluation de chaque marqueur
séparément des autres pour sa contribution au phénotype. La méthode locus unique (ou « single
locus GWAS ») repose sur un modele linéaire d’association d’un seul locus a un seul phénotype
de type « modeéle général linéaire » (General Linear Model : GLM) ou « modéle mixte
linéaire » (Mixed Linear Model : MLM). Le modele GLM prend en compte la matrice Q par
exemple les composantes principales d’un ACP, et le modéle MLM prend en compte la matrice
Q et la matrice K. Des modeles plus évolués permettant de résoudre les limitations liées a la
puissance statistique et les besoins en informatique (vitesse d’exécution) ont ét¢ développés.
Par exemple, le modele SUPER (« Settlement of MLM Under Progressively Exclusive
Relationship ») permet de contrbler les grandes matrices de génotypage en regroupant les
individus en groupe (« bin ») définis selon la matrice de parenté K. Les méthodes a modele de
locus unique présentent toutefois des limites liées a la résolution des effets potentiels causés par

de multiples tests statistiques (Wen et al., 2018) ou des corrections multiples sont a
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envisager (correction de Bonferroni tres stringentes qui peut exclure des loci importants surtout
lorsque que I’erreur expérimentale est importante) et sur 1’étude des interactions entre les

variants (pléiotropie) puisqu’un seul marqueur est testé a la fois.

Afin de résoudre les limites du modéle présenté précédemment et prendre en compte la probable
structure polygénique des caracteres complexes, des modeles a locus multiples ont été mis en
place (Zhang et al., 2019). Ces méthodes multi locus comme FarmCPU (« the fixed and random
model circulating probability unification ») et BLINK (« Bayesian information and linkage-
disequilibrium iteratively nested keyway ») sont développées pour contréler I’erreur de type I
et de type II en utilisant d’abord un mode¢le a effets fixes linéaire (comme ceux utilisés pour les
modéles a locus unique) en prenant en compte la matrice Q et K. Puis un test (modéle a effets
aléatoires) de tous ces marqueurs associés est réalisé avec une nouvelle matrice K dérivée des
pseudo-QTN obtenus précédemment pour détecter les vrais nucléotides a caracteres quantitatif
(QTN). Afin d’éviter les surajustements du mode¢le, les pseudos-QTN ont été estimés par la
méthode du maximum de vraisemblance dans le modéle a effet aléatoire (seule la variance
génétique associée au marqueur par le biais du phénotype et la variance résiduelle sont a
estimer) (X. Liu et al., 2016). La méthode BLINK développée en s’inspirant de la méthode
Farm-CPU, avec néanmoins deux changements majeurs. Le premier changement consiste en
I’élimination de I’hypothése selon laquelle les marqueurs sont répartis uniformément sur le
génome comme le suppose Farm-CPU. Les marqueurs qui sont en déséquilibre de liaison avec
les marqueurs les plus significatifs sont exclus. Le second changement consiste en 'utilisation
du critere informationnel bayésien (BIC) pour comparer les modeéles a effets fixes entre eux
permettant d’approximer le maximum de vraisemblance du modeéle aléatoire et de sélectionner
les marqueurs associés significativement (Huang et al., 2019; Wang and Zhang, 2021). Cette
méthode diminue considérablement le temps de calcul et augmente la puissance statistique : les
auteurs ajoutent que des données comprenant un million d'individus et un million de marqueurs

peuvent étre résolu en quelques heures.

J’ai choisi de me concentrer sur un outil en particulier disponible sur le logiciel R : BLINK du
package GAPIT. C’est une méthode qui a déja ¢ét¢ employée dans plusieurs recherches,
notamment avec des caracteres complexes. Notamment, chez Larimichthys crocea, un poisson
économiquement important élevé dans le sud-est des cbtes chinoises, ou les bases génétiques
de la tolérance a I’hypoxie ont été recherchées. Avec 398 individus et 54224 SNPs, les auteurs
ont identifié putativement 10 SNPs impliqués dans 2 caractéres liés a I’hypoxie, incluant un

gene (egln2) directement associé avec 1I’hypoxie en agissant comme un récepteur a 1’oxygeéne
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(Ding et al., 2022). Chez le blé, des régions génomiques ont été associées a la résistance aux
Iésions racinaires causées par le nématode Pratylenchus thornei, basé sur 143 individus et 7491
SNP. Les auteurs ont utilisé GAPIT comme outil de GWAS et réalisé plusieurs modéles dont
Farm-CPU et BLINK. Les auteurs ont détecté 25 SNPs dont 6 avec BLINK et 7 avec Farm-
CPU ayant 2 SNPs en commun dont 1’un est putativement associé a la résistance au nématode
(Kumar et al., 2021). Une étude d’association génomique des caractéres liés au rendement du
soja a été menée, basée sur 250 individus et 10259 SNPs. En utilisant le modéle BLINK et
Farm-CPU, les auteurs ont retrouvé 20, 31, 37, et 23 SNPs associés respectivement a la maturité

de la plante, la taille de la plante, la masse de la graine au rendement (Ravelombola et al., 2021).

4. Compléments d’analyse
Une partie des travaux présentés ici a été réalisée par Nils Hocquemiller et moi-méme dans le
cadre d’un stage de master 2 réalisé au cours de I’année scolaire 2022-2023. Dans le méme axe
d’étude que I’article, ce travail apporte des réponses sur la plasticité phénotypique et le potentiel
adaptatif de F. graminearum en conditions changeantes de concentration de la source azotée du
milieu. Les caractéres étudiés et les procédures d’analyses sont similaires a celles employées
dans I’article avec comme milieu le MS+saccharose contenant une concentration en azote
modifiée. Les concentrations de (NH4)2SO4 (élément contenant 1’azote du milieu) a raison de

1.5mM et 15mM ont été utilisées ici pour définir I’environnement E4.

Dans une seconde partie, nous nous intéresserons aux signaux de chromatographie issus de la
sortie HPLC. En effet, ceux-ci montrent des signaux récurrents entre les souches qui ne
semblent pas étre des TCTB en premiere lecture. Ces données illustrent I’ intérét d’étudier des
métabolites (primaires ou secondaires) autres que les mycotoxines (TCTB) chez F.

graminearum.

a) Etude de la variabilité du phénotype chez 103 souches de F. graminearum selon

la concentration en azote minéral
L’analyse de la variabilité phénotypique entre les différentes souches de F. graminearum est
présentée en Figure 13. Une diminution globale de la valeur phénotypique pour I’ensemble des
caractéres est observée en condition traitée par rapport a la condition témoin. Par exemple, la

production de TCTB diminue, en moyennezsd, passant de 594.55+437.68 ug/ml en condition
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témoin a 42.89+98.53 pg/ml en condition traitée. Une augmentation de la production de la
biomasse fongique est observée passant de 34.39+9.93 mg en condition témoin & 53.76+£19.47

mg en condition traitée (tableau 2).

La distribution des valeurs phénotypiques est aussi tres variable entre les conditions et les
phénotypes, comme le suggére le coefficient de variation. La dispersion des valeurs pour le
phénotype toxine en condition témoin varie de 0.29 a 0.74 alors que pour la condition traitée,
la gamme de distribution des valeurs s’étend de 0.36 a 3.33. Pour le phénotype croissance la
distribution des valeurs restent stable entre les deux conditions : de 0.19 a 0.51 pour la condition

témoin et de 0.18 a 0.47 pour la condition traitée.
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Figure 13 : Diagramme en violon avec les boites a moustaches montrant la distribution complete
des données pour chaque caractére et chaque condition pour I’environnement concentration en
azote (E4).

Les analyses statistiques des facteurs génotype et condition ont montré un effet significatif
(p<0,05, tableau supplémentaire 1) sur la variabilité phénotypique. La part de variance
expliquée par le génotype pour le phénotype toxine est compris entre 0,1 et 0,57 et pour le
phénotype croissance entre 0,13 et 0,63. Quant au facteur condition, la part de variance
expliquée pour le phénotype toxine est compris entre 0,24 et 0,71 et pour le phénotype

croissance entre 0,19 et 0,72. Ensuite, nous avons examiné la contribution relative de
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I’interaction GxC, donc de la plasticité phénotypique, dans notre population (Figure 14). Nous
avons estimé la valeur de plasticité phénotypique dans la population a partir des indices de
normes de réaction et de coefficient de plasticité (Tableau 3). La Figure des normes de réaction
et des densités de distribution se trouve en Figure supplémentaire 1 a la fin de ce chapitre. Les
distributions des valeurs de plasticité phénotypique (normes de réaction et coefficient de
plasticité), sont reflétées par le coefficient de variation. Par exemple, nous remarquons une
distribution bimodale pour TCTBp, ADONp, DONp, Biomassep et OD_4Dp et une distribution
unimodale pour les autres caractéres. Le coefficient de variation s’étend de -1.2 a 0.88 pour les
deux phénotypes (toxine et cinétique) avec une exception pour le caracteres LATENCYp dont
le CV est de 29.59. Enfin, la contribution relative de I’interaction GXC expliquant le phénotype
est variable entre les phénotypes et plus important pour le phénotype toxine que pour le
phénotype croissance (de 0,14 a 0,35 pour le phénotype toxine et de 0,06 a 0,09 pour le

phénotype croissance).

Tableau 2 : Statistiques descriptives liées aux performances phénotypiques des 103 souches
de F. graminearum utilisées dans la présente étude, pour les 10 caractéres mesurés dans les
deux conditions de I’environnement E4.

Phénotype Condition Variable Biomasse DON ADON TCTB Ratio TCTB
Toxine Contréle  meantsd 34.39+9.93 71.43+56.88 523.12+383.28 594.55+437.68 0.13+0.04
Min-Max 2-71.7 0-266.81 0-1819.19 0-2072.13 0-0.2

Ccv 0.29 0.8 0.73 0.74 0.35

n 103 103 103 103 85

Traitée meantsd 53.76+19.47  1.65+5.49 41.24+93.28 42.89+98.53 0.03+0.03

Min-Max 0.3-96 0-56.3 0-889.53 0-945.82 0-0.16

CcVv 0.36 3.33 2.26 2.3 1.07

n 103 103 103 103 72

AUC OD_4D ASYM LATENCY SPEED

Croissance | Contréle  meanzsd 55.94+16.61 0.37+0.19 0.8+0.15 77.53+21.07 0.01+0
Min-Max 1.51-107.91 0.02-0.91 0.03-1.35 0-120 0-0.02

cv 0.3 0.51 0.19 0.27 0.26

n 79 79 79 79 79

Traitée meantsd  35.63+9.99 0.23+£0.11 0.48+0.08 76.81+24.15 0.01+0

Min-Max  8.04-60.59 -0.47 0.12-0.69 0-120 0-0.01

CVv 0.28 0.47 0.18 0.31 0.25

n 79 79 79 79 79

Pour aller plus loin, une autre analyse de I’implication du facteur génotype dans la plasticité
phénotypique a été réalisé. Cette analyse de variance démontre significativement (p<0,05,

tableau supplémentaire 1) que les valeurs des normes de réaction et du coefficient de plasticité
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sont différentes entre les génotypes. De plus, la mesure de la proportion de variance expliquée

par le génotype pour chaque caractéere plastique est différente entre les phénotypes (de 0,87 a

0,99 pour le phénotype toxine et de 0,34 a 0,7 pour le phénotype croissance).
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Figure 14 : Proportion de variance
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dans I’environnement E4.

Tableau 3 : Statistiques descriptives liées a la plasticité phénotypique des 103 souches de F.
graminearum utilisées dans la présente étude, pour les 10 caractéres mesurés dans les deux
conditions de I’environnement E4.

Plasticitt Phénotype Paramétre Biomassep DONp ADONp TCTBp Ratiop
meantsd  -1.43+1.71 5.17+4.22 35.7+27.89  40.86+31.95 0.01+0
. -19.82-
Toxine Min-Max  -5.58-3.84  -0.46-19.76 13124 -20.28-149.97 0-0.01
cVv -1.2 0.82 0.78 0.78 0.46
Norme de n 103 103 103 103 69
réaction AUCp OD_4Dp ASYMp LATENCYp SPEEDp
meanzsd 1.5+0.93 0.01+0.01 0.02+0.01 0.05+1.57 0+0
Cinétique Min-Max  -2.39-4.58 -0.01-0.04 -0.03-0.07 -8.89-5.33 0-0
a cV 0.62 0.88 0.45 29.59 0.51
n 79 79 79 79 79
Bl DON_coef ~ADON_coef TCTB_coef  Ratio_coef
meantsd  -1.11+3.35 0.9740.12 0.91+0.17 0.92+0.16 0.76+0.28
. -27.95-
Toxine Min-Max 0.99 -0.13-1 -0.43-1 -0.41-1 -0.63-1
Coefficient cVv -3.02 0.12 0.19 0.18 0.36
de n 103 80 85 85 69
plasticité AUC _coef OD_4D_coef ASYM_coef LATC%EIfCY— SPEED_coef
meanzsd 0.31+0.43 0.26+0.52 0.3740.43 -0.01+0.29 0.42+0.31
Cinétique Min-Max  -9.27-0.72 -7.29-1.09 -10.43-0.82 -2-1 -6.7-0.86
a cV 1.38 1.98 1.18 -46.38 0.75
n 79 79 79 79 79
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Afin d’explorer le comportement des souches en termes de valeur de plasticité, nous avons
rangé les souches selon leurs coefficients de plasticité. Nous avons donc des souches dont le
phénotype est plus plastique et des souches ou le phénotype est moins plastique. La Figure 15
nous présente ce classement pour le phénotype toxine et pour le phénotype croissance. On peut
remarquer que parmi les 10 souches présentant une valeur de plasticité importante que la souche
INRA173 est la 3°™ souche dans les deux phénotypes. La souche FU18001 est classée 5™ et
8™ et la souche INRA150 est classée 10°™ et 1% pour les phénotypes toxine et croissance
respectivement. Il n’y a pas de classement particulier pour les souches dont la valeur de
plasticité est la plus faible ici. La variabilité de la plasticité phénotypique entre les deux
phénotypes a été exploité grace a une corrélation de Spearman basé sur les rangs et décrit en
Figure 16. Une tres faible corrélation négative (-0.06) et non significative (p=0.66). On peut
remarquer que les 2 souches INRA 173, INRA150 et FU18001 se retrouvent dans la zone (ou

trés proche) du 90°™ quantile (en bleu sur la Figure 16).
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A ce stade de I’analyse de la plasticité phénotypique dans cet environnement ou la concentration
en azote est modifiée, nous avons démontré qu’il existe de la variation génétique de la plasticité
phénotypique entre les individus de genotypes différents. Afin de découvrir ’architecture
génétique de cette variation, nous avons réalisé un GWAS sur les caracteres associés a la
plasticité phénotypique. Nous avons repris les données genétiques (SNPs) de la partie article
ainsi que le méme modeéle. Nous avons retrouvé 17 SNPs associé & un des caracteres (variable
brute ou relative a la plasticité phénotypique). Sur les 17 SNPs, 11 SNPs passent le filtre de la
MAF (0.05), 7 sont des SNPs associé a un caractére de plasticité et seulement 3 passent le
critere de la PVE (>10%). Ces trois SNPs appartiennent au phénotype toxine et sont associés
au coefficient de plasticité de caracteres ADON, DON et Biomasse. Ces SNPs sont résumés
dans le tableau 4.

Nous retrouvons un variant synonyme (HG970335 4310202) associé au coefficient de
plasticité du DON et deux variants retrouvés en amont de d’une région codante dont I’une est
hypothétique et 1’autre code une enzyme benzoate carboxyl méthyltransférase. Cette enzyme
n’a pas été décrite fonctionnellement chez F. graminearum. Un alignement de séquence a
permis de retrouver I’annotation putative du géne associ¢ au SNP HG970335 4310202 par
homologie. Avec 100% d’identité (E_value = 2E-174), ce géne homologue a un géne annoté
comme codant une protéine a domaine en leucine zipper induisant la dimeérisation puis
I’interaction spécifique avec I’ADN (bZIP Yap, yeast activator protein, GenBank:
ESU14024.1). Chez S. cerevisiae, 8 protéines de la famille des b-ZIP de la méme famille des
trans-régulateurs ont été caractérisees et décrites comme étant impliquées dans diverse formes

de réponse au stress. Notamment, le role de Yaplp et Yap2p a été démontré dans la régulation
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des enzymes qui protégent contre le stress oxydatif provoqué par du peroxyde d’hydrogene et
aussi par des métaux lourds. Yap4p et Yap6p sont impliqués dans la réponse au stress osmotique
en aval de la voie HOG (Rodrigues-Pousada et al., 2019, 2004).

Tableau 4 : Liste des SNP significativement associés aux caracteres liés a la plasticite.
‘Chromosome’ fait référence au nom du chromosome sur le génome de référence pHI V
GCA 900044135.1 (King et al. 2015), ‘Position’ est la position du SNP sur le chromosome,
‘REF’ est l'allele de référence, ‘ALT’ est l'alléle alternatif, ‘n’ est le nombre d'individus
génotypés, ‘Allele 1’ et ‘Allele 2° sont la fréquence de chaque allele, ‘PVE%’ est le
pourcentage de variation phénotypique expliqué, ‘SNP annotation’ est 1'effet de substitution
allélique selon I'analyse SNPEff, ‘Gene ID’ sont le nom du géne putativement impactg,
‘Description du produit’ est la description du produit génique selon I'annotation du génome pH1
VGCA_900044135.1 publiée le 16/03/2021 (King et al. 2017).

Chromosome  Position P.value Caractére REF ALT Allélel Allele2 PVE%

HG970333 ‘ 4438805  2.57E-07 ADON_coef A C 0.94 0.06 16.24
HG970335 ‘ 4310202 1.07E-27 DON_coef G C 0.949 0.051  45.92
HG970335 ‘ 4405122  5.20E-07 Biomasse_coef G A 0.91 0.09 46.56

Chromosome  Position SNP annotation Gene ID Description du produit

HG970333 \4438805 upstream variant FGRAMPHL1 01G12239 hypothetical protein

synonymous variant . .
HG970335 | 4310202 0.Val192Val FGRAMPHL1 01G25499 hypothetical protein

HGO70335 | 4405122  upstreamvariant ~ FGRAMPHI_01G25575  Denzoate carboxyl

methyltransferase
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b) Occurrence de signaux métaboliques sur les chromatogrammes d’HPLC.
Lors du retraitement des données d’HPLC, des signaux récurrents ont été détectés, de surface
variable entre les génotypes et les différents environnements. L’objectif est de déterminer si ces
signaux peuvent étre appréhendés comme des caracteres quantitatifs possedant de la variabilité
génotypique. C’est une prospection liminaire a 1’étude de la plasticité métabolomique de F.
graminearum. Le matériel et méthodes restant inchangeés, dans cette partie, nous présenterons
succinctement ces résultats en se focalisant sur I’apport dans 1’é¢tude de la plasticité

phénotypique. Seuls les environnements température (E1) et oxydatifs (E2) seront examinés.

Deux signaux ont été identifiés, I’un avant le temps de rétention du DON (vers 3,444 minutes)
et I’autre entre le temps de rétention du DON et celui du 15-ADON (vers 5,333 minutes). Aucun
autre signal correspondant aux spectres n’a été retrouvé. Les noms des variables sont nommés
d’apres leur temps de rétention (Figure 17). Le spectre en Figure 17A posséde un épaulement
majeur vers 220nm et deux épaulements mineurs vers 250nm et vers 300nm. Le spectre de la
Figure 17C montre un épaulement majeur vers 210nm et deux épaulements mineurs vers 250nm
et vers 300nm. Le spectre montré en Figure 17B est quant a lui caractéristique de 1’absorption

des TCTB avec un seul épaulement vers 220nm.

Figure 17 : Spectres DAD issus des différents signaux d un chromatogramme classés par
temps de rétention, présentant I’absorbance du pic de chromatographie en fonction de la
longueur d’onde. (A) signal Unk 3444, (B) signal d’une molécule de TCTB (DON ou
ADON) dont ici seul le temps de rétention permet de séparer ces deux molécules. Ce
spectre ayant un pic a 220nm est caractéristique des TCTB. (C) signal Unk_5333.

L’analyse de la variabilité phénotypique entre les différentes souches de F. graminearum est
présentée en Figure 18 (A et B) et en tableau supplémentaire 4. On observe une augmentation
globale de la production de ces signaux métaboliques en condition traitée par rapport a la

condition témoin. Par exemple, le signal Unk 3444 dans I’environnement E1, en moyenne+sd,
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passe de 22.06+47.99 mAU en condition témoin a 43.35+63.17 mAU en condition traité. On
remarque que seul le signal Unk_5333 pour I’environnement E1 diminue en production, passant
de 233.57£250.36 mAU a 324.62+395.11 mAU (Figurel8A et B). Les analyses statistiques des
facteurs génotype et condition ont montré un effet significatif (p<0,05, tableau supplémentaire
3) sur la variabilité des deux signaux. La part de variance expliquee (Figure 18C) par le
génotype pour I’environnement E1 et E2 est élevée (Unk 3444/Unk_5333) : 0.64/0.77 et
0.83/0.91 respectivement de 1’environnement. La part de variance expliquée par le facteur
condition, quant a elle, est faible allant de 0.003 a 0.05 quels que soit le signal et

I’environnement regarde.
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Figure 18 : Diagramme en violon avec les boites a moustaches montrant la distribution
compléte des données des signaux Unk 3444 (A) et Unk 5333 (B), dans chaque condition
des environnements E1 et E2. (C) Proportion de variance (n? « éta au carré ») expliquée par
chaque composante de la variance phénotypique : Condition (Contrdle ou traitée), Génotype,
leur interaction CxG et la variance résiduelle, pour les deux caracteres dans les deux
environnements. Les normes de réaction (D) pour tous les caracteres avec la moyenne
représentée par la ligne noire épaisse.
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Ensuite, nous avons examiné la contribution relative de I’interaction GxC, donc de la plasticité
phénotypique. La variance expliquée par le GXC est aussi significative (p<0.05) et est plus
élevée pour E1 (Unk_3444/Unk_5333: 0.24/0.14) que pour E2 (Unk_3444/Unk 5333 : 0.14/
0.07) (Figure 18C).

La variable de plasticité phénotypique a été calculée ici par la norme de réaction et montre des
différences entre dans la moyenne pour les deux signaux métaboliques entre E1 et E2. Le
coefficient de variation semble montré que la dispersion des valeurs de plasticité phénotypique
est plus importante pour Unk_3444 entre E1 et E2 (2.97/ 3.53) que pour Unk 5333 (-3.39/ -
3.64) (table supplémentaire 4). Ensuite, I’analyse de 1’implication du facteur génotype dans la
plasticité phénotypique a été obtenue et démontre que ce facteur est significativement impliqué
(p<0,05) dans la variation de la plasticité phénotypique (tableau supplémentaire 5). Nous
pouvons remarquer que la mesure de la proportion de variance expliquée par le génotype pour
Unk_3444 est plus faible (E1 : 0.75/ E2 : 0.72) que pour Unk 5333 (E1 : 0.86/ E2 : 0.86).

Afin d’aller plus loin dans le détail de I’implication génétique de la production de ces
métabolites, un GWAS est réalisé uniquement sur les caracteres de production. Les résultats
sont présentés en tableau 5. Cing SNPs sont retrouvés associés avec les deux caracteres
Unk 3444 et Unk 5333 et posséde une MAF>7% et une PVE>24.7%. Un SNP
(HG970333_8920980) est retrouvé dans la condition traitée et dans la condition témoin du
caractere Unk 5333 de E2, modifiant un acide aminé (pro>leu) du géne
FGRAMPH1_01G16019. Un autre SNP (HG970335_7896630) est retrouvé dans la condition
traitée du caractere Unk 3444 de E2, modifiant un acide aminé (Ala>Thr) du géne
FGRAMPH1_01G28185. Les 2 autres SNPs sont situés en région intergénique ayant un

potentiel impact sur des genes situés en amont.

Ces analyses démontrent une implication probable du génome dans I’expression des signaux
métaboliques observes. Il serait intéressant de réaliser une analyse similaire sur la plasticité
phénotypique pouvant démontrer I’architecture génétique sous-jacente. Aussi, I’identification
putative des signaux métabolique serait un apport supplémentaire dans la compréhension de ces
molécules impactées par les environnements, dans le déterminisme de production de ces

métabolites afin de les attacher au métabolisme primaire ou secondaire.
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Tableau 5: Liste des SNP significativement associés aux caracteres liés a la plasticite.
‘Chromosome’ fait référence au nom du chromosome sur le génome de référence pHI V
GCA 900044135.1 (King et al. 2015), ‘Pos’ est la position du SNP sur le chromosome, ‘E’ est
I’environnement, ‘REF’ est 1'alléle de référence, ‘ALT’ est I'alléle alternatif, ‘n’ est le nombre
d'individus génotypés, ‘Allele 1’ et “Allele 2’ sont la fréquence de chaque allele, ‘PVE%’ est
le pourcentage de variation phénotypique expliqué, ‘SNP annotation’ est 1'effet de substitution
allélique selon l'analyse SNPEff, ‘Gene ID’ sont le nom du geéne putativement impactg,
‘Description du produit’ est la description du produit génique selon l'annotation du génome pH1
VGCA _900044135.1 publiée le 16/03/2021 (King et al. 2017).

Alléle Allele

Chromosome Pos E  Condition Caractere P.value REF ALT 1 9 PVE%
HG970332 | 5872519 E2 T 2.49E-09 A G 0.92 0.08 37.3
n
HG970335 | 7896630 E2 S - 3.47E-10 C T 0.93 0.07 24.7
raitée
4452608 E1 1.73E-07 T C 0.89 0.11 49.2
HG970333 | 8920980 E2 Unk 5333 2.10E-09 G A 0.47 052 34
8920980 E2  Controdle 9.07E-10 G A 047 052 337
Chr Pos SNP Annotation Gene ID Description du produit
HG970332 | 5872519  upstream variant ~ FGRAMPH1 01G04329 °r9a”'feziys‘i';f£2r°x'de
HG970333 | 4452608 upstream variant FGRAMPH1_01G12251 hypothetical protein
missense variant . .
HG970333 | 8920980 p.Prol6ilLeu FGRAMPH1_01G16019 hypothetical protein
missense variant : ;
HG970333 | 8920980 p.Proi6iLeu FGRAMPH1 01G16019 hypothetical protein
HG970335 | 7896630 m'SSeA”IS:S‘{a#am FGRAMPHL 01G28185  unnamed protein product
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5. Conclusion :

Les résultats clés de ce chapitre 1 visant a caractériser la plasticité phénotypique et son

déterminisme génétique chez Fusarium graminearum sont :

- Les 103 souches de F. graminearum exploitées ici montrent des caractéristiques
phénotypiques uniques.

- Les difféerents environnements (abiotique E1/ E2/ E3/ E4) influencent différemment la
plasticité phénotypique observée par la norme de réaction et/ou le coefficient de
plasticité.

- Le génotype posséde une part significative dans I’expression de la plasticité
phénotypique et dans la variation de ce caractere.

- La méthode de GWAS nous a permis de retrouver des SNPs associés a la plasticité
phénotypique. Sous-jacent a ce résultat, nous retrouvons des genes tels que les integral
membrane (PTH11) ou les génes possédant des répétitions ankyrine dans leur produit
gue nous avons associés a la plasticité phénotypique.

- F. graminearum produit des métabolites (primaires ou secondaires) identifiables par
HPLC montrant des variations de production entre condition et environnement (E1 et
E2) donc de la plasticité phénotypique. L’analyse du déterminisme génétique par
GWAS de ces molécules reste putatif mais impacte (pour 3 SNPs sur 5) la sequence en

acides aminés des protéines prédites.

L’ensemble des observations de ce premier chapitre est un pas en avant vers la caractérisation
plus fine de la plasticité phénotypique chez les champignons et particulierement F.
graminearum. C’est aussi une démonstration du potentiel adaptatif de ce champignon face a

divers environnements.
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6. Figures et tables supplémentaires

Tableau supplémentaire 1 : Analyse de variance du modeéle 1 (voir article) comprenant dans le
tableau (A) la valeur de lambda pour le coefficient BoxCox, Df pour les degrés de liberté des
différents facteurs : Génotype (G), Condition (C) et effets d'interaction CxG. Shapiro Wilk teste
pValue (Shapiro_pval) et Levene teste la pvalue (Levene_pval) des résidus pour la normalité et
I'nomogeénéité de la variance respectivement, le R carré ajusté par rapport aux facteurs du
modele (R2-ajusté). Le tableau (B) présente les valeurs de moyenne des carrés, de sommes des

carres, de la valeur statistique F et de la valeur p pour les des différents facteurs et les résidus
(R).

R2- Choix du

AVariabIe Lambda Df-C Df-G Df-CxG Shapiro_pval Levene pval _. . \
ajusté modéle

Biomasse 2 1 102 102 1.68E-31 8.94E-02 0.87 modele trans
TCTB 0.06 1 102 102 4.11E-42 5.38E-01 0.93 modele trans
ADON 0.07 1 102 102 4.85E-42 5.32E-01 0.93 modele trans

DON 0.05 1 102 102 1.63E-43 4.63E-01 0.95 modele trans
Ratio TCTB 0.62 1 87 68 1.41E-33 1.79E-02 0.93 modele trans
SPEED -0.11 1 78 78 1.91E-41 2.35E-32 0.87 modele trans
ASYM 0.65 1 78 78 4.01E-37 1.09E-29 0.87 modele trans
AUC 0.6 1 78 78 3.47E-32 5.00E-29 0.89 modele trans
OD 4D 0.42 1 78 78 2.91E-29 1.95E-42 0.89 modele trans
LATENCY 15 1 78 78 8.58E-33 1.01E-12 0.89  modeéle normal
B Mean squared Sum squared F value Pr(>F)
Variable C G CxG R C G CxG R C G CxG C G CxG
152E 1.08E 156E 9.27E+ | 1.52E 1.10E 1.59E 3.82E | 1.64E 1.16E 1.68E |6.16E- 1.21E- 1.46E-
Biomasse +08 +06 +06 04 +08 +08 +08 +07 +03 +01 +01 146 74 98
558E 4.04E 8.32E 6.43E+ | 558E 4.12E 8.48E 2.65E | 8.68E 6.28E 1.29E | 1.74E- 1.91E- 2.44E-
TCTB +03 +02 +01 00 +03 +04 +03 +03 +02 +01 +01 103 199 81
521E 360E 7.39E 5.61E+ | 5.21E 3.68E 7.54E 2.31E | 9.28E 6.42E 1.32E |1.35E- 2.67E- 1.70E-
ADON +03 +02 +01 00 +03 +04 +03 +03 +02 +01 +01 107 201 82
1.80E 4.82E 1.80E 7.03E+ | 1.80E 4.92E 1.84E 2.89E | 256E 6.87E 2.56E |8.19E- 7.43E- 1.45E-
DON +04 +02 +02 00 +04 +04 +04 +03 +03 +01 +01 179 207 128
991E 5.05E- 3.34E- 2.33E- | 9.91E 4.40E 2.27E 6.96E-| 4.26E 2.17E 1.43E |6.25E- 9.67E- 2.79E-
Ratio TCTB  +00 02 02 03 +00 +00 +00 01 +03 +01 +01 179 90 62
418E 2.66E 6.10E- 8.10E- | 4.18E 2.07E 4.76E 1.12E | 5.16E 3.28E 7.53E | 0.00E 4.67E- 2.40E-
SPEED +02 +00 01 02 +02 +02 +01 +02 +03 +01 +00 +00 259 63
532E 2.09E- 7.21E- 7.09E- | 5.32E 1.63E 5.63E 9.83E | 7.51E 2.95E 1.02E | 0.00E 1.30E- 5.25E-
ASYM +01 01 02 03 +01 +01 +00 +00 +03 +01 +01 +00 239 90
703E 1.28E 232E 1.41E+ | 7.03E 1.00E 181E 196E | 499E 9.11E 1.64E | 0.00E O0.00E 2.93E-
AUC +03 +02 +01 00 +03 +04 +03 +03 +03 +01 +01 +00 +00 146
257E 187E 167E- 1.34E- | 257E 1.46E 130E 1.86E | 1.92E 1.40E 1.25E |5.89E- O0.00E 1.27E-
OD_4D +01 +00 01 02 +01 +02 +01 +01 +03 +02 +01 264 +00 111
1.60E 2.62E 5.29E 3.18E+ | 1.60E 2.05E 4.13E 4.41E | 5.02E 8.26E 1.67E | 0.00E 0.00E 4.34E-
LATENCY +05 +03 +02 01 +05 +05 +04 +04 +03 +01 +01 +00 +00 148
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Tableau supplémentaire 2 : Statistiques descriptives liees aux performances phénotypiques des

103 souches de F. graminearum utilisées dans la présente étude, pour les deux signaux
métaboliques (Unk_3444 et Unk_5333) dans les deux environnements (E1 et E2).

Environnement

El E2
) _ Statistique
Phénotype | Variable o C T C T
descriptive
meanzsd 22.06+47.99 43.35£63.17 17.77+40.91 20.96+42.41
Min-Max 0-268.2 0-393.45 0-306.1 0-244.93
Unk_3444
CcVv 2.18 1.46 2.3 2.02
Métabolites N 103 103 99 96
meantsd  233.57+250.36 324.62+395.11 257.02+296.67 295.79+303.82
Min-Max 0-1022.7 0-1558.91 0-1498.02 0-1507.34
Unk_5333
1.07 1.22 1.15 1.03
n 103 103 99 96
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Tableau supplémentaire 3 : Analyse de variance du modéle 1 (voir article) comprenant dans le

tableau (A) la valeur de lambda pour le coefficient BoxCox, Df pour les degrés de liberté des

différents facteurs : Génotype (G), Condition (C) et effets d'interaction CxG. Shapiro Wilk teste

pValue (Shapiro_pval) et Levene teste la pvalue (Levene_pval) des résidus pour la normalité et

I'nomogeénéité de la variance respectivement, le R carré ajusté par rapport aux facteurs du

modele (R2-ajusté). Le tableau (B) présente les valeurs de moyenne des carrés, de sommes des

carrés, de la valeur statistique F et de la valeur p pour les des différents facteurs et les résidus

(R).
A Variable Lambda dfC dfG dfCG Shapiro pval Levene pval R2 ajust¢ modelChoose
- ' Unk 3444 0.1 1 102 102 3.43E-40 0.58 0.88 Modele_trans
' Unk 5333  0.08 1 102 102 1.02E-37 0.58 0.87 Modele_trans
E2\Unk_3444 0.1 1 98 95 7.53E-44 0.67 0.96 Modele_trans
' Unk 5333  0.05 1 98 95 2.84E-44 0.58 0.97 Modele_trans
B Mean squared Sum squared
Variable C G CxG R C G CxG R
£1 Unk 3444 1.78E+03 2.04E+02 7.55E+01 5.93E+00 1.78E+03 2.08E+04 7.70E+03 2.44E+03
Unk 5333 1.38E+02 3.48E+02 6.41E+01 9.37E+00 1.38E+02 3.55E+04 6.54E+03 3.86E+03
9 Unk 3444 2.01E+02 2.30E+02 3.88E+01 1.71E+00 2.01E+02 2.26E+04 3.68E+03 6.61E+02
Unk 5333 1.82E+02 6.52E+02 5.23E+01 3.88E+00 1.82E+02 6.39E+04 4.96E+03 1.50E+03
B F value Pr(>F)
' Variable C G CxG C G CxG
El‘ Unk 3444 3.00E+02 3.44E+01 1.27E+01 7.01E-51 5.48E-151 2.23E-80
' Unk 5333 1.47E+01 3.71E+01 6.84E+00 1.46E-04 6.52E-157  1.13E-45
EZ‘ Unk 3444 1.17E+02 1.35E+02 2.27E+01 4.58E-24 1.09E-248 6.95E-112
| Unk 5333 4.68E+01 1.68E+02 1.35E+01 3.11E-11 1.22E-266  1.76E-78
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Table supplémentaire 4 : Statistiques descriptives liées a la plasticité phénotypique de la norme
de réaction des 103 souches de F. graminearum pour les deux signaux métaboliques (Unk_3444
et Unk_5333) dans les deux environnements (E1 et E2).

Environnement

Plasticité | Variable Statls_t|q_ue El E2
descriptive
mean:sd 4.26+12.63 12.23+43.13
Min-Max -46.12-78.69 -168.64-207.26
Unk_3444 cV 2.97 353
n 309 284
Norme de - -
réaction mean+sd 535 02410282.67 1215.33+4424.93
. -30567.84- -13694.49-
Unk_5333  Min-Max 26502.12 15026.02
cV -3.39 -3.64
n 309 284

Table supplémentaire 5: Analyse de variance du modele 2 (voir article) des deux signaux
métaboliques (Unk_3444 et Unk 5333) dans les deux environnements (E1 et E2). Le tableau
(A) résume la valeur de lambda pour le coefficient BoxCox, Df pour les degrés de liberté du
facteur Génotype (G) et des résidus. Shapiro Wilk teste pValue (Shapiro_pval) et Levene teste
la pvalue (Levene pval) des résidus pour la normalité et I'homogénéité de la variance
respectivement, le R carré ajusté par rapport aux facteurs du modeéle (R2-ajuste). Le tableau (B)
présente les valeurs de moyenne des carrés, de sommes des carrés, de la valeur statistique F et
de la valeur p pour le facteur Genotype et les résidus (Residuals).

Variable Lambda dfG dfr Shapiro_pval Levene_pval ath\)Jz-té thgldxéliu
El | Unk3444p 079 102 210  1.79E-25 0.37680862  0.63  Modele_trans
‘ Unk_5333p 0.58 102 210 2.84E-18 0.89465213 0.58  Modele_trans
E2 \ Unk_3444p 0.38 97 192 1.69E-28 0.03603386 0.79  Modele_trans
\ Unk _5333p 0.79 97 192 1.22E-13 0.41284079 0.79  Modele_trans
B Mean squared Sum squared F value Pr(>F)

Variable

Genotype  Residuals Genotype Residual

El Unk_3444 3.64E-02 5.93E-03 3.78E+00 1.25E+00 6.13E+00 6.06E-29
Unk_5333 2.45E-02  4.82E-03 2.55E+00 1.01E+00 5.09E+00 9.17E-24
E2 Unk_3444 1.28E-01 1.03E-02 1.24E+01 1.98E+00 1.24E+01 6.54E-48
Unk_ 5333 1.39E-01 1.11E-02 1.35E+01 2.13E+00 1.25E+01 2.37E-48
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Figure supplémentaire 1 : Normes de réaction et densité de distribution pour tous les caracteres.

La ligne noire épaisse représente la moyenne.

2000
150 1 007
o
o 7]
[ z 10 @
oo o] 1010 & oos:
o g £ 000
= )
500 o 0.025:
- oz
0 o0
0000
1.5mM 15mM 1.5mM 15mM 1.5mM 15mM 1.5mM 15mM
10 ot6
o0
— o5 .
100- g
o0 % o
S £
3 — s
w0 E < 2o0s
0 = 5 000
201 E
00
1.5mM 15mM - 1.5mM 15mM 1.5mM 15mM  1.5mM 15mM 1.5mM 15mM
® 100
100 o 100
075 0.7 o ore
2 Y
=y z =y By By
Boso 2oso 2o 5 g
g 3 g ] S
S s 3
0zs 0zs
025 025
000 o
000 000 000
0 50 100 150 50 100 0 5 10 15 0.000 0.005, 0.010 0.01¢ -4 -2 0 2
RatiopE4 BiomassepE4
TCTBpE4 ADONpE4 DONpE4 P P
1o 00- 00- 1.00. 1.00
o7 075 0.75- 0.75. 0.75
2w z z = z
5 2 5 ‘@ 0.50- ‘@ @
2 g 5 g g
° ° ° °
025 . 02 02s 02
o0 0.00- 0.00- 0.00 0.00
0.0 0.4 0.8
TCTB coef E4 0.0 0.4 0.8 0.00 025 050 075 1.0 05 0.0 0.5 1.0 20 15 10 -5 0
== ADON_coef_E4 DON_coef_E4 Ratio_coef_E4 Biomasse_coef_E4
. 120
oo 00- 1.00 o
o 075
075 075 07 !
2
z 2 z &) B
205 @ @ £ 05 5"
5 2 050 2050 S 3
© 3 s 3
025
0z 0.25- 0.25: “
. 000
o0 0.00 o0 0.0
p T 7 B 3 ! P 0 3 0.000000.000250,000500,000750.001¢
- -0.01 0.00 0.01 002 0.03 0.0 000 001 _ 002 pl
AUCpE4 ASYMpES oD 4bpE4 LATENCYpE4
e oo 0. 100 00
075 ors . o ors
2 2 > )
8 5 2 050 2 g
° g S °
025 025 . 02 025
000 000 . o 0t
45 <10 05 00 05 El 0.5 5 0.8
AUC_coef_E4 -1.0 05

0 05 00
ASYM_coef_E4

05 0.0 0.
OD_4D_coef_E4

135

-0.5 0.0
LATENCY_coef E4

04 00 0.4
SPEED_coef_E4



Chapitre 2 : Evolution Expérimentale

1. Introduction

L’objectif de ce chapitre est d’analyser la plasticité genomique de F. graminearum. Les données
permettront d’introduire les bases de la réponse adaptative du champignon F. graminearum
face a un stress abiotique (la température) en étudiant la dynamique mutationnelle de son
génome, a différents stades de développement du champignon. Cette étude est un prérequis afin
d’appréhender 1’histoire évolutive de ’espéce et qui nous permettrait, a plus long terme,
d’anticiper I’émergence de nouvelles souches plus agressives et plus toxinogénes. Plusieurs

questions vont guider cette étude :

- Quelle dynamique mutationnelle peut-on observer en fonction des différents modes de
propagation chez F. graminearum ? Quel est I’'impact de 1’élévation de la température
sur la production de mutations (en nombre, en termes d’annotation fonctionnelle) ?

- Quelles modifications phenotypiques liees a la croissance et la production en
mycotoxines sont observables au cours des cycles ?

- En quoi la dynamique mutationnelle observée peut contribuer a 1’adaptation du

champignon ?
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2. Article : Maintaining of Fusarium graminearum genome integrity under

temperature variation: lessons from Evolve and Resequence experiment
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Abstract:

In the context of climate change that will modify the dynamic of plant pathogen populations, a
better understanding of the ability of phytopathogenic fungi to evolve under varying
environmental conditions is essential to anticipate the emergence of new genotypes better
adapted to the environment. The ascomycete Fusarium graminearum is a devastating pathogen
of cereal crops and can contaminate food and feed with harmful mycotoxins. An evolution of
the populations of this pathogen towards more toxigenic and potentially more aggressive strains
has been already observed, suggesting a strong capacity of adaptation. Among the evolutionary
forces that can shape pathogen populations, the ability of the F. graminearum genome to mutate
is very poorly documented. To study the dynamic of the mutation events at the genome level in
this fungus, we conducted an in vitro pilot assay of “evolve and sequence” approach based on
an experimental evolution design combined with whole genome resequencing. We studied two
modes of propagation, vegetative mycelium and asexual spores under two contrasted
environment, elevated temperature (30°C) compared to standard conditions (25°C) over 21-
week cycles. The initial culture, considered as the ancestor genotype is designed as S0, and the
last one is S19. Three independent evolved populations (lineages) were managed in parallel.
All S1 and S19 derived strains were examined for in vitro growth and toxin production in the
same conditions than those used for experimental evolution (25°C and 30°C). We observed a
significant effect of the temperature on each trait, whatever the conditions under which they
evolved, but there was little change between S1 and S19. Genomes of the derived strains at S5,
S10, S15 and S19 were sequenced and further compared to the genome ancestor (S0). We found
8 variations (6 SNP and 2 Indels) for the vegetative cycles.
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Introduction:

The conceptual framework and state of the art of experimental evolution (EE) applied to fungi
were reviewed by Fisher and Lang in 2016. EE is based on multiple parallel cultures with
lineage replications (population differences) for multiple generations in a different
environment. Ancestral populations serve as control for the observed variation of natural
selection or any other evolutionary process. In laboratory settings, EE are frequently subjected
to abiotic sublethal stress, such as temperature. Studying genetic and phenotypic changes

throughout the whole evolutionary process allows us to identify possible adaptive events.

The authors argued that even though fungi have a short generation time, small compact
genomes, and sexual cycles making them particularly valuable for EE, the use of EE in such
organisms remains untapped. Since then, many EE studies have been carried out on various
fungal species including yeasts or other models, suggesting an expanding research thematic
area. For example, EE have been used to explore the emergence of resistance to antifungal
products, in Neurospora crassa (Zhou et al., 2022), Candida auris (Carolus et al., 2021),
Scleortinia sclerotiorum (Amaradasa & Everhart, 2016; Gambhir et al., 2021) or Zymosptoria
tritici (Ballu et al., 2021, 2023; Gutiérrez-Alonso et al., 2017). Evolutionary responses of fungi
to abiotic conditions, including high salinity and temperature stress-inducing environments,
have been investigated through EE (Gostincar et al., 2021; Jallet et al., 2020; Sbeiti et al., 2023;
Wing et al., 2020). Fitness traits, such as competition ability or virulence were also studied
(Kronholm et al., 2020; Sbeiti et al., 2023; Valero-Jiménez et al., 2017). Long-term evolution
experiments, conducted over years, have been recently published (Gostincar et al., 2021;
Kudryavtseva et al., 2023). To gain further understanding of the mechanisms underlying the
related adaptive process, sequencing approaches, such as Whole-Genome resequencing (e.g.
Zhou et al. 2022), RNAseq (e.g.(Jallet et al., 2020) were combined with EE in most of the

studies cited above.

Fusarium graminearum is the primary cause of Fusarium head blight (FHB), a devastating
disease affecting cereals such as wheat. During host infection, this well-known species
produced mycotoxins such as the family type B trichothecenes (TCTB), including
deoxynivalenol (DON) and its acetylated forms (15-ADON and 3-ADON). Those mycotoxins
constitute an important food contaminant (Liao et al., 2018; Sobrova et al., 2010) which might
damage the immune, gastrointestinal and reproductive systems of both humans and animals
(Hooft & Bureau, 2021; Pierzgalski et al., 2021). Repeated outbreaks of FHB in major grain-
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producing regions around the world have resulted in significant losses in grain yield, quality
and value (Alisaac & Mahlein, 2023).

Population genetic studies suggest a very high adaptive potential of this species. Indeed, F.
graminearum populations have shown very high levels of genetic diversity, associated with
gene flow between populations (Laurent et al., 2017; Talas et al., 2012; Ward et al., 2008).
Recombination is also thought to play an important role in the intra-population diversity
observed in the field (Talas et al., 2012; Talas & McDonald, 2015) and contributes to the
emergence of isolates with novel allelic combinations that are likely to maintain or increase
aggressiveness (Cumagun & Miedaner, 2004; Voss et al., 2010). As other fungal pathogens
(Croll et al., 2015; Dong et al., 2015; Raffaele et al., 2010), the bipartite architecture of
polymorphisms link to recombination events allowed characterization of the genome as a “two-
speed” genome with highly conserved region (core region) and highly variable region which
influence the adaptive capacity of the fungus (Laurent et al., 2018). An evolution in the
population structure towards more toxigenic and potentially more aggressive strains has already
been observed in the USA. Population specific nucleotide signatures suggested local
adaptations (Kelly & Ward, 2018). However, mutation dynamics in the species remains poorly

documented.

Numerous omics data are available (Maet al., 2013), including a high-quality reference genome
(King et al., 2015), resequencing data (Laurent et al., 2017), and various transcriptomes (Harris
et al., 2016). Easily handled in the wet lab with established standard culture protocols (Leslie
& Summerell, 2006, p. 200), this fungus has relatively fast vegetative growth and its asexual
reproduction cycle could also be mastered in in vitro conditions. Together with those features,
the relatively small haploid genome with few repeated elements make F. graminearum suitable
for carrying out EE study. To the best of our knowledge, it’s the first E&R approach reported

on this fungal species.

This haploid fungus has a small genome of 38 Mb over 4 chromosomes with 14164 coding
gene sequences predicted. F. graminearum genome showed a low level of genomic complexity
as few repeated elements and transposons were discovered (King et al., 2015) undoubtedly
linked to the gene silencing mechanism called Repeat Induced Point (RIP) mutation (Cuomo et
al., 2007). Another non-negligible ability of F. graminearum is to mutate, which could play a
significant role in the evolutionary process. By resequencing the genome of the pH1 reference
strain, King et al. (2015) reported 2433 mutations (~0.067 per Kb) when compared to the first
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genome version sequence (Cuomo et al., 2007). The authors suggested that those differences
were likely to be due to evolution of the strain’s genome, potentially due to the successive

transplant cycles the strain undergone during its conservation and multiplication.

The present study aims to investigate the mutational dynamics of F. graminearum and to what
extent this dynamics could contribute to the adaptive potential of this phytopathogenic fungus.
Precisely, we questioned what are the mutational dynamic during multiplication cycles and the
effect of a selection pressure on this dynamic? What gain in fitness could be phenotypically
observed? To do this, we conducted an in vitro assay based on an EE design combined with
whole genome resequencing. We studied two modes of propagation, vegetative mycelium and
asexual spores under two contrasted environments, elevated temperature (30°C) compared to
standard conditions (25°C) over 21-week cycles. We explored the genotypic and phenotypic
differences between ancestral and evolved strains looking for putative adaptation to a sublethal

temperature stress.
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Materials and methods

Establishment of parental culture and serial passage culture scheme

The F. graminearum strain 1156 isolated from wheat in 2001 in France which was previously
phenotypically described and sequenced, was used for E&R experiments. First the strain was
grown on PDA (39 g/L, Difco™) in 25°C (S0) and 30°C (TS0). In order to realize the evolution
cycles, two propagations modes were chosen. First, vegetative growth (SV), consisting of
successive transplants from mycelium implants after an eight day’s growth. Plugs were taken
at the front of active mycelial growth. Mycelia were grown at 25°C (SV) or 30°C (TSV). For
asexual reproduction (SA), four plugs from the first generation (SO and TS0) were cultured in
1g/L yeast extract, 0,5 g/L
MgSO4.7H20, 1g/L KH2PO4) during 3 days at 25°C and 150 rpm to produce macroconidia.
Then macroconidia were plated on PDA at 25°C (SA1) or 30°C (TSA1). For both propagation

CMC liquid medium (15¢/L carboxymethyl cellulose,

modes and both temperatures, subcultures were repeated 19 times with three independent
lineages of each advanced generation (Figure 1). One generation corresponds to one subculture
cycle. Each generation was conserved in 20% glycerol at -80°C before using SO, S1, S5, S10,
S15 and S19 for sequencing and phenotyping (Figure 1).

Generationsand

for both

Whole genome
resequencing

Phenotypic
assessment

reproduction : asexual (A) and vegetative (V)

TS0

/TN

Sl- 51 TS 1- TSl TSl
; ; ; ; H ‘
S5 S5- S5- TS5- TS5- TS5-
‘ H ' ‘ ‘ H
S10- S10- S10- TS10-1 TS10-- TS10-
H . H i ‘ I
S15- S15- S15-7| TS15-7 TS15- TS15-
Vo H P ;
$19-1 S19- S19- TS19-1 TS19-2 TS19-

Figure 1: Experimental evolution procedure. SO is the ancestral strain grown under 25°C
(S0) or 30°C (TSO0), for each reproduction type: asexual (A) and vegetative cycle (V). Three
lineages were cultured at the same time. The number represents the generation in green and
the lineage in orange. Horizontal lines with arrow indicate cultures subjected to phenotyping
and resequencing.
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Phenotypic assays

Toxin quantification

The mycotoxins assessment consisted of individual liquid culture, in triplicate for each
genotype, of 8 mL of MS-Sucrose inoculated with 10+ spore/mL. Fungal liquid cultures were
incubated in the dark for 14 days. After, the mycelium was harvested by centrifugation then
freeze-dried during 72h for biomass quantification. Mycotoxins extractions were performed on
the supernatant. Culture media were stored at -20 °C until TCTB analysis. TCTB were extracted
on 4 mL of culture medium with 8 mL ethyl acetate. The organic phase was evaporated to
dryness with a speedVac (SPD210, Thermo Scientific) at 50°C. Dried samples were dissolved
in 400 pL of methanol/water following the same protocol as Leannec-Rialland publication
(Leannec-Rialland et al., 2021). TCTB were quantified by HPLC-DAD using an Agilent
Technologies 1100 series liquid chromatograph equipped with an autosampler system, an
Agilent photodiode array detector (DAD) and the ChemStation chromatography manager
software (Agilent, France). Separation was achieved on a Kinetex XB-C18 100 A column (4.6
x 150 mm, 2.6 um) (Phenomenex, France) maintained at 45 °C. The mobile phase consisted of
miliQ water (solvent A) and acetonitrile (solvent B). The flow was kept at 1 mL min-. The
injection volume was set to 5 uL. TCTB were separated using a gradient elution as follows: 7—
30% B in 6 min, 30-90% B in 2 min, 90% B for 2 min, 90-7% B for 1 min, 7% B for 6 min.
Quantification was performed by external calibration with standard TCTB solutions (Romer
Labs, Austria). We were able to recover the total amount of TCTB which is the sum of DON
and the acetylated forms of DON in micrograms per mL of culture.

Vegetative Growth

Each lineage was grown on PDA at 25°C and 30°C. Images were taken with the Scanner Epson
Perfection 4990-photo in 48 bit-colors and 800 dot per inches as scan settings. One image of
each generation was taken daily for the first 5 days then at dpi+7, dpi+8 and dpi+14 to measure
the mycelium-area (cm?) and to calculate the growth rate (cm/day). Images were automatically
analyzed (area and colors) with ImageJ (Schneider, Rasband, et Eliceiri 2012). Each image was
scaling and cropped to obtain only the region of interest using ROl management. Regions of
mycelia were measured using a circle section and “measures tools”, set with area and perimeter.
Then we recovered the Area under the growth Curve (AUC) using the audpc function of

agricolae R-package (V1.3-5), in centimeters-square by hours.
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Statistical analysis

All statistical analyses and graphical representations were produced with the R software
(v4.0.3). For each trait, descriptive statistics (mean, standard deviation min and max) were
computed. Experiments with SA/TSA and SV/TSV were analyzed separately for the TCTB
amount production and the AUC. Due to the non-normality of the residual for TCTB data, we
used a loglp transformation to approach the normality. The distribution of the residual was
compared to a theoretical normal distribution by plotting normal QQ plots. Both variables were
included in a linear mixed effect model using the Imer function implemented in the Ime4 R-

package (V1.1-31). The linear mixed-effect model could be written as follows:
Ymnop =Hte+gn+l,+cy,+en:gnilyic, + (1|REP) + ¢

Where Ymnop is the observed value, [ is the mean of phenotypic variables value, em the fixed
effect of the environment m (condition 25°C or condition 30°C), gn the fixed effect of the
generation (1 or 19) n, I, the fixed effect of the lineage (1, 2 or 3) 0, cp the fixed effect of the
culture (SA vs TSA and SV vs TSV) p, (1|REP) the random effect among the replicates and ¢
a residual error. The experimental effects included in the models were investigated by
performing a type Il analysis of variance (ANOVA Wald chisquare tests) implemented in the
car package (V3.1-1) and least-square means (LS-means) were computed from the models
using the Ismeans R-package (VV2.30-0). The LS-means are the predicted means calculated as
the sum of the estimated effects of the model. LS-means were computed in each condition,
generation, lineage and culture. The contrast function of the Ismeans package was used to
measure the difference between LS-means of interest. The significance of the contrasts was
tested by doing t-tests adjusted to the number of tests using Sidak correction method
implemented in the Ismeans package after back transformation. The measured LS-means were
graphically represented using the ggplot2 package (V3.4.0) where the units of the plots are in
cm2.h for AUC and pg/mL for TCTB production.

In an original way, we applied the concepts of local adaptation by reciprocal transplantation
experiments already described (Dumartinet et al., 2020; Johnson et al., 2010) to our strains from
the two evolutionary conditions during their inoculation in the two phenotyping conditions.
These experiments aim to determine whether a population of organisms has adapted
significantly to a particular host or environment. Two contrasts can be computed to determine
the local adaptation (Blanquart et al., 2013). Considering generations and culture type, we
estimated the two local adaptations AHA (“Home versus Away”) and ALF (“Local versus
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Foreign”) contrasts defined by (Blanquart et al., 2013). We used the LS-means values predicted
for both traits AUC and TCTB, two phenotypic traits related to F. graminearum’s fitness, to
compute the contrasts. First, AHA was computed between the conditions to test, for each culture
(SA/TSA/SV/TSV), if a given population performs better in his “Home” habitat compared to
the other “Away” habitat. For example, for SA culture, the “Home” condition is 25°C so the
“Away” condition is 30°C thus AHA is the difference between the LS-means values in 25°C
and 30°C for SA culture. Second, the ALF was computed between cultures to test if for a given
habitat, the “Local” population originating from this habitat performs better than the “Foreign”
population. In this case, the “Local” culture is defined by the condition used to evolve the
strains. For example, for the 25°C condition in asexual reproduction, the “Local” culture is SA
and the “Foreign” culture is TSA, thus the ALF is the difference between the LS-means values
in SA and TSA.

DNA extraction and sequencing

Genomic DNA was extracted from washed and lyophilized mycelium previously grown in Malt
(30g/L, Biokar) and glucose (10g, Sigma) liquid medium for 4-5 days. Dry mycelia were
grinded with a beads braker (Precellys®) then 1mL of lysis buffer is added (100 mM Tris-HCI
(pH8.0), 10 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 2% sarkosyl and 150 mM NaCl) and
ground a second round. Then 1mL of phenol (pH 8, Sigma) are added and shaked. After
centrifugations, the supernatant was recovered and 1 volume of chloroform-isoamyl alcohol
was added. After centrifugation, the supernatant is collected and RNAse (0.05ug/pL), during
30min at 37°C) (ThermoScientific) then proteinase K (0.05 pg/pL, during 1h at 55°C)
(Euromedex) was added successively. Next, one volume of phenol-chlorophorm-isoamyl
alcohol (50:49:1, Fisher) and finally one volume of chlorophorm-isoamyl alcohol (24:1, Acros
Organics) was successively added to purify the DNA. Nucleic acids were precipitated with
ammonium acetate (3M) and cold ethanol absolute (100%), washed in 1 volume of 80% ethanol
then 70% ethanol by centrifugation. The pellets were dissolved in 50uL in purified molecular
biology grade water. DNA concentration was measured using a fluorometer (Denovix) and
controlled by electrophoresis on agarose gel. A total of 60 DNA extracts were sent to the
GenomEast platform at the Institute of Genetics and Molecular and Cellular Biology for paired-
end Illumina whole genome sequencing (Hiseq 4000, 2x100 bp). Furthermore, we sequenced
three times the strain TSV15-2 as control to detect putative sequencing errors in the variant
calling process.
145



Mapping and variant calling

Genomic reads from each sample were mapped against the F. graminearum reference genome
(strain PH-1, GCA_900044135.1 assembly, (King et al., 2015)) using bwa mem v0.7.17 (Li,
2013). Duplicate reads were removed with the command MarkDuplicates implemented in the
Picard Toolkit v2.27.4 (Picard Toolkit. 2019. Broad Institute, GitHub Repository
https://broadinstitute.github.io/picard/). High quality genomic reads (-q 30) from all samples
were regrouped in a unique mpileup file with samtools mpileup v1.9 (Danecek et al., 2021) and
variant calling (SNPs and Indels) was performed using the commands mpileup2snp and
mpileup2indel, implemented in VarScan v2.4.2 (Koboldt et al., 2012), with parameters to keep
only variants with a minimum coverage of 8 (min-coverage 8), a number of reads supporting
an alternative allele of 4 (min-reads2 4), a minimum frequency of 0.7 to consider a variant as
homozygous (min-freg-for-hom 0.7) and the option to produce an output in the Variant Call
Format (output-vcf 1). The VCF files were filtered using vcftools v0.1.16 (Danecek et al., 2011)
to keep only genotypes with high quality (minGQ 20) and sufficient depth (minDP 10), to
remove variants located on the mitochondrial chromosome (HG970330) and sites containing
more than 5% of missing genotypes (max-missing 0.95). Furthermore, SNPs located less than
5 nucleotides from a gap (SnpGap 5) and variants (SNPs and Indels) with heterozygous
genotypes were filtered with bcftools v1.9 (Danecek et al., 2021). RepeatMasker v4.1.0 ((Bao
et al., 2015; Smit et al., 2013), RepeatMasker Open-4.0. http://www.repeatmasker.org) was

used to identify repeated elements and low complexity sequences in the PH-1 reference
genome. Variants located in these regions that may be the result of sequencing or alignment
errors have been excluded from the analysis. Since we used a reference genome originating
from a different strain (PH-1) than the strain used for experimental evolution (1156), we had to
discriminate between variants that differed between the two strains and variants that appeared
during the experimental evolution. We used a subtractive approach based on a custom script to
identify sites for which all the 1156 samples had the same alternative allele compared to the PH-
1 reference strain. After removing the variants related to the 1156 strain, the remaining variants
were filtered to keep only SNPs and INDELS with a minor allele frequency higher than 3% and
variant annotation was performed using SnpEff v4.3T (Cingolani et al., 2012). Finally, Copy
Number Variations (CNVs) were investigated with CNVnator v0.3.3 (Abyzov et al., 2011) by
identifying genomic windows of 1 Kb exhibiting significant variation in normalized coverage

(P <0.01). The CNV analysis was carried out only with non-evolved strains (SO and TS0) and
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those of the 19th generation and such as for SNPs and Indels, we excluded all deletion or

duplication events that were present in every sample.
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Results

Experimental evolution via serial subculturing.

Phenotypic changes along the subculture cycles were scrutinized at each generation. No
phenotypic change in color was pointed out. However, some sectors were punctually observed
(in SV5-1 and SV5-3). Those sectors have been sampled separately and subjected to
experimental evolution as an independent lineage. The subsequent phenotyping and
resequencing analyses did not reveal any significant differences with the original lineage.
Outcomes related to those secondary lineages were not presented below. Also, we noticed a
change in colony morphology between the ancestral and evolved cycles only for SV colony and
not for TSV (Figure 2). Furthermore, at the first cycle, we observed a slower growth rate
between the strains cultivated at 25°C and those cultivated at 30 °C. Starting from S2, strains
that evolved at 30°C recovered a growth rate comparable to those that evolved at 25°C. This
ability to grow at 30°C was maintained until the latest generations (Figure 2). Unfortunately,

no other quantification of these observations was made.

Figure 2: Pictures of the
growth  of  Fusarium
graminearum strain
INRA156. (A) Petri dish for
the ancestral strains placed
at 25°C (SO) and 30°C
(TS0). Vegetative mode of
propagation at the 1% (B),
the 2" (C) and the 19" (D)
cycle at both evolved
temperature (SV up and
TSV down).
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Phenotyping across generations.

The different types of culture of the first (SAL/TSAL, SV1/TSV1, 3 lineages each) and the last
generation of the evolved strains (SA19/TSA19, SV19/TSV19, 3 lineages each) were assessed
for their ability to grow and produce mycotoxin under two temperature conditions (25°C vs. 30

°C) for in vitro culture.

Growth curves showed barely visible differences whatever the condition for all cultures,
generations and lineages (Figure 3 A-B). Concerning asexual reproduction, we observed
significant differences for AUC (ANOVA p=2.10e-24, table S1-S3) between the conditions
(25°C vs 30°C). No differences were noticed for AUC between SA1/ SA19 and TSA1/ TSA19
at 25°C (Figure 3 C-G), similar observation could be made at 30°C except for the lineage 3 for
SA1 and SA19 (meanzsd: 198.82+5.67 and 235.04+9.73 respectively, table S1).

Concerning vegetative cycles, we observed significant differences for AUC (ANOVA p=1.99e-
136, table S1 and S3) between the culture conditions (25°C vs 30°C). Then, we observed a
global decrease of AUC values between generations and culture condition (ANOVA, p=1.07e-
02, table S3). Also, for the 30°C condition, significant decrease of AUC is observed between
TSV1and TSV19 for the lineage 3 (212.71+7.03 and 262.39+5.52 respectively) (see table S4).

Concerning asexual reproduction, for TCTB production (Figure 4), we noticed significant
differences (ANOVA, p=6.79e-11, tables S2-S3) between conditions (25°C vs 30°C). No
differences for interaction between generations and lineages are shown except for SAl-2
(625.82+155.25ug/mL) and SA19-2 at 25°C (7.64+2.8ug/mL). The type of culture (SA vs
TSA) seemed to influence the production of TCTB (ANOVA, p=5.33e-03). But interaction
between generation, culture, condition and lineage showed no significant change in TCTB
production. Comparing the 1st and the 19th generation, regardless of the evolution temperature,
the growth in both temperatures didn't change significantly the TCTB production. We observed
a slight but no significant increase (Figure 4, table S4-S5) of toxins production for lineages 1
(0£0, 113.15+16.12 pg/mL) and 3 (0+0, 203.9+28.38 pug/mL) between generations SA1 and
SA19 at 30°C. And non-significant decrease (from 39.90% to 80.28%) was noticed for all
lineages between TSA1 and TSA19 at 30°C.
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Figure 3: Phenotyping of generations 1 and 19. Growth kinetics for all generations and
lineages at 25°C and 30°C. The time growth is in days with mean and sd (n=3) for asexual
(A) and vegetative cycles (B). AUC values calculated by LS-means (mean and sd) for
asexual (C) and vegetative cycles (D), statistical differences are shown in table S1. Relative
growth between condition for generation 1 (E) and 19 (F) with 25°C as referential condition
and relative growth between generation for the 25°C (G) and 30°C (H) condition with the
1%t generation as referential.
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Concerning vegetative cycles (Figure 4), we observed a significant increase of TCTB
production at 25°C compared with 30°C condition (ANOVA, p=4.73e-16, table S2-S3.
Interaction between generations, cultures, conditions and lineages showed no significant
change in TCTB production for vegetative cycles. We noticed a slight but non-significant
increase of TCTB production between SV1 and SV19 at 30°C and with a decrease for lineage
2 and 3 but an increase for lineage 1 between TSV1 and TSV19 (Figure 4).
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Figure 4: Phenotyping of generations 1 and 19. TCTB production for all generations and
lineages at 25°C and 30°C for asexual (A) and vegetative cycles (B). TCTB values
calculated by LS-means (mean and sd) shown in table S2. Relative growth between
condition for generation 1 (C) and 19 (D) with 25°C as referential condition and relative
growth between generation for the 25°C (E) and 30°C (F) condition with the 1% generation
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referential.
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Local adaptation of population evolved in 30°C in the 19th cycle compared with the 1st cycle.

To identify possible pattern of adaptation we computed local adaptation of the population to
provide clues on the ability of the evolved versus ancestral strains to adapt specifically to a
particular condition. Based on LSMeans of AUC and TCTB, we investigated the existence of
local adaptation patterns in both conditions and for all cultures by measuring and testing Home
versus Away (AHA, in our case 25°C for SA/SV and 30°C for TSA/TSV) and Local versus
Foreign (ALF, in our case SA (or SV) versus TSA (or TSV)) contrasts (Figure 5 and Table S6).
A contrast (AHA or ALF) that do not differ significantly from different from 0, means that there
IS no adaptation. First, we computed the AHA contrast in order to measure the effect of the
environment on the populations with the “Home” environment being the temperature of 25°C
for SA and SV or 30°C for TSA and TSV. For both traits (AUC and TCTB), the AHA values
were significantly different from zero (p<0.05) regardless of the condition (either 25°C or
30°C), except SA-1 and SA-19 for TCTB production. For both modes of culture, the values of
AHA were positive for the strains evolved at 25°C (SA or SV) but negative for the strains
evolved at 30°C (TSA or TSV). These results suggest that all the strains, regardless of the
temperature at which they evolved, performed better at 25°C than at 30°C, in terms of growth

or toxin production.
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Then, we computed the ALF contrast in order to measure difference of fitness between several
populations in a given environment. The ALF values were significantly different from zero for
the AUC phenotype measured at 30°C when we compared TSA toward SA at the 1% generation
(Figure 5 and Table S6). The first result suggested that the TSA strains perform better at 30°C
compared to the SA strains that were evolved at 25°C which could be due to local adaptation.
Unfortunately, this result was observed only for the first generation but not for the 19™
generation. Overall, the ALF was not significant for most of the conditions tested, which may
be due to an absence of local adaptation to growing temperatures (25 and 30°C) or an

insufficient statistical power due to the lack of experimental replicates.

Several mutations acquired during Experimental evolution of the F. graminearum INRA156

strain.

The sequencing of the 60 strains from the experimental evolution trial yielded in average 41.77
million raw reads per strain for an average sequencing depth of 106.79X (ranging from 42.78X
t0 611.98X, Table S7). For one sample (TSV19-2), sequences could not be used due to probable
sample contamination. Our sequencing data covered at least 97.51 % of the F. graminearum

reference genome (Table S7).

Analysis of these data enabled us to identify 101,640 SNPs, 4,266 Indels and 15 CNVs in the
ancestral strain 1156 compared to the PH-1 reference genome. After excluding the variants
related to the 1156 strain and common in all derived strains, we detected eight variants,
including six SNPs and two Indels that appeared during the experimental evolution trial (details
in Table 1, Figure 6).

Variant

Chromosome Position REFALT Type Condition Type Gene Name Annotation (FungiDB)
HGOT0332 2443874 C T SNP TSV S}ﬁon}mous FGRAMPHI 01G0I&TT s-adenosylmethionine:diacylglycerol 3-amino-3-carboxypropyl
variant - transferase
HGE70332 3073986 A G SNP TSV SYnOnymous £ .p AMPH1_01G02349 ‘ ‘
wvariant - Hypothetical protein
HGO70332 4300393 C T  SNP SV Missense  popAMPHI 01603221 ‘ ‘
variant - Hypothetical protein
HGS70332 5394218 C T SNP TSV Intergenic NA NA
HG970333 4165282 G A SNP TSV Intergenic NA NA
HG970333 4837495 T C SNP SV Intergenic NA NA
HGS70332  10082023T TC  INS SV Frameshift - popaMpHI 01G07447_ . . . .
wvariant - Twin-Arginine Translocation (TAT) pathway signal sequence
HGS70332 10822384T TGCA INS TSV 3 J‘;I—R FGRAMPHI1 01G24989 . .
variant - Hypothetical protein

Table 1: Details (position, variant type and annotation) of the 8 variants identified during the
experimental evolution trial.
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Those variants were found only in strains evolved using vegetative subculturing (SV/TSV). The
six SNPs were only transitions (no transversions) and the Indels were small insertions of one
and three nucleotides respectively. No CNVs were detected between the ancestral strains and
those evolved after 19 generations, suggesting that no large deletion or duplication events
occurred during the experiment. The variants were not evenly distributed over the chromosomes
(khi? test, p<0.05) as they were all located on HG970332 and HG970333. The genomic
modifications were found either in highly polymorphic regions or in less variable ones (khi?
test, n.s. probability) suggesting that the mutations were not associated with the pattern of
standing genetic variation observed. Five mutations were detected in lineages grown at 30°C

(TSV), whereas three mutations were identified in lineages grown at 25°C (SV).

HG970332 HG970333 HG970334 HG970335

Figure 6: Plot showing the SNPs density for the ancestral strain 1156 compared to pH1
reference genome, and the variant distribution along the four chromosomes of Fusarium
graminearum in the different evolved strains by passaging cultures, grown at 25°C (SV in
grey) or 30°C (TSV in black), from generation 5 to generation 19. Centromeres are indicated
with red rectangles, SNPs and INDELS are represented with black dots and red triangles
respectively.

Mutations were detected from S5 or S10 and maintained in the different lineages until the end
of the experiment (S19). Only the strains TSV19-1 and TSV19-3 accumulated two different
genomic modifications, with one SNP and one Indel or two SNPs respectively. Each mutation
event was found uniquely in one lineage, suggesting that per generation, lineage evolved
independently (Figure 6). The variant annotation revealed that 3 mutations were located in
intergenic regions, 1 insertion was found in the 5°-UTR region of the gene
FGRAMPH1_01G24989 and 4 variants (2 synonymous, 1 missense and 1 frameshift variant)
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were inside four different genes (FGRAMPH1 01G01877, FGRAMPH1 01G02349,
FGRAMPH1_01G03221, FGRAMPH1_01G07447, respectively) (Table 1).
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Discussion

In the current context of climate change, the elevation of the temperature is one of the main
factors influencing the spreading of F. graminearum, its aggressiveness and the level of the
mycotoxin contamination in cereals (Vaughan et al., 2016). In this context, our study
investigates how abiotic environments such as an increase of temperature could bring

phenotypic and genotypic variations using an original approach of E&R experiment.

In our study, after sequencing, we detected five mutations for TSV and three for SV and only
transitions were observed for single nucleotides variants, which represented a low number of
mutations. These results were unexpected in comparison to those obtained with the
resequencing of the PH-1 strain (King et al. 2015). Indeed, 2433 variants including SNPs or
INDELSs, were found in the update version of the reference genome compared to the first one.
The authors argued that these mutations could have arisen as a result of successive transplants
of the strain, but consequences of sequencing errors could not be completely excluded. The
maintaining of the genome integrity under vegetative growth is variable between fungi. In the
fairy-ring mushroom Marasmius oreades, 103 single nucleotides variants were found leading
to one of the lowest mutation rates in fungi (3.79*10? mutations/ site/ cell division). They also
demonstrated that the mutation accumulation didn’t come from the bottleneck linked to
passaging which would drastically increase the fixation probability of any mutated cells
(Hiltunen et al., 2019). In the basidiomycetes Schizophyllum commune high mutation rate per
generation (~2.04*10! mutations/ nucleotides/ cell division) has been found during vegetative
growth, contributing to high polymorphism (Bezmenova et al., 2020).

The mutational dynamics of the genome could be modulated by the mode of propagation
(Drenth et al., 2019). Vegetative growth may promote somatic mutations linked to successive
mitosis and asexual reproduction may involve more complex molecular mechanisms during
cell differentiation. In this study, we used two modes of propagation which were vegetative
subculture and asexual reproduction, both occurring at different stages of the fungus life cycle
(Leplat et al., 2013; Trail, 2009). Asexual spores are known to be one of the survival stages of
the fungus in soil or on crop residues and they serve as the primary sources of inoculum for
disease initiation. During the initial stages of infection in the floral parts of wheat, spores
germinate, and mycelia proliferate extracellularly. Then, the fungus progress intracellularly,
leading to cell death and necrotrophic phase (Walter et al., 2010). This phase is facilitated by
the production of DON which has been demonstrated to act as a virulence factor in wheat
infection (Desjardins & Proctor, 2007). Sexual reproduction involving recombination is also
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known to have a strong mutagenic effect (Gaboriaud & Wu, 2019; Wittenberg et al., 2009).
Unfortunately, we could not study the effect of such a mode of reproduction as we were unable
to produce ascospores of F. graminearum at 30°C. We didn’t observe clear phenotypic
differences in the behavior of the evolved strains whatever the mode of propagation used
(SVITSV or SA/TSA). Regarding genomic differences, we detected mutations only in

vegetative growth experiments, and none was detected in asexual reproduction experiments.

The rapid fixation of the mutations (from the 5" generation) could be explained by a genetic
drift, due to strong bottleneck during subcultures (Lynch et al. 2016). Since the process of
spores production requires a subculture step, this would also arise in the SA/TSA lineages. A
dilution effect due to the large size of the population of spores produced could explain our
results. There were too few spores with mutations to produce a phenotype that could be selected

compared with most of the spore with no mutations.

In our study, we used only 3 lineages as it was done on Magnaporthe oryzae (Jeon et al., 2013).
The number of independent lineages followed during experimental evolution was found to be
quite variable in fungi with for example only 2 lineages on Neurospora crassa’s azole resistance
(Zhou et al., 2022), but 6 lineages of Candida albicans (Cowen et al., 2000). In both cases,
authors showed strong contrasted phenotypes between ancestral and derived strain as well as
observation of random evolutionary trajectory within lineages. These evolutionary trajectories
have been highlighted in an EE of Zymoseptoria tritici between temperatures. In fact, the study
brought the evidence that 57% of the transcriptome varies among genotypes and the
modification of the transcriptome was linked to different functional categories between two

genotypic backgrounds, where adaptation could take place (Jallet et al., 2020).

We found mutations both in SV and TSV evolved strains without evident link with a potential
adaptive phenotype to the higher temperature condition. Of the eight variants found, only two,
detected in SV condition, may have an impact on the phenotype as they modified the protein
encoded. The SNP HG970332_4300393 (C>T) is a missense variant found in a gene coding a
hypothetical protein. The subsequent amino acid change may alter the structure and the function
of the protein. The other notable variant was an indel at position HG970332_10082023 (T>TC),
found in the gene FGRAMPH1_01G07447, which encode a protein involved in the Tat (Twin-
Arginine Translocation) pathway. This pathway serves the role of transporting folded proteins
across energy-transducing membranes. The protein possesses a TIM beta/alpha-barrel domain
specific to PLC-like phosphodiesterase family involved in lipid metabolism. The found variant
induces a frameshift in the open reading frame, resulting in a nonfunctional protein. Although
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these proteins are essential for cell membrane integrity, we cannot establish a causal
relationship between serial passaging and appearance of this mutation. We assumed that those
mutations might have occurred randomly, independently of the evolving environment rather

than under the effect of some selection pressure.

One question arises from our data is to what extent the applied thermal stress is sufficient to
provide changes in phenotype and adaptation between ancestral and evolved subculture? Even
if we observed phenotypic variations between 25°C and 30°C conditions, this might not be
sufficient to induce mutation related to a possible adaptation to the temperature for the evolved
strains. In Jeon et al. (2013), the authors proposed that UV induces the deamination of G:C into
A:T, playing a major role in the mutagenesis of the derived strains. Also, they evoked that UV
stress is more important in natural conditions. In other experiments, we noticed antifungal drugs
used as mutagen agents to guide the evolution of the population (Gutiérrez-Alonso et al., 2017).
In F. graminearum, in mutant strains deleted for H2A.Z histone gene, 10 compensatory
mutations were found after a whole genome re-sequencing (Chen et al. 2020). The authors
suggest that those mutations were selected to rescue deleterious phenotypes in the mutants,
arguing that the deletion of H2A.Z led to a detrimental gene perturbation. Therefore, we may
hypothesize that in F. graminearum mutation events are driven by “stress-dose-dependent”
selection as already suggested in Z. tritici (Gutiérrez-Alonso et al., 2017). However, in a non-
inducing mutation environment, F. oxysporum revealed at least 30 mutations in laboratory agar
media, suggesting that mutation ability is also species dependent. To go further, patterns of
mutations produced and selected in response to a stressful environment may differ depending
on the strain being examined (Chen et al. 2020, Gambhir et al. 2021) implying that genome
plasticity is an intrinsic property specific to each strain. We propose to use different strains to

decipher whether the mutation ability is dependent of the genomic background.

Our findings demonstrate a low mutation ability of F. graminearum under low stress-dose,
suggesting that the type and the level of selection pressure is important. Also, based on the
results, an elevated temperature, from 1.5°C to 3°C as expected under climate change scenarios,
may be not enough to induce large amount of genetic change drive by mutations events. The
genetic landscape of F. graminearum may be shape more by recombination or genes flux
between populations (Laurent et al., 2018; Pan et al., 2016; Ward et al., 2008) and natural

selection with balancing selection (Ward et al., 2002) than by mutation.
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Supplemental tables:

Table S1: AUC (AUC cmz.h) for the two generations and all evolved strains. NA means
no data obtained for the strain and "-" means no strains were obtained from the
experimental procedures.

Condition 25°C Condition 30°C

159

Culture Lineage Parameters Gl G19 Gl G19
1 meanzsd Na 403.22+4.93 Na 227.97+4.25
min-max Na 399.13-408.69 Na 224.96-230.98
SA ) meantsd 411.24+6.64 402.76+12.46 203.39+1.1 218.2945.92
min-max 406.35-418.8 391.49-416.14 202.62-204.17 213.28-224.82
3 meantsd 399.29+14.63 390.05+3.37 198.8215.67 235.0449.73
min-max 384.42-413.67 387.67-392.43 194.8-202.83 227.07-245.88
1 meanzsd 379.45+10.49 669.04162.46 219.4+1.38 213.2343.71
min-max 372.24-391.49 596.94-706.56 218.43-220.38 209.8-217.16
TSA 5 meantsd 390.41+1.79 549.97+215.8 248.96+19.1 225.7819.96
min-max 388.68-392.25 305.67-714.63 235.46-262.46 218.74-232.82
3 meanzsd 388.37+15.28 712.98+12.25 242.6+tNA 226.62+13.4
min-max 378.7-405.98 698.94-721.55 242.6-242.6 217.14-236.1
1 meantsd 383.05+16.9 385.96+5.39 206.4+2.18 234.96+7.05
min-max 365.03-398.55 381.28-391.85 204.19-208.55 227.44-241.41
1bis meanzsd - 425.7613.3 - 264.2615.62
min-max - 422.62-429.2 - 259.33-270.38
sy 5 meantsd 379.49+21.1 378.16+2.93 Na 235.6914.61
min-max 365.16-403.71 375.65-381.38 Na 231.26-240.46
3 meanitsd 404.29+12.78 421.2744.56 231.89+10.37 241.9144.39
min-max 395.25-413.32 418.04-426.48 223.38-243.44 236.85-244.78
3bis meanzsd - 428.02+1.97 - 261.1+1.41
min-max - 426.14-430.06 - 260.1-262.09
1 meanzsd 374.1146.45 386.2949.69 203.7643.28 240.2+tNA
min-max 366.7-378.46 378.93-397.26 201.68-207.54 240.2-240.2
TSV 5 meantsd 379.3+10.41 380.2316.2 201.87+6.16 233.55+NA
min-max 367.29-385.71 375.85-384.62 195.16-207.28 233.55-233.55
3 meanisd 391.43+9.41 722.06+£156.02 212.71+7.03 262.3945.52
min-max 382.94-401.54 548.76-851.37 208.1-220.79 257.48-268.36



Table S2: TCTB production (ug/mL) for the two generations and all evolved strains. NA
means no data obtained for the strain and "-" means no strains were obtained from the
experimental procedures.

Condition 25°C Condition 30°C

Culture Lineage Parameters S1 S19 S1 $19
1 meanisd Na 815.07+75.54 0+0 113.15+16.12
min-max Na 730.83-876.79 0-0 99.7-131.02
SA ) meantsd = 625.82+155.25 7.6412.8 0+0 0+0
min-max = 460.01-767.74  5.08-10.63 0-0 0-0
3 meantsd  800.25+121.92 608.51+20.37 00 203.9+28.38
min-max = 667.97-908.12 595.55-631.98 0-0 178.99-234.8
1 meantsd  823.67167.17 669.04162.46  18.8+22.94 11.345.9
min-max = 769.04-898.67 596.94-706.56  3.95-45.22 4.49-15.03
TSA 5 meantsd = 696.65192.44 549.97+215.8 102.16+1.9  22.54+7.61
min-max = 589.9-750.31 305.67-714.63 100.06-103.75 16.89-31.2
3 meantsd  889.18+42.98 712.98+12.25 201.8+26.92 39.79+13.99
min-max = 843.2-928.36 698.94-721.55 185.55-232.87 23.69-48.92
1 meantsd  667.21+416.27 681.45+87.28 010 15.24+13.54
min-max = 186.55-908.95 596.43-770.83 0-0 0-25.89
1bis meanztsd - 719.36130.19 - 129.73+87.36
min-max - 685.29-742.79 - 62.16-228.37
sv 5 meanzsd 839.49+31.5 792.82+4.7 010 010
min-max = 813.09-874.36 787.46-796.23 0-0 0-0
3 meantsd  835.13+267.27 538.241199.39  5.3319.23 0+0
min-max 598-1124.76 = 311.26-685.2 0-15.99 0-0
3bis meanisd - 667.52+58.88 - 0+0
min-max - 599.89-707.42 - 0-0
1 meanisd 952.1+113.5  794.55161.8 5.55£3.03  189.991+98.53
min-max = 821.2-1023.07 746.14-864.17 2.17-8.02  109.04-299.7
TSV 5 meanisd  782.45+129.94 698.82+11.31 101.46+70.43 22.62+10.64
min-max = 635.42-881.87 688.46-710.89 26.64-166.48 15.07-34.79
3 meantsd  1010.76197.44 722.06+156.02 218.67+17.15 72.75+19.59
min-max 911.44-1106.21 548.76-851.37 200.22-234.13 50.2-85.53
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Table S3: Analysis of variance of effect of condition, generation, culture, lineage and their
interactions on TCTB production and AUC of all Fusarium graminearum evolved strains.

Variable AUC TCTB

Culture Asexual reproduction Vegetative reproduction Asexual reproduction ~ Vegetative reproduction
Parameter DF Chisq Pr(>Chisq) I Chisq Pr(>Chisq) I Chisq Pr(>Chisq) I Chisq Pr(>Chisq)
(Intercept) 1 7.48E+02 9.15E-165 5.51E+03 0.00E+00 8.52E+01 2.76E-20  6.15E+01 4.40E-15
Condition 1 1.04E+02 2.10E-24 6.18E+02 1.99€-136 4.26E+01 6.79E-11  6.59E+01 4.73E-16
Generation 1 1.83E-01 6.68E-01 1.68E-01 6.82E-01 1.94E-02 8.89E-01  7.51E+00 6.13E-03
Lineage 2 2.73E+00 2.55E-01 1.14E+01 3.42E-03 3.69E+00 1.58E-01  1.73E+01 1.73E-04
Culture 1 1.75E+00 1.86E-01 1.58E+00 2.08E-01 7.76E+00 5.33E-03  7.20E+00 7.27E-03
Condition:Generation 1 3.73E+00 5.36E-02 6.52E+00 1.07€-02 4.76E-05 9.94E-01  1.42E+01 1.65E-04
Condition:Lineage 2 1.86E+00 3.94E-01 1.36E-01 9.34E-01 1.79E+00 4.08E-01  1.40E+01 8.96E-04
Generation:Lineage 2 1.92E+00 3.84E-01 2.87E+00 2.38E-01 5.20E+00 7.42E-02  3.02E+01 2.71€-07
Condition:Culture 1 1.01E+01 1.52E-03 3.93E-01 5.31E-01 3.73E+00 5.34E-02  9.20E+00 2.42E-03
Generation:Culture 1 1.18E-02 9.13E-01 8.50E-01 3.57E-01 1.41E+00 2.35E-01  3.45E+00 6.31E-02
Lineage:Culture 2 1.31E+00 5.20E-01 1.20E+01 2.48E-03 5.83E+00 5.41E-02  1.25E+01 1.90E-03
Condition:Generation:Lineage 2 6.70E-01 7.15E-01 4.81E+00 9.03E-02 2.34E+00 3.11E-01  5.12E+00 7.74E-02
Condition:Generation:Culture 1 9.05E+00 2.63E-03 8.40E-06 9.98E-01 2.78E+00 9.54E-02 1.11E+01 8.71E-04
Condition:Lineage:Culture 2 8.80E-01 6.44E-01 8.71E-01 6.47E-01 4.89E+00 8.67E-02  7.96E+00 1.87E-02
Generation:Lineage:Culture 1 2.90E-02 8.65E-01 2.31E-01 8.91E-01 8.39E-01 6.57E-01  2.04E+01 3.68E-05
Condition:Generation:Lineage:Culture 1 5.92E-03 9.39E-01 2.37E+00 1.24€-01 3.17E+00 2.05E-01  1.10E+00 2.95E-01
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Table S4: Contrast calculated on the basis of the ANOVA. Letters in "group” colomn show
differences.

Variable TCTB

Condition Culture |Generation| Lineage response SE df lower.CL upper.CL .group
25 SV 1 1 6.67E+02 7.23E+01 48 4.33E+02 9.02E+02 cd
25 Y 1 2 8.39E+02 7.23E+01 48 6.05E+02 1.07E+03 cd
25 SV 1 3 8.35E+02 7.23E+01 48 6.00E+02 1.07E+03 cd
25 Y 19 1 6.81E+02 7.23E+01 48 4.47E+02 9.16E+02 cd
25 Y 19 2 7.93E+02 7.23E+01 48 5.58E+02 1.03E+03 cd
25 SV 19 3 5.38E+02 7.23E+01 48 3.04E+02 7.73E+02 bc
25 TSV 1 1 9.52E+02 7.23E+01 48 7.17E+02 1.19E+03 d
25 TSV 1 2 7.82E+02 7.23E+01 48 5.48E+02 1.02E+03 cd
25 TSV 1 3 1.01E+03 7.23E+01 48 7.76E+02 1.25E+03 d
25 TSV 19 1 7.95E+02 7.23E+01 48 5.60E+02 1.03E+03 cd
25 TSV 19 2 6.99E+02 7.23E+01 48 4.64E+02 9.34E+02 cd
25 TSV 19 3 7.22E+02 7.23E+01 48 4.87E+02 9.57E+02 cd
30 SV 1 1 -2.27E-13 | 7.23E+01 48 -2.35E402 | 2.35E+02 a
30 SV 1 2 1.71€-13 7.23E+01 48 -2.35E402 | 2.35E+02 a
30 Y 1 3 5.33E+00 7.23E+01 48 -2.29E+02 | 2.40E+02 a
30 SV 19 1 1.52E+01 7.23E+01 48 -2.19E+02 2.50E+02 a
30 N 19 2 3.57E-14 7.23E+01 48 -2.35E402 | 2.35E+02 a
30 Y 19 3 5.71E-14 7.23E+01 48 -2.35E+02 | 2.35E+02 a
30 TSV 1 1 5.55E+00 7.23E+01 48 -2.29E402 | 2.40E+02 a
30 TSV 1 2 1.01E+02 7.23E+01 48 -1.33E+02 | 3.36E+02 a
30 TSV 1 3 2.19E+02 7.23E+01 48 -1.60E+01 | 4.53E+02 ab
30 TSV 19 1 1.90E+02 7.23E+01 48 -4.47E+01 | 4.25E+02 ab
30 TSV 19 2 2.26E+01 7.23E+01 48 -2.12E402 | 2.57E+02 a
30 TSV 19 3 7.28E+01 7.23E+01 48 -1.62E+02 3.07E+02 a

Variable TCTB

Condition Culture |[Generation| Lineage response SE df lower.CL upper.CL .group
25 SA 1 1 NA NA NA NA NA
25 SA 1 2 6.26E+02 4.05E+01 46 4.94E+02 7.58E+02 bc
25 SA 1 3 8.00E+02 4.05E+01 46 6.68E+02 9.32E+02 cd
25 SA 19 1 8.15E+02 4.05E+01 46 6.83E+02 9.47E+02 cd
25 SA 19 2 7.64E+00 4.05E+01 46 -1.24E+02 | 1.39E+02 a
25 SA 19 3 6.09E+02 4.05E+01 46 4.77E+02 7.40E+02 bc
25 TSA 1 1 8.24E+02 4.05E+01 46 6.92E+02 9.56E+02 cd
25 TSA 1 2 6.97E+02 4.05E+01 46 5.65E+02 8.28E+02 bcd
25 TSA 1 3 8.89E+02 4.05E+01 46 7.57E+02 1.02E+03 d
25 TSA 19 1 6.69E+02 4.05E+01 46 5.37E+02 8.01E+02 bcd
25 TSA 19 2 5.50E+02 4.05E+01 46 4.18E+02 6.82E+02 b
25 TSA 19 3 7.13E+02 4.05E+01 46 5.81E+02 8.45E+02 bed
30 SA 1 1 -2.73E-12 | 4.05E+01 46 -1.32E+02 | 1.32E+02 a
30 SA 1 2 -1.14€-13 | 4.05E+01 46 -1.32E+02 | 1.32E+02 a
30 SA 1 3 2.84E-12 4.05E+01 46 -1.32E402 | 1.32E+02 a
30 SA 19 1 1.13E+02 4.05E+01 46 -1.87E+01 2.45E+02 a
30 SA 19 2 -1.28E-13 | 4.05E+01 46 -1.32E+02 | 1.32E+02 a
30 SA 19 3 2.04E+02 4.05E+01 46 7.21E+01 3.36E+02 a
30 TSA 1 1 1.88E+01 4.05E+01 46 -1.136+02 | 1.51E+02 a
30 TSA 1 2 1.02E+02 4.05E+01 46 -2.97E+01 | 2.34E+02 a
30 TSA 1 3 2.02E+02 4.05E+01 46 7.00E+01 3.34E+02 a
30 TSA 19 1 1.13E+01 4.05E+01 46 -1.21E+02 | 1.43E+02 a
30 TSA 19 2 2.25E+01 4.05E+01 46 -1.09E+02 | 1.54E+02 a
30 TSA 19 3 3.98E+01 4.05E+01 46 -9.20E+01 | 1.72E+02 a
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Variable AUC

Condition Culture |Generation| Lineage Ismean SE df lower.CL upper.CL .group
25 SV 1 1 3.83E+02 5.16E+00 3.81E+01 3.66E+02 4.00E+02 fg
25 SV 1 2 3.79E+02 5.16E+00 3.81E+01 3.62E+02 3.96E+02 fg
25 Y 1 3 4.05E+02 6.34E+00 3.95E+01 3.84E+02 4.26E+02 gh
25 N 19 1 3.86E+02 5.16E+00 3.81E+01 3.69E+02 4.03E+02 fg
25 Y 19 2 3.78E+02 5.16E+00 3.81E+01 3.61E+02 3.95E+02 fg
25 SV 19 3 4.21E+02 5.16E+00 3.81E+01 4.04E+02 4.38E+02 h
25 TSV 1 3.74E+02 5.16E+00 3.81E+01 3.57E+02 3.91E+02 fg
25 TSV 2 3.79E+02 5.16E+00 3.81E+01 3.62E+02 3.96E+02 fg
25 TSV 3 3.69E+02 5.16E+00 3.81E+01 3.52E+02 3.86E+02 f
25 TSV 19 1 3.86E+02 5.16E+00 3.81E+01 3.69E+02 4.03E+02 fg
25 TSV 19 2 3.80E+02 6.34E+00 3.95E+01 3.59E+02 4.01E+02 fg
25 TSV 19 3 3.91E+02 5.16E+00 3.81E+01 3.74E+02 4.08E+02 fg
30 Y 1 2.06E+02 5.16E+00 3.81E+01 1.89E+02 2.23E+02 ab
30 N 2 NA NA NA NA NA
30 Y 3 2.32E+02 5.16E+00 3.81E+01 2.15E+02 2.49E+02 bed
30 SV 19 1 2.35E+02 5.16E+00 3.81E+01 2.18E+02 2.52E+02 cde
30 N 19 2 2.36E+02 5.16E+00 3.81E+01 2.19E+02 2.53E+02 cde
30 Y 19 3 2.42E+02 5.16E+00 3.81E+01 2.25E+02 2.59E+02 de
30 TSV 1 2.04E+02 5.16E+00 3.81E+01 1.87E+02 2.21E+02 a
30 TSV 2 2.02E+02 5.16E+00 3.81E+01 1.85E+02 2.19E+02 a
30 TSV 3 2.13E+02 5.16E+00 3.81E+01 1.96E+02 2.30E+02 abc
30 TSV 19 1 2.42E+02 9.00E+00 4.00E+01 2.12E+02 2.71E+02 abcde
30 TSV 19 2 2.34E+02 9.00E+00 4.00E+01 2.04E+02 2.63E+02 abcde
30 TSV 19 3 2.62E+02 5.16E+00 3.81E+01 2.45E+02 2.79E+02 e

Variable AUC

Condition Culture |Generation| Lineage Ismean SE df lower.CL upper.CL .group
25 SA 1 1 NA NA NA NA NA
25 SA 1 2 4.11E+02 5.14E+00 3.30E+01 3.94E+02 4.28E+02 e
25 SA 1 3 3.99E+02 5.14E+00 3.30E+01 3.82E+02 4.16E+02 de
25 SA 19 1 4.03E+02 5.14E+00 3.30E+01 3.86E+02 4.20E+02 de
25 SA 19 2 4.03E+02 5.14E+00 3.30E+01 3.86E+02 4.20E+02 de
25 SA 19 3 3.90E+02 6.40E+00 3.30E+01 3.69E+02 4.11E+02 de
25 TSA 1 3.79E+02 5.14E+00 3.30E+01 3.62E+02 3.97E+02 d
25 TSA 2 3.90E+02 5.14E+00 3.30E+01 3.73E+02 4.08E+02 de
25 TSA 3 3.88E+02 5.14E+00 3.30E+01 3.71E+02 4.05E+02 de
25 TSA 19 1 3.87E+02 5.14E+00 3.30E+01 3.69E+02 4.04E+02 de
25 TSA 19 2 3.86E+02 5.14E+00 3.30E+01 3.69E+02 4.03E+02 de
25 TSA 19 3 3.80E+02 6.43E+00 3.30E+01 3.59E+02 4.02E+02 de
30 SA 1 NA NA NA NA NA
30 SA 2 2.03E+02 6.40E+00 3.30E+01 1.82E+02 2.25E+02 ab
30 SA 3 1.99E+02 6.40E+00 3.30E+01 1.77E+02 2.20E+02 a
30 SA 19 1 2.18E+02 5.14E+00 3.30E+01 2.01E+02 2.35E+02 abc
30 SA 19 2 2.28E+02 6.43E+00 3.30E+01 2.07E+02 2.49E+02 abc
30 SA 19 3 2.35E+02 5.14E+00 3.30E+01 2.18E+02 2.52E+02 bc
30 TSA 1 2.19E+02 6.40E+00 3.30E+01 1.98E+02 2.41E+02 abc
30 TSA 2 2.49E+02 6.40E+00 3.30E+01 2.28E+02 2.70E+02 c
30 TSA 3 2.43E+02 9.28E+00 3.30E+01 2.12E+02 2.74E+02 abc
30 TSA 19 1 2.13E+02 5.14E+00 3.30E+01 1.96E+02 2.30E+02 ab
30 TSA 19 2 2.26E+02 6.40E+00 3.30E+01 2.04E+02 2.47E+02 abc
30 TSA 19 3 2.27E+02 6.40E+00 3.30E+01 2.05E+02 2.48E+02 abc
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Table S5: Relative AUC and TCTB production between conditions and generations.

Generation 1 between conditions

Generation 19 between conditions

Generation 1 between conditions

Culture Lineage TCTB_Reduction% Culture Lineage TCTB_Reduction% Culture Lineage AUC_Reduction%

SA 1 NA SA 1 86.12 SA 1 NA

SA 2 100 SA 2 100.00 SA 2 50.54185495
SA 3 100 SA 3 66.49 SA 3 50.20661933
SV 1 100 N 1 89.65 N 1 46.11649429
SV 2 100 SV 2 100.00 SV 2 NA

SV 3 99.36 SV 3 100.00 SV 3 42.64312731
TSA 1 97.72 TSA 1 98.31 TSA 1 42.17881144
TSA 2 85.34 TSA 2 95.90 TSA 2 36.23050127
TSA 3 77.30 TSA 3 94.42 TSA 3 37.53277573
TSV 1 99.42 TSV 1 76.09 TSV 1 45.53408742
TSV 2 87.03 TSV 2 96.76 TSV 2 46.77804191
TSV 3 78.37 TSV 3 89.92 TSV 3 42.33801557

Generation 19 between conditions

Condition 25°C between generations

Condition 30°C between generations

Culture Lineage AUC_Reduction% Culture Lineage TCTB_Reduction% Culture Lineage TCTB_Reduction%
SA 1 45.86 SA 1 NA SA 1 -Inf
SA 2 43.40 SA 2 98.78 SA 2 NA
SA 3 39.74 SA 3 23.96 SA 3 -Inf
N 1 38.50 SV 1 -4.97 SV 1 -Inf
N 2 37.68 SV 2 5.56 SV 2 NA
N 3 41.23 N 3 27.81 SV 3 100.00

TSA 1 44.83 TSA 1 18.77 TSA 1 39.90
TSA 2 241.48 TSA 2 21.05 TSA 2 77.93
TSA 3 40.43 TSA 3 19.82 TSA 3 80.28
TSV 1 37.82 TSV 1 16.55 TSV 1 -3325.00
TSV 5 38.58 TSV 2 10.69 TSV 2 77.70
Tov 3 297 TSV 3 28.56 TSV 3 66.73

Condition 25°C between generations

Condition 30°C between generations

Culture Lineage AUC_Reduction% Culture Lineage AUC_Reduction%
SA 2 2.06 SA 2 -12.09
SA 3 2.31 SA 3 -18.22
SA 1 NA SA 1 NA
SV 1 -5.95 SV 1 -20.94
SV 2 0.35 SV 2 NA
N 3 -5.03 SV 3 -7.63

TSA 1 -1.86 TSA 1 2.81
TSA 2 1.18 TSA 2 9.31
TSA 3 2.05 TSA 3 6.59
TSV 1 -3.25 TSV 1 -17.88
TSV 2 -0.25 TSV 2 -15.69
TSV 3 -6.11 TSV 3 -23.36
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Table S6: Values of local adaptation contrasts based on the HA (Home vs. Away) and LF
(Local vs. Foreign) measurements.

Generation Trait LocalAdap test Condition  Contrast SD p_value
SA-TSA 25 15.87 07.01 0.19
AUC SV-TSV 25 15.09 18.75 0.3
TSA-SA 30 44.7 1.23 0.01
1 TSV-SV 30 -10.91 11.7 0.41
SA-TSA 25 -79.88 12.8 0.07
TCTB SV-TSV 25 -134.49 174.64 0.31
TSA-SA 30 107.59 91.62 0.18
ALF TSV-SV 30 106.78 104 0.22
SA-TSA 25 14.44 4.14 0.03
AUC SV-TSV 25 9.16 17.93 0.47
TSA-SA 30 -5.23 3.11 0.1
19 TSV-SV 30 8.35 11.38 0.33
SA-TSA 25 -166.92 348.4 0.49
TCTB SV-TSV 25 -67.64 144.38 0.5
TSA-SA 30 -81.14 95.03 0.28
TSV-SV 30 90.04 77.53 0.18
Generation Trait LocalAdap Test Culture Contrast SD p_value
SA 204.16 5.22 0.01
cd25-cd30
SV 174.89 2.48 0.01
AlC TSA 149.08 9.74 0.001
cd30-cd25 : . :
1 TSV -167.99 10.82 0.001
SA 713.03 123.34 0.08
cd25-cd30
SV 778.84 96.79 0.01
TCTB
TSA -695.58 105.43 0.01
cd30-cd25
AHA TSV -806.55 133.38 0.01
SA 171.56 15.22 0.003
cd25-cd30
AUC SV 157.61 19.31 0.005
TSA -162.36 9.97 0.001
cd30-cd25
19 TSV -140.1 9.63 0.002
SA 371.39 348.33 0.21
cd25-cd30
SV 665.76 127.29 0.01
TcTe TSA 619.45 80.07 0.01
cd30-cd25 — ‘ ‘
TSV -643.36 36.19 0.001
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Table S7: Sequencing and mapping information for the 60 Fusarium graminearum strains
sequenced from the experimental evolution trial.

Sample Sample - ; Temperature Total Mapped Properl Properl Mean Median Genome
N Nan?e Codpe Experiment Generation ’Z“C) Reads (M) Reagg M) pairsd (l\)//I) mappped ({'A;) Depth Depth covz/z;ige
1 MRFLO1 SO S 0 25 28.38 27.57 27.36 96.42 73.60 73.00 97.95
2 MRFLO2 TSO TS 0 30 29.07 28.34 28.09 96.62 76.04 78.00 97.51
3  MRFLO3 SA1-2 SA 1 25 19.76 19.28 17.47 88.43 51.35 29.00 97.61
4 MRFLO4 SA1-3 SA 1 25 20.57 20.14 17.98 87.40 53.47 32.00 97.78
5 MRFLO8 SA5-1 SA 5 25 23.04 22.43 22.29 96.77 59.85 59.00 97.99
6 MRFL09 SAS5-3 SA 5 25 151.69 14749  146.61 96.65  393.37 382.00 98.06
7 MRFL13 SA10-1 SA 10 25 29.25 28.48 28.27 96.66 76.06 74.00 97.89
8 MRFL14 SA 10-2 SA 10 25 26.17 25.50 25.34 96.83 68.35 67.00 97.59
9 MRFL15 SA 10-3 SA 10 25 31.92 31.03 30.78 96.42 82.79 81.00 98.02
10 MRFL19 SA15-1 SA 15 25 25.73 25.07 24.78 96.33 66.85 66.00 98.00
11  MRFL20 SA15-2 SA 15 25 2481 24.10 23.72 95.60 64.21 63.00 98.03
12 MRFL21 SA15-3 SA 15 25 29.09 28.32 28.07 96.49 75.49 75.00 98.04
13 MRFL61 SA19-1 SA 19 25 26.68 25.90 25.70 96.33 69.06 67.00 98.04
14 MRFL62 SA19-2 SA 19 25 46.63 45.31 44.80 96.08 120.84 120.00 97.97
15 MRFL63 SA19-3 SA 19 25 24.56 23.85 23.69 96.46 63.86 63.00 97.66
16 MRFLO5 TSA1-1 TSA 1 30 36.09 35.09 34.85 96.57 93.92 92.00 97.70
17 MRFL88 TSA1-2 TSA 1 30 37.68 35.80 35.07 93.05 94.42 90.00 98.11
18 MRFLO7 TSA1-3 TSA 1 30 25.95 25.11 24.96 96.21 67.31 67.00 97.58
19 MRFL10 TSAS5-1 TSA 5 30 34.10 33.21 32.98 96.72 88.85 88.00 97.76
20 MRFL11 TSAS5-2 TSA 5 30 27.20 26.33 26.13 96.04 70.31 68.00 97.86
21 MRFL12 TSAS5-3 TSA 5 30 31.68 30.84 30.65 96.75 82.64 84.00 97.63
22 MRFL16 TSA10-1 TSA 10 30 45.30 43.93 43.64 96.33  117.23 116.00 97.98
23 MRFL17 TSA 10-2 TSA 10 30 24,01 23.34 23.14 96.38 62.30 61.00 97.96
24 MRFL102 TSA 10-3 TSA 10 30 42.63 42.63 42.61 99.95 53.58 54.00 98.01
25 MRFL22 TSA 15-1 TSA 15 30 28.86 28.06 27.59 95.59 74.74 73.00 98.05
26 MRFL23 TSA 15-2 TSA 15 30 16.44 16.03 15.77 95.89 42.78 40.00 97.91
27 MRFL24 TSA 15-3 TSA 15 30 40.44 39.12 38.49 95.18 104.25 98.00 98.03
28 MRFL64 TSA 19-1 TSA 19 30 28.83 28.09 27.84 96.59 75.24 75.00 97.67
29 MRFL65 TSA 19-2 TSA 19 30 29.05 28.33 28.08 96.65 75.90 74.00 97.59
30 MRFL66 TSA 19-3 TSA 19 30 31.64 30.70 30.44 96.19 82.17 81.00 97.69
31 MRFL25 SV1-1 SV 1 25 31.81 30.82 30.59 96.17 82.16 80.00 98.06
32 MRFL87 SV1-2 SV 1 25 49.03 47.60 47.23 96.34 126.84 120.00 98.08
33 MRFL27 SV 1-3 SV 1 25 236.31  229.94 227.62 96.32 611.98 596.00 98.14
34 MRFL90 SV5-1 SV 5 25 45.85 43.80 42.93 93.61 115.47  102.00 98.12
35 MRFL91 SV5-2 SV 5 25 55.21 53.01 52.19 94.53 140.07  133.00 98.10
36 MRFL82 SV5-3 SV 5 25 25.21 24.46 24.26 96.24 65.51 62.00 97.66
37 MRFL39 SV 10-1 SV 10 25 37.02 35.98 35.71 96.45 96.01 93.00 97.93
38 MRFL41 SV 10-2 SV 10 25 59.79 58.01 57.53 96.21 15446 151.00 98.10
39 MRFL42 SV 10-3 SV 10 25 25.02 24.32 24.16 96.53 65.10 63.00 97.64
40 MRFL47 SV 15-1 SV 15 25 25.52 24.73 24.40 95.61 66.13 64.00 97.64
41 MRFL48 SV 15-2 SV 15 25 28.25 27.40 27.10 95.94 73.28 74.00 97.62
42 MRFL49 SV 15-3 SV 15 25 19.01 18.50 18.34 96.51 49.59 48.00 97.54
43 MRFL94 SV 19-1 SV 19 25 59.18 56.73 55.90 94.45 150.10 142.00 98.08
44 MRFL95 SV 19-2 SV 19 25 64.24 61.63 60.65 94.41 162.76  157.00 98.12
45 MRFL96 SV 19-3 SV 19 25 55.25 52.62 51.38 93.00 138.64 131.00 98.08
46 MRFL28 TSV 1-1 TSV 1 30 30.17 29.42 28.96 95.97 78.42 75.00 98.04
47 MRFL29 TSV 1-2 TSV 1 30 137.80 133.38 131.31 95.29 354.84 370.00 97.95
48 MRFL30 TSV 1-3 TSV 1 30 35.61 34.68 34.44 96.71 92.81 95.00 97.68
49 MRFL36 TSV 5-1 TSV 5 30 33.84 32.90 32.59 96.30 87.86 89.00 97.88
50 MRFL37 TSV5-2 TSV 5 30 25.00 24.22 23.89 95.57 64.63 64.00 97.92
51 MRFL38 TSV5-3 TSV 5 30 29.24 28.32 27.98 95.71 75.61 76.00 97.87
52 MRFL44 TSV 10-1 TSV 10 30 29.42 28.52 28.24 95.99 76.21 75.00 97.76
53 MRFL45 TSV 10-2 TSV 10 30 2411 23.36 23.13 95.96 62.40 62.00 97.73
54 MRFL46 TSV 10-3 TSV 10 30 24.66 23.77 23.42 94.96 63.33 63.00 97.99
55 MRFL92 TSV 15-1 TSV 15 30 47.27 45.34 44.64 94.44 119.92 117.00 98.08
56 MRFL51 TSV 15-2 TSV 15 30 24.40 23.69 23.47 96.19 63.40 62.00 97.67
57 MRFL93 TSV 15-3 TSV 15 30 62.24 59.47 58.64 94.22 157.42  155.00 98.07
58 MRFL97 TSV 19-1 TSV 19 30 49.90 47.94 47.33 94.86 126.96  128.00 98.05
59 MRFL98 TSV 19-2 TSV 19 30 55.90 53.64 52.94 94.70 142.12  140.00 97.98
60 MRFL58 TSV 19-3 TSV 19 30 62.80 60.97 60.46 96.27 162.81 160.00 97.88

Average 41.77 40.48 39.98 95.65 106.79 103.95 97.89
Minimum 16.44 16.03 15.77 87.40 42.78 29.00 97.51
Maximum  236.31  229.94 227.62 99.95 611.98 596.00 98.14
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3. Complément d’analyses
Pour marquer le lien entre 1’étude de la plasticité phénotypique et 1’étude de la plasticité
génomique, nous avons réalisé une analyse de la plasticité phénotypique entre les générations
évoluées. Pour rappel, la plasticité transgénérationnelle est définie comme les changements
dans un caractére spécifique, dans la descendance, induit par les conditions environnementales
rencontrées par les ancétres. C’est un mode de transmission non-génétique®® et épigénétique
par lequel I’expérience d’un environnement par un parent influencera les normes de réactions
des descendants. Dans ce contexte, nous nous demandons si la plasticité phénotypique est
différente entre les générations. Chaque norme de réaction du caractere TCTB est constituée
des 3 lignées, présentée par culture en Figure 19 et I’analyse de variance pour les parametres
de culture (SA/ SV/ TSA/ TSV) et de génération (1 ou 19) en tableau 1. Nous observons que
les normes de réaction des deux générations ne sont pas paralléles entre elles et se croisent pour
les cultures SA, SV et TSV, il y a donc de la variation de plasticité phénotypique entre les
générations. Pour la culture TSA, les normes de réaction ne se croisent pas, nous supposons que
la variation phénotypique observée entre les conditions pour chaque génération est liée a une
plasticité du génome. Une autre analyse de variance, uniquement pour la culture TSA, démontre
qu’il n’y a pas de différence significative entre les générations (p=0.08), montrant qu’il n’y a
pas de variation de la plasticité phénotypique. Enfin, I’analyse de variance entre tous les modes
de cultures (tableau 5) est significative pour I’ensemble des facteurs Génération et Culture et
pour I’interaction (p<0.05) suggérant de la variation dans la plasticité phénotypique entre les

générations pour chaque culture (tableau 6).

Nous venons de démontrer par 1’analyse de variance, la présence de plasticité phénotypique
entre les générations qui par définition est de la plasticité transgénérationnelle. Les normes de
réaction des souches évoluées ont été influencées par I’environnement des souches ancestrales.
Le pattern de mutations identifiées en géneration 19 (aléatoires, lignées-spécifiques) ne semble
pas en lien avec cette observation, et ceci suggére que cette transmission serait sous un

déterminisme non-génétique et/ ou épigénétique.

30 Ou hérédité non mendélienne
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Figure 19 : Normes de réaction entre générations du caractere TCTB pour les quatre cultures.

Tableau 5 : Analyse de variance pour les données de la norme de réaction de la variable TCTB
comprenant les facteurs (Génération 1 et 19, Culture SA/SV/TSV), les dégrés de libertés (Df),
la somme des carrés (Sum Sq), la moyenne des carrés (Mean Sq), la valeur du test F (F value)
et la valeur p (Pr(>F)) au seuil de 0=0.05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Culture \ 2 6.36E+04  3.18E+04 6.51E+00  3.02E-03
Generation \ 1 6.10E+04 6.10E+04 1.25E+01  8.76E-04
Culture:Generation \ 2 3.79E+04  1.89E+04 3.88E+00  2.71E-02
Residuals | 51 2.49E+05  4.88E+03 NA NA

Tableau 6 : Statistiques descriptives liées a la plasticité phénotypique de la norme de réaction
du caractére TCTB des 103 souches de F. graminearum.

Culture Génération Meanz+sd Min-Max
SA 1 -142.61+31.44 -181.62-92
SA 19 10.27459.65 -66.64-108.41
sV 1 -154.35454.05 -224.95-37.31
SV 19 -106.98+62.86  -159.25-79.82

TSA 1 -53.04+£76.59  -153.42-53.68
TSA 19 -104.26+26.45 -126.94-44.24
TSV 1 -74.46+101.24  -200.24-39.39
TSV 19 -52.57+82.87 -122.62-145.03
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4. Conclusion

Les résultats clés de ce chapitre 2 dont 1’objectif est de caractériser la dynamique mutationnelle

chez F. graminearum sont :

- On observe un ralentissement de la croissance, liée a la température, au 1° cycle de
culture (S1), pour la reproduction végetative et pour la reproduction asexuée. Dés S2,
la croissance du champignon & 30°C est similaire a celle a 25°C, mais cette observation
ne semble pas se maintenir lors du passage a -80°C.

- Les données phénotypiques des souches ré-éavaluées a 25°C et 30°C apres passage au
froid montrent un effet significatif de la température sur les caractéres mais aucune
différence selon 1’origine des souches, les lignées et les générations.

- Le mode de reproduction asexuée semble montrer une augmentation globale de la
production en TCTB de TSA vs SA.

- Concernant 1’adaptation locale (AHA), le phénotype (TCTB ou AUC) des cultures SA
et SV semblent étre adaptées a 25°C alors que les cultures TSA et TSV ne semblent pas
montrer d’adaptation a 25°C.

- Il semblerait que les populations TSV comparées aux populations SV (AFL) issues du
19%™ cycle par rapport au 1% cycle semblent étre plus adaptées a la condition locale :
30°C.

- Apres un reséquencage de 60 souches évoluées des cycles 0, 1, 5, 10, 15 et 19, huit
mutations dont 6 SNPs et 2 Indels ont été retrouvées uniquement au cours des cycles
végétatifs.

- On note une variation de plasticité phénotypique au travers de la norme de réaction pour
le caractere TCTB entre les générations qui pourrait s’apparenter a de la plasticité

transgénérationnelle.
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Discussion générale et perspectives

1. La plasticit¢ phénotypique comme agent d’adaptation potentiel de F.
graminearum

Rappel de I’hypothése et deS questions : La plasticité phénotypique est 1’une des premiéres
réponses de 1’organisme aux changements environnementaux et elle est potentiellement sous
déterminisme génétique. Nous avons exploré cette hypothese chez le champignon
phytopathogéne et mycotoxinogene F. graminearum. Plusieurs questions ont été adressées :
Quelle est ’amplitude de la réponse plastique du champignon en fonction de 1’environnement,
du caractére observé et du génotype ? Quelles souches semblent étre plus adaptées a un
environnement qu’a un autre ? Quels déterminismes géenétiques et moléculaires sous-tendent la

plasticité phénotypique ?

Au cours de cette étude, ’approche de génétique quantitative (génétique d’association) utilisée
pour étudier la plasticité phénotypique nous a permis de mettre en évidence une plasticité
phénotypique a large échelle (Chapitre 1). Pour rappel, nous avons utilisé 103 souches de
F. graminearum isolées de blé qui ont été entierement séquencées. La caractérisation de la
plasticité phénotypique pour la production en mycotoxine et la croissance a été realisée in vitro,
entre une condition témoin et une condition traitée pour quatre environnements différents :
température (E1), composante oxydative (E2), disponibilité en eau (E3) et concentration
d’azote du milieu (E4). Ces deux types données, génétiques et phénotypiques, nous ont permis

de réaliser un GWAS.

D’abord, nous avons observé de la plasticité¢ phénotypique par décomposition de la variance
phénotypique et I’étude de I’interaction GxC, entre les génotypes et les conditions utilisées pour
chaque environnement. Dans les quatre environnements étudiés ici, et selon le caractére, la
proportion expliquée par la plasticité phénotypique représente jusqu’a 1/3 de la variance
phénotypique. Aussi, la significativité de cette interaction démontre que les individus répondent
de facon différentielle & une modification de I’environnement. Ensuite, les valeurs issues de la
norme de réaction et du coefficient de plasticité nous ont indiqué 3 résultats majeurs : [1] La
plasticité phénotypique est variable en fonction des génotypes, de maniere dépendante ou
indépendante des environnements. Cela nous indique qu’il existe un fond génétique variable lié
a I’expression de la plasticité phénotypique. [2] La plasticité phénotypique est variable selon
les environnements, sous-tendant qu’un environnement spécifique induit une plasticité

phénotypique singuliére. [3] La réponse plastique est également dépendante du caractére étudié
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selon I’environnement dans lequel il est évalué. L’ensemble de ces résultats nous suggere que
la plasticité phénotypique est ubiquitaire et que la variation génotypique observée est
probablement sous contrdle génétique chez F. graminearum.

a) Vers une vision plus holistique de la plasticité phénotypique chez F.
graminearum

Dans cette partie, nous avons calculé la norme de réaction entre deux conditions en supposant
une réponse linéaire entre celles-ci. Cette simplification peut conduire a de possibles erreurs
d’interprétation (Gomulkiewicz and Stinchcombe, 2022; Valladares et al., 2006). Afin de
donner plus de poids a ces normes de réaction, tester plusieurs conditions par environnement
aurait pu aider a construire des normes de réaction polynomiales (Gibert et al., 1998).
L’équation de cette nouvelle norme de réaction prendrait plus en compte la plasticité
phénotypique entre les conditions expérimentées par I’individu. Ainsi nous pourrions utiliser
les coefficients des équations ou I’aire sous les courbes comme des variables explicatives de la
plasticité phénotypique. Cependant, le design expérimental nécessaire pour étudier les
modifications continues d’un environnement s’avére trés vite limitant avec un effectif
raisonnable pour envisager de la génétique d’association. On pourrait imaginer refaire
I’expérimentation en choisissant un seul environnement mais en étudiant un gradient de
conditions (Peltier et al., 2018).

Ensuite, par rapport aux caracteres observeés, bien que les mycotoxines soient des métabolites
d’importance majeure liée a leurs toxicités et a leurs enjeux de sé€curité sanitaire et alimentaire,
ce ne sont pas les seules molécules pertinentes a suivre. Ce sont de métabolites secondaires,
non peptidiques, qui ne sont pas produits par toutes les souches®, et dont les mécanismes
régissant la régulation de la production dans différents environnements sont complexes. Dans
I’apport supplémentaire n°2 de données (Chapitre 1-b Occurrence de signaux métaboliques sur
les chromatogrammes d’HPLC), des signaux inconnus ont eté observés sur les
chromatogrammes, nous indiquant que d’autres probables métabolites sont produits et
quantifiables. Il ne s’agit 1a que des signaux les plus importants et persistants d’une souche a
I’autre permettant 1’étude de la plasticité phénotypique. Ici, nous avons montré que la part de
variance expliquee par la condition est faible (quel que soit I’environnement) et qu’une part de

la variance expliquée par le génotype trés importante (quel que soit I’environnement), en

31 Dans nos conditions expérimentales.
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comparaison aux variables des phénotypes toxine. La production de ces métabolites serait
moins liée aux variations de I’environnement et plus sous déterminisme génétique. En outre,
quel que soit le signal et I’environnement observé la variance phénotypique expliquée par le
GxC varie de 0.07 a 0.24, similaire a ce qui a été noté pour 1’étude du phénotype toxine dans
les mémes environnements. Une question se pose alors : comment expliquer la variation dans
I’interaction génotype par environnement observée ? La condition appliquée (température ou
oxydative) n’influencerait pas directement la production de ces signaux mais serait impliquée
dans la production d’autres métabolites intermédiaires (primaires ou secondaires) qui
influenceraient les signaux observés. Une hypothese serait que la plasticité de certains
caractéres peut augmenter ou diminuer 1’expression d’un autre caractére. Un signal
environnemental va entrainer la plasticit¢ dun ou plusieurs caractéres, modifiant
subséquemment I’environnement proche de 1’organisme (action autocrine ou paracrine comme
les phéromones chez F. oxysporum (Vitale et al., 2019)) induisant de la plasticité pour un ou

plusieurs autres caractéres (Nielsen et Papaj 2022).

Ces résultats illustrent I’importance de prendre en compte le métabolome dans son ensemble.
Il a déja été démontré chez F. graminearum que des variations environnementales induisaient
une modification des profils métabolomiques (Atanasova-Penichon et al.,, 2018). La
caractérisation des métabolomes de différentes souches dans plusieurs environnements est aussi
’occasion d’affiner I’étude de la plasticité phénotypique de F. graminearum au travers de la
plasticité métabolique (Weiszmann et al., 2023). Un projet de métabolite-GWAS (MGWAS)
est actuellement en cours au laboratoire (projet WASABI), utilisant la méme population de
souches (et la méme matrice de variants), caractérisées pour leur croissance et la production de
mycotoxine sous différentes contraintes azotées (5°™ environnement, différences dans la source
azotée). Il s’agit de détecter et quantifier I’ensemble des métabolites présents dans toutes les
souches (polaire, apolaire, dans le mycélium ou excrétés dans le milieu). Un triple objectif se
dessine ici : la réalisation d’un core-métabolome et une métabolome accessoire (1) (sur I’idée
du pangénome (Alouane et al., 2021)) et I’é¢tude des variations génétiques a 1’origine de ces
métabolites (2). Le projet WASABI pourra mettre en évidence le lien entre plasticité
phénotypique et plasticité métabolomique (3) en mettant en avant la stratégie d’optimisation du
phénotype employé par F. graminearum dans ce contexte de changement de source azotée. Des
études de plasticité métabolomique par rapport aux variations de température ont été réalisées
chez les plantes (Sun et al., 2016) ainsi qu’une association métabolites-génotypes a été réalisée

chez Z. tritici (Singh et al., 2022). Ces donneées représenteront des informations importantes
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concernant les voies de signalisation impliquées dans le développement de la fusariose, de la

production en mycotoxine et de la croissance de F. graminearum.

De maniére complémentaire aux études de métabolomique, nous pouvons aussi faire
I’hypothése que la plasticité phénotypique est lice a un recablage des réseaux de régulation des
genes (Guo et al., 2016). Chez Z. tritici, Jallet et al. (2020) ont mis en évidence une plasticité
transcriptomique en réponse a une fluctuation de la température. A I’instar de ce qui est
envisagé dans le projet WASABI, une caractérisation des transcriptomes des souches comme
autant de phénotypes sous différentes contraintes environnementales permettrait d’étayer cette

hypothése au moyen d’une approche par eQTL (Kita et al., 2017; Nica and Dermitzakis, 2013).

b) La plasticité phénotypique serait sous un déterminisme génétique (ou non)
complexe

L’approche de génétique d’association utilisée ici est une approche standard mais originale pour
le modeéle, permettant une dissection du génome dans son entiereté. Méme si peu de genes ont
retenu notre attention, il semblerait qu’ils soient potentiellement impliqués dans la perception
de I’environnement. Il est connu que les geénes qui controlent la plasticité phénotypique seraient
en lien avec des grandes fonctions régulatrices comme la régulation hormonale ou la date de
floraison chez les plantes (Laitinen and Nikoloski, 2019). Afin de confirmer I’implication des
genes retrouveés ici, nous pourrions envisager une étude de génétique inverse. Par exemple, nous
avons retrouvé 3 SNPs en désequilibre de liaison associé a la plasticité phénotypique du DON
(2 intégrales membranes et 1 lipase partial) ou I’haplotype constitué des trois SNPs confére une
différence significative dans la plasticité phénotypique. Afin de montrer I’impact de I’haplotype
sur la plasticité phénotypigque, nous pourrions envisage de réaliser des mutants de certaines
souches. Aussi, afin de démontrer s’il y existe des variations dans la plasticité phénotypique
induites par les différences d’haplotypes possibles, nous pourrions envisager d’obtenir des
souches mutantes pour chagque SNPs de maniére indépendante. Nous aurions les 8 haplotypes®2

différents.

Outre le modele épistatique d’architecture génétique de la plasticité phénotypique présenté dans
I’article du chapitre 1, selon le nombre de genes/ SNPs retrouvés (par rapport a d’autres études

chez les plantes par exemple) d’autres possibilités d’architecture génétique ou épigénétique

32 |_es 8 haplotypes sont: 0 0 0/0 0 1/0 1 0/0.11/100/110/101/111
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peuvent étre envisagées. Par exemple, nous pourrions faire 1’hypothése que 1’architecture
moléculaire de la plasticité phénotypique vient en partie de 1’édition des ARN messagers.
L’édition d’ARN messagers est une modification post-transcriptionnelle convertissant
I’adénosine en inosine par une désamination hydrolytique ou d’une cytidine en uridine. C’est
une modification connue chez les champignons (Bian et al., 2019) et chez F. graminearum (H.
Liu et al., 2016) en particulier. Ce sont des modifications intervenant majoritairement pendant
la reproduction sexuée induisant un changement d’acides aminés lors de la traduction pour 2/3
des éditions. Cette source de variation dans les ARN messagers semble étre importante pour la
variation phénotypique du champignon en augmentant la diversité protéomique, d’autant que
F. graminearum est capable de reproduction sexuée au champ. Une expérience de séquencage
d’ARN nous permettrait d’évaluer I’importance de ce phénoméne entre nos différentes
conditions, appuyeé par des modifications de phénotype. Du point de vue épigénétique, nous
pourrions réaliser des mutants de certaines cibles épigénétiques comme cela a déja été réalisé
chez Neurospora crassa (Kronholm et al. 2016) ainsi que chez Fusarium pour la marque
H3K27me3 modifiant 1’expression de certains génes en fonction de I’environnement (Moser

Tralamazza et al., 2022).

c) La plasticité phénotypique jouerait un réle dans la relation hote pathogene
Jusqu’a présent, I’étude s’est concentrée sur la réponse phénotypique et plastique de F.
graminearum en condition de culture in vitro, en tant qu’étude pilote de la plasticité
phénotypique chez ce champignon phytopathogéne. Pour chague expérience, nous avons
inocule des spores issues de la reproduction asexuée dans un milieu minimum. D’une part,
I’étude d’autres caractéres tels que la capacité de sporulation (asexuée) ou sexuée sont des
parametres importants a considérer afin d’estimer le fitness des souches dans les différents
environnements. D’autre part, dans le contexte de la fusariose de 1’épi, le milieu minimum
utilisé pour les analyses in vitro est largement différent de celui rencontré lors de I’infection.
La plante produit des molécules plus complexes et en quantités plus importantes pouvant
induire des réponses phénotypiques differentes (Droce et al., 2017; Guenther et al., 2009).
D’ailleurs, une étude antérieure a montré que le métabolome du blé est modifié lors de
I’infection par F. graminearum (Lowe et al., 2010), et ces métabolites pourraient induire de

multiples reponses plastiques chez F. graminearum.
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Nous avons étudié différents environnements en lien avec le changement climatique
(température, disponibilité en eau), la réponse de la plante a I’infection (oxydatif, qui est aussi
une réponse de la plante au changement climatique) et les pratiques culturales au champ
(concentration en azote). Bien que notre etude ait été réalisée en laboratoire in vitro, ces
différents environnements peuvent étre replacés dans le cycle infectieux de F. graminearum
(Figure 19). En effet, la température et la disponibilité en eau sont des facteurs importants liés
a la survie des spores au cours de I’hiver sur les résidus de cultures, a I’infection et la
germination au niveau des épillets et au moment du stockage des grains de blé. La concentration
en azote, apportée par exemple par des engrais, pourrait influencer la germination des spores et
I’infection du blé. Cette méme concentration en azote mais aussi des sources différentes (via
les acides aminés) est aussi retrouvée modulée dans le grain par rapport a une augmentation de
la température (Wang et al., 2019), influencant alors la concentration en mycotoxine. Enfin, la
capacité de production de peroxyde d’hydrogene par le blé est un facteur a prendre en compte
car il induit la production de DON par F. graminearum. La production d’espéces réactives de
I’oxygéne a été signalée comme étant modulée chez la plante en fonction du changement
climatique (Sachdev et al., 2021). Les résultats de notre étude montrent qu’il y a des souches
qui ont une capacité toxinogene importante quel que soit I’environnement. De méme, certaines
souches ont une capacité a avoir un phénotype plastique plus important que d’autres ce qui
suggere que le champignon peut s’adapter aux conditions changeantes de son environnement

pour maximiser son succes infectieux.

Un pas en avant vers la caractérisation de la plasticité phénotypique aurait été de réaliser des
cultures in vitro sur grains de blé ou sur feuilles détachées ou alors in planta afin de récolter
des informations sur la virulence des souches dans différents environnements. En effet, la
culture in planta offre une plus grande variété de microenvironnements (par exemple la
tempeérature (Yu et al., 2016), ou la compétition avec d’autres microorganismes) par rapport a
des cultures in vitro. Cela peut permettre d'observer comment la plasticité phénotypique de F.
graminearum varie en fonction de différents facteurs environnementaux, tels que la variété de
la plante hote, les conditions climatiques, les nutriments, etc. D’autres environnements tels que
I’impact du CO2, d’une température plus froide ou des rayonnement UV ainsi que la
combinaison d’environnements telle que la température avec la disponibilité en eau, in planta
ou non, seraient autant d’environnements permettant 1’é¢tude de la plasticité phénotypique

(Alster et al.2021). L’impact du CO2 (Peter Mshelia et al., 2020), les combinaisons de
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différentes températures et de disponibilités en eau (Jiménez et al., 1996; Ramirez Albuquerque
etal., 2022, 2021b; Ramirez et al., 2006), ainsi que certaines études in planta (Hay et al., 2021,
Rossi et al., 2001; Talas et al., 2016) donnent un apercu du potentiel toxinogene et adaptatif de
F. graminearum. Cependant, I’interprétation des études in planta soulévent également la
question de la plasticité de la plante face aux conditions environnementales rencontrées. La
plasticité du champignon (et de la plante) est alors envisagée a travers 1’étude de la plasticité
phénotypique de I’interaction hote-pathogene (Taylor et al., 2006). Par exemple, 1’étude par
Talas et al (2016) avait démontré, sur une centaine de souches, une agressivité variable sur le
blé évaluée dans diverses conditions climatiques selon les années de récolte. Bien que
I’interaction GXE soit significative, cette démonstration souléve la question de la plasticité
phénotypique de la plante dans ces différentes conditions ainsi que la plasticité de I'interaction

hote-pathogene.
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Dans une perspective plus globale, la fusariose de 1’épi et la contamination des grains de blé
par les mycotoxines ne sont pas causées par une seule espéce fongique mais par un mélange
d’espéces de Fusarium qui interagissent ensemble. Notamment les espéces Fusarium
graminearum, Fusarium culmorum, Fusarium avenaceum, Fusarium tricinctum, Fusarium
poae, Fusarium sporotrichioides et Fusarium langsethiae sont les champignons les plus
fréquemment rencontrés en Europe (Aoki et al., 2012; Karlsson et al., 2021). Sur la plante, co-
existe aussi un microbiome constitué notamment d’autres champignons et bactéries dont des
preuves pour la protection et la résistance aux stress biotiques ou abiotiques du blé ont été
apportées. Par exemple, la bactérie Pseudomonas piscium produit du phenazine-1-carboxamide
qui affecte une histone acétyltransférase chez F. graminearum, dérégulant sa croissance (Chen
et al., 2022). La plasticité phénotypique de I’interaction de ces espéces en condition d’infection
est un objet d’étude primordial pour mieux comprendre 1’équilibre des écosystémes et leur
possible évolution (Agrawal, 2001). Nous pouvons nous demander en quoi la capacité a
disposer d’un phénotype plastique peut altérer une communauté microbienne ou au contraire
lui permettre de s’étendre, et dans notre systéme augmenter ou diminuer 1’infection par
Fusarium. La littérature rapporte que l’interaction entre une plante et un microorganisme
stimule la sécrétion de molécules signale par les racines attirant d’autres microorganismes
induisant une résistance systémique (Goh et al., 2013). Nous pouvons suggérer que I’interaction
avec un microorganisme pathogene diminue la fitness de la plante mais induit sa plasticité
phénotypique en produisant des molécules impliquées dans la coopération avec d’autres
microorganismes, donc atténuant I’impact du stress environnemental. Aussi, le changement de
prédominance d’une espece par rapport a une autre dans la composition des agents induisant la
fusariose peut étre considéré comme une forme de plasticité phénotypique de la maladie. Des
changements d’espece ont déja été notés en Europe ou F. graminearum a remplacé F.
culmorum, plus adapté aux températures chaudes possédant sans doute une aptitude a la
compétition pour envahir la niche écologique, ou des changements de souches plus toxinogénes
(notamment aux Etats-Unis), probablement dus au changement climatique ou de pratiques
agricoles (Miedaner and Juroszek, 2021; Ward et al., 2008).
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2. La plasticit¢ génomique comme agent d’adaptation potentiel de F.
graminearum

Rappel de I’hypothese et de questions : La mutation est une des forces évolutives a 1’ceuvre
dans les mécanismes d’adaptation des populations de F. graminearum a la suite de
modifications de leur environnement. En utilisant un dispositif d’évolution expérimentale, nous
avons aborde plusieurs questionnements : Quelle dynamique mutationnelle peut-on observer en
fonction des différents modes de propagation chez F. graminearum ? Quel est I’impact de
I’¢lévation de la température sur la production de mutations (en nombre, en termes d’annotation
fonctionnelle) ? Quelles modifications phénotypiques liées a la croissance et la production en
mycotoxines sont observables au cours des cycles ? En quoi la dynamique mutationnelle

observée peut contribuer a ’adaptation du champignon ?

Dans le contexte de changement climatique ou la hausse de la température est un des facteurs
principaux, nous avons décidé de réaliser une étude d’évolution expérimentale ou la dynamique
mutationnelle a été étudiée sous pression de sélection d’un stress thermique. C’est pourquoi
nous avons choisi de réaliser I’expérimentation a 25°C (température optimale (S) de production
en mycotoxines au laboratoire) et a 30°C (température suboptimale (TS)) qui seront appliquées
a toutes les modalités décrites ci-apres. Deux modes de multiplication du champignon ont été
choisis : un mode de reproduction asexué (SA/TSA) qui fait référence au mode de dispersion
de I’inoculum lors du cycle infectieux de F. graminearum ainsi qu’un mode de repiquage de la
forme végétative (SV/TSV) du champignon, impliqué dans la croissance sur I’hote. Trois
réplicas ont été suivis en paralléle permettant d’obtenir 3 lignées indépendantes, pendant 19
cycles (de conidie n a conidie n+1 ou de repiquage n a repiquage n+1). Nous avons obtenu les
phénotypes de production de mycotoxines et de croissance sur les 3 lignées pour les deux modes
de propagation des cycles 1 et 19, & 25°C et 30°C*. Enfin, nous avons reséquencé le génome
de I’ensemble de 60 souches réparties comme suivant : 3 lignées pour les deux modes et
température de propagation sur les cycles initiaux (SO et TS0) et évolués (1, 5°™m¢, 108™e, 15¢me
et 19°™). De faibles différences dans le phénotype de croissance et de production en
mycotoxines sont visibles entre les souches des cycles 1 et 19, quel que soit I’environnement

dans lequel elles ont évolué. Seules des différences significatives ont été observées entre les

33 Ce sont les conditions de cultures a ne pas confondre avec les conditions utilisées pour faire évoluer les souches
(SvsTS).
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conditions de culture utilisées pour le phénotypage. Les lignées ne montrent pas de différences

phénotypiques entre elles.

a) Le génome de F. graminearum serait-il si peu plastique ?
Concernant le génotypage, le séquencage a revélé des variants uniquement dans les souches
évoluées par les cycles vegetatifs, 3 variants pour SV et 5 variants pour TSV. Parmi les 8
variations retrouvées, 6 sont des SNPs et 2 sont des insertions. Nous n’avons pas non plus

identifié de possibles réarrangements chromosomiques lors de notre analyse de CNV.

Avoir retrouveé si peu de mutations est cependant surprenant en comparaison avec ce qui est
décrit dans la littérature par rapport au reséquencage du génome de référence PH-1 (King et al.,
2015) ou par rapport a sa capacité de mutation importante retrouvée lors d’une délétion d’un
gene majeur (Chen et al., 2020). Ce faible nombre de mutations peut s’expliquer d’une part lors
de I’expérimentation. En effet, lorsqu’on récupere des implants de mycélium du cycle n pour
ensemencer ou pour genérer des spores du cycle n+1, un certain nombre de cellules (non
quantifiable) représente en réalité un faible pourcentage des cellules présentes sur la boite®.
Par conséquent, le nombre de cellules utilisées dans le but de générer le cycle suivant subit un
goulot d’étranglement. Ce phénoméne peut étre associé a de la dérivé génétique c’est-a-dire
une réduction de la diversité allélique présente dans la boite par rapport aux implants récupérés.
Pour les cycles de reproduction asexuée, nous aurions pu récupérer les conidies sur la boite de
pétri de départ avec de 1’eau stérile puis en inoculer un nombre connu pour le cycle suivant et
ainsi de suite. Concernant les cycles végétatifs, le probléme est plus insoluble car il faudrait
récupérer toutes les cellules situées sur le front de migration pour ensemencer une nouvelle
boite de pétri pour limiter la dérive. Nous pourrions imaginer inoculer notre souche d’un coté
d’une longue boite de pétrie et récupérer, au cours du temps, différentes parties de la boite
contenant le mycelium (Baym et al., 2016). Ainsi, il n’y aura pas (ou trés peu) de dérive
génétique et nous observerions un taux de mutation (s’il y en a) plus proche de la réalité du

champignon sous une pression de sélection particuliére.

Enfin, au cours de cette expérience, nous avons utilisé une seule souche de F. graminearum

correspondant a un unique fond géneétique, ce qui nous a permis de mettre en évidence des

34 En termes de surface cultivé, nos boites de pétrie font environ 63cm2. Les implants utilisés font 1cm2. Si on
compte 4 implants par sporulation, on ne récupere que 6% de la surface mycélienne produite sur ’ensemble de la
boite. 1.5% pour 1 seul implant pour les cycles végétatifs.
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mutations. En se remettant a une échelle populationnelle, rencontrée notamment au niveau du
champ, de multiples souches, de F. graminearum co-existent. Afin d’étudier 1’évolution des
fréquences alléliques plutot que 1’apparition des mutations au cours du temps, nous pourrions
choisir différentes souches de F. graminearum en fonction de criteres tels que la capacité de
production en mycotoxines, la croissance ou la virulence sur épi de blé. Le mélange des souches
pourrait ainsi évoluer en fonction de la pression de sélection ainsi nous donnant acceés a la
diversité du paysage allélique au cours du temps (Barrick and Lenski, 2013). La mutation ne
semblerait pas étre un mécanisme préférentiel pour induire de la nouveauté chez F.
graminearum, a I’inverse de ce qui est observé chez F. oxysporum (Ayhan, 2021). Chez cette
espéce, des cycles de repiquage successifs sans pression de sélection particuliere entrainent des
modifications significatives des génomes des souches évoluées (SNP, Indels, insertions
d’¢éléments transposables). Cela tient peut-étre au fait que cette espece disposerait d’un génome
hautement plastique permettant de générer de la diversité pour compenser une absence de cycle

Sexué.

D’autre part, pour les cultures a 30°C lors de la conception de 1’évolution expérimentale, nous
avons observé une croissance plus faible au cycle 1 qui a été rattrapée au cycle 2 puis maintenue
jusqu’au cycle 19. Nous pouvons noter aussi que ce rattrapage de croissance a été perdu apres
conservation des lignées évoluées au congélateur -80°C. Cette réponse pourrait correspondre a
un phénomene d’acclimatation ou de priming. Par définition, c’est la mémoire d’un stress
rencontré précédemment qui offre probablement un avantage important de survie dans un
environnement qui varie rapidement. Nos résultats suggerent cependant que cette mémoire ne
semble pas inscrite dans I’ADN. C’est une réponse dont la compréhension reste encore
imprécise qui peut intervenir d’une génération a 1’autre (transgénérationnelle) médiée par des

facteurs épigénétiques ou non génétiques (Harish and Osherov, 2022).

b) L’environnement utilis¢é ne serait pas assez « Stressant» pour genérer et
sélectionner des mutations ?

Nous pouvons alors nous interroger sur ce qui définit un environnement stressant et/ ou en quoi

une réponse phénotypique d’un organisme serait le reflet d’un stress ? Certains auteurs

évoquent gu'une condition environnementale stressante peut étre définie comme des conditions

induisant une réduction importante du fitness dans une population. Face a un environnement

stressant, plusieurs stratégies peuvent étre employées par une population comme la migration
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(I’échappement), I’extinction ou 1’adaptation (Hoffmann and Hercus, 2000). Dans d’autres cas,
un stress est la conséquence d’une fluctuation de 1’environnement visible sur 1’organisme car il
y a une perturbation de I’homéostasie et des dommages moléculaires. Les organismes qui sont
capables de s’adapter, par plasticité phénotypique ou génotypique pourront survivre dans

I’environnement changeant (Brown et al., 2017).

Le type d’environnement induisant un stress est aussi un facteur a prendre en compte. En effet,
certains environnements ne provogueront pas de changement dans le phénotype ni dans le
génotype alors que certains pourraient par exemple considérablement augmenter I’introduction
de mutations. C’est le cas des antifongiques dont leur actions peuvent induire rapidement des
résistances par mutations (Gutiérrez-Alonso et al., 2017; Zhou et al., 2022). Dans notre cas,
I’évolution expérimentale aurait pu étre conduite avec un antifongique ou, un agent de
biocontrole de la fusariose. En effet, au laboratoire, une étude d’un agent de biocontréle
potentiel issu de la défensine® de tique a révélé son efficacité contre la croissance et la
production de TCTB de F. graminearum (Leannec-Rialland et al., 2021). Nous pourrions ainsi
explorer les impacts moléculaires de 1’application continue d’une telle molécule au cours de

différents cycles et modes de reproduction.

3 Peptide antimicrobien.
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Conclusion générale

Ces travaux de thése se sont concentrés sur 1’étude du potentiel adaptatif de Fusarium
graminearum. La dissection de la plasticité phénotypique aura démontré la capacité de
changement de ce champignon selon les environnements, ainsi qu’une diversité de changement
entre souches. Cette capacit¢ d’adaptation est médiée par des variations génétiques
possiblement en lien avec la perception du signal venant de I’environnement. Notre étude du
paysage adaptatif de F. graminearum se base aussi sur la plasticité génotypique via 1’étude
d’une force évolutive : la mutation. La mise en ceuvre de cette force évolutive dans les
mécanismes d’adaptation des populations de F. graminearum semblerait cependant minime aux
regards des résultats obtenus de I’évolution expérimentale sous contraintes environnementales

modérées.

Ensemble, la plasticité phénotypique et la plasticité génomique représentent deux aspects
d’adaptation et d’évolution potentielle face au changement climatique du champignon

phytopathogene F. gramineraum.
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Titre : Plasticité phénotypique et potentiel adaptatif chez le champignon

phytopathogene Fusarium graminearum en réponse aux changements

environnementaux.

Résumé :

Fusarium graminearum est I'un des principaux agents responsables de la fusariose de I'épi, une
maladie mondiale affectant les cultures céréalieres, dont la présence peut conduire a la
contamination des grains par des mycotoxines chimiquement stables et nocives. Dans un
contexte de changement climatique, il est indispensable de comprendre la capacité d’adaptation
de F. graminearum afin de mieux anticiper le risque épidémique lié a I’émergence potentielle
de nouveaux isolats adaptés. Le potentiel adaptatif d’une espece aux changements
environnementaux est lié a sa capacité d’évolution génétique et a la plasticité phénotypique des
individus de la population. La plasticité phénotypique permet notamment de répondre
immédiatement a des modifications de 1’environnement. Nous avons caractérisé la plasticité
phénotypique pour la production en mycotoxine et la croissance in vitro, entre une condition
témoin et une condition traitée pour quatre environnements différents : température (E1),
composante oxydative (E2), disponibilité en eau (E3) et concentration d’azote du milieu (E4).
Nous avons observé que la plasticité phénotypique est variable entre les environnements, les
phénotypes et les génotypes suggérant le caractére ubiquitaire de la plasticité phénotypique
ainsi que son controle génétique. Ensuite, le déterminisme génétique de la plasticité a eté étudié
a travers une approche de génomique des populations utilisant une étude d’association
pangénomique (GWAS) par séquencage du génome entier (WGS). A notre connaissance, il
s’agit de la premiére approche GWAS appliquée aux champignons toxinogénes caractérisant la
plasticité phénotypique mise en ceuvre a ce jour. Nous avons montré que la plasticité
phénotypique est sous déterminisme génétique complexe notamment par une architecture liée
au modele épistatique de la plasticité phénotypique, méme si I’hypothése d’une base
épigénétique reste probable. Dans une autre partie, nous avons étudié si la mutation est en lien
avec la capacité d’adaptation de F. graminearum. Nous avons réalise une évolution
expérimentale afin d’explorer la dynamique mutationnelle sous pression de sélection selon
différents modes de propagation (mycélium et conidiospores). De faibles différences entre le
18" et 19°M cycle de propagation sont observées dans les phénotypes des souches ainsi que trés
peu de mutations ont été retrouvées (seulement pour la propagation végétative). Des hypotheses
liées a une pression de selection insuffisante ou a de la dérive génétique ont été évoqués aux
regards de ces résultats. Ensemble, ces résultats posent des bases nouvelles sur I’adaptation
phénotypique et génétigue du champignon phytopathogéne F. graminearum face au
changement climatique.

Mots clés : Changement climatique, plasticité phénotypique, adaptation, mycotoxines
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Title : Phenotypic plasticity and adaptive potential under changing environment

in the phytopathogenic fungus Fusarium graminearum

Abstract :

Fusarium graminearum is a major cause of Fusarium head blight, a worldwide disease affecting
cereal crops, the presence of which can lead to contamination of grain with chemically stable
and harmful mycotoxins. In the context of climate change, it is essential to understand the
adaptive capacity of F. graminearum in order to better anticipate the epidemic risk associated
with the potential emergence of new adapted isolates. The ability of a species to adapt to
environmental change is linked to its capacity for genetic evolution and the phenotypic
plasticity of individuals in the population. Phenotypic plasticity allows for an immediate
response to changes in the environment. We characterized phenotypic plasticity for mycotoxin
production and in vitro growth, between a control condition and a treated condition for four
different environments: temperature (E1), oxidative component (E2), water availability (E3)
and environmental nitrogen concentration (E4). We observed that phenotypic plasticity was
variable between environments, phenotypes, and genotypes, suggesting the ubiquitous nature
of phenotypic plasticity as well as its genetic control. The genetic determinism of plasticity was
then investigated by a population genomics approach using a genome-wide association study
(GWAS) by whole genome sequencing (WGS). To our knowledge, this is the first GWAS
approach applied to toxigenic fungi to characterize phenotypic plasticity. We showed that
phenotypic plasticity is under complex genetic determinism, in particular through an
architecture associated with the epistatic model of phenotypic plasticity, although the
hypothesis of an epigenetic basis remains probable. In another part, we investigated whether
the mutation is linked to the adaptive capacity of F. graminearum. In another part, we
investigated whether mutation is related to the adaptive capacity of F. graminearum. We carried
out an experimental evolution to study the mutation dynamics under selection pressure
according to different propagation modes (mycelium and conidiospores). Slight differences
between the 1st and 19th propagation cycles are related to the phenotypes of the strains and
very few mutations were found (only for vegetative propagation). Hypotheses related to
insufficient selection pressure or genetic drift have been raised in relation to these results. Taken
together, these results provide new insights into the phenotypic and genetic adaptation of the
phytopathogenic fungus F. graminearum to climate change.

Keywords : Climate change, phenotypic plasticity, adaptation, mycotoxins
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