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Synthése d’une activité scientifique : préambule

J'ai consacré l'essentiel de mes activités scientifiques a I'étude de deux parasites d’arbres
forestiers qui ont eu un fort impact écologique dans I'aire géographique ou ils ont été introduits:
Cryphonectria parasitica (Ascomycete), agent du chancre du chataignier, et Phytophthora cinnamomi,
Oomycete tellurique responsable, entre autres, de I’encre du chataignier et du chéne.

L’étude des maladies a Phytophthora a été jusque 1995, une de mes principales activités. C'était
la prolongation logique des études réalisées au cours de ma thése et post-doc (P1 a P6). L'étude des
interactions chéne-Phytophthora (distribution des Phytophthora, physiologie et génétique de
I'interaction) a été réalisée en collaboration avec M.L. Desprez-Loustau (UMR BIOGECO, équipe de
pathologie forestiere) et M. Maurel (étudiante en thése que j’ai co-encadrée avec M.L. Desprez-Loustau,
P7, P9 a P11, P13). Concernant I’encre du chataignier je me suis principalement intéressée a la variabilité
génétique de la résistance (P15, P17). J'ai également participé ces derniéres années a différents projets
dont I'objectif était de caractériser les invasions fongiques, d’identifier les facteurs explicatifs du succes
invasif des champignons exotiques ou une nouvelle espéce invasive en France (P18, 23, 26, 29). La
syntheése de ces travaux sur les Phytophthora ou les invasions n’est pas présentée dans ce document.

A partir de 1995, j’ai initié un programme de recherches sur I'écologie et I’évolution de
I'interaction chataignier-C. parasitica-CryphonectriaHypoVirus1 (CHV1). Ma motivation était double :

- ce pathosystéme est un modeéle pour les invasions biologiques de champignons mais aussi pour
les interactions a trois niveaux trophiques hoéte-parasite-hyperparasite et permettait d’appréhender
plusieurs questions de recherche

- cette maladie a un fort impact du fait de I'importance écologique et économique du chataignier

et la forte fréquence de la maladie du chancre. Mes études ont donc des applications directes telles que
I'amélioration de la gestion des taillis de chataignier et de la lutte biologique contre le chancre du
chataignier a I'aide du CHV1. Ainsi, j'ai déposé une licence de savoir-faire pour la production de souches
hypovirulentes. De nombreuses conventions ont pu étre également établies avec le Ministere de
I’Agriculture, le département Santé des Foréts, la région Aquitaine ou I’Union Européenne, permettant de
financer une partie de ce programme de recherche.
Ce programme est devenu un des programmes fédérateurs de notre équipe griace aux études
multidisciplinaires développées avec C. Dutech (généticien des populations), A. Franc (modélisateur), deux
post-doctorants (R. Schlafeitner, A. Morozov), un doctorant (J. Brusini), I'appui de nombreux étudiants et
des techniciens de I'équipe (X. Capdevielle, O. Fabreguettes, M. Martin-Clotté et G. Saint-lean). Je
présente dans ce document la synthése des principaux résultats obtenus dans ce programme.
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Introduction

Systémes hyperparasités

Les especes parasites représentent une importante composante des communautés,
guantitativement et qualitativement. Environ 30% des espéces d’eucaryotes vivent au dépend des
especes dites libres. Les parasites jouent un réle crucial dans les communautés en modifiant directement
ou indirectement le nombre de leurs espéces hotes et en modifiant les interactions entre espéeces
(Bradley et al., 2008). Ainsi les parasites participent activement aux mécanismes qui président a
I'organisation et au fonctionnement des écosystemes (Poulin, 1999; Price et al., 1986). Ce role des
parasites est d’autant plus complexe a étudier que les especes parasites sont elles-mémes parasitées par
des hyperparasites, qui interviennent dans la succession des especes et dans la résistance des
communautés a une invasion biologique (Holt, Hochberg, 1998; Windsor, 1998; Gilbert, 2002). Les
communautés devraient donc étre pergues comme des assemblages d’espéces libres, parasites et
hyperparasites liées par des interactions multiples. Chez les champignons, le pourcentage d’especes
parasites varie de 100% chez les Chrytridiomycétes a 20% chez les Ascomycetes (de Meeus, Renaud,
2002). Sachant que les 1.5 million d’espéces décrites de champignons ne représentent que 10% des
especes et que de nouvelles espéeces cryptiques de champignons pathogénes sont régulierement révélées
(Hawksworth, 2001), cette estimation est certainement sous-estimée.

Comme les parasites, les hyperparasites peuvent intervenir dans la succession des espéces et
dans la résistance des communautés a une invasion biologique (Gilbert, 2002). Les systémes
hyperparasités sont plus particulierement étudiés lorsque les hyperparasites sont utilisés pour réguler des
populations de parasites. Ces méthodes de lutte biologique nécessitent une connaissance précise de la
biologie des populations du parasite cible (indigene ou exotique) et de I’hyperparasite (indigéne ou
exotique). Il s‘avere que le succés des introductions intentionnelles d’hyperparasites est faible (moins de
20% de réussite pour le contréle des insectes et des plantes) mais cohérent avec les probabilités
d’introduction et établissement d’une espéce exotique (Roderick, Navajas, 2003; Williamson, Fitter,
1996). Les interactions tritrophiques entre plante, pathogéne et hyperparasite peuvent se préter a des
expérimentations permettant de tester I'effet de la taille des populations introduites, des traits d’histoire
de vie ou de la diversité génétique des hyperparasites introduits pour réguler les populations hétes, et
ainsi aborder plusieurs questions d’écologie des invasions. Cependant, le succés a long terme ou la
durabilité de ces méthodes de lutte biologique dépendent des effets de I’évolution et de I'adaptation,
effets peu étudiés. Cette durabilité est liée, entre aures, a I'évolution de la virulence (c.a.d. de l'effet
négatif causé par le parasite ou I’hyperparasite sur la fitness de son héte) de I"hyperparasite et de la
sensibilité du parasite (Holt, Hochberg, 1997; Hufbauer, Roderick, 2005).

Le chancre du chdtaignier: une invasion biologique

Les invasions biologiques constituent I'une des principales causes de I’érosion de la biodiversité
(Mack et al., 2000; Pimentel et al., 2000) et il y a désormais consensus parmi les scientifiques pour plaider
pour de meilleures prise en compte et gestion de cette menace (Buckley, 2008). Au cours du 20°™ siecle,
I"augmentation du commerce mondial et 'amélioration des moyens de transport se sont traduits par
I'introduction de nombreux agents pathogénes, dont des champignons, dans plusieurs écosystémes
naturels. Alors que par suite d’une coévolution ancienne les champignons pathogénes coexistent dans
leur aire d’origine en un équilibre stable avec leurs plantes hotes, ils sont tres agressifs du fait de
I’absence de coévolution vis-a-vis des especes hotes, dites « naives », qu’ils rencontrent dans leur
nouvelle aire d’introduction (Parker, Gilbert, 2004). Leurs expansions se réalisent au détriment des
communautés indigénes de plantes, soit en menacgant directement la pérennité des communautés de
I'aire d’introduction (les foréts d’eucalyptus en Australie par exemple, ol Phytophthora cinnamomi est
responsable de la mortalité d’un trés grand nombre de plantes hétes (Weste, Marks, 1987)), soit en
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modifiant fortement la composition et le fonctionnement de I'écosysteme. Les invasions réalisées par
Cryphonectria parasitica ont eu un tel impact (Anagnostakis, 1987).

C. parasitica est un Ascomycéte responsable de la maladie du chancre du chataignier. Il est
originaire d’Asie (Chine et Japon) ou il a coévolué avec les chataigniers asiatiques (Castanea crenata et C.
mollissima) sur lesquels il cause peu de symptomes. Ce champignon se développe dans les tissus corticaux
du chataignier et pénetre dans le xyleme, provoquant des chancres corticaux et le dépérissement de la
partie apicale (Fig. 1). Les spores asexuées (conidies ou pycnospores) et sexuées (ascospores) sont les
principales propagules infectieuses. C. parasitica a eu un fort impact écologique dans ses aires
d’introduction (Nord-est des Etats-Unis et Europe). Ce parasite est responsable de la quasi disparition du
chataignier américain (C. dentata) des foréts naturelles du Nord Est des Etats-Unis dont il était auparavant
'espéce dominante et qui sont désormais dominées par des chénes et liquidambars (Paillet, Rutter,
1989). En Europe, il a d'abord provoqué le dépérissement des chataigneraies forestiéres ou fruitiéres, déja
bien fragilisées par la maladie de I'encre. Puis la sévérité de la maladie a été atténuée par un
hyperparasite, un virus appelé CryphonectriaHypovirusl (ou CHV1) qui s'est naturellement disséminé
dans les chataigneraies européennes, diminuant fortement l'impact de C. parasitica. Suite aux travaux de
Grente, le CHV1 a été utilisé comme agent de lutte biologique, en Europe mais principalement en France
(Grente, 1981; Heiniger, Rigling, 1994). Des tentatives d’utilisation de cette méthode de lutte ont été
également réalisées aux Etats-Unis mais ont toutes échoué (Milgroom, Cortesi, 2004). La maladie du
chancre est cependant toujours en extension en Europe, et en particulier en France ou elle est
maintenant présente sur la quasi-totalité du territoire (P30).
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Figure 1. Cycle biologique de Cryphonectria parasitica (d’aprés U. Heiniger, dessin de V. Fataar)

Le CHV1 : un Hypovirus hyperparasite

Le CHV est un Hypovirus (Hillman et al., 2000). Son nom vient du fait qu’il diminue la virulence de
son champignon hote, en provoquant une atténuation du pouvoir pathogéne du champignon et de
profondes modifications de sa physiologie et de son cycle biologique (Fig. 2). De plus, il modifie les
capacités de sporulation et provoque la stérilité femelle des individus infectés. Il differe par cela de la
grande majorité des mycovirus qui sont avirulents et ne provoquent pas de modifications visibles de leurs
hotes (Buck, 1986). Il se transmet horizontalement, lors des fusions d’hyphes, et verticalement dans les
conidies.
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Figure 2 : Effets du CHV1 sur C. parasitica : A : diminution de |'agressivité a- chancre causé par C. parasitica non infecté par CHV1
provoquant la formation de rejets, un dysfonctionnement hydrique et la mort de la partie apicale, b- chancre causé par C. parasitica
infecté par CHV1 limité aux assises superficielles de I’écorce; B : effet du virus sur le phénotype de C. parasitica : a gauche deux isolats
non infectés, a droite ces mémes isolats infectés par différentes souches de CHV1.
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Figure 3: Organisation génomique du CHV1 (d’aprés Dawe
et Nuss, 2001)

Le CHV1 est un virus a ARN double brin a
réplication cytoplasmique, sans capside et sans phase
libre. Deux génomes complets du CHV1 ont été
séquencés: un virus issu d'une souche de C. parasitica
isolée en 1970 (Ep713) et un virus issu d’un isolat italien
(Euro 7) plus récent (1978). Des différences de virulence
entre les souches de référence ont été mises en
évidence : les souches perturbent différemment les
cascades signalétiques cellulaires, et ainsi le
métabolisme fongique (Parsley et al., 2002). La souche
Ep713 est qualifiée de souche «sévere» du fait de sa
forte virulence tandis que la souche italienne,
d’agressivité plus faible, est qualifiée de « mild » (Chen,
Nuss, 1999; Chen et al., 2000; Choi, Nuss, 1992; Dawe,
Nuss, 2001; Parsley et al., 2002; Shapira et al., 1991). Le
génome viral (12712 nucléotides, queue poly-A exclue)
comprend deux cadres de lecture : 'ORF A (1869 nt) et

I’ORF B (9498 nt, Fig. 3). L'ORF-A intervient dans l'inhibition de la sporulation asexuée, dans la dépigmentation du
mycélium et dans la réplication du virus; l'inhibition de la croissance mycélienne et la réduction de la virulence du

champignon semblent étre dépendantes de I'ORF-B.

Axes de recherche

Les principales questions de recherches que jai abordées par I'étude de ce systeme

hyperparasité, sont les suivantes :

- Quelle est la diversité génétique des populations de C. parasitica et de CHV1? Les études
réalisées ont permis de formuler et tester des hypothéses concernant les voies d'introduction du
champignon et de son mycovirus. Il est apparu que seules certaines lignées clonales, chez le champignon
comme chez le virus, semblent avoir réussi localement les trois étapes des invasions.

- Quelle est la variabilité intraspécifique des traits liés a leur dissémination? Peut-on mettre en
évidence des changements évolutifs de certains traits adaptatifs au cours des invasions?

- Comment estimer la transmission et la virulence de I’hyperparasite ? Quels sont leurs

déterminismes et comment évoluent-elles

15



Diversité génétique des populations

Du fait de la transmission horizontale du CHV1 lors de fusions somatiques, I'incompatibilité
végétative, en intervenant dans le contrble et le devenir de ces fusions, joue un réle crucial dans
I'interaction C. parasitica-CHV1. Ce systeme de reconnaissance aboutit a la définition de groupes de
compatibilité végétative (GCV), qui constituent des marqueurs phénotypiques particulierement pertinents
pour I'étude de l'interaction C. parasitica-CHV1, puisque la diversité en GCV des populations de C.
parasitica conditionne fortement la transmission du CHV1. Par ailleurs, ce systeme de reconnaissance
souléve la question de l'individualité chez les champignons et de la reconnaissance du soi, questions
abordées au cours de la these de J. Brusini (Encadré 1).

Diversité et richesse en GCV des populations de C. parasitica

Chez C. parasitica six genes vic (cf encadré 1) ont été identifiés permettant la résolution de 64
GCV (Cortesi et al., 2001). Mais cette estimation du nombre de génes vic s’est avérée insuffisante pour
expliquer la diversité des GCV chez cette espece. En effet dans le Sud-ouest de la France nous avons
détecté 57 GCV incompatibles avec les 64 testeurs européens (P8, P22). Il semblerait que des génes vic,
monomorphes dans les populations italiennes et suisses utilisées pour rechercher le déterminisme
génétique des GCV par Cortesi et al., soient polymorphes dans ces populations frangaises. Le méme
raisonnement permet d’expliquer la forte diversité des GCV observée en Chine et Japon: aucun des isolats
chinois parmi les 54 étudiés n’appartient a un des GCV européens, et seulement trois GCV, parmi les 71
mis en évidence au Japon, correspondent a un GCV européen (Liu, Milgroom, 2007). En collaboration avec
M. Milgroom (Cornell University, Etats Unis) et K. Sotirovski (Skopje University, Macédoine), nous
essayons actuellement de préciser le nombre des genes vic impliqués en Europe dans la définition des
GCV chez C. parasitica, en étudiant les descendances issues de croisements de différents GCV.

Les populations de C. parasitica ont été étudiées au cours de plusieurs années, dans les régions
ou le chataignier est traditionnellement et économiquement important et ol la maladie est ancienne:
Sud-est (SE: de I’Ardéche jusqu’au Var), Corse (Cor), Sud-ouest (SW: Périgord, Béarn, Pays Basque et
Pyrénées), mais également dans la zone d’émergence récente de la maladie (Nord: Centre et Alsace) (P8,
P22, P25). L'effort d’échantillonnage a varié de 5 a 79 isolats étudiés par population. La richesse en GCV
augmente avec la taille des populations étudiées, mais, a effort d’échantillonnage similaire, il existe une
plus forte richesse en Dordogne (Fig. 4). Les populations composées d’un seul GCV sont pour la plupart
localisées en Navarre, en Corse ou Sud-ouest ou dans la zone d’émergence récente de la maladie. Le plus
souvent un a trois GCV regroupent plus de 80% des isolats d’'une méme parcelle (GCV dominants) et les
autres GCV sont des GCV rares représentés par un ou deux des isolats étudiés.
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Figure 4 : richesse en GCV des populations frangaises de C. parasitica en fonction du nombre d’isolats étudiés (avec au dessus des
barres le nombre de populations) et en fonction des régions géographiques.
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Encadré 1: les fusions somatiques et I'incompatibilité végétative: une
caractéristique originale des organismes coloniaux et sessiles

Le mycélium des champignons filamenteux est un
syncytium constitué par un réseau d’hyphes, qui se développe
par croissance terminale et par ramifications, et au sein
duquel les fusions d’hyphes son fréquentes. Ces fusions
peuvent intervenir entre hyphes du méme mycélium ou entre
hyphes de mycéliums différents. Les groupes de compatibilité
végétative (GCV) regroupent les individus pouvant établir
entre eux des fusions somatiques stables. Les fusions
cellulaires sont un mécanisme ubiquiste dans le régne vivant,
mais les fusions somatiques sont observées dans quelques
taxons uniquement (Fig. ).

Un systeme de reconnaissance permet de limiter la fusion
somatique entre différents génotypes (Debets et al., 1994;
Glass, Kaneko, 2003). Ce systeme permet a chaque mycélium
de faire la distinction entre le soi (c.a.d. les hyphes issues de
mycéliums identiques ou proches) permettant ainsi la fusion
des deux thalles entrés en contact, et le non soi (c.a.d. les
thalles produits par des individus génétiquement éloignés)
débouchant sur le rejet de la fusion somatique. L’activation du
systéeme reconnaissance du non-soi résulte de I'interaction de
protéines incompatibles et déclenche la mort cellulaire des
cellules en contact, qui est visible macroscopiquement par la
formation d’une barriere d’incompatibilité (Glass, Kaneko,
2003). La mort cellulaire peut intervenir au bout d’un certain
laps de temps durant lequel I'échange de matériel nucléaire
et cytoplasmique serait temporairement possible (Biella et al.,
2002).

Un tel systeme de reconnaissance du non-soi permettant
de controler les fusions somatiques a évolué dans quelques
taxons uniquement (champignons, coraux, cnidaires,
urochordés ..., Fig. 1). Tous ces systemes reposent sur le méme
principe: la production par un ou plusieurs geénes tres
polymorphes de protéines capables de reconnaitre des
variants moléculaires et de déclencher une cascade
signalétique. La caractéristique principale de ces systemes est
donc le maintien d’une trés forte diversité allélique,
caractéristique partagée avec les autres systemes de
reconnaissance tels que le systeme majeur
d’histoincompatibilité des vertébrés, I'incompatibilité sexuelle
des plantes ou des champignons (Richman, 2000).

Champignons et invertébrés marins présentent plusieurs
similarités écologiques et biologiques: croissance modulaire et
indéterminée associée a une reproduction clonale fréquente,
mode de vie sessile, hétérotrophique et colonial.

L'incompatibilité végétative limitant les outbreedings et
favorisant I’évolution de groupes isolés a lintérieur de la
méme espéce constitue une composante importante de la
dynamique des populations et de [’évolution de ces
organismes. Leurs similarités écologiques suggerent |'existence
de forces évolutives communes conduisant au maintien
simultané des fusions somatiques et de Iincompatibilité
somatique. Ces forces évolutives résultent des avantages liés
aux fusions somatiques (gain de surface d’échange
mycélium/substrat, de surface de mycélium pouvant produire
des spores, de diversité génétique) et aux risques (compétition
intraspécifique,  conflit  génétique, transmission de
mitochondries déléteres, plasmides ou virus). Une étude
bibliographique a été réalisée afin de mieux appréhender ces
forces évolutives, qui ont conduit au maintien d’un systeme
permetatnt aux organismes coloniaux et sessiles de conserver
leur intégrité physique et/ou génétique vis-a-vis d’autres
individus conspécifiques (P27).

M

Basidiomycota

Glomeromycota

inred  : knowed somatic incompatibiliy system

nderlined  : can fuse with conspecific

Plants
Figure |: Fusions somatiques et incompatibilité dans le
régne vivant , in Brusini et al. ( P27).

Chez les Champignons, deux stratégies de maintien de la
diversité génétique du systéeme de reconnaissance ont évolué
(Saupe, 2000). Chez les Basidiomycetes, la diversité génétique
est créée par un faible nombre de loci (1 a 4 génes vic ou het),
extrémement polymorphes. Ce systeme est similaire a celui
existant chez les Invertébrés. Chez les Ascomycétes, un
nombre plus élevé de loci (ng jusqu'a 11 chez Podospora
anserina le plus souvent bi-allélique détermine un nombre

élevé de GCV (2 M8).
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Des populations fongiques composées de lignées clonales dominantes

Il existe une étroite corrélation entre GCV et lignées clonales, définies par dix marqueurs
microsatellites développés par C. Dutech (P16). Dans la grande majorité des cas (96%), les isolats de C.
parasitica ayant le méme génotype multilocus ont le méme GCV. Ceci est en accord avec les résultats
obtenus avec d’autres marqueurs et d’autres GCV pour les populations de C. parasitica en expansion dans
le Sud-est de I'Europe et dominées par quelques lignées clonales (Milgroom et al., 2008). Une telle
association entre GCV et haplotypes a été également reportée pour d’autres Ascomycetes (Collado-
Romero et al., 2008; Grubisha, Cotty, 2010; Heilmann et al., 2006). Chez Ophiostoma novo-ulmi, certains
isolats partagent le méme profil RAPD mais différent pour leur GCV, ce qui peut étre interprété comme le
signe d’une sélection positive pour les mutants vic, résultant de la pression exercée par le d-facteur,
mycovirus des Ophiostoma (Pipe et al., 1995).

Certaines lignées de C. parasitica sont dominantes au niveau de la parcelle et de la région. Ainsi
parmi 276 isolats étudiés dans une parcelle située en Dordogne (St Cernin), 92 haplotypes ont été
identifiés mais quatre lignées clonales dominantes (correspondant aux GCV EU-2, EU-33, EU-66, EU-72)
regroupent 56% des isolats (P21). Les lignées clonales dominantes sont agrégées spatialement, en accord
avec une multiplication asexuée fréquente résultant en la production de propagules infectieuses
dispersées a faible distance. Cependant des cycles de reproduction sexuée peuvent aussi avoir lieu au sein
d’une méme lignée et ainsi augmenter sa fréquence. En effet, les deux types sexuels différents sont
détectés au sein de ces lignées dominantes et parfois méme les deux alleles MAT1-1 et MAT1-2,
déterminant respectivement le type sexuel Al et A2, sont présents au sein d’'un méme isolat (P21, P22,
P24). L'existence d’isolats hétérocaryotiques possédant les deux alléles MAT1-1 et MAT1-2 a été mise en
évidence chez C. parasitica décrit jusqu’alors comme hétérothallique (McGuire et al., 2004). Des taux
d’allofécondation variant de 0.74 a 0.97 ont été estimés pour quatre populations américaines et une
population italienne (Marra et al., 2004) mettant en évidence un systéme de reproduction mixte (a la fois
hétéro- et homothallique) chez C. parasitica. Ceci est confirmé avec la population de St Cernin, pour
laquelle le génotypage de 16 descendances sexuées nous a permis d’estimer un taux d’allofécondation de
0.64 (résultats non publiés).

Un déficit de recombinaisons est observé dans les populations étudiées, en particulier entre les
lignées dominantes, et ce malgré I'existence des deux types sexuels de C. parasitica (P21, P24). Ce déficit
de recombinaison est une caractéristique de la plupart des populations européennes (Braganca et al.,
2007; Hoegger et al., 2000; Krstin et al., 2008; Milgroom et al., 2008; Sotirovski et al., 2004), qui se
distinguent des populations américaines et asiatiques, qui sont beaucoup plus diversifiées et se
reproduisent par voie sexuée (Milgroom, Cortesi, 1999).

Plusieurs explications peuvent étre avancées pour expliquer le nombre limité de recombinaisons
observées entre lignées dominantes :

-la forte prévalence du CHV1 dans les populations diminue le taux de fécondité de C. parasitica
en Europe: par exemple, dans la population de St Cernin, ou la prévalence de C. parasitica est trés forte
(presque 100% d’arbres atteints), celle du CHV1 est également importante (détection dans 77% des
chancres étudiés). L’hyperparasite peut dans ces conditions faire baisser fortement la fécondité moyenne
des populations en provoquant la stérilité femelle et en diminuant fortement la production de conidies
qui jouent le role de gamétes males

- 'agrégation spatiale des génotypes dominants et la faible capacité de dissémination des
gametes males diminuent les possibilités de recombinaison: il faut en effet que les conidies (disséminées
par eau de ruissellement ou par éclaboussure) puissent fusionner avec des protopérithéces (gametes
femelles) de type sexuel compatible. Or, méme si les infections multiples sont fréquentes (66% des
chancres étudiés a St Cernin), la coexistence de plusieurs lignées dominantes au sein d’'un méme chancre
n’a pas été observée
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- les conditions climatiques en Europe sont défavorables pour la maturation et la germination des
ascospores et donc linstallation de génotypes recombinants: en France le pic de libération des
ascospores se situe en avril-mai (Guerin et al., 2001) alors qu’aux Etats-Unis c'est en septembre-octobre
(Root et al., 2005). Ces différences dans la phénologie du champignon n’ont pas été expliquées jusqu’a
présent et leurs conséquences pas étudiées.

-les génotypes recombinants sont maladaptés aux conditions environnementales locales, et leur
fitness inférieure a celle des lignées dominantes. Cette hypothése a été testée expérimentalement (cf
S « variabilité des traits d’histoire de vie»).

Il est donc probable que la reproduction sexuée avec allofécondations ne soit pas possible ou tres
rare dans les populations européennes de C. parasitica ou/et que cette recombinaison ait lieu mais ne soit
pas détectée du fait d’'un échec d’établissement des génotypes recombinants. Des situations analogues
sont rapportées chez d’autres champignons ou Oomycetes (Ehrlich et al., 2007; Goss et al., 2009). Par
contre, des recombinaisons asexuées, par échange génétique lors des fusions d’hyphes, entre GCV
différents, pourraient expliquer I'existence de multiples haplotypes rares différant de quelques locus des
haplotypes dominants (McGuire et al.,, 2005; Milgroom et al., 2009). La coexistence de plusieurs
génotypes au sein d’'un chancre rend possible cette hypothése, que nous testons actuellement
expérimentalement.

Différenciation et origine des populations francaises de C. parasitica

Les études réalisées a I'aide des GCV tout d’abord dans le Sud-est de la France et en Dordogne
(Fig.5), puis dans le Sud-ouest et la Navarre (Fig.6) ont mis en évidence la différenciation des populations
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Figure 6. Diversité des GCV de Cryphonectria parasitica dans le
Sud-ouest de la France. Sobs: nb de GCV; SICvct: nb de GCV IC
(incompatibles avec les testeurs européens EU-1 to -74). Les
camemberts représentent la fréquence des GCV EU-66, EU-72, des
autres GCV EU, et des GCV IC. In Robin et al. 2009 (P22).

Les populations Sud-est de la France sont similaires, en termes de GCV, a celles de I’ltalie du Nord
(premiére description de C. parasitica en Europe en 1938), de Suisse et du pourtour méditerranéen (P30,
Fig. 7). Par contre les populations du Sud-ouest de la France different fortement par la présence de GCV
particuliers. Nous avons donc émis I’hypothése d’introductions de C. parasitica dans le Pays Basque et en
Espagne lors des importations de chataigniers asiatiques (résistants a I'encre) réalisées au début du
20ieme siécle dans ces régions (P22). Suite a lintroduction de matériel végétal les différentes
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introductions se seraient rejointes en Dordogne, région productrice de chataigniers fruitiers et forestiers
et par laquelle transite beaucoup de matériel végétal (pour le greffage ou comme piquets).

L'utilisation des marqueurs microsatellites a permis de confirmer cette hypothése: les
populations du Sud de la France sont issues de trois principaux pools génétiques (P24). Un premier pool
regroupe les populations du Sud-est et de I'Est du Massif Central. Ce pool génétique serait, en partie issu
de lintroduction de C. parasitica en Italie (région de Génes, en 1938). Les deux autres pools seraient
associés a deux introductions différentes, une dans les Pyrénées centrales et une dans les Pyrénées
atlantiques ou en Espagne. De plus, le génotypage de populations américaines, chinoises et japonaises a
permis a C. Dutech de confirmer I'origine des différentes introductions (résultats non publiés). Quatre
groupes d’isolats ont été mis en évidence un groupe d’isolats japonais, un d’isolats chinois, un d’isolats
américains et un groupe intermédiaire entre les chinois et japonais. Les isolats américains issus de
populations japonaises et chinoises, ont fortement divergé des populations asiatiques. Les isolats frangais
associé au pool génétique «italien» sont apparentés a des isolats américains, confirmant ainsi
I'introduction de C. parasitica en Europe via les Etats-Unis, ainsi que cela avait été suggéré (Milgroom et
al., 1996). Les isolats frangais associés aux introductions dans les Pyrénées sont regroupés avec des isolats
originaires du Japon, de la Chine ou du groupe « intermédiaire», confirmant ainsi I'introduction directe
d’isolats asiatiques en France.

La structuration actuelle des populations résulterait donc de I'occurrence de plusieurs
introductions de C. parasitica en France, d’effets historiques de fondation et d’une faible migration. Au
niveau européen, il reste a identifier I’origine des lignées clonales présentes dans le Sud-est de I'Europe
(Fig. 7).

Figure 7. Les différentes introductions supposées de Cryphonectria parasitica en Europe (d’aprés Robin et Heiniger, 2001)

Ces introductions multiples n’ont pas été accompagnées de recombinaisons entre les lignées
clonales, et il n’y a pas eu d’augmentation importante de la diversité génétique en France. Le paradoxe
génétique lié a I'invasion de C. parasitica en Europe reste donc entier (Dlugosch, Parker, 2008): comment
expliquer le succés invasif de cette espeéce, introduite en Europe avec une diversité génétique restreinte ?
Quel est le réle de la sélection exercée par I’hote ou par I’hyperparasite ?
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Diversité génétique du CHV1 en France et Navarre

La diversité génétique des populations de CHV1 de Suisse et d’ltalie a été caractérisée a l'aide de
RT-PCR-RFLP puis par le séquengage d'une région de 298 nucléotides de I'ORFA (Allemann et al., 1999;
Gobbin et al., 2003; Sotirovski et al., 2006). Alors qu’un seul sous-type viral (sous-type italien «I», auquel
appartient la souche Euro7) est largement disséminé sur toute une partie de I'Europe, quelques isolats
frangais anciens (datant des années 70) ou récemment identifiés par notre équipe se sont révélés
appartenir a des sous-types différents (F1, auquel appartient Ep713, et F2 (Allemann et al., 1999)). Ces
différentes lignées virales se seraient différenciées avant leur introduction en Europe (Gobbin et al.,
2003). Etant donné la spécificité des populations francaises de C. parasitica composées de GCV non
identifiés ailleurs en Europe, j'ai voulu tester I’hypothése d’introductions différentes du CHV1 dans ces
régions. En effet, le CHV1 n’ayant pas d’autres hotes connus que C. parasitica, son introduction en Europe
est nécessairement liée a celles du champignon. L’étude des populations de CHV1 en France, initiée par R.
Schafleitner au cours de son post-doctorat, a I'aide de marqueurs RFLP, a effectivement montré la
diversité des populations frangaises (P51). Ce travail a été prolongé par I'étude des séquences de 'ORFA
du CHV-1 (69 séquences obtenues, données acquises en collaboration avec D. Rigling, WSL, Birmensdorf,
Suisse) et de I'ORFB (64 séquences, données acquises par J. Brusini au cours de sa thése, article en
préparation).
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Figure 8. Arbre phylogénétique des isolats CHV1 construit par une décomposition en split sur les données de séquences des ORF A et
B. Les souches virales de référence sont entourées de rouge

Les mutations tres fréquentes chez les virus a ARN, la recombinaison, la migration et la sélection
sont les trois processus principaux intervenant sur I'évolution du CHV1 et il est difficile de les dissocier
(Carbone et al., 2004). L’analyse conjointe des séquences de I'ORFA et B (57 séquences, 55 haplotypes)
confirment |'existence de quatre clusters |, F1, F2 et E, correspondant aux sous-types définis par Allemann
et al., et certainement issus d’événements de recombinaison anciens (Fig. 8). Cependant, des événements
de recombinaison plus récents sont décelés aussi bien au sein d’'un ORF qu’entre ORF.
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Certains sous-types du CHV1 apparaissent associés a certains pools génétiques de C. parasitica
(Fig. 8). Les isolats viraux des clusters F1, F2 et E sont pour la plupart associés aux introductions de C.
parasitica dans les Pyrénées francaises ou espagnoles, directement de Chine et Japon. Le sous-type |
distribué en France uniquement dans le Sud-est et dans une grande partie de I'Europe, est quant a lui
associé au pool « italien », issu d’une introduction par les Etats-Unis. Cette différenciation des populations
de CHV1 suggere une faible transmission entre populations de C. parasitica, cependant des migrations a
longue distance sont parfois observées et peuvent s’expliquer par I'utilisation de certaines souches de C.
parasitica hypovirulentes comme agents de lutte biologique. En Dordogne, les différentes lignées virales
coexistent de la méme fagon que les différents pools génétiques de C. parasitica.
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Traits d’histoire de vie et succes invasif

De nombreuses théories ont été développées pour tenter d’expliquer le succés invasif de
certaines espéces exotiques introduites dans une nouvelle aire. Trois scenarios ont été identifiés (Facon et
al., 2006):

- dés qu’il y a introduction de la nouvelle espéece celle-ci s’établit et se répand dans son nouvel
environnement, auquel elle est déja adaptée

- une modification de I'environnement est nécessaire a I|'établissement et I'invasion de la
nouvelle espéce

- un changement évolutif de I’espéce introduite est nécessaire a son établissement
Dans deux scénarios la réussite dépend donc étroitement des caractéristiques génétiques et
phénotypiques de I'espéce invasive, ce qui souléve deux questions. Existe-t-il des traits d’histoire de vie
qui permettraient d’expliquer pourquoi certaines espéces (ou sous-espéces ou individus) sont invasives et
d’autres pas ? Peut-on mettre en évidence des changements évolutifs au cours de I'invasion ?

La premiére question a été formulée et étudiée spécifiquement pour les champignons
pathogenes forestiers (Encadré 2). Nous avons également étudié le réle des traits d’histoire de vie dans le
succes invasif de C. parasitica et du CHV1. La connaissance de la dynamique évolutive de C. parasitica au
cours de l'invasion est nécessaire pour expliquer les invasions anciennes réalisées par ce champignon
mais aussi pour pouvoir prédire au mieux les nouvelles émergences de la maladie du chancre. Nous avons
donc étudié la variabilité génétique existant chez C. parasitica pour plusieurs traits d’histoire de vie et
caractérisé la fitness des populations introduites par rapport a celles de I'aire d’origine, et celle des
lignées clonales dominantes par rapport aux rares.

Le choix des souches virales les plus performantes comme biopesticides nécessite de connaitre la
variabilité intraspécifique de la virulence et la transmission. Pour étudier quels traits du virus et quelles
caractéristiques de leurs introductions permettent leur établissement dans une population parasite
théorique, nous avons développé un modele épidémiologique de type SIR (Susceptible-Infectious-
Removed, P20).

Variabilité des traits d’histoire de vie chez C. parasitica

Alors que la diversité génétique de C. parasitica a été beaucoup étudiée en Europe et aux Etats-
Unis, aucune étude n’a porté jusqu’a présent sur la variabilité des traits d’histoire de vie chez ce
champignon. Or le succes invasif d’une espéce, une fois introduite dans une nouvelle aire, dépend de
I’existence de variation génétique sur laquelle la sélection peut agir. J'ai initié, avec I'aide d’étudiants en
Master2, une série de travaux portant sur ce sujet afin d’explorer la variabilité intraspécifique de
différents traits a différents niveaux (aires de distribution, populations, lignées clonales) et d’étudier les
processus évolutifs a I'ceuvre au cours des invasions et de C. parasitica.
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Encadré 2. Prédire le caractere invasif chez les champignons
invasifs.

Bien que rarement considérés en écologie des
invasions, les champignons pathogenes fournissent de
nombreux exemples d’invasion biologiques (P18).
Cependant, aucune étude dédiée aux facteurs liés au
succes invasif n’avait été réalisée avant la constitution
d’'une base de données compilant les especes de
champignons phytopathogenes forestiers présentes en
Europe et certains d’histoire de vie (P23).

Le succes invasif d’une espece est généralement
défini comme le franchissement de plusieurs étapes :

i) I'introduction dans une région géographiquement
éloignée de I'aire naturelle de I'espéce,

ii) I'établissement, et le développement localisé
d’une population se reproduisant naturellement

iii) I'expansion permettant le développement de
plusieurs populations, au détriment des communautés
indigénes.

A priori, les champignons phytopathogénes, comme
I'illustre C. parasitica, présentent plusieurs particularités
leur conférant de bonnes aptitudes pour le
franchissement de ces trois étapes :

- des introductions par le biais de plants: ainsi C.
parasitica a été introduit du Japon vers les Etats-Unis
lors de I'importation de plants de chataigniers asiatiques
dans des jardins botaniques au début du 20°™ siecle
(Anagnostakis, 1987). Le développement du commerce
international n’a fait qu’augmenter les risques
d’introductions, fortuites et non intentionnelles, de
champignons pathogenes.

- des formes de dispersion, des formes quiescentes de
conservation et un cycle infectieux de courte durée,
souvent mixte, au cours duquel un nombre important de
spores asexuées sont produites: ces traits conferent
I'aptitude a s’installer durablement dans un nouvel
environnement et de s’y multiplier. Ainsi en conditions
favorables, les génotypes introduits de C. parasitica sont
multipliés de fagon asexuée, et en conditions
défavorables, ils peuvent survivre sous formes de
latence ou de dormance ou donner naissance a de
nouveaux génotypes par reproduction sexuée. De plus,
ce dernier mode de reproduction assure souvent chez
les champignons les fonctions de dispersion a longue.

- la capacité a exploiter des ressources diversifiées
(gamme d’hétes large) ou modes de vie variés (du
saprophytisme au biotrophisme). C. parasitica a une

gamme d’hétes est limitée aux Fagacées, mais se
développe a la fois comme parasite et comme
saprophyte (Prospero et al., 2006).
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Figure Il. Distribution des espéces dans les principaux
groupes d’eumycetes et d’'Oomycétes. In Desprez-Loustau et al.
2010 (P23).

Dans la liste des champignons exotiques introduits
en Europe, certains taxons phylogénétiques sont
surreprésentés  (Péronosporales et  Erysiphales),
suggérant I'importance de certains traits d’histoire de
vie pour l'introduction (Figure I1).

La comparaison d’especes pathogenes forestiers
invasives et d’espéeces non invasives (car interceptées ou
non établies) a permis de mettre en évidence le role
particulier des traits associés a dispersion a longue
distance, la reproduction sexuée, la taille et le nombre
de spores et le degré de spécialisation parasitaire
(plantes hotes et organes infectés) dans le succés invasif
lié au franchissement des deux dernieres étapes (P29).
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14000 Les quatre pools génétiques de C.
12000 aired'origine M aired'introduction  P=0.699 parasitica se sont avérés peu
variables pour les traits associés a la

10000 P=0.059 P=0024 croissance (in vitro a différentes
g 8000 températures, et in planta). Seul le
2 6000 P=0.933 trait associé a la dispersion (nombre
de spores émises) permet de

4000 T mettre en évidence une variation
2000 intra spécifique significative entre
0 . . pools génétiques (Fig. 9). Dans deux
interm jap EU chinois sous-populations (pools

pool génétique intermédiaire et américain), les

isolats qui se sont établis dans I'aire
d’introduction ont une meilleure
aptitude a la dispersion que les
isolats de |'aire d’origine, ce qui
peut suggérer une sélection pour la
dispersion au cours de l'invasion. Par contre, la plus forte sporulation des isolats d’origine chinoise
introduits en France ne résulterait pas d’un changement évolutif, car les isolats de I'aire d’origine
sporulent autant. Ainsi, pour mettre en évidence d’éventuels changements évolutifs postérieurs a
I'introduction de C. parasitica en Europe et en France, il est nécessaire de connaitre avec précision la
structure et variabilité des populations dans les aires d’origines, (Keller, Taylor, 2008). Cette connaissance
est partiellement acquise pour C. parasitica mais elle demande a étre confirmée avec un échantillonnage
plus large des populations asiatiques et d’autres marqueurs moléculaires.

Figure 9 : Aptitude a la dispersion des isolats de C. parasitica de I'aire d’origine et
de Iaire d’introduction pour chacun des pools génétiques (P=probabilité de rejet
de I'hypothése aire d’origine= aire d’introduction).

Dans la population de St Cernin, il n’a pas été
possible de discriminer de fagon significative les
lignées dominantes par leur capacité a exploiter les
ressources (in vitro, a différentes températures ou in
planta) ou par leur capacité a la dispersion, méme si
deux des lignées dominantes étudiées se
caractérisent par une plus forte sporulation (Fig. 10).
La fréquence de certaines lignées au sein de cette
population n’est donc pas liée a une plus forte
fitness liée aux traits étudiés. Cependant, une
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fonction des conditions climatiques (une interaction

Figure 10. Sporulation (nombre de spores produites par pul de lignée * température significative a été mise en

suspension) et pouvoir pathogene (longueur de Iésion induite évidence sur la croissance in vitro) et des conditions
aprés inoculation) de lignées clonales de C. parasitica . . LA T N

| physiologiques de I’'h6te (la variabilité saisonniere de

dominantes (en orange) ou rares (en vert) dans la parcelle de St o T L L
Cernin. la sensibilité du chataignier a été mise en évidence,

P12) serait nécessaire.

La fitness des individus fongiques dépend de leur infection par le CHV1 et du sous-type viral. Ainsi
I'infection par le CHV1 résulte en une modification importante des relations de compétition entre lignées
de C. parasitica (Fig. 11). Lorsque les isolats de C. parasitica ne sont pas infectés par le CHV1, les
différentes lignées coexistent dans les lésions induites expérimentalement par I'inoculation d’un mélange
de deux, trois ou quatre isolats. Mais lorsque les isolats sont virosés, le pouvoir compétitif des lignées est
fonction du CHV1 qui les infecte. Les lignées infectées par un virus de type F (en I'occurrence les lignées
dominantes) sont dominées par les lignées infectées par des virus de type I. Le CHV1 cause donc des
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modifications importantes dans les rapports existant entre les différents génotypes de C. parasitica dans

une population.
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Figure 11. Compétition entre lignées clonales de Cryphonectria parasitica dominantes (ML75 et ML44) et lignées rares (ML29 et ML80) :
% de réisolement de chaque lignée aprés inoculation de mélanges de deux, trois ou quatre (M2 a M4) isolats non virosés ou virosés.

Variabilité des traits d’histoire de vie chez le CHV1

Des différences significatives de transmission horizontale du CHV1 ont été mises en évidence
entre les différents sous-types viraux (Fig. 12), indiquant ainsi que ce mode de transmission du virus ne
dépend pas uniquement des populations du champignon, ce qui était jusqu’a présent admis. Nous avons
également confirmé les différences de transmission verticale (% de spores asexuées infectées par le virus
dans la sporée produite par le champignon virosé) entre les différents sous-types viraux (Fig.12, P25),
confirmant ainsi les résultats obtenus avec la souche Ep713 et des isolats viraux du type | (Peever et al.,
2000). Ces différences de transmission horizontale et verticale pourraient étre liées a des différences
d’infection (donc de charge virale) et de réplication virale. Les sous-types | pourraient se multiplier plus
rapidement que les F dans les cellules fongiques ce qui se traduirait par des transmissions plus
importantes.

La virulence du virus a été mesurée en quantifiant la diminution de I’agressivité du champignon
sur le chataignier et la diminution de sporulation induite par le virus sur le champignon. (Fig. 12).
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Figure 12. Transmissions horizontale et verticale
moyennes pour les deux sous-types (Brusini, 2009).

Figure 13. Virulence de différents isolats viraux : effets
moyens sur le pouvoir pathogéne et sur la sporulation de
Cryphonectria parasitica (d’aprés Robin et al. 2010).

Ces résultats conduisent aux mémes conclusions : les souches virales de type F se caractérisent
par une plus forte virulence vis-a-vis de C. parasitica mais aussi par une plus faible transmission, verticale
et horizontale, que les souches de type I.
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Les facteurs explicatifs de I'établissement du CHV

Les modeles de type SIR permettent de modéliser les dynamiques temporelles des hotes sains
(S), des hotes infectés et transmettant horizontalement leur agent pathogéne (I) et des hotes ne pouvant
plus étre infectieux (morts ou ayant acquis une immunité totale, R). Nous avons transformé ce modeéle en
un modele SIRH, en ajoutant un compartiment : celui des hotes infectés par un pathogene hyperparasité
(H, Fig 14).

Dans le cas d’une dynamique sans installation de I'hyperparasite, il y a extinction des arbres | et
donc du parasite. Ceci illustre I'effet pléiotropique de I'hyperparasite: en diminuant la virulence du
parasite I’'hyperparasite permet son maintien dans la population d’héte (Michalakis et al., 1992).

L’établissement de I'hyperparasite dans la population parasite dépend de deux conditions reliant
les traits biologiques (transmission : paramétres 8, et 6, , et virulence: paramétres v et ¥ ) des deux
parasites :

Y/ Bu+ (YBi/ Bu—v)/ < 1ety/Bu<l
Pour une population parasite donnée, le succes d’une invasion par un hyperparasite dépend de son taux
de transmission verticale et de sa virulence: les virus ayant adopté une stratégie parasitaire qui allie une
faible virulence et forte transmission verticale sont les seuls susceptibles de s’installer. Les simulations
réalisées montrent également que le succés de la lutte biologique, dépendant de I'installation durable du
CHV1, dépend de la fréquence des traitements, et donc du nombre de souches virosées introduites dans
la parcelle. Cet effet est analogue a I'effet « propagule pressure » qui a été suggéré comme facteur
explicatif du succes invasif (Lockwood et al., 2005).

Une expérimentation destinée a tester I'effet de la souche virale sur I'établissement de
I’hypovirulence en conditions forestieres, a permis de confirmer que I'utilisation de souches virales de
type | permettait I'établissement de I’"hypovirulence, mais que les souches de type F ne s’installaient pas
(Convention DERF 2002-2003).

Nous avons également confirmé les prédictions du modeéle SIRH par le suivi a long terme d’essais
de lutte biologique localisés dans Var en 1975 (P25). Vingt-cinq ans aprés l'introduction de souches
hypovirulentes de C. parasitica (infectées par un type F) dans des parcelles de chataignier, nous avons
caractérisé les populations de CHV1 (marqueurs RFLP) présentes dans ces parcelles a des populations
issues d’un verger ou la lutte biologique est pratiquée tous les ans ou de taillis ou aucune lutte biologique
n’a été réalisée. Seuls des virus CHV1 de type | ont été détectés dans les trois types de populations,
démontrant ainsi que les virus introduits artificiellement ne se sont pas établis et ont été remplacés par
les virus de type |, qui se propagent naturellement dans cette région.
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Parameter Parameter meaning Estimated value® References”
B; Horizontal transmission of the 0.5 Jacobs and Severeid (2004)
hyperparasite-free parasite
v Disease-induced mortality rate 0.1 Kuhlman (1983), Griffin et al. (1983),
Bissegger et al. (1996)
Bu=kB; Horizontal transmission of the k=10.9 for CHVI-I = 0.7 for CHV3 Russin and Chain (1984). Melzer et al.
hyperparasite-free parasite, strongly = 0.2 for CHVI1-F1 (1997), Peever et al. (2000), Hoegger et al.
dependent on the vertical transmission of (2003), Prospero et al. (2006)
the hyperparasite
¥ Recovery rate 0.5 for CHVI-F1 0.1 for CHV3 and Grente (1981), Fulbright et al. (1983)
CHVI-1
n=phy Horizontal transmission of the O<p=l Cortesi et al. (2001)

hyperparasite, strongly dependent on the
structure of parasite population

“Variables in Egs. (1)-{4) are dimensionless, and the units for all parameters are yr .

b 5 . . e eyunn: . . . -
Parameter numerical values were estimated using and compiling information from the cited references.

Figure 14 : Description du modeéle SIRH (in Morozov et al., P20).
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Transmission et virulence du CHV1

La transmission inter-hotes est d’une importance cruciale dans I’écologie des maladies (Archie et
al., 2009). Pour les maladies infectieuses comme pour la maladie du chataignier, le taux de transmission
horizontale est un parameétre clé (Liu et al., 2000; McCallum et al., 2001; Taylor et al., 1998) (P20). La
transmission dépend du nombre et de la durée des contacts entre différents hotes, de la prévalence du
parasite dans la population et de |la probabilité de transmission. Ainsi, la transmission du CHV1 inter-hotes
nécessite le contact entre deux isolats, un infecté et un sain. Cette probabilité de rencontre dépend des
rencontres mycélium-mycélium mais aussi des rencontres spores-mycélium. Par ailleurs la transmission
horizontale du CHV1 a été jusqu’a présent uniquement étudiée in vitro. Nous avons donc voulu
réexaminer a la fois la possibilité de transmission du CHV1 entre spores et mycélium, et la réalité de cette
transmission in planta.

Quelles sont les conséquences d’une transmission horizontale peu contrainte par
I'incompatibilité végétative sur la diversité en GCV des populations hotes ? Des simulations fournies par
un modele épidémiologique ont permis d’apporter des éléments de réponse a ces questions.

La transmission est par ailleurs liée a la virulence, autre paramétre clé dans I’évolution des
interactions hote-parasite. Comprendre comment évolue la virulence des parasites représente un
challenge pour les biologistes évolutifs mais aussi les gestionnaires chargés de développer des méthodes
de lutte et de conservation des espéeces. Parmi les différents modeles proposés, celui du « trade-off »
entre virulence et transmission est le plus souvent cité et repris souvent sans cependant avoir été
confirmé expérimentalement (Alizon et al., 2009). Selon ce modeéle, la sélection favorise une virulence
intermédiaire car une forte virulence est a la fois bénéfique (une augmentation de la virulence permet
une meilleure exploitation de I’héte par le parasite et par la une transmission élevée) et néfaste (les
parasites les plus virulents sont moins bien transmis car ils provoquent la mortalité de leur héte trop
rapidement). Une étude des interactions génotypiques entre C. parasitica et le CHV1 a été réalisée pour
essayer de valider ou non ce modele d’évolution de la virulence pour cette interaction, et mieux
comprendre comment peut évoluer la virulence de cet hyperparasite.

Transmission horizontale du CHV1 in planta

Les études menées in vitro concluent toutes sur une transmission du virus fortement réduite ou
méme impossible entre deux GCV différents (Cortesi et al.,, 2001; Papazova-Anakieva et al., 2008).
Cependant, plusieurs résultats expérimentaux (Grente, 1981, P25) et les études de coalescence réalisées
sur des populations virales réalisées (Carbone et al., 2004) suggérent que la dissémination du virus par
transmission horizontale entre GCV différents est faiblement contrainte par I'incompatibilité végétative.
Par ailleurs, alors que la transmission horizontale est traditionnellement décrite entre deux mycéliums,
d’autres observations suggérent que la transmission peut avoir lieu entre une spore infectée, qui serait
déposée sur un chancre, et le mycélium présent dans ce chancre (Hoegger et al., 2003).

Nous avons développé une méthode de confrontations entre mycéliums et spores et mycélium,
sur tiges excisées de chataignier (article en préparation). Il s’avere que la transmission du CHV1 entre GCV
différents se réalise avec des taux similaires lorsque la propagule donneuse est une spore ou du
mycélium. Cette transmission « oblique » faisant intervenir a la fois la transmission verticale et la
transmission horizontale, est fréquente en conditions naturelles ainsi que I’'a montré le suivi de Iésions
induites artificiellement.
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Par ailleurs, le taux de transmission in planta s’avére nettement plus élevé que celui observé in
vitro, ou celui prédit en utilisant le modeéle de Cortesi et al. (2001) obtenu d’aprés des mesures in vitro : le
CHV1 est transmis in planta dans différents GCV alors qu’il ne I’est pas ou avec des taux proches de 0 in
vitro (Fig. 15, article en préparation).
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Cette approche expérimentale a été complétée par J. Brusini par I'étude de la population de
CHV1 de St Cernin: le séquencage de I'ORFA et B a permis de démontrer que les différentes sous-types
viraux du CHV1 étaient transmis inter GCV (Brusini 2009).

L'incompatibilité végétative ne constitue donc pas une barriere infranchissable pour Ia
transmission du virus entre GCV. La perméabilité de la barriere d’incompatibilité pourrait s’expliquer par
le laps de temps qui s’écoule entre le contact de deux hyphes et le déclenchement de la réaction
d’incompatibilité (Biella et al., 2002). Ce laps de temps représente la période au cours de laquelle
I'infection est possible. Cette durée d’exposition peut étre considérée comme infinie (ou trées longue)
lorsque les deux hyphes fusionnent en un hétérocaryon stable (GCV identiques) et tres courte lorsque la
réaction d’'incompatibilité végétative est rapidement déclenchée (GCV différents par plusieurs génes vic).

Pression parasitaire et maintien du polymorphisme

La perméabilité de la barriere de I'incompatibilité végétative pourrait remettre en cause certains
résultats théoriques obtenus avec des modeéles théoriques qui décrivent la transmission horizontale des
parasites cytoplasmiques délétéres (Nauta, Hoekstra, 1994; Nauta, Hoekstra, 1996). Dans ces modeéles, le
CHV1 diminuant la fitness de son champignon héte et se transmettant horizontalement uniquement au
sein d’un GCV ou entre GCV tres proches, exerce une pression de sélection dépendante de la fréquence :
les GCV rares n’étant pas infectés sont favorisés car peu ou pas infectés, mais ces GCV rares augmentent
en fréquence dans la population et perdent ainsi cet avantage. Une telle pression de sélection exercée
indirectement par le parasite par un effet dépendant de la fréquence, devrait résulter, pour des
populations en équilibre démographique, en des GCV de fréquences similaires.

Nous avons développé un modeéle mathématique pour étudier I'effet de la perméabilité de la
barriere de I'incompatibilité végétative, sur la diversité en GCV des populations hotes. Ce modele est
paramétré pour décrire la transmission du CHV1, ou d’un autre élément cytoplasmique délétere, de fagcon
horizontale entre GCV identiques et/ou différents (avec des taux différents) et de fagon verticale dans les
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spores asexuées, et ce dans une population clonale d’un Ascomycéte composée de GCV de fitness
différente.

La présence du virus s’avere nécessaire pour le maintien de la diversité des GCV. Sans le parasite,
il y a exclusion compétitive exercé par I'un des GCV sur les autres (Fig. 16). Malgré la perméabilité de la
barriére de I'incompatibilité, la pression parasitaire est suffisante pour maintenir la diversité des GCV du
champignon. Cependant, pour que plusieurs GCV soient maintenus a I’équilibre, il faut que la transmission
intra GCV (Bii) soit supérieure a la transmission inter GCV (8ji) : il y a ici une analogie avec le modéle de
compétition entre espéces de type Lodka-Volterra (Holt, Pickering, 1985), qui montre que la coexistence

entre espéces est possible si la compétition intra spécifique est supérieure a la compétition
interspécifique.
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Figure 16 . Maintien de la diversité en GCV pour des populations d’'un  Figure 17. Evolution de la diversité en GCV des

champignon composées de N=5 GCV ou N= 50, avec (A) et sans(B) populations fongiques a I'équilibre et de la prévalence

prévalence d’un virus. Chaque courbe représente un GCV de la finale du virus en fonction de sa virulence du virus

population, in Brusini et al. (P28). (DCE=Deleterious  Cytoplasmic  Element) et du
pourcentage (P) de couples de GCV pour lesquels la
transmission inter est égale a la transmission intra-GCV, in
Brusini et al. (P28).

Par ailleurs, les simulations montrent que le nombre de GCV maintenus dans la population
fongique dépend de la virulence du parasite cytoplasmique. Au-dela d’un certain seuil, le nombre de GCV
augmente avec la virulence, puis diminue du fait de I'échec de transmission lié a la trop forte virulence du
virus qui provoque son extinction. Ce compromis entre virulence et prévalence du virus s’observe
d’autant plus que les populations fongiques sont initialement riches en GCV et lorsque la perméabilité est
faible (cad quand la transmission interGCV est égale a la transmission intra GCV pour moins de 20% des
paires de GCV, Fig. 17). Dans les populations a forte diversité initiale (N=50), la prévalence du virus
diminue fortement avec la virulence du virus et la perméabilité. Celle-ci permet donc de maintenir la
pression parasitaire et donc la diversité en GCV.

31




Coévolution champignon-virus

Pour étudier les interactions génotypiques champignons — virus, nous avons réalisé une
inoculation croisée de six souches monospores de C. parasitica par six virus CHV1. Les six souches
fongiques provenaient de six isolats hypovirulents tous de méme GCV (EU-2) et méme lignée clonale. Les
virus de ces isolats ont été transmis aux six souches. Trois virus appartenaient a un sous-type F, identifié
par séquencage de I'ORFB et trois autres au sous-type |. Les 36 associations souche-virus ainsi créés
peuvent étre séparées en trois types d’association: P: lorsque le virus de l'isolat parental infecte la
souche fille, R : lorsque un virus apparenté a celui de I'isolat parental infecte la souche fille ou N : lorsque
le virus est non apparenté a celui de I'isolat parental. Plusieurs résultats originaux ont été obtenus
concernant le nombre et la taille de spores produites par ces associations, et la transmission du virus
(article en préparation) :

- la sporulation est contrélée a la fois par le champignon et par le virus (effet significatif de I’hote,
du parasite et de linteraction sur la production de spores). Ce trait peut étre considéré comme un
phénotype étendu puisqu’il est défini a la fois par le phénotype de I’'h6te et du parasite (Lambrechts et al.,
2006)

- une variabilité significative de la taille des spores produites par les champignons infectés est
observée en fonction du sous-type viral: les virus les plus virulents inhibent plus fortement la production
de spores mais celles-ci sont plus grosses que celles produites par les champignons infectés par des virus
peu virulents. Par ailleurs, les spores les plus grosses ont un meilleur taux de germination plus élevé,
compensant ainsi leur production en plus faible quantité

- les interactions spécifiques entre le virus et champignons suggerent une adaptation du virus a
son hote: les virus de type F sont moins virulents lorsque leur souche hote est issue d’un isolat de C.
parasitica infecté par un sous-type F, que lorsqu’elle est issue d’un isolat de type | (Fig. 18).

- une corrélation est observée entre virulence et transmission horizontale pour les virus du sous-
type F (Fig.19). Ceci confirmerait I'existence d’un trade-off qui pourrait réguler I’évolution de la virulence
du CHV1 chez ces virus et maintenir un certain niveau de virulence. A l'inverse pour les virus de type |,
aucune corrélation n’est observée, la virulence chez ces virus semble uniquement contrainte, et pourrait
donc évoluer vers I'avirulence.
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Conclusion

Les travaux réalisés autour du systéme hyperparasité chataignier-C. parasitica-CHV1 nous ont
permis d’aborder plusieurs questions relatives a la biologie des populations, I’évolution de leur diversité
génétique et phénotypique et I'évolution de la transmission et virulence d’un parasite.

Un effort important a porté sur la diversité et structure des populations du champignon. Ces
travaux ont permis de déduire les principaux processus qui fagonnent ces populations. Les populations
frangaises, et pour partie européennes, de C. parasitica seraient issues d’introductions multiples, venant
de l'aire d’origine (Chine et Japon) et d’'une « téte de pont » (Etats-Unis). Seuls les génotypes les plus
aptes a la dispersion se seraient établis, ceux arrivant en Europe étant déja adaptés soit suite a leur
premiere invasion aux Etats-Unis soit a une invasion encore plus ancienne en Chine. Aucune preuve d’un
effet de sélection portant sur le pouvoir pathogéne sur C. sativa (ou tout au moins sur la composante que
nous pouvons aisément mesurer) n’a pu étre apportée.

La différence fondamentale entre les situations américaine et européenne est I'introduction du
CHV1, qui n’aréussi a s’établir qu’en Europe.

Si une introduction simultanée de certains sous-types avec le champignon est certainement trés
probable, vu la correspondance des populations du parasite et de I"hyperparasite, celle du sous-type |,
associé aux populations d’origine américaine, reste plus difficile a expliquer. Pour élucider la question de
I’origine du CHV1 en Europe, il faudrait étudier la variabilité des populations de CHV1 asiatiques, trés
élevée d’apres des premiers résultats (Milgroom, Cortesi, 2004).

Les deux modeéles mathématiques permettent de faire I’hypothése que la conjonction d’une forte
sensibilité du chataignier américain (donc la forte virulence du champignon), d’'une forte virulence du
CHV1 et de la diversité en GCV, n’a pas permis de réunir les conditions nécessaires a I'établissement de
cet hyperparasite aux Etats-Unis et a conduit a son extinction. A I'inverse des virus moins virulents (CHV4
par exemple) ont réussi cet établissement. Le maintien de C. parasitica sur ce continent pourrait
s’expliquer par la présence d’autres arbres hotes (les chénes) et la présence de ces autres CHV.

Concernant I'étude de l'interaction hote*parasite, j'ai donné la priorité a I'interaction parasite*
hyperparasite car sa manipulation est compatible avec des expérimentations au laboratoire, alors que
I’étude de la virulence de C. parasitica est plus difficile et ne peut se faire qu’en conditions de
confinement (un niveau de confinement NS2 est requis pour les expérimentations sur ce parasite de
quarantaine). Les différents résultats acquis mettent en évidence de fortes différences entre les sous-
types viraux, qui se traduisent pas des caractéristiques épidémiologiques, des interactions héte* parasite,
des corrélations entre traits différents. Cependant la compréhension du systéme dans sa globalité
nécessite une étude des liens entre transmission et virulence du champignon, car pour un tel modéle
biologique les prédictions théoriques (évolution dans le cadre d’infections multiples, trade-off) semblent
difficiles a appliquer telles quelles.

Les différents résultats obtenus ont permis de raisonner les stratégies de lutte biologique mises
en place en France et proposer des mélanges de souches hypovirulentes adaptés pour chaque région de
production. La mise en évidence de la non dispersion et de I'échec d’installation des sous-types viraux de
type F m’a conduit a proposer de nouvelles souches hypovirulentes infectées par le sous-type viral de
type I. Depuis Grente en effet, les souches hypovirulentes utilisées étaient toutes infectées par des sous-
types viraux de type F.

Perspectives

Mon projet est d’essayer de mieux comprendre les processus qui régissent les interactions hote-
parasite étudiées. Concernant C. parasitica, je compte prolonger le travail sur les traits d’histoire de vie,
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reliés a sa virulence vis a vis du chataignier et a sa sensibilité vis a vis du CHV1, et initier une étude sur la
diversité et I’évolution des genes d’incompatibilité végétative. Concernant le chataignier, mon objectif est
d’approfondir I’étude de la variabilité génétique de la résistance du au chancre et a I’encre. Ces études,
réalisées au niveau de I'individu ou du géne, sont complétées par I'étude de communautés fongiques.

Stratégie adaptative et stratégie de reproduction de C. parasitica

Peu d’études existent concernant la variation phénotypique et son déterminisme génétique chez
les champignons. Pourtant la variation des traits d’histoire de vie détermine, en interaction avec
I’environnement, les augmentations de fitness des individus nécessaires pour une adaptation a un nouvel
environnement. Des augmentations de virulence sont parfois décrites (Goodwin et al., 1995) mais les
traits liés a la dispersion et a la reproduction, souvent associés a des changements évolutifs durant les
invasions de plantes (Whitney, Gabler, 2008) sont beaucoup moins étudiés.

Les résultats obtenus concernant les changements adaptatifs de C. parasitica au cours des
invasions montrent que cette question est difficile du fait des origines multiples de C. parasitica en Europe
et de notre difficulté a assigner les isolats introduits a des populations d’origine (et donc a faire les bonnes
comparaisons). L'étude de ces changements le long d’un gradient de colonisation devrait lever cette
difficulté. Mon projet est donc d’étudier des individus prélevés sur un gradient Sud-Nord (correspondant
au sens de progression de I'épidémie de chancre en France et de mesurer leurs traits d’histoire de vie
(dispersion, virulence du champignon sur C. sativa et autres hotes, sensibilité aux différents sous-types de
virus, pouvoir de compétition, fécondité femelle).

L’enjeu est :

- d’estimer I’héritabilité et la variance génétique des traits d’histoire de vie chez C. parasitica, et
en particulier pour ceux impliqués dans la dispersion, la virulence et la sensibilité au virus, et d’estimer
parallélement la variation et différenciation génétique de ces populations et ainsi caractériser le potentiel
adaptatif de cette espéece

- d’étudier les corrélations entre dispersion et virulence chez C. parasitica, et autres traits
d’histoire de vie pour mettre en évidence des stratégies adaptatives. Il est nécessaire de vérifier
I’hypothese, suggérée par les résultats obtenus, de I'existence de stratégies différentes en fonction de
I’environnement : stratégies de type r dans les nouvelles aires de colonisation (se traduisant par une forte
sporulation) et stratégie de type K dans les aires anciennement colonisées (sporulation moins forte mais
spores plus grosses germant mieux). Le méme style de compromis a été observé pour un autre type de
stress rencontré par C. parasitica (infection par le CHV1).

Ce projet devrait permettre I'acquisition de nouvelles connaissances sur I’écologie évolutive de C.
parasitica, qui auront une portée générale, dans le cadre des invasions biologiques réalisées par un
parasite forestier, mais aussi des applications directes en termes de gestion de ce parasite de
quarantaine. Les collaborations établies au niveau européen nous permettent d’envisager cette étude a
I’échelle européenne, ce qui permettrait d’améliorer la législation européenne visant C. parasitica.

Diversité génétique et évolution des génes d’incompatibilité végétative

Les différentes études réalisées a I'aide des GCV ou sur la transmission horizontale du virus m’ont
amené a m’intéresser aux systéemes de reconnaissance du non-soi. Ces systéemes sont décrits chez les
organismes sessiles regroupés en colonies comme les cnidaires, les myxomycetes et les champignons
(P27). Uincompatibilité végétative limitant les hétérocaryons et favorisant I’évolution de groupes isolés a
I'intérieur de la méme espeéce constitue une composante importante de la dynamique des populations et
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de I’évolution des champignons. La question du maintien de la diversité allélique des systemes de
reconnaissance a depuis longtemps intéressé et motivé les biologistes. Le développement de la
génomique et des outils de bioinformatique permet désormais le clonage et I’étude de nouveaux génes et
la détection de signatures de sélection. Une famille de genes, responsables de I'incompatibilité végétative
chez les Ascomycétes, appelés HNWD, a été particulierement étudiée chez P. anserina (Paoletti et al.,
2007). Leur organisation moléculaire rappelle fortement I'organisation de protéines impliquées dans les
processus de reconnaissance de pathogénes chez les plantes et les animaux (STAND protéines, (Paoletti,
Saupe, 2009).

En collaboration avec M. Paoletti (CNRS), nous avons développé un projet dont I'objectif est
d’identifier chez C. parasitica des génes vic candidats et d’étudier la diversité génétique de ces génes afin
de rechercher des signatures de sélection. Ceci est possible grace au séquengage du génome de C.
parasitica et a la constitution dans notre équipe d’une importante base de données sur de multiples
populations naturelles de C. parasitica, caractérisées a I'aide de marqueurs neutres (microsatellites) et
phénotypiques (GCV). Par ailleurs, l'instabilité des GCV sera étudiée au laboratoire en isolant et
caractérisant des variants phénotypiques qui semblent incompatibles avec leurs isolats « méres ». Cette
variabilité observée couramment chez les ascomycétes pourrait étre la conséquence d’un taux trés élevé
de mutations spontanées, comme il a été observé chez P. anserina.

Pour préciser le réle des genes vic dans les transferts horizontaux entre GCV, j'ai par ailleurs initié
une étude afin de mettre en évidence les phénomeénes d’hétérocaryose et de parasexualité chez C.
parasitica. L'hypothese testée est que l'incompatibilité végétative n’interdit pas plus les échanges
nucléaires entre GCV que les échanges de CHV1. En utilisant la méme méthode, celle des inoculations
multiples sur tiges excisées, nous espérons pouvoir mettre en évidence I'existence de ces phénoménes de
parasexualité entre isolats de GCV différents.

Architecture génétique de la résistance du chétaignier

Les études de cartographie comparée ont montré la synthénie existant entre chéne (Quercus
robur)et chataignier et la colinéarité de la distribution de certains QTL (Casasoli et al., 2006; Casasoli et al.,
2004). Par ailleurs nous avons mis en évidence chez Q. robur des QTL de résistance a I’'encre (P62) et des
projets européens et américains ont pour objectif le séquencage de ces deux espéces de Fagacées. Ces
résultats m’ont motivé pour poursuivre mon étude de la sensibilité a I'encre chez le chéne et chez le
chataignier en collaboration avec T. Barreneche (UREF, INRA Bordeaux), et pour y ajouter celle de la
résistance au chancre.

Notre objectif est d’élucider les mécanismes et le déterminisme génétique de la résistance a ces
pathogeénes, par une approche classique de génétique quantitative (étude d’un dialléle) couplée a une
approche QTL mettant en jeu des croisements complexes (approche de type « pedigree-based
mapping »). La résistance a P. cinnamomi et P. cambivora est étudiée dans le cadre d’un projet ANR
Génoplante (Projet Realtime), et sera comparée a la résistance au chancre. Notre projet s’intéresse a ces
maladies dans un contexte tres large puisque trois espéces de chataignier (1200 génotypes) contrastées
pour leur résistance aux deux pathogénes seront étudiées, de méme plusieurs isolats des deux
pathogénes seront testés. Enfin, la faisabilité d’une sélection phénotypique dans le cadre d’une gestion
intégrée de ces deux maladies sera étudiée, en relation avec les partenaires de la filiere fruitiere.
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Communautés fongiques

Un fait marquant, dont I’étude d’un systéme hyperparasité m’a fait prendre conscience, est
I'importance dans un écosystéme des relations trophiques entre les espéces parasites et les especes libres
(Holt, Hochberg, 1998; Poulin, 1999; Price et al., 1986). Un autre résultat marquant résultant des
nombreuses études réalisées ces dernieres années sur la diversité et distribution des Phytophthora spp.
est la description de nouvelles especes de Phytophthora certainement indigénes, peu ou pas pathogenes
(Brasier et al., 2003; Hansen, Delatour, 1999; Jung et al., 2002; Reeser et al., 2007). Ces communautés,
leur fonctionnement et écologie sont trés mal connus, ainsi que la plupart des assemblages de
champignons.

Dans le cadre de la these de T. Cordier, les communautés d’Oomyceétes du sol et les
communautés fongiques foliaires associées au hétre seront caractérisées en utilisant la technique des
SSCP (Single Strand conformation Polymorphisms) déja testée dans un projet (P42) et le pyroséquencage
(Buée et al., 2009; Kong et al., 2005; Opik et al., 2009; Zinger et al., 2007). Cette caractérisation permettra
non seulement de combler un manque de connaissances en écologie pour un groupe important mais
négligé d’eucaryotes (Hawksworth, 2001) mais aussi des avancées importantes dans le domaine de la
santé des plantes. En effet, I'expression du pouvoir pathogéne d’'une espéce fongique donnée, et donc
son impact sur le fonctionnement de I’écosysteme forestier, semblent fortement dépendants des autres
espéces fongiques présentes dans son environnement (Arnold et al., 2003). En utilisant un gradient
altitudinal et un dispositif expérimental, nous analyserons comment le climat et la diversité en hotes
influent sur ces communautés, et donc comment ces communautés seront affectées par les changements
globaux futurs.
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