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1. Parcours scientifique

1.1. Principales étapes de ma trajectoire professionnell

Ma formation généraliste d'ingénieur agronome, puiés spécialisation en protection des
cultures, m'ont orienté t6t vers les problématiques santé végétale et une carriére
scientifique mélant approches académiques et am#i] Loin de la région toulousaine ou j'ai
VEecu jusqu'a I'age de vingt ans, mes deux premigassées a |I'Ecole Nationale Supérieure
Agronomique de Rennes m’ont faconné en tant quiiregg agronome, par la diversité des
disciplines scientifigues enseignées et des praitigoes socio-économiques abordées. Je
garde de cette période intense un go(t pour lesdlits finis" (mon c6té perfectionniste,
analysant) et le besoin d’assigner a toute actenigae ou analyse scientifique un objectif
précis (mon c6té finaliste, contrélant). Je tiegalément de cette période mon attrait pour la
terre et le monde rural en général, hors cadreeinient professionnel, que j'entretiens depuis
une dizaine d’années (intérét pour les politiquasligues agricoles, le développement rural,
les investissements éthiques et solidaires, etrgltsmment 'accompagnement de projets de
capital-risque dans la filiere bois). Mon aveniofgssionnel ne saurait s’affranchir des liens
gue j'ai tissés entre le monde de la recherchédjrhmvation et de I'agriculture, tant du cété
public que privé.

Pendant I'été 1998 j'ai eu l'opportunité de réalis stage de pré-spécialisation dans le
laboratoire de pathologie forestiere de I'INRA danbly sous la responsabilité de Jean Pinon.
J'ai travaillé quelgues semaines sur la rouillepguplier Melampsora larici-populinp Ce
fut mon premier contact avec la pathologie végétalers que je n'avais pas totalement
renonceé a m'orienter vers l'ingénierie forestiemchoix de stage a répondu a mon souhait de
travailler sur les maladies des plantes. Je m'imagigrimper aux arbres dans les foréts pour
les soigner... Cette perception idéalisée de lzetatest avérée bien naive, mais cette premiere
expérience de recherche m’a conforté dans mon cHeixpoursuivre en épidémiologie
végétale, pour son socle épistémique, sa plurgieerité et la vision holistique qu'elle
promeut.

J'ai réalisé en 1999 mon stage de fin d'étudalaaratoire de pathologie végétale de
I'INRA de Grignon, sous la responsabilité d’lvarclsaet de Laurent Huber. J'ai travaillé sur
I'influence de la pluie sur la progression d'épia&ne rouille jauneRuccinia striiformig et
de rouille brune du bléP{ccinia triticing. J'ai pu m’essayer a la conception de dispositifs
expérimentaux plus ou moins astucieux visant atifilenet hiérarchiser les mécanismes
biophysiques impliqués dans la dispersion des speouille par la pluie.

J'ai été recruté en 2000 a I''NRA de Rennes dagsipé épidémiologie sol et systémes de
'UMR BiO3P (actuellement IGEPP). Mon recrutemertoéncidé avec le départ de Francis
Rouxel, pathologiste des cultures Iégumieres, quaépartement SPE (Santé des Plantes et
Environnement) avait immédiatement compensé pacamtrat a durée déterminée d’'un an
(dont jai bénéficié), puis par la création d’'unspm J'ai pu mesurer les avantages, mais aussi



les inconvénients, d'une telle politique de ressesithumaines. J'ai mis quelques années a
définir un programme de recherche, peut-étre aecalus profil de poste prématurément
étiqueté "protection intégrée" et un peu trop idfoaux attentes des professionnels
légumiers. Aprés quelques errements en terme dégmoement scientifique académique, j'ai
pu matérialiser mon programme par une thése ("Epimlégie du cavity spot de la carotte :
perspectives d'application en protection intégrégie j'ai soutenue en juin 2006. J'ai d'autant
apprécié cette premiere partie de mon parcouregsannel que javais renoncé en 1999 a
me lancer dans une thése en formation initialegeeat de devoir enchainer plusieurs post-
docs avant de pouvoir étre recruté. Etre scienifig I'NRA était mon premier souhait, mais
pas l'unique ; la précarité était un prix que jétais pas prét a payer.

Entre 2000 et 2007 l'essentiel de mon activitéresisté a travailler sur le parasitisme
d’origine tellurique et la protection intégrée eunltgres légumieres de plein champ. Jai
développé un programme de recherches sur I'épidégio du cavity spot de la carotte
(systemeDaucus carotaPythium spp.), dont les résultats ont été a la fois acagléen et
appliqués : (1) développement d'outils, de conrmaises et de concepts tendant vers une
approche intégrée de la protection contre les nmedaitlluriques ; (2) prise en compte de
l'intégralité du développement d'une épidémie & dihtes échelles spatio-temporelles ; (3)
identification de processus et meécanismes épidémiquiés, qui, une fois démontrés
expérimentalement et conceptualisés, ont permismikux comprendre les cinétiques
épidémiques ; (4) identification de variables dtactconstituant les voies d'intervention des
agriculteurs pour limiter le développement des ik

Des raisons familiales m’ont conduit a faire une dede de mobilité au début de I'été 2006.
Elle s’est concrétisée par mon arrivée en janvigd72dans I'équipe épidémiologie dans
TUMR BIOGER de Versailles-Grignon qui venait jusiétre créée. Ce changement
thématique a dans un premier temps éeté déstabjlisars enrichissant. J'ai fait converger
mes questionnements scientifiques vers une seutgete problématique : la diversité des
processus, le r6le de l'inoculum et l'influencedd&rents facteurs biotiques et abiotiques sur
le fonctionnement d'une épidémie, qu'elle se matdfelans les compartiments tellurique,
aérien, ou a linterface entre les deux. L'équipaitaalors choisi d’orienter une partie
significative de ses programmes vers I'étude desauyques pluriannuelles des épidémies
aériennes du blé. J'ai été associé aux travauxetgjagés par mes collegues, lvan Sache et
Henriette Goyeau, sur le role des repousses daabie la survie de la rouille brune entre deux
saisons épidémiques. Parallelement jai initié wog@mme sur la septoriose du blé
(Zymoseptoria tritic, notamment sur le réle des résidus dans les phpEcoces et la
récurrence pluriannuelle des épidémies. Mon olfjétéit d'étudier leur fonctionnement a
différentes échelles spatio-temporelles, en idamtifla nature et I'origine de l'inoculum et en
caractérisant les mécanismes impliqgués dans lemroamations les plus précoces. L'enjeu
scientifique était a la fois académique (résolutdame "boite noire™) et appliqué (acquisition
de connaissances mobilisables dans des modélegvsign et de gestion des maladies). Ce
travail s’est poursuivi par la thése de David Meré2012-2015) dont jai été I'encadrant
principal. En 2009, alors que les enjeux du rédeaugnt climatique étaient devenus plus
prégnants, j'ai initié un travail sur la réponsd’adaptation deZ. tritici a la température, en
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collaboration avec Ilvan Sache et Michael Chelle @SES). Cette thématique a pris de
'importance avec la these de Frédéric Bernard 9281 2), que j'ai co-encadrée.

Au final, les recherches que je méne depuis 2007les systéeme septoriose-blé
concernent principalement deux thématiques :

1. Processus épidémiques, initiation et récurreleseepidémies aériennes du blé ;

2. Réponse a la température de populationZ.detici, conséquences epidémiologiques et
potentiel d'adaptation au changement climatique.

J'y reviendrai plus en détails dans la secondegydéet ce mémoire.

Au cours des dix derniéres années de nouvellesgmaltiques de biosécurité ont émergé en
santé veégeétale ; j'ai choisi d'y contribuer. Ceslppématiques se sont concrétisées par des
besoins d'expertise sur les risques sanitaires uslsxcgont exposés les agro-écosystemes,
gu'ils résultent de menaces naturelles (épidémmesrgentes), accidentelles (justifiant les
mesures de quarantaine végétale), ou intentiomnellactes de malveillance ou
d'agroterrorisme). Je me suis positionné sur adtaiere thématique quelques mois apres
mon recrutement a 'INRA en 2001. Mon intérét ptauquestion remonte a 1999, année de
mon service national, que j'ai réalisé en tant spientifique du contingent au péle Transfert
de Technologies Sensibles du Secrétariat Générl Be&fense et de la Sécurité Nationale
(SGDSN). J'étais alors stimulé par l'originalité de sujet "de niche", mais aussi par la
conviction que les questions de biosécurité agricoéritaient une attention particuliere de la
communauté scientifigue dans un contexte de masdian des échanges. J'ai suivi en 2006
une formation par alternance dispensée par l'lnsigés Hautes Etudes de Défense Nationale
(IHEDN), qui m'a sensibilisé aux enjeux de défende, géopolitique, d'intelligence
economique et de gestion de crise. J'ai obtenlaarite une habilitation confidentiel défense
(2007-2017).

J'ai développé entre 2004 et 2014 des rechercihdarsalyse des risques épidémiques
pesant sur les agro-écosystémes, en choisissanéfuule de cas la menace agroterroriste. J'ai
défini cette menace comme étant [utilisation d&ée et malveillante d'agents
phytopathogénes par un individu, une organisatiomm Etat, dans le but de provoquer des
dommages aux végétaux (cultures, arbres, denrgedlag), voire d’affecter I'emploi qui
pourrait en étre fait (production, commercialisafittansformation, consommation ; Latxague
et al., 2007). La relation entre I'évaluation detyg®e de menace et les travaux de recherche
ayant pour finalité la conception de méthodes daige de maladies communes n’est pas
evidente. C'est au sein de deux projets financéd'iaion européenne (CropBioterror de
2004 a 2008, puis PlantFoodSec de 2011 a 2015)'ajueelié les deux problématiques.
Serait-on capable de différencier lintroductiontunaelle d'un agent pathogene d'une
introduction d’origine humaine, accidentelle oweimtionnelle ? La réponse est probablement
"non", puisqu'a la question "Comment commence yméééie naturelle ?" il ne peut avoir
de réponse unique et définitive. Théoriguement, smde contamination est suffisante pour
déclencher une épidémie. En pratique, les choseghies complexes et les connaissances sur
les mécanismes impliqués dans le déclenchememtaj@ud'une épidémie sont lacunaires.
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J'ai contribué a concevoir des meéthodes d'évaluaties risques : typologie de
menaces, hiérarchisation de cultures cibles egawsmes nuisibles, identification de criteres
pertinents, méthodes de quantification basées ssr sthémas classiques d'Analyse de
Risques Phytosanitaires (ARP). J'ai été familiargs®s 2006 avec cette méthodologie,
d’origine anglo-saxonne, et m’en suis inspiré atpu'elle n'était pas encore opérationnelle en
France. La démarche que j'ai développée avec niEguaes épidémiologistes (lvan Sache,
Jean Pinon) et sociologues (Marc Barbier, VinceatdGn) a consisté a caractériser la
diversité des menaces et des risques par une &gppoospective (conception de scénarios),
puis a les évaluer analytiquement. Cette méthodmlagnitialement été développée dans le
cadre du projet CropBioterror et a été amélioréasdBlantFoodSec (analyse de risque
combinatoire probabiliste - modele GeNle - appl&wé I'évaluation d'une quinzaine de
scénarios prospectifs) en collaboration avec Inap&ollege (John Holt, Adrian Leach, John
Mumford) et le Laboratoire de la Santé des VégétdmiXANSES (Corinne Le Fay-Souloy,
Bénédicte Moignot). J'anime depuis 2012 un blogfafmation et de veille consacré a ce
theme Cropbiosecurity and Agroterrorism Waliclksur la plate-forme internet Scoop.it!
(http://www.scoop.it/t/cropbiosecurity).

La biologie légale ioforensi¢ appliquée aux agents phytopathogénes a pris une
importance croissante dans le contexte de la hioséales cultures. Cette discipline consiste
a s'appuyer sur des méthodes scientifiques pouemuas investigations visant a identifier
l'origine d'un foyer de maladie et, le cas échéemtfondre les auteurs d'actes délictuels ou
malveillants. "Tracer" un agent phytopathogéne enditions naturelles ou "remonter sa
piste" constitue un défi technologique. Il est gal@ment nécessaire de s'appuyer sur des
meéthodes indirectes, d'inférence statistique o@ix@ntale. Le point fort de I'épidémiologie
végetale est certainement que, pour comprendre emtnocommence une épidémie, il est la
plupart du temps possible d'expérimenter "au chasgpis risque. Les maladies les plus
courantes permettent cela, a l'inverse des agati®genes de quarantaine ou de la menace
agroterroriste dont I'étude en conditions natusedist exclue. Pour ces raisons, la septoriose et
la rouille brune du blé ont été choisies dans PleodSec comme modéles d'étude
génériques. La majorité des travaux menés dansip@gepidémiologie sur l'initiation et
récurrence des épidémies provoquées par ces ddadiasaa été financée par ce projet.

A la suite du départ de Christian Lannou (chef dpadément SPE) en 2013 jai accepté
d'animer I'équipe épidémiologie. Ma mission indltcoordination scientifique (orientations
thématiques, choix stratégiques), administrativeiv{sd’appels d'offre et élaboration de
projets, investissements) et de ressources hum@aesdination du recrutement de stagiaires
et non-permanents, conduite des entretiens degtyestion de conflits).

Les projets de recherche de I'équipe (sur lesqeebviendrai a la fin de ce mémoire)
se répartissent actuellement en trois axes sampras, cohérents avec ceux que j'ai présentés
lors I'évaluation de l'unité par 'AERES en 2014sG@xes ont recemment été réactualisés et
correspondent aux orientations scientifiques aguif#e pour les cing prochaines années : 1)
processus et mécanismes centrés sur l'inoculunré@nse et adaptation des populations
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pathogenes a des facteurs biotiques et abiotiqtrestigants ; 3) gestion durable des
résistances variétales a différentes échellescstatiporelles.

Parmi la dizaine de projets de recherche finamcésjuels j'ai participé, je souhaite
insister sur trois dont j'ai été coordinateur stifaque pour I'INRA : CropBioterror (2004-
2008), PlantFoodSec (2011-2016) et récemment Engpl{a®15-2018). Ces trois projets
européens ont permis (et vont encore permettre)cdiapagner une partie importante des
activités de I'équipe et de collaborer a I'échellionale (INRA, ANSES) et internationale
(FERA, Université de Turin, Imperial College). Jaiquis une expérience et des compétences
qui dépassent le cadre scientifique (coordinataensifique, gestion financiere, etc.).

J'ai développé une activité d’expertise, initialerhanpartir des thématiques biosécuritaires,
qui rejoignent désormais des thématiques d’épidé@gie plus classiques. Je suis membre du
comité d'expert spécialisé "Risques Biologiques pm$anté des Végétaux" (CES RBSV) de
I'ANSES depuis 2012. Dans ce cadre, j'ai coorda@m@013 I'expertise "Analyse de risque
phytosanitairdPlasmopara halstedi agent responsable de la maladie du mildiou &soti
(présidence d'un groupe de travail hog ainsi qu'un avis scientifique et technique rélati
un protocole expérimental de traitement du changidgeratocystis platan{chancre coloré
du platane) le long du Canal du Midi. J'ai particem 2011 et 2012 a I'évaluation du "risque
biologique pour la sécurité nationale" au sein @'gellule interministérielle pilotée par le
SGDSN. Jai contribué en 2012 aux négociations pagones ¢BRN Advisory Groupet
internationalesAustralia Group en proposant une réactualisation de la listeagests de la
menace biologique. Plus récemment j'ai participgc &amuel Soubeyrand et Astrid Cruaud a
une expertise sur la "Gestion des crises sanit@resanté veégétale" commandée par le
département SPE, dont le rapport a été remis d&i. J'accorde actuellement une grande
importance a ces activités d'expertise et de ctarsd, intellectuellement tres stimulantes.
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1.2. Curriculum vitae

Etat civil

Frédéric Suffert
38 ans, marié, pere de trois enfants

Adresse personnelle ...................... 78340 Les Clayes-sous-Bois
Adresse professionnelle ................. INRAUMR1290 BIOGER
Campus AgroParisTech

F78850 Thiverval-Grignon

E-mail ........ .. . frederic.suffert@verksslinra.fr

Parcours universitaire

» Baccalauréat scientifique, série C [1994].
+ CPGE Bio Math Sup/Spé (Lycée Pierre de Fermat,oilead) [1996].

* Dipléme d'Ingénieur Agronome de 'ENSAR (Ecole Natile Supérieure Agronomique de
Rennes), spécialisation Protection des Plantesvgétdiinement [1999].

« Doctorat en Sciences (ED Vie Agro Santé - AgroCasripennes) [2006].

* Dipldme d'Ancien Auditeur de I''HEDN (Institut détautes Etudes de Défense Nationale)
[2006].

Parcours professionnel

« Scientifique du contingent, SGDSN (Secrétariat Gdnée la Défense et de la Sécurité
Nationale) [1999-2000].

* Ingénieur de recherche€®classe, INRA UMR1099 BiO3P (Rennes) [2000-2007].
- Ingénieur de recherchef™®classe, INRA UMR1290 BIOGER (Grignon) [2007-2013].

- Ingénieur de recherches™lclasse, responsable d'équipe, INRA UMR1290 BIOGER
(Grignon) [depuis 2013].

Activités d'animation de la recherche

» Animation d'équipe

Responsable de I'équipe épidémiologie des malag@®nnes du blé de 'UMR1290
BIOGER (13 permanents) [depuis 2013].
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» Coordination de projets de recherches

* Projet ADAR "Carotte" (Agence de Développement Agicole et Rural). Etude des
facteurs agro-environnementaux ayant un impactisuléveloppement des maladies de la
carotte [2004-2006]. Co-coordinateur du partenaire INRA:responsable d'un budget de 86
k€.

« Projet innovant SPE "Inoculum Primaire” (INRA SPE). Polyétisme des maladies
aériennes et mobilisation de l'inoculuf007-2009]. Principal contributeur (coordinatéur
Sache).

* Projet FSOV "Septoriose" (Fonds de Soutien a I'Ob¢ntion Végétale) Evaluation de la
résistance du blé a la septoriose provoquée Bartritici [2008-2011]. Coordinateur du
partenaire INRA. Co-responsable d'un budget de€57 k

* Projet Européen AC "CropBioterror" (6e PCRD UE). Crop and food biosecurity and
provision of the means to anticipate and tacklepcbmoterrorism[2004-2008]. Responsible
de la taché”lant pathogens as agroterrorist weapons: Assessofeahe threat for European
agriculture and forestryet coordinateur scientifique pour I'INRA (BiO3P Res, BIOGER,
Pathologie Forestiere Nancy, SenS Grignon). Resjimbasl'un budget de 115 k€.

* Projet innovant "Changement Climatique” (INRA SPE). Adaptation des parasites au
changement climatique : influence de la températuneles processus infectieux detritici,
agent de la septoriose du HE010-2012]. Principal contributeur (coordinatéugache).

* Projet Européen ReX "PlantFoodSec" (7e PCRD UE)Plant and food biosecurity2011-
2015]. Responsable de la tachknt disease epidemiology applied to crop biosiguat
coordinateur scientifique du partenaire INRA-ANSEHAOGER, BioSP Avignon, SenS
Marne-la-Vallée, ANSES-LSV Angers). Responsablae thudget de 639 kE.

* Projet "SeptoVar" (LabEx BASC). Réponses de populations locales &etritici aux
variations spatiales de deux facteurs agro-enviementaux majeurs - température et
résistance variétale - et inférence de leur potndiadaptation aux changements globaux
[2014-2016]. Coordinateur du projet (BIOGER et EG@ESGrignon, CNRS IRBI Tours,
ARVALIS-Institut du Végétal). Responsable d'un bedde 20 k€.

* Projet Européen RIA "Emphasis" (H2020 UE). Effective management of pests and
harmful alien species - Integrated solutiofd015-2018]. Coordinateur scientifique du
partenaire INRA (BIOGER et IRHS Angers) au seinnd’consortium constitué de 21
partenaires. Responsable d'un budget de 396 k€.

» Encadrement de doctorants

* R. Ben Slimane [2007-2010]. Co-encadrant d'un chépe et membre du comité de theése
(co-directeurs de these : P. Bancal et M-O. Banédfets de la septoriose foliaire sur la
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sénescence et les flux d'azote pendant le remgésdes grains chez le blé tend8outenue
le 15 décembre 2010.

« F. Bernard [2009-2012]. Co-encadrant(directeur de thése : M. Chelle ; second co-
encadrant : I. Sache$ensibilité a la température des processus épidésiq I'échelle de la
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2. Synthese des travaux de recherche - Processtis e
mecanismes centrés sur I'inoculum : une approche
fonctionnelle et expérimentale de I'épidémiologieagétale

2.1. Processus et meécanismes, au cceur de la repnéson du
fonctionnement d'une épidémie

Au 18e siecle, une maladie décime les cultures ffans¢Crocus sativus et plonge les
familles paysannes de la région du Gatinais dansidare. En 1722, le jeune botaniste Henri
Louis Duhamel de Monceau se voit confié le soimrdger "la mort du safran". A partir
d'observations il établit qu’'un agent biologiquéatieux en est la en cause. En débarrassant
des bulbes infectés de leur terre il observe lagée de fins filaments violets, qu'il suspecte
d'étre I'agent biologique a l'origine des symptGnetsque Prillieux (1882) identifiera plus
tard comme étant le champignon paraBitezoctonia violacedFig. 1). Les résultats de ces
travaux sont publiés en 1728 dans les MémoiresAdadémies des Sciences (Duhamel du
Monceau, 1728). L'article, redécouvert par Zaddles81) il y a une trentaine d'années, fait de
Duhamel du Monceau le précurseur de I'épidémiologigétale moderne (science des
maladies des peuplements végétaux ; Van der P1&83). Duhamel du Monceau réalise en
effet une premiere expérience de contamination ldetp sains et prouve le caractére
contagieux de la maladie, qui se développe eneendtour de plantes déja malades [1]. |l
interprete cette configuration spatiale comme étaxpression mécaniste d'un processus
physique, si on se référe a la premiere partieitdel de son article ("Explication physique
d'une maladie”).

[1] "Et j'ai été surpris des désordres que cause cettdadie dans les
endroits qui ont le malheur d'en étre affligés.qht ne le serait pas en effet,
de voir qu'une plante attaquée d'une maladie dévierurtriere des autres de
son espece ? En avait-on jusqu'ici remarqué deagpetises épidémiques
dans les plantes ? Celle qui attaque I'oignon duasaest cependant de cette
nature, puisque semblable a la peste des animdie,géte les oignons
voisins..." (Duhamel du Monceau, 1728)

En s'appuyant sur ses observations et sur la déadia du processus épidémique
ainsi suspecté (contamination plante-a-plante),adnéi du Monceau préconise d'isoler par
des tranchées les plantes saines des parties ampslou se trouvent les plantes contaminées
pour limiter le développement de la maladie. Ceetgp pratiques culturales a été proposé
depuis pour limiter le développement de foyers aéadies telluriques en systemes légumiers
ou de grandes cultures (par exemple des attaquearoiées ou de betteraves provoquées par
R. violaceaa la polyphagie désormais reconnue).
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ExrLrcATron DE LA sEconDE FIGoRE,

Qui repréfence le Tuberoides ér la maniere dont if 5'ag-
iache far les Owgnons du Safran.

A Le Thberoides dans fa groffeur naturelle, avec fes racines
violettes & veluds, par lallongement defquelles il fe
multiplie.

‘B, Peits Gaglions, ou nouveaux Tubercules qu fe for-
ment aux extremités & aux anaftomoles de pluficars

racines.

C. Eut du Safran dans e centre des plices infeflées, ot il
ne refte plus que les tégumients de I'Oignon dans leur
forme ordinaire, b fubflance étarit entiérement con-
ommée par Iaftion du Tideraider.

D. Etat duSafran dans fa partic moyeane, entre le centre
8¢ la cirennférence, o les Tubercules font attachés
fur les téguments , & ot les racines du Thberoides
pénétrent §a fobflince de I'Qignon, lui ant fuit perdre
{a folidité, & F'ont rendu femblable 4 de la boiiillie.

‘E. Ftat du Safran & la circanfiérence ob les racines du Th-
beroides n'ent encore penetré que les 1éguments de
I'Dignon, ans avoir cndommagé la filllace,

Figure 1 - Bulbes de safranCfocus sativus colonisés par le mycelium dehizoctonia
violaceg premiére représentation par Duhamel du Monceai2g)l d'une contamination
plante-a-plante (allo-infection) en épidémiologégeétale (d'aprés Zadoks, 1981).

L'approche que Duhamel du Monceau développe daite qremiere étude
d'épidémiologie végétale n'a été complétée qufimldu 19e siecle. L'étude scientifique des
causes des maladies des plantes a alors été rgudséle par de nouvelles avancées
épistémologiques, notamment les principes de meadea@xpérimentale (observation
provoquée dans des conditions déterminées en vaerdeler une hypothese, définition de
I"expérience" selon Claude Bernard, 1865) et dlétie microbienne (criteres destinés a
établir la relation de cause a effet liant un agexthogéne et une maladie, postulats de Koch,
1876).

Il a fallu attendre le début du 20e siécle pour gles approches holistiques [2]
apparaissent en épidémiologie végétale (Morstai2l), intégrant des dimensions
biologiques et physiques plus complétes, puis,néwent, sociétales.

[2] "A whole range of other viewpoints and orientatidrere come to light.
To epidemiology belong questions on the influericine weather and other
environmental factors, such as the soil, migratiamd transportation of
pathogens and their vectors ; the questions onepisulity and resistance of
varieties, from which ensues in the practical fifld breeding for resistance ;
on virulence of the pathogen; further on the sdeshlbiological control ;
etc.)" (Morstatt, 1921 ; traduit par Zadoks, 1976)

Les principaux facteurs qui influencent le dévelopeet d'une épidémie végétale sont
classiquement représentés sous la forme d'un tieraélont les extrémités correspondent
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respectivement a la plante hote, a I'agent pathegagux composantes biotiques et abiotiques
de l'environnement, et aux actions de I'homme, gquelement les pratiques agricoles

(Zadoks & Schein, 1979). Si ces composantes infleienle développement d’'une épidémie

dans sa globalité, c’est en réalité sur un enserdblgrocessus - spécifiques d'échelles
d'espace (plante, parcelle, territoire) et de tenipaisons, années) - qu'elles agissent
directement. Identifier et hiérarchiser ces progesst indispensable si I'on veut comprendre
la facon dont différents facteurs influencent ldadee.

L'étude des processus épidémiques a pris son dasgrla seconde moitié du 20e
siecle avec l'introduction des mathématiques edédpiologie végétale, et notamment avec la
publication des travaux de Van Der Plank (1963)g@émer (1977), puis Zadoks & Schein
(1979). La démarche de modélisation la plus classen épidémiologie végétale consiste a
concevoir un modéle, en tant qu’un outil permettinprédire le comportement d’'un systeme
peuplement hdte-population pathogéne. Une prerajgpeoche de la modélisation, holistique,
considére qu'’il n'est pas nécessaire de se focaisedes processus précis pour connaitre le
fonctionnement d'une épidémie ; la décompositioladgajectoire du systeme en une série
d’évenements n’est pas une finalité. Une secongeoape, déterministe, se concentre sur les
processus (observés, mesurés ou seulement corEstaCette approche fait écho au
constructivisme, courant de I'épistémologie quit f@&poser la connaissance sur l'idée que
'image de la réalité pour un scientifique, etthegions structurant cette image, sont le produit
de son esprit en interaction avec cette réalitdoet le reflet exact de la réalité elle-méme.
Concrétement, cela impligue d'imaginer, de créefecormaliser des processus élémentaires
qui animent le systeme étudié (I'épidémie telleetle’ se déroule) afin d'en comprendre le
fonctionnement. Cette démarche prend tout son pens des épidémies que l'on pense
pilotées par plusieurs processus a différentedléstaespace et de temps.

Dans ces deux approches, les degrés d’agrégat®mcahnaissances sont différents.
La premiere approche se pose a I'échelle d'uneéépel considérée comme un systéeme
accessible a I'observation seulement dans son disgesans "dégradation” possible : il est
possible de comprendre et de modéliser grace céaquprédit, a partir d’'une représentation
parfois empirique. La seconde approche se poséchdile des processus épidémiques, de
préférence accessibles a I'expérimentation : elé lBasée sur la compréhension du
fonctionnement mécaniste du systeme. La modélisatéterministe, notamment celle
découlant de l'utilisation de modeles a compartitmedu type SIR qusceptible, infectious,
recoveredl dont Kermack & McKendrick (1927) sont a l'originenfere aux processus un
réle central pour comprendre la dynamique d'unalémpie, tellurique (Pfender, 1982 ;
Gilligan, 1983) ou aérienne (Kranz & Rotem, 1988).

A ce stade de la réflexion, j'estime nécessaireplititer la distinction que je fais entre
"processus"” et "mécanisme”, qui a structuré momambe fonctionnelle et expérimentale.

Un processus est un ensemble de phénoménesedatifganisés dans le temps. Dans
le domaine industriel (gestion de la productiorgsttun ensemble d'activités corrélées ou

interactives qui transforme des "éléments d'ente¥e™éléments de sortie”. Les processus
éepidémiques peuvent étre considérés comme legdlifi's étapes (au centre desquelles se
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trouve l'inoculum, en tant qu'élément d'entréeeesattie) qui conditionnent le développement
de la maladie.

Un mécanisme est une combinaison, un agencemgnécks ou d’organes montés en
vue d'un fonctionnement d’ensemble. Le Mécanisnie également une conception
philosophiqgue qui admet qu'une classe de faits puensemble de phénomeénes suit
le modéle des liens de cause a effet et peut atreené a un systeme de déterminations
meécaniques. La théorie de I'animal-machine de De&sgaqui découle de cette conception, a
conduit a I'emergence d'une médecine mécaniste dauie médecine expérimentale.

Chaque processus épidémique observé (ou condsplupleut s'expliquer par un
enchainement de mécanismes biophysiques, identibidgne étant les éléments constitutifs
dudit processus, saisi dans son fonctionnement.eRample, des infections secondaires
peuvent se produire a partir d'organes infecté@ssitsur une méme plante hoéte (auto-
infection) ou situés sur des plantes hétes voigiaks-infection). Ces processus épidémiques,
bien que distincts, peuvent étre causés par deamséees identiques. Les facteurs ayant un
impact sur chacun de ces deux processus peuvgaisngre identiques. Dans le cas du cavity
spot de la carotte (voir plus bas) il est par eXengpobable que la distance entre racines
influence fortement les allo-infections mais pets lauto-infections. A linverse, des
mécanismes différents peuvent étre les causes s#uh et méme processus. Enfin, un
processus admis a une certaine échelle de tempssptace (parcelle agricole ou peuplement
végétal) se trouve généralement étre un mécanismaeaéchelle inférieure (plante ou
organe ; Fig. 2).

Comprendre comment fonctionne une épidémie néeesgite les processus
intervenant a I'échelle spatio-temporelle consielééient identifiés (prouvés ou suspectés,
mesurés ou estimeés). Il n'est toutefois pas néicespae les mécanismes responsables d’un
ou plusieurs processus soient caractérisés damseleemble. L'analyse des processus
épidémiques ne doit pas étre systéematiquement éddaate” : la dissection du systeme
étudié en éléments toujours plus détaillés ne pepae forcément de mieux comprendre son
fonctionnement.
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L e principal objectif de mes travaux de recherchi&éad'identifier et de hiérarchiser des
processus épidémiques intervenant a différentexlléshde temps et d'espace. Pour
comprendre comment certains facteurs influencest m®cessus, je me suis attaché a
caractériser des mécanismes explicatifs, tant dams perspective de connaissances
fondamentales qu'appliquées. La preuve de I'existed’un processus par I'expérience
(Legay, 1997) est un élément indispensable a Igpoéimension du fonctionnement mécaniste
d'un systéme. La démarche de Duhamel du Monceamsiste a partir de I'observation, en
tant que phénomene de sérendipité, a formuler gpstieses que des expérimentations
confirment ensuite. Pour Merton & Barber (20063éaendipité fait référence a I'observation
d'un fait surprenant (une donnée non-anticipéeyrarale et stratégique) qui est suivie par
une abduction correcte (inférence de la meillewplieation), qui devient l'occasion du
développement d'une nouvelle théorie ou I'extendiane théorie existante. Le philosophe
américain Charles Peirce [3], reconnu par son fraua le pragmatisme comme méthode de
recherche (Catellin, 2004 ; Bourcier & van Anded12), considérait I'abduction comme la
seule forme de raisonnement pour découvrir quetose de neuf :

[3] "L'induction ne peut jamais produire une idée, loyee soit son type. Et
la déduction non plus. Toutes les idées de la sei@ennent par abduction.
L'abduction consiste dans I'étude des faits et dam®nception d'une théorie
pour les expliquer. L'abduction est le processus |'theagination d'une
hypothése explicative. C'est la seule opératiomglog qui introduit une idée
neuve quelconque ; parce que linduction détermime valeur, et la
déduction dérive seulement les conséquences ihiastal'une hypothese
pure. La déduction prouve que quelque chose dmt &€tinduction montre
que quelque chose marche de facto. L'abductionésegseulement que cela
serait possible." (Peirce, 1866 ; traduit par Boiarc& van Andel, 2011)

Duhamel du Monceau a mis pour la premiére fois ede@¢e un processus centré sur
inoculum responsable du développement d’'une épidécontamination plante-a-plante),
sans pour autant en identifier le ou les mécanismeggonsables. L'inoculum et ses "flux"
sont au centre des processus épidémiques (FigSides processus sont accessibles par
abduction, certains mécanismes le sont plus défioent, comme les mécanismes de
contamination a partir de l'inoculum tellurique zhles maladies racinaires (voir le cas du
cavity spot de la carotte) ou les mécanismes imapicgdans la survie interannuelle de certains
parasites biotrophes (voir le cas de la rouillenkerdu blé). On fait souvent référence a une
"bofite noire", qui explique gue certains concephpieiques aient été développés, comme par
exemple le "potentiel infectieux" d'un sol, dontdéfinition opérationnelle n'est basée sur
aucun processus (Garrett, 1956 ; Dimond & Hors1&g5).
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intensité d'une maladie d’origine tellurique

densité d’inoculum capacités infectieuses et effets de
dans le sol X saprophytiques propres X l’environnement-sol
de l'inoculum sur I'inoculum
N J o\ )
(état sanitaire du sol) (réceptivité du sol)
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(potentiel infectieux du sol)
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(réceptivité de la culture a la maladie)
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sensibilité propre de la plante % prédisposition de la culture
liée a 'environnement

Figure 3 - Les différentes composantes du potentiel indestid'un sol (d'aprés Rouxel,
données non publiées ; Suffert, 2006).

Comme je l'ai rappelé dans l'introduction de mesth le potentiel infectieux d’un sol
peut étre "estimé" ; mais comprendre la facon ddifferents facteurs l'influence est
complexe. Le potentiel infectieux n’'est pas adaptéla formalisation de processus
épidémiques, au centre desquels se trouve linoculdn se heurte a des difficultés
meéthodologiques pour le caractériser et le quantifie potentiel infectieux est un élément
utile pour évaluer de fagon empirique I'état samitd'un sol a un instant donné, mais qui ne
peut difficilement apporter de nouvelles connaissan sur le fonctionnement du

K4

pathosystéme (Fig. 4).
Win
T 7

potentiel infectieux

Figure 4 - Représentation du potentiel infectieux
d'un sol (cas du cavity spot de la carotte).
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Mon travail de recherche a concerné deux pathosegstémas différents, I'un tellurique,
Pythiumsp-carotte (2000-2006), et I'autre aérigtymoseptoria triticblé (2007-2015). J'ai
considéré d'une part les apports de I'expérimemntatil'étude des processus épidémiques par
des méthodes directes et indirectes, et d'autre patilité de les conceptualiser
(représentations mathématique, graphigue, schémeagipphotographique).

Les infections primaires et secondaires sont msy@enent responsables de l'initiation
et de la progression d'une épidémie polycycligus.a rarement disjonction temporelle entre
les deux processus : pendant les phases précbess friéquent que les infections primaires
contribuent encore au développement de I'épidémmelis que les premiéres infections
secondaires interviennent déja. Dans le cas d'uiftere annuelle on considére que les
infections primaires sont provoquées par de lihoouissu d'un cycle infectieux d'une
précédente épidémie ("inoculum primaire"), prodsitr des hétes de la saison culturale
précédente (résidus contaminés, dans le cas drasitgasaprophyte) ou de la période
d'interculture (héte alternant ou repousses com@es, dans le cas d'un parasite biotrophe
strict). Les infections secondaires sont provoqueesie I'inoculum issu d'un cycle infectieux
de la méme épidémie ("inoculum secondaire"). litésde ces définitions que des propagules
infectieuses de méme nature peuvent étre fonctilemment différentes, tantét inoculum
primaire tant6t inoculum secondaire.

2.2. Stratégie expérimentale pour caractériser prassus et mécanismes - Le
cas d'une maladie d'origine tellurique, le cavity pot de la carotte

2.2.1. Le systeme Pythiusp.- Daucus carota

L esPythiumforment un complexe parasitaire constitué de plusiespéces pathogénes de la
carotte Daucus carota et dont la composition est variable d’'un bassin pdoduction a
l'autre. lls provoquent différents types de symmérparmi lesquels des "taches en creux'
qui entrainent des pertes de rendement liées adépeciation de la qualité des produits
récoltés (Fig. 5). Au début des années 2000 lemaissances épidémiologiques de cette
maladie étaient lacunaires (Hiltunen & White, 20023u d'études avaient eu pour objectif la
compréhension du fonctionnement d’'une épidémie (Meds, 1988 ; Phelps et al., 1991),
basée par exemple sur les hypothéses mécanistssiqament développées en
éepidémiologie végétale (infections primaires ebselaires) et validées par la description des
dynamiques spatio-temporelles de la maladie.
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Figure 5 - A - Microparcelles expérimentales destinées a suies épidémies de cavity spot (Le
Rheu, 2003). B - Attaque de cavity spot provoquée PBythium violae C - Dispositif
expérimental permettant de reproduire en conditiomstrolées des contaminations racine-a-
racine.

Le principal objectif des recherches que j'ai nesn& Rennes entre 2000 et 2006 était
de caractériser les processus qui conditionnesiéveloppement d'épidémies telluriques. Mon
projet s'inscrivait dans un programme de concepgbrd'optimisation de meéthodes de
protection des cultures légumiéres de plein cha&opr identifier et hiérarchiser les processus
déterminant la dynamique spatio-temporelle du gasjfiot de la carotte, j'ai adopté une
stratégie expérimentale en plusieurs étapes, congpitaires :

1. Analyse du complexe parasitaire et identificatitun systeme hote-pathogene
de référence (plurispécifique) ;

2. Observation, mesure d'une épidémie (quantifinatie I'observation), et
formalisation d'hypothéses de processus épidémiques

3. Expérimentation visant a démontrer I'existeresdis processus ;

4. Expérimentation visant a identifier certains amésmes responsables de ces
processus ;

5. Analyse d'effet de facteurs sur ces processus ;

6. Représentation des processus.
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Dans un premier temps, s'est posée la questionadedatérisation du complexe parasitaire et
le fait que la diversité d'especes pouvait affelgerprocessus épidémiques a I'échelle de la
racine. L'analyse de la composition d’'un des comgdependant trois années d’'épidémies,
complétée par la caractérisation biologique daxcjpales espéces pathogenes, a suggéré qu'il
était raisonnable de négliger les interactionseeespeces (Suffert & Guibert, 2006). Dans 10
a 15 % des cas plusieurs especes ont été isoléaglange a partir d'une méme lésion,
justifiant que l'on s'interroge sur l'importances dafections multiples dans l'analyse du
développement d’'une épidémie, qu'elles soient duedes especes "majeures” (les plus
pathogenes, également les plus représentées aulisaiomplexe, comme. violae et P.
sulcatum; Fig. 6) ou a des especes "mineures" (moins paties, faiblement représentées au
sein du complexe, comnte. sylvaticum-irregulargP. intermediumou P. coloratun). Les
espéeces "mineures" ont été plus souvent isolé@sédamge que les espéces "majeures”, et ce
de facon inversement proportionnelle a leur poupathogéne, confirmant que leur capacité a
initier seules une lésion était moindre.

espéces pathogénes espéces pathogénes espéces non-
"majeures” "mineures” pathogénes
I I I

100 :

75

50

%

Figure 6 - Proportion d'isolats deythiumsp. isolés a partir d'une méme Iésion
en mélange avec au moins une autre espéce (dsyffest & Guibert, 2006

L’absence d’interaction entre especes pendanthbse d’infection a suggéré que
chaque complexe d’espédegthiumspp., quelle que soit sa nature exacte, ne gémpaside
processus épidémiques spécifiques.
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2.2.2. Observations, mesures et démarche abductive

L a phytopathométrie s’intéresse a la quantificatiome maladie et aux relations qui peuvent
exister entre différentes variables permettant asurer lintensité d’'une attaque (Large,
1966 ; James, 1974 ; Teng, 1983 ; Nutter et aB1)19C’est une approche souvent négligée
alors qu'elle peut apporter des informations pré&sge sur la nature des processus qui pilotent
une épidémie. Il existe differentes maniéres dentjier une maladie : une quantité de
symptémes s’exprime classiquement par sa prévalgnoportion de parcelles atteintes), son
incidence (proportion de plantes malades) ou sa&rgév(quantité de surface malade a
I'échelle d’'une plante). J'ai remarqué, lors d’akiagions de lots de racines de carotte (sur un
tapis de triage dans une usine a Créances en 20iB4) que l'incidence et la sévérité de
cavity spot n'étaient pas toujours corrélées : @msnes attaquées présentaient parfois
beaucoup de Iésions, alors que la proportion detggamalades était faible. L'évolution dans
le temps de la taille moyenne des lésions a suggéeéleur surface s'accroissait dans le
temps, et ainsi leur capacité a provoquer des tiofex secondaires. J'ai établi que les
relations mathématiques entre différentes variafilesdence, densité de lésions, taille de
Iésion, surface totale de Iésion) évoluaient elgréébut et la fin d'une épidémie (Suffert &
Montfort, 2008). J'ai mis en évidence au champnetanditions contrdlées (sol reconstitué
inoculé artificiellement) la décroissance au codustemps de a(t), paramétre de I'équation
i=100(1-exp(-a(t)tda)) reliant de facon empiriqtiacidence de maladie (i) a la surface
moyenne de lésions cumulée sur une carotte (tdg) {F

mobilisation de l'inoculum primaire

100 N\
/
a=0.16 extensification B
a=0.08 (allo->autoinfection)
75 A
a=0.04 ) o
intensification
é’/ a=0.02 (autc- > alloinfection
. 50 1
8 a=0.01
c
()
kel
(&)
0
0 25 50 75 100

surface moyenne de lesions cumutlfse(mm?)

Figure 7 - Relation empirique entre l'incidence de maladiela surface moyenne de
Iésions cumulée sur une carotteaj donnée par I'équatiar100(1-exp(-aftda) ou
t est letemps thrmique (d'apres Suffert & Montfort, 200

38



Cette décroissance illustre l'intensification desgtdomes a I'échelle racinaire, que pourrait
expliguer les augmentations successives de la gropal’infections primaires (mobilisation

de linoculum présent dans le sol), d’allo-infeao(contaminations racine-a-racine) et
d’auto-infections (contaminations a I'échelle d’'useule et méme racine) pendant une
épidémie (Fig. 7). Cette interprétation est cohi&resvec I'évolution de relations entre
différents indicateurs métriques de maladie a daeiweaux de hiérarchisation spatiale
(Hughes et al., 1997 ; Willocquet & Savary, 2004).

t infections primaires
o
A A \”l‘
t+1 . infections secondaires
(auto- et allo-infections)

Figure 8 - Représentation de deux processus épidémiquesctiorfe primaires et
infections secondaires (cas du cavity spot deriaties.

A des échelles plus larges I'observation et la medarBépidémie dans son ensemble peut
également donner des indications pertinentes. Dagtte perspective, j'ai contaminé
artificiellement le sol de microparcelles avecPRluviolaea des doses croissantes. L’'analyse
des cinétiques d'incidence obtenues pendant troises d’expérimentation a révelé
I'apparition assez précoce d'un premier plateawr pequel des différences dans lintensité
des attaques ont été positivement corrélées ada dnoculum ; ces différences se sont
atténuées en fin de cycle cultural (Suffert, 2009ur vérifier si I'hypothése de I'occurrence
d’infections primaires et secondaires était confppatavec la forme des courbes, j'ai ajusté
aux données trois modeles, intégrant ou non laaroitance des deux processus : le modele
logistique, le modele bi-logistique de Hau & Amori{h993), et le modele de Brassett &
Gilligan (1988) sans décroissance temporelle dgufntité d’'inoculum primaire (Fig. 9). La
gualité d’ajustement des trois modéles a été crreicn’a pas conduit a réfuter I'hypothese
de I'occurrence d’infections secondaires. Ce rasglbnstitue un argument supplémentaire en
faveur de la nature polycyclique de la maladie.
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Figure 9 - Ajustement de modéles (A, B : logistique ; C, DauH& Amorim ;
E, F : Brassett & Gilligan) aux cinétiques d'inaide de cavity spot (i)
obtenues aprés inoculation artificielles au chanmp fenction des doses
d’infestation par des grains d'orge colonisésmaviolae(A, C, E : 50 g.nf;

B, D, F : 500 g.ii). Les points représentent les données expérinesnédlles
courbes le modéle ajusté & ces moyennes. L'édeltemps (t) est exprimée
en somme de degrés-jours (d'apres Suffert, 2007).

2.2.3. Expérimenter, pour démontrer I'occurrence geocessus

L’ajustement de modeles qui simulent des courbesrogression de maladies a des données
épidémiologiques (Amorim et al., 1993 ; Bailey &lligan,1999 ; Pfender, 1982) donne des
indications sur l'occurrence de processus épidémsiqUela doit toutefois étre étayé par des
résultats d’expériences analytiques. Dans un setemgs j'ai donc cherché a démontrer
expérimentalement que les infections secondaireaigat effectivement un réle important
dans la dynamique d’'une épidémie.
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Figure 10 - Expérimentation en microcosme consistant a trangglaau centre d'un
peuplement de six carottes issues de semis (A),raciee de carotte préalablement
inoculée ave®. violae(B) (d'aprés Suffert & Montfort, 2007).

L’approche expérimentale que jai imaginée a perde reproduire en microcosmes
des infections secondaires (Suffert & Montfort, @00.a technique a consisté a transplanter
une racine de carotte préalablement inoculée (nemwdmiable de |ésions), considérée comme
"source" d'inoculum, au centre d'un peuplementidearottes issues de semis, en pot (Fig.
10). L’'occurrence des allo-infections a été spgudiment démontrée et quantifiée ; celle des
auto-infections a simplement été suggérée par desreationsin situ (nouvelles Iésions
apparues sur la racine source). L'intensité deaqats sur les racines cibles a éte
proportionnelle au nombre de point d'inoculatiom kBuracine source. Jai conclu que les
infections secondaires jouent un r6le importantsdéimtensification (accroissement du
nombre de Iésions et de leur surface sur une raéjdeattaquée) et I'extensification du cavity
spot (contaminations racine-a-racine).

La méthode expérimentale a ensuite été réutilisee yne société semenciere
néerlandaise pour tester la résistance de difféserdriétés de carotte. Je m’en suis également
servi pour caractériser les attributs spatio-temigsordes contaminations racine-a-racine
(distance seuil, forme du gradient de dispersi@mps de latence, taux d’infections
secondaires, etc.) et pour mesurer |'effet de tasteulturaux sur ces processus (voir plus
bas).

2.2.4. Expérimenter, pour identifier ou réfuter dains mécanismes : parallele entre
maladies telluriques (cavity spot de la carotterériennes (rouilles du blé)

Une fois établie I'existence d'un ou plusieurs psas épidémiques, en particulier les
infections secondaires, se pose la question deanisgees qui en sont a l'origine. En ce qui
concerne le cavity spot de la carotte, des élemamtdaissé penser que les allo-infections
étaient une conséquence directe de la croissapcepdgtique du mycélium ou la libération
de zoospores puis leur dissémination a partir dranme infectée (Martin & Loper 1999 ;
Van der Plaats-Niterink 1981). Je me suis interregg le fait que la présence de racines
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adventives pouvait augmenter l'intensité des alfeetions : par contacts physiques entre
pivots racinaires (racines adventives faisant effle "pont") ou par stimulation de la
croissance saprophytique degthiumvia la libération d’exsudats racinaires (Estradadiz

et al. 1990 ; Longman & Callow 1987). J'ai testg logpothéses mécanistes avec un dispositif
expérimental de type "rhizobox" (Fig. 11), dontplencipe découle du précédent (Suffert &
Montfort, 2007). L'objectif était de décorréler leffets des mécanismes suspectés d’accroitre
l'intensité des contaminations entre racines "smirpréalablement inoculées et de racines
“cibles".

Figure 11 - Dispositif expérimental de type "rhizobox" (A) pesttant d'étudier I'effet
des radicelles sur les allo-infections (B). Desmas de carotte "sources”, préalablement
inoculées ave®. violag ont été transplantées en face d'une rangée daesatcibles"
issues de semis. Les différents traitements, coéspardes témoins (C), ont consisté a
séparer les deux rangées d'une double barrierglde laissant passer les zoospores et
le mycélium mais pas les radicelles (D), a obtenire les deux rangées un peuplement
dense de trés jeunes carottes (radicelles suppaséesun effet comparable a celui de
racines adventives ; E), et a combiner les deud(&prés Suffert & Lucas, 2008).
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La présence du filet de nylon (Fig. 11) n'a provaucune diminution de l'intensité
de la maladie sur les racines cibles. La croisséhoe desPythiumdans le sol semble avoir
davantage contribué a la propagation de la malgd& les contacts physiques entre les
racines, mécanisme que donc j'ai écarté. La présdageunes racines de carottes n'a pas
affecté le processus de maniére significative, étayjg que la production d'exsudats est
€également un mécanisme a écarter. J'ai conclu epueatines adventives jouaient un role
mineur dans l'extensification de la maladie.

Peu d'expérimentations de ce type ont conduit actdeslusions analogues chez d’'autres
pathosystémes telluriques (Scott 1956 ; Crowe dt H380 ; Green & Jensen, 2000).
Davantage de mécanismes ont été identifiés dacasleles maladies aériennes. La premiéere
raison est méthodologique : il est plus difficile thettre en évidence des mécanismes qui
interviennent dans le sol, un compartiment acckssgeulement par des approches
destructives. La seconde raison est épidémiologiglee compartiment tellurique est un
environnement stable, tamponné et dans lequel Margii¢ de mécanismes biophysiques
conceptualisables est faible. Les conditions enviementales du compartiment aérien sont
plus fluctuantes (cycles nycthémeéraux, cycles saigos, conditions météorologiques
changeantes, etc.).

La phase de dispersion chez les épidémies aésesmedistingue de leur phase
infectieuse par des interactions étroites entrec@aposantes biologiques et physiques du
systeme. Différentes échelles spatiales et tempsrebnt simultanément impliquées dans le
processus de dispersion des spores, qui a powigaia conséquence épidémique I'extension
spatiale de la maladie au cours d'une saison alét(McCartney & Fitt, 1998). Les processus
intervenant dans les contaminations par des spamsbien connus (Gregory et al., 1959 ;
Nagarajan & Singh, 1990 ; Aylor, 1990). Le role ldepluie et du vent sur les mécanismes
impliqués dans le transport atmosphérique des spteeaouille a fait I'objet de nombreuses
études expérimentales (Hisrt, 1961 ; Carter etlll70 ; Fitt et al., 1986 ; 1987 ; Madden et
al., 1998). Dans I'équipe, des expérimentationgdmmées par lvan Sache (Geagea et al.,
1999 ; 2000) ont par exemple montré que la plugpatisait sur de courtes distances des
spores produites par des lésions sporulantes, &arepuff) ou par incorporation dans des
gouttes d’éclaboussurera{n-splasl). La représentation qui en découle (Fig. 12) est
transposable a d'autres maladies fongiques aéggaheotamment la septoriose, cas d'étude
sur lequel je reviendrai plus bas.
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Figure 12 - Mécanismes impliqués dans les processus physidaewstaires de dispersion
(transport, dépbt et libération) contribuant awngfart de spores des rouilles du blé par I'eau
liquide entre I'atmosphére et le peuplement (d&aprdfert et al., 2000).

En 1999, pendant mon stage d'ingénieur, je me stéseissé aux mécanismes impliqués dans
les processus physiques élémentaires de dispdtsamsport, dépot et libération) contribuant
au transfert de spores des rouilles du blé pau ligaide entre I'atmosphere et la plante. J'ai
étudié la progression au champ de deux épidémiesuilde brune Puccinia triticing et de
rouille jaune Puccinia striiformig en relation avec les variables climatiques lozale
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Figure 13- A - Parcelle de blé expérimentale attaquée pasddle brune (Grignon, 1999). B -
Piege a spore volumétrique de type Burkard. C -do&fur d'eau de pluie de fabrication
artisanale utilisé pour estimer l'impact des gautteidentes sur la contamination de plantes
pieges déposées au champ (photos F. Suffert).

Parallelement a un piégeage continu des sporeessus du couvert végétal a l'aide
un piege volumétrique Burkard (Fig. 13), j'ai asgavec Sébastien Saint-Jean dans le cadre
de sa thése une série de données météorologidlaedead'une centrale automatisée et d'un
spectropluviometre utilisés (caractérisation dessagfes pluvieux). Nous avons analysé
l'influence de différentes variables climatiquesr(y pluie, humidité relative) sur I'évolution
de la concentration aérienne en spores des deubesol e vent a été a l'origine de la
libération périodique des spores (cycle nycthémétahdis que la pluie a eu des effets plus
complexes a interpréter (Suffert et al., 2000). Bpisodes pluvieux de courte durée et peu
intenses, que j'ai qualifiés d"amplificateurs"t gmovoqué la dispersion a sec des spores
(rain-puffing ; Fig. 14A). A l'inverse, des épisodes pluvieuteises ou prolongés, qualifiés
de "perturbateurs”, ont nettoyé I'atmosphére desgeses par lessivagein-scrubbing; Fig.
14B). Le dénombrement de spores présentes dansrbeaeillie dans des collecteurs de
fraction de pluie a confirmé cette interprétatiblinstallation de plantes pieges au sein de la
parcelle, selon des modalités permettant de leseprér de certains mécanismes de
contamination, a suggéré que certaines pluies iboaient a la dispersion des spores par
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incorporation dans les gouttes d'éclaboussure-¢@ash) alors que d'autres lessivaient les
feuilles fain-washing. Au final les résultats obtenus ont montré qupllae, impliquée dans
les processus physiques élémentaires de dispefsarsport, dépbt et libération), était a
l'origine de mécanismes épidémiques aux effetgantstes.
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Figure 14 - lllustration des effets d'épisodes pluvieux surglzantité de spores de rouille
présentes dans l'atmosphére. A - Exemple d'effgtistide pluvieux "amplificateur" sur la
quantité de spores de. triticina piégée (5 et 6 juin 1999). B - Exemple d'effet égde
pluvieux "perturbateur” sur la quantité de spore$dstriiformispiégées (13 et 14 juin 1999).
La concentration en spores (C, en noir) est indiguh spores.fipar tranche de 2 h. La hauteur
de pluie de précipitations (H, en bleu) est indeggé mm par tranche de 2 h ; le diameétre moyen
des gouttes (mm) lors de I'épisode pluvieux estgmél en mm au dessus de chaque épisode
(d'apres Suffert et al., 2000).

2.2.5. Comprendre les effets de différents factewssr les processus épidémiques et
favoriser la complémentarité de méthodes de proteca efficacité partielle

Plusieurs facteurs environnementaux et culturaux sonnus pour modifier l'influence de
l'inoculum sur le développement des épidémies gifwi tellurique. Leur impact est
généralement évalué en fin de cycle cultural etyagade fagcon empirique : on cherche a
connaitre leurs effets sur un état sanitaire fjl@abuantité de maladie), sans forcément avoir
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la possibilité de comprendre quels processus owanigmes ont été affectés. Leurs effets sur
la dynamique de maladie a différentes phases émgés) sont rarement étudiés. Pendant ma
thése j'ai conduis une série d'expérimentationsiienoparcelles pour tester I'impact de trois
facteurs (application d'un fongicide, humidité dal modifiée par irrigation et densité de
semis) sur des cinétiques de cavity spot obtenugsdpfestation artificielle du sol pé&.
violae (Suffert et al., 2008). J'ai aussi conduit des drpEntations en microcosmes pour
tester l'influence de ces facteurs spécifiquememtlss infections secondaires. J'ai établi
gu'un déficit hydrique du sol réduisait l'intensités infections primaires (processus), mais
aussi des infections secondaires (processus) @midaxt le dessechement des lésions et la
réduction de leur taille (mécanismes). J'ai momwé l'intensité des allo-infections était
négativement corrélée a la densité de semis esfande moyenne entre plantes. Enfin, jai
établi qu'un traitement anti-oomycéte diminuaitiddis I'intensité des infections primaires et
secondaires.

Le fait que certains facteurs agissent sur diffesy@rocessus épidémiques se succeédant
dans le temps mériterait d'étre pris en compte dmrsombinaison de méthodes de lutte
complémentaires a efficacité partielle. Des méteode complémentent lorsque leur
application combinée est basée sur (ou aboutithagamplément bénéfique (conséquence
positive en terme de moyens ou de résultats ; Suf605). Le terme "complémentation”

An

peut tour a tour signifier "complémentarité” au setrict, "additivité", "compatibilité" ou

"supplétivité”, chacun de ces termes mettant liaicsar des "objets de complémentation” de
natures différentes (processus et mécanismes atiaatifets et conséquences, nature et
propriétés des moyens, échelles temporelles etfalgsatd'expression). A l'issue de mes

travaux de these j'ai défini et discuté ces diffésdermes comme suit :

"Des meéthodes de lutte sont dites "complémentailessque leurs
mécanismes d'action respectifs se complémenteatde avantageuse ou
ont un effet sur des processus écologiques, bmlegi ou
épidémiologiques élémentaires différents. Au débuwine épidémie
d’origine tellurique, une désinfection de sol rédpar exemple la densité
de propagules infectieuses en diminuant notammemt tapacité de
germination (mécanisme), ce qui limite la mobilisat de l'inoculum
primaire (processus). Conjointement, une bonneigeste l'irrigation
peut empécher la croissance saprophytique du nwuéllans le sol
(mécanisme), généralement favorisée par une hugreditessive du sol, ce
qui limite alors les possibilités d'infections sedaires (processus).

Des méthodes de lutte sont dites "additives" loestpurs effets
respectifs se complémentent quantitativement denfayantageuse. Les
conséquences d'une combinaison de moyens de loiteent étre
significativement supérieures a celles constat@egsala mise en ceuvre de
chacune d'entre elles de facon individuelle. L"&iddé" peut qualifier
des moyens de lutte qui se complémentent lorsqpiga@s a un méme
stade épidémiologique : leurs effets peuvent &ireutatifs, méme lorsque
les différents moyens agissent sur des processdéngjgues identiques,
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c'est-a-dire qui ne sont pas "complémentaires" anss strict. Par

exemple, a un stade assez avancé d'une épidénageipline limitation

de l'irrigation par aspersion au profit d'un arrog@ entre les rangs et
'emploi d'un traitement fongicide adapté, mis eruvee de fagon

combinée, peuvent réduire les contaminations epitretes et donc limiter
I'efficacité des infections secondaires de facottemeent plus marquée
que si l'une ou l'autre des actions était pratiqséale.

Des meéthodes de lutte sont dites "compatibles"glogsleurs
propriétés respectives se complémentent qualitagve : de par leur
nature intrinseque, ou du point de vue de l'uttlsa, elles peuvent étre
mises en ceuvre de facon combinée, a des échelkesngs, d'espace et
dans des conditions socio-économiques équivalentes.

Des méthodes de lutte sont dites "supplétiveslardes échelles
temporelles ou spatiales auxquelles elles agissEntcomplémentent
guantitativement de facon avantageuse. Les coneégse d'une
combinaison de méthodes de luttes sont d’autarst ptanoncées que les
échelles d’'intervention seront différentes. Deshoé¢s de lutte peuvent
ainsi a la fois étre efficaces sur les phases palygues (plusieurs cycles
par an) et polyétiques (a récurrence pluriannueltlne épidémie."
(Suffert, 2005).

2.2.6. Mobiliser des connaissances relatives a gescessus épidémiques centrés sur
linoculum a des fins d’expertise scientifique

J'ai rédigé en 2014 pour 'ANSES (CES RBSV) un as@entifiqgue sur un protocole
expérimental de traitement contre le chancre coltuéplatane par micro-injection de
fongicides. Avec le concours d'André Vigouroux j'ai mis en @ride les limites de la
stratégie expérimentale qui était présentée. Noussaproposé des améliorations en nous
appuyant sur les connaissances des processus @pigéénexpliquant le développement du
champignon pathogén€eratocystis plataniCe champignon parasite de plaies colonise le
xyleme et des rayons ligneux du platane, qu’il gueelques années seulement apres
l'occurrence des primo-infections (Panconesi, 19B8)maladie se transmet essentiellement
d'arbre en arbre par les racines. Les premiersl’aftaque de platanes du Canal du Midi ont
été détectés en 2006 (foyer primaire de Villedyb&epuis, 'augmentation du nombre de
nouveaux foyers a suivi une progression exponémiel aval du foyer primaire. La rapidité
de cette progression s'explique par le transpomatgcules infectieuses par I'eau du Canal
(Vigouroux & Stojadinovic, 1990), favorisée pardaculation des bateaux, la présence de
nombreuses anastomoses racinaires immergées daas(fFig. 15) ainsi que les multiples
blessures infligées a ces racines par I'accostagepéniches de plaisance, qui constituent
autant de points d'entrée pour le parasite.
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Figure 15 - Anastomoses racinaires d'un alignement de platarieag du Canal
du Midi (photo A. Vigouroux).

Des traitements préventifs ne peuvent étre testégu que sur des arbres réellement
sains quoiqu’exposés a une pression dinoculum ééle(présence d’arbres malades a
proximité). Compte tenu du contexte local et dai'des connaissances épidémiologiques sur
C. platanj il nous est apparu impossible d’identifier aveditude de tels arbres ; nous avons
conclus que l'efficacité préventive du traitementa différence de son efficacité curative, ne
pourrait donc pas étre estimée. Notre avis repssentiellement sur une évaluation empirique
de l'occurrence d'un processus épidémique (alledtibns) et Iidentification d’'un
mécanisme particulierement intense dans le conw@xt€anal du Midi. Cet exemple, tiré
d’'une démarche d’expertise et non de recherchetrmgun'il est utile prendre en compte les
processus épidémiques centrés sur l'inoculum et leanséquences sur le développement
d’'une épidémie.

2.3. Position centrale de l'inoculum primaire et pocessus impliqués dans la
récurrence pluriannuelle des épidémies - Le cas de maladie aérienne, la
septoriose du blé

2.3.1. Le systéme Zymoseptoria tritici-Triticum sigam

L a septoriose est I'une des principales maladigairfoldu blé Triticum aestivurn Elle est
causée par le champignon ascomyc&yenoseptoria tritici(Quaedvlieg et al., 2011). La
maladie est largement répandue dans le monde, nwamen Europe de I'Ouest ou les
conditions climatiques tempérées sont favorablesl@ueloppement du parasite. Il a pu y
provoquer jusqu'a 40% de pertes de rendement @@yal., 1987), mais on s’accorde pour
estimer actuellement ces pertes autour de 10% ear variétés de blé commerciales
moyennement sensibles (HGCA, 2012).
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Figure 16 - La phase asexuée dgymoseptoria tritici A - Lésion précoce sur premiere feuille vraie Y(L1
observée au champ quatre semaines apres la ledgat @ecembre). B, C - Symptémes sur feuille Lt@ums

de sénescence observés au champ pendant I'hivgarfiier). D - Lésions partiellement coalescestasfeuille
antépénultieme (F2) observées aprés inoculatidficeite en serre. E - Attaque sévere de septerigisr une
parcelle agricole illustrée par I'état partielleinecrosé des feuilles dans la partie basse duecbu¥ -
Pycnides matures (fructifications noires) avec dason de cirrhes (serpentins blancs) contenant des
pycnidiospores. G - Colonies detritici (forme levure) obtenues aprés six jours de culsuramilieu PDA. H, |

- Pycnides et cirrhes situées sous I'épi a la Basachis et sur tige aprés inoculation artifiééli’apres la these

de D. Morais ; photos F. Suffert).
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L'inoculum (primaire et secondaire) detritici est un élément clé du développement
des épidémies. Son réle dans la dynamique de ladmahu printemps est connu depuis de
nombreuses années. Son implication dans les phasences des épidémies et leur
récurrence pluriannuelle, plus complexe et moinsdiée, est au coeur des travaux de
recherche que je méne depuis 2007. Elle a faijdtadiune synthése bibliographique (Suffert
et al., 2011) et de la thése de David Morais danéje I'encadrant principal.

Le cycle de vie asexué de tritici est bien connu. Le champignon infecte des tissus
foliaires vivants (feuilles vertes) en pénétrant s stomates et peut survivre dans ces
mémes tissus morts ou en décomposition (chaumessielus). De petites nécroses foliaires
portant des fructifications asexuées (pycnides)aegpsent environ trois semaines apres
contamination (Fig. 16), ce qui fait de la septeeiane maladie dont la période de latence est
considérée comme longue. Chaque pycnide est cap&bleroduire plusieurs milliers de
pycnidiospores (Eyal, 1971 ; Suffert et al., 2013).

Pendant la saison culturale la maladie se propdgatepa-plante (progression
horizontale) et feuille-a-feuille (progression veate) sur de courtes distances par dispersion
pluviale des pycnidiospores (Shaw, 1987). Lorsqu'goutte d'eau touche un cirrhe mature,
des pycnidiospores se répartissent dans d'un féauds'étalant a la surface de la feuille ; les
éclaboussures issues de la fragmentation des gouttedentes incorporent alors des
pycnidiospores qui rejaillissent sur d'autres partiu couvert végétal et les contaminent
(Rapilly, 1991). Les mécanismes biophysiques im@f dans ce processus ont été tres
étudiés dans les années 90 et le sont toujoursgadar (programmes conduits par Sébastien
Saint-Jean et Laurent Huber dans l'unité ECOSY S;atlaboration avec Claude Pope). Au
printemps, le développement des épidémies de seggordintensifie. La vitesse de
développement d'une épidémie est déterminée paorebre de cycles de multiplication
asexues (entre quatre et six), qui dépend lui-m@@seconditions de température (Bernard et
al., 2013) et du nombre d'épisodes pluvieux (ShaRdle, 1993). La progression de la
maladie se faisant du bas vers le haut du coulzedapacité du blé a émettre de nouvelles
feuilles avant que le parasite ne puisse les iefdghyllochrone vs. pathochrone), détermine
la capacité du couvert a "échapper" naturellemdatraaladie (problématique abordée dans
'unité ECOSYS par Corinne Robert et Bruno Andyiede pathochrone correspond au
nombre de phyllochrones (durée entre I'apparit@aelx feuilles successives) par période de
latence (Lovell et al., 1997).
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Figure 17 - La phase sexuée d&/moseptoria tritici A - Résidus de blé source d'inoculum primaire: B
Paille de blé contaminée sur laquelle sont visibles alignements de périthéces implantés danspeces
inter-nervaires. C - Alignement de périthéces osermu microscope optique. D - Périthéce (marréon) e
asques contenant des ascospores (bleu). E - Hyphesliens issus de la germination d'ascospores. F -
Lésion sporulante apparue aprés inoculation agificd'une feuille de blé avec des ascosporepfd&ala
thése de D. Morais ; photos F. Suffert).



L a forme sexuée d&. tritici (ascospores) a pour la premiere fois été décnitbl@uvelle-
Zélande (Sanderson, 1972). Elle a depuis été famnen France (Halama, 1996 ; Suffert &
Sache, 2011) et sur tous les continents (Fig. 1§9. ascospores issues de la reproduction
sexuée sont considérées comme la principale fotimecdlum primaire. Elles se forment sur
des résidus de la culture de blé de la saison ow(Bet al., 1978) et contaminent le blé de la
saison n+1 dés la levée a la fin de l'automne €ul Sache, 2011). Dans I'hémisphere
Nord, cette période correspond généralement aulgiproduction des ascospores (Shaw &
Royle, 1989 ; Hunter et al., 1999 ; Morais et 2015a). Contrairement aux pycnidiospores,
les ascospores sont dispersées par le vent soendads distances. Elles sont produites dans
des fructifications (péritheces) issues de la rédpecton sexuée (croisement entre deux
individus de type sexuel opposé, Matl-1 et MatlKema et al., 1996 ; Waalwijk et al.,
2002).

Depuis 2007 je cherche a répondre a la questiomiient commence une épidémie a
I'échelle d'une parcelle ?" Pour cela il est naesgl'identifier et de hiérarchiser I'ensemble
des éléments qui conditionnent le "commencementhed'épidémie : quels processus
épidémiques interviennent et a quelles échellesosfmporelles, comment ces processus se
combinent, quels mécanismes sont impliqués, pals daeteurs sont-ils influencés ? Cela
nécessite également de caractériser les princip#tubuts de I'inoculum primaire (nature,
guantité, pathogénicité, origine) et son rble exagams le fonctionnement d'une épidémie
(phases précoces et récurrence pluriannuelle).

J'ai développé deux stratégies expérimentales cammgahtaires.

Je me suis tout d'abord appuyé sur un dispositifigrinuel au champ (une parcelle
cultivée en monoculture de blé semée en direchetparcelle ayant un autre précédent) qui a
permis :

» d’étudier la dynamique de maladie au cours desgshprécoces des épidémies de
septoriose ;

» d’évaluer le role des résidus sur le commenceraetd récurrence pluriannuelle
des épidémies ;

» de constituer une collection d’isolats de tritici ( > 3500) et de suivre la
dynamique pluriannuelle d'une population pathogéwmle (sélection locale) en
fonction de différences d'origine de l'inoculum déte vs. distante) et en tenant
compte des effets de la saisonnalité (début val’&pidémie).

Je me suis ensuite appuyé sur une série d’expéaiimrs, essentiellement sur plantes
adultes en serre, qui a permis :

» de mettre au point d’'une méthode d’estimationadesposantes d’agressivité de
tritici et la comparaison des profils d’agressivité d&ghtes sous-populations ;

» d’évaluer leur réponse a des facteurs biotiqusidt@nce variétale) et abiotique
(température) ;

» d’identifier certains déterminants de la reprodutsexuée.
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Figure 18 - Développement d'une lésion de septoriose sur endld drapeau de blé
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2.3.2. L'estimation des composantes d'agressivitézZ. tritici : un pré-requis

Comme pour le cavity spot de la carotte je me suiéréssé a la facon dont mesurer une
"quantité" de septoriose. J'ai caractérisé le dfpEiment de lésions pendant un cycle
infectieux asexué. Une méthode d'inoculation Igéali et d'analyse de la cinétique de
développement d'une lésion m'a permis d'évaluenfent les composantes d'agressivité
(Pariaud et al., 2009 ; Lannou, 2012)&dritici : taille de Iésions reflétant la sévérité de la
maladie, période de latence, capacité de sporoldsiorface sporulante, densité de pycnide,
capacité de sporulation d’'une pycnide). J'ai mis gint et validé cette méthode de
phénotypage dans le cadre de I'évaluation de istadse quantitative de différents cultivars
de blé a la septoriose (projet FSOV SeptorioseffeBLet al., 2013). Les feuilles de quatre
cultivars de blé ont été inoculées au stade adwke quatre isolats dé tritici. Les surfaces
chlorotique, nécrotique et sporulante, ainsi quedémsité de pycnides, ont été estimés
visuellement deux fois par semaine jusqu'a huitasees aprés inoculation. Un modele de
Gompertz a été ajusté aux courbes décrivant laigueede ces differents symptémes (Fig.
18). Les corrélations entre composantes d'agréssmit été calculées et discutées (choix de
variables pertinentes). Une technique non desteictie collecte de pycnidiospores a
également permis d'estimer le potentiel de spaomatiune cohorte de pycnides et sa
dynamique d’épuisement (données non publiées).

Les résultats obtenus en utilisant cette méthoadmetine ont montré que la période
de latence est un trait de fitness qui permet flérdncier des isolats entre eux (Morais et al.,
en prép. ; Suffert et al., soumis). La méthode éaténsférée et utilisée dans le cadre de
collaborations avec des collegues de l'unité ECO®&h Slimane et al., 2011 ; Bernard et
al, 2013).

La période de latence est communément définie cotfimervalle de temps entre
l'infection et le début de la phase de sporulatfPariaud et al 2009). Dans le cas de la
septoriose du blé elle peut étre estimée a I'éehdline Iésion comme le temps écoulé entre
la contamination et I'apparition de la premiéere mge (Shearer & Zadoks, 1972 ; Armaatr
al., 2004; Sufferet al, 2013). Cette définition est utilisée dans deuwsc:ca

- lorsque les conditions d’expérimentation ne pdétem¢ pas de prendre une cohorte de
lésions comme référentiel (cas d'une inoculationgsgospores ; Morais et al., 2015a) par
exemple lorsque la quantité de spores déposéamjiarde surface foliaire est faible (proche
des conditions naturelles ; Fig. 19) ;

- lorsque la quantité de spores déposées est leegeé(conditions d’expérimentation plus
classiques, avec des suspensions d'inoculum caspeigre 10et 10 pycnidiospores.mt)

et que la zone inoculée est réduite (quelqued crdans ce second cas on peut estimer la
période de latence comme le temps le plus probgddeulé) entre la contamination et
I'apparition de 5% de la surface sporulante maxar(lahtSPQ ; Fig. 19).

La période de latence peut aussi étre estiméechell@ d'une feuille, lorsqu’'une
cohorte de Iésions plutét qu'une seule lésion @engprise comme référentiel. Elle est alors
assimilée au temps écoulé entre la contaminatiotiapparition des premieres lésions
sporulantes, c’est-a-dire le temps écoulé le ptabable entre la contamination et I'apparition
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de la majorité des lésions présentant des pyciifesexemple 50%, ou 37% correspondant
au point d'inflexion d'une courbe de Gompertz VD90 ; Lovellet al, 2004 ; Zearfosset
al.,, 2011 ; Bernard et al., 2013).

20 dpi
30 dpi
Référenciel Section foliaire Lésion Feuille entiere
Surface Surface sporulante Lésion sporulante Cohorte de lésions
considérée coalescente (section foliaire individualisée sporulantes individualisées
de 4 cm?
Pression Elevée Faible
d’'inoculum (10* & 1d spores.mLY)
Définition Temps écoulé le plus probable entre la contaminatio Temps écoulé le plus
de la période I'apparition des premiéres pycnides probable entre la
de latence contamination et I'apparition
des premiéres pycnides sur
les Iésions
Méthode Temps écoulé entre la Temps écoulé entre la Temps écoulé entre la
d’estimation contamination et le moment contamination le moment ot cgntamination et le moment
ou 5% de la surface 5% du nombre maximum de ou 36,8% (é“ r|1pr_r1bre
sporulante maximale pycnides apparait (1 ou 2 maximum de e5|on.s
apparait pycnides) sporulantes apparait

Figure 19 - Référentiel utilisé pour estimer la période derae cheZ. tritici. Les surfaces sporulantes
sont indiquées en blanc, chaque point noir reptéserune pycnide ; dpi = nombre de jour post-
inoculation.
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2.3.3. Attributs de l'inoculum primaire et processuimpligués dans le commencement
d'une épidémie

Qu'est ce que "le début" d'une épidémie ? La logiquedrait que I'on considére gu’une
épidémie commence des la premiere infection dedieétes (par exemple au moment de la
levée du blé ; Suffert & Sache, 2011) parfois @uss semaines avant I'apparition des tout
premiers symptomes. La fin d'une épidémie annusdi@ciderait avec la disparition des
plantes hétes, causée par leur destruction totldapmaladie (rare) ou par la récolte (tres
fréquent). Dans le cas d’'une épidémie polycycliquenment déterminer le passage entre les
phases précoces et la phase épidémique, caraetgee l'influence prépondérante de
I'inoculum secondaire ? Je me suis concentré stg période charniére en m'intéressant aux
flux d'inoculum. J'ai défini la période de transiti entre les phases précoces et la phase
épidémique par le moment ou la quantité d’inocuksnondaire disponible (qui continue a
s’accroitre) dépasse celle d’'inoculum primaire (gliminue). A ce stade, la dynamique
éepidémique ne dépend plus de la quantité d’'inocytmaire.

La these de David Morais a été l'occasion d’idéstifes principaux attributs de
linoculum primaire, c'est-a-dire 'ensemble degn@énts qui le caractérisent et peuvent
influencer les processus et mécanismes déclenctieuns épidémie.

2.3.3.1. Nature

J'ai formalisé dans une revue bibliographique lg&dintes hypothéses relatives a la survie
deZ. tritici et a la mobilisation de son inoculum (Suffertlet2011). On a longtemps pensé
gue les pycnidiospores (forme asexuée) constitudéeseule source d'inoculum primaire
(Weber, 1922 ; Brokenshire, 1975). Il est désormatguis que les infections primaires sont
provoquees par les ascospores, transportées dangiges distances par le vent, et que les
infections secondaires sont provoquées par lesigigspores transportées par la pluie sur de
courtes distances (Fig. 20). Dans le cas d'uneessimm blé-blé les pycnidiospores présentes
sur résidus pourraient toutefois constituer unercgowl'inoculum primaire non négligeable
(Holmes & Colhoun, 1975 ; Shaw, 1987). On peut pemgi'une parcelle cultivée en blé
depuis plusieurs années et semeée en direct rersibj@$a subsistance locale de nombreux
génotypes dé&. tritici issus de cycles de reproduction asexuée (Zhah, €988 ; Zhan &
McDonald, 2013).
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Figure 20 - Représentation schématique de la dynamique Hanliene épidémie de septoriose.

J'ai mis en place a Grignon en 2007 un dispositifiphnuel constitué de deux parcelles de
blé (cv. Soissons sensible a la septoriose) ayectmres culturales contrastées (Fig. 21). La
premiere parcelle, caractérisée par l'absence slduge est exposée chaque année a des
sources distantes d'inoculum primaire, et la seeped monoculture de blé depuis 8 ans,
présente une quantité importante de résidus conémmagissant comme source locale
d'inoculum primaire.

J'ai étudié l'influence locale des résidus, toathdrd en prenant comme référentiel la
"source" d’'inoculum (c’est-a-dire les résidus eug&mes), puis la culture "cible" (c’est-a-dire
le peuplement héte, exposé a l'inoculum disponlbtmlement). L’intérét de cette double
approche centrée sur l'inoculum était de se pldegrart et d’autre du processus d’infection
primaire, a une échelle locale (rarement étudigeéhen et al., 1994), pour estimer les
contributions respectives de I'inoculum local etl'deoculum distant. L’approche "source" a
confirmé que les ascospores étaient la principadeé d’inoculum primaire (Suffert et al.,
2011). La présence de résidus a eu un effet lacalopcé (attaques plus précoces), qui s'est
toutefois estompé en quelques semaines, probabldarsque la mobilisation de l'inoculum
distant (ascospores) est devenue supérieure a dellénoculum local (pycnidiospores et
ascospores).
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Figure 21 - Dispositif pluriannuel constitué de deux paregllde blé aux
trajectoires culturales contrastées (2007-2015gr@n). D+ : parcelle cultivée en
blé depuis 2007, avec résidus non-enfouis ; Parcelle sans résidus (précédent
autre que blé) dont la localisation change chaqueéa (d'apres Morais et al.,
2015b).

Alors que les épidémies de septoriose s'intemsiénéralement entre mars et juin par
multiplication asexuée, des contaminations poumntagussi étre provoquées a la fin du
printemps par des ascospores produites a partirédédus des cultures précédentes ou de
feuilles sénescentes de la culture de I'année @fwettal., 1999 ; Clinckemaillie et al., 2010 ;
Fig. 20). Cette hypothése est cohérente avec tange de pics de production d'ascospores en
fin de saison culturale (Hunter et al., 1999 ; Bate & Loughman, 2001; Duvivier et al.,
2013). Des observations au champ réalisées déipuatiestent de la présence de lésions sur
les feuilles supérieures F1 et F3-F4, mais de &hsence sur F2 (C. Maumené, Arvalis-
Institut du Végétal, Boigneville, com. pers.), cai gourrait refléter ce processus. Des
analyses génétiques portant sur des sous-popwddticales deZ. tritici (Morais et al., en
prép.) ont toutefois suggéré que le role des ascespentre la fin de I'hiver et la fin du
printemps était variable d'une année a l'autredifférenciation entre les sous-populations
collectées a différentes périodes épidémiques tr b Iésions foliaires a été trés faible
(estimée par des valeurs appariéesdéres basses - 0,016 en moyenne) ; ces résultats so
cohérents avec ceux obtenus a une échelle spétialgpar Chen et al. (1994) et Linde &
McDonald (2002). Les sous-populations collectiéeglanta sont toutefois ressorties comme
significativement plus différenciées certaines &sng2% de paires dg; significatives en
2011-2012 contre 21% en 2009-2010). Nous avonsmonie pendant I'épidémie 2011-2012
la quantité d'ascospores disponible dans l'ait é&s faible, comparativement a 2009-2010
(Morais et al., 2015b). Nous avons estimé que lecgén des individus les plus agressifs et
la disparition des moins compétitifs pendamtshison épidémique (voir plus bas) pouvait
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Figure 22 - Cinétique annuelle de production de spore<Zdéritici sur une
parcelle cultivée en monoculture de blé depuisiplus années (2009-2010,
Grignon ; d'aprés Suffert & Sache, 2011).
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Figure 23 - Représentation schématique de l'origine desspstes de. tritici collectées par
trois pieges a spore en fonction de leur locabsafvoir Fig. 21). Les pieges placés dans la
parcelle B et hors champ ont collecté des ascospores edimeat d'origine distante ; les
pieges placés dans la parcelle D+ (distante derB0@e la parcelle §) ont collecté des
ascospores d'origine a la fois locale (D+) et distadans des proportions inconnues (d'aprés
Morais et al., en prép.).



expliquer la différenciation un peu plus marquéeesttes sous-populations de 2011-2012.
Nous avons fait I'hypothése que ces processus wrétnqe compensés en 2009-2010 par
l'arrivée d'inoculum distant pendant la phase épigée (importante quantité d'ascospores
piégées).

L’épidémiologie moléculaire est classiquement s & des échelles régionales ou
continentales pour suivre I'évolution des migratide populations pathogenes, pour identifier
les centres d'origine de maladies ou des effetdatenirs par analyses phytogéographiques.
Elle est peu utilisée a des échelles spatio-tenfiperénes. C'est une approche qui me semble
pertinente pour comprendre comment la combinaiserdifférents processus centrés sur
I'inoculum influencent les dynamiques épidémigqueg.( Xhaard et al., 2012 ; Rieux et al.,
2014a; 2014b).

Au final, représenter une épidémie annuelle de Eept comme une série de cycles de
reproduction asexués succédant a un seul cyclepdeduction sexuée serait simpliste. On ne
peut assigner aux ascospores et aux pycnidiospesebdles exclusifs d'inoculum primaire et
d'inoculum secondaire, respectivement.

2.3.3.2. Quantité

Je me suis intéressé a la quantité d'inoculum par approche "source". J'ai estimé la
guantité d'ascospores et de pycnidiospores queédatus de blé contaminés étaient capables
de produire (Suffert & Sache, 2011). La fin de teage précoce d'une épidémie correspond en
théorie au moment ou la quantité d’inoculum secoeddisponible dépasse la quantité
d’'inoculum primaire. Cette période ne peut toutefpas étre positionnée avec précision
simplement en comparant les quantités d’ascospssass des résidus de blé et les quantités
de pycnidiospores produites sur les plants de bléreissance ; la disponibilité de chaque
type de spore n’est en effet pas la méme, compte de mécanismes de dispersion tres
différents. J'ai toutefois situé cette période auttu mois de janvier (Fig. 22), qui correspond
au moment ou la différence de précocité d’attaquieeeune parcelle avec de l'inoculum
primaire (résidus contaminés sur le sol) et unegder sans commence a s'estomper.

L’inoculum primaire a ensuite été étudié par upprache "cible" dans la these de
David Morais. Notre objectif était de quantifier debut d'épidémie, en s'intéressant cette
fois-ci a la quantité d’ascospores disponibles @ssds d'une parcelle de blé "cible". Plusieurs
guestions ont été abordées : Quelles quantitésasperes présentes dans l'air peuvent étre
détectées ou quantifiées ? Comment ces quantiténtralles entre le début et la fin d'une
épidémie ? Quels sont les effets de la présenateloe résidus sur cette quantité ? Quelle est
l'influence de cette quantité sur la précocité égislémies ? Nous avons travaillé sur deux
épidémies successives (2011-2012 et 2012-2013)eau du dispositif pluriannuel de
Grignon.

61



62

Ct

Ct

29 T T T T T T

304 O parcelle avec résidus
A parcelle sans résidus quantifiable
311 O horssol et analysable (1)
32 A
33 - 2 LoQ
34 - ]
%o détectable
35 A A Oﬁoo et analysable (I1)
36 - o a AA/&
o .
37{ @=é& O O = p détectable
[ o ;A A Cea mais non fiable (I11)
38 low
a | .ﬂ () ,A E
{ ®eg A ® détectable (IV
39 "] non détectable
oy ng pofmg ©® (V)
= A o
40
0 20 40 60 80 100 120 140
L 10 nov. 2011 > 11 mars 2012
29 T T T T T T T T
LoQa
ar LOD)ow
& A A
39 - u u =
40 e
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
> 9oct. 2011 L 1erfév. 2012

nombre de jours

Figure 24 - Quantité d'ADN deZ. tritici sur des sections journaliéres de bandes de piégeag
analysées par gPCR pour les saisons 2011-2012 28)12-2013 (b). Chaque valeur de Ct a été
calculée en utilisant trois répliquas indépendabés échantillons provenant de trois pieéges a
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représentées par les lignes horizontales de co(d&prés Morais et al., 2015b).



La capture d’ascospores a l'aide d’'un piege voluionge couplé a une quantification
de I'ADN par gPCR (Duvivier et al., 2013) a permiésquantifier I'inoculum primaire présent
dans l'air au-dessus des parcelles pendant leephgsdémiques précoces. Les limites
techniques de la méthode, en particulier les seddsdétection (limite basse : 13+4
ascospores.thjour® ; limite haute 19+6 ascospores’jour?) et de quantification (121+40
ascospores.thjour?), ont été déterminées et discutées (Morais et28l5b). Nous avons
travaillé a la fois sur les quantités d’ADN fongigumoyennes de plusieurs centaines
d’échantillons journaliers et sur la proportion ahiéntillons affectés aux classes de
détection/quantification précédemment définies (A détecte, détecte, quantifiable ; Fig.
24). Cette seconde approche a été convaincantgaréinulier pour les périodes temporelles
(année, saison) ou la majorité des échantillonsigmit sous le seuil de quantification.
L’ensemble des données a ainsi pu étre exploité.

La premiére année étudiée (2011-2012) a succéde &pidémie peu intense (2010-
2011), contrairement a la seconde année (2012-20E3) effets intra-annuels ont été mis en
evidence : la quantité d'ascospores présente aut dés épidémies a varié avec la saison
(accroissement jusqu'au milieu de I'niver 2012-2@1@s diminution jusqu'au printemps) et le
niveau de contamination des résidus (estimé patedts d'éjection d'ascospores). Au cours
des deux années ni la présence locale de résiguantimés ni la quantité d’inoculum au-
dessus des parcelles n'ont été corrélées aveédaqité des épidémies. Nous avons montré
gue l'inoculum est toujours présent en quantitéissufte pour initier une épidémie, méme si
les attaques précoces sur les premieres feuille$édaeeuvent étre transitoirement un peu plus
intenses en présence de résidus contaminés (SuifeBache, 2011). La principale
conséquence de ces résultats est qu'une gestiatitgtize de I'inoculum, dans les systemes
de culture céréaliers actuels, n'est pas une solualiste : I'inoculum primaire dé tritici
ne semble jamais réellement étre en quantité Im@ta La quantification/détection
d’ascospores semble peu utile en pratique (modegsévision).

2.3.3.3. Efficacité d’infection et pathogénicité

L ‘efficacité d’infection et la pathogénicité sonuseautres attributs de linoculum primaire.
lls caractérisent la capacité d’'une propagule iidase a induire plus ou moins de
symptébmes. Efficacité d'infection et pathogénicidtépendent du génotype des individus
constituant le pool d’'inoculum primaire (certaingdividus virulents sont plus ou moins
agressifs) mais aussi de sa nature (lI'infectiorcperins types de propagules est plus efficace
que d'autres). Comme précisé plus haut, les asmasmd les pycnidiospores de tritici
peuvent étre conjointement impliquées a des phépeemiques identiques tout en étant
présentes en quantité différentes. La questioreudiedifférence d'efficacité d’infection ou de
pathogénicité se pose donc assez naturellemerd :asoospore et une pycnidiospore en
situation d’infecter (déposées sur une feuille)vakent-elles” ?

Estimer I'efficacité d’infection de spores estdgfi expérimental. C'est techniquement
possible pour des spores de grande taille (dé]Jeséédans I'équipe pour différents isolats de
rouille brune ; Azzimonti, 2013). Pour des sporedrés petite taille (ascospores) ou hyalines
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(pycnidiospores) c'est en revanche trés difficileeca des techniques microbiologiques
classiques.

Dans la these de David Morais, la pathogénicité dimsx types de spores a été
comparée en inoculant des feuilles de blé aduliesessivement avec des ascospores et des
pycnidiospores. Des ascospores collectées a plrtnésidus naturellement contaminés ont
tout d’abord été utilisées. Des pycnidiosporesasdies Iésions résultant de I'inoculation par
les ascospores ont ensuite servi a inoculer legleieud’'un second lot de plantes. Le
développement des Iésions résultant des deux tipesction a été suivi et les composantes
d’agressivité ont été estimeées. La période de ¢atarété évaluée de deux manieres (Fig. 19) :
a I'échelle d’'une feuille, en analysant la cinééqliapparition de Iésions sporulantes, puis a
I'échelle d’'une lésion, en analysant la cinétigiapgarition de pycnides. Dans le premier cas
(Fig. 25A) la comparaison a porté sur des individifférents sans que la différence ne puisse
faire I'objet d’un test statistique. Dans le secaad (Fig. 25B) la comparaison a porté sur un
nombre limité d'individus, mais identiques ; un ttetatistiue s’est avérée possible,
permettant de s'affranchir de la variabilité intefividuelle (Morais et al., 2015a). Nous
avons montré que la période de latence consécatiwee infection par ascospore est plus
longue d’environ 60 degrés-jours (soit trois outogrigours au début de 'automne) qu’apres
une infection par une pycnidiospore (Morais et 2015a). Ce résultat a été obtenu avec les
deux estimations de la période de latence, qubsersvélées bien corrélées (Fig. 26).

472,7 536,2 557,4
100 X X 4 » 750 X
A B i
]
]
80 A :
— 650 |
o ]
el ]
. z 1
X i g !
< 60 s
£ 3 |
] 5 550 - ]
s 20 S 505,4
7 Y0137 & FTTTyTr S i
o Suiuiaieeital’ //miiia - Mttt Y %
[~ %
S 450 A % |
20 | !
o inoculation ascospore :
e inoculation pycnidospore :
)
0 - T T 350

300 400 500 600 700 800 350 450 550 650 750

temps (ddpi) LatPYCs-ascospore (ddpi)

Figure 25 - Estimation des périodes de latence&Zdgitici apres contaminations par des ascospores et
des pycnidiospores. A - LatLES temps écoulé entre la contamination et le monoén87% du
nombre maximum de lésions sporulantes apparaisg&mnt. LatPYG : temps écoulé entre la
contamination et le moment ou 5% du nombre maxirdenpycnides apparaissent (d’aprés Morais et
al., 2015a).
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Figure 26 - Corrélation entre deux estimations de la péridddatence
(LatPYG et LatLESy; voir définitions Fig. 25) de 12 isolats detritici.

D'autres champignons ascomycetes parasites de egraodltures Ryrenopeziza
brassicaeet Leptosphaeria macularsgents pathogenes du colza,@idymella rabieiagent
pathogene du pois chiche) présentent des diffésethe@athogénicité entre les spores sexuées
et asexuées (Karolewski et al., 2002 ; Li et abQ£ ; Trapero-Casas et al., 2007). Ces
différences pourraient étre dues a leur différetedaille, les spores les plus grosses ayant
davantage de ressources nutritives et probablemmentapacité d'infection supérieure.

La différence de période de latence entre les psces et les pycnidiospores pourrait
avoir des conséquences significatives pendantiasgs d'une épidémie ou les deux types de
spores sont impliquées, c'est-a-dire au commendeowependant les deux derniers mois de

I'épidémie.
2.3.3.4. Origine

Dans la troisieme partie de la thése de David Maraiss avons cherché a mettre en évidence
des différences d'origine de [linoculum primaireist@t vs. local). Deux stratégies
complémentaires ont été retenues : l'une de gémetigs populations, l'autre basée sur la
comparaison de profils d'agressivite.

La premiere stratégie a consisté a rechercherciaagements dans la structure
génétique de différentes sous-populationsZdéritici collectées dans les deux parcelles du
dispositif expérimental de Grignon pendant troigdémies successives (collaboration avec
Anne-Sophie Walker). Nous avons utilisé une méthibelgénotypage par marqueurs neutres
SSR, que jai préalablement contribué a validerut@aet al., 2014). Les résultats obtenus
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n‘ont pas permis de distinguer différentes origiedinoculum primaire : aucune différence
entre les sous-populations résidantes (localeshreigrantes (distantes), ni de discontinuité
génétique entre sous-populations de fin (saisat di début d'épidémie (saison n+1), n'a été
mise en évidence. Des preuves indirectes de regtiodusexuée, tant dans la parcelle avec
résidus que sans résidus, ont été obtenues :eatie individus de types sexuels opposés
(MAT1.1 et MATL1.2) équilibré, fraction clonale (148$) et estimateur du déséquilibre de
liaison (p) proches de zéro. La diversité génétigk € 0,44) et la richesse allélique
moyenne A = 4,06) ont été tres éleveées, en accord avec lekatssde la littérature (Chen et
al., 1994 ; Linde & McDonald, 2002). De légéresfaiénciations chez certaines sous-
populations (valeurs appariées dR,), cohérentes avec les résultats d'épidémiologie
quantitative, ont toutefois été mises en évideroe plus haut).

La seconde stratégie a consisté a comparer ldl pfaigressivité (capacité de
sporulation et période de latence) d'une sous-mbioul deZ. tritici collectée en début
d’épidémie dans la parcelle en monoculture de®1é Fig. 27) a celui d'une sous-population
résidante (Pr) et d'une sous-population immigrépie

cv. sympatriques (dont Apache)
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Figure 27 - Représentation schématique de l'origine de popsdations locales d&. tritici. Pr :
sous-population résidente constituée de 12 isisats d'ascospores provenant de résidus présents
dans la parcelle ; Pi : sous-population immigramtestituée de 12 isolats issus de lésions foliaires
provoquées par des ascospores d'origine distaRte sous-population constituée de 12 isolats
issus de Iésions foliaires dont I'origine (distamselocale) est a déterminer.

Nous avons montré que les isolats de la popula@isidente (Pr) étaient maladaptés a un de
leurs hétes allopatriques (cv. Apache), alors quex@ppartenant a la population immigrante
Pi ne I'étaient pas, malgré qu'ils ont été colkestidr leur héte sympatrique (Fig. 28). Le profil

de la population testée, plus proche de celui g@alation résidante, suggere que I'épidémie
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a eté deéclenchée majoritairement par un inoculummaire d’origine locale.
L'expérimentation a porté sur 3 x 12 isolatZdéitici collectés au début de I'épidémie 2009-
2010 ; elle a été répétée au printemps 2015 eisauntil des isolats issus d’autres sous-
populations collectées au début de I'épidémie ZIMAB (données en cours d'analyse).
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Figure 28 - Surface sporulante moyenne (SP, en % de la suidlia&e inoculée) et période
de latence (LP, en nombre de °C-jours aprés inbonlaestimées pour les trois sous-
populations Pr, Pi et P' détritici populations (voir définitions Fig. 19) sur deuxtiuars
(Apache and Soissons). *** : P < 0.001 (Student-Neww-Keuls tests) (d’aprés Morais et al.,
en prép.).

D’un point de vue appliqué, il ressort de I'étuds gencipaux déterminants de I'inoculum
primaire et de son implication dans les procespigeéiques qu'une gestion quantitative de
I'inoculum (réduction) serait finalement difficike mettre en ceuvre et donc peu efficace. A
l'inverse, sa gestion qualitative, prenant par glenmen compte |'adaptation rapide des
populations pathogénes a leurs hétes, mériterditrad’intégrée dans des stratégies de
protection (alternance de variétés dans l'espadegtemps).

D'un point de vue académique, mes travaux onteégait permis de discuter la
définition du "début” et de la "fin" d'une épidémeelon que I'on se place a une échelle
annuelle (absence de I'hbéte comme critére de débutu pluriannuelle (discontinuité de
pression pathogene comme critere de début/fin pegamment de I'absence de I'héte). La
pérennisation et I'exploitation du dispositif pamhuel de Grignon est exigeante en moyens
humains mais permet de répondre a de nouvelledigpesle recherches lorsque celles-ci
apparaissent ou gagnent en pertinence.
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2.4. Pilotage de processus épidémiques par la tematire a différentes
échelles spatio-temporelles - Le cas de la septa@du blé

Le transfert de concepts d'écologie (biologie thgumi et écologie évolutive) vers
I'épidémiologie fonctionnelle est utile pour compdee la fagcon dont les processus
épidémiques centrés sur l'inoculum sont pilotés,ep@mple par la température, a I'échelle
d’'un monocycle.

En quoi I'hétérogéneité de réponse a la températleés populations pathogenes
contribue-t-elle a les structurer dans lI'espade &mps, a différentes échelles ? J'expose ci-
dessous mes premiers éléments de réponse. Jedmvidassus dans la partie perspective de
ce mémoire.

2.4.1. Echelle foliaire, échelle d’'un monocycle

L a température est un des principaux facteurs dtjmes$ qui pilote le développement des
maladies foliaires. Son influence sur le dévelopgeinadeP. striiformis(rouille jaune du ble)

a différentes étapes de son cycle parasitaire setaibilité a la température de différents
pathotypes sont étudiées dans I'équipe depuis wupelgnnées (Mboup et al., 2012). Je
m'intéresse depuis 2010 aux effets de la températurle développement de la septoriose a
I'échelle d'un monocycle. J'ai développé des apmechiophysiques (collaboration avec
Michaél Chelle) pour comprendre les mécanismesimfluiencent la cinétique d’infection
(monocycle), mais aussi populationnelles pour cemgie comment la variabilité des
réponses aux fluctuations de température peutendler les dynamiques de maladie.

Nous avons étudié la réponse a la températuie ttéici en interaction avec son héte
(feuille de blé), de Tlinfection jusqu'a l'appauiti d'une lésion sporulante. Comme les
champignons parasites des feuilles se développknsarface puis a l'intérieur des feuilles,
c'est la température de feuilleoly temperaturen écologie) qui pilote leur développement.
Il est établi que la température de feuille, uneciristique du phylloclimat (Chelle, 2006)
peut différer significativement de la températuréird en fonction des conditions
meésoclimatiques. C’est pourtant la température djai est systématiquement utilisée par les
phytopathologistes. La prise en compte de la teatpes d’air est a I'origine de deux biais : la
température mesurée n'est pas celle qui est réglierpercue par l'agent pathogéne et
I’hétérogénéité spatiale des températures au seipedplement n’est pas prise en compte.
Les processus épidémiologiques dont la vitesseindstencée par la température sont
modélisés de facon erronée si la température priseompte s'éloigne trop de celle de la
feuille.

L'objectif de la these Frédéric Bernard était €eonsidérer la prise en compte de la
température pour étudier le développement d'un plgaran pathogéne foliaire en combinant
une approche expérimentale et de modélisation. @et#e possible grace a un dispositif
consistant a mesurer en continu la températureif@edia un systeme de forcage thermique
par lampe infrarouge) d'environ 200 feuilles in@ad paiZ. tritici. Nous avons établi la loi
de réponse (courbe de performance thermique ou &€ thermal performence curve
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Angiletta, 2006) de la période de latence (Fig. e est non linéaire sur I'ensemble de la
gamme de température testée et présente un optthmmique a environ 18°C (Bernard et
al., 2013), ce qui est cohérent avec les donnégmuibles dans la littérature (Shaw, 1990).
L’optimum thermique dé&. tritici estiméin vitro (croissance sur milieu artificiel), c’est-a-dire
en s’affranchissant de l'interaction avec le blét eomprise entre 21 et 23°C (Zhan &
McDonald, 2011 ; Legeay et al., non publi€), sait 3°C de plus que sur plante.
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Figure 29 - Effet de la température moyenne de feuille sypélaode de latence de
trois isolats dez. tritici (A, [1, O) ; la courbe représente la loi de réponse
(ajustement de l'ensemble des données a I'équdtiove fonction quadratique)
(d'apres Bernard et al., 2013).

Nous avons dans un second temps caractérisé I'indeatamplitude des fluctuations
de la température des feuilles sur le développerdest |ésions. Une amplitude élevée
(fluctuation journalieres de +5°C par rapport arlayenne, comparée a £2°C) a eu plusieurs
effets négatifs : augmentation de la durée du cydectieux, diminution de la surface
sporulante des lésions et de la densité de pycrilelgs 30 ; Bernard et al., en prép.). Les
différences de cinétique de développement en fomale I'amplitude des fluctuations n'ont
été que partiellement expliquées par un effet nmathigue (effet Kaufman, 1932), suggérant
gu'un ou plusieurs mécanismes physiologiques pouchiez Z. tritici atténuer les
conséguences négatives d’amplitudes de fluctuatmrées.
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Figure 30 -Evolution temporelle de la taille moyenne des Igsifoliaires provoquées par un
isolat deZ. tritici (exprimée en % de la surface foliaire inoculée @rctfion du nombre de
jours apres inoculation) sous deux ambiances tlygmesi caractérisées par des amplitudes
journalieres de +2°C et +5°C autour d'une méme &atpre moyenne (18°C) ; *P < 0.05,
*»*p < 0.01, **P < 0.001, déterminés par un test®tedent (d'aprés Bernard et al., 2013).

Les travaux de these de Frédéric Bernard ont ét@lébés par une expérimentation
sur plante visant a comparer les TPC d’'un nomhre phportant d’isolats da. tritici (2 x 9)
provenant deux régions francaises caractériséeslgmmamplitudes thermiques contrastées
(Finistere et Cote-d’Or). L'objectif était égalemheévaluer la variabilité inter-individuelle
de la réponse a la température (données en camayte).

I est possible d’'obtenir les TPC d’'un trait phémidye particulier (vitesse de croissance ou
taux de multiplication cellulaire) chez un agenthpgene cultivable tel qué. tritici en se
placant dans des conditions artificielles. Néanmoiniliser ensuite ces TPC pour estimer les
conséquences de variations de température survigdogp@ement d'une épidémie est une
stratégie discutable. Des résultats quantitatiteralsin vitro ne peuvent étre extrapolés sur
plante, ne serait-ce que parce que la réponsalatesst celle de la "maladie”, qui résulte de
I'interaction entre la plante et 'agent pathogéne.

bY

Pour estimer l'adaptation a la température il esdemtiel d’identifier le trait
phénotypique pertinent qui fera I'objet de la TRICest intéressant qu'il s'agisse d'un trait de
fitness potentiellement soumis a sélection danséeslitions naturelles. Dans le cas 4le
tritici la plupart des traits de fitness correspondenésaabmposantes d’agressivité qui ne
s’expriment (et ne peuvent étre estimées) quelantg(Suffert et al., 2013).
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Paradoxalement, les approchesvitro ont de quoi séduire : grace a leur caractere
miniaturisé elles permettent d’élaborer des TPCr pounombre plus important d’isolats, de
caractériser I'nétérogénéité de leur réponse eéesder difféerentes hypotheses de trajectoires
sélectives : origine géographique (Zhan & McDon&@11) ou saisonnalité (début vs. fin
d'épidémie ; Suffert et al., soumis). Il faut tdote étre conscient que le niveau de
performance d'un trait artificiel estinmévitro a un sens épidémiologique limite.

2.4.2. Echelle de la plante, échelle d'une épidémadycyclique

Présente chague année dés la fin de 'automneplarsese est soumise a des conditions de
températures contrastées d’'une saison a l'autfée(Bat al., 2011 ; Morais et al., 2015b). Je
me suis intéressé aux effets de la saisonnalitasdynamique des épidémies. J'ai cherché a
savoir si les composantes d'agressivité pouvaigntuér a court terme au sein d'une
population locale : sur la base de quels traitviddes populations locales pourraient-elles
faire I'objet d’'une sélection a court terme et siptér ? J'ai cherché a identifier les processus
épidémiques qui pouvaient étre impligués dans @tie sélection : de quelle facon les
conditions hivernales puis printaniéres peuvergsatiiloter une cette sélection ?

Pour comprendre comment les fluctuations saisoemigte température peuvent
affecter le développement des épidémies, j'ai miplace un protocole expérimental visant a
détecter certains patrons adaptatifs chefritici entre le début et la fin d'une épidémie. J'ai
comparé en conditions contrblées la fitness de deus-populations pathogénes locales (30
isolats), I'une collectée au commencement d'urdeépe (Pi, résultant d'infections primaires
par des d'ascospores), l'autre collectée en fmd#ie (Pf, résultant d'infections secondaires
par des pycnidiospores). Les composantes d'agitésses 30 isolats ont été estimées dans les
conditions environnementales (température et siadelé) auxquelles a été successivement
exposée la population pathogéne Pi : conditionstgomieres" sur plantes adultes (19°C, en
serre) et conditions "hivernales” sur plantule<C(32n chambre climatique) (Fig. 31).
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Figure 31 - Représentation du développement d'une épidémiseptoriose et des conditions
environnementales (température d'air et stades |éu gendant la saison culturale 2009-2010
(Grignon, France ; d'apres Suffert et al., soumis).

J'ai établi que la population finale Pf était #igativement plus agressive que Pi, en
cohérence avec d'autres résultats de la littérgtdesvton & McGurk, 1991 ; Villareal &
Lannou, 2000 ; Andrivon et al., 2007 ; Le May et aD12). J'ai par ailleurs montré que Pf
était mieux adaptée aux conditions hivernales quenPce qui concerne lintensité de la
sporulation, et mieux adaptée aux conditions pmiet@s en ce qui concerne la période de
latence (Suffert et al., soumis). Ces différencesaplétées par une variabilité phénotypique
intra-population significativement plus faible ddPisque dans Pi, suggerent que les individus
ayant l'intensité de sporulation la plus élevéeéétsélectionnés pendant I'hiver et que ceux
ayant la période de latence la plus courte l'oat @t printemps. Cette interprétation est
cohérente avec ce que l'on connait des processudémigues responsables du
développement d’'une épidémie de septoriose : ar,hiériode ou la quantité d'inoculum est
parfois limitante, seraient avantagés les indivipusduisant davantage de pycnidiospores
(capacité de sporulation élevée) tandis qu’au @mus, periode ou la maladie monte dans le
couvert, ce sont plutét les individus capable déagn rapidement leur cycle infectieux
(période de latence plus courte) qui auraient @amtage compétitif.

Les résultats de cette étude expérimentale conmpldeefacon originale ceux obtenus
préecédemment sur plusieurs parasites foliaires cdeéales dans I'équipe épidémiologie
(Mboup et al., 2012) et celle de Bruce McDonaldgZlet al., 2012 ; Stefansson et al., 2013 ;
Abang et al., 2006 ; Sommerhalder et al., 2011)I'd&at actuel, jai montré qu’un potentiel
adaptatif peut s’exprimer localement a court te(éoielle intra-annuelle).
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2.4.3. Echelle de la plante, échelle pluriannuelle

Apres avoir cherché a identifier les processus épmlées impliqués dans les dynamiques
adaptatives de populations localesZidritici a I'échelle annuelle, je me suis intéressé aux
effets de l'alternance des modes de reproductiai@éterminisme de la phase sexuée. Je me
suis notamment interrogé sur l'existence de comigraaptatifs (trade-offs). Il est possible
gu'apres la phase de sélection saisonniére, dsayirecessus soient impliqués dans une
“contre-sélection” pendant la période inter-épidgrmai (e.g., Montarry et al., 2007). J'ai
cherché a mettre en évidence expérimentalementldecompromis adaptatifs et, le cas
échéant, a savoir quels processus pouvaient énlainds.

Je n'ai pas identifié de compromis adaptatif (Gufét al., soumis) au cours de la
phase asexuée d& tritici (absence de trade-off entre la fithess du chamopigsur tissus
foliaires vivants et sa capacité a continuer a wporsur des résidus de feuille) ; la
décroissance de la sporulation résiduelle sur ugsak blé a été similaire pour les isolats
appartenant a la population initiale (Pi) et laydapon finale (Pf). J'ai alors fait I'nypothese
gu'un compromis adaptatif pouvait entre les phasexuée et sexuée. Deux mécanismes
pourraient étre impliqués dans un tel trade-off :

Le premier mécanisme, "physique"”, n'est étayé paura résultat expérimental. Il
correspond a l'expression d'un effet Allee (bagmificative du succés reproductif d'un
organisme dont la densité de population est failgiaé)se traduit dans le cas detritici par la
difficulté qu'a un individu a se croiser avec umt@aaire de type sexuel opposé au fur et a
mesure que l'on s'éléve dans le couvert et quenaité® de |ésions diminue. Plus la fitness
d'un individu est élevée, plus celui-ci sera "mbmépidement dans le couvert (Suffert et al.,
soumis), et plus la probabilité de se trouver axipndé d’'un individu sexuellement
compatible sera faible. Cet isolement physiquepeastailleurs accentué par le fait que les
étages foliaires supérieurs du couvert, susceptiblariter les individus ayant une fitness plus
élevée que la moyenne, sont exportés en méme tqugpde grain lors de la moisson. Ce
mécanisme aurait pour conséquence le retrait deldpart des individus ayant été
sélectionnés pendant la phase épidémique (comgodagressivité supérieure, résistance a
un fongicide, etc.).

Un second mécanisme, ayant plutét un déterminisgenétique”, pourrait-étre
impliqué dans un compromis adaptatif. J'ai commente&ster cette hypothese en comparant
la capacité de 10 isolats detritici a faire de la reproduction asexuée (estimée domda de
leurs composantes d’agressivité pendant un mongcyel leur capacité a faire de la
reproduction sexuée (estimée par le nombre de désnts, c'est-a-dire la quantité
d’ascospores produites). Aucun trade-off n'a été mn évidence. SI. tritici peut se
multiplier de fagon asexuée tres facilement suremite culture ou il revét une forme levure
(bourgeonnement végeétatif conidien), le croisententeux isolats reste difficile (Kema et
al., 1996). L’expérimentation a été possible grada réussite de croisements en conditions
semi-controlées (co-inoculation en serre puis déad@&xtérieur). La méthode que j'ai mise au
point permet de croiser en routine des parentgétéh par exemple pour combiner deux
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résistances a deux fongicides (collaboration aveneASophie Walker) ou pour mener des
études sur le déterminisme de la résistance virigta génétique d’association (collaboration
avec Thierry Marcel). Le génotypage de 6 x 30 dedaets (6 croisements) en utilisant 15
marqueurs SSR (Gautier et al., 2014) a été réadis&wilherm Gazeau en collaboration avec
Anne-Sophie Walker. Il a permis de démontrer beitité de la méthode et l'absence
d'interactions avec les populations naturellesqrdé ségrégation moyen = 1,01 ; taux de
contaminations 0.3 % ; Fig. 32).
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Figure 32 - Ratios moyens de ségrégation des marqueurstpare(SSR et type sexuel MT) pour
six croisements d&€ymoseptoria tritici(104x112, 103x124, 103x125, 112x128, 105%107, 103k2)
basés sur l'analyse de 6 x 3011 descendants. &jdti®s moyens ont été calculés pour chaque
marqueur en combinant les ratios des six croisesnefit) les ratios moyens ont été calculés pour
chaque croisement en combinant les ratios de ésusarqueurs (Suffert et al., en prép.).

Cette méthode rend désormais possible ['étude plesessus et mécanismes
épidémiques qui conditionnent la production d’inoou primaire. L'étude des déterminants
de la reproduction sexuée et des effets de I'altera des régimes de reproduction (sexué et
asexueé), est une perspective que jaborderai @dagsrhiére partie de ce mémoire.

J'ai montré qu'un léger décalage dans les cinéidliefection des isolats parentaux
(differences de période de latence de quelques)jast plutdt bénéfiqgue a la reproduction
sexuée (analyse statistique en cours ; collaborati@c Florence Carpentier). Ce résultat a
été obtenu en croisant 10 isolats parentaux (28semrents) dont les composantes
d'agressivité (capacité de sporulation et périagléatbnce) étaient contrastées (Fig. 33). Une
expérimentation complémentaire suivie par GhislBielestre a suggéré qu'un décalage
temporel de 2 ou 3 semaines entre l'inoculationdiesc parents diminue I'efficacité de la
reproduction sexuée (quantité d'ascospores pra&juipar rapport a une inoculation
concomitante.

74



indice de sporulation

100

90 H fitness élevée
80 - R
L1120
70 ‘\ “ . ;s
\ g | fitness modérée
60 - Ve
124 ) e
50 A o e T 108,
40 - /<,<>2’ log,-” fitness faible
00 /
30 Q}/O & Tt -
o s © T L R AN
20 1 (Iléx"/ © <><><> Y |o3\\‘
- o \\ I'
10 ¢
0 : —— .
350 400 450 500

période de latence (ddpi)

550

Figure 33 - Composantes d'agressivité de 10 isolats paremntaidx tritici (¢) impliqués dans

les 28 croisements.
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3. Projet de recherche et d’animation scientifique

J'ai choisi de distinguer mon projet de recherchappe (qui inclue I'encadrement doctoral et
les collaborations scientifiques) de celui de ligguépidémiologie. Mes perspectives de
recherche sont abordées dans la continuité didecteon bilan scientifique.

Mon projet d'animation d'équipe integre des aspecientifiques, stratégiques et
opérationnels, pour lesquels jai pris en compta fis le contexte de I'unité BIOGER, son
ecosysteme proche (unitées ECOSYS et EGER), et gloisalement la "culture" et le
fonctionnement de I'INRA. J'ai sciemment éludé daspective du déménagement de l'unité
sur le plateau de Saclay a I'échéance de 2020.

3.1. Projet de recherche individuel

3.1.1. Enjeux et contexte

L es stratégies actuelles de protection des culumesse les agents pathogenes - déploiement
de variétés résistantes et utilisation de fonggideont atteint leurs limites (probléme de
durabilité) sans toutefois étre vouées a disparaitr court terme faute d’alternatives
opérationnelles. Ces limites s’expliquent en pgrte la réponse des populations pathogénes
aux pressions de sélection auxquelles elles sqmsées. Par exemple, le pyramidage de
genes de résistance limite la durabilité de leficadité en favorisant I'adaptation rapide de
populations pathogénes (indicidus virulents et phgressifs). De maniere similaire
I'utilisation de fongicides favorise I'apparitiore dpopulations résistantes. La dynamique
adaptative des populations en réponse a ces pmesg@selection a I'echelle d'un cycle de
culture peut étre contrecarrée par des processosride-sélection se manifestant sur la base
de compromis adaptatifs, généralement a l'inteosaigonction entre deux épidémies). La
modélisation de ces processus a des échelles $patpmrelles larges est utilisée depuis
guelques années pour évaluer la durabilité théeride stratégies de protection. Ces
compromis adaptatifs ont pourtant été rarement ct@iaés experimentalement,
vraisemblablement a cause de la difficulté i) avest finement les lois de réponse de traits de
fitness a différents facteurs, et ii) a analyserildgeractions entre ces facteurs a différentes
échelles d'espace (plante, peuplement, parcell@eetemps (annuel vs. interannuel). Le
développement d'une démarche d'épidémiologie fomotlle et expérimentale, intégrant des
concepts d’écologie, peut selon moi permettre deudre ces difficultés.

3.1.2. Orientation générale

Mes travaux de recherche visent a comprendre lantigna des populations d& tritici et
d'acquérir des connaissances mobilisables danstidéégies innovantes de protection vis-a-
vis de la septoriose du blé. L'objectif est de ctmser les processus et les mécanismes
centrés sur l'inoculum impligués dans la dynamigaeuelle et pluriannuelle des épidémies.
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Je souhaite aborder cette thématique de recheeckacdn aussi générique que possible afin
gue les connaissances acquises puissent étreéneesfa d'autres pathosystémes étudiés a
I'INRA.

D'un point de vue disciplinaire, mon projet s'inscdans une approche fonctionnelle,
expérimentale et quantitative de I'épidémiologigétéale.

Concretement, il s'agit d'identifier, de conceps@al et de caractériser les processus
biologiques ou biophysiques qui sont responsablesié@eloppement d’'une épidémie. La
finalité n'est pas de "prédire" I'état du systéntgehpathogene ou la dynamique de maladie
qui en résulte, mais de "représenter" I'épidémidagen fonctionnelle. Il s'agit par exemple
de décrire la facon dont les processus interadissaine eux a différentes échelles spatio-
temporelles (Fig. 2).

Je développerais différentes stratégies expérinentaux échelles adéquates, pour
démontrer (preuves directes ou indirectes) lI'oenog de différents processus et mécanismes
épidémiques.

Les méthodes expérimentales développées se coerertsur les processus faisant
intervenir des flux d’'inoculum. Elles devront pettne de répondre a la question "Comment
mesure-t-on une maladie ?" puis d’estimer les ®fiet différents facteurs sur les processus et
mécanismes précédemment identifiés.

3.1.3. Problématiques de recherche

L es questions que je souhaite traiter concerneisttiématiques :

» inoculum primaire, initiation, saisonnalité et uéence des épidémies de septoriose du
blé ;
» hétérogénéité des réponses de populatiod. ddtici a la température, conséquences sur

les dynamiques épidémiques (actuelles) et potediieiaptation aux fluctuations climatiques
(incluant le réechauffement global) ;

» épidémiologie fonctionnelle appliquée a la bios#éua I'analyse de risques et a la gestion
des crises en santé végétale.

3.1.3.1. Inoculum primaire, initiation, saisonnakit récurrence des épidémies de septoriose

J'ai étudié a travers la thése de David Morais kare la quantité, I'efficacité et I'origine de
inoculum primaire afin de comprendre la fagon tlelies influencaient les phases précoces
d’'une épidémie. Nous sommes arrives a la conclugpiengérer la quantité d’'inoculum, si elle
devait passer par une gestion mécanique des regithisillusoire. Alors que les pratiques
culturales simplifiees se développent, il semblpassible de généraliser I'enfouissement de
la totalité des résidus a I'échelle d’un territoilleserait en revanche pertinent d'identifier des
pratiques réduisant la survie de I'inoculum sur ssdus partiellement enfouis. Une tache du
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projet européen H2020 Emphasis (2015-2018) prélexplorer les possibilités de réduction
de la survie de l'inoculum par l'action de micrcamgmes antagonistes présent sur les
résidus. La problématique sera traitée a I'échillee rotation culturale classique blé-colza
sur les pathosystémes blé-septoriose et colza-phhmaéfinalité est de caractériser les
communautés de micro-organismes associés aux sésidublé et colza, contaminés
respectivement pa#. tritici et Leptosphaeria maculansgt d'identifier des agents de
biocontréle potentiels ayant une action pendaphkse inter-épidémique. La premiere partie
de ce travail fera l'objet d'une these (que j'@vprde diriger et qui sera co-encadrée par
Valérie Laval et Matthieu Barret, en collaboratiavec Marie-Hélene Balesdent ; début en
septembre 2015). L'analyse de la diversité microieeassociée aux résidus se fera par
metabarcoding/métagénomique et par des isolemeaatshivlogiques classiques. La seconde
partie de ce travail consistera a choisir difféesrdspéces de champignons et de bactéries et a
tester leur action sur la reproduction sexuée stitaie deZ. tritici etL. maculans

Peu d’information sont disponibles sur les micramigmes qui colonisent les résidus
de blé et de colza, cohabitent atecmaculanset Z. tritici, et les relations trophiques qui
existent entre eux (Pascault et al., 2010). A pranaissance, et a de rares exceptions pres
(Ramarathnam & Fernando, 2006), aucun agent demiidte (BCA) n'a encore éteé isolé des
résidus de ces deux expeces veégeétales. L'actintaganiste de quelques microorganismes
vis-a-vis deZ. tritici ou L. maculans (Chakraborty et al., 1994 ; Ramarathnafeando,
2006 ; Hammoudi et al., 2012) a été testéplanta pendant la phase parasitaire biotrophe
(sur I'agent pathogéne lorsqu’il infecte la plant@pis pas pendant la phase saprophyte (sur
'agent pathogeéene lorsqu’il croit, fait sa reprotiloic sexuée ou survit sur résidus de culture).

Trois types d’effets des BCA sur l'inoculum et legections primaires devront étre
considérés :

» effets directs sur la production d’inoculum prineai effet antagoniste ou fongistatique de
BCAs sur les structures fongiques libérant des espgdsexuées ou asexuées) a partir des
résidus, se traduisant par une réduction de latij@amu de la disponibilité de I'inoculum ;

» effets indirects sur la production d’inoculum paiine : décomposition par des BCAs des
résidus supportant les structures fongiques paraest;

» effets directs sur les infections primaires : effietagoniste ou fongistatique des BCAs sur
l'infection des tissus hétes (culture de I'annéa) gees spores pendant les phases épidémiques
précoces.

Les différentes étapes, impliquant des scien@ques unités BIOGER et IRHS,
seront les suivantes :

1) Comparaison de la diversité microbiologique désidus de blé et de colza par des
approches de métagénomique (séquencage) et mstaipdomique (RNAseq) ; analyses

(barcoding des génes ITS et 16S) réalisées emsautilides résidus collectés pendant trois
années, a trois périodes de I'année (de la finédé & la fin de I'hiver), dans trois rotations

parcellaires (blé-blé, blé-colza, colza-bl€) a Goig.
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2) Isolements microbiologiques et création d'unédection de référence, constituée d’'une
centaine d’espéces (bactéries et champignons)cdotaines auront été pré-identifiées lors de
tests de confrontation avec tritici etL. maculans

3) Analyse des interactions (antagonisme, hypesjtaae, etc.) entre une dizaine d’especes
cultivables etZ. tritici etL. maculansjn vitro puis sur résidus contaminés artificiellement ;
identification et caractérisation d’espéces d'iétéa tester en tant que BCAs potentiels.

4) Analyse des effets de traitements fongicidedasaapacité de reproduction sexuée et sur la
survie deZ. Tritici etL. maculansur les résidus de culture et sur la microflorecige.

L e niveau de résistance de I'hote et sa naturst@ése qualitative et résistance quantitative)
ont surtout été étudiés pendant la phase asexigdmofihe) deZ. tritici. Il est probable que la
résistance variétale ait un effet spécifigue surdproduction sexuée, c’est-a-dire sur la
production de périthéces et d'ascospores. Je seutester I'hypothése selon laquelle, a
séverité d'attaque équivalente sur feuille ou iga;, ta nature d’une résistance peut influencer
la capacité qu'ont deux isolats compatibles a smser. Un tel effet, s'il était avére,
confirmerait d'une part que l'utilisation des risises mérite d’étre raisonnée en prenant en
compte I'ensemble du cycle de viedldritici et, d'autre part, que la phase sexuée peut jouer
un réle dans I'adaptation locale a un cultivar, omgnl'ont suggéré les résultats obtenus par
David Morais dans sa thése. Thierry Marcel a piengager des travaux sur ce sujet, auquel
je m'associerai. Ces travaux pourraient étre &slifans le cadre d'un appel d'offre national
(CTPS ou FSOV, impliquant des sélectionneurs et stéentifiques de 'UMR Génétique
Quantitative et Evolution du Moulon) ou internatibr(projet H2020, partenariat France-
Tunisie ou France-Mexique impliquant le CIMMYT),entuellement via une these CIFRE.
Nous souhaiterions comparer l'effet de peuplemdmises génétiguement hétérogenes
constitués de variétés-populations (variétés des gayariétés rustiques en mélange) et de
peuplements hoétes génétiguement homogenes (vargggsnerciales) sur la réponse
adaptative dé&. tritici.

Mes autres perspectives de recherche, sur la tlgtreatsaisonnalité et récurrence des
épidémies”, s'articulent autour de deux questions

» Quelle est l'influence quantitative et qualitatoe I'alternance des phases de reproduction
asexuee et sexuée sur la récurrence plurianniedlémldémies de septoriose ?

» Comment prendre en compte/exploiter les processusétection et contre-sélection qui
interviennent a I'échelle d'une année dans detggirade protection ?

Comprendre comment les populations fongiques selal@pent (i.e., quels individus
sont sélectionnés et contre-selectionnés) dansataditions environnementales changeantes
est essentiel. Je pense qu'il est possible d'd¢gploétte connaissance pour réduire I'impact
des maladies sur les agrosystemes (Fig. 34). Pela, d est nécéssire d'étudier les
conséquences des effets des fluctuations saisesnilr de I'alternance des régimes de
reproduction. Je souhaite m'appuyer sur des appsoekpérimentales déja mises en ceuvre
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dans I'équipe (compétition/sélection en conditiomsturelles) ou plus innovantes (par
exemple, réplique de dynamiques épidémiques entaamglsemi-controlées).
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Figure 34 - Processus épidémiques et pratiques agricolésrigine de dynamiques de sélection et
contre-sélection dans une épidémie annuelle dersegs.

S1 = pression de sélection pluriannuelle par laét@arhote (effet “filtre variétal” ; adaptation des
populations aux variétés locales) ; S2 = pressmsdlection intra-annuelle sur des traits de fires
réponse aux fluctuations de I'environnement (staldénologique de I'héte, température, conditions
d'humidité et pluviométrie) ; S3 = pression de cid@ par les traitements fongicides dans la partie
supérieure du couvert (effet pendant la phasedpb# sur la proportion d'individus résistants) ;=S4
pression de contre-sélection par I'exportation dmpartiment supérieur (suppression des individus
ayant fait I'objet des pressions de sélection 3¢t S5 = pression de contre-sélection par leiesur

les résidus contaminés (trade-offs entre reprodudationale et reproduction sexuée) ; S6 = press#on
contre-sélection via l'introduction artificielleisblats sensibles au fongicide utilisé ou peu eintd sur

le cultivar utilisé I'année n+1.

hY

3.1.3.2. Hétérogénéité des réponses de populat®rZ.dtritici a la température et
conséguences épidémiques

Je poursuivrai mes travaux sur la réponseZderitici a la température, et de facon plus
générale sur le pilotage de processus épidémiqaeslap température. Je meénerai ces
recherches en collaboration avec Michaél Chelle E¥S). J'ai choisi les orientations

suivantes : i) passer de I'échelle de l'individaedui de la population ; ii) m'intéresser aux
conséguences épidémiques I'hétérogénéité de répolastempérature de populations plutdt
gu'a leurs causes (déterminisme génétique/génigquealiées par ailleurs dans I'équipe EGIP
(Anne Génissel) et & 'ETH Zirich (Daniel Croll Btuce McDonald) ; iii) m'intéresser au
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potentiel d'adaptation au changement climatiqueingggrant des concept d'écologie et de
biologie thermique.

Mon objectif est d'estimer le potentiel adaptaif populations de. tritici a des
fluctuations climatiques se manifestant a difféeenéchelles spatio-temporelles, globales
(réchauffement) mais aussi locales (variationsosaigres). Contrairement au nombre de
revues bibliographigues sur I'impact du changenoéintatique sur les maladies des plantes,
le nombre d'études expérimentales est assez |(@fiékraborty, 2013). Je pense que cette
situation est la conséquence de difficultés a cavicedes expérimentations novatrices, a
l'interface entre épidémiologie, écologie et miceéorologie. Trois défis génériques sont a
relever (Rohr et al., 2010): i) concevoir de meitke modéeles pour relier les données de
terrain aux expérimentations ; ii) prendre en calps effets de la variabilité climatique, en
s'intéressant a la variance (en plus de la moyeang)effets des fluctuations (Scheetnal.,
1994) et a la saisonnalité (Koeb¢ al, 2005; Altizeret al, 2006; Pascual & Dobson, 2005;
Hamelinet al, 2011; Donnellyet al, 2013) ; iii) identifier les tendances générad¢des
principes de la physiologie thermique des champigrparasites foliaires.

Pour prédire la réponse d'une population pathogenechauffement climatique, des
données biologiques sur son adaptation a la terypérason potentiel évolutif, et les liens
entre les deux sont nécessaires (Zhan & McDond@lii32 2013b; Stefansse al, 2013).

Le systeme blé. tritici est particulierement adapté a cette démarchesepéoriose est une
maladie agronomiquement importante, largement paet nuisible sous des climats variés
; les populations pathogenes ont une diversitétggreéet phénotypique importante, a toutes
les échelles, leurs conférant un potentiel addpilevé. L’adaptation peut étre définie comme
une optimisation phénotypique en réponse a la ts@hecqui augmente la fitness de ces
phénotypes dans certaines conditions environnemesnpar rapport a d’autres phénotypes.
Elle est donc a la fois une situation que I'on pehgerver et décrire et un processus que I'on
peut suivre. J'ai choisi de caractériser la "situet d’adaptation et de m’intéresser aux
conséquences des réponses (actuelles ou futureskrrees de processus (moteurs de la
sélection).

La premiére étape (descriptive) de ma démarche stendi caractériser I'nétérogénéité des
réponses des populations pathogenes aux variapai®-temporelles de la température. Des
travaux préalables conduits vitro ont mis en évidence des sensibilités a la temyérat
différentes chez des populations de tritici collectées a I'échelle mondiale (Zhan &
McDonald, 2011). J'ai montré que les variationss@anieres de température peuvent
sélectionner les individus ayant de meilleurs greg fitness a I'échelle d'une année (Suffert et
al., soumis), qué. tritici est plastique vis-a-vis de la température (Beredral., 2013) dont
les fluctuations journalieres doivent étre prisescempte (Bernard et al., en prép.). L'étude
expérimentale qu’'ont menée récemment Ghislain Drelet Jean Legeay (stagiaire Master2,
2015) a consisté a étabiir vitro les TPC d’une soixantaine d’isolats (taux de miitation

en milieu liquide YPD sur microplaques). Aucun patd'adaptation n'a été mis en évidence
entre le Nord et le Sud de la France (gradienssenit de températures moyennes annuelles;
Fig. 35) ni entre I'Est et 'Ouest (gradient cr@iss d’amplitudes thermiques annuelles). Il est
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vraisemblable que I'hétérogénéité de réponse Adliecpopulationnelle se manifeste plutot a
deux échelles spatio-temporelles "extrémes" :

» a une échelle mondiale, s'expliquant par des flexgéne finalement limités entre
continents (ne semble pas étre le cas a I'échella &rance) ;

» a une échelle locale a court terme, dés lors gueyhamique temporelle est prise en
compte, s'expliquant par la sélection des isoksplus adaptés aux conditions climatiques
successives.
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Figure 35 - Gradient de température annuelles moyenneststamt I'échantillonnage de
populations francaises de tritici.

La seconde étape (fonctionnelle) de la démarcheistena évaluer les conséquences de
I'hétérogénéité de réponse a la température dadatimms pathogénes sur le développement
d'une épidémie. L'objectif est d’arriver a passer léchelle du monocycle a celui d'une
épidémie polycyclique. Les difficultés que j'ai mddiees concernent :

» le choix de critéres permettant de comparer des @Pl@ sensibilité a la température de
différents individus ;

» la stratégie d’échantillonnage permettant de ttraavec des populations (réelles ou
recréées) fortement hétérogenes dans leur répdagerapérature ;

» la mise au point d'une méthode expérimentalgplantaen serre vsin plantaau champ ;
processus monocyclique vs. processus polycyclique).

Il sera en outre nécessaire de tenir compte dwdi@ I'adaptation a la température peut
étre caractérisée de plusieurs maniéres :

» en comparant des "performances thermiques’planta (en se basant sur différentes
composantes d’agressivité) ouvitro (en se basant sur un taux de multiplication caille).
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Par exemple, en comparant P1 a P1’puis P2 a Pg’ 86ia) on constate que la performance
au froid de l'isolat A est plus élevée que celld’'delat B, alors que sa performance au chaud
est plus faible ; I'isolat A est donc plus adapidraid que I'isolat B.

» en comparant des "sensibilités a la températuretimée par le ratio entre des
performances estimées a différentes températarestro ou in planta Par exemple, en
comparant les pentes (P2-P1)/(T2-T1) et (P2’-PI2{/(1) (Fig. 36b), quasiment identiques,
on conclue que la sensibilité a la températureistddt A est similaire a celle de l'isolat B.
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Figure 36 -Exemples de courbes de réponse a la températogghes d&€ymoseptoria tritici

En pratique la sensibilité a la température pénat €stimée en utilisant seulement deux
températures (e.g., Zhan & McDonald, 2011) ; com@tel de la non-linéarité des TPC, leur
position par rapport a l'optimum thermique doittedais étre connue. Le fait que les deux
températures choisies se trouvent de part et d'alérl'optimum peut poser probleme dans
l'interprétation des résultats. Par exemple, lapaaison des pentes (P2-P1)/(T2-T1) et (P2'-
P1)/(T2-T1) (Fig. 36a) pourraient conduire a camel de maniére erronée que l'isolat A a
une sensibilité a la température plus faible qusolat B, alors que seul leur optimum
thermique difféere Iégérement. Pour cette rais@eihble pertinent de dissocier I'estimation de
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la sensibilité aux températures basses de cella gensibilité aux températures hautes, dont
on peut imaginer qu'elle différent d'un isolat autre ou d’'une population a l'autre. Par
exemple, la comparaison des pentes (P2-P1)/(T2T(2’-P1")/(T2-T1) (Fig. 36¢) permet
de conclure que la sensibilité au chaud de l'isdlast plus élevée que celle de l'isolat B.
Cette facon de procéder nécessite d’avoir une bestimation de l'optimum thermique et
donc d'avoir mesuré expérimentalement la performanplusieurs températures (entre 5 et 7
; Fig. 36d), ce qui permet/nécessite factod'établir une TPC compléte en utilisant d’'un
modele adapté (Angilletta, 2006).

J'ai déposé avec Michaél Chelle (ECOSYS) un sujetttiise a I'appel 2015 de I'école
doctorale ABIES ("Hétérogénéité des réponses arfgpérature de populations francaises de
Z. tritici et inférence de leur capacité a s'adapter a deisoenements fluctuants"). Les
guestions auxquelles la thése devra répondre ssrduivantes : Quelle est la variabilité des
lois de réponse a la température de populationd. detici collectées a difféerentes échelles
spatio-temporelles (sensibilité individuelle vs.lymorphisme intra-population) ? Quelles
sont les conséquences épidémiologiques de cetioiigé sur les dynamiques actuelles de
maladie a différentes échelles spatio-temporeligf&efences entre bassins de production et
effet des fluctuations saisonniéres) ? Dans un igretamps il s’agira d’établim vitro la
variabilité des lois de réponses a la températarpapulations pathogenes, tant a I'échelle de
l'individu (différences d'optima thermiques et émsbilité) que de la population (variabilité
entre individus). Dans un second temps il s’agir&stiner les conséquences
épidémiologiques (sur les dynamiques de maladiejeatie variabilité et la facon dont une
population locale s’adapte a court terme a difftiggivariations de température. Il est prévu
d’étudier expérimentalement l'influence des comdit de températures (moyennes et
amplitudes) sur le développement de Iésions en ittonsl controlées a [I'échelle
monocyclique, puis en conditions naturelles a kdehpolycyclique (compétition au champ
entre isolats).

3.1.3.3. Epidémiologie appliquée a l'analyse dgques et a la gestion des crises en santé
végétale

Je poursuivrai mes activités de recherche sur len¢héle la biosécurité, que jai jusqu'a
présent pu valoriser correctement (Latxague et2806 ; Desprez-Loustau et al., 2007 ;
Suffert et al., 2008 ; 2009 , Stack et al., 2018uffert, 2010 ; Sache et al., 2011). Il me
semble utile de rappeler que la connaissance desgsus épidémiques est utile a I'évaluation
des risques phytosanitaires. La maniére dont cettienaissance alimente les outils
d'évaluation est en soi une activité de recheratdynique (discipline qui étudie les risques,
dangers et situations de crise, en prenant en eoleptaspects a la fois technigues, humains
et organisationnels). La conception de méthodesldiétion des risques en santé vegétale,
mélant expertises biologiques et travail de modgbs, est un positionnement de niche
(exemple d'interaction avec I'Imperial Collegeestbboratoire de la Santé des Végétaux de
I'ANSES ; Fig. 37).
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Figure 37 - Cadre général de l'analyse des risques poup&gturité
Motive-Agent-Pathway-Receptor; extrait du rapport d'étape
PlantFoodSecResport covering the representation of environmenta
biological and social impacts of agroterrori§m

J'ai récemment participé avec Samuel SoubeyrandsetdACruaud a une réflexion sur la
gestion des crises sanitaires en santé veégeétalerapport que nous avons remis au
département SPE propose un apercu de la gestiocrides sanitaires en santé végétale telle
gu’elle est menée aujourd’hui par les pouvoirs msbét expose comment I'INRA pourrait
contribuer a cette gestion en structurant et etgolbimieux son potentiel. Cette réflexion nous
a conduit a proposer des actions a conduire poerl'ostitut soit plus réactifs face a ces
crises et plus visibles dans ses contributions :

» sollicitation de personnes ressources pour dépelopne vision amont de l'action du
département SPE dans le cadre des crises sanit@nesnteraction avec les acteurs
officiellement en charge de la gestion des crisegaires ;

» mise en place d’équipes de réactimsponse teams

» encouragement a développer des projets de reehstehla prédiction des crises et leur
impact ;
» construction de "boite a outils" constituée de eteslet d’outils statistiques associés.

La premiére action qui a été retenue est la dotisth d'une cellule permanente de
gestion des crises sanitaires, a laquelle j'aiéade participer. L'objectif de cette cellule est
d'agréger les compétences nécessaires (systématiqdélisation, épidémiologie, etc.), avec
deux obijectifs a court terme : i) faire un auditatises passées et ii) constituer une preuve de
concept de notre capacité de répongdg|la fastidiosa
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3.2. Projet d’équipe
3.2.1. Etat des lieux et évolution récente des com$ de I'équipe

L 'équipe épidémiologie ("épidémiologie des maladié@sennes du blé") est constituée de 13
permanents. Elle réunit 6 scientifiques porteurprbgets (1 DR, 1 CR, 2 IR, 1 PR, 1 MC), 2
assistants ingénieurs et 5 techniciens. Elle béeéfictuellement de l'appui d'un IE (Julie
Berder) et d'un Al (Ghislain Delestre) sous canéralurée déterminée (financement assuré
pour 2 ans). L’équipe accueille généralement ehte¢ 3 doctorants et entre 2 et 3 stagiaires
de Master2 chaque année. Ses contours ont fajet’dbmportants changements au cours des
trois derniéres années. Florence Carpentier (MCoPRagrisTech) et Thierry Marcel (CR
INRA) ont rejoint I'équipe respectivement en 20112@13. Christian Lannou (DR INRA),
actuellement Chef du Département SPE, I'a quitte@@.3. Ivan Sache (ex-CR INRA) a
changé d'employeur (PR AgroParisTech) tout en mestaitaché a I'équipe. Avec deux
enseignants-chercheurs, le collectif est davantagené vers I'enseignement et cela a
redynamisé les liens entre 'INRA et AgroParisTentgis I'équipe souffre désormais d'un
déficit de chercheurs. De prime abord elle semlbds Ipourvue en personnel technique
qualifié (TR-Al). Des demandes de mobilité (en s)uen anticipation du déménagement de
l'unité BIOGER sur le plateau de Saclay a I'échéade 2020, laissent malheureusement
présager un déficit de compétences techniques idérdplogie expérimentale, notamment
sur les rouilles du blé.

Au cours des dix dernieres années I'équipe a ingass la génétique des populations
et la compréhension de leur adaptation a la plaéte. Ces derniéres années ont également
été marquées par le développement d'une compétidr@oeique en modélisation, par
I'aboutissement de projets sur la résistance datmé et sa gestion durable a I'échelle du
paysage, par la montée en puissance des travaua septoriose, et un arrét de ceux sur la
fusariose. Cette évolution c'est accompagnée adualoppement de collaborations nationales
avec MIA a Jouy (Hervé Monod,) et BioSP a AvignoBaruel Soubeyrand) et
internationales Rothamsted Research (Franck van Besch) en ce qui concerne
I'épidémiologie théorique et la modélisation, aligaiversité d'Aarhus (M. Hovmgller) pour
l'analyse des populations de rouille jaune, ave®©&XS a Grignon (Michaél Chelle, Corinne
Robert, Sébastien Saint-Jean, Laurent Huber) peueffets des conditions climatiques sur les
dynamiques épidémiques, et avec I'Université denTiiviaria-Lodovica Gullino) et Imperial
College (John Mumford) pour la biosécurité et llgea des risques phytosanitaires.

Le bilan scientifique de I'équipe a été évaluétp@snent lors la derniere évaluation
AERES (2013). Son ancrage a des problématiquesqappk, avec la participation de
plusieurs scientifiques a des activités d'expertiseen tant que partie prenante dans des
projets finalisés impliquant des partenaires psifemels, a été jugé tres pertinent.
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3.2.2. Stratégie scientifique

L a compréhension du développement des épidémiegs@nee de grandes cultures par une
approche pluridisciplinaire (biologie, génétiqugranomie, écologie, modélisation) est le
principal objectif de recherche de I'équipe ettaife autour de trois questions :

» Quelles dynamiques spatio-temporelles ?
» Quels facteurs d'influence ?

» Quels principes et moyens de gestion ?

La finalité de nos travaux est réellement de répmradces questions, qui sont bien
plus que de simples questionnements rhétoriqguesdéfiaition de questions de recherche
précises fait partie intégrante de notre démardmentifique. La tentation de se poser de
"mauvaises” questions, au prétexte que les répaeesent méthodologiquement "utiles”,
doit étre minimisée. Cela passe par la réaffirnmatiépidémiologie végétale se nourrit de
guestions conceptuelles, de l'analyse critiqueedepsopres méthodes et du renouvellement
de sa culture épistémologique.

Peuplem'éﬂf'/.1 Blé

hote

Maladie |

Puccinia triticing

Climat 'Population -
Paysage Environnement pathogéne Puccinia striiformis
Pratiques Zymoseptoria tritici

Figure 38 -Représentation schématique des supports de rbehded'équipe épidémiologie.

L es thématiques scientifiques de I'équipe sonttstrées selon trois axes :

» Axe 1 - "Processus et mécanismes centrés surulmoC - Caractérisation des processus et
mécanismes centrés sur l'inoculum conditionnantdeeloppement et la récurrence des
epidémies a différentes échelles spatio-temporelles

» Axe 2 - "Réponse et adaptation des populationsogaties a des facteurs biotiques et
abiotiques structurants" - Conséquences épidémdpleg de I'adaptation des populations
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pathogenes a des facteurs biotiques et abiotigtrestigants (hote/résistance variétale,
température).

» Axe 3 - "Gestion durable des résistances variétaleslifférentes échelles spatio-
temporelles” - Gestion durable des résistancegtades, de la caractérisation des mécanismes
d’interactions plante-champignon (échelle du gére)l'évaluation de stratégies de
déploiement (mélanges variétaux a I'échelle d’'uacglle et alternance spatio-temporelle de
variétés a I'échelle d’un territoire).

3.2.2.1. Axe 1 - "Processus et mécanismes cenirdsneculum”

Ce premier axe correspond en grande partie a mgatmte recherche individuel. L'objectif
est de caractériser les processus et mécanismé®scesur l'inoculum conditionnant le
développement et la récurrence des épidémieséetities échelles spatio-temporelles.

3.2.2.2. Axe 2 - "Réponse et adaptation des pdpukpathogenes a des facteurs biotiques et
abiotiques structurants”

Ce second axe de recherche s'intéresse aux fadtisticgues et abiotiques qui structurent les
populations pathogéenes du blé, tels que la séteqiar I'héte, les facteurs climatiques
(température), ou le régime de reproduction (asesuéexué). Il concerne les rouilles et la
septoriose. Les collaborations avec des biophyscfenité ECOSYS de Grignon, partenaire
historiqgue de I'équipe) et des généticiens des latipns et évolutionnistes (unités INRA
URGV du Moulon, CIRAD BGPI de Montpellier et INRAAM de Nancy) devront étre
pérennisées.

Les populations clonales @ triticina sont structurées par I'espece hote (blé dur / blé
tendre) et par les variétés présentes dans le gaysdtivé. L'étude de cette structuration a
I'échelle du territoire national se poursuivra. Réteurs le choix a été fait de tester
I'hypotheése de I'émergence d'une sous-populatféndée au blé dur par saut d'hote depuis le
blé tendre, en datant la divergence de ces dews¢mmpulations a I'aide de marqueurs SNPs
(données en cours d'interprétation par Henriettge@a).

L'analyse de la structure de populations francaiees. tritici (initiee dans I'équipe
par Thierry Marcel) sera complétée par I'étude derdpartition du pouvoir pathogene
(virulence, agressivité) dans ces mémes populatiGes données devraient permettre de
comprendre comment les populationsZddritici s’adaptent aux résistances quantitatives du
blé, a déterminisme tres fréquemment polygéniqumisNchercherons également a identifier
les caractéres phénotypiques (symptomes, transcnygtabolites) liés a ces adaptations. Une
collaboration a été engagée avec ECOSYS (implicateoThierry Marcel dans I'encadrement
de la thése de Thomas Simon dirigée par CorinneeRRobL’identification des génes
impliqués dans le pouvoir pathogéne par des appsoah’échelle du génome (étude GWAS,
projet ANR Gandalf) se poursuivra par I'étude de idle dans la capacité reproductive du
champignon (fitness), leur spécificité dans lesriamttions avec le blé, et leur distribution dans
les populations pathogénes.

88



Un des objectifs de I'équipe est d'identifier lesedles spatiales et temporelles auxquelles les
populations pathogénes s'adaptent et de prendreompte les processus adaptatifs pour
estimer les effets des changements climatiquesaglobL'importance de la thématique
"adaptation a la température" est donc amenée iresrae par les questions génériques
gu'elle implique et les outils méthodologiques afgaeloppés.

L'étude de la réponse de populationZdéritici a la température et des processus de
sélection saisonniers qui lui sont associés ser&@een collaboration avec nos collegues de
['unité ECOSYS.

Les travaux menés depuis plusieurs années saptatibn de la rouille jaund?(
striiformis) a la température par Claude Pope et Marc Lecsmigoursuivront. L'objectif est
de comprendre I'avantage sélectif de souches imeagi’origine exotique (I'une agressive et
tolérante aux hautes températures, l'autre multasmte) par rapport aux souches appartenant
a deux groupes génétiques locaux, I'un spécifigeda région tempérée (Nord de la France)
et l'autre spécifiqgue de la région méditerranée(ingnisie). L'avantage sélectif d'isolats
placés en compétition sous deux régimes climatigifésrenciés sera évalué en méme temps
gu'une étude d'association a l'échelle du génomitee ées caractéres épidemiques et les
polymorphismes extraits de génomes (collaboratisac alérdome Enjalbert de I'URGV,
Bochra Bahri de I'Université de Tunis, et de Anr@niSsel et Lilian Gout de I'équipe EGIP).

3.2.2.3. Axe 3 - "Gestion durable des résistan@®tales a différentes échelles spatio-
temporelles”

L es recherches développées dans ce troisieme aemsarconcevoir des modes de gestion a
la fois efficaces et durables des variétés rédiestaihe changement d'échelle est en soi une
problématique de recherche récurrente au seinédaifpe. Les approches vont du géne au
paysage : de l'étude de mécanismes a I'échellea d#dahte (comprendre pourquoi une
résistance est structurellement plus durable quawnes) a I'analyse des impacts a I'échelle
d’un peuplement ou d'un territoire (comprendre paoaor la fagon d'utiliser et de déployer une
résistance la rend plus durable).

L’étude des interactions entre les populationsshétdes populations pathogenes a des
échelles variées et complémentaires est une deffisips de I'équipe. Trois questions ont
éte identifiées comme prioritaires : Quel est l'anpdes pressions de sélection exercées par
les résistances quantitatives de la plante supligon des traits de vie des champignons
phytopathogénes ? Quels mécanismes biologiquesokicuiaires sont impliqués dans les
résistances quantitatives des plantes a leurs dgaons pathogenes ? Quel est I'impact du
degré de spécificité d'une résistance aux indiviluse méme espece phytopathogéne sur sa
durabilité ? Des approches de génétique et de ggmensont par exemple menées par
Thierry Marcel afin d’identifier, sur le modele kEé tritici, les genes impliqués dans
l'interaction, qu’il s’agisse de génes de résistdsensibilité de la plante héte ou des géenes du
pouvoir pathogene du champignon.
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La gestion durable des résistances est un desigaux enjeux des travaux de
I'équipe. Comment réintroduire un niveau efficaealversité fonctionnelle dans les cultures,
a I'échelle de la parcelle comme de la région ? i@em intégrer la résistance quantitative
dans les stratégies de gestion ? Cette thématgjuéallement transversale : elle est partagée
par Henriette Goyeau (rouille brune), Claude Popeuille jaune), Thierry Marcel
(septoriose), mais aussi lvan Sache qui s'orieate ha gestion des épidémies a I'échelle du
paysage et l'analyse de la diversité fonctionnefmrence Carpentier développe des
approches de modélisation et d'inférence statistsgm cette méme thématique (projets Gester
et Fondu ; collaboration avec les unités INRA MIA dbuy et d’Avignon). Un projet de these
co-encadré par Anne-Sophie Walker et Florence @&gyepermettra de faire le lien entre
gestion durable des résistances variétales a lléathe territoire et gestion de I'apparition des
résistances aux fongicides.

En complément de ces programmes traitant des asfieririques de la gestion des
résistances, nous nous attacherons a caractéeisieatité et la durabilité de moyens de lutte
géneétique, afin de proposer des solutions concegtdes données pour valider les stratégies
de gestion identifiées. Ces travaux portent d'uadg pur le réle des peuplements hétes
diversifiés a I'échelle de la parcelle pour freifeedéveloppement des épidémies, et d'autre
part sur la caractérisation de sources de résistguantitative. Les travaux mené sur
l'efficacité des associations variétales vis-a-tlss la septoriose en collaboration avec
ECOSYS (Sébastien Saint-Jean, Laurent Huber ; tt@&thristophe Gigot) se poursuivent en
tenant compte de l'architecture du couvert (thés&ighaine Vidal).

3.2.3. Stratégie opérationnelle

3.2.3.1. Positionnement vis-a-vis de |'extérieur

L e positionnement vis-a-vis de I'extérieur (horsigguet hors unité) repose sur les quatre
objectifs suivants :

» positionner I'équipe sur des thématiques ou la wwence nationale et
internationale est modérée, ou les possibilitéscoepération existent, et ou ses
compétences sont clairement reconnues (analyse ylamibjue eépidémiques
polycycliqgues ; expérimentations impliguant des pétitions entre isolats
décorrélation et quantification de processus épigées ; suivi de populations d
triticina, P. striiformis Z. tritici ; caractérisation de virulences et analyse des
interactions entre populations hétes et pathogeneatrise de la reproduction sexuée

; évaluation des risques en santé végétale) ;

» étre reconnu par 'INRA comme une équipe d’épidérgie végétale de référence,

capable de faire le lien entre des approches ewpétales (épidémiologie des
maladies du blé, suivis de populations pathogetmtégie de déploiement de
résistances variétales) et de modélisation a diftés échelles spatio-temporelles ;

» collaborer a I'échelle de I'unité en priorité viagdco-encadrement de theses ;
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» étre scientifiquement moteur sur la thématiquadégplogie” en intensifiant les
collaborations avec les unités ECOSYS et EGER dgnGn via des approches
réellement  pluridisciplinaires  (épidémiologie, Hiowtologie, agronomie
agroécologie).

3.2.3.2. Réaffirmation des fondements "expérimexitde |'épidémiologie végétale

L'intérét de développer des approches expérimentgiemtitatives en épidémiologie
fonctionnelle doit étre réaffirmé. Certaines adési stratégiques nécessitent un niveau de
technicité élevé qui doit étre entretenu. Les tqmimcipales approches que j'ai choisi de
mettre en avant et de défendre sont les suivantes :

1) Recentrer une partie des activités scientifigded'équipe autour d'un observatoire des
populations pathogenes du blé

L e suivi et la caractérisation de la structure dgsufations de champignons pathogénes du
blé (rouille jaune, rouille brune, et plus réecemingptoriose) a difféerentes échelles constitue
la base des recherches de I'équipe sur la duéab#is résistances variétales du blé, I'analyse
de la résistance quantitative et I'évolution deputetions d'agents pathogénes. Les suivis
populationnels sont une activité de référenceépiipe depuis plus de 15 ans, qui remplit un
double obijectif : i) alimenter des programmes dadfeeche nationaux et internationaux, grace
a la production d'un corpus de données et dunéection de matériel biologique
extrémement riche de par leur continuité tempareile répondre a la demande de
connaissances actualisées sur les populations éigpathogene (Arvalis, GEVES, CTPS,
sélectionneurs, instituts techniques, firmes platdaires) et de matériel biologique. La
convergence de ces deux objectifs, contributiora aektherche académique et appui a la
filiere, s’est par exemple traduite dans la theselalien Papaix : I'analyse des données de
virulence de I'agent pathogéne et de résistancéhdee, conjointement avec les données
d'ARVALIS sur les niveaux de maladies observésmamée, a produit des résultats innovants
et a conforté nos travaux de modélisation de gfiedééde gestion de la résistance a I'échelle
du paysage.

L'expertise internationalement reconnue de I'éuiglans le phénotypage des
virulences et des résistances aux rouilles reposesllement sur trois personnes (Henriette
Goyeau, Claude Pope, Marc Leconte). Leur dépagranomé d'ici 2019-2020 entrainera la
perte compléte de cette expertise. La pérennisd&onos compétences passe par la création
d'une collection de référence et une base de derassmciée (en cours d'élaboration) ; nos
activités de suivi populationnels devront en patallétre restructurées et recentrées autour
d'un observatoire des populations pathogenes diéléande de poste IE en 2015).

2) Développer des approches expérimentales polgeyad en serre

Je souhaite que I'équipe dispose a moyen terme dispositif en serre permettant de
développer des approches expérimentales polycydigus'agirait d'un dispositif permettant
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de générer sur un peuplement de blé des infectiecendaires a partir de Iésions sporulantes
(processus de dispersion pluviale et incubatiors sonosphere humide). Cela permettrait de
reproduire une épidémie a partir d'une populatittiaie (constituée d'isolats sélectionnés
pour leur traits de vie et mis en compétition) é&ndlyser les conséquences de leur
hétérogénéité de réponse a certains facteurs t@ariémpérature, etc.) a l'abri de

contaminations extérieures. Des expérimentationstyde mark-release-recapture ont été
développées au champ sur des populations thitici (Zhan et al., 1998 ; Zhan & McDonald,

2013), mais le suivi d’individus "marqués" est telament contraignant.

3) Développer les capacités de I'équipe a réaligsr croisements chez les trois espéces
modéles étudiées

L a reproduction sexuée joue un rdle clef dans laahjgue des épidémies, la structure des
populations et la capacité d'adaptation des tspeees modeéles étudiées dans I'équipe.

Dans le cas d&. tritici la reproduction sexuée est a l'origine de proseépidémiques
ayant un impact important sur la récurrence plumigtie des épidémies. La capacité a
réaliser des croisements, désormais pratiquésiwgimeo offre des perspectives de recherches
intéressantes.

Figure 39 - A - Plants de blé co-inoculés avec des isolats paremtai. tritici placés a I'extérieur
pour favoriser la production et la maturation deithéces. B - Dispositif de collecte d'ascospores a
partir de résidus de blé. C - Colonies Zletritici apparues sur milieu PDA quelques jours apres
I'éjection des ascospores (photos F. Suffert).
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A linverse, la reproduction sexuée semble nerjauecun réle fonctionnel dans
I'épidémiologie de la rouille jaune et brune endpar, dont la survie est principalement
assurée par les repousses de blé (Fig. 40). L'aéenant deP. triticina (Thalictrum
speciosissimuinest connu depuis plusieurs décennies et la phageée a été mise en
evidence en conditions naturelles (D'Oliveira & ®anski, 1964). Che®. striiformis un
gradient de diversité a été décelé entre la ChiAsie du Sud, le Moyen Orient, le Bassin
Méditerranéen, et 'Europe de I'Ouest a la fois ipdées marqueurs moléculaires et la
production de téleutospores impliqguées dans lademtion sexuée (Ali et al., 2014). D'autres
signes de recombinaison (fraction clonale plusléaitaux d'hétérozygotie plus élevé, absence
de déséquilibre de liaison), suggérent que la chpron sexuée pourrait jouer un réle dans la
zone himalayenne ; I'hypothése selon laquelle caitee serait un centre de diversité pour la
rouille jaune a été formulée par Sajid Ali pendsathése. L'hote alternant Bestriiformisa
ete identifié il y a seulement quelques ann&sslterisvulgaris; Jin, 2010). La reproduction
sexuée a pu étre realisée en conditions controhéats, n'a jamais été mise en évidence en
conditions naturelles.

écidiospore

; b 8
= . cycle
- asexué
pycnia ;
( (hote écidien) (blé)

urédiospores

téleutospores

Figure 40 - Cycle biologique générique, adapté au cas deuddlegaune Puccinia
striformis ; hote écidien Berberis vulgari$ et de la rouille brune du blé€ccinia
triticina ; hote écidien Thalictrum speciosissimynid'apres Roelfs et al., 1992).

Des croisements sont pratiqués clieztriticina depuis plusieurs années par deux
équipes dans le monde (Yehoshua Anikster, Tel Agiaél ; Jim Kolmer, St. Paul, USA) et
chezP. striiformis par trois équipes (Yehoshua Anikster, Tel Aviva#d ; Jim Kolmer, St.
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Paul, USA ; Mogens Hovmgller, Aarhus, Danemarldi idicité Marc Lecomte (Fig. 41) et
Henriette Goyeau (Fig. 42) a renouveler leurs ter@s de croiseP. triticina et P. striiformis
; la réussite récente des premiéres étapes estrésrageante.

(v

Figure 41 - A - Symptdmes de rouille jaun®ccinia striiformi3 sur feuille de blé (photo F.
Suffert). B -Plants deBerberis vulgarishdte écidien d@. striiformis(photo M. Leconte). Pycnia
deP. striiformissur feuille deB. vulgaris(photo M. Leconte).

La maitrise des croisements chez les trois espaoegles étudiées constituerait une
avancée méthodologique majeure. Cela permettraibagrendre la facon dont se structurent
les populations pathogénes et comment elles pewadapter, a une échelle large, a leur
environnement et au déploiement de variétés résestaCes compétences donneraient une
visibilité supplémentaire a I'équipe au niveaurmétional.
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Figure 42 - A - Téleutospore déuccinia triticina (photo D. Blancard). B - Téleutospore
germée (a) et basidiospores (b). Thallictrum speciosissimuphote écidien de. trticina. D -
Pycnia sur feuille d&. speciosissimurke - Croisement de deux pycnia. F - Ecidies suillée
deT. speciosissimur{photos F. Suffert et H. Goyeau).
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3.3. Encadrement de doctorants et formation par laecherche

L'HDR valide la capacité d'un scientifique a former la recherche par la recherche" un
autre (jeune) scientifique, que celui-ci se desbmeon au métier de chercheur.

L'encadrant, qu'il soit ou non le directeur dest#hedoit aider son doctorant a
comprendre et a s'approprier son sujet de thes&vgluera généralement entre la premiére
et la deuxieme année. Il doit l'aider dans cettmaiéhe et accepter cette évolution, qui
illustre lI'autonomie et la maturité scientifique doctorant. L'encadrant doit également aider
le doctorant a maitriser le raisonnement, les nuhoet les outils nécessaires au bon
déroulement de la thése. Il doit l'inviter a seoaner face a ses résultats, a chercher et
trouver, y compris a I'extérieur, l'aide dont ilraubesoin pour mener a bien son projet.

J'ai une conception plutét responsabilisantebétdile de I'encadrement d'un doctorant,
qui peut étre amené a percevoir son encadrant cammeorte de "mentor” ; je pense que ce
dernier doit rester avant tout un "manager”, posit'autant plus marquée qu'il est également
responsable d'équipe.

Je considere qu'un double contrat lie le doctadigstn encadrant :

» un contrat "administratif®, car I'encadrant estsigérieur hiérarchique et le représentant
direct de l'employeur (cas le plus fréquent), chadg faire respecter des obligations
professionnelles et des regles éthiques ;

» un contrat moral, par lequel le doctorant et I'éin@at ont réciproquement une obligation
de moyens (activité de recherche) et de résulfatmétion dispensée par I'encadrant sous
couvert de I'école doctorale). J'estime que lesrtsffdu doctorant et de I'encadrant, de part
leurs intéréts réciproques, doivent étre corréldéalement, chacun est implicitement amené
a aligner l'intensité de ses propres efforts siui @ l'autre, dans une perspective "gagnant-
gagnant".

Pour qu'une thése soit fructueuse, je pense quiiéessaire de :

» Proposer un "bon sujet” et permettre son évolution

Il s'agit de proposer a un doctorant un projet @herhe cadré, centré sur une question
scientifique (enjeux et objectifs clairs), avec wteatégie opérationnelle réaliste. Définir un
"bon sujet", susceptible d'évoluer, est donc lanpéee étape a accomplir. Le sujet doit étre
novateur et original, doit contenir un élément fde recherche, c'est-a dire contribuer a
lavancement des connaissances en épidémiologiétatég; il doit surtout permettre au
doctorant de développer un projet professionnetogtduire, au terme de trois ans, a la
rédaction d'un manuscrit et d'au moins un ou detigles scientifiques. Le sujet doit étre
compréhensible et abordable pour un étudiant deaniWMaster2, mais il doit permettre une
évolution rapide aux limites, voire au-dela, desr@issances actuelles.
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» Lorsque le sujet et le contexte s'y prétent, privégier les co-encadrements

Une thése peut étre encadrée par deux, voire tigstgiques. Le co-encadrement se justifie
lorsque le sujet demande des compétences et esgmeviriées, lorsque la thése se fait en co-
tutelle ou lorsque I'un des deux encadrants neggessas son HDR. Un co-encadrement bien
pensé est tres bénéfique des lors que les co-emtadie connaissent bien, s'apprécient et son
capables d'ajuster leur I'ascendant respectifesdottorant de fagcon a ce qu'au final le style
de management coincide avec sa personnalité atsa fle travailler.

En épidémiologie végétale, compte tenu du caraqirridisciplinaire de nombreux
sujets de these, il est fréquent de faire appeh a&atencadrant statisticien, modélisateur,
biophysicien, généticien des populations, écoplygiste ou écologue. Ce type de
fonctionnement est trés profitable, tant pour lejgir de thése lui-méme que pour la vie
scientifique de l'équipe. Dans l'équipe épidémimo plupart des theses ont été co-
encadrées et je souhaite que cela continue. Les teases dans lesquelles je me suis
impliqué étaient co-encadrées ; les prochainesrtens également.

» Adapter les modalités d'encadrement et son style dmanagement au couple sujet-
doctorant

Compte tenu de la difficulté a attirer des étudidfotsnés a I'épidémiologie végétale et du
caractere imprevisible de I'octroi d'une boursethise, il peut arriver qu'un couple sujet-
doctorant se forme non pas sur un critere d'exusdlenais par "opportunisme" (difficile de
renoncer a un projet de these lorsqu'on a un feraeat et un étudiant...). Dans pareille
situation, arriver a adapter son style de managemegouple sujet-doctorant est un gage de
réussite. La these sera-t-elle trés cadrée etépilen mode "projet” ? Est-il nécessaire au
contraire de laisser une tres grande autonomieaoatoihnt ? Ces questions doivent étre
posées au début et évoluer pendant la these.
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Abstract Malevolent use of plant pathogens in an act of
agroterrorism represents a potential threat for European
agriculture and forestry. We investigated the risk of agro-
terrorism sensu lato, which is raising debates among the
community of plant pathologists. In the absence of a
previous unambiguous definition of agroterrorism we
characterized the risk for Europe by taking into account
the multiplicity of the threat, of the perpetrator’s objectives,
and of potential modus operandi. To this end, we have
applied a three-step methodology involving: (1) the
building of a list of candidate pathogens, (2) a scenario-
based exploration of potential agroterrorist acts, and (3) the
design of a risk evaluation scheme (RES), derived from the
standard pest risk analysis (PRA). We adopted a congruent
risk assessment strategy consisting of coupling the foresight
exercise (assignment of nine key pathogens extracted from
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the list to nine scenarios and comparison of different
intrinsic criteria) to the analytical assessment (application
of the RES to the nine key pathogens and qualitative
analysis resulting in a pentagonal star plot representing risk
profiles). Analysis was performed by non-experts on the
selected diseases, and thus enabled a comparison between
crops or pathogens on the basis of the characterization of
the threat. The risk, considered in its hybrid dimension
(both factual because it refers to crop protection and an
effective stake, and also irrational because it refers to
bioterrorism, a vague and unobservable concept) was
characterized exhaustively for the selected plant pathogens
and the success of a malevolent act appeared to be much
more uncertain than believed. However, agroterrorism
should be considered as a plausible threat, potentially more
important by the consequences of the securitization of the
concept, which could imply disruption of regulations and
trade, than by direct damaging consequences on European
crops. There is probably not a single short-list of threaten-
ing pathogens: different pathogens would be most threat-
ening for different purposes, for different perpetrators, and
for different target crops.

Keywords Agroterrorism - Anti-crop bioweapons,
Crop biosecurity - Foresight - Plant pathogens -
Risk assessment

Introduction

Crop biosecurity, defined as “protecting a state from
invasive plant pathogens” (Brasier 2008) is mostly assured
by regulations and quarantine measures. The International
Plant Protection Convention (IPPC 2004) has in its charge
the global harmonization of phytosanitary measures set up
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by National Plant Protection Organisations to prevent
accidental introductions of invasive exotic plant pests
(Schrader and Unger 2003). Regional Plant Protection
Organisations, such as the European and Mediterranean
Plant Protection Organisation (EPPO 2007), acting as a
regional umbrella organisation, aim at improving the
harmonization of quarantine protocols. While most exotic
invasive plant pests have been either accidentally intro-
duced or passively spread by wind currents, little attention
has been paid until recently to the possible, deliberate use
of plant pathogens as agroterrorist weapons against crops
and forests (Anderson et al. 2004; Desprez-Loustau et al.
2007). Excluding attacks against livestock and wildlife, we
will further consider agroterrorism sensu lato as the
intentional use, as well as the threat or simulation of use
of plant pathogens by any individual or group in order to
cause direct damage to crops or forests, or to indirectly
affect the agricultural sector.

Agroterrorism is not a new issue. For ages, wars have
targeted agriculture, mostly by trashing or burning crops and
forests, as a means of depriving the enemy of food supply,
repel colonists or subjugate rebel populations. More recently,
biological anti-crop warfare has been state-sponsored in
some of the biggest European countries between 1920 and
1940. Around the Second World War, the main belligerent
countries developed research programmes on biological anti-
crop agents targeting staple crops, for instance potatoes (with
late blight caused by the Oomycete Phytophthora infestans
and the Colorado potato beetle, Leptinotarsa decemlineata)
and rice (with brown spot and rice blast, caused by the fungi
Cochliobolus miyabeanus and Magnaporthe grisea, respec-
tively) (Table 1; Madden and Wheelis 2003; Suffert 2003).
After the Second World War, several countries continued to
conduct research on plant pathogens as anti-crop weapons.
The main researched agents were Puccinia graminis f.sp.
tritici, the cause of wheat black rust (Table 1; Line and
Griffith 2001), M. grisea and P. infestans (Table 1; Madden
and Wheelis 2003). While the countries that signed the
Biological and Toxin Weapons Convention (BTWC) in
1972 officially stopped their biological warfare programs, a
new cycle of concern over the possible use of biological
anti-crop weapons began in the late 1980s, based on the
knowledge that several “rogue” countries were trying to
acquire such weapons. Following the First Gulf War, United
Nations Special Commission’s inspections have revealed
that Iraq had expressed an interest in acquiring the military
capacity to destroy Iranian crops and that progress had been
made with regard to research and development in the
weaponization of wheat smut fungi (7illetia caries and T.
tritici) and aflatoxin-producing strains of the fungus
Aspergillus (Table 1; Whitby 2002). Additionally, there
have been sporadic, unverified allegations that states or
militant organizations have either used plant pathogens

against crops or threatened to use them (Table 1; Junior
2006; Zilinskas 1999). More recently, evidence found in
caves in Afghanistan suggested interest by Islamic militants
in the weaponization of wheat rust (Fletcher et al. 2006).
Unlikely allegation of deliberate introduction of the western
corn rootworm (Diabrotica virgifera) in European maize
fields in the 1990s could not be completely rejected since
population genetics demonstrated the occurrence of multiple
transatlantic introductions of the pest (Table 1; Miller et al.
2005). In the 1990s, the United Nations Drug Control
Program supported anti-coca and anti-poppy programs in
Andean and Central Asian countries, respectively (Table 1;
Jelsma 2001). Strains of Fusarium oxysporum f.sp. eryth-
roxyli (Connick et al. 1998) and Pleospora papaveracea
(O’Neill et al. 2000) with increased pathogenicity have been
selected but were officially never used. The status of these
biocontrol agents as biowarfare agents is evidently contro-
versial (Suffert et al. 2008).

Awareness for biosecurity has increased over the last
decade owing to growing trade, travel, transportation, and
tourism, the “four T’s” components of globalization (Waage
and Mumford 2007). A relatively minor issue until the last
decade, agroterrorism emerged in the scientific literature
after 1997 (Suffert et al. 2008). According to Ole Waever’s
securitization theory, crop biosecurity and agroterrorism
should be considered as “securitized” issues (Buzan et al.
1998). They have become specific fields of research, with a
corpus of dedicated articles (e.g., Cupp et al. 2004; Byrne
2007; Khetarpal and Gupta 2007), journals (e.g., “Interna-
tional Journal of Rural Crime”, and “Biosecurity and
Bioterrorism: Biodefense Strategy, Practice, and Science”),
reviews (e.g., Madden and Wheelis 2003; Suffert 2003),
textbooks (e.g., Whitby 2002; Gullino et al. 2008) and
conferences (e.g., the symposium on “Plant Pathology’s
role in anti-crop bioterrorism and food security” held by the
American Phytopathological Society in 1999, and the
annual “International Symposium of Agroterrorism” held
since 2005 in the USA).

Agroterrorism as warfare has been deemed “low-tech,
high impact” (Wheelis et al. 2002). Only a few methods
aimed at a comprehensive assessment of agroterrorism have
been proposed (Madden and Wheelis 2003; Schaad et al.
20006). In a previous article, Latxague et al. (2007) have set
up a three-step methodology for assessing this risk in
Europe involving: (1) the building of a list of candidate
pathogens, (2) a scenario-based investigation of potential
agroterrorist acts, and (3) the design of a risk assessment
scheme. Since this methodology remained to be tested with
“real” cases, the objective of the present article is to apply
this methodology to potential, worthy of belief, cases of
agroterrorism, and then to discuss the relevance of agro-
terrorism as a scientific issue regards to the results obtained
for the risk assessment of selected plant pathogens.
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Methods

We present here only a brief outline of the rationale of the
methodology developed by Latxague et al. (2007). In a first
step (1), a list of 50 candidate pathogens representing
potential agroterrorist threats to the European agriculture
and forest was compiled. This list was delivered to the
European Commission at the end of the EU project
“CropBioterror” and kept confidential for security reasons.
It includes not only nonindigenous and quarantine patho-
gens, but also endemic pathogens with specific character-
istics such as mycotoxinogenic ability, high potential of
mutation and hybridization and records of highly patho-
genic exotic strains. In a second step (2), three kinds of acts
were considered (international, state-sponsored biowarfare;
non-governmental bioterrorism; and individual or corporate
biocrime) and their socio-economical consequences char-
acterized by a “foresight” approach, which consists in
carrying explorative studies developing views of future
options, and then choosing between them (Major et al.
2001). In a third step (3), the standard pest risk analysis
(PRA) scheme, originally used to decide whether an
organism should be listed on quarantine lists (EPPO
2007), was dramatically modified into a risk evaluation
scheme (RES) to account for the specificity of the
agroterrorist threat.

Here, nine different, non-overlapping scenarios of agro-
terrorist attacks were developed considering a key pathogen
taken from the aforementioned list of 50 candidate
pathogens, combining the nature of the acts and their
potential consequences. For each scenario, a plant pathol-
ogist (J. Pinon for forest pathogens, I. Sache for cereal
pathogens, and F. Suffert for the other pathogens) puts
himself in the shoes of the perpetrator: he defined a tangible
target (Table 2), selected the most appropriate pathogen
from the list, and wrote a four to six pages essay (hereafter,
scenario) describing the imagined agroterrorist act and its
expected consequences. Considered as foresight tools for
materializing the agroterrorist threat, the scenarios were
kept confidential for evident security reasons. The three
sections of the scenarios: “Synopsis” (modus operandi and
expected consequences), “Justification” (geopolitical con-
text and perpetrators’ motivations), and “Feasibility”
(perpetrators’ ability to succeed and technical constraints)
were substantiated with information extracted from relevant
published and gray literature (i.e., body of materials that
cannot be found easily through conventional systems of
publication, bibliographic control, or acquisition by sub-
scription agents). The nine key pathogens are Tilletia indica
(the wheat Karnal bunt fungus), Phytophthora infestans
(the potato late blight Oomycete) and Pleospora papaver-
acea (a potential opium poppy mycoherbicidal fungus) as

Table 2 A classification of agroterrorist acts and matching plant pathogens selected for the risk evaluation scheme (RES)

Type of scenario

Key pathogens®

Biowarfare
BWI Attack by a country on the agricultural sector of another country. The aim of the Tilletia indica (Ti)
attacker is to block commercial imports of the targeted products and prevent their
entry into its national market or to enhance its own exports.
BW2 Attack by a country on the agricultural production of another country, in order to Phytophthora infestans (Pi)
weaken the targeted country by reducing its domestic food supplies. This action
could be undertaken before a military intervention or replace it.
BW3 Use of biological agents by a country to eradicate illicit crops in another country Pleospora papaveracea (Pp)
(e.g., drug cultivation).
Bioterrorism
BT1 Terrorist attack targeting food crops. The use of the agent may have negative Fusarium graminearum (Fg)
impacts on human or animal health.
BT2 Attack against crops or planted trees by ecowarriors who want to carry out a Mycosphaerella populorum (Mp)
radical ecological action.
BT3 Terrorist attack aimed at damaging a crop or a tree species that belongs to Ceratocystis fagacearum (Cf)
the national heritage.
Biocrime
BC1 Attack by activists or farmers groups against the production of a competing country. Xylella fastidiosa (Xf)
BC2 Isolated attack by an individual working in the crop protection field, looking Puccinia triticina (Pf)
for recognition, or revenge upon a colleague or an institution.
BC3 Deliberate use of a plant pathogen by a private company. The aim would be to Phakopsora pachyrhizi (Pp)

render farmers dependant on specific cultivars or plant protection products.

?Extracted from the list of 50 candidate plant pathogens delivered to the European Commission in the final report of the “CropBioterror” EU

project
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biowarfare agents, Fusarium graminearum (a grain-
infecting, toxinogenic fungus), Mycosphaerella populorum
(the poplar stem canker fungus) and Ceratocystis fagacea-
rum (the oak wilt fungus) as bioterrorism agents, and
Xylella fastidiosa (the grapevine Pierce’s disease bacteri-
um), Puccinia triticina (the wheat brown rust fungus) and
Phakopsora pachyrhizi (the soybean rust fungus) as
biocrime agents. The nine scenarios involving these nine
pathogens were then ranked for specific features and salient
components consistently highlighted in the literature on
agroterrorism: diversity of impacts (on production, trade,
society), interest for perpetrator to claim the attack,
availability of technical means (origin of the scientific
information and inoculum), possible contamination by
aircraft (considered as a classical modus operandi), and
potential countermeasures (early detection, control meas-
ures available).

The RES, which includes five sections (importance of
the target crop, ease of use of the pathogen, epidemic
potential of the pathogen, obstacles to swift and effective
response to an attack, and potential global or regional
consequences of an attack), was applied to the nine key
pathogens selected for building the scenarios. Each section
was scored on the [0-10] integer scale, using a series of
qualitative and quantitative intermediate criteria as an aid to
the overall assessment, detailed by Latxague et al. (2007).
Each of the sections of the RES was plotted on a
circumradius of a pentagon. The resulting pentagonal star
plot was designed as a single multidimensional representa-
tion of the risk profile. While features and components of
the scenarios were considered as non-exhaustive results
(because they are selected examples, completed for only a
given plant pathogen), the risk profiles, which quantify the
risk associated to a given pathogen without specifying the
perpetrators’ objectives, were considered as exhaustive
results (because they are completed taking into account
each of the nine potential scenarios). The most important
outcome, as usable and understandable by other risk
assessors, the risk profile was summarized by an aggregated
risk (R) computed for the stakeholders’ sake. Such a score
should be considered as a secondary product of the risk
assessment rather than its main result. The aggregated risk
(R) was calculated as the ratio of the area delimited by the
variables’ star to the total area of the pentagonal envelop of
the plot as follows:

1 n=1
R:; ((;}’[ ><r,-+1> +ry ><}"1>

where r; is the ith variable of the RES and n=>5.

A critical feature of risk assessment is the evaluation the
level of uncertainty encountered all along the assessment
process. Communication of uncertainty contributes to

transparency and may also be used for further identification
of research priorities. In a PRA process, the panel of experts
shall identify uncertainties related to the potential of entry,
establishment and economic impact of a pest (EPPO 2007).
In the present analysis, the risk assessor described the
sources of uncertainty and the effects that the uncertainties
may have on the risk assessment for each key pathogen.
The main sources of uncertainty are missing, incomplete,
inconsistent, or conflicting data (according to the scientific
publications used) and controversial data or subjectiveness
of analysis (according to the risk assessor). The degree of
uncertainty (u) (scored on the [0—10] integer scale) was
estimated in a final section of the RES.

Results

The 50 candidate pathogens include 35 fungi and oomy-
cetes, nine bacteria and phytoplasmas and six viruses.
Staple food crops represent the majority of the targets (24),
followed by forest trees (11), industrial and market crops
(ten), and orchard trees (five; Latxague et al. 2007). In 32
out of the 50 cases, direct crop loss is expected following
an attack, while trade would be disrupted in 38 out of the
50 cases. Wider, indirect socio-economical consequences,
such as poisoning of animals and humans, heritage and
environmental loss or psychological negative effect on
populations, are expected in 28 cases. The “top list” of the
pathogens expected to cause together direct crop loss, trade
disruption and indirect socio-economical consequences
includes 14 pathogens. The list, however, does not claim
to rank the pathogens according to the threat they represent
for agriculture and forestry, since it does not consider either
the feasibility of the malevolent act nor the reaction
capacity after such an act. In addition, the list has been
restricted to European crops, while agroterrorist attacks on
non-European crops, such as rubber tree, coffee or cocoa,
could also cause indirect but significant socio-economical
damages to Europe.

The specific features and salient components of the nine
analyzed scenarios are highlighted in Table 3. An act of
agroterrorism requires a series of human choices based on
the expected economical and psychological effects of the
act, its technical feasibility and the reaction capacities,
which would eventually decide the success of the attack. In
contrast, the “success” of an accidental or weather-driven
introduction of a quarantine pathogen mostly depends on
the reaction (here, interception, early detection, eradication)
capacities of the bodies in charge of plant protection. A
mixed situation occurred in the few documented or
suspected cases of deliberate introductions of a pathogen
that failed because the pathogen escaped while expected to
remain confined. For example, the emergence of tobacco
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Table 3 Main features of nine examples of scenarios of agroterrorism (Table 2) scored using the qualitative scale: — low, + median, ++ high

Type of scenario (see Table 2) BWI BwW2 BW3  BTI BT2 BT3 BCl1 BC2  BC3
Pathogen Ti Pi Pp Fg Mp cf Xf Pt Pp
Impact on:
Production® - + + - + + ++ - ++
Trade® + — — — + + _ _ _
Society* - + - ++ + ++ + - +
Interest for perpetrator to claim the attack - - - + + + - — _
Technical means
Information on the Internet - - + ++ + _ _ _
Information from scientific publications (academic knowledge) — + + + - + - + +
Strains collected from mycotheca + + + + - - + + -
Contamination by aircraft + - + - - - - — _
Probable countermeasures
Early detection + + + + - + - +
Control measures available + + - + - + + + -

?Yield losses

® Trade affected by phytosanitary measures such as import restrictions or embargoes

¢ Consequences on animal and human health, heritage and environment losses, or panic and psychological effects on civilian populations

blue mold in Europe, caused by the oomycete Peronospora
hyosciami f.sp. tabacina, following its importation for
research purpose in the United Kingdom and its unnoticed
escape from greenhouses (Klinkowski 1961), can be used
to explore or evaluate what happens in case of a successful
agroterrorist attack. A key feature is the perpetrator’s
choice of the target crop and of the weapon pathogen,
which will strongly depend on the expected effect of the
attack. Instead of selecting the potentially most dangerous
pathogens (the aforementioned “top list”), we have
attempted to consider the perpetrator’s point of view first.
Table 3 shows that the nine scenarios represent a
combination of different levels of direct crop loss, trade
disruption and indirect socio-economical consequences. In
these scenarios, the extreme situations are bioterrorism
involving a quarantine pathogen targeting forests (BT3),
with high potential level of direct crop loss, trade disruption
and socio-economical consequences vs. biocrime involving
individual revenge (BC2), with limited crop loss if any,
no trade disruption and no significant socio-economical
consequences (unless the epidemic runs out of control
beyond the perpetrator’s expectations). Pathogens with
low effect on crop yield could be use for agroterrorism,
provided they might disrupt trade via quarantine estab-
lishment (BW1) or produce toxins threatening human and
animal health (BT1).

The main practical problem for the perpetrator is to
gather the scientific and, mostly, technical information
required for a successful act. For example, analyzing the
black rust research program developed in the USA during

the Cold War, Line and Griffith (2001) have pointed out
that the dissemination of the pathogen was not the most
critical problem and was not worth the effort made to set up
innovative tools such as “feather bombs” or birds dusted
with spores. Being able to increase and stockpile the
inoculum in amounts required for a successful attack,
which is usually not known, can be more difficult, as well
as obtaining the inoculum from a public or private strain
depository. Technical information on increase and storage
of viable inoculum is, in most case, widely available on the
Internet (with a reliability sometimes difficult to assess) and
in scientific publications available in general or specialized
libraries. Therefore, there are successive critical steps in the
acquisition of knowledge; failure in attaining one of these
steps would result in the abortion of the whole agroterrorist
attack. In the state-sponsored biowarfare scenarios (BW)
and corporate biocrime scenarios (BC3), there are no
limitations of that kind. Other forms of malevolent acts,
involving either individuals of terrorist groups, will require
either the cooperation of scientists (scenario BC2 has a
depraved scientist as the perpetrator) or the phishing of
information in a roundabout way, and a certain level of
laboratory and field skill. Agroterrorism has often been
presented as easy (Rogers et al. 1999; Wheelis et al. 2002),
but the scenario analysis led us to conclude that the success
of a malevolent act might be much more uncertain than
believed. Weather-driven or accidental introductions of
quarantine plant-pathogens have such strong consequences
on production and trade that is it often implicitly considered
that the crisis result from a single, successful introduction,
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without considering the number of “attempts” required for a
successful establishment of the pathogen.

The defeat of an agroterrorist attack seems to depend on the
early detection of the pathogen and setup of countermeasures,
as is the case for the eradication of quarantine pathogens
(Schaad et al. 2003). Here again, this has to be modulated
according to the perpetrators’ expectations. A mass, state-
sponsored biowarfare attack (BW1-3) should operate on a
large scale, with several inoculation sites or an inundative
approach in order to render ineffective the countermeasure
system set up by the target country. Biocrime acts (BC1-3),
operating on smaller scale, would be expected to avoid early
detection and immediate eradication of the pathogen.
Bioterrorist attacks (BT1-3) in contrast, should be “adver-
tised” by the perpetrators in order to increase psychological
confusion and disorganise the countermeasure system; such
acts will probably target crops for which protection measures
against the pathogen are difficult to implement or inefficient
in order to even increase the perception of the threat.

The risk profiles set up for the nine selected pathogens
are presented as pentagonal star plots, together with the risk
aggregated scores, on Fig. 1. For example, the risk

Fig. 1 Risk profile, completed r
by risk aggregated score and
degree of uncertainty, as the
result of the risk evaluation
scheme (RES) for the nine se-
lected plant pathogens. The five
sections (scored on the [0-10]
integer scale) of the RES are:
importance of the target crop
(r1), ease of use of the pathogen
(r2), epidemic potential of the
pathogen (r3), obstacles to swift
and effective response (r4), po-
tential global or regional conse-
quences (rs). The risk
aggregated score R is given by
the equation

1 n—1
RZ;((;K X Figl | 1 X1

with n=5. The degree of uncer-
tainty u (scored on the [0—10]
integer scale) is an empirical
assessment of the quality and
quantity of scientific informa-
tion available for completing the
RES

P. infestans (R = 36.0; u =9)

aggregated score R=36.0 assigned to P. infestans was
calculated as R=(r; Xry+ry Xr3+r3xrytryxrs+rsxr)/5, with
=8, r,=6, r;=06, r;=4, and rs=6). The highest aggregated
risk score was assigned to C. fagacearum (R=60.4) while
the lowest one was assigned to P. papaveracea (R=22.0).
Regarding the individual components of the risk profile,
71 (importance of the target crop) was maximal for wheat
and maize and minimal for soybean and poppy (for
Europe); r, (ease of use of the pathogen) was higher for
the saprotrophic pathogens, in most cases easy to grow on
artificial medium, than for the biotrophic pathogens, in
most cases not cultivable on artificial medium; r3 (epide-
miological potential) was maximal for airborne pathogens
already established in Europe and adapted to the local
environment and minimal for soilborne pathogens and
exotic pathogens expected not to adapt easily to the
European weather conditions; r, (obstacles to swift and
effective response to an attack) was maximal for pathogens
unfamiliar to plant inspection services because they are
either not present on the European territory yet or not
accessible to quick detection methods (e.g., fungi attacking
trees in mountainous, isolated areas); and rs (potential

Ty r3

X. fastidiosa (R =49.2; u = 8)

ry
10

Ty r3
F. graminearum (R =42.4; u = 8) P. triticina (R =36.4; u=8)

ry
10

ry rs

P. pachyrhizi (R =28.6; u=17) P. papaveracea (R =22.0; u = 3)
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global or regional consequences of an attack) was maximal
for quarantine or regulated pathogens.

Discussion

Grown on large and often patchy areas, crops and forests
cannot be entirely monitored and protected. Academic
scientists and government stakeholders have started to
reconsider the vulnerability of agro-ecosystems to plant
pathogens used as anti-crop weapons because of the socio-
economical significance of crops and forests (Rogers et al.
1999; Foxwell 2001; Madden and Wheelis 2003; Khetarpal
and Gupta 2007). Crop biosecurity has become a subject of
widespread concern, capitalized on the recent focus on
emerging plant diseases (Anderson et al. 2004) and the
world-wide, increasing interest in PRA for commodity
trade regulation (Schrader and Unger 2003). Not specifi-
cally addressed until 1997 (Suffert et al. 2008), the
agroterrorism issue was considered as even more critical
in the USA after 2001. The 2002 US Agricultural
Bioterrorism Protection Act had a worldwide impact on
foreign operators that exported food or feed to the US: crop
biosecurity has provided a new field for cooperation and
standard practices at a regional scale, but agroterrorism
prevention has also became an indirect potential obstacle to
trade at the transnational level. Given this context, the
constitution of a new bio-geopolitical order, of which
agroterrorism is a component, is based on scientific
discourses that incorporate economic and diplomatic com-
ponents to phytosanitary measures and PRA schemes
(Suffert et al. 2008); this parallels the incorporation of the
specificities of the European agriculture between 1878 and
1929, into the international phytopathological conventions
(Castonguay 2005). The lack of a consensual definition of
agroterrorism, probably due to the recent interest in this
topic, explains why the agroterrorist threat for European
crops and forests was not exhaustively assessed by
appropriate methods. Unverified allegations (Table 1) and
alarmist papers (Rogers et al. 1999; Wheelis et al. 2002) did
not favor the recognition of agroterrorism as the real threat
which we believe it is. More controversially, we also
believe that agroterrorism was sometimes treated as a
buzzword in scientific literature since the beginning of the
2000s, and used by some crop protection scientists for the
sake of fund-raising (Schwagerl 2005).

Risk assessment methods available in the literature,
derived from population dynamic approaches (Madden
and Van den Bosch 2002; Nutter 2004) are based on
published epidemiological knowledge either on expert
knowledge, regarding a specific crop (e.g., potato; Schaad
et al. 2006), a pathogen group, or a research field (e.g.,
bacteriology; Young et al. 2008). Madden and Wheelis

(2003) have designed a probabilistic method allowing, for a
given plant pathogen, the computation of a global risk index.
The index is the product of the probabilities of single events
required for a successful agroterrorist attack (pathogen
introduction, disease establishment, spread, damage and
lack of control measures). Schaad et al. (2006) have applied
a method based on an analytic hierarchy process to eight
potato pathogens. Both approaches provide quantitative
information (a global risk index), rather than qualitative
information (a risk profile). In the probabilistic method,
intermediate probabilities (4, probability that the pathogen
will be deliberately introduced; E, probability of initial
disease establishment; S, probability of spread from the
initial established focus of disease; H, probability of the
introduced disease causing major economic damage; C,
probability of practically controlling or containing the
disease) (Madden and Wheelis 2003) are assessed and
multiplied to build the risk index. However, the product of
probabilities, among whom some are probably extremely
low (e.g., A), is not informative nor educational for risk
assessment in general, because this does not show which
components are high and which are low. The analytic
hierarchy process is a general methodological approach for
eliciting information from experts and is based on a set of
prioritized and qualitatively assessed (high, mean, low)
criteria (Schaad et al. 2006). While emphasis was put on the
overall expected economic consequences of agroterrorist
acts, the specific rating system did not consider the
perpetrators’ objectives, which precisely determine the
nature of the threat. The proposed risk index did not
explicitly enough take into account indirect economical
consequences (trade disruption, scarcity), which are a
specific feature of the agroterrorist issue (Turvey et al.
2003; Waage and Mumford 2007). In spite of the
involvement of pathogens’ experts, this method also
appears much more as a theoretical exercise, of course
very interesting, than a tool directly transferable to stake-
holders, even if the rating system proposed by Schaad et al.
(2006) was used once by banana growers (Ploetz 2008). In
such approaches, the risk may be overestimated for a plant
pathogen well-known to many experts in the assessment
group.

The principle of transparency requires that every user of
a risk assessment method can understand and reproduce the
process, check the data used, adapt the method to specific
situations, and re-evaluate previous outputs. Thus, the risk
profile should be consistently substantiated and not purely
based on expert judgment. Based on the scientific knowl-
edge contained in ten scientific papers (if available), our
method can be applied by non-experts on particular
diseases or crops, thus authorizing a comparison between
crops or pathogens with limited bias, on the basis on a
complete threat characterization taking into account the
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perpetrators’ objectives and expected consequences. Addi-
tionally, we should note that scientific information on a
well-known pathogen will be probably more accessible to
perpetrators, which may increase the risk, while the
potential of early detection of the pathogen and setup of
countermeasures will be higher, which may decrease the
risk. The method generates a risk aggregated score together
with a risk profile, which are necessary to understand the
magnitude of the risk and to propose the most suitable
countermeasures.

Because no anticrop agroterrorist act involving plant
pathogens (excluding de facto human food poisoning) has
ever been demonstrated, a prediction of the nature, the
target crop, the pathogen introduced, and the perpetrator of
“the most likely act” targeting crops is impossible. Our
foresight approach was aimed at exploring the diversity of
the potential scenarios, which are descriptions of possible,
future issues. They consist of a list of conditions and
assumptions, pertaining to potential attacks, and a list of
rules. Used to derive the consequences of known and
assumed future conditions, the rules are more or less
formalized. Therefore the only subjective aspect of scenario
studies is the choice of rules and conditions. While these
particular choices can be questioned, the general validity of
the deductive process is much less questionable. Previous
assessment methods failed to consider the multiple facets of
the risk represented by a given pathogen. Focused on
regulated pathogens and relevant eradication measures, and
on the direct crop loss, these methods did not explicitly take
into account indirect economical consequences.

Forest and less anthropized (natural) ecosystems bio-
security deserves consideration as a full-fledged issue in a
lot of countries (Cochrane and Haslett 2002). Mass
destruction of food crops by the introduction of an exotic
plant pathogen seems highly improbable in most advanced
industrialised countries, where malevolent use of plant
pathogens would more likely have a high social and
economic impact. Some plant pathogenic fungi produce
mycotoxins, which may potentially affect the human or
cattle health. According to scenario BW1, these pathogens
should be considered as a non-negligible threat for Europe,
although most of them are already a recurrent cause of
disease, such as Fusarium graminearum and F. culmorum
on wheat, and Penicilium expansum on apples. Neverthe-
less, Russell and Paterson (2006) did not consider
mycotoxin-producing fungi as serious anti-crop agents
because of the low production of mycotoxins and the
availability of detection methods. Based on biotechnical
considerations, this opinion disregarded the potential
psychological effects of a malevolent contamination of
food on the population. A deliberate introduction of a plant
pathogen may cause significant public panic and a loss of
confidence in a segment or the whole of the food chain,

seriously affecting niche sectors of European agriculture
(e.g., organic farming). Additionally, a perpetrator with
limited technical and scientific skills would increase the
probability of success of his act by using simple intimida-
tion or blackmail rather than attempting to contaminate his
target: fear would have sufficient repercussions on trade
and economy (Turvey et al. 2003; Waage and Mumford
2007).

When presenting here the results of a risk assessment of
agroterrorism for Europe, we are aware that the conse-
quences of assembling scientific knowledge and activities
in this field of research need to be carefully considered, not
only because research facilities are vulnerable to attack, but
also because they could constitute entry points for
perpetrators. While we may wonder whether the risk of
agroterrorism has not increased over the last decade only
because the problem has been raised, we disagree with
Young et al. (2008) who appear to look at agroterrorism
narrowly (causing “terror” sensu stricto). The capacity of
European countries to prevent an act of agroterrorism
requires the involvement of all parties interested in crop
biosecurity, who are expected to consider the multiplicity of
threats and to collaborate to implement countermeasures if
required. This could include the support of the scientific
community to additional regulations dealing with candidate
pathogens. However we agree here with Young et al. (2008)
that regulation in terms of national security may not be the
most relevant approach to control pathogens fulfilling the
proposed criteria for a biological weapon. Certainly failing
to recognize the potential threat and being more concerned
about maintaining complete freedom of research could
result in major problems. In case of use of plant pathogen
as anticrop weapon, an efficient response strategy would
require to identify the source, the introduction method
and time, and the perpetrators. Use of modern molecular-
based detection technologies for early detection and
identification of plant pathogens (Schaad et al. 2003)
improves our ability to flag the emergence of “suspicious”
epidemics (Waage and Mumford 2007; Suffert et al.
2008). We approve notably the establishment of a
nationwide diagnostic network by the USA (Stack et al.
2006). Classic epidemiological methodology needs to be
coupled with forensics, which is the application of
scientific methods in the investigation of possible viola-
tions of the law, where scientific knowledge and technol-
ogy provide evidence in both criminal and civil matters
(Fletcher et al. 2006). Nevertheless, in two thirds of our
scenarios, perpetrators would conceal their action, while
claiming it would be efficient in one third of cases
(Table 3). In this second case, a prevention strategy and
countermeasures based exclusively on “early detection”
would be inopportune and ineffective regards to the
specific features of the scenario.
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Every country member of the World Trade Organisation
(WTO) has the right to impose import restrictions to protect
the health of crops and forests, as long as no unfair
discrimination or hidden trade barriers are created, and can
decide which level of protection is appropriate for itself.
Under the Sanitary and Phytosanitary Agreement (WTO
1995), import restrictions should be “technically” justified
(i.e., “justified on the basis of conclusions reached by using
an appropriate pest risk analysis or, where applicable,
another comparable examination and evaluation of avail-
able scientific information”; IPPC 2004; Heather and
Hallman 2008). Higher standards than those of the relevant
international organisations are permissible only if justified
“scientifically” according to an objective risk analysis.
Precautionary measures lacking objective rationale should
be allowed only temporarily, in emergency cases. In this
context, we cannot exclude that a country, in bad faith, could
consider that the probability of a “deliberate introduction” is
temporarily high and that “agroterrorism” is a realistic
pathogen entrance pathway, and use this threat as a technical
justification to impose protectionist measures. It is also
conceivable that a country clandestinely introduces a
quarantine pathogen in a lot imported from another country
to justify import restrictions and to protect its indigenous
market. The global context of food crisis and the recurring
difficulties in WTO negotiations caused by disagreement on
rules governing agricultural trade make plausible the bio-
geopolitical justification of some BW scenarios.

The community of plant pathologists seems to be divided,
between, on the one hand, those considering the agroterrorist
threat as doubtful (Young et al. 2008), and, on the other
hand, those claiming that deliberate introduction of plant
pathogens may constitute a threat serious enough to justify
a scientific risk assessment (Madden and Wheelis 2003;
Schaad et al. 2006; Suffert et al. 2008). The perception as to
what a nation might consider an international threat, and
what proper responses to it may be, is strongly influenced
by cultural and political attitudes and by the historical
perspective of that country (Suffert et al. 2008). Our
opinion is that the level of risk is probably intermediate,
but clearly more complex in its nature than perceived by
some plant pathologists: agroterrorism is a real threat,
potentially more important by the consequences of the
securitization of the concept (Buzan et al. 1998; Waage and
Mumford 2007), which could imply disruption of regula-
tions and trade, as well as set up of new trade barriers, than
by direct damaging consequences on crops. Whatever the
opinion that scientists and stakeholders have about the
“reality” of the threat, their reaction must be careful: risk
assessment methods should be appropriate (transparent and
reproducible) and scientific activity in Europe should not be

inhibited by specific regulations (censure of scientific
knowledge, restriction of exchanges of scientific material
and scientists) (Pasquali 2006; Young et al. 2008).
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Relative importance of different types of inoculum to the
establishment of Mycosphaerella graminicola in wheat
crops in north-west Europe

F. Suffert* and I. Sache

INRA, UR1290 BIOGER-CPP, F-78850 Thiverval Grignon, France

The contribution of wheat debris to the early stages of septoria leaf blotch epidemics was assessed in a 3-year field experi-
ment. First lesions were detected very early (December) in the case of an early sowing (mid-October), showing that the first
contamination could occur as soon as the seedlings emerge. The tested debris management options (chopped debris, removal
of debris followed by tillage, or tillage in absence of debris) had a strong effect, although transient, on the epidemic dynamic:
the more debris present on the soil surface, the more severe initial disease was. The magnitude of differences between treat-
ments differed substantially between years. The relative production of pycnidiospores and ascospores was measured on the
chopped debris. Peaks in pycnidiospore and ascospore production coincided in October-November. Both types of spores can
be involved as primary inoculum in north-west European conditions. The local amount of pycnidiospores available on debris
in the field, estimated per square metre, was 1000-fold the local ascospore production. Moreover, inoculum production was
quantified on debris exposed to different environmental conditions. Autumnal conditions, characterized by moderate temper-
ature with alternating wet and dry periods, were favourable for the production of both pycnidiospores and ascospores, as
shown by the high inoculum production on debris exposed to field or outdoor conditions. By late autumn, the canopy
became the most important source of pycnidiospores, and this period, characterized by the decreasing role of debris as a local
source of inoculum compared to distant potential sources, can be considered as the end of the early epidemic stages.

Keywords: ascospore, debris, Mycosphaerella graminicola, primary inoculum, pycnidiospore, Triticum aestivum

Introduction

Septoria leaf blotch, caused by Mycosphaerella gramini-
cola, is one of the most damaging diseases of winter wheat
worldwide. In less intensive wheat cropping systems,
more and more popular in Western Europe, perspectives
of disease management mostly rely on fungicide timing,
cultivar choice and sowing date (Jordan & Hutcheon,
1999). Wheat debris management was identified as a fac-
tor controlling M. graminicola primary inoculum (Eyal
et al., 1987); accordingly, direct drilling and minimum
tillage must influence disease development. Jordan &
Allen (1984) showed that the development of barley net
blotch (caused by Pyrenophora teres) was delayed and
limited in ploughed areas compared to direct-drilled
areas. Eyespot in wheat (caused by Pseudocercosporella
herpotrichoides) was decreased by incorporating straw
(Jenkyn et al., 2001). Such an effect was not so clearly, or
only marginally, reported in septoria leaf blotch (Suffert
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et al., 2011). In some studies (e.g. Schuh, 1990), disease
was assessed late in the season when, most probably, sev-
eral infection cycles had already occurred; it can be
assumed that the potential effect of crop debris, acting as
a local source of primary inoculum, was blurred by the
massive input of pycnidiospores acting as a local source
of secondary inoculum. The build-up and overseasoning
of inoculum involves various fungal (ascospores, pycni-
diospores, mycelium) and plant (wheat seeds, stubble and
debris; wheat volunteers; other grasses) material, as
reviewed by Suffert et al. (2011). Among the potential
mechanisms explaining year-to-year disease transmission
and the onset of epidemics, primary infection by wind-
blown ascospores released from pseudothecia borne by
wheat debris is the most significant, assuming that local
inoculum can be neglected (Sanderson & Hampton,
1978; Scott et al., 1988; Hunter et al., 1999; Eriksen &
Munk, 2003). Shaw & Royle (1989) investigated the
quantitative contribution of local and distant sources of
inoculum using wheat seedlings as a biological trap.
When protected from airborne inoculum (enclosed in
tents), seedlings placed in a field previously sown with
wheat (thus exposed to local inoculum) exhibited a much
lower disease severity than seedlings left unprotected; the
same result was obtained with seedlings kept away from

© 2011 The Authors
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local inoculum. Endogenous sources of inoculum for a
given plot will also act as exogenous sources for neigh-
bouring plots; no study appears to have considered
explicitly that distant inoculum (ascospores) can be more
abundant than local inoculum at the plot scale after a cer-
tain date. Some studies suggested that debris can also
release a significant amount of pycnidiospores acting as
local primary inoculum, especially in dry areas or where
the sexual stage was not detected (Brokenshire, 1975;
Djerbi, 1977; Obaedo et al., 1999; Abrinbana et al.,
2010). The data collected by Eriksen & Munk (2003)
suggested that during spring and to the end of June, only a
few ascospores were produced in the crop and the major-
ity of inoculum present during this period was pycni-
diospores. No other studies have estimated the relative
contribution of ascospores and pycnidiospores from local
debris to first lesions.

The goal of the present study was to assess the contri-
bution of crop debris and the relative importance of
different types of inoculum to the early stages of septoria
leaf blotch epidemics. In a 3-year field experiment,
disease development was quantified as soon as wheat
seedlings emerged and during the following winter
period. The experimental treatments involved three
debris management options: chopped debris, removed
debris, or absence of debris. Production of ascospores
and pycnidiospores was further quantified on debris
exposed to different environmental conditions.

Materials and methods

Experimental design

A field experiment was carried out from 2007 to 2010 at
the Grignon experimental station (Yvelines, France;
48°51’'N, 1°58’E, 130 m a.s.l., 600 mm annual 30-year
average rainfall). The soil type is an Orthic Luvisol with
250 g clay, 550 g silt and 200 g sand kg™" in the topsoil
(total CaCO3: 21%; organic matter: 30 g kg™, total
nitrogen: 1-6 g kg™, pH H,O: 8:2). A 40- x 100-m plot,
cropped with winter wheat during the 2006-07 season,
was divided after harvest into two contiguous, 20-
x 100-m subplots (Table 1). In the first subplot (CD),

straw was chopped at harvest (mid-July) and left on the
soil surface, and debris were chopped and partially buried
toa depth of 10 cm with a disc harrow 6 weeks later (late
September). In the second subplot (RD), straw was
removed at harvest (mid-July), debris were chopped as in
the first subplot then buried a second time and ploughed
to a depth of 15-20 cm using a chisel cultivator just
before subsequent wheat sowing (mid-October). During
the second (2008-09) and third (2009-10) seasons, an
additional plot previously cultivated with either maize
(M) in 2008-09 or oilseed rape (OR) in 2009-10 was
sown with wheat and used as a control plot, that is with-
out wheat debris. Wheat cv. Soissons, moderately suscep-
tible to septoria leaf blotch (resistance rating 5) was sown
in mid-October (early in the season, wheat being gener-
ally sown in the area from the end of October to mid-
November) at a sowing density of 225 seeds m™ with an
Amazone seed drill. The wheat crop emerged 10-15 days
after sowing (Table 1). Subsequent crop management
was performed according to locally recommended prac-
tices, except that no fungicide was applied.

There were no noticeable differences in crop develop-
ment, plant vigour and size between treatments. Wheat
density, estimated on 10 December 2009 as 200 plants
m~2in CD, 198 plants m~2 in RD, and 213 plants m™2 in
C, was considered stable throughout the cropping season.
During the three seasons, powdery mildew (Blumeria
graminis) and leaf rust (Puccinia triticina) were hardly
observed in the plots; tan spot (Pyrenophora tritici-repen-
tis) severely attacked the crop in late 2009-10.

An automatic weather station (Enerco 516i; Cimel
Electronique) located ¢. 500 m from the plots recorded
hourly air temperature at a height of 2 m, and rainfall.
The thermal time ¢, expressed in degree-days, was calcu-
lated, starting from the sowing date, by summing the
daily mean air temperature using a 0°C base temperature.

Disease assessment

Disease was assessed at six sampling dates in 2007-08,
10 sampling dates in 2008-09, and 13 sampling dates in
2009-10, twice or thrice monthly at the beginning of the
epidemics (autumn and winter) and thereafter monthly

Table 1 Synopsis of the field experiment: previous crop, wheat debris management and tillage practices during the three seasons

2007-08 2008-09 2009-10

Debris management® RD CD RD CD M RD CD OR
Preceding crop (year n — 1) Wheat Wheat Wheat Wheat Maize Wheat Wheat Oilseed rape
Ante-preceding crop (year n — 2) Maize Maize Wheat Wheat Barley Wheat Wheat Barley
Harvest 19 July 19 July 24 July 24 July 6 Oct. 28 July 28 July 17 July
Straw chopped and left on the soil - 19 July - 24 July - - 28 July -
Stubble buried to a depth of 10 cm 29 Aug. 29 Aug. 11 Sep. 11 Sep. - 14 Sep. 14 Sep. -
Preceding crop debris ploughed 16 Oct. - 14 Oct. - 16 Oct. 13 Oct. - 19 Oct.

15-20 cm deep
Sowing 16 Oct. 16 Oct. 17 Oct. 17 Oct. 17 Oct. 19 Oct. 19 Oct. 19 Oct.
Seedling emergence 31 Oct. 31 Oct. 30 Oct. 30 Oct. 30 Oct. 31 Oct. 31 Oct. 31 Oct.

“RD: removed wheat debris; CD: chopped wheat debris; M: maize debris (traces); OR: oilseed rape debris (traces).

Plant Pathology (2011) 60, 878-889



880 F. Suffert & I. Sache

during the epidemic phase (spring) (Table 2). At each
sampling date, five plants were randomly collected in five
1-m” quadrats per plot and washed from soil particles.
Disease intensity (incidence and severity) was assessed on
the leaves of the main (M), first (T1) and second tillers
(T2) of each plant. The leaf layers of the different tillers
were identified according to their emergence order (L1 is
the first leaf, L2 the second, etc.).

For a given layer, disease incidence was estimated as
the percentage of leaves with visible symptoms. Severity
was estimated as the average percentage of necrotic leaf
area covered by pycnidia using a diagrammatic scale
(1%, 2%, 3% and 5%, then 10%, 15%, 20% until
100%). Leaf area covered by pycnidia was considered a
more accurate estimate of disease severity than necrotic

Table 2 Wheat leaf layers attacked by septoria leaf blotch but still partially
green on main (MT), first (T1) and second tillers (T2) at each sampling date
during three seasons of experiments. For example, ‘3-5" means that layers
1 and 2 are completely senescent and that layers 3, 4 and 5 have at least
one leaf neither completely senescent nor completely healthy, among the
3 x 25 plants sampled in RD (removed debris), CD (chopped debris) and
M (maize debris traces)/OR (oilseed rape debris traces) plots

Date °C-days?® MT T T2
Season 2007-08

16/10/2007 0

14,/01/2008 533 1-3

05/02/2008 668 1-3 1

03/03/2008 850 3-5 1-2 1

04/04/2008 1066 4-6 2-4 2-3

22/04,/2008 1205 5-7 3-5 2-4

21,/05/2008 1624 9-11 7-9 6-8
Season 2008-09

17/10/2008 0

26/11,/2008 331

12/12/2008 376 1-2

18/12/2008 390 1-2

14,/01/2009 449 1-2

30/01/2009 511 1-2

11/02/2009 541 1-3

24,/02/2009 598 1-4 1 1

10/03/2009 675 3-4 1-2 1

30/03/2009 825 3-4 1-2 1-2

28/04/2009 1161 4-6 2-4 2-4
Season 2009-10

19/10/2009 0

12/11/2009 233

19/11/2009 315

24/11/2009 378 1-2

30/11/2009 427 1-2

08/12/2009 487 1-2

22/12/2009 516 1-2

14,/01/2010 559 1-4

03/02/2010 620 1-5 1-2 1-2

01/03/2010 728 2-5 1-3 1-2

31/03/2010 936 4-5 1-4 1-4

28/04,/2010 1222 6-8 5-7 4-6

03/06/2010 1673 10 8 7

24,06/2010 2020 11-12 10-11 8-10

2°C-days: degree-days post sowing, base 0°C.

area because natural senescence is particularly rapid on
basal leaves and necrotic lesions caused by other leaf-
spotting fungi (e.g. Py. tritici-repentis and Phaeosphaeria
nodorum) interfere with septoria leaf blotch assessment
(Blixtetal.,2010).

In the early stages of the epidemics, the first lesions
were detected on seedlings using a monocular magnifying
glass swept along each leaf (Fig. 1a). During the second-
(26 November and 12 December 2008) and third-season
experiments (19 November and 24 November 2009),
early, putative symptoms were systematically confirmed
by plating M. graminicola on agar medium. Wheat leaves
with putative lesions were placed on wet filter paper in a
plastic box kept at room temperature (18-22°C) for 24 h
to promote the exudation of cirrhi (Gough & Lee, 1985).
A cirrhus from a single pycnidium per lesion was trans-
ferred to a Petri dish containing PDA (potato dextrose
agar 39 g L™!) and then streaked across the agar surface
with a sterile glass rod to separate individual spores.
Plates were incubated for 2 days at 18°C in the dark to
promote yeast-like growth of the fungus.

Characterization of wheat debris on the soil surface

The distribution in length and weight of wheat debris
after the different stubble treatments and tillage practices
was compared between the RD and CD plots during the
second- (17 November 2008) and third-season experi-
ments (4 November 2009). All visible debris on the soil
surface were collected from four randomly selected quad-
rats (30 x 30 ¢cm), pooled and immersed into water for
15 min to promote the sedimentation of soil particles.
The floating pieces of debris were sieved and drained on
filter paper, and manually split into nine length classes
(£2cm, >2-3cm, >3-4 cm, >4-5cm, > 5-75 cm,
> 7:5-10 cm,> 10-15 cm,> 15-20 cm, > 20 cm). Pieces
in each length class were counted and weighed before
(fresh weight) and after oven desiccation at 55°C for 48 h
(dry weight). To assess the change of debris surface den-
sity in RD and CD, debris were collected again twice dur-
ing the third-season experiment (10 December 2009 and
3 February 2010) and treated as described above.

Quantification of inoculum on wheat debris and
leaves

Pycnidiospore and ascospore production on wheat
debris

Wheat straw was collected at the soil surface from four
randomly selected quadrats in the CD plot just after
harvest at the end of the second experimental season
(28 July 2009) and stored under an open farm shed
(hereafter referred to as ‘sheltered conditions’). Wheat
debris still present on the soil surface in the CD plot
was collected from four randomly selected quadrats on
29 October 2009 (2 weeks after debris had been
ploughed to a depth of 15-20 cm; Table 1), split in six
plastic grill boxes and weathered as follows. Two boxes
were stored outdoors, partially exposed to rainfall and
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(b)

Figure 1 (a) Early septoria leaf blotch lesion on first basal wheat leaf. (b—g) Mycosphaerella graminicola colonies resulting from ascospore
germination and conidiation on PDA after (b) 24 h, (c) 48 h, (d) 4 days, (e) 6 days, (f) 8 days and (g) 12 days. Dashed line (f-g) delimits a
cluster of colonies. (h) M. graminicola pseudothecium (brown) and asci containing ascospores (blue) collected on wheat sheath debris.

wind (‘outdoor conditions’). The four other boxes were
stored in a laboratory room, two of them being wetted
twice a month by spraying with 1 L water (‘indoor wet-
ted conditions’) and the other two being kept untreated
(‘indoor non-wetted conditions’). The room air temper-
ature was monitored with a thermohygrometer. An
additional batch of debris, considered as the control,
was kept at —15°C in a freezer (‘frost conditions’); such
conditions were expected to retain debris and inoculum
in excellent condition.

Moisture content (MD) of debris placed in the different
environmental conditions, except frozen conditions, was
calculated every 3 weeks as:

_WW-DW
Tww

where WW is the wet weight (g) and DW the dry
weight (g) after oven desiccation at 55°C for 48 h.

Production of pycnidiospores and ascospores was
measured every 3 weeks from October 2009 to March
2010 on debris either directly collected from the CD plot
(field conditions) or placed in conditions as described
above.

MD 100
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Pycnidiospore production. Debris (20 g fresh weight)
from outdoor conditions, sheltered conditions, indoor
wetted conditions, indoor non-wetted conditions, and
frost conditions, and 40 g debris from field conditions,
was placed on a wet filter paper in moist chambers (plastic
boxes 24 x 36 c¢cm), water-sprayed with an Ecospray and
incubated for 18 h at room temperature (18-22°C) to
promote the exudation of cirrhi. The debris was then
immersed in 1 L sterile water in an Erlenmeyer flask and
mechanically shaken for 5§ min. The average concentra-
tion of pycnidiospores in 10 replicate samples of each sus-
pension was estimated with a haemocytometer (Malassez
cell). The number of pycnidiospores released by 1 g dry
debris (pycnidiospore release index, PRI) was calculated.
The field pycnidiospore density was estimated as the
number of pycnidiospores produced per gram of debris
multiplied by the dry weight of debris per square metre.

Ascospore production. Debris from field conditions,
outdoor conditions, sheltered conditions, indoor wetted
conditions, indoor non-wetted conditions, and frost con-
ditions was cut into 1-cm fragments and kept at 18°C for
24 h. Seven grams of debris fragments were evenly spread
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on wet filter paper in two moist boxes (24 X 36 cm).
In each box, eight Petri dishes (90 mm in diameter) con-
taining PDA medium were placed upside down 1 cm
above the debris. The boxes were placed for 6 h at 18°C
in the dark; thereafter Petri dishes were closed and incu-
bated in the same conditions.

After 24 h, mature ascospores ejected onto the Petri
dishes germinated with one or two hyphae extending ter-
minally, followed by lateral hyphae, as described by Ha-
lama (1996) (Fig. 1b). Ascospores produced yeast-like
colonies consisting of numerous conidia with short
hyphae (Fig. 1¢,d). Six days later, longer hyphae emerged
from the colony margin (Fig. 1e). Colonies appearing as a
cream-coloured, slimy, convoluted heap, as described by
Scott et al. (1988) were indistinguishable from those
growing on PDA from pycnidiospores collected in the
field. Ten days later, colonies developed black stroma-
like structures as described by Halama (1996).

Distribution of colonies on Petri dishes was clustered.
Each colony was visually assigned to a cluster (Fig. 1f,g)
and the number of colonies was counted under a micro-
scope (X 200 magnification) 3, 5 and 7 days after asco-
spore collection. Using a binocular microscope, several
pseudothecia similar to those described by Halama
(1996) were detected on a leaf sheath above which a high
density of colonies had appeared. Pseudothecia were
collected with a sterile needle, crushed and examined
microscopically by mounting them in water and lactoph-
enol-cotton blue. Asci and ascospores were found
(Fig. 1h). Accordingly, it was assumed that a colony
resulted from the germination of a single ascospore, and
that a cluster appeared just above active pseudothecia
from which several ascospores had been ejected.

A pseudothecia index (PI), assumed to be proportional
to the amount of active pseudothecia borne by 1 g dry
debris, was calculated as:

PI ¢

" dw
where C is the average number of clusters per Petri
dish and dw is the dry weight of debris exposed to a

Petri dish:

dw— DW. "
Xy

where DW = 7 g (dry weight of debris spread in a
moist box), 7=45cm (radius of a Petri dish),
x =24 cm and y =36 cm (width and length of the
box, respectively).

An ascospore release index (ARI), equal to the number
of ascospores released per gram of dry debris, was calcu-
lated as:

1 &
ARI = — n;
a'w.Z !
i=1
where 7; is the number of colonies in cluster i.

Pycnidiospore production on wheat plants
Pycnidiospore production was assessed on the 25 plants
sampled in the RD, CD, M and OR plots used for disease
assessment during the second (2008-09) and third experi-
ment (2009-10). Plant total fresh weight (roots excluded)
was measured. All leaves (including basal senescent
leaves if any) and stems were placed on a wet filter paper
in a moist box (24 x 36 cm) and incubated for 18 h at
room temperature (18-22°C). Leaves and stems were
then immersed in sterile water (0-1-3 L, depending on the
quantity of leaves) in an Erlenmeyer flask and mechani-
cally shaken for 5 min.

The number of pycnidiospores was assessed as the
average concentration of five replicate samples of each
suspension estimated with a haemocytometer (Malassez
cell). The field pycnidiospore density was estimated as the
number of pycnidiospores produced per plant multiplied
by the plant density measured on 2 December 2008 and
10 December 2009, respectively.

Results

Characterization of wheat debris on the soil surface

Debris collected in November was mainly composed of
tiller and leaf sheath fragments because such parts
decomposed less rapidly than leaf blades (Scott et al.,
1988). The debris surface density recorded in 2008 and
2009-10 was higher in the CD than in the RD plot
(Table 3). In the 2009-10 season, debris surface density
decreased over time in both these plots, the decrease being
sharper in the CD plot. Accordingly, the ratio of debris
surface density between CD and RD decreased from 2-4
in November 2009 to 1-5 in February 2010.

Debris coverage in the CD plot from November 2009
to April 2010 was estimated using a linear regression tak-
ing into account results of the three debris collections (4
November 2009, 10 December 2009, 3 February 2010):
y = a.x + b, where x is thermal time (expressed in °C-
days post-sowing) and y is the debris surface density
(g m™2), with @ = =0-17 and b = 237'5 (R* = 1:000) in
RD,anda = —-0-68and b = 616:5 (R* = 0:999)in CD.

The CD plot was covered by smaller pieces of debris,
whereas the RD plot contained longer pieces: 90% of the
pieces of debris in CD had a length > 4 cm (2008) or

Table 3 Debris surface density in the removed

Date debris (RD) and chopped debris plots (CD)
17/11/2008 4/11,/2009 10/12/2009 3/02/2010  assessed during the 2008-09 and 2009-10
Plot (277°C-days) (174°C-days) (507°C-days) (620°C-days)  seasons
RD (g m™?) 592 2078 1511 1317
CD (g m™?) 1439 4976 2756 1933
Ratio CD/RD 24 24 18 15
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> 5 cm (2009), while 90% in RD had a length > 5 cm
(2008) or= 7-5 ¢m (2009) (Fig. 2). The impact of the deb-
ris management in CD (straw chopped and spread out on
the soil in mid-July and debris ploughed to a depth of 15—
20 cm) on its distribution in length and weight was high,
and more pronounced in 2009-10 than in 2008-09.

Mean daily air temperature in the field ranged from 5
to 19°C from September to December 2009 and from —6
to 9°C from December 2009 to February 2010. Mean
daily room air temperature (indoor wetted and non-wet-
ted conditions) ranged from 17 to 21°C. Average debris
moisture content was high (57:9%) in field conditions,
moderate (20-3%) in indoor wetted conditions, and low
(15-8%, 15-2% and 15-:0%, respectively) in sheltered,
indoor non-wetted, and outdoor conditions.

Effect of wheat debris as local source of inoculum on
epidemic development

In the three seasons, the early disease symptoms con-
sisted of small typical lesions (Fig. 1a), sometimes bear-
ing only one pycnidium; disease severity ranged from
1% to 3%. At each sampling date, disease intensity at
the tiller scale was estimated on one to five leaf layers,
excluding the totally senescent and totally healthy lay-
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ers (Table 2). During the 2007-08 season, the first
observation of the crop was made on 14 January 2007
(533°C-days post-sowing, i.e. 416°C-days after seedling
emergence; Table 2). Disease incidence on the main til-
ler (MT) was already very high (100% on L1, 40% on
L2 and < 5% on L3 in CD; 80% on L1, 10% on L2
and < 5% on L3 in RD; data not shown). Disease sever-
ity on MT-L1 was moderate (35% in CD and 10% in
RD; Fig. 3). During the following seasons, the first sam-
pling was performed earlier, when wheat plants were
still entirely healthy. During the 2008-09 season, no
disease was found on 26 November and the first symp-
toms were detected on 12 December (376°C-days post-
sowing, i.e. 263°C-days after seedling emergence). Dis-
ease incidence was already high (90% on L1 and 10%
on L2 in CD; 5% on L1 in RD; 15% in M; data not
shown). Disease severity on MT-L1 was low (< 5% in
CD, RD and M; Fig. 3). During the 2009-10 season, no
disease was found on 12 November and the first symp-
toms were detected on 24 November 2009 (378°C-days
post-sowing, i.e. 245°C-days after seedling emergence).
Disease incidence was moderate (50% on L1 in CD;
55% on L1 and < 5% on L2 in RD; < 5% in OR; data
not shown). Disease severity on MT-L1 was low (< 5%
in CD, RD and OR; Fig. 3).
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Figure 2 Distribution in length and weight of wheat debris collected in removed debris (RD) and chopped debris plots (CD) in autumn 2008
(17 November) and 2009 (4 November). Dashed line is positioned at the ninth decile, i.e. the class above which 10% of the longest debris (in

number) are assigned.
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Figure 3 Wheat leaf area covered by pycnidia of Mycosphaerella graminicola (disease severity) on leaf layers L1 to L7 of main tiller (MT) and
first tiller (T1) in chopped debris (CD), removed debris (RD), maize (M) and oilseed rape plots (OR) during three seasons of field experiments
(2007-08, 2008-09, 2009-10). Standard deviation (vertical bars) is shown only on first leaves of MT and L1 for the sake of clarity; standard

deviation on the other leaves is in the same range (5-10% of mean).

In the three seasons, the percentage differences in dis-
ease severity between the CD plots and the M/OR plots
were 30-100% on the five leaves from 300 to 800°C-days
and then decreased to zero (Fig. 4; black dots). In 2007-

Percentage difference

08 and 2008-09, percentage differences in disease sever-
ity between the CD plots and the RD plots were 0-80%
on the five leaves from 300 to 800°C-days and then
decreased to zero (Fig. 4; white diamonds). In 2009-10,
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Figure 4 Percentage difference in disease severity between chopped debris (CD) and removed debris (RD) plots in 2007-08, 2008-09 and
2009-10 (solid points) and between CD plot and M (maize) plot in 2008-09 or OR (oilseed rape) plot in 2009-10 (open diamonds). Disease
severity was assessed on leaves MT-L1, MT-L2, MT-L3 (main tiller), and T1-L1, T1-L2 (first tiller).
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percentage differences were low and even negative. Simi-
lar results were obtained when considering disease inci-
dence (data not shown).

Pycnidiospore and ascospore production on wheat
debris exposed to different environmental conditions

The amount of pycnidiospores available on debris col-
lected from the field peaked in early November 2009
(10° pycnidiospores g~'; Fig. 5a); moisture content of
the debris was high (60%; Fig. Se) as a result of mild and
rainy weather conditions (Fig. 5f). The amount of pycni-
diospores on debris exposed to outdoor conditions was
lower than in the field and peaked in early December
2009 (5 x 10° pycnidiospores g™'; Fig. 5a). The amount
of pycnidiospores on debris exposed to sheltered or
indoor non-wetted conditions was even lower, but still

higher than production on debris exposed to indoor wet-
ted or frozen conditions.

The amount of active pseudothecia on debris collected
from the field, which was estimated by the number of
clusters of M. graminicola colonies on Petri dishes,
decreased from September to December, peaked again in
early January and then decreased to hardly measurable
levels in March (Fig. 5b). Production of ascospores on
debris collected from the field peaked in early November
2009 (1300 ascospores g~'; Fig. 5c) and sharply de-
creased in November (c. 150 ascospores g™!); few ascosp-
ores were then produced until March. Production of
ascospores on debris exposed to outdoor conditions was
similar to that on debris left in the field in November and
December, and then increased until early January, when
it was similar to the peak recorded in early November.
Production of ascospores on debris exposed to sheltered,
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Figure 5 Quantification of Mycosphaerella
graminicola pycnidiospore and ascospore
production on wheat debris exposed to
different environmental conditions during
the early stages of a septoria leaf blotch
epidemic (September 2009 to March 2010).
(a) Pycnidiospore release index (PRI).

(b) Pseudothecia index (PI). (c) Ascospore
release index (ARI). (d) Ratio ARI/PI.

(e) Moisture content of debris (% water).
(f) Mean daily air temperature (°C; curves)

Moisture
(% water)

and daily rainfall (mm; histogram). Vertical
bars represent standard deviation.
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indoor wetted, and indoor non-wetted conditions was
consistently low throughout the experiment (< 100
ascospores g~ '). The number of ascospores liberated by a
pseudothecium during a single experimental release
event, which is proportional to the ratio ARI/PL, evolved
similarly for field, outdoor, and indoor wetted conditions
in October and November (Fig. 5d). The ratio ARI/PI
peaked in early November (50-60 ascospores on aver-
age), then decreased on debris collected from the field
(< 20 ascospores after late November), while it continued
to increase on debris exposed to outdoor conditions (50—
100 ascospores g~ ' from early December to January).

During the early stages of the epidemics (October—Feb-
ruary), the peaks in pycnidiospore and ascospore produc-
tion coincided; the amount of pycnidiospore produced by
1 g debris was 500- to 1000-fold the ascospore produc-
tion. This ratio increased to 10 000-fold during the epi-
demic stage (March).

Effect of wheat debris management on pycnidiospore
production in the field

Pycnidiospore production on wheat plants started on 18
December 2008 in the three field plots, coinciding with
the detection of first symptoms; production was high but
remained below 2 x 10® spores m™ until late February,
and then peaked in late March (2 x 10 spores m™2)
(Fig. 6). At the end of April, pycnidiospore production
decreased to the amount observed in December—Febru-
ary. From mid-December 2008 to late February 2009,
differences in the number of pycnidiospores produced
were observed among the CD, RD and M plots. Until 14
January, pycnidiospore production was higher in the CD
and RD plots than in the M plot (6 x 107, 107 and
5 x 10° spores m™2, respectively, on 18 December). No
statistical test was performed because pycnidiospore
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production was assessed using the same spore suspension.
On 14 January, pycnidiospore production was equivalent
in the CD and RD plots, and still higher than in the M
plot. From late January to mid-February 2009, pycnidios-
pore production was higher in M than in RD (respectively
2 x 10 vs. 16 x 10® spores m™2), and higher in RD than
in CD (108 spores m™2). Later on, pycnidiospore produc-
tion was equivalent in the three plots.

Pycnidiospore production on wheat plants started on
30 November 2009 in the three field plots, coinciding
with the detection of first symptoms; production peaked
on 8 December in the CD and RD plots, whilst it
remained very low in the OR plot. From late November
2009 to early January 2010, pycnidiospore production
decreased in the CD and RD plots. Later on, pycnidios-
pore production resumed in a similar pattern in the three
plots and peaked in March (1-5 x 10” spores m~2). By the
end of November 2009, more pycnidiospores were col-
lected from wheat plants (> 2 x 10% pycnidiospores m~2)
than on debris (< 10% pycnidiospores m™2) and the can-
opy became the most important source of pycnidiospores
in CD and RD plots.

Discussion

In the 3 years of the experiment, epidemics began very
early during the crop season (late November to mid-
December) in the case of an early sowing (mid-October).
This finding is consistent with the early field detection of
disease in the UK (Shaw & Royle, 1989) during the
1985-86 and 1986-87 seasons. During the 2007-08 sea-
son, the first symptoms were observed when disease inci-
dence on the main tiller was already very high; however,
in all probability, the epidemic had begun late December
or early January. During the 2008-09 and 2009-10 sea-
sons, the first symptoms occurred c. 250°C-days after

Figure 6 Quantification of Mycosphaerella
graminicola pcynidiospore production in
the field in chopped debris (CD), removed
debris (RD), maize (M) and oilseed rape
plots (OR) during the early stages of
septoria leaf blotch epidemics on wheat.
Numbers of pycnidiospores produced on
wheat residues left on soil surface (primary
inoculum) (2009-10) were distinguished
from those produced on wheat plants
(secondary inoculum) (2008-09, 2009-10).
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seedling emergence; 330°C-days after seedling emer-
gence, disease incidence lesions on the first leaves reached
100%. Such time spans are similar to the minimal latent
period assessed in different conditions (Armour et al.,
2004; Lovell et al., 2004; Viljanen-Rollinson ez al.,
2005), while an increase in latent period was even
observed at low temperatures (< 4:3°C), perhaps reflect-
ing a physiological trade-off in which ability to grow fast
at high temperatures is sacrificed for ability to grow fast
at low temperatures (Shaw, 1990). This supports the
occurrence of the first contamination by M. graminicola
assoon as the first leaf emerges.

The quantity of wheat debris remaining on the soil
affected the availability of M. graminicola inoculum and
the earliness and severity of first infections (Fig. 4). Debris
acting as the local source of primary inoculum had a
strong, although transient, effect on the early stages of
epidemics. The effect, detected on first leaves, vanished
after 700°C-days (mid-March). At a given sampling date
from November to March, this effect similarly decreased
with increasing leaf layer, vanishing beyond the fifth leaf.
Shaw & Royle (1989) found little difference in disease
severity between first and second wheat by late autumn;
there was no remaining effect by the spring. In barley net
blotch caused by Py. teres, however, Jordan & Allen
(1984) found an effect of straw disposal and cultivation
method (plough versus direct drill) on early disease inci-
dence and severity comparable to the findings here.

Crop debris can modify the soil local microclimate
(Sharratt et al., 1998; Hatfield & Prueger, 2004) and the
phylloclimate (temperature perceived by the plant;
Chelle, 2005), especially during winter. A 1°C difference
on seedling leaves located close to the soil in the CD plot
compared to the M or OR plots would have increased the
thermal time scale by 40°C-days in 2008-09 and by 25 in
2009-10 at the occurrence of first symptoms. Such a tem-
perature effect as an accelerator of early epidemic devel-
opment could partially explain the percentage differences
in disease severity in the different plots.

A simple method was designed to assess ascospore pro-
duction on wheat debris in laboratory conditions. The
decrease in the ratio ARI/PI on debris collected from the
field after mid-December could be interpreted as the par-
tial exhaustion of pseudothecia (Fig. 5d). Assuming that
the number of ‘clusters’ was proportional to the number
of fertile pseudothecia before this date, it was estimated
that a pseudothecium could release 40-70 ascospores
(maximum) per collection event, which is consistent with
the estimates given by Eriksen & Munk (2003). Ascosp-
ores (maximum c¢. 10° spores g™' per collection event)
and pycnidiospores (maximum ¢. 10° spores g~ per col-
lection event) were released from wheat debris collected
in the field from September to March. Peaks in ascospore
and pycnidiospore potential production coincided in
November, when wheat seedlings emerged. This result is
consistent, firstly with those obtained by Scott er al.
(1988), who showed that the number of pseudothecia on
wheat debris peaked in December—January and declined
to a low level thereafter, whilst the number of pycnidia
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declined to zero by December, and also with the seasonal
pattern of ascospore trapping of Hunter et al. (1999) and
Eriksen & Munk (2003).

The present results confirm that both types of M. gra-
minicola spores can be involved as primary inoculum in
Western European conditions. This is consistent with the
fact that regional or climatic conditions can modify the
relative importance of the different forms of inoculum
involved in the early stage of septoria leaf blotch epidem-
ics (Suffertetal.,2011). As estimated in laboratory condi-
tions, the pycnidiospore pool was 1000-fold the
ascospore pool; the method used allowed estimation of
the ascospore and pycnidiospore amounts available at a
given time, but their actual liberation (instantaneous ver-
sus cumulated production) in field conditions was not
addressed. Ascospores have a dispersal advantage over
pycnidiospores because they are carried away over long
distances during relatively dry periods, when dispersal of
pycnidiospores is limited. Like pycnidiospores produced
on green leaves during spring, pycnidiospores produced
on wheat debris can be dispersed by rain-splash over
short distances (Holmes & Colhoun, 1975) and could act
as a significant local primary inoculum source in stubble-
sown wheat fields.

Autumnal field conditions (temperature 5-15°C),
characterized by alternating wet and dry periods, were
favourable to the production of both pycnidiospores and
ascospores; constant high moisture content of debris was
not required, as shown by the production of ascospores in
outdoor conditions. Warm (indoor wetted or non-wetted
conditions) or constant dry (sheltered) conditions did not
increase sporulation. Such conditions were also reported
as favourable for pycnidial production in Ph. nodorum
(Scharen, 1966; Harrower, 1974). Dry and freezing con-
ditions should be considered only as controls and cannot
be compared with field and outdoor conditions, because
no new pycnidia were formed on debris incubated in a
moist chamber at room temperature (18-22°C) for 18 h.

Late November can be considered as the end of the
early epidemic stages. First, the canopy becomes at that
time the most important source of pycnidiospores, rather
than crop debris, and pycnidisopores act as secondary
rather than primary inoculum (Fig. 6). Similar seasonal
variations in sources of primary inoculum were reported
for Rhynchosporium secalis on winter barley (Davis &
Fitt, 1992). The decrease of the number of pycnidiospores
on crop debris was caused both by the decay of debris
(Table 3) and by the decomposition of pycnidiospores
(Brokenshire, 1975) and of pycnidia by soil microorgan-
isms (Baker, 1969). Secondly, debris in distant plots must
have been then the most important source of ascospores,
the production of which peaked in November (Fig. 5).
Shaw & Royle (1989) demonstrated that ascospores act
as remote, airborne inoculum.

During the winter period, as expected, the develop-
ment of the epidemic slowed down. From late January to
late February 2009, spore production on plants that had
been infected early (in the CD plot, and then in the RD
plot) became, unexpectedly, lower than on plants that
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had been infected later (in the M plot) (Fig. 6). First, most
of the leaves where the earliest lesions had appeared
became totally or partially senescent, were detached on
the soil, and were, therefore, not collected for the quanti-
fication of pycnidiospore production, although still pro-
ducing pycnidiospores. Secondly, the earliest, oldest
lesions, when incubated in moist chambers, were proba-
bly exhausted, while the latest, youngest lesions contin-
ued to sporulate.

Reducing the quantity of wheat debris on the soil sur-
face over the autumn and winter months has been sug-
gested as a means of protecting the next crop from early
disease attacks (e.g. Yarham & Norton, 1981; Jordan &
Allen, 1984; Jenkyn et al., 1994). For some cereal dis-
eases, especially septoria leaf blotch, this proposal is not
fully supported by research results, which are quite incon-
sistent (Eyal et al., 1987; Schuh, 1990; Sutton & Vyn,
1990; Bailey et al., 2001; Gilbert & Woods, 2001). These
reports assessed the effects of crop rotations and tillage at
different periods, mostly late epidemic stages, when sev-
eral infection cycles had already occurred. However,
experiments performed by Shaw & Royle (1989) during
the early epidemic stages sensu stricto did not rule out
local sources of primary inoculum for seedlings (wheat
debris); the apparently negligible effects of cropping his-
tory argue for a major role of distant source of primary
inoculum. The present study showed that wheat debris
can act as a source of primary inoculum (both ascospores
and pycnidiospores), and that debris management can
reduce the local amount of primary inoculum. The
decrease in primary inoculum delayed the disease dynam-
ics during the winter period; later on, disease progress
resumed because of the input of inoculum of remote ori-
gin (ascospores). Accordingly, management of wheat
debris at the plot scale cannot be expected to decrease
final disease severity and yield loss. Such a decrease, how-
ever, is likely to be obtained by limiting primary inoculum
on a larger scale, considering that local inoculum sources
in a given plot will also act as inoculum sources for distant
plots. Defining the scale relevant for management by
cropping practices requires a better knowledge of the rate
at which concentrations of viable ascospores decline with
distance from a source.
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Assessment of quantitative traits of aggressiveness in
Mycosphaerella graminicola on adult wheat plants

F. Suffert*, I. Sache and C. Lannou
UR1290 BIOGER-CPP, INRA, F-78850, Thiverval-Grignon, France

Septoria tritici blotch, caused by Mycosphaerella graminicola, is a major foliar disease of wheat. The quantitative traits
of pathogenicity are not comprehensively described in this pathosystem. The objective of this study was to identify and
quantify the most relevant variables to describe traits of aggressiveness. Four wheat cultivars were inoculated in a
greenhouse with four isolates. Inoculation was performed on a limited surface of the two uppermost leaves of adult
plants. The dynamics of chlorotic, necrotic and sporulating areas were assessed twice a week. Pycnidia were counted at
the same time. A Gompertz model was fitted to the resulting curves. Parameter combinations with easily interpreted
biological relevance were examined further as descriptors of aggressiveness. Within each category of descriptor, those
which were the most pairwise correlated and which explained the largest part of the variance were retained: incubation
and latent period, development rate of sporulating area, maximal sporulating area, pycnidial density, and sporulation
capacity. Correlations between these variables were discussed, assuming they reflect biological relationships between
the corresponding aggressiveness quantitative traits. It is suggested that the selected variables, providing a good mea-
sure of M. graminicola fitness, can be used to estimate quantitative resistance of wheat to septoria tritici blotch, to

characterize differenc
ogen to its host and

path-

Keywords: latent period, lesion development, pycnidiation, quantitative resistance, Septoria tritici, sporulation capacity

Introduction

Septoria tritici blotch, caused by the ascomycete fungus
Mycosphaerella graminicola (proposed new name Zymo-
septoria tritici; Quaedvlieg ef al., 2011), is a major foliar
disease in many wheat-growing areas worldwide. Most
recent attention has focused on qualitative interactions
between M. graminicola and its host, i.e. complete resis-
tance that follows a gene-for-gene relationship (Arraiano
et al., 2001; Czembor et al., 2010; Ghaffary et al.,
2011). The description of quantitative interactions is still
fragmentary and the source of much discussion (Char-
train et al., 2004; Risser et al., 2011), whether it is for
applied purposes (e.g. developing quantitative resistance
in breeding programmes) or more fundamental research
(e.g. understanding the genetic basis of host defence
mechanisms). Moreover, whilst quantitative traits of
aggressiveness have been well characterized for rust and
mildew pathogens, this is not the case for M. graminico-
la. This study undertakes an in-depth investigation of the
quantitative traits of M. graminicola—wheat interaction
with the aim of identifying those that are both measur-
able and of biological significance.

Aggressiveness, that is to say the quantitative compo-
nent of pathogenicity, is often separated into elementary
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traits that reflect a biological function, such as infection
efficiency, latent period, lesion size, lesion growth rate,
sporulation capacity and infectious period (Van der
Plank, 1963; Pariaud er al., 2009). The experimental
assessment of such traits requires methodological
approaches that correspond to the pathosystem under
study (Lannou, 2012). Moreover, some aggressiveness
traits are directly reflected in a single observation (e.g.
disease severity), whilst others need to be estimated by
aggregation of temporal data (e.g. latent period).

In M. graminicola the assessment of traits such as
latent period (Bouami et al., 1996; Leyva-Mir et al.,
2009) or spore production (Eyal & Brown, 1976; Simon
& Cordo, 1997) is complex. For each of these traits, dif-
ferent measurements are possible and some may be more
informative than others. Moreover, the measurements of
different traits may give redundant information when
they are highly correlated. The most informative traits
must then be carefully chosen, whether it is for measur-
ing quantitative resistance, or pathogen adaptation to
host or environment.

Kema et al. (1996b) have described the different
phases of the infection cycle of M. graminicola on wheat
seedlings under optimal conditions. Leaf penetration
occurs within 3 days of inoculation. The fungus then
develops without symptoms for 10-14 days. Necrotroph-
ic feeding begins as disease symptoms appear, and from
this point on, the growth of the fungus accelerates.
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Chlorosis is the first visible symptom followed by necro-
sis. The necrotrophic phase involves the development of
the asexual sporulation organs, called pycnidia.

In research investigating interactions between M. gra-
minicola isolates and wheat cultivars under greenhouse or
field conditions, two variables have been mainly used to
assess disease severity on a leaf: the area of necrotic tissue
(e.g. Bouami et al., 1996; Cowger et al., 2000; Czembor
et al., 2010) and the area covered by pycnidia (e.g. Char-
train et al., 2004; Arraiano & Brown, 2006). Disease can
be assessed at a sole time point or as the area under the
disease progress curve (AUDPC). Variables characterizing
the dynamics of the different processes (such as spore pro-
duction or lesion development) were seldom assessed, in
contrast to studies on biotrophic pathogens such as wheat
rusts (Shaner, 1983; Robert et al., 2004). The assessment
of the pycnidial density (number of pycnidia cm~?%; Eyal
& Brown, 1976; Simon & Cordo, 1997; Leyva-Mir et al.,
2009) and of the spore production (number of pycni-
diospores produced by a single pycnidium; Eyal, 1971;
Gough, 1978; Jeger et al., 1984) was in limited use.

The objective of this investigation was to establish a
phenotyping approach for assessing the development of
M. graminicola lesions throughout a complete asexual
cycle and to identify the most informative traits of
aggressiveness for comparing M. graminicola isolates. To
this end, an experiment was carried out, based on a com-
bination of M. graminicola isolates x wheat cultivars.
Different variables were measured and the most relevant
for describing M. graminicola aggressiveness were
selected. Finally, the correlation between those variables
was evaluated.

Materials and methods

Plant material

A greenhouse experiment, set up in 2008-2009 and replicated in
2009-2010, involved the inoculation of four popular French
wheat cultivars with four M. graminicola isolates. The experi-
ment involved adult wheat plants having similar maturities.
Seeds of cv. Apache, Soissons, Caphorn and Koreli were sown
on 5 December 2008 (first replicate) and on 4 December 2009
(second replicate) in Jiffy peat pots kept for 2 weeks under
greenhouse conditions to promote seedling emergence. Cultivars
Apache and Soissons are considered to be moderately susceptible
to septoria tritici blotch (resistance rating 5 on a 1-10 scale of
decreasing susceptibility; Arvalis-Institut du Végétal/CTPS),
while cvs Caphorn and Koreli are considered to be moderately
resistant (resistance rating 6 and 7, respectively). Apache has
resistance genes Stb4 and Stb11 (Ghaffary et al., 2011), Cap-
horn and Koreli share Stb6 (T. Marcel, BIOGER-CPP, INRA,
Thiverval-Grignon, France, personal communication), while an
Stb gene is still undetermined in Soissons.

Seedlings were vernalized in a growth chamber for 7 (Apache,
Soissons) or 8 (Koreli, Caphorn) weeks at 8°C with a 10 h light
period (30-40 umol m™2 s™') and a 14 h dark period. After-
wards, seedlings were transferred back to the greenhouse and
left to acclimatize for 1 week. Then, seedlings were transplanted
into individual pots filled with 1L commercial compost
(Klasmann Peat Substrat 4; Klasmann France SARL). Four

grams of slow-release fertilizer (Osmocote Exact 16-11-11N-P-K
3MgO Te) were added.

Plants were sprayed with Spiroxamine (Aquarelle SF at
2 mL L™'; Bayer CropScience) as a preventive measure to con-
trol powdery mildew (Blumeria graminis f. sp. tritici), 5 weeks
before inoculation at the latest. Moreover, plants were fertilized
with Hydrokani C2 (Hydro Agri Spécialités), at a 1:100 dilution
rate (total of 10 mL per plant) poured in the pot saucers 4, 5
and 7 weeks after transplantation. During plant growth, natural
daylight was supplemented with 400 W sodium vapour lamps
between 06:00 h and 21:00 h. A cooling system kept the air
temperature below 20°C during the 15 h light period (300-
600 umol m~2 s71) and above 12°C during the 9 h dark period.
During growth, plants were thinned to three stems per pot.

The air temperature in the greenhouse was automatically
recorded every 15 min using a ventilated sensor (Greenhouse
Humidity and Temperature Sensor type 224.401; RAM). The
thermal time #, expressed in degree-days, was calculated, starting
from the sowing date, by summing the daily mean air tempera-
ture using a 0°C base temperature.

Fungal material

The inoculum was obtained from stock conidial suspensions of
four M. graminicola isolates stored at —80°C in a sterile 1:1
glycerol-water solution. Three of them were isolated from
typical septoria tritici blotch lesions on leaves of cv. Soissons
collected in 2008 in Grignon (Yvelines, France; isolate INRA0S8-
FS0001 and INRAO8-FS0002) and in Le Rheu (Ille-et-Vilaine,
France; isolate INRA0O8-FS0003). For the sake of simplicity, the
isolates will be hereafter referred to as FS1, FS2 and FS3, respec-
tively. The fourth isolate was the reference isolate 1PO323
(Kema & van Silfhout, 1997; Goodwin et al., 2011). All four
isolates share the specific avirulence genes Avr-Stb4 and Avr-
Stb11 that match resistance genes in cv. Apache (T. Marcel, per-
sonal communication). In addition, IPO323 (Brading et al.,
2002) and FS1 (T. Marcel, personal communication) carry
Avr-Stb6 that matches the resistance gene in cvs Caphorn and
Koreli.

Subcultures were grown in Petri dishes containing PDA
(potato dextrose agar, 39 g L™!) at 18°C and kept in the dark
for 5 days. Conidial suspensions were prepared by first flooding
the surface of the 5-day-old cultures with sterile distilled water
and then by scraping the agar surface with a sterilized glass rod
to release conidia. Suspensions were calibrated to 10° coni-
dia mL™" using a Malassez counting chamber. Two drops of
surfactant (Tween 20; Sigma) were added to the suspensions to
ensure adequate coverage of the inoculated leaf surface.

Experimental design and inoculation procedure

The experiment was set up as a randomized block design (four
blocks, 128 pots), with the isolate (FS1, FS2, FS3 and IPO323),
the wheat cultivar (Apache, Soissons, Caphorn and Koreli) and
the spore collection (spores collected or not collected) as factors.
Inoculations were carried out on 14 April 2009 and 27 April
2010 between wheat growth stages Z50 (first head spikelet visi-
ble) and Z59 (head fully emerged; Zadoks et al., 1974). The
conidial suspensions were applied to the median part of the leaf,
along a 25 mm long section of the adaxial face of the flag leaf
(F1) of the main tiller. A watercolour round paintbrush (French
size #18, bristle length 25 mm; Auchan) was used to apply the
suspension, using a square plastic frame (25 x 25 mm) to
delimit the surface of inoculation. Because leaf width varies by
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cultivar, inoculated surfaces ranged from 350 to 450 mm?. The
inoculated side of the leaf was immediately turned over to avoid
any running of the inoculum suspension and enclosed in a trans-
parent polyethylene bag containing a small amount of distilled
water, thereafter sealed to maintain high humidity to promote
infection. Bags were removed after 72 h and pots were arranged
in a randomized block design, eight per saucer. A preliminary
test comparing three durations of incubation (48, 72, 96 h) in
polyethylene bags showed that 72 h was enough.

The sporulation capacity of each lesion was assessed by col-
lecting spores on a weekly basis over 7 weeks, from the appear-
ance of first pycnidia until total leaf senescence. The first
collection was made 20 days post-inoculation (dpi) in 2009 and
28 dpi in 2010. Pycnidiospores were collected by placing the
inoculated leaf surface in a 25 mm diameter tube containing
10 mL water and softly sweeping the area covered by pycnidia
with a paintbrush. To avoid cross-contamination, a paintbrush
was assigned to each isolate and rinsed in water after each col-
lection. The inoculated surfaces were then dried using a paper
towel to prevent smudging and avoid subsequent lesion expan-
sion by secondary infection. The total number of spores
produced weekly by a given lesion was estimated as the average
spore concentration of three samplings of each washing suspen-
sion assessed with a Malassez counting chamber.

Preliminary validation of experimental conditions

A preliminary experiment, divided into three trials, was per-
formed on adult wheat plants of cv. Apache in 2008 to test and
optimize the inoculation procedure, the method of analysis of the
lesion development, and the method of assessment of the sporula-
tion capacity (Table S1; Fig. S1). The inoculation procedure,
using either an atomizer or a paintbrush, had no significant effect
on the lesion development. Accordingly, the paintbrush, which
prevents smudging and allows neater lesions to be obtained, was
used in all subsequent experiments. The variables characterizing
lesion development were not significantly different between the
two leaf layers (F1, F2), but variables characterizing disease
severity differed when measured on F1 and F2. No significant
interaction was observed between leaf layer and other factors.
Only F1 was used in all subsequent experiments. The inoculum
dose (10°, 10*, 10° and 10° conidia mL™") had a significant
effect on all measured variables with, for most of them, a thresh-
old effect when inoculum concentration exceeded 10° coni-
dia mL™!. Previously reported field studies and trials under
controlled conditions used much higher concentrations
(10°-107 conidia mL™!, except Shaw, 1990). Due to the
threshold effect, the range in quantitative response for many
aggressiveness traits might be reduced for such high concentra-
tions. Moreover, high concentrations are not representative of
field conditions (estimated to be 3 x 10° conidia mL~" per drop-
let for Phaeosphaeria nodorum, the cause of wheat glume blotch
disease; Brennan et al., 1985). Accordingly, 10° conidia mL™!
was considered as the optimal concentration for maximizing
differences in disease expression and used in all subsequent
experiments.

Definition and assessment of aggressiveness variables

Sequence of symptoms and lesion development

Disease severity was visually assessed twice a week as the percent-
age of the inoculated leaf surface (1, 2, 3 and 5%, then increments
of 5% up to 100%) which presented the following symptoms:
chlorosis (the percentage of chlorotic area, CHL), necrosis (the

percentage of necrotic area, NEC, including both sporulating and
non-sporulating area), and visible pycnidia (the percentage of
sporulating area, SPO) at the time of observation t. Here, the dis-
eased area will be named ‘lesion’ for the sake of simplicity,
although it is actually the result of the coalescence of several sin-
gle lesions caused by multiple concomitant infection events. Chlo-
rosis and necrosis of leaf margins not associated with pycnidia or
outside the inoculated surface were excluded from the assessment,
as such symptoms may be caused by natural senescence. As long
as the apical senescence did not merge with the disease symptoms,
the percentage of the inoculated surface which remained green
(GRE) was estimated by subtracting chlorotic and necrotic areas
from the total inoculated surface. Using a hand lens (magnifica-
tion x10), the number of pycnidia (PYC) was visually estimated
as the sum of pycnidia present on the adaxial and abaxial face of
the inoculated surface. Disease severity was assessed every 3—
4 days by the same experimenter from the time of inoculation
until leaf senescence (15 and 17 assessments, from late April to
mid-June, in 2009 and 2010, respectively).

A preliminary inspection of the data confirmed that disease
progress curves of septoria tritici blotch are asymmetrical (Shaw,
1990). Correspondingly, the Gompertz equation was selected to
fit the symptom curves (Berger, 1981).

NEC(#), the percentage of necrotic area at the time of obser-
vation ¢, was modelled as follows:

NEC() = NECpaxexp(—Bngc e ™NEC)

where NEC,,,, is the maximum percentage of necrotic area,
rNEC is the necrotic area development rate and Bngc is a posi-
tion parameter.

SPO(#), the percentage of sporulating area at the time of
observation #, was modelled using the same equation and char-
acterized by the variables SPO,,,, and rSPO.

GRE(#), the percentage of the inoculated leaf surface which
remained healthy at the time of observation ¢, was modelled as:

GRE(t) =100 — GREminCXp(—BGRE e*rGREz)

where GRE,;, is the minimum percentage of green area.
Equations of NEC(z), SPO(#) and GRE(z) were fitted to the
observed values, excluding the time points when the disease was
not yet recorded, as well as the points when the disease had
already reached its maximum level.
CHL(2), the percentage of chlorotic area at the time of obser-
vation ¢, was calculated as:

GRE(t) = 100 — CHL(#) — NEC(t)

Sequence of symptoms and lesion development over the
assessment period were summarized through the computation of
areas under disease progress curves (AUDPC) using the fit of the
different symptom curves.

Incubation and latent periods

Incubation period can be defined as the interval between inocu-
lation and the appearance of first symptoms (Van der Plank,
1963). Chlorosis, the first expression of the infection visible to
the naked eye, is a transitory symptom. In this investigation, the
time elapsed from inoculation to the appearance of first chloro-
sis (TCHLs), based on the threshold CHL = 5%, and the time
elapsed from inoculation to the maximum percentage of chlo-
rotic area (TCHL,,.y), were retained as two practical definitions
of incubation period. Alternative definitions of incubation
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period, the time elapsed from inoculation to 5% of maxi-
mum necrotic area NEC,. (LatNECs) and the time elapsed
from inoculation to 50% of NEC,,.. (LatNECs,), were also
retained.

Latent period was defined in septoria tritici blotch as the
interval between inoculation and the first appearance of pycnidia
(Shearer & Zadoks, 1972). In this case, because the accuracy of
the disease dynamic measurement was not based on a high num-
ber of infected leaves (four replicates per treatment), but on the
high number of assessment time points (15 and 17), latent per-
iod (LatSPOs) was estimated for a given leaf as the time elapsed
from inoculation to 5% of the maximum percentage of area
covered by pycnidia SPO,,... LatSPOsy, defined as the time
elapsed from inoculation to 50% of SPO,,.y, was also retained.

Incubation and latent periods, expressed in thermal time, were
calculated for each leaf from the fitted Gompertz models of SPO
(t) and CHL(z).

The parameter DelaySPO, defined as the time elapsed from
the appearance of first chlorosis (TCHLs) to LatSPOsg, corre-
sponds to the delay between the first visible symptoms and the
peak of pycnidiation.

Table 1 Definition and categorization of 18 aggressiveness variables

Spore production

The number of pycnidia produced on a lesion (PYC,,.) was
estimated as the maximal count of pycnidia, usually reached just
before the leaf became entirely senescent. The pycnidial density
(PYCgyens) was calculated as the surface density of pycnidia of
the sporulating area (PYC,./SPOpay). The total number of
pycnidiospores produced by a lesion was calculated by summing
the number of spores produced weekly by one lesion from the
first to the last collection. To calculate the average spore pro-
duction per pycnidium (nbSPO), the total number of spores pro-
duced by a lesion was divided by PYC,,.x.

Data analysis

Eighteen variables were defined and categorized according to
biological functions (Table 1): incubation (CHL,.,, TCHLs,
TCHL,,.x), latency (LatNECs, LatNECsq, LatSPOs, LatSPOsy),
lesion development (rNEC, rSPO, DelaySPO), disease severity
(GREin, NECaxs SPOpax, audpeNEC, audpcSPO), pycnidia-
tion (PYCpax, PYCyens) and sporulation capacity (nbSPO).
Because variables within the same category are intrinsically cor-

Category Variable Definition References
Incubation Maximum chlorotic area CHLmax Maximum percentage of Bouami et al., 1996
chlorotic area
Incubation period TCHLs Time elapsed from inoculation
to CHL(f) = 0-05 (first signs of chlorosis)
TCHLmax Time elapsed from inoculation
to CHL(f) = CHLax
Latency LatNECs Time elapsed from inoculation
to NEC(f) = 0-05 x NECmax
(first signs of necrosis)
LatNECsq Time elapsed from inoculation
to NEC(t) = 0-5 x NECax
Latent period LatSPOsg Time elapsed from inoculation Bouami et al., 1996; Lovell et al., 2004;
to SPO(#) = 0-05 x SPOpayx Viljanen-Rollinson et al., 2005;
(appearance of first pycnidia) Leyva-Mir et al., 2009
LatSPOso Time elapsed from inoculation
to SPO(#) = 0-5 x SPOnax
Lesion Necrosis development rate rNEC Necrotic area development rate
development  Sporulation development rate  rSPO Sporulating area development rate
DelaySPO  Time elapsed from TCHLs to LatSPOsq
Disease Minimum green area GREmin Minimum percentage of green area Parker et al., 2004
severity Maximum necrotic area NEC max Maximum percentage of necrotic area Bouami et al., 1996; Kema et al., 1996a;
Cowger et al., 2000; Czembor et al., 2010
Maximum sporulating area SPOpax Maximum percentage of area Bouami et al., 1996; Kema et al., 1996a;
covered by pycnidia Chartrain et al., 2004; Risser et al., 2011;
Area under the necrotic audpcNEC Ahmed et al., 1996; Mojerlou et al., 2009
area progress curve
Area under the sporulating audpcSPO Arraiano et al., 2001
area progress curve
Pycnidiation Maximum number PYCrnax
of pycnidia
Pycnidial density PYCgens PYCaens = PYCrax/SPOmax Eyal & Brown, 1976; Simon & Cordo, 1997,
Leyva-Mir et al., 2009
Sporulation Spore production nbSPO Average number of pycnidiospores Gough, 1978; Simon & Cordo, 1997
capacity produced by a pycnidium
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related, correlations were estimated and used as first criterion to
select the variables considered as the most informative for each
category (those which were the most pairwise correlated). In
parallel, the percentage of variance explained by the cultivar
and isolate factors, and their interaction, were estimated for
each of the 18 variables and used as secondary criterion; the
variables which explained the larger part of the variance were
selected because they potentially account well for the genetic
variability of aggressiveness. In a second step, correlations
between the selected variables (for each category) were assessed.
These correlations were assumed to reflect biological relation-
ships (positive or negative) between traits of the host-pathogen
interaction. Correlation tests and ANovA were performed with
the s-pLUS 6.0 software (Lucent Technologies, Inc.).

Results

Lesion development

In many compatible interactions, chlorosis, characterized
by small light-green or yellow spots covering 1-3% of
the inoculated surface, was observed very early, usually
at 15-23 dpi (300-450 degree-days). With time, these
chlorotic spots increased in size, became more homoge-
neous, progressively coalesced, and then turned yellow.
The visual assessment of the chlorotic area became diffi-
cult when it reached a maximum of 20-30% of the inoc-
ulated surface (Fig. 1a).

The first signs of necrosis (brown, dry and senescent
tissue) were usually visible at 18-28 dpi (350-
500 degree-days), when the chlorotic area was around
10-15%, i.e. on average 3—6 days after the first chlorotic
spots. Necrosis (LatNECs) was well established a few
days (about 50 degree-days) before the peak in chlorotic
area (TCHL,,.). The necrotic area increased and
reached its maximum (NEC,,,), usually 50-100%, at 40
-55 dpi (800-1000 degree-days), while the chlorotic area
reached a peak (TCHL,,.,) at 25-35dpi (450-
650 degree-days) and then decreased (Figs 1a & 2).

Because disease did not cover the whole inoculated
surface due to the development of the apical senescence,
SPOax Was usually lower than 100%. In compatible
interactions, first pycnidia appeared concomitantly to the
first necroses. In some cases (e.g. FS3 x Caphorn), the
first pycnidia appeared within still green or chlorotic tis-
sues, and the area surrounding these pycnidia turned into
small necrotic spots 24-48 h later. In such interactions,
pycnidia appeared quickly in comparison to the develop-
ment rate of other symptoms. After 700-800 degree-days
the necrotic area was usually not entirely covered by py-
cnidia, especially on the outer edge of the lesion (Fig. 2);
late differences between NEC and SPO were most likely
due to natural senescence.

Effect of cultivars and isolates

Lesion development was significantly affected by the
host, the pathogen and their interaction (Fig. 3). The first
chlorotic spots appeared earlier on Apache, Caphorn and
Soissons in 2009, and earlier in Caphorn than on Apache

FS1
Apache
20-30-30 [1

FS2 FS2 FS2 FS2
Soissons
5-65-65 [500]

Apache
10-60-55 [250]

Caphorn Koreli
35-5-5[13] 55-5-3 [11]

FS3 FS3
Soissons Apache
15-40-40 [550] f§ 30-10-10 [45]

IPO323
Soissons
5-35-35 [220]

IPO323
Apache
40-2-1 [1]

IPO323 IPO323
Caphorn Koreli
0-0-0 [0] 0-0-0 [0]

Figure 1 Symptoms of septoria tritici blotch on a wheat flag leaf. (a)
Cultivar Apache inoculated with Mycosphaerella graminicola isolate
FS3. (b) Four cultivars (Soissons, Apache, Caphorn, Koreli) inoculated
with four isolates (FS1, FS2, FS3, IPO323); disease was visually
assessed at t = 35 days post-inoculation (dpi) and is presented as
follows: CHL(t) — NEC(#) — SPO(1) [PYC(f)] (see Table 1 for definitions
of variables). Dotted lines delimit the inoculated leaf surface (350—
450 mm?). Inoculation was carried out with a paintbrush and the
inoculum dose = 10° conidia mL™".

in 2010 (Table 2). Differences in the incubation period
(TCHLs) between isolates were highly significant in
2010. The necrosis development rate (rSPO) ranged
between 0-14 and 0-16% per degree-day for Soissons
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ime (*C-days) LatSPOs : starting from the sowing date. See Table 1 for
LatSPOso  LatNECso definitions of variables.

and Caphorn in 2009 and 2010 and for Apache in 2010,
while it was significantly higher for Koreli. Differences in
rSPO between isolates were not significant, except for
isolate FS3 in 2010.

The latent period (LatSPOs) ranged between 450 and
570 degree-days for Soissons, Apache and Caphorn,
whilst it was significantly longer for Koreli: first pycnidia
appeared on average 320 degree-days later. DelaySPO
ranged between 190 and 280 degree-days for Soissons,
Apache and Caphorn, whilst it was longer for Koreli. Dif-
ferences in DelaySPO were significant between isolates.

The differences in SPO,,,« and audpcSPO between cul-
tivars and isolates were significant (Table 2). The pycnid-
ial density (PYCgens) was also significantly different
between cultivars and isolates: in 2010 PYCye,s on Sois-
sons was 1-5 times higher than on Apache and Caphorn,
and three times higher than on Koreli. PYCy.,, was the
lowest in the cases of Koreli and IPO323 during the sec-
ond experiments (2010). This was due to the late start in
lesion development, which was limited when the apical
senescence merged with the inoculated surface. The spor-
ulation capacity, estimated by the average number of
spores produced by a single pycnidium (nbSPO), ranged
from 4000 to 8500 spores per pycnidium (Table 2). On
Koreli the pycnidia appeared too late to allow an accu-
rate estimation of the spore production. Differences were
significant between cultivars and isolates in the 2009
experiment but not in 2010.

Because of cultivar x isolate interactions, means of the
different aggressiveness variables were compared for each
cultivar separately. Interactions were significant in 11 of
the 18 variance analyses (Table 2); interactions were sig-
nificant for latent period (LatSPO;s and LatNECs) and
DelaySPO both in the 2009 and 2010 experiments.
Other significant interactions were only established in
the 2010 experiment. Cultivar Koreli and isolate IPO323
were responsible for the largest contribution to these
interactions. When isolate IPO323 was excluded from
the analysis of the 2010 experiment, the cultivar x iso-

late interaction for SPO,., and audpcSPO were no
longer significant. The other contributions to the culti-
var X isolate interaction for latent period were moderate
and can be assigned to cvs Apache and Soissons, and iso-
lates FS2 and FS3: in the 2009 and 2010 experiments,
LatSPOs and LatSPOsy on Apache were significantly
longer for isolate FS3 than FS2, while there was no
difference on Soissons. Similar results were obtained for
DelaySPO. In contrast, nbSPO on Soissons was signifi-
cantly higher for isolate FS3 than FS2, while there was
no difference on Apache.

Selection of variables most relevant for describing
aggressiveness

Because variables within the same category of biological
function (Table 1) are intrinsically correlated, a selection
was made using two criteria. The first selection was
based on the coefficient of correlation among those vari-
ables. This led to the selection of TCHL;, LatSPOs,
rSPO, SPO,,.x and PYCyens, which were the best corre-
lated with all other variables in the same category. The
coefficient of correlation ranged from 0-64 to 0-98 in
2009 and from 0-84 to 0-99 in 2010 with all P values
<0-01 (data not shown). The second criterion was the
part of the variance explained by the cultivar, the isolate
and their interaction (Table 3). This led to the selection
of the same variables, except SPO,,.«. These five vari-
ables, along with nbSPO, were considered as the most
informative for assessing aggressiveness traits in M. gra-
minicola.

The correlations among the six selected variables are
listed in Table 3. Correlations between incubation
(TCHL;) and latent period (LatSPOjs) were, as expected,
positive and high. Correlations between latent period
and lesion development rate (rSPO) were also positive
and high; the later the first symptom, the higher its
development rate. Correlations between disease severity
(SPOpmax) and incubation or latent period were negative;
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quantitative traits of four Mycosphaerella graminicola S 2cC c
o
isolates on four cultivars (second set of experiments © S ng; P=0-451 r=0-49; P=0-002
2009 and 2010): incubation period (TCHLs, in degree- - Ss c s
days); latent period (LatSPOs, in degree-days); o S R s ¢ A o C c s
sporulating area development rate (rSPO); maximum % S . S s s 6
pycnidial density (PYCgens); Sporulation capacity .g o & c s s A H
A
(NbSPO, in number of spores per pycnidium). Each § ¢ s . CAL A ¢ LS Al A
A A
data point is one replicate of an isolate x cultivar Ao c 2 § . . A A
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blue for FS2, green for FS3 and yellow for IPO323).

the earlier the first signs of a lesion (chlorosis or necro-
sis), the greater the sporulating area (SPO,.y). Correla-
tions between pycnidiation (PYCgens) or sporulation
(nbSPO) and incubation (TCHLs) or latent period (Lat-
SPOs) were negative. Therefore, the earlier the first
symptoms (chlorosis or necrosis), the higher the final
density of pycnidia, and the higher the single-pycnidium
spore production.

Figure 3 displays correlations between SPO,,,,, one of
the most used aggressiveness variables in the literature
(Table 1), and the five other variables taken to be the
most relevant. Table 4 is a simplified version of Table 2
and confirms that the six selected variables provide the
complementary information needed to characterize the

different isolates and cultivars (isolate IPO323 and cv.
Koreli were excluded from this table because of their
low aggressiveness and susceptibility, respectively). For
example, isolate FS1 presented a shorter latent period
and a higher sporulation capacity but a lower pycnidia-
tion than FS3 on Apache, while SPO,,,, was low for
both isolates. Inversely, SPO,,.« was different between
FS1 and FS3 on Caphorn while the other aggressiveness
variables, except TCHLs, were similar. Whatever the
given variable, the overall aggressiveness of FS2 and FS3
was similar on the three cultivars. Taken trait by trait,
the aggressiveness of both isolates was similar on Sois-
sons but differences between several traits existed on
Apache and Caphorn.
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Table 3 Correlation between categorized aggressiveness variables (2009 and 2010 replicates)

% of variance % of variance

Coefficient of correlation® (2009/2010)

explained by explained by
cv + iso all factors and
Aggressiveness  + cv x isO interactions®
Category variable® (2009/2010) (2009/2010) TCHLs LatSPOs5 rSPO SPOmax PYCgens NOSPO
Incubation CHLmax 81.8/88-4 98-3/97-8
TCHLs 81.2/90-6 97-2/99-2 171
TCHLmax 80-2/92-6 98-1/99-1 0-84/0-76
Latency LatNECs 90-7/92-8 99:1/99-4 0-66/0-61
LatNECsq 89-0/86-5 99-1/99-1 0-67/0-57
LatSPOsg 91.4/95-8 99-2/99-5 0-61/0-59 11
LatSPOsq 89-3/94-0 99-0/99-3 0-62/0-55 0-98/0-98
Lesion rNEC 76-9/73-9 97-8/98-1 0-50/0-52 0-68/0-65
development  rSPO 63.7/83-5 95-4/98-2 0-38/0-49 0-42/0-71 7
DelaySPO 84-9/92-2 97-3/99-0 —0-31/-0-54 0-56/0-33 ns/ns
Disease GREmin 80-3/92-4 98-0/99-1 0-72/0-62 0-47/0-62 ns/0-60
severity NECmax 80-2/91-1 97-3/98-8 —0-66/—0-57 —0-41/-0-64 ns/—0-63
SPOmax 69-8/86-2 97-3/98-6 -0-62/-0-52 —0-32/-0-50 —0-33/-0-57 il
audpcNEC 81-4/88-8 98-7/99-7 —0-73/-0-61 —0-72/-0-77 ns/—0-61 0-74/0-83
audpcSPO 83-5/91-1 98-5/99-1 —-0.72/-0-60 -0-70/-0-76 —0-37/-0-62 0-83/0-84
Pycnidiation PYCens 86-5/92-8 98:5/99-5 ns/—0-39  -0-48/-0-78 —0-32/-0-58 0-23/0-70 il
PYCrax 78-1/94-1 97-6/99-2 —0-60/-0-49 -0-56/-0-71 —0-41/-0-57 0-86/0-88 0-64/0-90
Sporulation nbSPO 88-3/75-3 98-5/98-9 ns/—0-52  —0-39/-0-56 ns/ns ns/0-49 ns/0-47 1/1
capacity

2See Table 1 for definitions of variables. The selected variables (in bold) are those which were the most pairwise correlated within the same
category: TCHLs, LatSPOs, rSPO, SPOnax and PYCgens. Only the correlations between these variables (by column) and the 18 others (by line) are

presented.

bev + iso + collect + block + (cv x iso) + (cv x collect) + (cv x block) + (iso x collect) + (iso x block) + (collect x block).
“Underlined correlations are presented in scatter plots (Fig. 3), with a distinction between cultivar and isolates; ns, not significant (P > 0-01).

Table 4 Overview of the aggressiveness variables of three Mycosphaerella graminicola isolates (FS1, FS2, FS3) assessed on wheat cv. Apache (A),

Soissons (S) and Caphorn (C)

Isolate”
. FS1 FS2 FS3
Agressiveness
Category variable® A S C A S C A S C
Incubation TCHLsg + + — + ++ — ++ + +
Latency LatSPOg + + — + + — _ + _
Lesion development rSPO + + + ++ —— + + - +
Disease severity SPOrmax — + - + ++ + _ + +
Pycnidiation PYCaens —— + — - ++ + + ++ —
Sporulation capacity nbSPO ++ ++ + + + + - + +

2See Table 1 for definitions.

®The variable is noted + or — when it contributes to increasing or decreasing the aggressiveness of the pathogen, respectively. Large effects are

denoted by ++ or ——.

Discussion

The approach proposed in this study made it possible
to quantitatively characterize the development of septo-
ria tritici blotch lesions on adult wheat plants through-
out a complete infection cycle. The approach includes
procedures for inoculation, symptom assessment and
data analysis to extract relevant aggressiveness variables.

The method is based on the analysis of the temporal
dynamics of lesion growth, as opposed to a sole time
point assessment. All the aggressiveness variables pro-
vided information about differences between isolates or
cultivars. The direct quantification of only four symp-
toms (CHL, NEC, SPO, PYC), completed by spore
counting (nbSPO), led to the estimation of eighteen
variables. Curve fitting allowed variable estimation
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without the burden of daily observations, as shown for
latent period by Shaner (1980). The high number of
time point assessments was compensated by the low
number of required replicates. Four replicates were
enough to identify differences among isolates or culti-
vars. These differences were consistent from one experi-
ment to another, indicating a good repeatability of the
measurements. The interest of the approach is to assess
concomitantly a complete set of aggressiveness traits,
rather than selecting one a priori as in many studies
(Table 1).

NEC is the easiest symptom to assess visually: the out-
line of necrosis is neater than chlorosis, while the detec-
tion of pycnidia, which can require a hand lens, is not
necessary. NEC,,., would be a highly relevant aggressive-
ness trait provided that the whole necrotic area is actually
caused by M. graminicola. However, disease lesions may
coalesce with natural apical senescence, especially when
lesions appear near the leaf end (Ben Slimane et al.,
2012). As the presence of pycnidia is the only unequivo-
qual symptom of septoria tritici blotch, SPO,,,,« should be
preferred, especially under field conditions, although the
part of explained variance was smaller than for NEC,,,.
Although NEC,,.x and SPO,,., are the variables most
commonly used to characterize wheat-M. graminicola
interaction, other variables are informative and should
also be considered.

Latent period is usually taken to be the time necessary
for a population of lesions, grown under the same condi-
tions, to sporulate (Lovell et al., 2004). Because the
appearance of septoria tritici blotch lesions is not com-
pletely synchronous (Shaw, 1990), and to limit the num-
ber of replicates, latent period was assessed here as the
time by which SPO reaches a given percentage of SPO,,.«
(5 or 50%). Obtained from the SPO equation, LatSPOj5
and LatSPOjso are strongly dependent. LatSPO; was
retained, being closer to the original definition of latent
period (Van der Plank, 1963). Under field conditions, the
latent period cannot be assessed because the date of con-
tamination is often unknown. An alternative could be to
measure DelaySPO, the delay between the observation of
the first symptoms and the peak of pycnidiation, which
is fairly correlated with LatSPOj (Table 3).

The number of spores produced by a pycnidium
(nbSPO)  differed between isolates and cultivars
(Table 2). From only two collection events, Gough
(1978) established that pycnidia released 2-2-5 times
more spores in moderately resistant and susceptible culti-
vars than in resistant cultivars. The method used in the
present study, requiring 5-6 collection events as in the
case of Eyal’s (1971), probably allows a more realistic
estimation of the average sporulation capacity of a pyc-
nidium. Moreover, pycnidia are not homogeneous in
age. Taking into account the dynamics of pycnidium
cohorts would improve the estimation of sporulation
capacity. The variation in the quantity of pycnidia and
spores between isolates and cultivars suggests that spore
production is a variable of interest when seeking to char-
acterize aggressiveness.

Infection efficiency, defined as the ratio of the number
of lesions to the number of deposited spores, is an
important aggressiveness trait (Lannou, 2012). It was not
assessed in the present study because it requires control-
ling the number of spores deposited on the leaf (Azzi-
monti et al., 2013), which is technically very difficult
with M. graminicola.

The identification of the variables considered as the
most informative per category of biological function is
one of the main results of this study. TCHL; (incubation
period), LatSPOs (latent period), rSPO (sporulating area
development rate), SPO,,.« (maximum sporulating area),
PYCyens (pycnidial density) and nbSPO (spore produc-
tion) were selected among 18 variables as the most rele-
vant for describing aggressiveness, based on their
capacity to best represent the other variables of the same
category and on their capacity to discriminate isolates
and cultivars.

Because septoria tritici blotch epidemics are the conse-
quence of several embedded infection cycles (Lovell
et al., 1997), they can be highly impacted by a small var-
iation in one of the six selected aggressiveness traits
investigated at the single monocycle scale. LatSPOs,
which could appear in an estimate of the pathochron
(the number of phyllochrons per latent period; Beresford
& Royle, 1988), and SPO,ax, PYCyens or nbSPO, which
reflect the amount of secondary inoculum, can highly
impact the potential for the disease to build up on upper
leaves. From an epidemiological point of view, the most
useful aggressiveness variables are LatSPOjs, SPO,,,, and
nbSPO, because they provide complementary informa-
tion (Table 4). While PYCye,s and SPO,,. are moder-
ately correlated, these two aggressiveness traits, as well
as rSPO and LatSPOjs, show differences between isolates
and cultivars (Table 4).

Significant positive correlations were found in this
study between several aggressiveness traits of M. gra-
minicola, extending the range of already reported corre-
lations, for example between necrotic area and
pycnidium number (Eyal et al., 1985), latent period,
necrotic area and density of pycnidia (Bouami et al.,
1996), and sporulation capacity and density of pycnidia
(Simon & Cordo, 1997). Oddly enough, no negative cor-
relation was identified, while trade-offs between aggres-
siveness traits are common in a wide range of
pathosystems (Pariaud et al., 2009; Lannou, 2012). This
result does not necessarily mean that such trade-offs do
not exist in M. graminicola; rather, the experimental
design was not intended to reveal them because biologi-
cal material consisted only of four isolates and because
the presence of resistance factors in the host could mask
the expression of trade-offs.

Cultivar x isolate interactions were found for most
aggressiveness variables. Significant interactions were
identified between two virulent isolates (FS2 and FS3)
and two susceptible cultivars (Apache and Soissons).
Both significant interactions (e.g. Cowger & Mundt,
2002) and the absence of interaction (e.g. Van Ginkel &
Scharen, 1988) between isolates of M. graminicola and
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wheat cultivars have previously been reported. The
occurrence of cultivar x isolate interactions confirms
that the assessment of several variables, rather than a
single one, is necessary, if the aggressiveness of an isolate
or the resistance level of a wheat cultivar is to be accu-
rately characterized.

The approach proposed in this study is recommended
to accurately measure quantitative traits of aggressive-
ness in M. graminicola. Such a measurement is required
for instance to accurately characterize the level of quanti-
tative resistance of wheat cultivars, to more fully charac-
terize pathogen response to environment and host
factors, and to better assess differences in aggressiveness
of M. graminicola isolates within a pathogen population.

The approach detailed in this study can be useful for
characterizing partial resistance and identifying QTL in
controlled conditions. Plants need examining only twice
a week, based on a continuous thermal scale. The accu-
rate assessment of aggressiveness quantitative traits of
M. graminicola by phenotyping on adult wheat plants
can be seen as complementary to seedling (Czembor
et al., 2010; Ghaffary et al, 2011) or detached
(Arraiano & Brown, 2006) leaf tests, which make it
possible to carry out high-throughput phenotyping, but
are not adapted for detecting low-effect resistance QTLs
at the adult plant stage.

From another point of view, research carried out to
characterize M. graminicola—wheat interactions and
defence mechanisms requires the accurate assessment of
the transitions between the absence of symptoms, the
chlorotic phase, the necrotic phase, and the appearance
of the first pycnidia (e.g. Keon et al., 2007). Such transi-
tion periods are short when compared to the overall time
scale of disease dynamics and they are not easily quanti-
fiable. To relate gene expression to specific symptoms or
symptom transition, these periods must be accurately
characterized.

The approach proposed in this study can also be useful
for the study of M. graminicola quantitative adaptation
to its host (Cowger et al., 2000) or to its environment,
including temperature (Zhan & McDonald, 2011), atmo-
spheric gas emission (Shaw et al., 2008), light intensity
and relative humidity (Shaw, 1991). Such studies have to
include different fitness traits that can be assessed by the
selected aggressiveness variables. The fact that a host
effect as well as a host—isolate interaction has been easily
identified for several of these variables suggest that
they could provide a good measure of the fitness of
M. graminicola in different conditions.
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Introduction

Among climatic variables, temperature is a major driving force in

Summary

e The thermal performance curve is an ecological concept relating the phenotype of organ-
isms and temperature. It requires characterization of the leaf temperature for foliar fungal
pathogens. Epidemiologists, however, use air temperature to assess the impacts of tempera-
ture on such pathogens. Leaf temperature can differ greatly from air temperature, either in
controlled or field conditions. This leads to a misunderstanding of such impacts.

¢ Experiments were carried out in controlled conditions on adult wheat plants to characterize
the response of Mycosphaerella graminicola to a wide range of leaf temperatures. Three fun-
gal isolates were used. Lesion development was assessed twice a week, whereas the tempera-
ture of each leaf was monitored continuously.

o Leaf temperature had an impact on disease dynamics. The latent period of M. graminicola
was related to leaf temperature by a quadratic relationship. The establishment of thermal per-
formance curves demonstrated differences among isolates as well as among leaf layers.

e For the first time, the thermal performance curve of a foliar fungal pathogen has been
established using leaf temperature. The experimental setup we propose is applicable, and effi-
cient, for other foliar fungal pathogens. Results have shown the necessity of such an
approach, when studying the acclimatization of foliar fungal pathogens.

Absorbed radiation = Re-radiation + Convection

+ Transpiration Eqn 1

physiological processes affecting the development of living organ-

isms (Belehradek, 1926; Campbell & Norman, 1998). The bio-
logical processes involved in development are driven by the
organism’s temperature; in ecology this is termed ‘body tempera-
ture’ (Brown ez al., 2004; Huey & Kingsolver, 2011). Although
widely used by ecologists in the study of ectotherm organisms,
the concept of body temperature has been largely ignored by
agronomists and epidemiologists. For fungal pathogens that
develop mainly onto and into leaves, the body temperature is the
leaf temperature (i.e. the temperature they actually perceive;

Lovell et al., 2004).

Plants attempt to maintain a leaf temperature equilibrium,
which would make metabolic functions operate at nearly optimal
temperatures (Helliker & Richter, 2008). For a leaf at equilib-
rium, the amount of energy that enters via solar radiation and
ambient heat is equal to that which exits the leaf through heat
loss, scattered light and transpired water. If the leaf is not at equi-
librium with its environment, the leaf temperature will change
until equilibrium is achieved. Equilibrium for leaves is usually
attained in <1 min (Linacre, 1966; Kitano etal, 1983). The
energy budget equation of a single leaf (Gates, 1980) can be

expanded to:

where re-radiation depends on leaf temperature, convection
depends on the temperature gradient between leaf and air, and
transpiration depends on the gradient of vapor pressure between
leaf and air, which in turn depends on the leaf and air tempera-
tures.

In order to characterize the climate of a leaf within a plant
population, Chelle (2005) defined the ‘phylloclimate’. Phyllocli-
mate is characterized by a high temporal and spatial variability
owing heterogeneity of microclimatic conditions (wind, radia-
tion, humidity and air temperature) mainly generated by the can-
opy architecture. Because of the leaf energy balance (Eqn 1),
phylloclimate differs from local microclimate, which corresponds
to the climate at the scale of a layer (canopy). Microclimate itself
differs from the regional climate (mesoclimate) occurring around
a given canopy (Lhomme, 1995), because of the complex interac-
tion between the energy fluxes and the canopy structure. Often
mesoclimatic variables used are those measured by the network of
weather stations.

Moreover, the difference between air and leaf temperatures
depends on the enclosure used for experiments (Linacre, 1964;
Smith, 1978; Weng & Liao, 2001). For the same air
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temperature, the difference in leaf temperature between field and
controlled environment can be > 3°C (De Boeck ez 4l., 2012). In
addition, the growing environment in a controlled growth cham-
ber or a glasshouse usually has a nonuniform spatial pattern of air
temperature (Potvin ez al., 1990; Demrati ez al., 2007) and of leaf
temperature (Kichah ezal, 2012). These patterns consistently
differ from the pattern in the field.

Thermal performance curves (TPCs), which comprise a special
case of reaction norm for phenotypic traits related to fitness, are
used to assess the response of organismal development to temper-
ature (Kingsolver ezal., 2004; Schulte ez al., 2011). These curves
have recently re-emerged as a central tool in ecological studies.
Thermal performance curves provide objective estimates of opti-
mal temperature, ‘performance breadth’ (the range of tempera-
ture with high performance; Huey & Stevenson, 1979; Gilchrist,
1995; Angilletta ez al., 2002) and ‘tolerance zone’ (the tempera-
ture range of survival of the organism; Jobling, 1981; Huey &
Kingsolver, 1989). These curves are strongly nonlinear (Angilletta,
20006).

The difference between air and leaf temperatures combined
with the nonlinearity of TPCs leads to errors when using air tem-
perature to estimate the development of organisms onto or into
leaves (Helmuth eral, 2010; Pincebourde & Woods, 2012).
This has already been reported for insects (Pincebourde ezal.,
2007; Potter et al., 2009; Park et al., 2011) but not for foliar fun-
gal pathogens. Such studies of such pathogens have only consid-
ered air temperature, regardless of the growing system (field,
glasshouse, controlled growth chamber).

The aim of this study is to quantify the effect of leaf tempera-
ture on the development of a foliar fungal pathogen using a
TPC-based approach. To this end, we grew adult wheat plants in
a controlled growth chamber or in a glasshouse and inoculated
their leaves with the fungus Mycospaherella graminicola. During
the course of infection, we measured the temperature of each leaf
and assessed disease on the same leaf. The data were used to
establish the TPC for the latent period (generation time). The
fungus Mycosphaerella graminicola is the causal agent of the septo-
ria tritici blotch (STB) disease on wheat. Present wherever wheat
is grown, and developing throughout the wheat growing season,
this pathogen is exposed to a wide range of temperatures. Ther-
mal adaptation, achieved through both phenotypic plasticity and
genetic differentiation, has been demonstrated for M. graminicola
grown on artificial media (Zhan & McDonald, 2011). The effect
of air temperature on the development of M. graminicola on
wheat leaves is well-known (Hess & Shaner, 1987; Shaw, 1990;
Magboul etal, 1992; Chungu etal, 2001), but experiments
addressing the effect of leaf temperature have not yet been
reported.

Materials and Methods

Plant material

Wheat ( Triticum aestivum L. cv Apache) seeds were sown in Jiffy
peat pots (Jiffy Strip Planter; Stange, Norway). Two weeks after

sowing, when coleoptiles emerged, plants were vernalized in a
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controlled growth chamber (Strader, Pellouailles-les-Vignes,
France), equipped with HPI-T PLUS lamps (400 W; Philips
Electronics NV, Amsterdam, the Netherlands) for 8 wk at 6°C
with a 10-h light period and a 14-h dark period. Seedlings were
subsequently transplanted into 1-1 pots filled with commercial
potting soil mixed with 5 g of fertilizer (Osmocote Exact; Scotts,
Heerlen, Netherlands). Plants were sprayed with spiroxamine
(Aquarelle SF at 2 ml I Bayer CropScience, Lyon, France) as a
preventive measure to control powdery mildew (Blumeria
graminis f. sp. tritici). Plants were then separated into two groups,
placed either in a glasshouse or in a controlled growth chamber.
Plants were grown under long-day conditions (15h:9h,
day : night). The average air temperature measured above plants
was 11.4°C in the controlled growth chamber and 18.4°C in the
glasshouse. Throughout the experiment, tillers were eliminated
weekly to a final count of only three stems per plot.

Fungal material and leaf inoculation

Three isolates of M. graminicola, aggressive to wheat cv. Apache
(Suffert etal., 2013), were used: INRAO8-FS0001 (isolate 1),
INRAO8-FS0002 (isolate 2) and INRAO8-FS0003 (isolate 3).
Isolates 1 and 2 were isolated in France in 2008 from a wheat
field located in Grignon (48°50'43" N, +1°56'45"E); isolate 3
was isolated the same year from a wheat field located in Le Rheu
(+48°5'54" N, —1°47'52"E). Grignon and Le Rheu are under
mid-latitude continental and true temperate maritime climates,
respectively. Inoculation was performed at growth stage 39
(Zadoks etal., 1974) when the flag leaf was fully emerged, as
described in detail by Suffert ezal (2013). Each leaf was inocu-
lated with a single isolate. Conidia suspensions were prepared the
day of inoculation by flooding the surface of 5-d-old culture on
Petri dishes with water and then scraping the potato dextrose agar
(PDA) surface with a glass rod to release conidia. Concentration
was adjusted to 10° conidiaml™'. Three drops (0.15ml) of
Tween 20 (Sigma-Aldrich) were added to 50 ml of inoculum
solution to prevent drift of inoculum. The suspension was
applied with a paintbrush over a length of 25 mm on penultimate
(F2) and flag (F1) leaves of the main tiller. Inoculated leaves were
enclosed in a transparent polyethylene bag for 72 h, which was
moistened with distilled water to provide optimal humidity con-
ditions for infection. Once infection was completed, to avoid
lighting artifacts, inoculated leaves were maintained horizontally
with nylon wires at the height of each leaf layer (Fig. 1). The
number of inoculated leaves for each enclosure, leaf rank and iso-
late is given in Table 1.

Leaf temperature measurements

The temperature of each leaf was measured with thin T-type
thermocouples (diameter 0.2 mm) positioned under the leaf in
contact with the inoculated area. Each thermocouple was con-
nected to a datalogger (Campbell Scientific, North Logan, UT,
USA) that recorded leaf temperature every 20s, averaged over
15 min. Owing to the high number of leaves, five dataloggers
were used. The contact of thermocouples with leaves was checked
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Infrared heat
lamp (150W)

Nylon wires

Thermocouple
positioned
under the leaf

Fig. 1 Close-up of the experimental setup in the glasshouse. Wheat
(Triticum aestivum) leaves (F1 (flag leaves) and F2 (second leaves) of the
main tiller) inoculated with Mycosphaerella graminicola were maintained
horizontally with nylon wires. The range of leaf temperature was increased
using various densities of black infrared heat lamps (150 W) positioned

40 cm above the leaves. Leaf temperatures were measured by thermocouples
positioned under the leaves in contact with the inoculated areas.

Table 1 Number of wheat (Triticum aestivum) leaves inoculated with
three Mycosphaerella graminicola isolates

Location Growth chamber Glasshouse

Leaf layer F1 F2 F1 F2
INRAOS-FS0001 (isolate 1) 17 19 12 20
INRAO8-FS0002 (isolate 2) 18 16 8 20
INRAOS8-FS0003 (isolate 3) 14 20 9 18

F1, flag leaves; F2, second leaves.

three times a week. The thermocouples were calibrated before
and after the experiment. To avoid bias from using multiple dat-
aloggers, the temperature of a single brass block was measured
continuously by each datalogger. Temperature data homogeniza-
tion was performed based on brass block temperature measure-
ments and on results of pre- and post-experiment calibrations.
The range of leaf temperature was increased, without altering
light incidence, using black infrared heat lamps (ceramic heat
emitter 150 W; Hagen, Baie d’'Urfé, QC, Canada) positioned in
groups of three lamps above 33% of the leaves and five lamps
above 33% of the leaves. No lamp was positioned above the
remaining leaves.

Lesion development

From 12d to 78d post-inoculation (dpi), the development
of lesions on each leaf was assessed every 2—4d. The pro-
portions of the inoculated area covered by chlorosis, necrosis
and pycnidia (spore-bearing organs) were estimated visually

by the same assessor. In the following text, we call the tem-
poral progress of chlorotic and necrotic areas ‘disease dynam-
ics’ and the temporal progress of the area covered by
pycnidia ‘sporulating area dynamics’. Disease assessment
ended when the leaf apical senescent area coalesced with the

diseased area.

Curve fitting and disease assessment

Lesion and sporulating areas We denoted the maximum per-
centage of the inoculated area covered by chlorosis and necrosis
together as LES, ., and the maximum percentage of the inocu-
lated area covered by spores as SPO,,,,. For each leaf, a Gom-
pertz growth curve (Hunt, 1982) was fitted to the sporulating
area dynamics, SPO(t).
SPO (1) = SPOpygy x £l Eqn 2
In this equation cis the growth rate at the inflection point, and
d is the time (in dpi) at inflection point.

Incubation and latent periods Incubation period, the time
needed for lesions to appear, was defined as the time to reach
50% of leaves with visible lesions (Johnson, 1980; Shaw,
1986; Douaiher eral, 2007). Latent period, LP, the time
needed for a generation of the pathogen, was defined as the
time elapsed from inoculation to 37% of SPO,,,, assessed
from the sporulation area fitted curve (Sufferc eral, 2013).
The value of 37% corresponds to the ordinate at the point of
inflection of Gompertz curve (Winsor, 1932). Incubation and
latent period were expressed in dpi. Once the latent period
had been determined for all leaves, a quadratic function
(Eqn 3) was fitted to the relationship between leaf temperature
and latent period:

LP(T;) = LPpyin + Curv x (T; — TLOPt)Z Eqn 3

LP in is the minimal latent period at optimal leaf temperature
(7opo)> Curvis a shape parameter and 7} is the mean leaf temper-
ature during the experiment.

Establishment of thermal performance curves As proposed by
Shaw (1990), we expressed the performance as the inverse of the
latent period. Eqn 4 corresponds to the TPC of M. graminicola
latent period to leaf temperature.

TPC(Ti) = 1/(LPmin + Curv X (T — Tiop)’) Eqn 4
Analysis of leaf layer effect on latent period Because of the
unequal distribution of mean leaf temperatures between flag
leaves (F1) and second leaves (F2), the analysis of leaf layer effect
was performed on the subsample that included all the leaves hav-
ing a mean leaf temperature between 17.0°C and 17.5°C. For

this temperature range, mean leaf temperature for F1 (n=12)
and F2 (n=12) groups is equal (P=0.44).
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Statistical analysis

Disease curve fitting and subsequent statistical analysis were per-
formed using R statistical software v. 2.12.1 (R Development
Core Team, 2010). Mean leaf temperatures ranged from 10.1°C
to 16.4°C in the controlled growth chamber and from 16.3°C to
20.9°C in the glasshouse. For the sake of clarity, the disease
dynamics was analysed by grouping leaves in classes according to
their mean leaf temperature. Hence, leaves were grouped in five
classes of equal amplitude: C1 from 10.1°C to 12.3°C (n=83),
C2 from 12.3°C to 14.4°C (n=17), C3 from 14.4°C to 16.6°C
(n=12), C4 from 16.6°C to 18.7°C (2=069), and C5 from
18.7°C to 20.9°C (»=10). Hereafter, C1y, C2;, C3;, C4y, and
C5y will refer to leaves having mean leaf temperatures in classes

Cl1, C2, C3, C4 and C5, respectively.

Results

Disease dynamics

Lesions appeared on all inoculated leaves except for five leaves,
which were excluded from the dataset. Disease assessment was
carried out until 61 dpi on C3p, C4; and C51 and untdl 78 dpi
on Cly and C2;, depending on leaf senescence and disease
dynamics. The first visible lesions (Fig. 2a) appeared 15 dpi on
C4; and C5;, with, respectively, 17% and 70% of the leaves hav-
ing visible lesions (chlorosis and/or necrosis areas). The occur-
rence of the first lesions was delayed until 18 dpi for 13%, 71%
and 67% of Cly, C2; and C3y, respectively (Fig. 2b). The incu-
bation period lasted 15d on C5;, 18d on C2, C3;, and C4y,
and 25d on Cly. The incubation period was delayed by 10 dpi
between leaves of the two extreme leaf temperature classes (Cl
and C5).

Lesions developed more slowly on C1; than on other leaf clas-
ses (Fig. 2b). Differences between mean diseased area on Cly.
compared with C3;, C4;, and C5; remained highly significant
from 15 dpi to 78 dpi. Lesions developed similarly on C2; and
C3; until 27 dpi. From 29 dpi to the end of the disease assess-
ment period, lesions on C2; developed more slowly to reach a
disease level similar to C1y. Disease dynamics was similar on C3y
and C4; throughout most of the experiment. Confidence inter-
vals of C3; were large because of the low number of leaves
(n=12), which prevented demonstration of differences between
C3;, and C4;, except from 27-36dpi, a time span that corre-
sponds to lesion expansion. The mean area of lesions developed
on the hottest leaves (C51) increased significantly more rapidly
than on C4; from 15 dpi to 18 dpi (Fig. 2a). Lesions then devel-
oped similarly until 22 dpi. Finally, from 25 dpi to the end of the
disease assessment period (61 dpi for both classes), lesion devel-
opment was higher on C4; than on C5;. The leaf temperature
class C4, from 16.6°C to 18.7°C, appeared to be the optimal
range for the development of M. graminicola in our experimental
conditions.

We expressed the normalized disease dynamic as the increase
in the lesion area (covered by chlorosis and necrosis) relative to

the final lesion area (LES,.) (Fig.3). The differences in
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Diseased area (% inoculated area)

Diseased area (% inoculated area)
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Fig. 2 Disease dynamics (percentage of the inoculated area) of
Mycosphaerella graminicola on wheat (Triticum aestivum) leaves in five
leaf temperature classes. (a) Optimal and supraoptimal leaf temperature
classes C4 (squares) and C5 (circles). (b) Optimal and suboptimal leaf
temperature classes C1 (triangles), C2 (crosses), C3 (yellow squares), and
C4 (red squares). Error bars are confidence interval (95%), for the sake of
clarity, only one-half of the error bars are shown.
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Fig. 3 Normalized disease dynamics of Mycosphaerella graminicola on
wheat (Triticum aestivum) leaves in five leaf temperature classes: C1
(triangles), C2 (crosses), C3 (yellow squares), and C4 (red squares), and
C5 (circles). Error bars are confidence intervals (95%); for the sake of
clarity, only one-half of each error bar is shown.

normalized disease dynamics between leaf temperature classes
were less marked (Fig.3) than for absolute disease dynamics
(Fig. 2). Lesions on C5; developed first and more rapidly than
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on other classes (£<0.001), then normalized disease dynamics
were similar for C3; C4; and C51. Normalized disease dynamics
on C2;, C3; and C4; were similar until 36 dpi. From 39 dpi to
61 dpi, normalized disease dynamics were slower on C2; and
similar on C3; and C4;. Finally, from 64 dpi to 82 dpi, normal-
ized disease dynamics were similar on Cly and C2;. Before
64 dpi, normalized disease dynamics were slower on C1; than on
other classes (2<0.03).

The LES,, ., depended greatly on the leaf temperature classes
(Fig. 4a). The leaves of the two lowest classes and the highest class
(C1, C2, and C5) had the lowest LES,, ., (38.5% to 51.9% of
the inoculated area). The LES,,,, was higher on C4; (79.4%)
than on leaves of previously cited classes (2<0.001). Class C3y.
had an intermediate final diseased area that was significantly dif-
ferent only from that of C2; (2 < 0.005).

Differences in SPO,,,, between classes were even more marked
than for LES, .. (Fig.4b). As for LES, .. SPOu. was also
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Fig.4 (a) Final diseased area (LES,ax) and (b) sporulating area (SPOpax)
on wheat (Triticum aestivum) leaves infected by Mycosphaerella
graminicola in five mean leaf temperature classes. Values are

means + confidence interval (95%); letters represent significant
differences by Student's t-test (P < 0.05).

maximal on leaves in the optimal temperature class (C4;: 68.4%,
P<0.003). Classes C1y (14.0%), C2; (9.2%) and C51 (24.6%)
had the lowest SPO,,,,, (£<0.034). On C3;, SPO,,., was inter-
mediate (47.1%) and significantly different from other classes.
The ratio SPO,ya : LES 4, which represents the proportion of
the diseased area developing spores, was lower for Cl1; (0.27),

C2; (0.24) and C5; (0.53) than for C4; (0.86) and C3y (0.71).

Latent period

Latent period ranged from 19dpi to 102dpi (Fig.5): from
19 dpi to 90 dpi for isolate 1, from 24 dpi to 102 dpi for isolate 2
and from 25 dpi to 102 dpi for isolate 3. The variability of the
response of the latent period to leaf temperature was higher at
low leaf temperature: at leaf temperature between 10°C and 12°
C, latent period varied between 51 dpi and 102 dpi while at leaf
temperature from 17°C to 19°C, latent period varied between
23 dpi and 39 dpi. For the three isolates studied, the latent period
decreased with increasing mean leaf temperature, reached a mini-
mum and eventually increased slightly beyond 20°C. From
Eqn 3, a minimal latent period of 28.8 dpi was reached for a tem-
perature of 18.4°C.

Between-isolates variability

The TPCs of the three isolates tested suggested a differential
response of M. graminicola isolates to leaf temperature (Fig. 6).
The fit of Eqn 4 to the data, which describes the performance of
latent period of M. graminicola depending on mean leaf tempera-
ture, was highly significant for the three isolates (R from 0.83 to
0.89, Table 2). The values of parameter Curv for isolates 1 and 2
were not significantly different (£=0.35) from each other but
differed from the value for isolate 3 (£<0.001). The values of
the other two parameters were different for the three isolates
(P<0.02, Table 2). Consequently, each isolate has its own TPC.
The optimal mean leaf temperatures calculated from the TPCs

100 | .
8ol
60

4of

Latent period (dpi)

20}

8 10 12 14 16 18 20 22
Mean leaf temperature (°C)

Fig. 5 Effect of mean temperature of wheat (Triticum aestivum) leaves on

the latent period (number of days post-inoculation (dpi) to reach 37 % of

final sporulating area) of three isolates of Mycosphaerella graminicola

(triangles) isolate 1, (squares) isolate 2, (circles) isolate 3. The curve

represents the fitting of Eqn 2 to the data pooled for the three isolates.
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Table 2 Fitting of Eqn 4 to thermal performance curves (TPCs) obtained
for three isolates of Mycosphaerella graminicola

Parameters
Isolates LPmin (dpi) Curv (dpi°C2) T opt (°C) R?
Isolate1 61 28.0+1.6(a) 0.90+0.16() 18.1+0.7() 0.88
Isolate2 62 269+2.2() 0.86+020() 185+0.9(h) 0.89
Isolate3 68 31.1+25() 072+0.19() 189+12() 0.83
Isolates 191 28.8+1.2 0.85+0.11 184405 0.86

pooled

Eqn 4: TPC(T}) = 1/(LPmin + Curv x (Ty — Tiopt)?). LP, latent period (dpi);
LPpmin, minimum latent period at optimal temperature (dpi); Tj, mean wheat
(Triticum aestivum) leaf temperature (°C); T, opt, Optimal mean leaf tem-
perature (°C); dpi, days post-inoculation. Values are means + SD. Letters
represent significant differences of parameter values between isolates by
Student's t-test (P < 0.05).

were 18.1, 18.5 and 18.9°C for isolates 1, 2 and 3, respectively.
The optima were significantly different between isolates
(P<0.02). Latent period at optimal mean leaf temperature was
28.0, 26.9 and 31.1dpi for isolates 1, 2 and 3 respectively
(Table 2).

Effect of leaf layer on latent period

The latent period was significantly longer on F1 leaves
(31.9 3.4 dpi) than on F2 leaves (27.1 & 3.7 dpi) at mean leaf
temperature between 17.0°C and 17.5°C (2= 0.004). The latent
period was up to 4 d longer on F1 leaves than on F2 leaves.

Discussion

To the best of our knowledge, we have established the first ther-
mal performance curve (TPC) of a foliar fungal pathogen using
the temperature actually perceived by the fungus, which is the
temperature of the infected leaf. The previously published TPCs
(Maziero et al., 2009; Milus et al., 2009) were based on the air
temperature, which is an unreliable indicator of the leaf tempera-
ture. This may lead to erroneous results and interpretations, as
shown by ecologists studying trees (Helliker & Richter, 2008),
insects (Potter eral., 2009) and intertidal organisms (Helmuth
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etal., 2010). In parallel to our study, Bonde ez al. (2012) studied
the effect of temperature fluctuations on a foliar fungal pathogen,
measuring simultaneously leaf and air temperatures in controlled
growth chambers. In their specific experiments, they have found
that leaf and air temperatures in their controlled growth cham-
bers were nearly equal, concluding that the use of air temperature
was relevant. Their results were probably an exception, as it has
been largely proved that uncontrolled environmental variations
in controlled growth chambers and glasshouses generate an heter-
ogeneous pattern of air temperature (Potvin ez al., 1990; Demrati
eral., 2007) and leaf temperature (Kichah eral, 2012). To
ensure that no effect of such heterogeneities occurs when estab-
lishing TPC, we propose the necessity of measuring the tempera-
ture actually perceived by foliar pathogens, that is, the
temperature of each individual diseased leaf. In this study, we
continuously measured the temperature of 191 wheat leaves to
establish the TPC of M. graminicola characterizing its latent
period.

The methodology we set up is relevant for studies on other
foliar fungal pathogens. Wherever the experiment is carried out
(controlled growth chamber, glasshouse or field) the temperature
measured will be the body temperature of fungus. This setup has
allowed the generation of TPCs for a wide range of leaf tempera-
tures (from 10.1°C to 20.9°C) using infrared heat lamps. Achiev-
ing such a range of leaf temperature necessitated only two
experiments in controlled growing environments, which were set
up with two different air temperatures. To obtain the same
results for air temperature would have required several experi-
ments (one for each air temperature). Moreover, as the use of
infrared heat lamps can modify the humidity and the vapor—air
pressure gradient between substomatal cavities and atmosphere
(Amthor eral., 2010), we avoided possible artifacts by having
well-watered plants during our experiments. This followed the
conclusion of Wall ezal. (2011), who found that no effect on gas
exchange or water relations was associated with the infrared
warming lamps when a supplemental irrigation minimized plant-
to-air water vapor pressure differences between infrared-warmed
and non-warmed plots. Such a methodology will have to be
applied to field conditions to take into account its specificity
regarding the leaf energy budget, especially the fluctuating feature
of its terms (air temperature, radiation, wind, etc.).

Fig. 6 Thermal performance curves (TPC) for
latent period of three Mycosphaerella
graminicola isolates infecting wheat
(Triticum aestivum) leaves: (red dotted line)
INRAO8-FS0001 (isolate 1), (solid grey line)
INRAO8-FS0002 (isolate 2), and (dashed blue
line) INRAO8-FS0003 (isolate 3). Latent
period is the number of dpi (days post-
inoculation) to reach 37 % of final sporulating
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The optimal mean leaf temperature for the latent period of
M. graminicola varied significantly between 18.1°C and 18.9°C,
depending on isolates, in our experimental conditions (Fig. 6,
Table 2). The reported optimal air temperature for the latent
period of M. graminicola varies between 15°C and 25°C, both in
field (Shaw, 1990; Lovell ez al., 2004) and controlled conditions
(Hess & Shaner, 1987; Shaw, 1990; Magboul ez /., 1992). How-
ever, optimal temperatures obtained with air temperature
and leaf temperature should not be compared directly, as the
difference between the two temperatures varies, depending
on the growing conditions through the leaf energy budget
(Eqn1). A similar increase in latent period as observed by us
for supraoptimal temperatures has been previously described
for M. graminicola (Shaw, 1990) and Phytophthora infestans
(Andrade-Piedra ez al., 2005), but using air temperature.

Latent period was significantly longer on flag leaves (F1) than
on second leaves (F2) at equal leaf temperature. By contrast,
Shaw (1990), also experimenting in controlled growth chambers,
found a longer latent period on F2. The difference between
Shaw’s result and ours illustrates the possible error in the inter-
pretation of results when measuring air temperature instead of
leaf temperature for foliar fungal epidemics studies. As F2 leaves
are lower than F1 leaves inside the canopy, they are further from
the light sources and can be shaded by F1 leaves and stems and
thus receive less light irradiance. Thus, in a controlled growth
chamber, leaf temperature is higher on F1 leaves than on F2
leaves for a given air temperature. As a consequence of the higher
leaf temperature, latent period on F1 leaves, if deduced from air
temperature measurements, is reduced. This may explain the
results observed by Shaw. The difference of latent period we have
observed between F1 and F2 leaves at equal leaf temperatures
may be explained by other factors known to influence fungal
development, such as morphology, age and physiology of the
leaves (Lovell eral, 2004). Further experiments are required,
involving inoculation on other leaf layers submitted to tempera-
ture ranges consistent with the wheat growth stage, including for
example the lowest leaf layers at seedling stage under winter con-
ditions.

Formulating the TPC of latent period as a function of leaf
temperature should improve the models of plant disease epidem-
ics. Indeed, as pointed out by Shaw (1990), the relationship
between temperature and latent period of M. graminicola is not
linear (Fig.5). Thus, regarding the range of temperature per-
ceived by the fungal pathogen, latent period cannot be summa-
rized as a single thermal time-value, although this is commonly
done in experimental studies (Thomas ezal., 1989; Lovell ezal.,
2004) and models (O’Callaghan eral, 1994; Audsley eral.,
2005; Robert ez al., 2008). Moreover, leaf temperature instead of
air temperature and related TPCs ought to be considered when
simulating the interaction between canopy architecture and foliar
fungal epidemics (Pangga ez al., 2011). Admittedly, leaf tempera-
ture may appear less easily accessible to measurement than air
temperature. However, it can be indirectly estimated by provid-
ing soil—vegetation—atmosphere transfer (SVAT) models with
data recorded by standard weather stations. These models, such
as CUPID (Norman, 1979),

dynamically simulate the

temperature of each leaf layer. A similar approach allowed the
simulation of the leaf wetness duration (LWD), another climatic
variable that drives foliar fungal epidemics, whose estimation was
preferred to direct measurement of air humidity that introduced
some artifacts into epidemics models (Dalla Marta ez al., 2005).
The sensitivity of physiological and ecological traits of fungi to
temperature has been widely studied (Dell ezal, 2011). Some
studies have measured the TPCs of different fungi for a wide
range of temperatures (Shaw, 1990; Fargues ez al., 1992; McLean
eral., 2005) but never for foliar pathogens while measuring the
found that the TPCs of
M. graminicola for latent period based on leaf temperature varied
significantly between the three isolates (Table 2). The identifica-
tion of diverse TPCs for each isolate is a characterization of
M. graminicola phenotypic plasticity. Measuring the growth on
artificial media of M. graminicola isolates sampled from five host
populations in four locations, Zhan & McDonald (2011) have
shown a local adaptation of the fungus, concluding that tempera-

leaf temperature. We have

ture is a selective agent responsible for the adaptation of
M. graminicola. In contrast to the method of Zhan & McDonald
(2011), who studied the adaptation of the fungus to air tempera-
ture in agar medium, our device made it possible to study the
effect of temperature on the fungus development while account-
ing for its interactions with the leaf physiology. To identify and
quantify the thermal adaptation of M. graminicola, a greater
number of isolates should be grown on living leaves. This should
require the use of adult plant leaves to consider the physiological
aspects of the plant—pathogen interaction (Wang ezal, 2009;
Diamond & Kingsolver, 2012). Finally, TPCs are known to have
great potential for predicting the responses of populations or spe-
cies to climate change, as they can be incorporated into mecha-
nistic models of response of organisms to climate change (Schulte
etral., 2011). Here, we have made a first step toward a new way
for the study of the adaptation of M. graminicola (and other foliar
fungal pathogens) to climate change.
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Comparative pathogenicity of sexual and asexual spores of
Zymoseptoria tritici (septoria tritici blotch) on wheat leaves

D. Morais?, V. Laval®, |. Sache® and F. Suffert®*

3INRA, UMR1290 BIOGER, F-78850 Thiverval-Grignon, and °AgroParisTech, UMR1290 BIOGER, AgroParisTech,
F-78850 Thiverval-Grignon, France

Zymoseptoria tritici ascospores and pycnidiospores are considered the main forms of primary and secondary inoculum,
respectively, in septoria tritici blotch epidemics. The pathogenicity of the two types of spores of the same genotypic ori-
gin were compared through a two-stage inoculation procedure in controlled conditions. Adult wheat leaves were inocu-
lated with ascospores collected from field sources, yielding 119 lesions; pycnidiospores collected from 12 lesions
resulting from these ascospore infections were then used for inoculation. Lesion development was assessed for 5 weeks;
latent period, lesion size, and pycnidium density were estimated for different isolates. The latent period was calculated
as the maximum likely time elapsed between inoculation and either the appearance of the majority of the sporulating
lesions (leaf scale) or the appearance of the first pycnidia (lesion scale). The latent period was significantly longer (c. 60
degree-days, i.e. 3-4 days) after infection with ascospores than with pycnidiospores. No difference was established for
lesion size and density of pycnidia. A comparison with other ascomycete fungi suggested that the difference in latent
period might be related to the volume of spores and their ability to cause infection. Fungal growth before the appear-
ance of lesions may be slower after inoculation with an ascospore than with a pycnidiospore. The mean latent period
during the very beginning of epidemics, when first lesions are mainly caused by ascospores, may be longer than during
spring, when secondary infections are caused by pycnidiospores. Disease models would be improved if these differences

were considered.

Keywords: ascospore, Gompertz function, latent period, Mycosphaerella graminicola, pycnidiospore, wheat

Introduction

The ascomycete fungus Zymoseptoria tritici (formerly
known as Mycosphaerella graminicola, anamorph Septo-
ria tritici; Quaedvlieg ef al., 2011) causes septoria tritici
blotch, a foliar disease of wheat (Triticum aestivum)
found in most wheat-growing areas worldwide. In wes-
tern Europe, the disease was reported to induce up to
30-40% crop loss when the upper leaves are severely
infected (Eyal et al., 1987). The difference between trea-
ted (with azole fungicides) and untreated vyields was
recently estimated as 10% on average for varieties mod-
erately susceptible to septoria tritici blotch in UK condi-
tions (HGCA, 2012). Disease epidemics are initiated by
airborne sexual ascospores, mainly produced during the
intercrop period (after harvest in summer and autumn)
on infested wheat debris, which are considered the main
primary inoculum (Shaw & Royle, 1989; Hunter et al.,
1999; Suffert et al., 2011). The disease is clonally propa-
gated among wheat plants during the growing season by
pycnidiospores, which are splash-dispersed over short
distances and act as the main secondary inoculum. How-
ever, ascospores and pycnidiospores can be jointly
involved in the same stages of the epidemic development.

*E-mail: frederic.suffert@versailles.inra.fr

© 2015 British Society for Plant Pathology

Indeed, in a wheat monoculture system, when infested
debris is not completely buried, both pycnidiospores and
ascospores can initiate the epidemic (Suffert & Sache,
2011; Suffert et al., 2011). Moreover, in spring, second-
ary infections can be induced by ascospores (Clincke-
maillie et al., 2010; Duvivier et al., 2013) released either
from old, still infectious debris located in distant plots or
from infected wheat plants located in the same plot.
Field reports of infection of the uppermost (F1) and low-
ermost green leaves (F3-F4), but healthy middle leaves
(F2) (C. Maumené, Arvalis-Institut du Végétal, Boigne-
ville, France, personal communication), could be
explained by a greater susceptibility of expanding leaves
and also by the aforementioned secondary infection by
ascospores. The pre-eminence of one type of spore has
been explained by contrasting distances of dispersal
(Shaw, 1987; Shaw & Royle, 1989) and by different
amounts of the spores during the epidemic build-up
(Eriksen et al., 2001; Suffert & Sache, 2011), but rarely
by differences in pathogenicity between sexual and asex-
ual spores, as measured, for example, by the number of
sporulating lesions they induce (Karolewski et al., 2002;
Trapero-Casas & Kaiser, 2007).

In fungi with an alternating reproduction regime, the
comparison of the pathogenicity of spore types is
experimentally challenging. In Z. tritici the production
and handling of large amounts of ascospores is cumber-
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some in artificial conditions (Kema et al., 1996). Asexual
spores (conidia) produced from yeast-like mycelium
grown in liquid or solid culture media were used to
inoculate wheat plants (e.g. Cowger & Mundt, 2002;
Leyva-Mir et al., 2008; Suffert et al., 2013) rather than
spores produced on infected leaves. Whether conidia pro-
duced in vitro and conidia produced in planta (hereafter
called pycnidiospores for the sake of clarity) have the
same pathogenicity has not yet been tested. Finally,
ascospores and pycnidiospores of the same genotype are
required to perform a valid comparison, due to the high
genetic diversity of Z. tritici populations (Linde et al.,
2002).

A first important component of pathogenicity of Z. tri-
tici is sporulation (Suffert et al., 2013), assessed through
the measurement of maximum sporulating area (e.g. Ar-
raiano & Brown, 2006), pycnidium density (e.g. Simon
& Cordo, 1997) and sporulation capacity (Eyal, 1971).
A second important component of pathogenicity in Z.
tritici is latent period (Suffert e al., 2013), which reflects
the pathogen’s generation time. Latent period is usually
defined as the time interval between infection and the
onset of sporulation from that infection (Pariaud ez al.,
2009); in the case of septoria tritici blotch, it is the time
elapsed between infection and the appearance of first py-
cnidia (Shearer & Zadoks, 1972). When a population of
lesions rather than a single lesion is considered, as usual
in experimental studies, the latent period is estimated, at
the scale of a leaf, as the maximum likely time elapsed
between inoculation and the appearance of the majority
of the sporulating lesions (Shaw, 1990; Lovell ez al.,
2004; Zearfoss et al., 2011), or, at the scale of a lesion,
as the maximum likely time elapsed between inoculation
and the appearance of the first pycnidia (Armour et al.,
2004; Suffert et al., 2013).

The objective of this study was to compare the patho-
genicity of sexual and asexual spores of Z. #ritici of simi-
lar genotypes, following infection of adult wheat leaves,
by assessing the sporulation and latent period of the
infections.

Materials and methods

Fungal material

Two plots were sown 300 m apart with wheat cv. Soissons
(moderately susceptible to septoria tritici blotch; rated 5 on a 1-
10 scale of decreasing susceptibility, Arvalis Institut du Végétal-
CTPS) in autumn 2011 at the Grignon experimental station
(France, 48°51'N, 1°58’E). Soil and weather characteristics, as
well as cropping systems, have been described elsewhere (Suffert
& Sache, 2011). The first plot (D+) had been grown by direct
drilling and so contained wheat debris. The debris, hardly
infested after a mild disease epidemic the previous season, con-
stituted a weak source of ascospores (Suffert & Sache, 2011).
The second plot (Dy), grown with oilseed rape the previous sea-
son, did not contain any wheat debris.

Airborne Z. tritici ascospores were caught in March and April
2012 using three 7-day recording volumetric Burkard spore
traps (Burkard Manufacturing Co.) placed 0-7 m above the soil

surface in plot Dy, in plot D+ (Fig. 1a) and out of the field
(Fig. 1b). The traps were operated at a flow rate of 10 L min~".
The collecting surface of part of the Melinex tape was covered
with a thin layer of petroleum jelly (Vaseline) before sampling
(Fig. 1c), while the other part of the tape was not covered
(Table 1).

Wheat debris was collected on 28 March 2012 from the plot
D+ and from a wheat field (cv. Soissons) grown at the Versailles
experimental station (France, 48°48'N, 2°04'E); at this location,
disease was more severe the previous year than in Grignon
(M. Leconte, INRA, Thiverval-Grignon, France, personal com-
munication). The debris were placed in laboratory conditions in
two plastic grill boxes and sprayed with a small amount of
water to induce the moisture change required to trigger the ejec-
tion of ascospores. Boxes were covered by a plastic bag con-
nected to the trap aperture (Fig. 1d), in order to maximize the
amount of collected ascospores. Different methods of trapping
were used: Melinex tapes or glass slides, either covered or not
with petroleum jelly, were placed in a 7-day and 24-h volumet-
ric Burkard spore trap, respectively (Table 1). The traps were
operated at a flow rate of 10 L min™".

Throughout the collection period, the Melinex tape and glass
slides were kept for a few days at —20°C to limit ascospore
decay or germination. Finally, 10 different samples correspond-
ing to 10 ascospore trapping events were obtained during a
3-week period (Table 1).

Plant material

Two batches of wheat adult plants, cv. Soissons, were grown
in two greenhouse compartments for subsequent inoculation.
The two batches were sown in Jiffy peat pots on 7 December
2011 and 9 January 2012, respectively. Seedlings were vernal-
ized for 7 weeks at 8°C with a 10 h light period and a 14 h
dark period. Afterwards, seedlings were transferred back to the
greenhouse and left to acclimatize for 1 week. Plants were then
transplanted into 1-1 L pots filled with 1 L commercial compost
(Peat Substrat 4; Klasmann) and fertilized with 5 g Osmocote
Exact (16N:11P:11K+ 3MgO + Te). Plants were also sprayed at
the seedling stage with Spiroxamine (Aquarelle SF at 2 mL L™;
Bayer Crop Science) as a classical preventive measure to control
powdery mildew (Blumeria graminis; Suffert et al., 2013). The
delay between treatment and inoculation was 6 weeks, for both
ascospores and pycnidiospores. In addition, plants were fertil-
ized twice with a commercial nutrient solution (1 L Hydrokani
C2) diluted 1/100 and applied in the pot saucers 5 and 7 weeks
after seedling transplantation and supernumerary tillers were cut
from each plant to keep only 3 stems. During plant growth,
natural daylight was supplemented with 400 W sodium lamps
to obtain 9 h dark/15 h light, the greenhouse compartment tem-
perature being kept under 20°C during the light period and
above 12°C during the dark period. In each greenhouse com-
partment the air temperature was recorded every 15 min and
the thermal time ¢, expressed in degree-days post inoculation
(ddpi), was calculated by summing the daily mean air tempera-
tures, starting from the inoculation dates and using 0°C as the
base temperature.

Inoculation with ascospores

The day before inoculation, 10 ascospore suspensions corre-
sponding to the 10 aforementioned ascospore trapping events
were prepared, according to the type of support (Melinex tape
or glass slide) and to the presence or absence of petroleum jelly.
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Figure 1 Experimental design used to
compare the pathogenicity of ascospores
and pycnidiospores of Zymoseptoria tritici.
(a) Burkard spore trap placed in wheat
monoculture plot (D+) with wheat debris
(Grignon). (b) Burkard spore trap placed out
of field 300 m apart (Grignon). (c) Melinex
tape wound around the periphery of the
rotating drum of the Burkard spore trap. (d)
Collection of ascospores from wheat debris.
Boxes of debris were covered by a plastic
bag connected to the Burkard spore trap
aperture in order to maximize the amount of
collected ascospores. (e) Inoculated leaves
enclosed in a bag to promote infection. (f-i)
Septoria tritici blotch lesions after inoculation
with ascospore suspensions.

Samples on Melinex tape were cut into sections, each matching
a daily trapping. Each tape section was placed in a conical tube
containing 10 mL water and 130 mg glass beads (4-5 mm diam-
eter; Deutscher). The tubes were manually shaken for 1 min.
The tape sections covered with petroleum jelly were placed in a
65°C water bath for 5 min and centrifuged at 7000 g for 5 min
to remove the ascospores from the tape. Glass slides covered
with petroleum jelly were placed in a conical tube containing
10 mL water then placed in a 65°C water bath for 5 min and
centrifuged at 5000 g for 5 min. The contents of the tubes cor-
responding to the same trapping event (Table 1) were gathered
and kept for a day at 4°C to limit ascospore decay or germina-
tion.

Prior to inoculation, two drops of surfactant (Tween20;
Sigma) were added to the spore suspensions to ensure adequate
coverage of the inoculated leaf surface. On 17 April 2012, each
spore suspension was applied using a paintbrush along the adax-
ial face of the upper leaf (F1) of the two main tillers of five

plants (10 leaves) of the first batch of plants. Each leaf was then
enclosed for 72 h in a transparent bag (Fig. 1e), slightly wetted
to maintain a high humidity and promote infection (Suffert
et al., 2013).

Inoculation with pycnidiospores

Twelve lesions were selected out of the 119 that had appeared
after inoculation with ascospores (Fig. 1f-i) as a source of py-
cnidiospores (see Table 1 and Results). All 12 lesions originated
from ascospores trapped from debris of plot D+, either on
Melinex tape without petroleum jelly (8/12) or on glass slides
(4/12), in order to know the origin of the inoculum (local path-
ogen population) and so increase the reproducibility of the
experiment. On 28 May 2012, after the last assessment of
lesions caused by ascospore infection (see below), pycnidiosp-
ores were collected from each of the 12 selected lesions by
placing the leaf in a 25 mm diameter tube containing 10 mL
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Table 1 Origin of the 10 Zymoseptoria tritici inoculum sets used in the investigation

Petroleum  Collect

Location  Origin of sampling Support jelly duration (days)  Period (2012) No. asc.® No. pyc.® lIsolates®
Outside®  Out of field (Grignon)  Melinex tape  No 7 28/03 to 03/04 14
Yes 14 13/03 to 26/03 12
Plot Do (Grignon)® Melinex tape  No 7 28/03 to 03/04 7
Yes 14 13/03 to 26/03 16
Plot D+ (Grignon)' Melinex tape  No 14 06/04 to 12/04 8
and 28/03 to 03/04
Yes 14 13/03 to 26/03 16
Inside? Debris from plot Melinex tape  No 10 04/04 to 09/04 15 8 FS3307, FS3309,
D+ (Grignon) and 06/04 to 09/04 FS3344, FS3346,
FS3356, FS3357,
FS3385, FS3386
Glass slide Yes 2 04/04 to 06/04 12 4 FS3306, FS3314,
FS3327, FS3359
Debris from wheat Melinex tape  No 6 10/04 to 15/04 7
plot (Versailles) Glass slide Yes 2 02/04 to 04/04 12

2Total number of leaf lesions appeared after inoculation with the ascospore suspension.
®Total number of leaf lesions selected for the subsequent inoculation with the pycnidiospore suspension.
°Code of the 12 Z. tritici isolates that were inoculated both as ascospore and pycnidiospore type.

9L ocation of the Burkard spore trap.

®Plot without wheat debris (oilseed rape as previous crop).
fPlot with debris (wheat monoculture since 2007).
9Trapping device placed above debris (Fig. 1c,d).

water and softly sweeping the area covered by pycnidia with a
paintbrush. Each pycnidiospore suspension was then immedi-
ately applied, using a paintbrush, along the adaxial face of the
upper leaf (F1) of the main tiller of four plants (12 x 4 leaves)
of the second batch. Each leaf was then enclosed for 72 h in a
transparent bag, as performed previously for the inoculation
with ascospores.

Assessment of pathogenicity components

Disease symptoms were assessed by the same assessor twice a
week from 350 to 710 ddpi, from 11 May to 28 May 2012
for ascospore inoculation (seven assessments) and from 18
June to 4 July 2012 for pycnidiospore inoculation (eight
assessments). The sporulating lesions, neither spatially aggre-
gated nor coalescent, could be counted individually (maximum
three lesions per leaf after ascospore inoculation; maximum 26
lesions per leaf after pycnidiospore inoculation). The length
and width of each lesion were assessed visually using a ruler
graduated in increments of 0-5 mm. The number of pycnidia
borne by each lesion was counted with a hand lens (x10 mag-
nification).

The maximum size of a lesion (SIZE,,.., mm?) was calculated
as the product of its length and width.

A Gompertz function (Berger, 1981) was fitted to the number
of pycnidia PYC(#) recorded on each lesion (Suffert et al.,
2013):

PYC(t) = PYCpax exp(—Bpyce ™¥¢?) (1)

where PYC,,,, is the maximum number of pycnidia reached at
the end of the assessment period, 7pyc is a rate parameter, Bpyc
is a position parameter, and ¢ is the time of observation
expressed in degree-days post inoculation (ddpi). The density of
pycnidia (PYCdens) was then calculated as:

PYCrax

PYClens = SIZE
‘max

2)

The latent period was assessed using two complementary
methods. First, LatPYCs, the time elapsed from inoculation to
the appearance of 5% of the maximum number of pycnidia

Table 2 Analysis of variance to test the effect of the origin of the
inoculum (Grignon or Versailles) and of the presence or absence of
petroleum jelly on the trapping support on the latent period (LatPYCs)
assessed for 119 Zymoseptoria tritici isolates inoculated as ascospores
on wheat cv. Soissons

Factor d.f.  Sum of squares Mean square F P

Origin 1 38798 38798 0-503 048

Petroleum jelly 1 2719 2719 0-085 0-85

Origin x 1 93234 93234 1.209 027
petroleum jelly

Residual 115 886 976-2 77128

Table 3 Analysis of variance to test the effect of spore type
(ascospores vs pycnidiospores) on lesion size (SIZE4x), pycnidium
density (PYCdens), and latent period (LatPYCs) of 12 Zymoseptoria
tritici isolates inoculated on wheat cv. Soissons

Sum of Mean

Variable Factor d.f.  squares square F P

SIZE hax Spore type 1 735 735 258 012
Residual 22 627-8 28-5

PYCdens  Spore type 1 0-90 090 167 021
Residual 22 11.90 0-54

LatPYCs Spore type 1 159759 159759 470 004
Residual 22 74 8161 3400-7
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(PYCpuax), was calculated using Eqn (1) for each lesion induced
either by ascospores or pycnidiospores of each isolate. PYC.y
ranged from 20 to 80, so LatPYCs was considered a good indi-
cator of the time elapsed between inoculation and the appear-
ance of the 1-4 earliest pycnidia. Secondly, a Gompertz growth
curve was fitted to the total number of sporulating lesions LES
(2) (i.e. lesions for which PYC(#) > 0-05 x PYC,,.y) assessed on
several leaves:

LES(t) = LESax CXp(—BLEseih‘Fs't) (3)
where LES,,.« is the maximum number of lesions, 7 g is a rate
parameter, and By gg is a position parameter.

LatLES;7, the time elapsed from inoculation to 1/e ~ 36-8%
of LES,,.« (inflexion point of a Gompertz function), was calcu-
lated using Eqn (3). This method could not be used after asco-

50

spore inoculation because each individual was unique and
caused only one lesion.

Data analysis

SIZE ax, PYCdens and LatPYCs were estimated after ascospore
inoculation for each of the 119 isolates, based on the assessment
of a single lesion (no replication), and after pycnidiospore inocu-
lation by mean values calculated from the assessment of all the
lesions induced by each of the 12 selected isolates (Table 1).

For the ascospore inoculation, LatLES3, calculated using the
119 lesions, was an average estimate of the latent period for
119 different isolates. For the pycnidiospore inoculation, La-
tLES;; was estimated first for a given isolate (among the 12
selected isolates), and secondly for the whole population using
all the data corresponding to the 12 isolates.
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The effects of petroleum jelly (with or without) and the ori-
gin of inoculum (Versailles, Grignon) on the latent period for
the ascospore inoculation were tested in an analysis of variance
(aNova; Table 2). For LatPYCs assessed on 119 isolates, the
variance was partitioned into sources attributable to the pres-
ence of petroleum jelly (J) and the origin (O), according to the
model:

Yl‘oi:M+J+O+8 (4)

where Yj,; is the value of the latent period of isolate i, for the
presence or not of petroleum jelly j, for the origin o, and ¢ is the
error term.

The effect of the type of spore on the three pathogenicity
components (SIZE, .., PYCdens, and LatPYCs) was tested in an
ANOVA (Table 3). For each component assessed on 12 isolates,
the variance was partitioned into sources attributable to the type
of spore (S), according to the model:

Yi=M+S+e¢ (5)

where Yj; is the value of the pathogenicity component Y of iso-
late i, for type of spore s, and ¢ is the error term.

Results

The inoculation of 100 wheat leaves with 10 ascospore
suspensions yielded 119 lesions (Fig. 1f-i). One hundred
lesions were induced by ascospores trapped from wheat
debris at Grignon (against 19 from wheat debris at Ver-
sailles) and 68 were trapped using petroleum jelly
(against 51 without) (Table 1). The inoculation of
12 x 4 wheat leaves with the 12 pycnidiospore suspen-
sions yielded 425 lesions; each of the 12 isolates induced
between 12 and 26 lesions. The distribution of SIZE,, .,
PYCdens, and LatPYCs for the 119 lesions obtained
after ascospore inoculation is shown in Figure 2; patho-
genicity components of the 12 isolates selected from the
119 assessed after ascospore inoculation, fell quite evenly
within that distribution.

LatPYCs calculated for the 119 lesions obtained after
ascospore inoculation was not significantly affected
either by the use of petroleum jelly (567-2 ddpi without
petroleum jelly [68 lesions] versus 570-8 ddpi with petro-
leum jelly [51 lesions]), or the origin of the isolates
(5672 ddpi for isolates originating from Versailles [19
lesions] versus 566-8 ddpi for isolates originating from
Grignon [100 lesions]) (Table 2).

For each of the 12 selected isolates, the latent period
LatPYC;s (Fig. 3) was statistically different after ascospore
and pycnidiospore inoculation (P = 0-04; Table 3); Lat-
PYC;s was significantly longer after ascospore (557-4 ddpi)
than pycnidiospore inoculation (501-9 ddpi). There was
no difference either for lesion size SIZE,,.. (P = 0-12) or
pycnidium density PYCdens (P = 0-21). Means of SIZE,,,
(13-4 mm? after ascospore inoculation vs 11-4 mm? after
pycnidiospore inoculation) and of PYCdens (2-55 pycnidia
mm 2 vs 2-22 pycnidia mm ™ 2) were not significantly dif-
ferent.

The mean latent period LatLES37, calculated from the
cumulative number of sporulating lesions appeared after

inoculation  (when PYC(z) > 0-05 x PYC,.x), was
536-2 ddpi for ascospore inoculation and 472-7 ddpi for
pycnidiospore inoculation (Fig. 4). LatLES37, which cor-
responds to the maximal rate of lesion appearance (time
at which the mean number of new sporulating lesions
appeared during one degree-day, ALES(¢)/At, is maxi-
mum), was reached, on average, 63-5 ddpi (3-4 days)
later for ascospore than for pycnidiospore inoculation.
The significance of the difference could not be tested sta-
tistically because of the heterogeneity of the two data
sets used to calculate LatLES5,: in one set, 119 lesions
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Figure 4 (a) Mean number of new sporulating lesions appeared per
degree-day period (ALES(f)/At) after inoculation of 100 wheat leaves
with 10 Zymoseptoria tritici ascospore suspensions (O) and after
inoculation of 4 x 12 wheat leaves with pycnidiospore suspensions of
12 selected isolates (@). (b) Cumulative normalized number of lesions
(LES(#)/LESax) appeared after inoculation of 100 wheat leaves with
ascospore suspensions (O) and after inoculation of 4 x 12 wheat
leaves with pycnidiospore suspensions of 12 selected isolates (@®).
Each point corresponds to a sporulating lesion. Lines correspond to
the fitted curves (Gompertz model). Time is expressed in degree-days
post-inoculation (ddpi). The mean latent period LatLES3; (inflexion
point of the fitted curves) was 536-2 ddpi for ascospore inoculation
and 472-7 ddpi for pycnidiospore inoculation.
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Figure 5 Cumulative normalized number of
lesions (LES(#)/LES,ax) appeared after
inoculation of 4 x 12 wheat leaves with 201
pycnidiospore suspensions of 12
Zymoseptoria tritici isolates. Each point
corresponds to the appearance of a new
sporulating lesion. Lines correspond to the
fitted curves (Gompertz model). Time is 0+
expressed in degree-days post-inoculation 350

(ddpi).

induced by 119 different isolates after ascospore inocula-
tions, in the other set, 425 lesions induced by 12 differ-
ent isolates after pycnidiospore inoculations. However,
this difference in LatLES;; was consistent with that
obtained for LatPYCs.

Latent period LatLES3; after pycnidiospore inoculation
was calculated for each of the 12 selected isolates
(Fig. 5) and compared to their LatPYCs. The two mea-
sures of latent period (LatLES3; and LatPYCs) were
found to be significantly correlated (Fig. 6), with a slope
close to 1. Thus, the average time of appearance of the
first pycnidia is close to the average time at which the
rate of sporulating lesion appearance is maximal.

The correlation between the mean values of lesion size
(SIZE,,ax), pycnidium density (PYCdens), and latent per-
iod (LatPYCs), assessed after ascospore and pycnidios-
pore inoculation for each of the 12 selected isolates is
presented in Figure 7. For each pathogenicity compo-
nent, the inter-isolate variability was higher after asco-
spore than pycnidiospore inoculation. The value
obtained after pycnidiospore inoculation corresponds to
the mean recorded on several lesions, while it corre-
sponds to a single value recorded on one lesion after
ascospore inoculation. Despite this experimental artefact,
no relationship between pathogenicity components
obtained after ascospore and pycnidiospore inoculation
was found.

Discussion

In the experimental conditions of the present investiga-
tion, the latent period of Z. #ritici on adult wheat
leaves was significantly longer after infection with as-
cospores than with pycnidiospores, but no difference
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Figure 6 Assessment of the latent period (ddpi, degree-days post-
inoculation) of septoria tritici blotch after inoculation of four wheat
upper leaves with pycnidiospore suspensions (12 isolates, diamonds).
LatLES37 is the time elapsed from inoculation to the maximum rate of
lesion appearance at the leaf scale; LatPYCs is the mean time elapsed
from inoculation to the appearance of first pycnidia on the lesion.

was established for lesion size and density of pycnidia.
Differences in pathogenicity between asexual and sexual
spores were previously reported for only a few other
ascomycete fungi (Wood & Barbetti, 1977; Gilles et al.,
2001; Mason & Huber, 2001; Karolewski et al., 2002;
Li et al., 2004; Trapero-Casas & Kaiser, 2007). In
contrast to those studies, the high inter-individual varia-
tion in Z. tritici pathogenicity (Suffert et al., 2013)
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Figure 7 Latent period (LatPYCs), pycnidium density (PYCdens) and
lesion size (SIZEax), assessed for 12 Zymoseptoria tritici isolates after
ascospore and pycnidiospore inoculation. Each point corresponds to
the mean of several values for pycnidiospore inoculation (vertical bars
represent standard deviation) but to a single value for ascospore
inoculation; mean values and standard deviations are given next to the
dotted lines.

prompted the use of asexual and sexual spores of the
same genotypic origin, produced through a two-stage
inoculation procedure. To the best of the authors’

knowledge, this is the first report of successful infection
of wheat leaves with Z. tritici ascospores in controlled
conditions and of the subsequent development of
lesions. Moreover, in all reported infection experiments,
the asexual spores were conidia obtained by clonal
multiplication from yeast-like mycelium grown on artifi-
cial medium, not pycnidiospores from pycnidia borne
by a leaf lesion.

The difference in mean latent period between the two
spore types, assessed as the maximum likely time elapsed
between inoculation and the appearance of the first py-
cnidia (ALatPYCs = 55-5 ddpi), was close to the differ-
ence assessed as the maximum likely time elapsed
between inoculation and the appearance of the majority
of the sporulating lesions (ALatLES3; = 63-5 ddpi). This
consistency is supported by the significant correlation
between LatLES3; and LatPYCs assessed for the 12
selected isolates.

The longer latent period recorded after inoculation
with sexual spores suggests that fungal growth that pre-
cedes the appearance of the new lesions is slower after
inoculation with an ascospore than with a pycnidios-
pore. The early processes of infection (spore adhesion,
germination, and penetration) might also be less effi-
cient in ascospores than in pycnidiospores. However,
possible differences in infection efficiency, the probabil-
ity that a spore deposited on a receptive host surface
produces a lesion (Pariaud et al., 2009), could not be
tested. Technical limitations, such as the very low
amounts of collected ascospores from spore traps and
the small size of both Z. tritici ascospores and pycni-
diospores compared to spores of other fungi (e.g. Pucci-
nia triticina; Azzimonti ef al., 2013), prevented the
precise assessment of inoculum concentration in the
suspensions that is required for the accurate assessment
of infection efficiency.

In contrast to the results obtained in the present study,
ascospores were reported to be more infectious than
asexual spores in three ascomycete fungi. In Leptosphae-
ria maculans, the cause of blackleg disease on Brassica
crops, ascospores caused more infections than pycni-
diospores (Mason & Huber, 2001) and the latent period
was shorter after infection with ascospores (Brunin &
Lacoste, 1970; Alabouvette et al., 1974). Moreover, ger-
mination and penetration, as well as the subsequent
development of lesions, were much earlier with ascosp-
ores than with pycnidiospores (Li et al., 2004). In Pyren-
opeziza brassicae, the cause of light leaf spot of oilseed
rape, about 25 ascospores or about 700 pycnidiospores
per leaf were required for successful infection (Karolew-
ski et al., 2002), confirming that ascospores of P. brassi-
cae are more infective than conidia (Gilles et al., 2001).
These investigations did not test for a difference in latent
period between the two spore types used for inoculation.
In Didymella rabiei, the cause of ascochyta blight of
chickpea, inoculation of plants with ascospores resulted
in a significantly higher disease severity than conidia,
which had a slower germination process than ascospores
(Trapero-Casas & Kaiser, 2007). The differences among
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Table 4 Number of cells and volume of ascospores and pycnidiospores/conidia in four ascomycete fungi

Number of cells

Volume (um?®)?

Fungus Ascospore Pycnidiospore or conidia Ascospore Pycnidiospore or conidia
Zymoseptoria tritic® 2 4-8 50 210
Pyrenopeziza brassicae® 1-2 1 70 80
Leptosphaeria maculans® 6 1 1100 7
Didymella rabief 2 1-2 330 70

2Volume was approximated as n/6 x a x b?* (ellipsoid) with mean length a and mean width b, whatever the shape of the spore.
Pa=125 b=28um for ascospore (range 10-15 x 2.5-3.0 um; Shaner, 2010); a=59.0, b= 2.6 ym for pycnidiospore (range 20-98 x

1.4-3-8 um; Shaner, 2010).

®a=14.5, b=3.0 um for ascospore (range 13.5-15.5 x 2.5-3.-0 um; Rawlinson et al, 1978); a= 13.0, b = 3.5 um for pycnidiospore (range

10-16 x 3:0-4-0 um; Rawlinson et al., 1978).

da =50, b=6:5pum for ascospore (range 30-70 x 4-0-9-0 um; Smith & Sutton, 1964); a = 4.0, b = 1.8 um for pycnidiospore (range 3-0-5.0 x

1.5-2.0 pm; Smith & Sutton, 1964).

®a=15.4, b=6-4um for ascospore (range 13.5-17-3 x 6:0-6-8 um; Nene, 1982); a= 13, b= 3-3 um for pycnidiospore (range, 10-16 x

3:0-5-0 pm; Punithalingam & Holliday, 1972).

these fungi might be due to differences in the size of the
spores (Table 4). In Z. #ritici, the spore volume is four
times bigger for a pycnidiospore than for an ascospore.
The volumes of the two types of spores are nearly equiv-
alent in P. brassicae. In contrast, the spore volume is
much bigger for an ascospore than for a pycnidiospore
in D. rabiei (5x) and L. maculans (150x). The differ-
ence in latent period observed between the two spore
types in those three fungi may be related to a differential
ability to cause infection: smaller spores, which also con-
tain a smaller number of cells (Table 4), are likely to
contain less nutrient reserves (Garrett, 1973); conse-
quently, the time required for germ tube growth and
penetration into host tissues may be longer. In the case
of Z. tritici, it may be that the smaller ascospores germi-
nated less rapidly than the bigger pycnidiospores, and so
took longer to enter the host tissue. It may also be possi-
ble that a longer latent period was due to a slower
growth period after infection. Both assumptions should
be tested using microscopic observations.

Differences in latent period for ascospore and
pycnidiospore infections could be related to different
microclimatic requirements. Temperature and wetness
requirements for infection by two spore types have rarely
been compared in ascomycete fungi (Karolewski et al.,
2002; Trapero-Casas & Kaiser, 2007). However, in the
present investigation, it is unlikely that wetness duration
was a limiting factor as both spore types were kept in a
humid environment for a long period (72 h). The aver-
age temperature during the 3 weeks after inoculation
was slightly higher for ascospores (18:9°C) than pycni-
diospores (17-2°C). However, these temperatures are
quite close to the thermal optimum of Z. tritici after
conidial inoculation (c. 18°C; Bernard et al., 2013);
therefore, it is unlikely that temperature was a limiting
factor for any of the spore types.

Models of the development of septoria tritici blotch
that explicitly consider both ascospores and pycnidiosp-
ores, either all through the crop season (Eriksen et al.,
2001) or only at the onset of the epidemic (Robert et al.,

2008), assume that the infection process after spore
deposition is the same for both spore types. The results
of the present study suggest that the mean latent period
during the very beginning of an epidemic, when first
lesions are mainly caused by wind-dispersed ascospores
(Suffert et al., 2011), is longer than during the spring
epidemic stage, when secondary infections are caused by
splash-dispersed pycnidiospores. This difference might be
increased by winter cold temperatures and the non-line-
arity of the thermal performance curve of Z. tritici
(Shaw, 1990; Bernard ef al., 2013). Although spring
infections are mainly caused by pycnidiospores splash-
dispersed upwards in the wheat canopy, infections by
airborne ascospores released by pseudothecia developing
on wheat plants cannot be excluded (Duvivier et al.,
2013). The pycnidiospore surface density is likely to be
high in a wheat crop from first node visible Z31 to flag
leaf visible Z37 (Lovell et al., 1997; Suffert & Sache,
2011) and the ascospore surface density is much lower
(Hunter et al., 1999; Suffert & Sache, 2011). However,
environmental conditions (wind versus rainfall) could
affect the relative availability of ascospores versus pycni-
diospores, so inducing infections on upper leaves by as-
cospores rather than by pycnidiospores; this has been
sporadically suspected in field observations (C. Mau-
mené, Arvalis-Institut du Végétal, Boigneville, personal
communication). A 60-dd difference in latent period
seems to be minor at the epidemic scale, but this delay
should be incorporated into epidemiological models.
Moreover, forecasting models used for timing fungicide
sprays might be improved if the difference in latent per-
iod between the two spore types were considered.
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