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En français

CONTEXTE GÉNÉRAL

Quelle situation, quels enjeux motivent ce projet ?

La  septoriose  du  blé,  causée  par  Zymoseptoria  tritici  est  la  première  maladie
affectant le blé en Europe. La lutte contre cette maladie consiste principalement en
l’application de fongicides comportant  cependant  comme effet  non intentionnel  la
sélection  d’individus  résistants  dans  les  populations.  Récemment,  un  nouveau
mécanisme  a  été  détecté,  associé  à  un  phénotype  de  résistance  multidrogues
(MDR). La MDR est provoquée par efflux accru de fongicides de modes d’action
divers, et conduit à une résistance non spécifique à de nombreuses molécules. Des
études  antérieures  ont  permis  d’identifier  le  transporteur  impliqué  ainsi  que  les
mutations potentiellement responsables du phénotype MDR. Des essais au champ
ont indiqué une tendance à la sélection des souches MDR par une l'association entre
SDHI  et  IDM.  L’enjeu  de  notre  proposition  est  de  prévenir  la  sélection  de  la
résistance MDR chez Z. tritici.

OBJECTIFS GÉNÉRAUX DU PROJET

1. Démontrer  formellement  l’implication  des  mutations  mdr  identifiées
précédemment dans le phénotype MDR

2. Détecter et quantifier les mutations mdr dans les populations
3. Evaluer le risque de résistance en pratique lié au mécanisme MDR chez  Z.

tritici, i.e.
a. Mesurer le coût sélectif lié à la résistance MDR
b. Quantifier  la  capacité  de  différents  programmes  de  traitement  à

sélectionner la MDR
c. Evaluer le risque de recombinaison entre la résistance de type MDR et

la résistance spécifique aux SDHI.

QUELQUES ÉLÉMENTS DE MÉTHODOLOGIE (ET ÉVENTUELLES DIFFICULTÉS RENCONTRÉES)

 Axe 1 : Validation des mutations mdr
Les mutations identifiées chez les isolats MDR correspondent à trois types d’inserts
dans le promoteur du gène MFS1 nommés respectivement I, II et III. Par génétique
réverse, nous avons remplacé l’allèle  MFS1 d’une souche de  Z. tritici sensible par
l’un des trois allèles MFS1 des souches MDR (type I, II ou III). Les mutants obtenus
ont  été testés pour leur  sensibilité aux différentes catégories de fongicides (IDM,
SDHI, QoI).

 Axe 2 : Développement d’outils de diagnostique
Détection de la MDR : PCR basée sur les inserts du promoteur MFS1.
Quantification de la MDR dans les populations : une approche par qPCR basée sur
la diversité du promoteur MFS1 a été abandonnée par manque de sensibilité. Une
approche alternative basée sur la technologie dite d’amplicon deep-sequencing a été
mise au point.

 Axe  3 :  Evaluation  du  risque  de  résistance  en  pratique  lié  aux
phénomènes MDR chez Z. tritici
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Axe 3A : Mesurer le cout sélectif associé à la résistance MDR
Pour réaliser cette étude, nous avons choisi  d’étudier plusieurs traits biologiques,
affectant la phase sexuée ou asexuée du cycle de vie du champignon, mesurés in
vitro ou in planta. 

Axe  3B :  Quantifier  la  capacité  de  différents  programmes  de  traitement  à
sélectionner la MDR
Cette partie exploite les résultats obtenus par le Réseau Performance, animé par
Arvalis depuis 2004, et aidé de l’INRA BIOGER pour l’analyse des fréquences de
résistance dans les populations. L’analyse statistique de la fréquence des différentes
catégories  de  résistance  en  relation  avec  les  programmes  de  traitement,  sur
plusieurs  années  et  sur  tous  les  essais  du  réseau,  a  été  mise  en  œuvre  pour
d’identifier les programmes les plus à risque.

Axe 3C : Evaluer le risque de recombinaison entre la résistance de type MDR et
la résistance spécifique aux SDHI.
Dans  cette  partie  nous  avons  comparé  les  génotypes  quasi-isogéniques  portant
différentes combinaisons entre l’allèle MFS1(MDR-type I) et deux allèles conférant la
résistance  aux  SDHI.  Après  isolement  et  caractérisation  génotypique  des
descendants  de  ces  deux  croisements,  nous  avons  mesuré  l’intensité  de  la
résistance et la fitness associée pour chaque combinaison allélique, par des tests
biologiques.

RÉSULTATS OBTENUS

(1) Par remplacement génique, nous avons démontré que les trois types d’inserts
dans  le  promoteur  du  gène  MFS1 sont  responsables  du  phénotype  MDR
(publication Omrane et al, 2017)

(2)  La détection de ces inserts  par  PCR permet désormais une détection rapide
d’isolats du champ. Ce test est utilisé par de nombreux laboratoires de recherche
internationaux ainsi que par le laboratoire partenaire de l’Anses, Lyon. Quant à la
quantification  des  fréquences  de  MDR  dans  des  populations  de  Z.  tritici,
l’approche par qPCR a été abandonnée car trop peu sensible. Une approche par
séquençage Nanopore d’amplicons a été développée et testée. Cette dernière
nécessite  encore  des  améliorations  pour  pallier  aux  biais  de  PCR,  afin
d’augmenter précision et sensibilité de la quantification des fréquences de MDR.

(3) Par la réalisation de deux croisements,  entre d’une part  une souche MDR et
d’autre part  deux souches présentant  une résistance spécifique aux SDHI et
IDM,  nous  avons  obtenu  deux  descendances  comportant  des  individus
présentant  toutes  les  combinaisons  alléliques.  Ces  descendants  semi-
isogéniques ont  montré  que la  combinaison du mécanisme de MDR avec le
mécanisme  de  modification  de  la  cible  augmente  systématiquement  et
significativement l’intensité de la résistance, que ce soit pour les SDHI ou les
IDM.

(4) L’analyse des traits de vie (mesurés à la fois pour plusieurs traits des cycles
sexué et asexué de Z. tritici) n’a pas permis d’identifier de cout important pour les
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génotypes associés, en particulier pour ceux combinant les trois des cinq allèles
de résistance étudiés (2 allèles de résistance spécifique aux SDHI, 2 allèles de
résistance  spécifique  aux  IDM,  1  allèle  de  résistance  MDR),  même  si  des
tendances ont été observées.

(5) Les essais réalisés au champ ont montré que la MDR agissant par efflux accru
diminue significativement l’efficacité des programmes lorsque les souches MDR
sont à forte fréquence dans les populations. Ces souches sont sélectionnées
préférentiellement par les doubles applications de SDHI, comparativement aux
programmes  sans  SDHI  ou  avec  une  seule  application.  L’introduction  d’un
multisite comme le chlorothalonil dans les programmes réduit significativement la
sélection de la MDR.

IMPLICATIONS PRATIQUES, RECOMMANDATIONS, RÉALISATIONS PRATIQUES, VALORISATION

 Implications pratiques :
Puisque le risque de résistance en pratique est significativement augmenté par la
combinaison des mécanismes de résistance (efflux accru et modification de la cible),
et puisqu’il n’est pas envisageable d’empêcher la reproduction sexuée au champ de
Z. tritici, il convient de mettre en œuvre des méthodes de contrôle limitant la sélection
des mécanismes individuels, pour diminuer la probabilité de recombinaison naturelle.

 Recommandations et limites éventuelles :
Limiter  de  manière  générale  l’utilisation  des  fongicides  aux  seules  interventions
indispensables ; utiliser d’autres moyens de lutte permettant de contrôler la maladie
lorsque  cela  est  possible.  Limiter  les  SDHI  à  une  application  par  saison,  en
association  avec  un  autre  mode  d’action  suffisamment  efficace  sur  Z.  tritici et
préférer, si possible les programmes intégrant un fongicide multisite (chlorothalonil
en particulier ; à confirmer pour les autres solutions, soufre notamment).

 Réalisations pratiques et valorisation :

Axe 1 : publication des résultats dans la revue mSphere. (Omrane et al, 2017).
Axe 2 : outil diagnostic de souches MDR par PCR. 
Axe 3 : publication des résultats en cours de préparation.

PARTENARIATS MIS EN PLACE, PROJETÉS, ENVISAGÉS

Partenariat  avec  l’Université  Aarhus,  DK  pour  le  développement  de  l’outil  de
quantification par  séquençage Nanopore (accueil  du chercheur  T. Heick à l’INRA
pendant 6 mois en 2018).

POUR EN SAVOIR PLUS (QUELQUES RÉFÉRENCES)
Note commune « Résistance des maladies des céréales à paille ». www.r4p-inra.fr
Garnault, M., et al. (2019). "Spatiotemporal dynamics of fungicide resistance contrast
quantitatively  in  the  pathogenic  fungus  Zymoseptoria  tritici."  Pest  Management
Science. doi: 10.1002/ps.5360
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LISTE DES OPÉRATIONS DE VALORISATION ISSUES DU CONTRAT (ARTICLES DE

VALORISATION, PARTICIPATIONS À DES COLLOQUES, ENSEIGNEMENT ET FORMATION,
COMMUNICATION, EXPERTISES…)

PUBLICATIONS SCIENTIFIQUES

Publications scientifiques parues 1/ Omrane, S., C. Audéon, A. Ignace, C. Duplaix, 
L. Aouini, G. Kema, A.-S. Walker & S. Fillinger, 
(2017) Plasticity of the MFS1 Promoter Leads to 
Multidrug Resistance in the Wheat Pathogen 
Zymoseptoria tritici. mSphere 2: pii: e00393-
00317.

Publications scientifiques à 
paraître
Publications scientifiques prévues 2/ Amplicon Nanopore sequencing to detect and 

quantify multi-drug resistant strains in 
Zymosptoria tritici field populations
3/ Prediction and evaluation of resistance risk 
towards SDHIs in the context of multidrug 
resistance in Zymoseptoria tritici

COLLOQUES

Participations  passées  à  des
colloques

[Présentation  orale]  Omrane,  S.,  C.  Audéon,  A.
Ignace,  C.  Duplaix,  L.  Aouini,  G.  Kema,  A.-S.
Walker & S. Fillinger Multi drug resistance in
the wheat pathogen Zymoseptoria tritici - a
question  of  repeated  elements? Fungal
Genetics Conference,  Pacific Grove,  USA 12-17
mars 2019

[Présentation  orale]  Omrane,  S.,  C.  Audéon,  A.
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[Présentation  orale]  Omrane,  S.,  C.  Audéon,  A.
Ignace,  C.  Duplaix,  L.  Aouini,  G.  Kema,  A.-S.
Walker  & S.  Fillinger Plasticity  of  the  MFS1
promoter leads to multi drug resistance in
the  wheat  pathogen  Zymoseptoria  tritici.
Fungal Genetics Conference, Pacific Grove, USA
12-17 mars, 2017

[Proceedings] Gazeau, G. and AS. Walker (2018).
Mécanisme de la résistance multidrogues (MDR)
et  prévention  du  risque  de  résistance  aux  anti-
septoriose  chez  Zymoseptoria  tritici.  12ème
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conférence  internationale  sur  les  maladies  des
plantes.  Végéphyl.  Tours  -  11  et  12  décembre
2018.

[Proceedings]  Couleaud,  G.,  et  al.  (2018).
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to  MFS1  overexpression  and  multi-drug-
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[Proceedings] Omrane, S., et al. (2016). Several
mutations of Zymoseptoria tritici field strains lead
to  MFS1  overexpression  and  multi-drug
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RÉSUMÉS

En français

RÉSUMÉ COURT 

Ce  projet  a  abouti  à  la  caractériser  du  mécanisme  moléculaire  original  de  la
résistance multidrogues, sélectionné chez l’agent pathogène du blé,  Zymoseptoria
tritici.  Cette  découverte  a  permis  la  mise  au  point  d’un  outil  moléculaire  de
quantification utilisable au champ. Le projet démontre également un accroissement
significatif du risque de résistance pratique lorsque ce mécanisme est associé au(x)
mécanisme(s) déjà présent(s) dans les populations de modification de la cible. Les
stratégies  permettant  de  minimiser  ce  risque de recombinaison ont  été  évaluées
dans un réseau d’essais au champ. 

RÉSUMÉ LONG

Contexte 
La  septoriose  du  blé,  causée  par  Zymoseptoria  tritici  est  la  première  maladie
affectant le blé en Europe. La lutte contre cette maladie consiste principalement en
l’application de fongicides comportant  cependant  comme effet  non intentionnel  la
sélection d’individus résistants dans les populations. Un nouveau mécanisme a été
détecté, associé à un phénotype de résistance multidrogues (MDR). La MDR est
provoquée par efflux accru de fongicides de modes d’action divers, et conduit à une
résistance non spécifique à de nombreuses matières actives. Des études antérieures
ont permis d’identifier le transporteur impliqué ainsi que les mutations potentiellement
responsables du phénotype MDR. Des essais au champ ont indiqué une tendance à
la sélection des souches MDR par une l'association entre SDHI et IDM. L’enjeu de
notre projet est de prévenir la sélection de la résistance MDR chez Z. tritici.

OBJECTIFS GÉNÉRAUX DU PROJET

1. Démontrer  formellement  l’implication  des  mutations  mdr  identifiées
précédemment dans le phénotype MDR

2. Détecter et quantifier les mutations mdr dans les populations
3. Evaluer le risque de résistance en pratique lié au mécanisme MDR chez Z.

tritici, i.e.
a. Mesurer le coût sélectif lié à la résistance MDR
b. Quantifier  la  capacité  de  différents  programmes  de  traitement  à

sélectionner la MDR
c. Evaluer le risque de recombinaison entre la résistance de type MDR

et la résistance spécifique aux SDHI.

Méthodologie
 Axe 1 : Validation des mutations mdr

Les mutations identifiées chez les isolats MDR correspondent à trois types d’inserts
dans le promoteur du gène MFS1 nommés respectivement I, II et III. Par génétique
réverse, nous avons remplacé l’allèle  MFS1 d’une souche de  Z. tritici sensible par
l’un des trois allèles MFS1 des souches MDR (type I, II ou III). Les mutants obtenus
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ont  été testés pour leur  sensibilité aux différentes catégories de fongicides (IDM,
SDHI, QoI).

 Axe 2 : Développement d’outils de diagnostique
Détection de la MDR : PCR basée sur la détection d’inserts du promoteur MFS1.
Quantification de la MDR dans les populations : une approche par qPCR basée sur
la diversité du promoteur MFS1 a été abandonnée par manque de sensibilité. Une
approche alternative basée sur la technologie dite d’amplicon deep-sequencing a été
mise au point.

 Axe  3 :  Evaluation  du  risque  de  résistance  en  pratique  lié  aux
phénomènes MDR chez Z. tritici

Deux croisements ont été réalisés, et permettent de borner le risque de résistance lié
à  l’association  du  mécanisme  responsable  de  la  MDR  et  des  mécanismes  de
modification de la cible, déjà présents dans les populations. Les descendants semi-
isogéniques  de  ces  deux  croisements,  couvrant  la  diversité  des  combinaisons
alléliques possibles pour cinq allèles de résistance, ont été génotypés et phénotypés
pour d’une part prédire le niveau de résistance, et d’autre part, la fitness associés à
chaque  combinaison  allélique.  Enfin,  les  données  (2016-2018)  des  réseaux
Performance et AFPP ont été analysés pour identifier les programmes de traitement
minimisant le risque de sélection de la MDR.

Principaux résultats obtenus
Le  travail  réalisé  dans  le  cadre  du  projet  MDRisque  a  permis  de  mieux  décrire
l’origine  et  les  caractéristiques  de  la  résistance  multi-drogues  (MDR)  chez  le
pathogène du blé Z. tritici. Nous avons validé que trois types d’inserts du promoteur
MFS1 sont responsables du mécanisme d’efflux accru de fongicides chez Z. tritici et
ainsi du phénotype MDR. Nous avons développé un outil de détection de ces allèles
sur souches isolées. Un outil de quantification basé sur la technique de séquençage
d’amplicons par la technologie Nanopore® a été développé, mais nécessite encore
des optimisations. 
Ce travail a également montré que la combinaison des mécanismes d’efflux et de
modification  de  la  cible,  rendue  possible  in  natura  par  une  reproduction  sexuée
fréquente  chez  Z.  tritici,  augmente  significativement  le  risque  de  résistance  en
pratique aux SDHI et aux triazoles. Paradoxalement, ce risque pourrait  concerner
principalement  les  allèles  présentant  de  faibles  niveaux  de  résistance  aux  SDHI
(comme l’allèle sdhCT79N, déjà détecté en France). En effet, si le risque de résistance
en pratique est faible pour des souches portant ce seul allèle, la combinaison avec le
mécanisme d’efflux permet d’atteindre des niveaux de résistance compatibles avec
une  perte  d’efficacité  au  champ.  Par  ailleurs,  il  n’a  pas  été  détecté  de  coût
particulièrement important, associé à chacun des cinq allèles de résistance étudiés
dans ce projet, qu’ils soient portés seuls ou en combinaison. Ceci réduit la possibilité
d’une diminution naturelle de la fréquence de ces allèles, en absence de sélection.
Finalement, nous avons montré que la MDR était sélectionnée préférentiellement par
des programmes à base de SDHI, alors qu’il est prévu prochainement l’homologation
de nouvelles molécules de ce mode d’action. Nous avons également montré que
l’introduction dans les programmes, en particulier  au T1, d’un multisite comme le
chlorothalonil, était de nature à réduire la sélection de la MDR.

Sorties opérationnelles pour décideurs, applications éventuelles
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Analyse complète et multicritères du risque de résistance en pratique associéx aux 2
mécanismes  de  résistance  principaux,  observés  chez  Z.  tritici, et  de  leur
combinaison.
Outils de suivi en routine du mécanisme responsable de la MDR.

Recommandations
Recommandations d’utilisation des fongicides anti-septoriose permettant de limiter la
selection des souches MDR : limiter l’utilisation des SDHI à 1 traitement par saison et
préférer lorsque cela est possible une association triple du type : IDM + SDHI + 
chlorothalonil aux associations doubles : IDM + SDHI.

MOTS-CLÉS

Gestion du risque; résistance aux fongicides; septoriose du blé; outil diagnostique; 
mécanisme de résistance; fitness

In English

ABSTRACT

Context 
Septoria  leaf  blotch,  caused  by  Zymoseptoria  tritici,  is  the  first  disease  affecting
wheat  in  Europe.  The  control  of  this  disease  relies  mainly  in  the  application  of
fungicides,  but  with  the  unintended  effect  of  selecting  resistant  individuals  in
populations.  A  new  resistance  mechanism  has  been  detected  in  populations,
associated with multidrug resistance (MDR). MDR is caused by enhanced efflux of
fungicides of various modes of action, and leads to non-specific resistance to many
active ingredients. Previous studies allowed to identify the transporter involved and
the  mutations  potentially  responsible  for  the  MDR  phenotype.  Field  trials  have
indicated a tendency for  MDR strains  to  be  selected by  an association  between
SDHIs and DMIs. The challenge of our project is to prevent the selection of MDR
resistance in Z. tritici.

Objectives
1. To demonstrate the involvement of the identified  mdr mutations in the MDR
phenotype
2. Detect and quantify mdr mutations in populations
3. Evaluate the risk of resistance in practice related to the MDR mechanism in Z.
tritici, i.e,.

a. Measure the selective cost related to MDR resistance
b. Quantify the ability of different treatment programs to select MDR
c. Assess the risk of recombination between MDR resistance and specific
resistance to SDHIs.

Methodology 
Axis 1: Validation of mdr mutations
The mutations identified in MDR isolates correspond to three types of inserts in the
MFS1 promoter named I, II and III, respectively. By reverse genetics, we replaced the
MFS1 allele of a susceptible Z. tritici strain with one of the three MFS1 alleles of the
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MDR strains (type I, II or III). The mutants obtained were tested for their sensitivity to
different fungicide categories (DMI, SDHI, QoI).

Axis 2: Development of diagnostic tools
MDR detection: PCR protocol based on the detection of MFS1 promoter inserts.
Quantification of MDR in populations: a qPCR approach based on the diversity of the
MFS1 promoter  has  been  abandoned  due  to  lack  of  sensitivity.  An  alternative
approach based on the so-called deep-sequencing amplicon technology has been
developed.

Axis 3: Evaluation of the resistance risk in practice related to MDR phenomena in Z.
tritici
Two crosses have been achieved, designed to limit the risk of resistance associated
with  the  association  of  the  mechanism  responsible  for  MDR  and  the  target
modification mechanisms already present in populations. The semi-isogenic offspring
of these two crosses, covering the diversity of possible allelic combinations for five
resistance alleles, were genotyped and phenotyped to predict the level of resistance
and fitness associated with each allelic combination. Finally, data (2016-2018) from
the Performance and AFPP networks were analyzed to identify treatment programs
that minimize the risk of MDR selection.

Main results
The work carried out in this “MDRisque” project allowed to better understand the
origin and characteristics of multi-drug resistance (MDR) in the wheat pathogen  Z.
tritici. We validated that three types of inserts of the MFS1 promoter are responsible
for  the  increased  fungicide  efflux  mechanism  in  Z.  tritici and  thus  for  the  MDR
phenotype. We have developed a tool to detect these alleles on isolated strains. A
quantification tool based on the amplicon sequencing technique using Nanopore®
technology has been developed, but still needs to be optimized. 
This  work  also  showed  that  the  combination  of  efflux  and  target  modification
mechanisms, made possible  in natura by frequent sexual reproduction in  Z. tritici,
significantly  increases  the  risk  of  resistance  in  practice  to  SDHIs  and  triazoles.
Paradoxically, this risk may principally concern alleles with low levels of resistance to
SDHIs (such as the SDHCT79N allele, already present in French populations). Indeed,
if the risk of resistance in practice is low for strains carrying this single allele, the
combination with the efflux mechanism leads to resistance levels compatible with a
loss  of  field  efficacy.  In  addition,  no  particularly  significant  costs  were  detected
associated with each of the five resistance alleles studied in this project, either alone
or in combination. This reduces the possibility of natural decrease in the frequency of
these alleles, in the absence of selection.
Finally, we have shown that  programs based on SDHI preferentially  select MDR,
while it is expected that new active ingredients of this mode of action will soon be
approved. We also showed that the introduction into programs, particularly in T1, of a
multisite such as chlorothalonil, was likely to reduce MDR selection.

Applications for public policies
Exhaustive and multi-criteria analysis of  the resistance risk in practice associated
with the two main resistance mechanisms observed in Z. tritici and their combination.
Tools for routine monitoring of the mechanism responsible for MDR.
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Recommendations
Recommendations for the use of anti-septoria fungicides to limit the selection of MDR
strains: limit the use of SDHI to 1 treatment per season and prefer, if possible, a triple
combination of the type: IDM + SDHI + chlorothalonil to double combinations: IDM +
SDHI.

KEYWORDS

Risk management; fungicide resistance; wheat septoria; diagnostic tool; resistance
mechanism; fitness
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CONTEXTE GÉNÉRAL

La septoriose, causée par  Zymoseptoria tritici,  est la première maladie affectant le
blé  en  Europe  (Fones  &  Gurr,  2015).  La  lutte  contre  cette  maladie  consiste
principalement en l’application de fongicides comportant cependant comme effet non
intentionnel la sélection d’individus résistants dans les populations. Ainsi, l’efficacité
des  traitements  chimiques  peut  être  compromise  et  conduire  à  des  traitements
inefficaces ou inutiles. Ce problème est particulièrement prégnant chez Z. tritici qui a
développé des résistances spécifiques à la plupart des modes d’action disponibles. 
Un nouveau mécanisme associé à la résistance spécifique aux IDM (ou triazoles)1 a
été détecté dans les populations naturelles, en progression depuis 2008 dans les
populations  françaises.  Ce  mécanisme  génère  des  phénotypes  multidrogues
résistants (MDR). Ce mécanisme monogénique se caractérise par une résistance
croisée à des matières actives de modes d’action indépendants  (Leroux & Walker,
2011).  Le  mécanisme  MDR  est  lié  à  un  efflux  accru  de  fongicides,  lui-même
provoqué par la surproduction du transporteur membranaire Mfs1  (Omrane et al.,
2015).  Des  insertions  dans  le  promoteur  du  gène  MFS1  co-segrègent  avec  ce
phénotype  et  pourraient  être  responsable  de la  surexpression  du gène  qui,  elle,
conduit au phénotype MDR. Des essais au champ ont montré une tendance à la
sélection  préférentielle  de  ces  souches  MDR  par  les  SDHI2 associés  aux  IDM.
L’introduction sur le marché de nouveaux SDHI est de nature accroître le risque de
sélection du mécanisme d’efflux,  voire de favoriser la combinaison des nouveaux
allèles  avec  ceux  déjà  présents  dans  les  populations  (résistance  multiple),
compromettant l’efficacité pratique des IDM et des SDHI, voire de modes d’action
originaux. 

L’enjeu de notre proposition est clairement de prévenir la sélection de la résistance
MDR chez  Z. tritici, et  in fine, la sélection de génotypes très résistants combinant
plusieurs mécanismes de résistance pouvant compromettre fortement la durabilité
des solutions. 

OBJECTIFS GÉNÉRAUX DU PROJET

Pour estimer le risque de sélection et de la progression de la MDR chez la septoriose
du blé, nous avons abordé les objectifs suivants :

(1) Démontrer  formellement  l’implication  des  mutations  mdr  identifiées
précédemment dans le phénotype MDR.

(2) Détecter et quantifier les mutations mdr dans les populations.
(3) Evaluer le risque de résistance en pratique lié au mécanisme MDR chez  Z.

tritici , i.e.,
a. Mesurer le coût sélectif lié à la résistance MDR
b. Quantifier  la  capacité  de  différents  programmes  de  traitement  à

sélectionner la MDR.
c. Evaluer le risque de recombinaison entre la résistance de type MDR et

la résistance spécifique aux SDHI.

QUELQUES ÉLÉMENTS DE MÉTHODOLOGIE (ET ÉVENTUELLES DIFFICULTÉS RENCONTRÉES)

 Axe 1 : Validation des mutations mdr

1 IDM : Inhibiteurs de la 14α-déméthylase
2 SDHI : Inhibiteurs de la succinate déshydrogénase
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Par génétique réverse, nous avons remplacé l’allèle MFS1 d’une souche de Z. tritici
sensible par l’un des trois allèles  MFS1 des souches MDR (type I,  II  ou III).  Les
mutants  obtenus  et  validés  ont  été  testés  pour  leur  sensibilité  aux  différentes
catégories de fongicides (IDM, SDHI, QoI).

 Axe 2 : Développement d’outils de diagnostique
Détection de la MDR : PCR basée sur la détection des inserts du promoteur MFS1
(différence de taille d’amplicons).

Quantification de la MDR dans les populations : approche par qPCR basée sur les
inserts  dans  le  promoteur  MFS1 abandonnée  par  manque  de  sensibilité ;  Une
approche alternative  basée sur  la  technologie dite  « amplicon deep-sequencing »
(MinIon, Oxford-Nanopore) a été mise au point.

 Axe  3 :  Evaluation  du  risque  de  résistance  en  pratique  lié  aux
phénomènes MDR chez Z. tritici

Axe 3A : Mesurer le cout sélectif associé à la résistance MDR
Pour réaliser cette étude, nous avons choisi  d’étudier plusieurs traits biologiques,
affectant la phase sexuée ou asexuée du cycle de vie du champignon. Les traits
étudiés sont listés dans le tableau ci-dessous :

Phas
e

Trait de vie Description

S
e

xu
ée

Quantité  d’ascospores
produites après méiose

Quantité  d’ascospores  produites  après
croisement.

A
se

xu
ée

Croissance à 17°C sur
différents  milieux  de
culture

Dynamique  de  croissance  en  milieu  liquide
variant pour la source de carbone, d’azote leur
richesse globale.

Production d’acides Mesure  de  la  quantité  d’acides  produits
(variation d’un indicateur colorimétrique) lors de
la  croissance  du  champignon.  Le  pouvoir
pathogène de certains champignons s’exprime
souvent par la production d’acides (notamment
acide oxalique).

Taux de germination Mesure  du taux de germination  en conditions
standardisées.

Croissance sur plante Expression  dynamique  des  symptômes  en
conditions optimales, sur plantes non traitées.

Les  souches  utilisées  sont  celles  issues  de  croisements  décrits  dans  l’axe  3C.
L’utilisation  de  descendances  semi-isogéniques  a  ainsi  permis  de  réduire  la
variabilité  liée  au  fond  génétique  pour  mesurer  le  cout  associé  aux  différentes
combinaisons alléliques.

Axe  3B :  Quantifier  la  capacité  de  différents  programmes  de  traitement  à
sélectionner la MDR
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Cette partie exploite les résultats obtenus par le Réseau Performance, animé par
Arvalis depuis 2004, et l’INRA BIOGER pour l’analyse des fréquences de résistance
dans  les  populations.  Ce  réseau  reproduit  des  protocoles  communs  sur  une
cinquantaine de sites par an, ce qui permet d’évaluer les stratégies de traitement
dans une grande diversité de situations agronomiques. L’analyse statistique de la
fréquence des différentes catégories de résistance en relation avec les programmes
de  traitement,  sur  plusieurs  années  et  sur  tous  les  essais  du  réseau,  a  permis
d’identifier les programmes les plus à risque.

Axe 3C : Evaluer le risque de recombinaison entre la résistance de type MDR et
la résistance spécifique aux SDHI.
Dans cette partie, nous avons comparé les génotypes semi-isogéniques, issus de
deux  croisements  entre  une  souche  MDR  d’une  part,  et  une  souche  portant  la
résistance spécifique aux IDM et aux SDHI d’autre part. Ces deux dernières souches
parentales sont associées à allèles conférant des risques de résistance contrastés
pour les SDHI et IDM. Les souches isolées dans les deux descendances portent en
conséquence  différentes  combinaisons  alléliques  aux  loci  MFS1 (MFS1wt  vs.
MFS1MDR-typeI),  CYP51 (cyp51wtvs. cyp51G15  vs. cyp51G35 ;  génotypes3 décrits  dans
(Garnault et al.,  2019) et  SDH-C (sdhCwtvs. sdhCT79N vs. sdhCH132R). Ces trois  loci
induisent respectivement les phénotypes MDR et de résistance spécifique aux IDM
et aux SDHI. Les allèles de résistance spécifique sont associés à des niveaux de
résistance  faibles  (cyp51G15  et  sdhCT79N)  ou  forts  (cyp51G35  et  sdhCH132R),  ce  qui
permet,  via  ces  deux  croisements,  de  borner  le  risque  de  résistance.  Après
l’isolement  des  souches,  leurs  profils  de  résistance  croisés  ont  été  vérifiés  par
phénotypage (doses discriminantes sur milieu solide et observation de l’élongation
des filaments à 48h ; pour les IDM et les SDHI) ou génotypage (test sur individus
isolés  décrit  dans  l’axe  2,  pour  la  MDR).  Pour  chaque  individu,  l’intensité  de  la
résistance a été mesurée en exposant les spores de chaque souche à des gammes
de doses de fongicides inclues dans un milieu  solide (établissement de  courbes
dose-réponse). 
Les fongicides utilisés sont les suivants :

- Tolnaftate (inhibiteur de la squalène-époxidase), permettant de détecter
la MDR,

- Epoxiconazole (IDM), 
- Boscalide (SDHI de la classe des nicotinamides)
- Bixafène,  fluxapyroxade,  benzovindiflupyr  (SDHI  de  la  classe  des

pyrazoles).

RÉSULTATS OBTENUS

 Axe 1 : Validation des mutations mdr
L’analyse génétique de deux souches MDR de  Z. tritici de 2009 avait indiqué une
insertion de 519 bp dans le promoteur du gène MFS1 potentiellement responsable
du phénotype  (Omrane et  al.,  2015)(insertion  de type I).  Depuis  la  rédaction  du
projet,  deux  autres  insertions  dans  le  même  promoteur  (types  II  et  III)  ont  été
détectées  dans  des  souches  MDR isolées  au  champ et  ont  donc  été  inclues  a

3 nomenclature selon Huf, A., Rehfus, A., Lorenz, K. H., Bryson, R., Voegele, R. T. and Stammler, G. (2018) 
Proposal for a new nomenclature for CYP51 haplotypes in Zymoseptoria tritici and analysis of their distribution 
in Europe. Plant Pathol, 67, 1706-1712.
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posteriori dans ce projet. L’objectif de ce premier axe est la démonstration génétique
formelle que les inserts de type I, II et III sont responsables du phénotype MDR.
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Fig. 1 : Validation fonctionnelle de la mutation mdr-type I par remplacement génique. A/ Schéma des deux types de recombinaison homologue
obtenus. La recombinaison a conduit à l’allèle MFS1 avec insert, alors que la recombinaison de type b conduit à l’allèle MFS1 sans insert ; B/
Validation des transformants obtenus par PCR ; C/ Test de croissance des deux types de transformants sur différentes catégories de fongicides.
Seuls les mutants portant l’insert dans le promoteur se développent sur milieu contenant différents fongicides. NB : Des résultats similaires ont
été obtenus avec les allèles de type II et III.



La figure 1 résume la démarche expérimentale ainsi que les résultats obtenus avec
l’allèle MFS1MDR-typeI. Seule la présence de l’insert confère la résistance à quatre types
de  fongicide  différents,  soit  le  phénotype  MDR.  Des  résultats  similaires  ont  été
obtenus  avec  des  transformants  des  allèles  MFS1MDR-type  II et  MFS1MDR-type  III (non
montré).

Par ailleurs, nous avons montré que le gène  MFS1 était surexprimé dans les trois
génotypes MFS1MDR (Fig. 2 ; souches du champ). 

Fig. 6: MFS1 expression in Z. tritici field isolates with different promoter genotypes. MFS1 expression in selected field strains harboring type I-III 
inserts (blue = type I; red = type II, green = type III, violet = no insert). MFS1 expression was measured by qRT-PCR relative to three reference genes 
(ß-tubulin, eF1a, actine) in three technical replicates. 
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Fig. 2 :  Expression du gène  MFS1  chez des isolats MDR et sensibles. Les isolats MDR
portent l’insert de type I (bleu), de type II (rouge) ou de type III (vert), respectivement, dans la
région promotrice de MFS1. Les isolats sensibles (IPO) sont représentés en violet.

Ces résultats montrent formellement que les inserts de type I, II et III confèrent
le phénotype MDR par la surexpression du transporteur  MFS1. Ce travail est
publié dans le journal mSphere en accès ouvert joint au présent rapport (Omrane et
al., 2017).

 Axe 2 : Développement d’outils de diagnostique

Les  souches  présentant  le  phénotype  MDR  étaient  auparavant  détectées  et
quantifiées par un test biologique, développé historiquement dans notre laboratoire.
La  détection  peu  précise  permet  difficilement  l’analyse  fine  des  pressions  de
sélection. La connaissance des mutations mdr (axe 1) permet leur détection et leur
quantification par des outils de biologie moléculaire, (e.g., qPCR), ce qui favorisera la
recherche de ces allèles par d’autres partenaires, après transfert. 

Détection de la MDR (PCR basée sur les inserts du promoteur MFS1).

A partir des séquences promotrices MFS1 des tous les isolats de Z. tritici séquencés,
nous avons dessiné les amorces MFS1-2F et MFS1-4R qui s’hybrident de part et
d’autre  des  trois  types  d’insert  responsables  du  phénotype  MDR  (Fig.  3).  Leur
utilisation donne lieu à des fragments de différentes tailles selon le génotype de la
souche : 500 bp pour une souche non-MDR, 1000 bp avec une souche MDR-type I ;



850  bp  avec  une  souche  MDR-type  II ;  650  bp  avec  une  souche  MDR-type  III
(Omrane et al., 2017).  
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Fig. 3 : PCR diagnostic de MDR chez Z. tritici.  A/ Localisation des inserts de type I, II et III
des génotypes mdr et des amorces utilisées en PCR pour leur détection. B/ Visualisation des
différents types d’amplicon permettant d’identifier les génotypes  MFS1 (WT, MDR-type I-II-
III). L=échelle de taille

Grâce à cette PCR et les échantillonnages d’autres projets, remontant notamment
jusqu’en 2009 (émergence de la MDR en France), nous avons pu déterminer que
l’insert de type I est plus fréquent que ceux des types II et III (respectivement, 77%,
19% et 4% sur 70 isolats MDR analysés ; Garnault  et al.,  2019), ce qui justifie de
concentrer nos efforts sur le premier type d’insert (axe 3). Cette méthode, simple et
fiable,  nécessite  cependant  l’isolement  des  individus,  ce  qui  limite  son utilisation
lorsqu’il s’agit de mesurer de manière précise la fréquence des différents génotypes
dans les populations. 

Quantification de la MDR dans les populations
- approche par qPCR basée sur les inserts dans le promoteur MgMFS1

Afin  d’augmenter  le  débit  des  analyses et  de  pouvoir  cribler  des populations  de
Z. tritici sans passer par l’isolement des souches (R4P-Network, 2016), nous avons
tenté  de  développer  un  outil  de  PCR  quantitative  (qPCR)  allèle-spécifique  pour
quantifier l’ensemble des génotypes MDR dans un mélange de souches.
Le  développement  de  cette  méthode  a  dû  tenir  compte  de  deux  contraintes
majeures,  en  relation  avec  la  complexité  des  séquences  et  la  spécificité  des
amplifications des cibles. D’une part,  au commencement du projet,  seul un insert
(type I) avait été identifié comme impliqué dans le phénotype MDR. La découverte
des deux autres inserts (types II et III) a rendu impossible la quantification directe
avec un seul couple d’amorces. D’autre part, nous avons déterminé que ces inserts
sont  des  séquences  répétées  (issus  d’éléments  transposables,  mobiles  dans  le
génome),  pouvant  donc  être  présentes  dans  d’autres  régions  génomiques  de
Z. tritici, indépendamment  du  phénotype  MDR  (Omrane  et  al,  2017).  Le  dessin
d’amorces et des sondes spécifiques à ces séquences n’était donc plus une solution
envisageable  comme  marqueur  du  phénotype  MDR  (seule  la  présence  de  ces
inserts au sein de la zone promotrice de MgMFS1 étant spécifique de la résistance
MDR). 
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Fig. 4 : Méthodologie de quantification de la fréquence MDR par qPCR allèle spécifique. A/
Le principe de la quantification est indirect. On soustrait la quantité des « non-MDR » de la
quantité  totale.  B/  Schéma  de  localisation  des  deux  séries  d’amorces  de  qPCR  sur  le
promoteur MFS1. C-D/ Localisation des amorces et de la sonde par rapport aux séquences
du promoteur MFS1 de différents isolats.



Ces  contraintes  nous  ont  amené  à  choisir  une  approche  indirecte  qui  visait  à
quantifier  par  soustraction la  proportion  d’individus MDR dans une population  de
Z. tritici  (Fig. 4). Le principe de cette méthode reposait sur la réalisation de deux
qPCR distinctes :  l’une quantifiant  la totalité des allèles de  Z. tritici et  la seconde
quantifiant  les  allèles  sans insert  (i.e.  allèles  sauvages,  donc  non-MDR) dans la
séquence  promotrice  de  MFS1.  La  différence  entre  la  totalité  des  Z. tritici  et  la
quantité  des  individus  non-MDR  devait  nous  renseigner  sur  la  quantité  des
génotypes MDR dans la population. 
Malheureusement,  le  dessin  d’amorces  et  de  sondes  a  été  très  contraint  par  le
polymorphisme important présent dans la séquence promotrice de MFS1. Ceci a eu
pour conséquence un dessin d’amorces non-optimal qui a abouti à des problèmes de
spécificité et d’efficacité des qPCR. Des essais de qPCR réalisés avec des mélanges
contrôlés d’ADN des différents génotypes ont montré que la méthode développée ne
permettait  pas  de  quantifier  avec  une  précision  suffisante  les  génotypes  MDR
notamment lorsque ceux-ci étaient en faible proportion dans les mélanges (Fig. 5).
La  stratégie  développée  n’a  donc  pas  permis  d’obtenir  une  technique  avec  une
sensibilité  et  une  précision  satisfaisante  pour  être  utilisée  en  routine  sur  des
populations du terrain (G. Gazeau, mémoire de fin d’études d’ingénieur). 

Fig.  5 : Quantification  de la  fréquence de l’allèle  MFS1MDR-type  I dans un mélange d’ADN
artificiel par qPCR allèle spécifique. Corrélation entre le rapport MDR/WT quantifié par qPCR
selon la méthode décrite en Fig. 4 et le rapport MDR/WT préparé.

Quantification de la MDR dans les populations 
- approche par séquençage d’amplicons (Oxford-Nanopore®)

La méthode de détection/quantifiaction que nous avons choisie par la suite est basée
sur la technique dite de « amplicon-deep-sequencing ». En bref, il s’agit d’amplifier, à
partir d’un mélange d’ADN, une région d’intérêt par PCR (dans notre cas, la région
génomique affectée par les mutations responsables de la MDR), puis de séquencer
les amplicons avec une couverture suffisante pour détecter de faibles fréquences de
mutations (<5%).
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Fig.  6 : Méthode  de  quantification  des  fréquences  de  MDR  par  « amplicon-deep-
sequencing » selon la technologie MinION® (Oxford-Nanopore®). A/ Principe de marquage
et  d’étiquetage  des  amplicons  avant  le  séquençage.  B/  Distribution  de  la  longueur  de
fragments  d’un  run  de  séquençage.  C/  Fréquence  des  allèles  MFS1 évaluée  par
séquençage Nanopore à partir de solutions d’ADN calibrées (solutions pures ou mélanges
équimolaires).



Pour  des  raisons  de  faisabilité  et  de  coût,  nous  avons retenu  la  technologie  de
séquençage  Nanopore  (Oxford-Nanopore®)(Leggett  &  Clark,  2017) en  utilisant
l’appareil de séquençage miniaturisé MinION®. Cette technologie est révolutionnaire
par la rapidité du séquençage, la longueur des fragments séquencés et son faible
coût. Selon nos calculs, l’analyse quantitative d’une population de Z. tritici (plusieurs
feuilles de blé provenant d’une parcelle) reviendrait à 23 € hors salaires. 
Le principe du protocole développé par Thies Heick (U. Aarhus, DK) pendant son
séjour à BIOGER est présenté dans la Fig. 6A. Brièvement, chaque molécule d’ADN
d’une  population  est  étiquetée  par  une  étiquette  unique  (104 étiquettes
différentes/réaction)  qui  est  « fixée »  sur  l’extrémité  5’  de  l’amplicon  (promoteur
MFS1) dans une première réaction de PCR linéaire. Dans une deuxième réaction de
PCR, la région du promoteur  MFS1 est amplifiée pour l’ensemble de la population,
puis  un  « barcode »  est  attaché,  qui  permettra  ultérieurement  de  reconnaitre  la
population. Au total,  96 populations peuvent être regroupées pour chaque run de
séquençage Nanopore®. Grace aux barcodes, les populations d’origine de chaque
séquence peuvent être identifiées et triées. Quant aux étiquettes, elles permettent
d’éliminer  des  biais  d’amplification ;  ainsi,  plusieurs  séquences  portant  la  même
étiquette ne seront comptabilisées qu’une fois.
La courbe présentée dans la Fig. 6B montre la répartition des fragments d’un « run »
sur  MinION®.  On  y  distingue  nettement  les  lectures  des  amplicons  MFS1 de
différentes  tailles.  On  note  également  une  forte  abondance  des  amplicons  sans
insert.  La Fig.  6C reflète  les résultats  obtenus sur  des mélanges calibrés d’ADN
(ADN d’un génotype ; mélanges équimolaires de deux, trois ou quatre génotypes).
On observe que dans les mélanges équimolaires la proportion de l’allèle WT est
surestimée, et ce, malgré l’utilisation des étiquettes éliminant les multiples lectures. 
Après analyse et optimisation des différentes étapes, nous avons tiré la conclusion
que certaines molécules des allèles MFS1MDR (avec les inserts de type I-III) ne sont
pas amplifiées. Même l’utilisation d’étiquettes ne peut corriger ce biais de PCR dû à
l’absence  d’amplification.  Nous  travaillons  actuellement  sur  l’optimisation  des
conditions de PCR (étape 1 de la Fig. 6A) afin d’éviter ce défaut d’amplification et de
rendre l’outil de quantification par « Nanopore-amplicon-sequencing » fonctionnel. 

 Axe  3 :  Evaluation  du  risque  de  résistance  en  pratique  lié  aux
phénomènes MDR chez Z. tritici

En utilisant les connaissances apportées par les axes 1 et 2,  cette partie vise à
prédire et caractériser le risque de perte d’efficacité des fongicides, lié au mécanisme
MDR.
En particulier, nous cherchons à :

a. Mesurer le coût sélectif lié à la résistance MDR (axe 3A)
b. Quantifier  la  capacité  de  différents  programmes  de  traitement  à

sélectionner la MDR (axe 3B)
c. Evaluer le risque de recombinaison entre la résistance de type MDR et

la résistance spécifique aux SDHI (axe 3C). 

Les résultats de l’axe 3 n’étant pas encore publiés, et pour certains, stabilisés, ils
sont placés en Annexe, dans la partie confidentielle.



CONCLUSIONS

Ce travail,  réalisé dans le cadre du projet  MDRisque, a permis de mieux décrire
l’origine et les caractéristiques de la résistance multi-drogues (MDR) du pathogène
du blé  Z. tritici. Les résultats  obtenus sont  de différentes natures.  Premièrement,
nous avons validé que trois types d’inserts du promoteur MFS1 sont responsables de
l’efflux accru de fongicides chez Z. tritici et du phénotype de résistance multidrogues.
Nous avons développé un outil de détection de ces allèles sur souches isolées. Ce
test est disponible en routine. Un outil  de quantification dans les populations, par
qPCR  n’a  pu  être  développé.  Un  outil  alternatif,  basé  sur  une  technique  de
séquençage innovante (Nanopore®) a été développé, mais nécessite encore des
optimisations. Un tel outil est déterminant pour suivre précisément et facilement, en
temps réel, la dynamique de la MDR et pour mesurer les pressions de sélection
associées aux différents programmes.
Ce travail a également montré que la combinaison des mécanismes d’efflux et de
modification  de  la  cible,  rendue  possible  in  natura  par  une  reproduction  sexuée
fréquente chez  Z. tritici,  est de nature à augmenter significativement le risque de
résistance en pratique aux SDHI et aux triazoles. Paradoxalement, ce risque pourrait
concerner principalement les allèles présentant de faibles niveaux de résistance aux
SDHI (comme l’allèle  SDHCT79N, déjà détecté en France). En effet, si le risque de
résistance  en  pratique  est  faible  pour  des  souches  portant  ce  seul  allèle,  la
combinaison  avec  le  mécanisme  d’efflux  permet  d’atteindre  des  niveaux  de
résistance compatibles avec une perte  d’efficacité  au champ. Il  est  envisageable
également  que  ce  phénomène  concerne  tout  autre  mode  d’action  en  cours  de
développement, qu’il soit d’origine naturelle ou de synthèse, le spectre de résistance
de la MDR étant imprédictible et propre au transporteur mis en cause. 
Par  ailleurs,  il  n’a  pas été  détecté  de coût  particulièrement  important,  associé  à
chacun des cinq allèles de résistance étudiés dans ce projet,  qu’ils soient portés
seuls ou en combinaison. Ceci réduit la possibilité d’une diminution naturelle de la
fréquence de ces allèles, en absence de sélection, ce phénomène étant par exemple
exploité dans les stratégies d’alternance et de mosaïque  (REX Consortium, 2013).
Ceci  est  d’autant  plus  dommageable  que  nous  avons  montré  que  la  MDR était
sélectionnée préférentiellement par des programmes à base de SDHI, alors qu’il est
prévu prochainement l’homologation de nouvelles molécules de ce mode d’action.
Nous avons également montré que l’introduction dans les programmes, en particulier
au T1, d’un multisite comme le chlorothalonil, était de nature à réduire la sélection de
la MDR. Avec l’interdiction annoncée par l’UE de ce fongicide, il restera à vérifier que
les autres fongicides multisites homologués, dont le soufre, présenteront le même
bénéfice.
Dans ce contexte, il est probable que la combinaison entre les différents mécanismes
de résistance s’accélère (Fig. 17). Les premières souches présentant à la fois les
allèles MDR et de résistance spécifique aux SDHI ont effectivement été isolées lors
de la campagne 2018. Le respect des recommandations concluant cette synthèse
(limitation à un SDHI par saison, de préférence en association avec un IDM et un
multisite  comme  le  chlorothalonil)  reste  donc  plus  que  jamais  de  rigueur,  dans
l’attente  de  nouvelles  solutions  (nouveaux  modes  d’action,  de  synthèse  ou
biocontrôle,  variétés  très  résistantes)  permettant  de  minimiser  la  sélection  des
souches MDR.



Fig.  17 : Scenario  possible  de  sélection  de  souches  de  Z.  tritici  présentant  une
résistance multiple, étant donné le contexte actuel et les résultats de ce projet.
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