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P» LUTTE CONTRE LARHYNCHOSPORIOSE DE L'ORGE

DE NOUVELLES
REGIONS génomiques
de résistance identifiées

Paloma Cabeza-Orcel - p.cabeza@perspectives-agricoles.com

Le projet RHYNO a permis d’identifier, grace a une batterie d’analyses
au champ et en laboratoire, les souches francaises du champignon
Rhynchosporium commune responsable de la rhynchosporiose

de Uorge et, chez les orges, des régions génomiques conférant une
résistance a cette maladie. Des données qui stimulent U'innovation

variétale.
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¢ La rhynchosporiose de l'orge se manifeste dés le tallage. Une lisiére emer des variétés d'orge

brune se forme progressivement autour de taches initialement résistantes a la rhynchosporiose
gris-vert. L'épidémie, favorisée par les pluies courant montaison, : duit isnificati £

progresse depuis le sol vers le haut. redul significativemen es

dégats qu’entraine cette maladie

tout en réduisant I'utilisation de

produits fongicides.
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Le projet RHYNO (encadré 1), qui s'est
achevé début 2023, a mis au point des
marqueurs moléculaires servant a repérer
plusieurs régions génomiques contribuant
a la résistance a la maladie chez l'orge
(encadré 2). Ces nouveaux marqueurs de-
vraient accélérer I'apparition sur le marché
de variétés résistantes.

« Les sélectionneurs avaient aussi besoin de
mieux connaitre la variabilité génétique des
souches de Rhynchosporium commune
présentes en France. C'était le premier
objectif du projet » précise Matthieu Bogard,
responsable du péle « Valorisation de la
génomique » a Arvalis et chef du projet
RHYNO. Prés de cent échantillons de feuilles
présentant des symptémes de rhynchospo-
riose ont été prélevés sur plus de quarante
variétés d'orge, principalement de type
hiver. Ces échantillons ont été recueillis
entre 2019 et 2021 dans les essais du réseau
d'Arvalis et de leurs partenaires en 43 lieux
différents. Ils ont été envoyés au laboratoire
de Pathologie végétale d’Arvalis:.

Afin d’isoler les différentes souches du
champignon (photo), les fragments de
tissus nécrosés ont été mis en culture en
conditions stériles et contrdlées. La carac-
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PROJET CASDAR RHYNO :
un partenariat trés productif

Débuté en septembre 2019, le projet RHYNO s’est achevé en février 2023. Piloté par
Arvalis, il a réuni de nombreux partenaires : ASUR Plant Breeding, Florimond-Deprez,
KWS-Momont Recherche, Lemaire-Deffontaines, Limagrain, RAGT, Secobra, Syngenta
et Unisigma, ainsi que 'INRAE. Les sélectionneurs ont mis en ceuvre des expérimenta-
tions au champ et ont apporté au projet leur expertise. Florimond-Deprez a également
réalisé un essai en conditions contrdlées. UINRAE a fourni une part importante du
matériel végétal utilisé dans le projet et a réalisé un essai au champ. Arvalis a mis en
ceuvre des expérimentations au champ et en conditions controlées, a synthétisé les
données acquises, analysé les résultats, et proposé des communications dans la presse
ou lors de séminaires. Ce projet a bénéficié du soutien financier du ministére en charge
de U'agriculture grace au fond CASDAR (projet RHYNO n° C-2019-8). La responsabilité du
ministére en charge de U'agriculture ne saurait étre engagée.

térisation de la variabilité génétique des
souches a été réalisée grace au séquen-
cage? des trois génes Nip impliqués dans
I'infection de R. commune.

La présence du géne Nip1 facilite I'infec-
tion, mais peut aussi déclencher une
résistance chez I'orge qui contient le gene
capable de reconnaitre la protéine synthé-
tisée par Nip1. Nip1 s’avere varier de facon
importante d’'une souche de R. commune
a l'autre, et peut méme étre absent. Néan-
moins, deux variantes de ce gene sont re-
trouvées chez 39 % et 30 % des 69 souches
ol Nip1 est présent. « Ce géne est soumis
a une forte pression de sélection du fait

(1) Un reportage photo sur les activités du GenoPaV est présenté p.64 de ce numéro.
(2) Le séquengage d'un génome consiste a déterminer la suite ordonnée des bases nucléiques (A, C, G et T) constituant 'ADN.

A)

N
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de la présence du géne de résistance Rrs1
dans les variétés », précise Romain Valade,
responsable du laboratoire de Pathologie
végétale et du pdle « Maladies et méthodes
de lutte » chez Arvalis.

Les analyses ont confirmé la faible variabi-
lité génétique de Nip2 et Nip3.

PRES DE 300 VARIETES
D'ORGE PHENOTYPEES !

Les orges présentent, elles aussi, une diver-
sité génétique qui les rend plus ou moins
sensibles a la rhynchosporiose. Le projet
RHYNO I'a explorée plus avant.

289 orges inscrites entre 1934 et 2019, a parts

Le projet RHYNO a isolé les différentes souches de Rhynchosporium commune infectant les
orges francaises, et les a multiplié avant de les mettre en collection dans la mycothéque
d’Arvalis. A-Prélévement de tissus sur les nécroses dans les échantillons de feuilles d’orge
présentant des symptémes de rhynchosporiose. B-Apreés 15-18 jours d’incubation, un
champignon (en haut a gauche) s’est développé sur l'un des trois fragments nécrosés (" ).
C-Les différentes spores se développent et forment un mycélium au bout d’une semaine.
D-Isolement monospore d’une souche aprés une semaine d’incubation.
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GENE, MARQUEUR MOLECULAIRE...
C’est quoi, et a quoi ca sert ?

Toute linformation génétique d’un individu - son génome - est contenue dans une trés
longue molécule d’ADN (acide désoxyribonucléique). Cette molécule est constituée de
bases nucléiques azotées liées a un sucre (désoxyribose) : 'adénine (A), la cytosine (C),
la guanine (G) et la thymine (T). Le génome est structuré en chromosomes situés dans

le noyau de chaque cellule (schéma).

Tous les individus d’une méme espéce n’ont pas exactement le méme code génétique -
sinon, nous serions tous identiques ! C’est sur cette variabilité génétique que comptent
les sélectionneurs pour trouver, par exemple, des résistances a telle ou telle maladie.

Un marqueur moléculaire est une région de CADN plus ou moins grande qui montre
une différence entre deux individus. Cette différence peut étre associée a la sensibilité
ou la résistance a une maladie donnée. Identifier ces régions permet de développer

des outils moléculaires utilisant la technique PCR pour les repérer facilement dans le
génome d’une variété. Les marqueurs moléculaires sont donc de puissants outils a dis-
position des sélectionneurs pour mieux suivre les régions du génome ou génes d’intérét
dans leur schéma de sélection.

Bases nucléiques :
Adénine
Thymine
Cytosine
Guanine

(petite portion d'ADN)

Chromosome

Le patrimoine génétique d’un individu est contenu dans les chromosomes situés dans
le noyau de chaque cellule. Chaqgue chromosome est constitué d’une longue chatne
enroulée d’ADN. Certaines portions (les génes) remplissent des fonctions précises.

égales entre variétés « 2 rangs » et « 6 rangs »,
ont été phénotypées3 au champ dans onze
essais réalisés en 2020-2021 et 2021-2022
par Arvalis et les partenaires sélectionneurs
du projet. Lors de ce phénotypage, des
notations visuelles de la sensibilité a la
rhynchosporiose ont été réalisées, ainsi que
des mesures de hauteur des plantes et de

date d’épiaison, ces deux caractéres étant
des facteurs d’évitement. A ces données se
sont ajoutées des notations réalisées dans
le cadre des projets COLNATOR (CASDAR)
(9 essais sur 2015-2019) et HELMO (FSOV) (en
cours, 2 essais). Seuls onze essais pour les-
quels la pression de rhynchosporiose était
significative ont été retenus.

Les notes de sensibilité moyenne a la rhyn-
chosporiose variaient entre 2,1 et 2,7 dans
chaque essai, ce qui indique une forte pro-
portion d’orges résistantes a cette maladie.
Une analyse de variance des notes montre
qu’il existe néanmoins des différences
significatives entre variétés : il existe bien
une variabilité génétique concernant la sen-
sibilité a la rhynchosporiose dans ce panel.
Cependant, afin de distinguer ce qui releve
de I'évitement de la maladie de ce qui releve
véritablement de la résistance génétique,
I'impact des caracteres d'évitement de la
maladie a d’abord été évalué. Cette analyse
fait apparaitre un impact important de la
hauteur de tige : plus une orge est haute, plus
les symptdmes de rhynchosporiose sont ré-
duits. Une correction des notes de sensibilité
adonc été réalisée a la suite de cette analyse.
Au champ, les orges sont exposées simul-
tanément a plusieurs souches de R. com-
mune. Afin de savoir si la sensibilité des
variétés a la rhynchosporiose dépend de
la souche qui les infecte, le laboratoire de
Pathologie végétale a procédé au phéno-
typage des variétés en conditions contrd-
lées. Cultivées en chambres climatiques,
les 289 variétés ont été inoculées avec cing
souches de R. commune (encadré 3). « Les
souches RHY19001 et RHY19012 s’avérent
globalement plus virulentes, mais la plu-
part des variétés de la collection y résistent
bien » conclut Romain Valade.

QUATRE DES 18 REGIONS
GENETIQUES LIEES

A UNE RESISTANCE
SONT « NOUVELLES »

Les 289 variétés d'orge ont été également
génotypées® par le James Hutton Institute,
un laboratoire écossais de référence pour
ses travaux sur l'orge. L'objectif : relier,
grace a la génétique d’association, la résis-
tance d’'une variété a la rhynchosporiose

(3) Le phénotypage des orges a consisté a noter leurs caractéristiques physiologiques (hauteur de tige, date d'épiaison, etc.) et leur comportement vis-a-vis de la rhynchos-
poriose. Les symptémes sont notés par une note qui crolt avec leur sévérité.

(4) Notes sur une échelle de1a 9 ;1 correspond a ['absence de symptémes.

(5) Le génotypage consiste a révéler des différences entre individus au niveau de la séquence ADN (polymorphismes) a l'aide de marqueurs moléculaires. Il est ensuite
possible de chercher un lien entre les différences de performances agronomiques et les variations au niveau de '/ADN.
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a des régions spécifiques de son génome.
« Ce travail d’analyse a été réalisé par Arva-
lis » précise Matthieu Bogard.

Grace aux analyses réalisées, dix-huit
régions du génome conférant une protec-
tion contre la rhynchosporiose ont pu étre
identifiées sur différents chromosomes.
Parmi celles-ci, deux coincident avec
les genes de résistance Rrs1 et Rrs2 déja
connus dans la littérature. « Beaucoup de
ces régions conferent une résistance a une
ou plusieurs souches de R. commune et sont
largement présentes dans le génome des
variétés étudiées » note Matthieu Bogard.
«Celaindique que la sélection a déja conduit
a augmenter leur fréquence dans le matériel
génétique des orges. »

Cing de ces régions ont été retenues
pour une analyse plus poussée. « Ces
régions génomiques représentent des cibles
intéressantes pour diversifier les sources de
résistance a la rhynchosporiose » conclut
Matthieu Bogard.

DES MARQUEURS
GENETIQUES ET UN MODELE
DE PREDICTION GENOMIQUE
FOURNIS

AUX SELECTIONNEURS

Des marqueurs moléculaires ont été déve-
loppés pour deux génes déja connus (Rrsz
et Rrs2) et pour cing régions génomiques
identifiées dans le projet. Ils serviront aux
sélectionneursarepérerrapidementla pré-
sence de facteurs génétiques de résistance
a larhynchosporiose. « Les marqueurs pour
les génes Rrs1 et Rrs2 ont été développés et
optimisés pour 46 variétés. Ils ont ensuite
été utilisés sur les 289 variétés du projet »
précise Faharidine Mohamadi. Notons que
parmi les 13 variétés porteuses de Rrsi,
toutes sont des orges « 2 rangs », la variété
la plus ancienne étant Leslie (inscrite en
2003). Et les six variétés d'orge porteuses
du gene Rrs2 sont toutes « 6 rangs », la plus
ancienne étant Opera (1982).

Cing régions d’intérét ne sont pas asso-

OCTOBRE 2023 - N°514
PERSPECTIVES AGRICOLES

COMPRENDRE

La sensibilité des orges
a la rhynchosporiose dépend-elle
de la souche qui Uinfecte ?

Les 289 variétés d’orge du panel (notes CTPS de 4 a 8) ont été cultivées en conditions
contrdlées et inoculées avec trois souches distinctes de rhynchosporiose, tandis que
109 variétés ont été inoculées avec une quatriéme souche. Ces souches ont été sélec-
tionnées pour leur diversité géographique et d’hotes d’origine (variété printemps/hiver,
2 rangs/6 rangs). Le phénotypage haut-débit des variétés a été réalisé entre 2020 et

2022 par Arvalis.

Lanalyse des données montre que les différentes souches ont un niveau d'agressivité
variable sur ce panel : la sensibilité moyenne du panel varie en fonction des souches

(figure 1). Cependant, il est difficile de déduire le niveau de sensibilité d’'une variété a

partir de sa sensibilité observée en conditions contrdlées en raison de la multiplicité

des souches présentes au champ. Mais ces expériences peuvent aider a identifier de

nouvelles sources de résistance.

SENSIBILITE A LA RHYNCHOSPORIOSE : deux souches

sont plus virulentes
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Distributions des notes de sensibilité a la rhynchosporiose des variétés
d’orge en fonction de la souche de Rhynchosporium commune qui leur a été
inoculée. Le nombre de variétés inoculées par une souche donnée est indiqué
(n=). Médiane : la moitié des variétés ont obtenu une note de sensibilité a

la rhynchosporiose inférieure a la valeur de la médiane, la moitié, une note
supérieure. Projet RHYNO ; essais en conditions controlées.

ciables a des genes connus mais sont for-
tement présentes chez les orges actuelle-
ment cultivées. « Sur 185 variétés analysées,
72 % sont porteuses de ces cing régions »
renchérit Faharidine Mohamadi. Des mar-
queurs ont donc été développés pour ces
régions.

Enfin, lesvaleurs moyennes (surl’'ensemble
du réseau d’essais) pour la date d’épiaison,
la hauteur et la sensibilité a la rhynchospo-

riose calculées pour chaque variété d'orge
ont permis de construire un modéle de
prédiction génomique. « Les sélectionneurs
pourront utiliser ce modéle pour estimer
a l'avance le degré de résistance a la rhyn-
chosporiose que l'on peut attendre d’une
lignée candidate a la sélection » explique
Matthieu Bogard. Et ainsi décider si celle-
ci vaut la peine d'étre sélectionnée afin de
développer une variété résistante. ll



