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Livre blanc « EFFECTOROMICS »

1) Introduction

Les plantes sont soumises a un large spectre de parasites. Ceux-ci sont responsables d’'une perte
importante de production agricole. La sélection génétique, |'utilisation de pesticides ainsi que des
pratiques culturales adaptées permettent de réduire cette perte, estimée globalement a 15% (avant
récolte et hors insectes) [1]. Sachant que I"'augmentation nécessaire de la production agricole pour
subvenir aux besoins d’une population mondiale en expansion (9 milliard en 2050) va probablement
s’accompagner d’une agriculture plus intensive sur des terres moins fertiles, avec moins de
ressources en eau, il est prévisible que les pertes dues aux maladies et parasites vont s’accentuer.
Une meilleure performance de la lutte contre les maladies constitue un bon levier pour augmenter la
productivité de la production agricole [1].

Bien avant la compréhension des mécanismes sous-jacents, des décennies de sélection variétale, ont
permis d’introgresser des génes de résistance (genes R) dans un grand nombre d’espeéces cultivées
Cet effort permet une bonne protection contre un grand nombre de bioagresseurs.
Malheureusement la durée de vie d’un gene R au champ est souvent limitée par la plasticité
génétique des bioagresseurs. En effet, les génes R sont « activés » par le produit de genes de
virulence des parasites (les « effecteurs »), et la pratique de la monoculture dans I'agriculture
moderne exerce une pression de sélection forte sur ceux-ci entrainant I'apparition de variants
n’activant plus la résistance [2]. Sachant que les parasites sont en général « suréquipés » en genes de
virulence avec de la redondance, parfois génétique et tres souvent fonctionnelle, la perte ou la
mutation d’'un géne de virulence n’a que peu d’impact sur leur pouvoir pathogene « global ».

Afin de pallier cet avantage compétitif du parasite, la sélection de nouvelles résistances ayant une
plus grande durabilité au champ doit étre accompagnée de la connaissance détaillée de I'arsenal des
facteurs de virulence des populations de pathogénes, et mieux encore de I'identification des cibles
des facteurs de virulence conservés dans ces populations, dans les plantes d’intérét agronomique.



2) Pourquoi un livre blanc ?

Les avancées scientifiques des trois dernieres décennies ont permis de décrire au niveau moléculaire
les mécanismes de virulence et de résistance impliqués dans les interactions entre des plantes et des
parasites modeles impliquant des virus, des bactéries, des champignons, des oomycetes, des
nématodes ou des insectes. Le transfert de ces connaissances des systémes modeles vers des
applications innovantes pour une résistance plus durable des cultures s’est accéléré et devrait
permettre a terme:

- Une détection et introgression plus efficace de genes R.

- L'identification de nouveaux types de résistances sur la base d’une meilleure connaissance des
mécanismes de pathogénie (résistance par perte de sensibilité)

- Une évaluation du potentiel de durabilité des génes R et d’autres types de résistance basée sur
I'action d’effecteurs avant leur utilisation en sélection.

- Une surveillance spatio-temporelle des populations d’agents pathogénes pour une veille du
possible contournement des résistances.

Les connaissances permettant ces approches innovantes pour une résistance plus durable sont le
fruit du travail d’'une communauté internationale tres large dans laquelle la recherche francgaise se
trouve tres bien, positionnée. Des chercheurs francais avec le leadership de I'INRA ont souvent été
les coordinateurs ou ont fait des contributions importantes, notamment, dans les projets de
génomique portant sur des plantes cultivées et leurs bio-agresseurs.

Dans un contexte international compétitif, des collégues étrangers ont clairement pris position pour
une recherche finalisée ambitieuse [3, 4]. Or, a cause de moyens insuffisants et d’une politique
encore trop timide, beaucoup d’équipes INRA rencontrent des difficultés pour mettre en place des
stratégies innovantes de recherche a haut débit pour identifier et caractériser les effecteurs des
agents pathogénes menacants les cultures d’intérét majeur et de définir leur mode d’action dans les
plantes. Ces effecteurs sont des molécules produites par les agents pathogenes ou symbiotiques qui
sécrétées in planta modulent la réponse de la plante. lls incluent ainsi les éliciteurs, les produits des
génes de virulence et d’avirulence ainsi que les toxines hote spécifiques.

Nous pensons qu’il est nécessaire que notre communauté nationale dispose de moyens plus
importants et soit d’avantage structurée pour participer pleinement a |'effort international de
recherche sur le pouvoir pathogéne et la résistance des plantes et pour étre moteur dans le transfert
de ces connaissances vers des applications.

Ce livre blanc a pour but d’approfondir cette analyse et de proposer des actions concréetes. Ceci
pourrait permettre d’établir une stratégie concertée de recherche sur les effecteurs et leur lien avec
la résistance végétale en vue d’accélérer le transfert de ces connaissances vers des applications en
agriculture



3) Bilan d’étape

Structuration d’'une communauté de chercheurs

Depuis 2008, nous avons proposé de structurer la communauté de chercheurs qui, en France et
majoritairement a I'INRA, travaille sur 'immunité des plantes et leurs parasites et s’intéressent a
décrypter les mécanismes de virulence et de résistance associés aux effecteurs de pathogénie de ces
parasites. Ceci a pris forme en 2009 par la création du réseau INRA SPE « EFFECTOME ». Ce réseau
nous a permis d’organiser un colloque annuel rassemblant entre 50 et 70 personnes d’une
communauté qui compte une centaine de membres. Cette communauté étudie les interactions
plantes-microorganismes pathogenes ou symbiotiques, provient majoritairement du département
SPE INRA, mais également d’autres départements (EFPA, BAP) ainsi que d’autres organismes publics
francgais (CNRS, IRD, CIRAD, Universités). Cette organisation en réseau avec un colloque annuel a
permis, aux différents acteurs concernés de se rencontrer et d’échanger sur leurs questions et
résultats scientifiques. Ces dialogues ont déja été fructueux, car un certain nombre de projet de
recherches financés ont germé au cours de ces rencontres. D’autres productions du réseau sont les
publications jointes ainsi que la mise en place et la coordination du réseau européen COST SUSTAIN
(2013-2018) qui fédere 200 partenaires issue de plus de 60 institutions et entreprises, et 25 pays.

Ces colloques ont également permis de faire le constat commun d’un besoin de passer a une étape
suivante, qui devrait étre une structuration opérationnelle permettant de mutualiser certains efforts
de recherche.

Des avancées notables dans la génomique et la bioinformatique

Des équipes INRA sont tres bien positionnées dans ce domaine de recherche. Elles ont été trés
impliquées dans des projets nationaux et consortiums internationaux qui ont mené les séquencages
de plantes cultivées importantes (vigne, blé, peuplier, tomate, ...) et les analyses pan-génomique
d’agents phytopathogéenes, permettant la production d’une connaissance approfondie des effecteurs
de pathogénie. Il est important de noter ici que les projets de génomique ont grandement bénéficié
d’une infrastructure bioinformatique (assemblages, annotations [5, 6], génomique comparative [7])
particulierement bien structurée au sein du département SPE.

Nous citerons comme projets : i) le séquencage de la premiére bactérie phytopathogéne a sécrétion
de type lll: Ralstonia solanacearum [8] et plus de 100 génomes de souches de différents
Xanthomonas [9-15], ii) les nombreux projets de séquengage de champignons phytopathogenes tel
qgue Leptosheria maculans [16], Colletotrichum spp [17], Sclerotinia sclerotiorum et Botrytis cinerea
[18], Blumeria graminis [19], Melamspora larici-populina, Puccinia graminis f. sp. tritici [20] ainsi que
les travaux en cours sur Venturia inequalis, iii) les travaux de génomique sur les oomycetes
pathogenes de cultures importantes telles que le tournesol [21], la tomate, la pomme de terre, le
poivron, le pois et la vigne [22, 23], iv) les travaux précurseurs de séquencage du nématode a galles
Meloidogyne incognita [24], et v) les travaux de séquengage du génome du puceron du pois
Acyrthosiphon pisum [25].

Ces travaux de séquencgage et d’annotation des génomes de parasites de plantes ont permis aux
différentes équipes impliquées de définir au niveau de l'isolat, voire de populations les répertoires



d’effecteurs de pathogénie [26-28], et ainsi décrire le « potentiel de virulence » des ces parasites
permettant dans certains cas d’établir le répertoire d’effecteurs conservés dans différents isolats du
méme parasite et de définir ainsi un « core effectome », particulierement intéressant pour la
recherche de nouvelle sources de résistance.

En plus de ces travaux descriptifs, les différentes équipes du réseau EFFECTOME s’intéressent aux
mécanismes moléculaires spécifiques d’un certain nombre d’effecteurs remarquables. Ceci a déja
permis a ces équipes de développer des outils et des approches performantes ainsi qu’une expertise
applicable aux pathosystémes d’'importance agronomique. A travers le réseau EFFECTOME sont
apparues les forces particulierement importantes sur (i) les maladies de la tomate provoquées par
différents types d’organismes (bactéries, nématodes, oomycetes), (ii) les maladies a fort impact sur
les grandes cultures de céréales (Septoriose, Fusariose, Pyriculariose), de Colza (Leptopspheria et
Sclerotinia, Xanthomonas) ainsi que sur I'arboriculture du pommier (Venturia, Erwinia) et du peuplier
(Melampsora), (iii) des maladies provoquées par des oomycetes tels que le mildiou du tournesol, de
la pomme de terre, de la tomate et de la vigne ou la pourriture racinaire du pois. L'étude des
mécanismes de virulence des pucerons a également été reconnue comme une thématique
particulierement importante.



4) Deux exemples de mise en ceuvre pratique d’approches de type
« effectoromics »

Pyrenophora tritici-repentis et Parastagonospora nodorum sont des champignons nécrotrophes qui
provoquent des maladies importantes sur le blé entrainant des pertes trés importantes en Australie,
le sixieme producteur de blé mondial. Grace a la génomique et a I'analyse fonctionnelle, des
effecteurs toxiques ont étés identifiés comme déterminants majeurs du pouvoir pathogene. Il a
ensuite été mis en évidence, génétiquement, que leurs cibles chez la plante agissent comme des
génes de sensibilité. Ces connaissances ont été utilisées pour le développement de tests simples
basés sur 'injection de protéines recombinantes et permettant de mettre en évidence la sensibilité
aux effecteurs toxiques dans des lignées de blé. Ces tests fournissent d’excellents
indicateurs/estimateurs pour la sensibilité a la maladie et ont été adaptés a I’évaluation du matériel
végétal pendant le processus de sélection. Les sélectionneurs de blé australien ont rapidement
adopté ce test et I'utilisent en routine dans leur schéma de sélection. Cette approche de sélection

« par effecteur » s’est rapidement imposée car elle présente de nombreux avantages par rapport a
la sélection assistée par marqueurs ou celle basée sur des tests d’infection [29].

Phytophtora infestans, I’agent causal du mildiou de la pomme de terre [29, 30] provoque des pertes
importantes estimées a 14-22% en 1998, malgré |'utilisation de pesticides [31, 32]. Dans le contréle
de cette maladie, le déploiement de génes de résistance dans des variétés élites a joué un role
important et possede encore un fort potentiel en termes d’amélioration des rendements.

Les travaux de colléegues néerlandais et britanniques, travaillant de maniére collaborative et
concertée, ont mené a une bonne connaissance des effecteurs de P. infestans. Sur cette base, ils ont
développé une méthode nommeée « Effectoromics » pour le clonage et I'introgression de génes de
résistance. Cette approche est basée sur I’expression transitoire des effecteurs et permet aux
sélectionneurs de détecter de nouveaux genes R dans les espéces apparentées a la pomme de terre
et de les suivre pendant la sélection. Elle présente de multiples avantages par rapport aux tests
d’infections classiquement utilisés et la sélection assistée par marqueurs, ce qui a conduit les
sélectionneurs a 'utiliser en routine.

La bonne connaissance des effecteurs qui déclenchent la résistance a P. infestans est également
exploitée pour une surveillance épidémiologique au niveau moléculaire. L’analyse de la séquence des
effecteurs d’avirulence dans des isolats collectés en continu au champ permet de détecter
précocement le contournement d’une résistance et de limiter 'utilisation préventive de pesticides
[33].




5) Les perspectives

Néanmoins, dans le contexte actuel du financement de la recherche en France, il s’avere trés difficile
d’obtenir des moyens pour effectuer des analyses fonctionnelles a grande échelle sur les effecteurs
de chacun de ces pathosystemes d’importance agronomique. Néanmoins, ces types d’analyses sont
en train d’étre initiées ou I'ont déja été par nos compétiteurs dans d’autres pays. Ainsi, il est a
craindre que les équipes INRA perdent en compétitive dans cette étape d’analyse fonctionnelle
malgré leur bon positionnement initial dans ce domaine de recherche.

Dans la recherche sur la relation entre les effecteurs du pouvoir pathogéne et la résistance des
plantes, quatre objectifs bien définis sont apparus au cours des derniéres années avec comme
exemples particulierement instructifs les travaux sur les effecteurs de Stagonosporum nodorum qui
provoque une forme de la septoriose du blé, et Phytophthora infestans qui provoque le mildiou de la
pomme de terre.

Les effecteurs comme outils de détection et clonage de genes R

En ayant a disposition le répertoire des effecteurs, il est possible par expression transitoire dans la
plante hote de cribler le « germplasm » sexuellement compatible et disponible afin de détecter de
nouveaux genes R. L’expression d’effecteurs isolés comme outils, a la place du pathogéne, permet de
détecter et cloner des génes R de manieére plus rapide et économique [34, 35]. De plus, la
connaissance de la distribution et du polymorphisme des effecteurs dans les populations permet de
choisir les genes R a large spectre qui reconnaissent des « core effecteurs » présents dans une tres
large majorité des isolats. A terme, la connaissance précise des matrices d’interactions entre

« core effecteurs» et génes R devrait permettre de générer de nouveaux alleles de génes R (par
édition de génome [36]) avec un potentiel de reconnaissance accrue [37].

Ces approches nécessitent une bonne connaissance de I'effectome de I'agent pathogéne, la maitrise
de systemes d’expression transitoire fiables et de phénotypage efficaces ainsi que d’approches de
clonages a haut débit.

Identification de génes de sensibilité par I'étude des cibles végétales des effecteurs

Les génes de sensibilité ou encore « génes d’accueil » sont des genes de la plantes indispensable au
développement et a la croissance de I'agent pathogéene au sein de son hote. Ces génes permettent
une résistance par perte de sensibilité, sont bien connus des sélectionneurs car ils ont montré une

trés bonne durabilité aux champs (exemple du gene mlo de I'orge [38]).

Les effecteurs des pathogenes ciblent des fonctions de I’h6te soit pour atténuer la réponse
immunitaire soit pour faciliter leur sustentation [39]. Cette reprogrammation des fonctions de I’'h6te
est bien illustrée par le cas des effecteurs de pathogénie bactérien TAL qui par leur activité
transcriptionnelle induisent I'expression de transporteurs d’efflux de saccharose dans les cellules de
riz infectées, pour le bénéfice direct de la bactérie pathogéne [40]. Parmi les cibles des effecteurs, on
peut identifier des produits de genes de sensibilité qui doivent étre modifiés pour permettre le
développement. Des alleles naturels ou induites de ces cibles importants sont de bons candidats



pour de nouvelles formes de résistance durable. En particulier, les cibles végétales noceud ou « hub »
visées par de multiples effecteurs provenant d’un ou plusieurs pathogenes différents sont
particulierement intéressant puisque leur alléles insensibles ont le potentiel de conférer la résistance
a de multiples pathogenes [41, 42].

Ces approches nécessitent une bonne connaissance des protéines et voies cellulaires ciblées par les
effecteurs. Pour I'obtenir, des analyses fonctionnelles en systemes homologue et hétérologue
associés a des systemes de clonage et de criblages a haut débit sont nécessaires. De plus, une bonne
connaissance du "core effectome" est requise pour identifier les effecteurs présents dans I’'ensemble
des isolats. En effet, si un effecteur est conservé et que I'on trouve ou non un géne R dans le
germplasm (voir ci-dessus), il est important de rechercher les cibles de ces effecteurs afin de tester si
certaines peuvent étre des régulateurs des réponses immunitaires ou plus directement étre
impliquées dans la nutrition du pathogéene. L'identification de cibles « hub » est d’autant plus
intéressante car ces nceuds de signalisation sont probablement des maillons faibles dans le réseau
d’interaction. La découverte d’alléles issus de variants naturels ou artificiels (TILLING et écoTILLING),
pourrait ouvrir la voie a l'identification de mécanismes de Résistance par perte de sensibilité.

Evaluation du potentiel de durabilité de génes R et d’autres résistances reposant sur
I'activité des effecteurs.

Une résistance est d’autant plus durable que I'effecteur qui I'induit est important pour la fitness et la
virulence de I'agent pathogéne. Une fréquence de présence élevée dans les populations naturelles
ainsi que des traces de sélection forte sur un effecteur sont de bons indicateurs qu’il contribue
fortement a la fitness et au pouvoir pathogene. L’analyse de mutants de perte de fonction de
I’effecteur permet de le valider et donner une indication sur le potentiel de durabilité d’une
résistance correspondante. Une bonne connaissance des mécanismes d’action des effecteurs permet
d’identifier des possibles compensations pour la perte d’un effecteur. Ces approches nécessitent des
études de perte de fonction par exemple par la construction d’isolats mutants ou le HIGs (host-
induced-gene-silencing).

Les effecteurs comme outils de diagnostic spatio-temporel des populations de
pathogenes.

L’évaluation spatio-temporelle de la durabilité d’une résistance déployée au champ est possible en
suivant la présence du ou des effecteurs déclencheurs dans les populations de I'agent pathogene. Ce
type de diagnostic en temps réel a été développé pour le mildiou de la pomme de terre. Une étude
pilote a permis de générer une alerte en cas d’apparition de souches virulentes dans les populations
locales, déclenchant une application adaptée et raisonnée de pesticides [33].

De plus, les mécanismes permettant la perte ou la mutation des effecteurs d’avirulence ainsi que les
facteurs environnementaux ou les pratiques culturales les favorisants peuvent étre identifiés afin
d’éviter ou d’anticiper les contournements des résistances.

Ceci nécessite des connaissances génomiques, pas seulement de quelques souches-type, mais d’un
grand ensemble d’isolats, permettant d’avoir une vision populationnelle du potentiel de virulence a
différentes échelles spatio-temporelles [43—46]. Enfin, une bonne coordination entre les



pathologistes de terrain et les experts en génomique des populations des agresseurs sont importants
[471.



6) Recommandations

Nous pensons que ce domaine de recherche est important pour que I'INRA puisse répondre a sa
mission de protection sanitaire des plantes. De plus, une plus forte structuration permettrait
d’intensifier les interactions entre équipes travaillant sur les effecteurs d’agents pathogéenes d’'une
méme plante hote ou d’'un méme type et les interactions entre équipes travaillants sur le pouvoir
pathogene chez les agents pathogenes et les équipes travaillant sur la résistance chez la plante hote
correspondante. Ci-dessous, nous proposons des pistes permettant d’initier une telle stratégie de
recherche d’envergure nationale et mutualisée pour atteindre certains objectifs d’amélioration
variétale et participer au rayonnement de I'INRA.

Recommandation 1 : Afin de compléter la connaissance sur les agents pathogenes, il est important
de poursuivre les approches de génomique comparative en augmentant le nombre de souches
pathogenes séquencées. Cet effort est essentiel pour identifier les effecteurs communs et
spécifiques dans les populations naturelles de parasites et pour exploiter les connaissances sur les
effecteurs pour un « monitoring » des contournements des résistances. Une meilleure coordination
entre les pathologistes de terrain et les experts en génomique des populations des agresseurs est
souhaitable. Nous pensons que la chute spectaculaire des prix de séquencgage va permettre a terme
une connaissance exhaustive du potentiel de virulence des plus importants bioagresseurs des plantes
cultivées. Une résultante importante de ce travail descriptif est la définition, pour chaque espece de
pathogenes, d’un groupe d’effecteurs conservés ou « core » effecteurs.

Recommandation opérationnelle : Continuer a soutenir (i) le séquencgage a haut débit de large
collection de souches de pathogénes, ainsi que (ii) I'analyse aval en termes d’annotation et de
génomique comparative.

Recommandation 2 : Il serait souhaitable de mutualiser des moyens techniques pour une
optimisation de I'expression transitoire dans des espéces d’intérét agronomique et la plante modele
N. benthamiana. |l s’agirait d’établir une pratique commune de clonage (voire de synthéese de genes)
d’effecteurs dans des plasmides dédiés (probablement sur une base de type GoldenGate [48]),
centralisés et mis a disposition. Ce savoir-faire existe de facon disparate et mériterait d’étre recensé
et disséminé de facon opérationnelle (distribution de matériel et de protocoles efficaces). La
centralisation de ce type de ressources plasmidiques existe déja dans d’autres centres de recherche
en Europe [49, 50]. De plus, la mise en place concertée de I'expression transitoire dans des especes

stratégiques telles que blé apparait comme une nécessité.

Recommandation opérationnelle 2 : Recenser et disséminer les ressources méthodologiques et
plasmidiques nécessaires a I'expression transitoire des effecteurs dans les plantes d’intérét
agronomique et la plante modele N. benthamiana. Un investissement initial a travers le recrutement

d'un Assistant-Ingénieur (CDD d'un an) devrait permettre d’initier une base de données permettant



la dissémination de I'information. La distribution de ce type de ressource pourra étre prise en charge
par le CNRGV (http://cnrgv.toulouse.inra.fr/).

Recommandation 3 : Nous semble important d’investir dans la recherche systématique des cibles
végétales des « core effecteurs » sur un nombre limité de plantes a intérét agronomique. Sachant
gue la grande majorité des cibles végétales des effecteurs de pathogénie ont été trouvées par des
criblages double-hybride dans la levure nous proposons qu’il y ait un effort concerté sur la
construction et le criblage de banques d’ADNc dédiées au double-hybride, de quelques plantes
agronomiques choisies (tomate, colza, blé, vigne et tournesol par exemple). Cette expertise existe
dans différentes unités de I'INRA, mais un effort concerté dans les pratiques de criblage mais aussi
d’analyse devrait permettre d’avancer considérablement dans cette stratégie globale d’analyse
fonctionnelle des effecteurs de virulence.

Recommandation opérationnelle 3 : Proposer un effort concerté de construction de quelques
banques d’ADNc dédiées aux cribles double-hybride (plantes infectées par des agents pathogenes,
organes spécifiques) sur 5 espéces d’intérét agronomiques cibles (tomate, blé, colza, tournesol,
vigne). Il est intéressant de noter que de nouvelles méthodologies utilisant le séquencage a haut
débit [51, 52] permettent d’accélérer fortement le criblage. La mise en place de criblages double
hybride dans différentes équipes a partir des mémes banques devrait permettre de mutualiser les
protocoles et aussi les informations spécifiques sur chaque banque. Il devrait étre envisagé de
partager les informations de cibles d’effecteurs entre équipes participants aux cribles a fortiori s'il
s’agit de la méme banque.

La compétence bioinformatique nécessaire a I'analyse des criblages double-hybride est déja
disponible au sein du SPE et devra étre mobilisée.

Recommandation n°4 :

Renforcer l'interaction entre équipes SPE et BAP travaillant sur les mémes maladies ou types de
maladies et/ou les mémes plantes hoétes afin de s’assurer de synergies potentielles et d’accélérer le
transfert de connaissances vers des applications.

Recommandation opérationnelle n°4 : Mis en place de groupes de travail - mini réseaux (sur fonds
propres) e.g. maladies de solanacées, maladies des céréales, maladies fongiques, ...

A plus long terme des appels d’offres jointes entre départements SPE et BAP pour préparer des
réponses jointes a des appels d’offres plus ambitieux (produire résultats préliminaire et ‘tester’ la
collaboration).
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