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FAITS SAILLANTS

La fusariose de I'épi du blé, causée par le champignon Fusarium graminearum
(téléomorphe Gibberella zeae), est la maladie la plus importante chez le blé et I'orge en
Amérique du Nord. Elle cause des pertes de rendement, une réduction de la qualité des
grains, notamment pour le marché panifiable du blé et de la malterie de I'orge, et les toxines
présentes dans le grain ont des effets néfastes sur la santé. L’'usage de cultivars résistants
est un élément crucial et incontournable de la lutte contre cette maladie. La résistance au
Fusarium est complexe et partielle. Un grand nombre de locus quantitatifs (QTL) ont été
associés a la résistance, plusieurs QTL ont démontré un effet important quant a la
résistance a la maladie, dont le QTL-Fhb2, localisé sur le chromosome 6BS du blé, qui est
I'objet de cette étude. Une problématique majeure de I'utilisation de marqueurs associés a
de larges portions du génome identifies comme QTL est la méconnaissance des fonctions
de genes portés par ces régions du génome. Le projet a permis d’identifier plusieurs genes
de résistance, dont le géne Ta4CL, un géne central de la voie métabolique des
phénylpropanoides vers la polymérisation formant les lignines. Nous avons observé, par
séquencage, le polymorphisme du gene Ta4CL chez deux lignées pures recombinantes
(RILs) portant des alléles différents au locus quantitatif Fhb2 (QTL-Fhb2). De plus, le
silencage génique du gene Ta4CL chez la lignée pure résistante (R-RIL) a induit la
sensibilité a Fusarium, une augmentation de la biomasse du champignon chez I'héte et une
réduction des amides d’acides hydroxycinnamiques (HCAA), confirmant le r6le du gene de
résistance associé au QTL-Fhb2. Nous avons aussi identifi€¢ un géne de facteur de
transcription, TabHLH, lequel est impliqué dans la régulation de génes de synthese de
métabolites associés a la résistance a la fusariose, dont le géne Ta4CL. L’inactivation de ce
gene a elle aussi induit une plus grande sensibilité a la maladie et une augmentation de la
biomasse du champignon chez I'hote.

Le projet a donc permis d’identifier explicitement des genes dont la fonction connue
permettra d’introduire et de conserver, chez des lignées améliorées, des génes actifs pour
augmenter la résistance a la fusariose de I'épi, au contraire de larges portions d’ADN qui
peuvent porter des genes inopérants ou méme indésirables.

OBJECTIF ET METHODOLOGIE

Les objectifs du projet étaient d’identifier les genes activés par I'infection du champignon
Fusarium graminearum (Fg), par le biais de I'observation de métabolites associés a la
résistance (métabolites-AR). Il s’agit ensuite de vérifier la fonction des genes par silencage
génique viral (VIGS). Deux lignées recombinantes pures (RIL) et opposées, différant quant
a la résistance (résistant vs sensible) et portant des alleles différents du QTL-Fhb2 ont été
inoculées a lanthése par le Fg ou soumises a un traitement témoin. Les profils
métaboliques des lignées isogéniques opposées ont été établis par spectrométrie de masse
de haute résolution (LC-HRMS). On a observé, chez les deux RIL, des variations
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importantes des niveaux de certains meétabolites, dont les amides d’'acides
hydroxycinnamiques (HCAA), monolignols et lignanes. Ces composés sont associés a une
vie métabolique dont le géne Ta4CL joue un rble important. Le gene Ta4CL a été séquencé
et observé polymorphique chez les RIL. Le gene TabHLH a aussi été noté polymorphique.
Les deux genes, inactiveés par silencage génique chez la lignée isogénique résistante, ont
prouvé leur fonction dans la résistance a la fusariose de I'épi.

RETOMBEES SIGNIFICATIVES POUR L'INDUSTRIE

Le développement de cultivars résistants ou plus tolérants a la fusariose est un objectif
majeur poursuivi par tous les programmes d’amélioration génétique du blé et des céréales a
paille menés mondialement depuis les vingt dernieres années. Au Québec, les efforts de
recherche de sources de résistance a la maladie et de développement de cultivars plus
résistants ont débuté des les années ‘80 au dernier millénaire. Au Canada et sur le
continent nord-américain, I'effort pour lutter contre la maladie a pris un essor considérable a
la suite de fortes épiphyties en 1996 et dans les années suivantes, dont I'année derniere
(2016) qui a connu une forte épidémie pandémique, soit une extension importante de la
fusariose de I'épi dans des régions de I'Ouest canadien jusque-la peu atteintes (Alberta).
Malgré tous ces efforts de recherche, les progres sont lents. La résistance a la fusariose de
I'épi est partielle et sous le contrdle d'une grande quantité de genes. Les méthodes
conventionnelles de sélection de parents résistants, d’hybridation et de sélection classique
ont amené des gains progressifs constants, mais des progrés faibles et lents pour
développer des cultivars adaptés a l'utilisation commerciale. On a cru que la puissance des
moyens de la génomique viendrait a appuyer un développement rapide de cultivars
résistants, mais la méconnaissance et la complexité des mécanismes de résistance, ainsi
que linteraction et 'ensemble d’'une multitude de génes ont fait en sorte que ces approches
ont montré leurs limites. De larges portions de génome qui sont introduites dans des lignées
afin de hausser le niveau de résistance peuvent porter des genes non fonctionnels ou
introduire aussi des genes indésirables pour certains caracteres autres que la résistance.
C’est la la limite qu’apporte une méconnaissance des fonctions des géenes portés par une
région génomique étendue. On y voit aussi la limite a tenter de recombiner ces portions de
génome de maniére fine sans y introduire des génes indésirables. Par ailleurs, il faudra
connaitre et combiner plusieurs mécanismes de résistance différents pour arriver a atteindre
les niveaux de résistance a la fusariose qui sont espérés par les producteurs céréaliers et
par I'industrie.

C'est sur ces constats que l'approche développée ici permet de faire des progres
significatifs. D’'une part, I'observation du métabolome et du transcriptome de plantes hotes
résistantes et sensibles, deux lignées isogéniques dans le cas de ce projet, ont révélé des
métabolites associés a la réaction de résistance. Les voies métaboliques de ces composés
permettent de déduire la fonction et les produits impliqgués dans le mécanisme de
résistance. Le suivi, l'identification et le séquencage des transcrits montrant des variations
significatives entre les individus opposés (RIL résistant vs sensible) permettent de déduire
la séquence des genes. Ces informations donnent enfin des informations sur la nature et la
fonction des genes de résistance. Afin de valider la fonction et l'effet des génes
potentiellement impligués dans la résistance a la fusariose, le silencage génique des
plantes hotes résistantes a permis de vérifier la fonction et I'effet des genes identifiés, donc
de prouver l'efficacité des genes dans la lutte a la fusariose.

Il s’agit d’'une information de pointe ayant un fort impact sur l'efficacité des travaux que
pourront entreprendre les sélectionneurs ou les scientifiques pour la suite des choses, soit
le développement de cultivars améliorés. D’abord, l'information obtenue par le projet
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discrimine les génes utiles a la résistance plutét qu’une information moins précise ciblant un
caractere polygénique (QTL). Le projet a permis de cibler les génes actifs de résistance et
de se débarrasser d’informations inutiles associées au QTL-6BS. Ensuite, pour les
programmes d’amélioration génétique, le fait de connaitre la séquence directe des génes de
résistance permet de développer des marqueurs qui sont directement a la source du
tracage de la résistance; il ne s’agit plus de sélection indirecte de marqueurs associés (liés)
aux genes. Les marqueurs utiles a la sélection assistée seront plus efficaces et fiables.

L’information sur ces genes permettra de rechercher les genes remplissant des fonctions
équivalentes soit chez la méme espece ou chez les espéces apparentées telles que le
triticale ou chez l'orge, qui est une culture importante, souvent affectée sévérement par la
fusariose. Il pourra s’agir de génes homologues, homéologues ou orthologues. A cet effet,
deux genes conférant une bonne résistance ont déja été identifiés chez l'orge, les genes
HvCERK1 et HYWRKY23. Ces génes ont aussi subi la validation de leurs fonctions et effets
(silencage, etc.). L'information de ces genes de I'orge sera recherchée chez le blé.

APPLICATIONS POSSIBLES POUR L'INDUSTRIE ET SUIVI A DONNER

L’information précise sur quelques genes permet d’envisager une approche novatrice pour
le développement de cultivars améliorés et résistants a la fusariose de I'épi. Nous sommes
en processus d’éditer le génome en remplacant les géenes sensibles par des genes
résistants. La technique d’édition de génome CRISPR-Cas9 sera mise a profit; les
processus de modification et de régénération sont en voie d’étre régularisés au laboratoire.
Nous utilisons le cultivar de blé Pasteur, un blé a fort rendement, a paille courte et résistant
a la verse, mais sensible a la fusariose selon nos standards. Le CRISPR-Cas9 fait la
manchette partout en sciences de la vie et offre un potentiel nouveau pour modifier, éditer
de facon tres précise et spécifique le génome. Nous pourrons remplacer au méme endroit
dans le génome un gene défectueux (sensible) par un géne conférant la résistance a la
fusariose. Il ne s’agit donc pas d’introduire un transgéne, mais bien de faire la cisgenése :
transférer un géne de la méme espéce comme le feraient les méthodes d’hybridation et de
recombinaison génétique classiques. L’édition génomique n’introduit pas de marqueurs tels
les génes d’antibiotiques.

Nous pourrons envisager d’identifier ainsi par I'approche de la métabolomique, des
transcrits et du séquencage, plusieurs géenes de résistance a la fusariose. Cette étape « pas
a pas » pourra permettre de disposer de séquences utiles comme marqueurs de sélection
et plus avant de cumuler les genes de résistance. Ultimement, on peut envisager éditer le
génome avec I'ensemble de ces génes dans des cultivars adaptés a la culture au Québec.
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